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ADO: Hembras adultas tratadas durante la adolescencia.
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ADU: Hembras tratadas durante la adultez.
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RESUMEN

Tanto en la mujer como en la rata, la cocaina interfiere con el comportamiento
maternal. La exposicidn crénica a cocaina se asocia a la disfuncion del circuito
mesocorticolimbico, clave en los procesos cognitivos y motivacionales que modulan la
respuesta materna. Por otra parte, se ha demostrado que durante la adolescencia este
circuito sufre una profunda reorganizacidon y es altamente sensible a perturbaciones
externas, posicionando a esta etapa como un periodo de elevada vulnerabilidad bioldgica
a los efectos a largo plazo de la cocaina.

Sobre la base de esta evidencia, en el presente trabajo nos planteamos que la
administracién de cocaina durante la adolescencia induce mayor sensibilizacidn
comportamental y tiene mayores efectos a largo plazo en el comportamiento maternal, la
agresion, la ansiedad experimental y en la funcién cerebral que durante la etapa adulta.

Para probar esta hipodtesis, ratas hembras adolescentes (~37 dias) y adultas (~90 dias)
recibieron un tratamiento crénico intraperitoneal con cocaina (15 mg/kg) durante 10 dias
consecutivos. En primer término, evaluamos el efecto del tratamiento sobre las conductas
estereotipadas y la actividad locomotora, demostrando que la droga ocasioné una
mayor sensibilizacién comportamental en ratas adolescentes que en adultas.

A los 3-8 dias de finalizado el tratamiento, las hembras se aparearon y habiendo
transcurrido el periodo gestacional se realizaron distintas evaluaciones durante el
postparto. Asi, en segundo lugar evaluamos el comportamiento y la agresién maternal y la
ansiedad experimental. Las alteraciones en el comportamiento maternal fueron mas
pronunciadas en las hembras expuestas a la sustancia durante la adolescencia, en
comparacién a lo observado en hembras tratadas durante la etapa adulta. Por otro lado,
las ratas expuestas a la droga durante la adolescencia mostraron una disminucién
significativa de la ansiedad en el laberinto elevado en cruz, en comparacién a las ratas
tratadas cuando adultas, que exhibieron una respuesta ansiogénica. No se observaron
diferencias en la agresion maternal entre las hembras tratadas con la droga y sus
respectivos controles salinos.

Finalmente y posterior a las evaluaciones comportamentales, exploramos el efecto de
la cocaina en la tasa metabdlica cerebral regional basal mediante tomografia por emision

de positrones y utilizando como radiofarmaco la [*®F]-FDG. El metabolismo cerebral en la



corteza prefrontal medial difirid significativamente entre ambos grupos tratados, con
mayores niveles de actividad en las hembras que recibieron la droga cuando adultas.

En la presente tesis mostramos que si bien el tratamiento indujo sensibilizacién
comportamental en ambos grupos de hembras, las hembras adolescentes fueron mads
sensibles a los efectos motores de la administracién crénica de cocaina previa a la
gestacion, que en ambos grupos tratados la cocaina provocd alteraciones a largo plazo en
el comportamiento maternal y ansiedad, y que la actividad de la corteza prefrontal medial
entre ellos fue diferente. En particular, la mayor distorsién del comportamiento maternal
observada en las hembras que recibieron la droga en la adolescencia sugiere que la
cocaina pudo haber modificado la trayectoria normal del neurodesarrollo, afectando
procesos que moldean la conectividad y maduracién adecuada del circuito
mesocorticolimbico en una etapa en que ese sistema no estd completamente

desarrollado.
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1. INTRODUCCION

1.1 Dependencia a cocaina durante la maternidad

Es ampliamente conocido que tanto el abuso como la dependencia a cocaina generan
dificultades para el desarrollo saludable de la vida de las personas. Si bien esta
problematica debe ser contemplada en todas las etapas de la vida, existe especial interés
en lo que sucede durante las primeras etapas de la maternidad. La interaccién vy el
involucramiento de una madre con su hijo constituyen una experiencia placentera y
reforzadora que asegura el cuidado éptimo para el desarrollo del hijo, y motiva la
conducta maternal incluso en condiciones de extrema fatiga o ante la presencia de otros
estimulos que compitan por la atencién (3). No obstante, la investigacidon clinica y
preclinica sugiere que madres que han desarrollado adicciones a sustancias, en particular a
cocaina, pueden ver dificultada su capacidad de responder adecuadamente a las seiiales
de su hijo, encontrando estas interacciones menos gratificantes o mas estresantes, hecho
gue puede poner al nifio en riesgo (4-7). Se ha visto que mujeres que abusan o dependen
del consumo de cocaina, ya sea durante el embarazo o en etapa postparto, desarrollan
habitos de crianza problematicos y presentan déficits en el vinculo madre-hijo con mayor
frecuencia que madres que no consumen cocaina (8-11). El uso y abuso de sustancias
psicoactivas durante la maternidad ha sido asociado a incrementos significativos en el
descuido y desatencién de las necesidades bioldgicas, afectivas, intelectuales, sociales,
morales y éticas del nifio (12).

Dada la amplitud de factores biolégicos y psicosociales asociados al uso de cocaina,
evaluar los efectos de la sustancia en la crianza de los humanos a nivel comportamental y
neurobioldgico se torna complejo. Asimismo, aunque los estudios en humanos son de gran
utilidad en la caracterizaciéon del vinculo entre el uso de cocaina y la expresién de la
conducta maternal, éstos tienden a manifestar correlaciones y no causalidades. De modo
que la posibilidad de controlar estas variables en modelos preclinicos ha abierto nuevas
ventanas en la comprensién del efecto de las drogas en el comportamiento parental en

humanos.



1.2 Comportamiento maternal y cambios afectivos

La mayoria de las especies de mamiferos exhiben alguna modalidad de cuidado
parental hacia las crias, mas ha sido la rata que se ha posicionado como el animal de
laboratorio mas apropiado para estudiar el comportamiento maternal. Las crias de la rata
son altriciales: nacen con los ojos y oidos cerrados, sin pelo, y son incapaces de regular su
temperatura corporal, defecar, orinar o de protegerse de ataques, necesitando, de forma
similar a los humanos, del cuidado parental para sobrevivir (13). El comportamiento
maternal en la rata ha sido bien caracterizado tanto en sus bases comportamentales como
neurobioldgicas. La rata exhibe comportamientos relativamente estereotipados hacia las
crias que pueden ser cuantificados, presentando ventajas para evaluar y determinar las
consecuencias ocasionadas por agentes perturbadores. Es preciso sefialar, ademds, que los
circuitos neurales que controlan el comportamiento parental se han conservado
evolutivamente (14). Se postula la existencia de una homologia en el control neural de
esta conducta en todas las especies de mamiferos estudiadas, incluyendo la especie
humana (15, 16), lo cual permite el estudio comparativo de estos mecanismos neurales
entre especies.

El comportamiento maternal estda constituido por aquellas respuestas o
comportamientos desplegados por la hembra que especificamente contribuyen al
desarrollo y crecimiento de su descendencia en la fase mds vulnerable del periodo de vida
(15). Entre ellos se encuentran las respuestas dirigidas directamente al cuidado de las crias
y comportamientos no dirigidos especificamente a las crias que aumentan la probabilidad
de que sobrevivan y se desarrollen. Uno de estos comportamientos es la agresidn
maternal, conducta a través de la cual la hembra protege a sus crias de posibles
depredadores y del infanticidio por parte de hembras o machos co-especificos (17-20).
Otro cambio comportamental de las hembras postparturientas es la reduccion de la
ansiedad y el miedo en relacién a otros periodos del ciclo reproductivo de la hembra (21-
24). Se ha hipotetizado con que la reduccién del miedo y de la ansiedad es necesaria para
el proceso de transicién que permite que estimulos de las crias inicialmente novedosos y
ansiogénicos se vuelvan atractivos estimulando el contacto e iniciando el ciclo de
reforzamiento positivo que concluye con la formacién de un vinculo duradero entre la
madre y los hijos (25). Incluso se ha sugerido que la reduccién en la ansiedad podria
contribuir al incremento de los niveles de agresividad durante el postparto (22-24, 26-28).
Este conjunto de comportamientos, que puede desarrollarse desde la pubertad hasta la
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adultez, se encuentra altamente conservado en términos evolutivos, constituyendo su
expresion una caracteristica que define a los mamiferos (15). Los hallazgos alcanzados en
las ultimas décadas han documentado que la expresién de la conducta materna involucra
una compleja interaccién de procesos neurales de percepcién, motivacién, afecto y
cognicién (16, 29). En tanto, los sustratos neurales involucrados en el comportamiento
maternal son flexibles y adaptativos, siendo muestra consistente de ello el hecho de que
hembras ajusten sus comportamientos a las necesidades de las crias y a lo largo del
postparto (30-33) y que desarrollen diferentes estrategias de cuidados en distintos

estados hormonales y condiciones fisioldgicas (15, 32, 34).

1.2.1 Lared neural maternal

Las investigaciones iniciadas por Jay Rosenblatt en la década de los 50 del siglo pasado
y continuadas por Michael Numan y Alison Fleming han sido claves en la identificacion de
los mecanismos neurales involucrados en la expresidn del comportamiento maternal.
Michael Numan, junto a Barry Komisaruk y Jay Rosenblatt fueron los primeros en
demostrar la importancia del drea predptica media (APOM) (35), iniciando los estudios de
las bases neurales del comportamiento maternal. En estudios posteriores demostraron
que el APOM vy los nucleos de la estria terminal operan en la regulaciéon del
comportamiento maternal como sitios integradores de las sefiales hormonales con la
informacién sensorial proveniente de las crias (36-44). En tanto, Fleming y sus
colaboradores esclarecieron el rol clave del olfato y sus vias asociadas en las fases iniciales
del comportamiento maternal (45), asi como la implicancia del nucleo accumbens (NAc) en
aspectos motivacionales de las respuestas maternales (46). En la actualidad existe
evidencia acumulada proveniente de estudios en animales y humanos que ha puesto de
manifiesto la existencia de una red de estructuras cerebrales, incluyendo regiones de la
corteza prefrontal (CPF), APOM, nucleos de la estria terminal, amigdala (AMY), hipocampo,
area tegmental ventral (ATV) y NAc, entre otras, encargada de modular la respuesta
maternal (15, 29, 32, 33, 47-49).

La actividad del APOM es importante en todas las fases del comportamiento maternal,
tanto en el inicio como durante su mantenimiento durante el periodo postparto temprano
en hembras primiparas y multiparas, asi como en hembras virgenes (37). Se ha visto que

lesiones en el APOM alteran el comportamiento maternal (42, 50). Por otra parte, el



APOM es un sitio critico para la acciéon de distintas hormonas en la modulacién de la
respuesta maternal. La accién de los estrégenos y la prolactina en el APOM activa el inicio
de la conducta materna (51, 52). Asimismo, la accion de la oxitocina en el APOM es clave
en el inicio del comportamiento maternal (15, 53). Se ha sugerido que una de las acciones
de los estrégenos en neuronas del APOM seria estimular la expresién de receptores de
oxitocina, permitiendo a la oxitocina activar las eferentes del APOM. Estas proyectan hacia
una de las principales estructuras del sistema mesocorticolimbico dopaminérgico
(DAérgico), el ATV, y son claves en la interaccién de la red neural maternal con el sistema
mesolimbico, regulando la motivacién maternal (37).

El rol del sistema mesocorticolimbico DAérgico en el procesamiento de estimulos con
valor de incentivo y en la mediacion de los comportamientos motivados estd bien
establecido (54, 55), asi como reconocido su papel en el procesamiento de la significancia
motivacional vinculada a las crias (29, 37, 56-60). En términos bdsicos, este sistema esta
conformado por células dopaminérgicas (DAérgicas) del ATV que envian proyecciones al
NAc y a la corteza prefrontal medial (CPFm) (59, 61). En el NAc estas neuronas DAérgicas
establecen contactos sinapticos en receptores de las neuronas espinosas mediales, que
son GABAérgicas y envian proyecciones al palido ventral (PV) para regular su activacion. El
PV, por su parte, envia proyecciones hacia el cerebro anterior y las regiones motoras del
tronco cerebral, siendo su actividad esencial en la respuesta motora de la conducta
maternal (37).

De acuerdo al modelo de Mogenson (1980) y Numan (2007), las proyecciones de las
neuronas DAérgicas desde el ATV serian inhibitorias sobre las neuronas espinosas
mediales que proyectan desde el NAc al PV, de tal modo que su inhibicidn resulta en una
mayor actividad del PV (54). Estas neuronas espinosas mediales del NAc también reciben
aferencias glutamatérgicas desde la AMY, el hipocampo y la CPFm (54). En el modelado de
la interaccion entre el APOM vy el sistema mesolimbico DAérgico (56, 62), se ha propuesto
que cuando el APOM es sensibilizada por hormonas (ej. estrégenos, progesterona,
oxitocina, prolactina), ésta se torna sensible a los estimulos provenientes de las crias
procesados en la CPFm, bulbo olfatorio y dareas limbicas (56, 62), que activan las
proyecciones del APOM al ATV, estimulando la liberacién de dopamina (DA) en el NAc. En
este modelo, las eferentes excitatorias provenientes de las regiones basomedial y
basolateral de la AMY y de la CPF portan informacién de entradas sensoriales asociadas a

las crias, que es dirigida tanto al NAc como al PV. Numan et al. (56) proponen que en



ausencia de la liberaciéon de DA desencadenada por las crias, como ocurriria en hembras
virgenes nuliparas, la capacidad de respuesta del PV se veria suprimida por la inhibicidn
mediada por las neuronas espinosas GABAérgicas del NAc, impidiendo la expresién de
comportamientos maternales apetitivos, como el acarreo de las crias. Por el contrario, en
el caso de hembras postparturientes, los estimulos de las crias a nivel del APOM
sensibilizada por la accion hormonal estimulan la liberacién de DA en el NAc. En este caso,
la accién depresora de la DA sobre las neuronas espinosas GABAérgicas del NAc desinhibe
al PV, cuya activacion se incrementaria por las entradas glutamatérgicas provenientes de
la AMY y CPF (areas implicadas en el procesamiento de estimulos de las crias), facilitando

la expresién de conductas maternas activas (Figura 1).
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Figura 1. Modelo de la red neural maternal propuesto por Michael Numan. Extraido de Numan et
al. (2009).

Los estudios dirigidos a identificar los sustratos neurales que modulan la agresiéon
maternal durante el postparto temprano han mostrado que las dareas el cerebro
involucradas en otras formas de agresidn también participan en la modulaciéon de la
agresion maternal. Regiones como el APOM, hipotdlamo anterior, nucleo ventromedial

hipotaldmico, varios nucleos del complejo amigdalino, la sustancia gris periacueductal y la



CPF, implicadas en la regulacion de la agresién en machos, también se encuentran
vinculadas a la expresién de la agresidon maternal (por revision ver (27, 63)).

Por ejemplo, lesiones en el ndcleo ventromedial hipotaldmico reducen

considerablemente la agresién maternal (64). Ademads, distintos reportes han marcado la
relevancia de regiones como el tdlamo mediodorsal o la corteza insular prefrontal que
participan del procesamiento o transmisidn de las sefiales provenientes de las crias,
documentado que la lesién de estas areas reduce la agresion maternal (18, 65). En esta
linea, se ha evidenciado que lesiones en el nucleo peripeduncular, involucrado en la
transmisién de informacidén de la estimulacion de las glandulas mamarias al hipotalamo y
estructuras limbicas también reducen la agresién maternal (66, 67).
Llamativamente, el rol del APOM, critico en la integracién de estimulos provenientes de las
crias y de factores enddcrinos en el comportamiento maternal (68), no ha sido abordado
en profundidad el contexto de la agresion maternal (27), aunque su activacién pareceria
estar implicada en la expresion de esta uUltima.

Por otra parte, se ha sugerido que la reduccién del miedo y de la ansiedad durante el
postparto tiene origen en el perfil enddcrino que se establece en el periodo del periparto y

gue su mantenimiento también requiere del contacto fisico con las crias (19, 67, 69).

1.2.2 La CPF en la modulacién de la cognicién maternal

El rol de la CPF y de las funciones cognitivas de orden superior ha sido menos
considerado por los estudios del comportamiento maternal en roedores. Existen reportes
pioneros como los de Beach (70) y Stone (71), que han documentado cdmo el patrén
organizado del comportamiento materno, en especial el comportamiento de acarreo, se
ve alterado o completamente abolido como consecuencia de la remocién del 1-57% de
tejido de la corteza. Asimismo, Slotnick y Nigrosh (72, 73), afios después, evidenciaron que
la lesion del cingulo anterior y posterior reduce la conducta maternal, también afectando
mayoritariamente el acarreo de las crias, tanto en ratas como en ratones.

Ha sido en los ultimos afos que ha renacido un marcado interés por determinar el rol
cortical en la modulacién del comportamiento maternal, particularmente el de la CPFm. La
CPFm ha sido abordada extensivamente en el contexto de la cognicion. Su posicidn y sus

conexiones con el APOM, hipotdlamo, AMY, sistema limbico, y otras areas corticales de



asociacién sensorial y motora (74-76), sitdan a la CPFm como una regién clave en el

procesamiento de informacidn sensorial, motora, motivacional y emocional (68, 77-80).

1.3 Efectos de la cocaina en el comportamiento maternal de la rata

El uso de animales de laboratorio ha sido particularmente util en la determinacién de
los mecanismos neurobiolégicos implicados en las alteraciones comportamentales
producidas por las drogas de abuso. Numerosos reportes han examinado las
consecuencias de la exposicidon a cocaina en la expresidén de la conducta maternal de la
rata, estableciendo que la cocaina provoca alteraciones cuantitativas y cualitativas en
diversos aspectos del comportamiento maternal, como el acarreo de las crias, las posturas
de amamantamiento y el interés en la construccién y mantenimiento del nido (6, 7, 81-88).

Por ejemplo, los grupos de Craig Kinsley y de Josephine Johns realizaron una serie de
experimentos que demostraron que la administracion de cocaina reduce la respuesta
maternal en forma dosis dependiente. Administrada de forma aguda, ya sea durante los
dias 5 o0 6 postparto a dosis Unicas de 5.0 o 10.0 mg/kg (83), o de forma inmediata al parto,
a dosis Unica de 15 mg/kg (7), ambos grupos evidenciaron que la cocaina producia un
incremento en las latencias de contacto, acarreo, lamido y agrupamiento de las crias. En
tanto, con el objetivo de evaluar las consecuencias en el comportamiento maternal de la
exposicién crénica a la sustancia durante la gestacién y el postparto, en el dia 14 de
gestacion, Kinsley y sus colaboradores realizaron implantaciones subcutdneas de bombas
osmoticas que liberaban 20 mg/kg/dia de cocaina y evaluaron la respuesta maternal en los
dias 1 y 2 postparto, documentando que el tratamiento crénico también alteraba la
correcta expresion del comportamiento maternal (83). El equipo de Johns alcanzé
resultados similares utilizando un protocolo de administracién de dosis diarias de 30
mg/kg durante los dias 1y 20 de gestacion (7, 81).

Adicionalmente, se ha documentado que el tratamiento crénico y gestacional con
cocaina incrementa la expresion de la agresién maternal en una forma dosis dependiente

(6,7, 81, 87) y genera un incremento en la ansiedad de los animales adultos (89-91).



1.3.1 Efectos alargo plazo

Existe consenso sobre que la administracion de cocaina afecta el comportamiento
maternal, siempre que ésta sea administrada de forma aguda en dosis superiores a 5
mg/kg (92). En cambio, hace unos afios emergio el debate en relacidn a la persistencia de
las alteraciones en el funcionamiento cerebral y comportamiento maternal generadas por
la exposicidn crénica a cocaina. Si bien algunos investigadores apoyaron la nocién de que
la disrupcién del comportamiento maternal se daba Unicamente cuando se registraban
niveles elevados de la droga en plasma (86), otros ensayos que involucraron el tratamiento
crénico de cocaina durante la gestacién documentaron la presencia de alteraciones en el
comportamiento maternal en los primeros dias postparto, durante un periodo de
abstinencia temprana (5, 81), sugiriendo que la cocaina podria tener efectos a largo plazo.
Una de las posibilidades era considerar que estas alteraciones estuvieran mediadas por los
efectos de la abstinencia. Sin embargo, tal opcion fue desechada por un estudio del grupo

de Josephine Johns (81), insinuando asi que otros mecanismos podrian estar implicados.

1.3.2 Exposicion pregestacional a la cocaina y sus consecuencias a largo plazo en el

comportamiento maternal

A diferencia de la cantidad de abordajes preclinicos que involucran tratamientos de
cocaina durante la gestacidn o lactancia, son llamativamente escasos los estudios que han
evaluado las consecuencias del uso previo de la cocaina en el subsecuente
comportamiento maternal. Este punto resulta llamativo considerando que es frecuente
gue mujeres usuarias de cocaina abandonen su consumo al momento de planificar un
embarazo o de la deteccidon del mismo. De hecho, existen reportes que documentan que
madres en recuperacion de una adiccién a cocaina muestran déficits en la expresion de sus
roles maternales (93-95), desconociéndose los mecanismos neurobioldgicos que estarian
mediando estos efectos. La existencia de consecuencias a largo plazo del uso de cocaina ha
puesto de manifiesto la necesidad de realizar seguimiento a estas mujeres en la clinica y
de modelar estas circunstancias en la esfera preclinica.

En esta linea, el equipo de investigacion liderado por Marcelo Febo en la Universidad
de Florida, en EE.UU., diseid un novedoso modelo con el fin de continuar profundizando
en las alteraciones a largo plazo en la expresidn del comportamiento maternal

ocasionadas por la cocaina (1, 2). El grupo se inclind por realizar un tratamiento crénico



pregestacional, en un disefio que permite evaluar un escenario de abstinencia mas
prolongada.

Este tratamiento crdénico con cocaina consistié en la administracién de dosis de 15
mg/kg, durante 14 dias consecutivos a hembras adultas virgenes. Una vez finalizado el
protocolo de administracidn, las hembras se alojaron con machos sexualmente activos,
verificdndose la posterior prefiez. Asi, permanecieron imperturbadas durante la gestacién
hasta los primeros dias del postparto, cuando se realizé la evaluacién del comportamiento
maternal.

Febo y sus colaboradores demostraron que la sensibilizacidn comportamental a
cocaina antes del embarazo altera el comportamiento maternal durante la etapa
temprana del postparto. Los resultados obtenidos por Febo (2007) y Nephew (2010) estan
en linea con aquellos reportados por el equipo de Johns (5, 81), que en conjunto apoyan la
hipétesis de que la administracién de cocaina puede tener efectos a largo plazo en la
respuesta conductual materna. Sin embargo, como los propios investigadores han
sefialado, los efectos a largo plazo fueron divergentes (2). Mientras el tratamiento crénico
durante la gestacion mostré efectos disruptivos en el comportamiento maternal (5, 81), la
administracién pregestacional redujo la latencia de acarreo e incrementé el numero de
lamidos (1, 2). Segun Febo (2007), este efecto es reminiscente a aquel visto en el
comportamiento sexual de ratas macho como consecuencia de la sensibilizacion a
anfetamina (96) y ha postulado que la exposicién a cocaina previa a la gestacion podria
estar incrementando el comportamiento maternal mediante el mecanismo de

sensibilizacién cruzada, reflejando un incremento en el valor de incentivo de las crias.

1.4 Neurobiologia de la dependencia a cocaina

La dependencia a drogas es una compleja enfermedad cerebral que resulta de la
repetida exposicién a drogas de abuso, modulada por factores genéticos, epigenéticos,
ambientales y por aquellos vinculados a la experiencia (97). En humanos, el desarrollo de
la dependencia a cocaina suele comenzar con un uso recreacional, que con el tiempo se
configura en un desorden compulsivo de busqueda y consumo de la sustancia. El estrés,
las claves ambientales y los estimulos condicionados han mostrado jugar un papel
relevante en las recaidas, sumado a alteraciones en procesos neurobiolégicos, aunque su
comprension es todavia escasa. Si bien se creyé que la dependencia a drogas involucraba
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principalmente procesos de recompensa mediados por regiones limbicas, hace unos afios
diversos estudios, en particular de neuroimagen, han implicado al circuito
mesocorticolimbico (98-100). En efecto, se ha sugerido que las vias mesolimbica vy
mesocortical operan en paralelo y que poseen diferentes roles en el desencadenamiento
de los trastornos adictivos (101).

Las drogas de abuso exhiben un amplio rango de estructuras quimicas y modos de
accion, mas hay un principio que las unifica, y es que desencadenan un incremento
significativo en los niveles extracelulares de DA en el circuito mesocorticolimbico (102).

En el caso de la cocaina, su principal mecanismo de accién en el cerebro es a través del
bloqueo de la recaptacién de las monoaminas DA (103, 104), noradrenalina (NA) (103) y
serotonina (5-HT) (105). Ademads, la cocaina es conocida por tener potentes propiedades
anestésicas locales, medidas por su bloqueo de los canales de sodio (106).

Aunque la inhibicién de la recaptacion de DA media las propiedades reforzadoras de la
droga (97), el incremento de DA en el sistema mesocorticolimbico ha sido per se
insuficiente en la explicaciéon de los mecanismos que subyacen a las patologias adictivas.
Por ello, las investigaciones han cambiado su foco de atencién, priorizando el estudio de
los procesos neurobioldgicos que median el establecimiento de la dependencia ocasionada
por la exposicidon crénica a la cocaina, en contraposicién a los efectos producidos por la
intoxicacion aguda.

Con el paso del tiempo han cobrado fuerza paradigmas que sostienen que los
incrementos repetidos en la liberacion de DA desencadenan complejas y persistentes
adaptaciones en el cerebro, ocasionando un desbalance DAérgico en los circuitos que ésta
integra y modula, alterando la estructura y funcidn de diferentes regiones del cerebro que
median el desarrollo del trastorno de dependencia y afectando diversos procesos
psicolégicos que caracterizan su sintomatologia. Robinson y Berridge propusieron que una
de estas alteraciones es la sensibilizacién o hipersensibilidad a los efectos motivacionales
de incentivo de las drogas y sus estimulos asociados (107). Con base en que los circuitos
neurales codifican informacién a través de cambios plasticos en la eficacia de la
transmisién sindptica excitatoria, en su “teoria de la saliencia del incentivo”, plantean que
la exposicidn repetida a la cocaina puede generar adaptaciones neuronales en los circuitos
encargados de regular la atribucidn de la saliencia a los estimulos o incentivos (107). El
resultado de estas neuroadaptaciones implicaria una asignacién mayor y desmedida de

valores de incentivo tanto a la droga como a las claves asociadas a la misma, estableciendo
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un estado de hipersensibilidad del cerebro a sus efectos. Ademas, ha sido sugerido que la
persistencia de la sensibilizacién puede perdurar por afios, incluso habiendo transcurrido
largos periodos de abstinencia (107), determinando la naturaleza crénica de la

dependencia a cocaina.

1.4.1 Maecanismos neurobioldgicos implicados en el desarrollo de la sensibilizacion

a cocaina y sus efectos en el comportamiento maternal

Existen modelos animales que han sido utilizados para explorar las consecuencias
causadas por el incremento progresivo de la frecuencia en el uso de la cocaina, suceso
caracteristico del desarrollo de la dependencia. Uno de ellos es el modelo de
sensibilizacién comportamental, en referencia a la tesis de Berridge y Robinson (107). Se
ha documentado que la exposicion repetida a cocaina puede inducir sensibilizacién
comportamental, volviendo a los roedores hipersensibles a los efectos de la sustanciay a
sus estimulos asociados. Una de las medidas utilizadas para evaluar la sensibilidad a la
sustancia es la actividad locomotora. La estimulaciéon inicial de la actividad locomotora
inducida por una droga es incrementada luego de la administracion repetida (108). Asi, se
ha postulado que aquellos organismos que experimentan una mayor actividad locomotora
denotan mayor sensibilidad a los efectos de la droga en comparacién a aquellos que
exhiben un incremento menor (108). No obstante, es usual que este indicador sea
malinterpretado. La sensibilizacion de la actividad locomotora no equivale a la
sensibilizacion comportamental, sino que constituye uno de los efectos psicomotores
generados por las drogas que inducen sensibilizacién. El punto critico en la teoria de la
saliencia del incentivo no se halla en la sensibilizaciéon locomotora; radica en el aumento
de la “saliencia” o valor del incentivo asociado a la sensibilizacién del sistema DAérgico. En
la medida que se propone que la activacién locomotora refleja el involucramiento del
sistema mesolimbico DAérgico, la sensibilizacién locomotora es a menudo utilizada como
evidencia indirecta de la hipersensibilidad de este circuito, reflejando la ocurrencia de
neuroadaptaciones como consecuencia de la perturbacién repetida, que contribuirian al
desarrollo de la dependencia.

La induccién de la sensibilizacion comportamental producida por la cocaina esta
mediada, al menos en parte, por el aumento en los niveles extracelulares de DA a través

del bloqueo del transportador de DA (DAT). Este aparenta ser el factor causal primario de
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las posteriores adaptaciones duraderas en el sistema mesocorticolimbico, particularmente
en el ATV, NAc, CPF y sus conexiones aferentes y eferentes (109) (Figura 2). En esta linea 'y
considerando que este sistema ha sido fuertemente implicado en la expresiéon de la
respuesta maternal (56), se ha hipotetizado que el efecto de la droga en la respuesta
maternal podria ser una consecuencia de las alteraciones producidas en el sistema
DAérgico. Pese a que las investigaciones dirigidas a identificar los sustratos neurales que
subyacen a las alteraciones en el comportamiento maternal inducidas por las drogas de
abuso aun son escasas, existen numerosos reportes que han documentado, con modelos
de inactivacién eléctrica y farmacoldgica, que interferencias de la actividad DAérgica
modifican la conducta materna (62, 110-112). Se ha estipulado que a través de
mecanismos de aprendizaje maladaptativos, la cocaina es capaz de cooptar los circuitos
del sistema mesocorticolimbico, implicados en el control de comportamientos motivados
frente a reforzadores naturales (como las crias para la madre), e inducir formas aberrantes
de plasticidad sinaptica a largo plazo y distorsionar la conducta materna de hembras

expuestas a la sustancia (113).

Hippocampus

Figura 2. Esquema de corte sagital del cerebro de la rata describiendo las principales regiones
implicadas en el circuito de recompensa donde actuan las drogas de abuso. El drea tegmental ventral
(VTA, por sus siglas en inglés) envia proyecciones dopaminérgicas (flechas rojas) al nlcleo accumbens
(NAc) y a la corteza prefrontal (PFC, por sus siglas en inglés). El NAc envia proyecciones GABAérgicas
(flechas naranjas) al VTA y al palido ventral (VP, por sus siglas en inglés), mientras que la PFC envia
proyecciones glutamatérgicas (flechas azules) al VTA y NAc. Tomado de Kauer y Malenka (2007).
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1.5 Neurodesarrollo adolescente: un periodo sensible

La evaluacion de los efectos de los psicoestimulantes en el sistema nervioso se ha
llevado a cabo utilizando mayormente roedores en la etapa de vida adulta. Resulta
llamativa la escasa atencidn que se le ha prestado al estudio de las consecuencias del uso
de drogas durante la adolescencia, considerando que el inicio de este fendmeno ocurre
con frecuencia durante este periodo. El interés en los posibles efectos diferenciales de las
drogas de abuso en animales adolescentes -en comparacién con adultos- es reciente y el

foco primario de estos estudios ha sido el alcohol y la nicotina (114, 115).

1.5.1 El periodo adolescente

La adolescencia es el periodo entre la nifiez y la adultez, marcado por cambios en el
desarrollo psicolégico, fisico y social. Si bien se solapa e interacciona con el periodo de
desarrollo puberal, en el cual el organismo alcanza la madurez sexual que garantizard el
éxito reproductivo, desde una perspectiva evolutiva, el neurodesarrollo durante la
adolescencia constituye un proceso trascendental para la maduracién de las habilidades
sociales y cognitivas requeridas para alcanzar la autonomia suficiente que permita la
independencia del nucleo familiar (116, 117).

A pesar de que las transiciones que se dan en esta etapa son necesarias para que el
organismo alcance la madurez, la adolescencia puede ser conceptualizada como una fase
de vulnerabilidad. Por ejemplo, entre los cambios comportamentales se destaca el
incremento en la toma de decisiones de riesgo que pueden poner en peligro la vida (118).
En ocasiones la adolescencia ha sido caracterizada como una fase Unica del desarrollo
humano. No obstante, todas las especies de mamiferos experimentan una transicién
similar. Los adolescentes humanos y sus contrapartes en otras especies de mamiferos
comparten numerosas similitudes en relacion a cambios hormonales, caracteristicas
comportamentales y transformaciones en la estructura y funcién cerebral (117, 119). En
relacidn a esto ultimo, existe un alto grado de consenso en la relevancia de los procesos de
neurodesarrollo que se dan durante la adolescencia; la caracterizacién mds detallada de
los mismos ha expandido en los Ultimos aifos nuestra comprensién de esta etapa de la vida
(119).

En roedores se pueden encontrar distintas definiciones sobre cual es el periodo de vida

gue comprende a la adolescencia. La mas aceptada y referenciada es la de Linda Spear,
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segln la cual la adolescencia se extiende desde P28 hasta P42, aunque esto no implique
gue tanto animales mds jévenes o mayores no puedan ser considerados adolescentes
(117) (Figura 3). En tanto, el comienzo de la adolescencia es acompaiiado por un periodo
prepuberal, que culmina con la aparicién de la primera ovulacién, indicando el
establecimiento del ciclo hormonal necesario para la reproducciéon de la hembra.
Externamente, el desarrollo puberal de la hembra es indicado por la apertura vaginal, la
cual usualmente ocurre en el dia posterior al primer pico preovulatorio de gonadotropina,

y que se ha visto en ratas entre los dias 32 y 40 (120).

PUBERTAD Y ADOLESCENCIA EN RATAS

PUBERTAD

pd 0 pd 30 pd 40 pd 50 pd 60 pd 70

ADOLESCENCIA

Figura 3. Periodo puberal y adolescente estimado para ratas hembras. Tomado y modificado de
Schneider (2013).

1.5.2 El cerebro adolescente en desarrollo

La remodelacion cerebral durante la adolescencia estd marcada por una mezcla de
cambios progresivos y regresivos que permiten refinar la conectividad, incrementar Ila
velocidad del flujo de informacidn entre distintas regiones, fortalecer las redes neuronales
y mejorar la eficacia cerebral (119). Estudios en humanos y roedores han puesto de
manifiesto que el volumen de materia gris cambia siguiendo un patrén en forma de U-
invertida durante la adolescencia (117, 121, 122). (121). Tal sobreproduccién de
conexiones es posteriormente eliminada mediante la poda sindptica o pruning (123)
(Figura 4). Se ha especulado con que este fendmeno es un ejemplo de plasticidad en el
desarrollo por el cual el cerebro es recableado con el objetivo de acercarse a una
topografia “adulta”, que se acoplard correctamente a las necesidades ambientales (117).

El proceso de poda es acompafiado por cambios progresivos, como la mielinizacién de las

proyecciones que se han conservado. El recubrimiento selectivo de axones con vainas de
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mielina incrementa la velocidad de la transmisidn de los impulsos eléctricos, apoyando la
idea de que en este proceso se estan esculpiendo redes que incrementaran la eficacia en
el procesamiento de la informacién. Aunque la mielinizacién comienza a darse en regiones
sensoriales y motoras en etapas tempranas de la vida, se acentla notablemente durante la
adolescencia (124, 125) (Figura 4).

Los procesos de reorganizacién durante la adolescencia se dan especialmente en
regiones de la CPF y estructuras limbicas (117, 126), largamente implicadas en la expresién
del comportamiento maternal, agresién maternal y de la ansiedad. Pese a que los procesos
del neurodesarrollo adolescente han sido abordados haciendo foco en el desarrollo del
sistema DAérgico, otros sistemas, como el serotoninérgico, también han sido

contemplados.

Infancia Adolescencia Adultez

Dias 20 40 60 80 100
| Sobreproduccion sinéptica>
| Poda sinaptica >
Hembras
Machos
| Mielinizacion

Figura 4. Linea de tiempo de los procesos de desarrollo en roedores. Las barras rosas representan
la linea de tiempo para hembras, mientras que la azul la de los machos. Tomado y modificado de
Brenhouse y Andersen (2011).

1.5.3 Remodelacién de la neurotransmision DAérgica durante la adolescencia

El sistema DAérgico exhibe cambios significativos durante la adolescencia (125). La
mayoria de los hallazgos en roedores sugieren que las concentraciones de DA en la corteza
y estriado, y la innervacién DAérgica cortical contindan incrementandose hasta
aproximadamente el dia 60, donde alcanzan la estabilidad de la etapa adulta (127-129).
También hay reportes que indican la aparicidn de un pico en la sintesis de DA durante la
adolescencia (130), el cual explicaria las caracteristica comportamentales que se observan

en este periodo (117, 127).
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En lo que refiere a la ontogenia de los receptores DAérgicos, en el caudado y putamen
los receptores D1 y D2 siguen una trayectoria de desarrollo similar, mostrando un pico de
densidad entre P28 y P42, proseguido de un descenso que marcard los niveles estables de
la adultez (131-133). En relacion a la expresidn de receptores en el NAc la evidencia es
confusa. Los resultados dan cuenta de un incremento sostenido en la densidad de
receptores D1 hasta la adultez (134), de la expresién de un pico en la periadolescencia
(132) y de un pico en la periadolescencia acompanado por una leve caida en P60 y un
posterior pico en P80 (133). Por su parte, los receptores D2 parecen exhibir un pequefio
pico en su concentracidn en el NAc durante la adolescencia, que decrece posteriormente y
se mantiene durante la adultez (131, 133). En tanto, en la CPF también existen
inconsistencias en los resultados. Aunque hay reportes que sugieren que la concentracion
de receptores D1 aumenta de forma sostenida desde el nacimiento hasta alcanzar su
maximo en la adultez (135), también hay evidencia de que la CPF podria exhibir un pico en
la expresion de receptores D1 y D2 durante la adolescencia (136). Sin embargo, resulta
crucial mencionar que existen diferencias de sexo claras en la ontogenia del sistema
DAérgico, y que los reportes que han evaluado este punto aun son insuficientes. Susan
Andersen y sus colaboradores mostraron que solo los machos exhiben cambios en la
densidad de receptores D1 y D2 en el estriado entre P25 y P100, aunque machos vy
hembras muestran niveles similares en la adultez (131). Esta diferencia también se vio en
la expresidn de receptores D2 en el NAc. La Unica similitud parece ser que tanto machos
como hembras poseen un pico en la expresidon de receptores D1 en el NAc durante la
adolescencia (137).

En relacién a la ontogenia de los DATs, sitio de accidon de la cocaina, la evidencia
sugiere que aquellas regiones ricas en DATs experimentan distintas trayectorias de
desarrollo. Se ha visto que el desarrollo de los DATs ocurre mayoritariamente en el
periodo prenatal, particularmente en aquellas regiones que contienen neuronas DAérgicas
(138). Por otro lado, algunas areas muestran un incremento linear constante en la
concentracién de DATs, como el caso del NAc, donde estos transportadores exhiben un
incremento desde el momento del parto hasta alcanzar un pico de estabilidad en P35, con

pequeiios incrementos posteriores durante la etapa adulta (138, 139).
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1.5.4 Remodelacion de Ila neurotransmision serotoninérgica durante Ia

adolescencia

La evidencia de los cambios en la neurotransmision serotoninérgica, pese a que aun es
limitada, sugiere que este sistema también exhibe una dramatica reorganizacién durante
la etapa adolescente.

La remodelacién de la innervacién serotoninérgica se ejemplifica en el caso de las
proyecciones hacia el cerebro anterior de la rata, las cuales muestran cambios
considerables en forma de U. Se ha observado que las sinapsis serotoninérgicas en esta
regién experimentan un incremento en su nimero que alcanza los niveles adultos en P14,
sufriendo un posterior y marcado declive al momento del destete en P21, antes de volver
a alcanzar los valores adultos, que ya se ven en P90 (140). No obstante, pese a que se
podria especular con niveles relativamente bajos de sinapsis en las innervaciones
serotoninérgicas, este parametro no fue evaluado entre el destete y la adultez (140). En la
misma linea, otro estudio reportd que el volumen de 5-HT en la corteza cingulada anterior
de ratas adolescentes (P30-40) es aproximadamente 4 veces menor en relacion al de ratas
mas jévenes (P10-15) o adultas (P60-80), fenédmeno no observado en el estriado (141). En
tanto, y de interés para nuestro estudio, también se han observado cambios durante el
desarrollo en el nivel de 5-HT en el APOM, con mayores niveles en ratas juveniles (P20-27)
en comparacion con adultas (P>60) (142).

La reorganizacién de los receptores serotoninérgicos también es pronunciada. Por
ejemplo, los receptores 5-HT2A de la corteza exhiben un pico en su expresion antes de la
adolescencia, decayendo posteriormente y de modo progresivo hasta alcanzar los niveles
caracteristicos de la adultez (143). En contraste, los transportadores de 5-HT incrementan
en numero de forma sostenida desde los primeros dias postparto hasta la adultez en el

NAc de la rata (139).

1.5.5 La exposicion a cocaina durante la adolescencia.

La evidencia sugiere que la adolescencia constituye un momento trascendental para el
desarrollo de las redes neurales, durante el cual una sustancia como la cocaina podria
convertirse en un factor critico en la modulacién del desarrollo cerebral. La sefializacion

aberrante desencadenada por la droga en la etapa adolescente seria capaz de afectar
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procesos del neurodesarrollo que moldean la conectividad del circuito
mesocorticolimbico, alterando el subsecuente comportamiento durante el periodo adulto.

Mds aun, se ha especulado con que el organismo inmaduro seria susceptible de
incorporar los cambios que las drogas inducen en forma de modificaciones permanentes
de la estructura y funcién cerebral, en una posibilidad que difiere de lo que parece suceder
en los organismos maduros, que reaccionan a los agentes perturbadores mediante
mecanismos de compensacion (144, 145). De esta manera, se ha propuesto que el efecto a
largo plazo de una sustancia como la cocaina dependerd de la interaccién entre las
acciones farmacoldgicas propias de la sustancia y el estado de maduracién de las
estructuras y funciones cerebrales que ésta afecta. Tomando en cuenta que ha sido
durante la ultima década que se ha arrojado mayor luz sobre las caracteristicas de los
procesos de desarrollo que sufre el cerebro durante la adolescencia, aln nos encontramos
lejos de comprender la peculiaridad de las alteraciones que podrian originarse como
corolario del uso de drogas durante este periodo. En lo que compete al interés principal de
nuestro estudio, las consecuencias de la exposicion crénica a cocaina durante la
adolescencia en el comportamiento maternal de hembras adultas es un campo que audn

permanece inexplorado.

1.6 Imagen funcional cerebral

Las técnicas de imagenologia funcional cerebral permiten acceder a informacién
tridimensional acerca de la perfusion y el estado metabdlico del tejido nervioso. Esta
informacién constituye un valioso insumo para complementar la informacién anatémica
gue brindan las técnicas de imagenologia estructurales como la tomografia computarizada
(CT, del inglés computed tomography) y la resonancia magnética. Sin embargo, la imagen
funcional posee valor clinico o preclinico en si misma, dado que las alteraciones
funcionales usualmente preceden a los cambios estructurales (146). Ademas, dichas
técnicas son utiles en investigacion, ya que proveen un método de evaluacion in vivo no
invasivo de la funcionalidad cerebral en el ser humano, con una alta resolucion anatémica

(147).
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1.6.1 Imagen funcional cerebral: PET

La tomografia por emision de positrones (PET, del inglés positron emission
tomography) es una herramienta de diagndstico no invasiva que provee imagenes
tomograficas de pardmetros cuantitativos describiendo varios aspectos hemodindmicos
del cerebro. Es esencialmente una técnica de imagen molecular, que permite la
visualizacidon de los cambios en la organizacién molecular de los sistemas bioldgicos,
debido a que los radiotrazadores utilizados son moléculas bioldgicas indicativas de un
proceso bioquimico (148). El PET ha sido utilizado en el estudio de varios desérdenes del
SNC. El desarrollo de diferentes radiofarmacos marcados con isétopos emisores de
positrones como carbono-11 (11C), fluor-18 (**F), oxigeno-15 (*>0) y nitrégeno-13 (®N) ha
permitido evaluar el flujo sanguineo cerebral y la tasa metabdlica cerebral regional (TMCr),
asi como sistemas de neurotransmision (148). Uno de los radiofarmacos de mayor uso,
tanto con propdsitos clinicos como en investigacién es la fluoro-2-deoxi-D-glucosa (FDG),
un analogo de la glucosa que se marca con fltior-18. El ®F es un radionucleido emisor de
positrones producido en un ciclotrén que presenta un periodo de semidesintegracion de
110 minutos. La [*®F]-FDG provee imagenes de alta resolucién del metabolismo cerebral.
Permite la evaluacidn de la TMCr y tiene caracteristicas fisicas que lo hacen relativamente

facil de producir y utilizar (149) (Figura 5).

1.6.2 Micro PET/CT.

El desarrollo de componentes cada vez mds pequefios ha permitido que el PET y la CT
hoy se encuentren disponibles para su uso en pequeifos animales. Similares
radiotrazadores pueden ser utilizados en la imagenologia preclinica in vivo para pequefios
animales (150, 151). Asi, la administraciéon de radiotrazadores permite obtener imdgenes
cuantitativas y funcionales de la salud fisioldgica, proporcionando el medio para el
monitoreo no invasivo de procesos bioldgicos, con el potencial de oficiar de puente hacia
la esfera clinica y de contribuir al desarrollo de la medicina humana (151) (Figura 5). En la
actualidad existen equipos hibridos como PET/CT, que permiten la obtencidén de imagenes
anatémicas vy fisioldgicas de alta resolucién en pequeiios animales y superar algunas
limitaciones de la adquisicién de imagenes por separado. La superposicién de diferentes

tipos de imagenes como la CT y el PET se conoce como co-registro y puede ser llevada a
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cabo mediante la utilizaciéon de un software que alinea las imagenes obtenidas en ambos

instrumentos.
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Ciclotron PET para pequefios animales

o 5 m—<{

Radionucleidos emisores Radiotrazador Aniquilacion de photo™
d : positrones 511 ke
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(a) (b) (€)  Detector (d)

TRENDS in Pharmacological Sciences

Figura 5. Representacidon esquematica de los principios de la técnica de micro-PET. (a) El ciclotréon, un acelerador de particulas, produce los radionucleidos emisores
de positrones, como el fllor 18. (b) Este radionucleido se incorpora en moléculas, durante el proceso de radiosintesis, dando lugar al radiotrazador, como el caso del
[*®F]-FDG. (c) El escaneo PET se realiza luego de inyectar el radiotrazador por via intravenosa y esperar el tiempo apropiado de biodistribucion. El radiotrazador se
acumula en el tejido a ser estudiado, y su radionucleido decae por emisidn de un positron. El positrén colisiona con un electrdn, liberando de forma simultanea dos
rayos gama (fotones) con una energia de 511 keV en direcciones opuestas. Estos dos fotones son detectados por la cdmara micro-PET. (d) A través del registro de un
numero significativamente estadistico de eventos radiactivos, algoritmos matematicos reconstruyen la imagen tridimensional que muestra la distribucion de las

moléculas emisoras de positrones en el cerebro. Extraido de Lancelot y Zimmer (2010). 71



1.6.3 Neuroimagen funcional en la adiccidn a cocaina

El PET es una ventana al funcionamiento cerebral y en las ultimas décadas ha provisto
valiosa informacidn acerca de los sustratos neurales que subyacen a los efectos crénicos y
agudos del uso de cocaina. Con esta técnica se han detallado alteraciones significativas de
la actividad funcional cerebral en consumidores de cocaina o derivados, principalmente en
regiones corticolimbicas, como el estriado, la AMY, el hipocampo y areas de la CPF (152-
154). En lo que refiere a los intereses del presente trabajo, al dia de la fecha no existen
estudios preclinicos que hayan utilizado la técnica micro-PET en la evaluacién de los
efectos a largo plazo en la funcién cerebral ocasionados por la exposicidn crénica a cocaina

durante la adolescencia.

1.7 Planteamiento del problema e hipoétesis

El conjunto de los antecedentes muestra que la cocaina es una droga que actua en el
sistema DAérgico, aunque también sobre otros sistemas neurales, y que si bien su accidon
es capaz de desencadenar alteraciones neurobioldgicas y afectar el comportamiento
maternal, la agresion maternal y la ansiedad experimental, la caracterizacién de sus
efectos a largo plazo es aun insuficiente.

Por otra parte, el importante desarrollo que experimenta el sistema
mesocorticolimbico durante la adolescencia, en especial en circuitos que integran a
regiones de la CPF, posiciona a este periodo como una ventana temporal particularmente
sensible a los insultos del entorno. En este escenario, la exposicidén crdénica a cocaina seria
capaz de promover adaptaciones aberrantes en el cerebro adolescente, susceptibles de
alterar su normal desarrollo, que no se observarian en la exposicién durante la etapa
adulta.

Basados en la evidencia descrita, y considerando que hasta el momento no existen
estudios que hayan evaluado los efectos a largo plazo inducidos por la exposicion crénica a
cocaina durante la adolescencia en los distintos componentes del comportamiento
maternal ni sobre la TMCr durante la etapa adulta, este trabajo de tesis plantea las
siguientes hipotesis:

Hipdtesis 1: La administracion crénica de cocaina durante la adolescencia provoca una

sensibilizacién comportamental de mayor magnitud que durante la etapa adulta y este
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efecto se refleja en mayores alteraciones a largo plazo en su comportamiento maternal,
agresion maternal y ansiedad experimental.

Hipdtesis 2: Las hembras expuestas a un tratamiento crénico con cocaina durante la
adolescencia exhiben alteraciones mayores de la TMCr durante su maternidad con
respecto a las hembras tratadas cuando adultas, en areas relacionadas al circuito maternal

y a la adiccién a drogas.

2 OBIJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

2.1 Objetivos Generales

1. Comparar del efecto comportamental (estereotipias, actividad motora) del tratamiento
crénico con cocaina en hembras tratadas durante la adolescencia y hembras tratadas en la

fase adulta.

2. Evaluar el comportamiento maternal, agresién maternal y ansiedad experimental de
hembras adultas expuestas al tratamiento crénico de cocaina durante su adolescencia en

relacién a los comportamientos de hembras tratadas durante la adultez.

3. Evaluar la TMCr en hembras adultas expuestas a la droga durante la adolescencia, en

comparacién con la TMCr de hembras tratadas durante la adultez.

2.2 Objetivos especificos

1. Determinar si la presencia de estereotipias ocasionadas por la administracion crénica de

cocaina es de mayor grado en hembras adolescentes que en adultas.

2. Determinar si los niveles de actividad locomotora ocasionados por el tratamiento con

cocaina son mayores en hembras adolescentes en comparacién con adultas.

3. Evaluar si los cambios en el comportamiento maternal generados por la exposicién a
cocaina son mds acentuados en madres que recibieron la droga durante la adolescencia en

comparacién a aquellas que lo hicieron cuando adultas.

4. Comparar la agresién maternal de las hembras tratadas crénicamente con cocaina en la

adolescencia con la exhibida por las tratadas durante la etapa adulta.
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5. Determinar si existen diferencias en la ansiedad experimental de las madres tratadas

con cocaina en la adolescencia en comparacién a la de las tratadas cuando adultas.

6. Determinar si la alteraciéon de la actividad metabdlica de areas relacionadas con la
dependencia a drogas y la maternidad de ratas lactantes tratadas con cocaina en la

adolescencia difiere de la de las adultas.

3 METODOLOGIA
3.1 Animales

Se utilizaron ratas hembras (n=47) de la cepa Wistar (Rattus norvegicus) de
aproximadamente 37 (adolescentes) y 90 (adultas) dias de edad. Luego del parto las
hembras permanecieron con ocho crias hasta la culminaciéon de los experimentos. Las
ratas se alojaron en un cuarto con un ciclo de luz-oscuridad invertido 12/12 h vy
temperatura controlada (2211 2C) en el Laboratorio de Experimentacion Animal (LEA) de la
Facultad de Ciencias y tuvieron acceso continuo a agua y comida, excepto durante las
sesiones experimentales. El protocolo experimental utilizado fue aprobado por la Comisidn

de Etica en el Uso de Animales (CEUA) de la Facultad de Ciencias.

3.1.1 Grupos experimentales

Considerando la influencia del ciclo ovarico en la actividad del sistema DAérgico (155)
las hembras adolescentes comenzaron el tratamiento con vehiculo o cocaina el dia de la
apertura vaginal (que generalmente coincide con la fase de proestro del ciclo estral (120))
y las hembras adultas en la fase de proestro de su ciclo estral, con el fin de homogeneizar
las condiciones enddcrinas dentro y entre los grupos. Se determind el dia de apertura
vaginal de las hembras adolescentes de acuerdo a Caligioni (2009), y se siguid el ciclo
estral de las hembras (adolescentes luego de la apertura vaginal y adultas) a través de

frotis vaginales diarios (156).
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3.1.2 Determinacion del dia de apertura vaginal

Diariamente desde el dia 33 de vida, se verificd la apertura vaginal de las hembras

adolescentes a través de inspeccion externa (Figura 6).

3.1.3 Determinacion de la fase del ciclo estral

Se determind la fase del ciclo estral en la cual se encontraban las hembras adultas y
adolescentes (luego de la apertura vaginal) a través del analisis del tipo de células
presentes y su abundancia en un exudado vaginal realizado con solucidn salina (Figura 7).
Este protocolo se realizd una vez al dia con el fin de minimizar el estrés y otros potenciales

efectos de la manipulacién.

3.2 Administracion de cocaina (de acuerdo a Febo y Ferris (2007))

El clorhidrato de cocaina (Laboratorio Verardo y CiA., Argentina) fue disuelto en
solucidn salina 0,9% y su administracién y la evaluacién comportamental se llevaron a
cabo en la fase de luz del ciclo luz:oscuridad (1300 a 1600 hs). A cada rata hembra se le dio
una inyeccion diaria de cocaina (15 mg/kg) o solucién salina 0,9% por via intraperitoneal
durante 10 dias consecutivos. El tratamiento en hembras adolescentes comenzé el dia en
el cual se constatd la apertura vaginal. La administracidn de cocaina o salina en hembras

adultas comenzd durante la fase proestro del ciclo estral, en torno a P90.

3.3 Evaluacidon de estereotipias durante el tratamiento con cocaina (de acuerdo a

Ellinwood y Balster (1974))

Treinta minutos previos a la evaluacién de estereotipias y a la administracion del
farmaco o solucidn salina, los animales se colocaron en las cajas experimentales para que
se adaptaran a las condiciones del cuarto de observacién. Las cajas experimentales fueron
de plastico transparente, de 32 x 42 x 19 cm. La respuesta comportamental a la cocaina
fue evaluada utilizando una escala de calificacién comportamental de 9 puntos
desarrollada por Ellinwood y Balster (157). A cada animal le fue dada una calificaciéon 5
minutos previo a la inyeccidon y luego a los minutos 0, 5, 10, 15, 20 y 25 post-inyeccion, de
acuerdo al siguiente procedimiento: en cada intervalo, cada animal fue observado durante

20 segundos, asignandosele la calificacion correspondiente entre los valores de 1y 9. La
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calificacién se describe en la tabla 1. En los casos en que se identific6 mas de un tipo de

comportamiento durante el periodo de observacién, la calificacién se basé en aquel que

fue predominante. La calificacion comportamental fue realizada de forma diaria durante

los 10 dias de tratamiento. Los datos se presentan como las medianas obtenidas a partir

de la sumatoria de las calificaciones obtenidas en los minutos 5, 10, 15, 20 y 25 post-

inyeccion para cada individuo.

Tabla 1. Escala de calificacion para evaluar los efectos psicomotores de estimulantes en

ratas.
Score Definicidn
1 Dormida Acostada, ojos cerrados.

2 Inactiva

3 Actividades en el lugar

4  Normal, alerta, activa.

5  Hiperactiva

6 Patrones lentos

7  Patrones rdpidos

8  Restringido

9 Reacciones discinéticas

Acostada, ojos abiertos.
Aseo normal.

Moviéndose alrededor de la caja, olfateando y haciendo

rearing.

Movimientos de correteo, caracterizados por cambios

rdpidos en la posicion.

Exploracion repetitiva de la caja a niveles normales de

actividad

Exploracion repetitiva de la caja con hiperactividad.

Permaneciendo en el mismo lugar de la caja, con rdpidos

y repetitivos movimientos de la cabeza.

Saltando, convulsiones, manteniendo posturas

anormales, movimientos disquinéticos.
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Figura 6. Apertura vaginal en
ratones. Extraido de Caligioni
(2009).
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Figura 7. Citologia vaginal en las distintas fases del ciclo
estral en la rata. Extraido de Hubscher et al. (2005).



3.4 Prueba de actividad locomotora (de acuerdo a Zuluaga et al. (2005))

En los dias 1 y 10 de tratamiento con cocaina o salina, inmediatamente después de la
evaluacién comportamental de estereotipias y habiendo transcurrido 30 minutos luego de
la inyeccidn, se realizd una prueba de actividad locomotora a las hembras para evaluar los
posibles efectos locomotores ocasionados por la administraciéon de cocaina. Esta prueba se
realizd en una caja de 53 x 36 x 25 cm, que tiene su piso dividido en cuadrantes de 10 cm.

Se registré el nimero de cruces, posturas erguidas y defecaciones exhibidas en 5 minutos.

3.5 Apareamiento y gestacién

En el primer proestro tardio detectado entre los dias 3 y 8 posteriores al tratamiento,
las hembras se alojaron con un macho sexualmente activo. Se evalud el valor de incentivo
del macho para las hembras en la prueba de preferencia sexual, asi como su
comportamiento durante la interaccién sexual en una prueba de comportamiento sexual
(Tesis de grado en Ciencias Bioldgicas de la Lic. Luna Machado). La cépula fue verificada
por la presencia de un tapdén de esperma en la vagina. Las hembras permanecieron
inalteradas con libre acceso a comida y agua durante la gestacion y hasta el dia 3
postparto, cuando comenzaron las evaluaciones comportamentales y el posterior estudio

PET.

3.6 Evaluacion de comportamiento maternal, agresion maternal y ansiedad

experimental

Las pruebas comportamentales se realizaron en los dias 3 o 4 postparto, durante la

fase de luz del ciclo luz:oscuridad (1300 a 1600 hs).

3.6.1 Prueba de comportamiento maternal (de acuerdo a Agrati et al. (2008))

Se compard el comportamiento maternal de hembras tratadas con cocaina
(ADUCOCAINA, n=9) y con salina (ADUSALINA, n=8) durante la etapa adulta y de hembras
tratadas con cocaina (ADOCOCAINA, n=10) y salina (ADOSALINA, n=10) durante la
adolescencia. Previo al comienzo de la prueba, tanto las crias como la madre fueron

retiradas de la caja y colocadas en dos cajas separadas. Transcurridos 15 minutos y al inicio

28



de la evaluacién, la hembra fue reintroducida en la caja y las crias fueron colocadas de

forma dispersa en el extremo opuesto al nido.

Se registré durante 30 minutos el nimero de:

- Acarreos: consiste en el transporte de las crias que realiza la madre de un sitio a otro,

usualmente cargando crias desplazadas de nuevo hacia el nido.

- Mouthing: rearreglo de las crias, generalmente cerca o dentro del nido. La madre toma a

la cria con la boca pero no la traslada como en el comportamiento de acarreo.

- Construccion del nido: involucra el traslado del material que se usara para el nido por

parte de la hembra, ya sea utilizando la boca o empujandolo con las patas o el hocico.

- Lamido de las crias: puede ser dividido en dos categorias: lamido de la regién anogenital

de la cria y lamido del resto del cuerpo.

También se registrd el tiempo en que las hembras permanecian en:

- Hover over: comprende el posicionamiento de la hembra sobre varias o todas las crias en
el nido. En esta postura, la hembra suele encontrarse activa, pudiendo estar lamiendo a las
crias, moviendo material hacia el nido o acicaldndose. El comportamiento de hovering over

permite a las crias la posibilidad de acceder a los pezones de la madre.

Postura de amamantamiento: se da cuando la madre se coloca sobre las crias, exponiendo
su region mamaria y proveyendo leche a las crias. Es una postura inactiva o de reposo,
tipicamente inducida por la estimulacién sensorial del drea ventral de la madre por parte
de las crias. Las posturas de amamantamiento son la quifosis alta, la baja y la postura

supina.

A su vez, se registrd el tiempo que la hembra permanecié en contacto con las crias
(que incluydé hovering over), del intervalo entre cada acarreo, asi como la latencia al primer
acarreo, a la reunién de toda la camada en el nido, al primer hovering over y a la postura
de amamantamiento. A aquellos animales que no mostraron ningln acarreo o que no
alcanzaron a reunir a toda la camada en el curso de la prueba, les fue asignado un tiempo

de latencia o de intervalo de 1800 segundos (30 minutos).
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Finalmente, se registr6 el nimero de comportamientos exploratorios (rearings vy
olfateos al ambiente) y auto-acicalamientos. Ademas, se utilizd la suma de estos dos
comportamientos con el objetivo de determinar la interferencia de comportamientos

atipicos durante la secuenciacién del comportamiento de acarreo.

3.6.2 Agresion maternal: prueba de intruso en caja nido (de acuerdo a Ferreira et

al. (2002))

Se compard la agresion maternal de hembras tratadas con cocaina (ADUCOCAINA, n=9)
y con salina (ADUSALINA, n=8) durante la etapa adulta y de hembras tratadas con cocaina
(ADOCOCAINA, n=9) y salina (ADOSALINA, n=9) durante la adolescencia. Habiéndose
finalizado la prueba de comportamiento maternal, se introdujo un macho intruso adulto
en la esquina opuesta al nido de la caja materna y se registraron durante 10 minutos el
ndmero de respuestas agresivas de la hembra y de posturas de sumisién del macho:
- Ataques: la hembra se lanza sobre el macho con un movimiento rdpido, directamente

hacia el cuello o la regién dorsal.
- Posturas de ataque: la hembra se orienta hacia el macho en posicién de ataque.

- Mordeduras: la hembra acerca su hocico al cuerpo del macho y éste en general emite

vocalizaciones.

- Posturas laterales: la hembra se orienta hacia el macho con la parte lateral de su cuerpoy

lo empuja.
- Patadas: la hembra golpea al macho con las patas traseras.

- Boxeos: ambas ratas se enfrentan paradas sobre las patas traseras y la hembra golpea al

macho con las patas delanteras.

- Posturas de sumision del macho: el macho se sienta sobre sus patas traseras y levanta
sus delanteras permaneciendo inmdévil frente a los comportamientos agresivos de la

hembra.

Adicionalmente, se midi6 la latencia a la primera respuesta agresiva de la madre y a la
primera postura de sumisiéon del macho, asi como la duracién total de las posturas de

sumision.
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3.6.3 Prueba de ansiedad experimental: laberinto elevado en cruz (de acuerdo a

Pereira et al. (2005))

Se comparé la ansiedad experimental de hembras lactantes tratadas con cocaina o
salina durante la etapa adulta (ADUCOCAINA, n=8; ADUSALINA, n=8) o durante la
adolescencia (ADOCOCAINA, n=9; ADOSALINA, n=9). El modelo consiste en una estructura
de madera en forma de cruz, elevada a 50 cm. del suelo, con dos brazos abiertos opuestos
(10x40 cm) y perpendiculares a dos brazos cerrados también opuestos (10x40x40 cm). Los
brazos estan separados por un area central de 10x10 cm (Figura 8). Habiéndose finalizado
la prueba de agresién maternal y al comienzo de la prueba en el laberinto elevado en cruz,
cada animal se colocd en el area central, orientado hacia el brazo abierto opuesto a la
posiciéon del experimentador y se registrd, durante 5 minutos, el nimero de entradas y el
tiempo de permanencia del animal en los brazos abiertos (BA), el nimero de entradas a
los brazos cerrados (BC), cruces totales, entradas totales, acicalamientos, posturas
erguidas, head dipping (cuando el animal explora fuera del margen del brazo abierto y en
direccion al suelo) y defecaciones. Los datos se expresan como el porcentaje de tiempo de
permanencia en los brazos abiertos (100xtiempo total de permanencia en los brazos

abiertos/tiempo total).
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3.7 Adquisicion, procesamiento y andlisis de imagenes obtenidas en micro-PET

Entre los dias 7 a 9 postparto, 30 minutos post-inyeccién de [*°F]-FDG, las hembras
fueron anestesiadas con isoflurano 4% en flujo de oxigeno 2.5L/min y posicionadas en la
camara trimodal para pequefios animales PET/SPECT/CT (Triumph™, TriFoil Imaging) con
que cuenta el Area de 1+D Biomédico del CUDIM (Figura 9). La anestesia fue mantenida a
2-2.5% de isoflurano durante el escaneo PET.

Las dosis administradas de [‘®F]-FDG fueron de 38.9+5.4 MBq, inyectados por via
intravenosa en la vena dorsal de la cola. Se adquirieron imagenes estdticas durante 60
minutos a partir de los 30 minutos post-inyeccién (LabPET).

En todos los casos los estudios se complementaron con la adquisicién inmediata de
imagenes de tomografia computada (X-O MicroCT) en el mismo equipo para fusién de
imagenes, que permite disponer de reperes anatdmicos (estructuras que pueden ser
localizadas y descritas mediante inspeccién visual) para la localizacién precisa de los
cambios funcionales y su cuantificacién. El protocolo experimental utilizado fue aprobado
por CEUA del Centro Uruguayo de Imagenologia Molecular (CUDIM).

Para el procesamiento de imdagenes se utiliz6 el procedimiento iterativo MLEM
(Maximum Likelihood Expectation Maximization) seleccionando 30 iteraciones. Para el
procesamiento y cuantificacion de las imagenes obtenidas se utilizé el programa PMOD
(PMOD Technologies, Zurich), asi como plantillas patréon de MRI y el Atlas Paxinos de
cerebro de rata (158) como referencias anatdmicas.

La localizaciéon anatédmica de las dreas de mayor y menor actividad metabdlica se
realizd a través del co-registro de cada imagen PET obtenida con su correspondiente
estudio de CT. Los resultados del promedio de captacidn del radiofdrmaco en cada region
de interés cerebral seleccionada volumétricamente (VOl egisn de interés) fueron expresados a
través de su normalizacion con respecto al valor respectivo medio de captacidn de todo el
cerebro (VOlcerebro total), técnica de normalizacién llamada “Cociente de Normalizacién”

(CN).

Actividad Promedio KBg/cc (VOlregisn de interes)

CN=
Actividad Promedio KBg/cc (VOlerebro total)
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Figura 9. Camara trimodal para pequefios animales PET/SPECT/CT (TriumphTM, TriFoil
Imaging).

El disefio experimental se describe en la figura 10.

3.8 Analisis estadistico

3.8.1 Pruebas comportamentales

Debido a que los datos comportamentales no presentaron una distribucién normal
(test de Kolmogdrov-Smirnov) las comparaciones post hoc entre los grupos se realizaron
mediante pruebas no paramétricas (159).

Los datos comportamentales se expresan como medianas * RSIQ y se analizaron
mediante la prueba de U de Mann-Whitney en el caso de comparaciones entre grupos
independientes o con el test de rangos de Wilcoxon en el caso de comparaciones entre

grupos dependientes (159).
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3.8.2 Analisis estadistico de imagenes obtenidas por micro-PET

Las comparaciones de la actividad en las dreas de interés se realizaron mediante un
ANOVA de dos vias tomando como factores el tratamiento (dos niveles: salina y cocaina) y
la etapa del desarrollo (dos niveles: P37 y P90). Las comparaciones entre grupos se

realizaron con el test de Tukey.
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Figura 10. Esquema del disefio experimental basado en trabajos previos de Febo y sus colaboradores (1, 2).



4 RESULTADOS

4.1 Sensibilizacion comportamental inducida por la administracion de cocaina

4.1.1 Estereotipias

Efecto del tratamiento

La figura 11 muestra que las calificaciones asignadas variaron entre las hembras luego
de tratamiento con cocaina. El tratamiento con la droga provocé un aumento de
conductas estereotipadas (caracterizadas por exploracidn de la caja de forma repetida y
niveles altos de actividad o movimientos rapidos y repetidos de la cabeza en el mismo
sitio) en las hembras ADUcocaina Y €n las ADOcocaina respecto a las tratadas con salina,
tanto en el dia 1 (ADUsauna VS ADUcocaina, U(13, 11)=9, p=0,0003; ADOsauina VS ADOcocaina,
U(12, 11)=0, p=0,0001) como en el dia 10 (ADUsa;na VS ADUcocaina, U(13, 11)=0, p=0,00004;
ADOcocainaVs ADOsaiina, U(12, 11)=0, p=0,0001).
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Figura 11. Medianas (RSIQ) (calculada a partir de la suma de las calificaciones obtenidas en
los minutos 5, 10, 15, 20 y 25 para cada animal) de las estereotipias de las hembras adultas y
adolescentes tratadas con salina (hnADU=13; nADO=12) o cocaina (hADU=11, nADO=11) en el
dia 1y en el dia 10 de tratamiento, segun la escala de Ellinwood y Balster (1974). ap<0,05 Vs.
ADUcocaina, ¥*p<0,005 y ***p<0,0005 vs. grupo control correspondiente, prueba U de Mann-
Whitney, y Tp<0,05, prueba pareada de Wilcoxon.
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Efecto de la etapa del desarrollo

La edad a la que fue administrada la droga influyé en el grado de estereotipias.
Mientras que los grupos tratados con salina no mostraron diferencias entre ellos en el dia 1
(ADUsapina VS ADOsapina, U(13, 12)=44,5, p=0,12) ni en el dia 10 (ADUsaina VS ADOsaiina, U(13,
12)=58, p=0,2), las hembras que recibieron la droga en la adolescencia exhibieron un
mayor nivel de estereotipias respecto a las tratadas cuando adultas en el dia 1 (ADUcocaina
vs ADOcocaina, U(11, 11)=8, p=0,001) (ver figura 11). Estas diferencias no se observaron en el

dia 10 de tratamiento (ADUCOCAI'NA VS ADOCOCAI'NA, U(ll, 11)=42, p=0,2)

Efecto del dia del tratamiento

De manera interesante, la cocaina aumenté las estereotipias en el dia 10 de
tratamiento respecto al dia 1 tanto en las hembras tratadas durante la adultez (ADU)
(T(8)=0, p=0,01) como en las hembras tratadas durante la adolescencia (ADO) (T(10)=8,
p=0,05). En contraste, las hembras de ambos grupos tratadas con salina no mostraron
diferencias en el nivel de estereotipias entre el dia 1 y el dia 10 de tratamiento (ADU

(T(8)=14, p=0,5) y ADO (T(9)=8, p=0,08) (ver figura 11).

Secuencia temporal de estereotipias

La figura 12, panel A, muestra la secuencia temporal de la expresion de estereotipias
luego de la administracién de salina o cocaina. Asi, las estereotipias de los animales ADU
registradas en los 25 minutos luego de la inyeccién de salina no difirieron entre el dia 1 y el
10 (p=ns para todas las comparaciones). En tanto, los tratados con cocaina presentaron
mayores estereotipias en el dia 10 respecto al dia 1 a partir del minuto 5 de observacidn
(p<0,05 para las comparaciones en los minutos 5, 10, 15, 20 y 25).

De forma similar, en contraste con la ausencia de diferencias en las hembras ADO
tratadas con salina en el dia 1 y 10 en los 25 minutos de registro de estereotipias (p=ns
para todas las comparaciones), las tratadas con cocaina mostraron un aumento
significativo de las estereotipias a partir del minuto 15 en el dia 10 respecto al dia 1 (ver

figura 12, panel B).
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Figura 12. Calificaciones asignadas a las hembras adultas (A) y adolescentes (B) tratadas con
salina (nADU=13; nADO=12) o cocaina (nADU=11, nADO=11), en los 25 minutos posteriores a la
inyeccion, en el dia 1 y en el dia 10 de tratamiento segun la escala de Ellinwood y Balster
(1974). *p<0,05 vs. m, prueba pareada de Wilcoxon. La flecha indica el momento de la inyeccidon
de cocaina o salina.
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4.1.2 Actividad Locomotora
Efecto del tratamiento

La cocaina aumentd el niUmero total de cruzamientos realizados por las ratas de ambos
grupos tratados tanto en el dia 1 (ADUsa;na VS ADUcocaina, U(13, 12)=33,5, p=0,01; ADOsaLina
vs ADOcocaina, U(11, 11)=21, p=0,01) como en el dia 10 (ADUsauna VS ADUcocaina, U(13,
12)=12, p=0,0004; ADOsapina VS ADOcocaina, U(11, 11)=3,5, p=0,0002) (Figura 13). Ademas, se
observd un incremento de los rearings en el dia 10 en ambos grupos tratados con la droga
(ADUsauna Vs ADUcocaina, U(13, 12)=32, p=0,01; ADOsauna VS ADOcocaina, U(11, 11)=12,5,
p=0,002) (tabla 2).
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%k 3k k
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k
200 * % d
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W Cocaina
100

50

Dia 1 Dia 10 Dia 1 Dia 10

ADU ADO

Figura 13. Nimero total de cruzamientos de cuadrantes durante los 10 minutos de prueba en
las hembras adultas y adolescentes tratadas con salina (nADU=13; nADO=11) o cocaina
(nADU=12, nADO=11). Los datos se expresan en medianas (RSIQ). ap<0,06 vs. ADUcocaina,

*p<0,05, **p<0,005 y ***p<0,0005 vs. grupo control correspondiente, prueba U de Mann-
Whitney, y Tp<0,05, prueba pareada de Wilcoxon.
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Tabla 2. Nimero de rearings y defecaciones de las hembras adultas y adolescentes tratadas
con salina (nADU=13; nADO=11) o cocaina (nADU=12; nADO=11) en el transcurso de los 10
minutos que durd la evaluacién de la actividad locomotora.

Rearings Defecaciones

Salina 27 (2) 0(0)
Dial
Cocaina 39(9,3) 0(0)
Adultas
Salina 30 (4) 0(0,8)
Dia 10 "
Cocaina 42 (13,5) 0(0)
. b
Salina 24 (7,3) 2(1,8)
Dial
Cocaina 30 (6) 0(0,6)
Adolescentes
Salina 22 (7) 2(1,3)
Dia 10 " "
Cocaina 48 (8) 0(0)

b
Los datos se expresan en medianas (RSIQ). p<0,05 vs. ADUspyna Y *p<0,05, vs. grupo control
salino correspondiente, prueba U de Mann-Whitney.

Efecto de la etapa del desarrollo

El nimero total de cruces de las hembras ADU y ADO tratadas con vehiculo no mostré
diferencias en el dia 1 (ADUsauna VS ADOsauna, U(13, 11)= 44,5, p=0,12) ni en el dia 10
(ADUsauna Vs ADOsauna, U(13, 11)= 63,5, p=0,6). En contraste, el tratamiento con cocaina
tendié a aumentar el nimero de cruces en las ADO respecto a las ADU en el dia 1
(ADUcocaina VS ADOcocaina, U(12, 11)=35,5, p=0,06), pero no en el dia 10 (ADUcocaina VS
ADOcocaina, U(12, 11)=41, p=0,13) (ver figura 13).

Efecto del dia del tratamiento

De igual modo a lo observado en las respuestas estereotipadas, mientras que no se
detectaron diferencias luego del tratamiento con vehiculo en el nimero de cruces entre el
dia 1y el 10 en las hembras ADU (T(13)=38,5, p=0,6) ni en las ADO (T(11)=24, p=0,4), la
droga incremento significativamente este pardmetro en el dia 10 respecto al dia 1 tanto en

las hembras ADU (T(12)=0, p=0,003) como en las ADO (T(11)=9, p=0,03) (Figura 13).
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4.2 Parametros reproductivos

El tratamiento con cocaina no influyé en pardmetros reproductivos de los animales.
Diecisiete de 25 hembras tratadas con salina quedaron prefiadas, mientras que el niUmero
de las tratadas con cocaina fue de 19 en 22 (prueba de 2, p=ns). Tampoco se observaron
diferencias entre los grupos ADO y ADU tratados con salina o cocaina en el nimero de
crias al momento del parto (que oscilaron entre 11 y 14 crias; datos no mostrados).

En el dia del parto la camada se estandarizé a 4 hembras y 4 machos y no hubo un
efecto significativo del tratamiento ni de la etapa del desarrollo en el peso de la camada al
momento de la evaluacion del comportamiento maternal (medias * SE en g,
ADUspina=78,8+17,7. ADUcocaina= 72,713,2 ADOcocaina=77,618,4, ADOspna=83,8115,2, test

de t de Student, p=ns para todas las comparaciones).

4.3 Comportamiento maternal
Comportamientos activos
Efecto del tratamiento

Como se muestra en la figura 14, el tratamiento con cocaina produjo una reduccién
significativa de los lamidos anogenitales en las hembras ADU (ADUsana VS ADUcocaina, U(8,
9)=13, p=0,03) y de los lamidos corporales en las hembras ADO (ADOsaiina VS ADOcocaina, U(9,
10)=17, p=0,02).

En tanto, si bien la administracion de cocaina generd en ambos grupos un incremento en
la latencia de reunién de la camada de crias en el nido respecto a sus grupos controles
correspondientes, la diferencia alcanzé la significancia estadistica solo en el grupo de
hembras ADO (ADOsauna VS ADOcocaina, U(9, 10)=20, p=0,04) (ver tabla 3). En apoyo a estos
datos, solo las hembras tratadas con cocaina en la adolescencia mostraron una mayor
latencia de acarreo de la primera cria respecto a las tratadas con salina, con una probabilidad
cercana a la significancia estadistica (ADOsauna VS ADOcocaina, U(9, 10)=23, p=0,08) (ver tabla
2).
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Figura 14. Numero de diferentes respuestas maternales desplegadas por las hembras tratadas durante la etapa

adolescente o adulta con salina (nADU=8; nADO=9) o cocaina (nADU=9, nADO=10) hacia las crias. Los datos se expresan
a b
en medianas (RSIQ) y fueron comparados mediante la prueba U de Mann-Whitney. p<0,05 vs. ADUcocaina, P<0,05 vs.

ADUSana Y ¥p<0,05, vs. grupo control correspondiente.

Mads aun, el hallazgo mas significativo del experimento fue que mas de la mitad de las
hembras tratadas con cocaina durante la adolescencia no consiguid reunir a toda la camada
en el nido, en contraste con lo observado en las hembras tratadas con salina (ADOsa na VS
ADOcocaina %2= 5,3, p=0,02). Este déficit no se observé cuando el tratamiento se realizé en la

etapa adulta (ADUSALINA VS ADUCOCAI'NA, X2= 2,01, p=0,16) (ta bla 4)
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Tabla 3. Latencias del comportamiento de acarreo de las crias de hembras ADU y ADO
tratadas con salina (hnADU=8; nADO=9) o cocaina (hnADU=9; nADO=10).

Latencia al primer Latencia a la reunién de
acarreo camada
ADUsaiina 32(28,6) 292 (158,5)
ADUcocaina 302 (158,0) 910 (328,0)
ADOsaLina 69 (58,5) 636 (249,5)
ADOcocaina 796 (784,9)" 1800 (480,0)*

Los datos se expresan en medianas (RSIQ) y fueron comparados mediante la prueba U de
Mann-Whitney. *p<0,05 y #p=0,08, vs. grupo control correspondiente.

Tabla 4. Nimero de hembras ADU y ADO tratadas con salina (hAADU=8; nADO=9) o cocaina
(nADU=9; nADO=10) que reunieron la camada en el nido en los 30 minutos de evaluacién.

Relnen camada No relinen camada
ADUsauina 8 0
ADUcocaina 7 2
ADOsauna 7 2
a*
ADOcocaina 4 6

Los datos fueron analizados mediante una prueba de chi-cuadrado (x2). ap<0,05 VS.
ADUcocaina Y ¥p<0,05 vs. grupo control correspondiente.

En esta linea, como muestra la figura 15, el tiempo de los intervalos entre los acarreos de
las hembras tratadas durante la adolescencia se vio significativamente incrementado en
comparacion a su control salino (ADOcocaina Vs ADOsauma: 1% intervalo, U(9, 9)=18, p=0,05; 2%°
intervalo, U(9, 9)=20, p=0,07; 3% intervalo, U(9, 9)=19, p=0,06; 4% intervalo, U(9, 9)=17,
p=0,04; 5 intervalo, U(9, 9)=17, p=0,04), constituyendo un fendémeno que no se observod en

el grupo de hembras tratadas con la droga durante la adultez (p=ns en todas las

comparaciones).
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Figura 15. Tiempo transcurrido entre los acarreos de las hembras tratadas durante la etapa adolescente o adulta con
salina (nADU=8; nADO=9) o cocaina (nADU=8, nADO=9). 1er: intervalo entre el 1"y 2% acarreo; 2do: intervalo entre el
2%y 3% acarreo; 3er: intervalo entre el 3%y 4'° acarreo; 4to: intervalo entre el 4° y 5% acarreo; Sto: intervalo entre el
5% y el 6 acarreo. Los datos se expresan en medianas (RSIQ) y fueron comparados mediante la prueba U de Mann-

a
Whitney. p<0,05 vs. ADUcgocaina Y *p<0,05, vs. grupo control correspondiente.

Comportamientos pasivos

Mientras que la administracion de cocaina no alterd el tiempo de contacto con las crias
en las hembras que recibieron la droga en la etapa adulta respecto al control salino, en
aquellas tratadas durante la adolescencia lo redujo de forma significativa (ADOcocaina VS

ADOSALINA, U(10, 9)=10, p=0,05) (ver figura 16)
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Figura 16. Tiempo total en que las hembras ADU y ADO tratadas con salina (hAADU=8; nADO=9)
o cocaina (hnADU=9, nADO=10) permanecieron en contacto con las crias. Los datos se expresan
en medianas (RSIQ) y fueron comparados mediante la prueba U de Mann-Whitney. *p<0,05,
vs. grupo control correspondiente.

En tanto, mientras que en las hembras ADU la droga generd un incremento en el
ndimero de hover overs (ADUcocaina VS ADUsauna, U(9, 8)=14, p=0,03) y un descenso en su
latencia (ADUcocaina Vs ADUsaiina, U(9, 8)=10, p=0,01) (ver tabla 5) respecto al control salino,
en las hembras ADO los disminuyé (ADOcocaina Vs ADOsauna, U(10, 9)=19,5, p=0,04).

Entre las hembras ADU, tan solo se observaron posturas de amamantamiento en una
hembra por grupo (p=ns, datos no mostrados). Por su parte, no se documentaron posturas

de amamantamiento entre las hembras ADO.
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Tabla 5. Numero vy latencia del comportamiento de hover over de hembras ADU y ADO
tratadas con salina (hnADU=8; nADO=9) o cocaina (hnADU=9; nADO=10) hacia las crias.

Latencia de hover
Ne de hover overs

over
ADUsauna 1(0,1) 1401 (112,0)
ADUcocaina 3(1,0) 798 (116,0)
ADOsauna 4(2,0) 821 (380,0)
ADOcocaina 1 (0,5)3* 1037 (608,0)

Los datos se expresan en medianas (RSIQ) y fueron comparados mediante la prueba U de
Mann-Whitney. ap<0,05 vs. ADUcocaina, ¥p<0,05 vs. grupo control correspondiente.

Efecto de la etapa del desarrollo
Comportamientos activos

En la comparacién entre las hembras ADU y ADO tratadas con vehiculo, no se observaron
diferencias en el nimero de comportamientos activos, a excepcién del mayor nimero de
lamidos corporales que mostraron las hembras ADO en relacién a las ADU (ADUsauna VS
ADOsauna, U= 14,5, p=0,04). En tanto, la comparacion entre las hembras ADU y ADO tratadas
con cocaina muestra que las hembras ADU realizaron un mayor nimero de comportamientos
de construccién de nido (ADUcocaina VS ADOcocaina, U(9, 10)=16,5, p=0,02) (Figura 14), no
observandose otras diferencias entre los grupos. Ademas, el intervalo transcurrido entre el
primer y el segundo acarreo fue significativamente mayor en las hembras ADO respecto a las

ADU tratadas con cocaina (p=ns). (ver figura 15).
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Comportamientos pasivos

Las hembras ADU y ADO tratadas con salina no mostraron diferencias en el tiempo de
contacto con crias (ver figura 16), en el niumero de hover overs (p=ns), ni en la latencia de
hover over (ver tabla 5). En tanto, si bien las hembras ADU que recibieron cocaina no
mostraron diferencias en el tiempo total de contacto con las crias respecto a las ADO
(Figura 16), exhibieron un mayor nimero de hover overs (ADUcocaina VS ADOcocaina, U(9,

10)=17, p=0,02) sin cambios en su latencia (tabla 5).

Comportamientos exploratorios y acicalamientos no dirigidos a las crias

La suma de los comportamientos exploratorios (rearings y olfateos al ambiente) y
auto-acicalamientos tuvo tendencia a ser mayor en las hembras ADO que en las ADU
tratadas con vehiculo (ADUsaiina VS ADOsana, U= 16, p=0,06). El tratamiento con cocaina
aumenté el nimero de estos comportamientos en las hembras ADO con respecto las ADU

(ADUCOCAI'NA VS ADOCOCA[NA: U(9, 10)=19,5, p=0,04) (Tabla 6)

Tabla 6. Suma de comportamientos exploratorios (rearings + olfateos al ambiente) y auto-
acicalamientos de hembras ADU y ADO tratadas con salina (nADU=8; nADO=9) o cocaina
(nADU=9; nADO=10).

Comportamientos exploratorios
+

auto-acicalamientos

ADUsavina 49 (3,9)
ADUcocaina 48 (6,0)
ADOsppina 63 (11,0)
ADOcocaina 73 (12,8)°

Los datos se expresan en medianas (RSIQ) y fueron comparados mediante la prueba U de
Mann-Whitney. ap<0,05 vs. ADUcocaina-
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4.4 Agresion maternal

Efecto del tratamiento

Como se observa en la figura 17, ninguno de los dos grupos expuestos a cocaina
exhibié cambios en el nivel de agresién en relaciéon a su correspondiente grupo control.
Conforme esto ultimo, tampoco se observaron diferencias en el nUmero de respuestas de
sumisién de los machos entre los grupos (tabla 6), en sus latencias ni en el tiempo total

(tabla 7).

Efecto de la etapa del desarrollo

La comparacién entre los animales tratados con salina muestra que si bien las hembras
ADO exhibieron un mayor nimero de posturas laterales (ADUsauna VS ADOsaina, U(9, 9)=15,
p=0,04) (tabla 6), ni la suma de respuestas agresivas ofensivas (Figura 17) ni las respuestas
de sumisién de los machos (tabla 6 y 7) difirieron entre los grupos.

Por otro parte, las hembras que recibieron cocaina en la adolescencia mostraron mas
comportamientos agresivos en comparacion a las tratadas cuando adultas (ADUcocaina VS
ADOcocaina, U(9, 9)=17, p=0,04) (ver figura 17). No obstante, los mayores niveles de
agresion no fueron acompafiados por un descenso en su latencia ni por un nimero mayor

de respuestas de sumisién por parte de los animales intrusos (tabla 6 y 7).
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Figura 17. NUumero de respuestas agresivas (suma de ataques, posturas laterales y mordidas)
desplegadas por las hembras adultas y adolescentes tratadas con salina (hnADU=8; nADO=9) o cocaina
(nADU=9, nADO=9) hacia los machos intrusos. Los datos se expresan en medianas (RSIQ) y fueron

comparados mediante la prueba U de Mann-Whitney. ap<0,05 vs. hembras ADUCOCAINA'
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Tabla 6. Niumero de algunas respuestas agresivas de las hembras adultas y adolescentes tratadas con salina (nADU=8; nADO=9) o cocaina (nADU=9;
nADO=9) durante la prueba de 10 minutos, asi como de las respuestas de sumision de los machos intrusos.

Respuestas de sumision de

Ataques Posturas laterales Mordidas Patadas
machos
ADUsaiina 2(0,6) 0(0,1) 0(0,1) 0(0,0) 3(0,8)
ADUcocaina 2(0,5) 0(0,5) 0(0,0) 0(0,0) 2(1,0)
ADOspun 2(1,0) 2(2,0° 0(0,0) 0(0,0) 1(1,5)
ADOcocaina 3(1,5)° 1(0,5) 0(0,5) 0(0,0) 3(0,5)

Los datos se expresan en medianas (RSIQ). Las comparaciones entre los grupos se realizaron mediante la prueba U de Mann-Whitney. ®p<0,05 vs.
ADU cocaina, bp<0,05 vs. ADUsavina

Tabla 7. Latencia de respuestas agresivas de las hembras adultas y adolescentes tratadas con salina (nADU=8; nADO=9) o cocaina (nADU=9; nADO=9)
durante la prueba de 10 minutos, asi como de la sumisién de los machos intrusos, y el tiempo total de sumisidn de los mismos.

Latencia de agresidon de la Latencia de sumisidn Tiempo total de sumision del

hembra del macho macho
ADUsaiina 125 (22,8) 125(23,1) 243 (108,5)
ADUcocaina 103 (19,5) 116 (15,5) 204 (118,3)
ADOsaiina 194 (146,0) 195 (210,5) 107 (115,5)
ADOcocaina 113 (52,5) 150 (49,0) 224 (138)

Los datos se expresan en medianas (RSIQ). Las comparaciones entre los grupos se realizaron mediante la prueba U de Mann-Whitney.

50



4.5 Ansiedad experimental

Efecto del tratamiento

La administracién crénica de cocaina afecté de forma diferencial los niveles de
ansiedad experimental en las hembras ADU y ADO (ver figura 18). Mientras que el
tratamiento con cocaina ocasiond un descenso significativo en el porcentaje de tiempo
que las hembras tratadas durante la etapa adulta pasaron en los brazos abiertos
(ADUcocaina VS ADUsana, U(8, 8)=7,5, p=0,01), asi como en la cantidad de cruces entre los
brazos abiertos (ADUcocaina VS ADUsaiina, U(8, 8)=12, p=0,04) (tabla 8), en las hembras
tratadas durante la adolescencia el porcentaje de tiempo en los brazos abiertos
(ADOcocaina VS ADOsaiina, U(9, 9)=15, p=0,02) (Figura 18) y el nimero de cruzamientos entre
los brazos abiertos (tabla 8) se incrementaron significativamente. No se encontraron
diferencias significativas en el nimero de cruzamientos totales (p=ns), acicalamientos,
rearings y defecaciones en los grupos tratados en comparacién a sus controles

correspondientes (tabla 8).

40 -
35 4
30 -
25 -

20 - Osalina

B cocaina
15 - T

10 -

% DE TIEMPO EN BRAZOS ABIERTOS

ADU ADO

Figura 18. Porcentaje de tiempo que las hembras ADUsana (N= 8), ADUcocaina (N=8), ADOsauna
(n=9) y ADOcocaina (N=9) pasaron en los brazos abiertos en el laberinto elevado en cruz. Los
datos son expresados en medianas (RSIQ) y fueron comparados mediante la prueba U de
Mann-Whitney. *p<0,05 vs. grupo control correspondiente, ?p<0,05 vs. ADUcocaina-
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Tabla 8. Numero de distintas respuestas comportamentales de las hembras adultas y adolescentes tratadas con salina (nADU=8; nADO=9) o cocaina
(nADU=8, nADO=9) en el laberinto elevado en cruz.

Entrada a Entrada a . Auto- L . .
Rearings ) i Head dipping  Defecaciones  Cruces abiertos Cruces cerrados
brazos brazos acicalamiento

abiertos cerrados

ADUsauna 2 (0,6) 3(1) 14 (2,4) 4(0,5) 3(0,9) 0(0,3) 1(0,5) 7(0,9)
*

ADUcocaina 1(0,6) 2(0,5) 17 (2,9) 4(0,6) 1(1,1) 0(0) 0(0) 9(2)
ADOsuma  3(2,5) 2(15)  17(4,5) 2 (1)° 3(3) 2(1,5) 1(0,5) 10 (2)
ADOcocaina 3 (2)a 4 (1)a 17 (3,5) 4(2) 7 (Z)a 0(1,5) 2 (0,5)a 8 (1)

Los datos se expresan en medianas (RSIQ). Las comparaciones entre los grupos se realizaron mediante la prueba U de Mann-Whitney. *p<0.05. °p<0,05 vs.
ADUcocaina, bp<0,05 vs. ADUsana Y *p<0.05 vs. grupo control correspondiente.
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Efecto de la etapa del desarrollo

No se encontraron diferencias en el porcentaje del tiempo en brazos abiertos (Figura
18) ni en otros comportamientos observados en el laberinto elevado en cruz (tabla 8)
entre las hembras ADU y ADO tratadas con salina a excepcion del acicalamiento que fue
mayor en las hembras ADU (ADUsaina VS ADOsauna, U(8, 9)= 10,5, p=0,02).

En contraste, el tratamiento con cocaina aumenté el porcentaje de tiempo que las
hembras ADO permanecieron en los brazos abiertos (ADUcocaina VS ADOcocaina, U(8, 9)=2,
p=0,001) (Figura 18), asi como el nimero de entradas a los brazos abiertos (ADUcocaina VS
ADOcocaina, U(8, 9)=5, p=0,003) y a los brazos cerrados (ADUcocaina VS ADOcocaina, U(8, 9)=4,
p=0,002), el numero de cruces entre brazos abiertos (ADUcocaina VS ADOcocaina, U(8, 9)=8,
p=0,008) y de head dipping (ADUcocaina VS ADOcocaina, U(8, 9)=7,5, p=0,007) en comparacién
a las hembras ADU expuestas a la droga (tabla 8). No se observaron diferencias

significativas en el nimero de cruzamientos totales (p=ns).

4.6 Tasa metabdlica cerebral regional

En la CPFm, el andlisis de varianza de dos vias realizado muestra que no hubo un efecto
significativo del tratamiento (F (1, 27)=0.91, p=0.34) ni de la etapa reproductiva (F etapa
(1, 27)=3.01, p=0.095) en la tasa metabdlica cerebral (TMC), aunque el efecto de la
interaccion entre el tratamiento y la etapa reproductiva (F interaccion (1, 27)=7.06,
p=0.013) indica que los grupos fueron diferentes significativamente. El andlisis post-hoc,
mediante el test de Tukey, muestra que los animales tratados con cocaina en la etapa
adulta presentaron una tendencia casi significativa (p=0.08) a un hipermetabolismo en la
CPFm respecto a los tratados con salina, fenédmeno que no se observé entre las hembras
adolescentes tratadas con salina o con cocaina. Ademas, la comparacién mediante el test
de Tukey mostré una mayor actividad metabdlica en las hembras ADU respecto a las ADO
tratadas con cocaina que alcanzé la significancia estadistica (p=0.023) (ver figura 19),
mientras que no se detectaron diferencias entre los dos grupos tratados con salina (p=ns).

Por otro lado, el tdlamo presentd un leve hipometabolismo en ambos grupos de
hembras tratadas con la droga (F tratamiento (1,27)=3,28, p=0,08) indicando una
tendencia del efecto de la cocaina en ambos grupos tratados. No obstante, no se evidencid

un efecto segun la etapa del desarrollo (F etapa (1,27)=0,28, p=0,6), y tampoco un efecto
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significativo de la interaccion entre el tratamiento y la etapa del desarrollo (F interaccién
(1,27)=1,55, p=0,22).

Finalmente, el analisis de la TMC de la corteza orbitofrontal (COF) muestra que no
hubo diferencias de acuerdo al tratamiento (F tratamiento (1, 27)=0,02, p=0,89), pero el
efecto de la etapa del desarrollo indica la existencia de diferencias significativas (F etapa
(1, 27)=5,98, p=0,02) entre animales tratados en la etapa adulta versus adolescente. No
obstante, la interaccion entre el tratamiento y la etapa reproductiva indica que los grupos
no se diferenciaron significativamente (F interaccidn (1, 27)=0,02, p=0,89) (Figura 19).

No se detectaron diferencias significativas en la TMC del NAc, AMY, estriado, corteza
cingulada, ATV, hipocampo e hipotdlamo (p=ns para todas las comparaciones, datos no

mostrados).
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Figura 19. Cambios en el metabolismo de la glucosa en areas del cerebro calculado como cociente de normalizacién (CN) en ratas adultas y
adolescentes tratadas con salina (nADU=7; nADO=7) o cocaina (nADU=7, nADO=7). Los datos son expresados en medias (SEM) y fueron

comparados mediante ANOVA de dos vias, seguido de un andlisis post hoc (Tukey test). @p<0,05 ADOcocaina VS. ADUcocaina, l:’p<0,05 ADO vs

ADU (efecto de la etapa del desarrollo), p=0,08 ADO y ADU cocaina vs. ADO y ADU salina (efecto del tratameinto) Abreviaturas: NAc,
nucleo accumbens; CPFm, corteza prefrontal medial; COF, corteza orbitofrontal; ATV, drea tegmental ventral.
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5 DISCUSION

En el presente estudio brindamos evidencia de que las hembras adolescentes fueron
mas sensibles que las adultas a los efectos motores de la administracidon crénica de
cocaina. En el mismo sentido documentamos que el tratamiento crénico con cocaina
durante la adolescencia ocasiond efectos deletéreos mas pronunciados en el
comportamiento maternal de las hembras lactantes, en comparaciéon a los observados en
las tratadas durante la etapa adulta. En tanto, mientras que no encontramos diferencias
en la agresion maternal entre las hembras expuestas a cocaina y sus respectivos controles
salinos, la droga redujo la ansiedad experimental de las hembras tratadas en la
adolescencia y aumento la de las tratadas cuando adultas.

Los estudios PET mostraron una tendencia al hipermetabolismo en la CPFm de las
hembras tratadas con la droga durante la adultez, resultado que no se observé en la CPFm
de las hembras tratadas durante la adolescencia. Ademdas, se observd una diferencia
significativa en la CPFm de ambos grupos tratados con la droga, sugiriendo un efecto
diferencial de la cocaina de acuerdo a la etapa del desarrollo.

Las alteraciones en la respuesta maternal, en la ansiedad experimental y en la TMC
estuvieron presentes aproximadamente 35 dias después de la uUltima inyeccién de cocaina,
indicando que la exposiciéon repetida a la droga provocé cambios duraderos
probablemente a través de su efecto en regiones del cerebro implicadas en el control del
comportamiento y de la ansiedad maternales.

Vale sefialar que este trabajo es el primero en evaluar los efectos a largo plazo de la
administracién pregestacional y crénica de cocaina durante la etapa adolescente en el
comportamiento maternal, la afectividad y el metabolismo cerebral durante la adultez, y

en compararlos con los efectos de la exposicién a la droga durante la etapa adulta.

5.1 Efecto de la cocaina en las conductas estereotipadas y en la actividad

locomotora de hembras adultas y adolescentes

El incremento de las conductas estereotipadas y de la respuesta locomotora observado
en el dia 10 en comparacion al dia 1 de administracidn de cocaina, tanto en las hembras
adolescentes como adultas, constituydé un indicador de desarrollo de sensibilizacidn

comportamental. En tanto, la mayor sensibilidad a la cocaina de las hembras adolescentes
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respecto a la de las adultas en el dia 1, evidenciada tanto por el aumento de las respuestas
estereotipadas como de la actividad locomotora, se encuentra en linea con estudios que
han mostrado que las ratas adolescentes presentan una respuesta comportamental
aumentada frente a la administracion aguda de cocaina (160-162). Tomando en
consideracion que el efecto locomotor de la cocaina estd mediado en parte por el sistema
DAérgico (163), una posible explicacién a la hiperactividad observada en las hembras
adolescentes en comparacioén a la presentada por las adultas es que este sistema no esta
completamente desarrollado en la adolescencia, lo cual supone diferencias en su
respuesta a la sustancia (164). La diferencia en la sensibilidad a la droga podria deberse al
pico transitorio en la expresidn de receptores DAérgicos y a diferencias en la expresidn de
DATs durante la adolescencia en comparacién con la etapa adulta (137). No obstante, esta
explicacion sobre la posible influencia de asimetrias en la expresiéon de receptores
DAérgicos o DATs en el efecto de la droga debe tomarse con precaucion, debido a que las
diferencias en la concentracién de receptores DAérgicos y DATs entre hembras
adolescentes y adultas no son tan marcadas como si lo son en machos (131).

Por otra parte, debemos agregar que existe evidencia acumulada de que la acciéon de la
cocaina en el sistema mesocorticolimbico es sensible a la influencia de las hormonas
esteroideas gonadales (165, 166). En este sentido, si bien nuestro disefo experimental
incorpord elementos para controlar esta variable y disminuir su incidencia en el sistema
durante el periodo de administracién de la droga (para igualar las condiciones enddcrinas
ambos grupos comenzaron el tratamiento en proestro), no es posible descartar que dada
la irregularidad en la ciclicidad de la hembra durante la adolescencia, factores enddcrinos
puedan haber jugado un rol en la mayor sensibilidad a la cocaina que exhibieron las
hembras durante la adolescencia y los posteriores efectos a nivel comportamental e
imagenoldgico.

Vale mencionar que la literatura es contradictoria, ya que también se pueden
encontrar reportes que dan cuenta de una hiposensibilidad en ratas adolescentes en
respuesta a cocaina o anfetamina (167-171). También se han encontrado resultados
conflictivos utilizando otras drogas como nicotina o alcohol (172). Las diferencias de estos
estudios con respecto al nuestro podrian basarse en los distintos protocolos de
administracién de la droga utilizados (ej. nUmero de dias de tratamiento y dosis), en la
variabilidad del periodo escogido como adolescencia en el cual se inyectd la cocaina, asi

como en el sexo de los animales experimentales.
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5.2 Efecto de la cocaina en el comportamiento maternal de hembras tratadas en la

etapa adulta o en la adolescente

La administracién crénica de cocaina tuvo efectos a largo plazo en la respuesta
maternal de ambos grupos de hembras, en coincidencia con los estudios de Febo y Ferris
(2007) y Nephew y Febo (2010), que documentaron efectos duraderos de la droga como
consecuencia del tratamiento pregestacional durante la etapa adulta.

Mientras que en las hembras tratadas con la droga durante la etapa adulta solo se
observé una reduccién en el ndmero de lamidos en relacién a su control salino
correspondiente, el repertorio maternal de las hembras lactantes expuestas a la droga
durante la adolescencia se vio severamente comprometido.

En relacidn a las hembras tratadas con la droga durante la etapa adulta, conforme el
lamido de las crias es un componente del comportamiento maternal dependiente del
estado motivacional de la hembra (33) y que el correcto funcionamiento del sistema
DAérgico es clave en el control de los aspectos motivacionales de la respuesta maternal
(58, 111, 173), podriamos sugerir que la accién crénica de la cocaina sobre el cerebro ya
maduro habria afectado mecanismos implicados en la regulacion de la motivacién
maternal. Si bien no se realizd ningln experimento que permita afirmar esta posibilidad,
un indicio de ello podria ser el incremento en la actividad metabdlica basal de la CPFm que
generd la cocaina en relacidon al control salino como resultado de la sensibilizacidn
comportamental, el cual es indicador de posibles cambios en el circuito
mesocorticolimbico (174). Brevemente, se ha establecido que la administracion crénica de
cocaina altera la transmisién sindptica excitatoria desde la CPFm al NAc, desencadenando
procesos de potenciacién en las sinapsis glutamatérgicas de las neuronas espinosas
mediales del NAc durante la abstinencia prolongada (175, 176) (Figura 20). La ocurrencia
de mecanismos de potenciacién sindptica en la via glutamatérgica CPFm-NAc podria haber
interferido con la reduccién de los outputs GABAérgicos del NA al PV, mediada por las
proyecciones DAérgicas del ATV. De acuerdo al modelo de Numan (37, 56), la reduccién de
la actividad de las neuronas espinosas GABAérgicas, que proyectan al PV, lo liberarian de
su inhibicidn permitiendo su estimulacion a partir de inputs glutamatérgicos provenientes
de dreas limbicas implicadas en el andlisis sensorial de los estimulos de las crias. En linea
con este modelo podriamos especular que el aumento de actividad de las neuronas
espinosas GABAérgicas que proyectan al PV disminuye el impacto de las crias y su valor
motivacional.
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Cabe sefialar que la reduccién del nimero de lamidos de las hembras tratadas con la
droga durante la etapa adulta, documentada en nuestro trabajo, contrasta con los Unicos
dos reportes que han evaluado los efectos de la cocaina administrada
pregestacionalmente (1, 2), que encuentran un descenso en la latencia de acarreo de las
crias y un mayor numero de lamidos y sugieren un incremento del valor de incentivo de las
crias. La razén de estas diferencias es desconocida, sin embargo es necesario aclarar que
en los estudios de Febo (2007) y Nephew (2010) solo encontraron una reduccién en el
lamido en el dia 2 postparto, mas no en el dia 9 ni en el 16, y nuestro estudio se realizé en

el dia 3-4 postparto.
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Figura 20. Modelo de los eventos de plasticidad sinaptica relacionados a la adiccién. La exposicidn crénica
a cocaina induce una reorganizacién tiempo-dependiente de los receptores glutamatérgicos AMPA vy
NMDA en las sinapsis de las neuronas mediales espinales del ntcleo accumbens (NAc), asi como cambios
estructurales en sus espinas que estan asociados a distintas formas de plasticidad sindptica. La
administracion cronica de cocaina resulta en la expresion de receptores NMDA, sinapsis silenciosas y
depresion a largo plazo en la abstinencia temprana. Durante tiempos mas prolongados de abstinencia,
estos cambios se revierten dando lugar a un incremento en la expresion de receptores AMPA vy a
potenciacion a largo plazo. Tomado y modificado de Russo et al. (2010).

El efecto de la droga sobre el comportamiento maternal fue notoriamente diferente en
las hembras tratadas durante la adolescencia. En este caso, sufrieron profundos trastornos

en su capacidad de agrupar a las crias en el nido, incluyendo un incremento en las
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latencias del primer acarreo y de la reunién de la camada, mostraron un descenso en el
ndmero de lamidos y en el nimero de hover overs y permanecieron menos tiempo en
contacto con las crias durante el curso de la prueba con respecto a su control salino
correspondiente. Es interesante destacar que las hembras no mostraron una reduccién en
el numero de acarreos, lo que podria sugerir que los déficits se relacionaron
principalmente a aspectos cognitivos de este comportamiento mds que a una pérdida de
interés por las crias o a una incapacidad motora para ejecutar los distintos componentes
de esta conducta.

En referencia a la secuencia del comportamiento de acarreo, a las hembras tratadas
con salina en la adolescencia les tomé entre 30 y 100 segundos recoger a la primera cria y
depositarla nuevamente en el nido y, en concordancia con la secuencia tipica de la
respuesta maternal, una vez que realizaron el primer acarreo, se produjeron sucesiva y
rdpidamente los siguientes acarreos hasta alcanzar la reunién de la camada entera. Es por
ello que el intervalo de tiempo entre cada acarreo fue corto, siendo inusual que las
hembras mostraran otros comportamientos -a excepcién del olfateo a las crias o
mouthing-. Recién cuando todas las crias estuvieron en el nido, las hembras comenzaron a
mostrar comportamientos exploratorios y auto-acicalamientos (observacion del
experimentador). La diferencia cercana a la significancia estadistica observada en la suma
de comportamientos exploratorios y auto-acicalamientos entre las hembras de ambos
grupos tratadas con vehiculo podria estar reflejando un efecto de la edad en la expresién
de estos comportamientos. Pese a que al momento de la evaluacién maternal las hembras
ADOsp na SE encontraban entre P66 y P71, es probable que el cerebro ain no hubiese
alcanzado el estado de madurez adulto. En efecto, en el estudio de micro-PET se evidencio
un efecto de la edad en el metabolismo de la COF que podria estar vinculado con el
elevado numero de comportamientos exploratorios y de busqueda de novedad observado
en las hembras ADOsana, CUyOs mayores niveles son caracteristicos del periodo
adolescente (117) (ver seccion 5.5).

En contraparte, el repertorio comportamental de las hembras expuestas a la droga
durante la adolescencia fue totalmente atipico y carente de secuencia en comparacion a
las tratadas con salina, a pesar de que mostraron todos los componentes de la conducta
maternal. Asi, las hembras tratadas con cocaina mostraron un incremento en la latencia
del acarreo de la primera cria. Mas aun, en aquellas hembras que depositaron la primera

cria en el nido, las subsecuentes y tipicas aproximaciones a las crias que se dieron una vez
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comenzada la secuencia rara vez fueron acompaiadas de acarreos inmediatos. Estas
hembras mostraron un elevado nimero de olfateos al ambiente, rearings y acicalamientos
entre cada acarreo (observacion del experimentador), lo cual podria explicar el aumento
del tiempo de los intervalos entre acarreos y la interferencia en la correcta ejecucién y
secuenciacién del patrén tipico del comportamiento maternal. La desorganizacién del
comportamiento de acarreo determind la observacidn mads significativa de nuestro
estudio: tan solo cuatro de las diez hembras tratadas con cocaina durante la adolescencia
lograron reunir a la camada de crias en el nido durante el curso de la prueba de treinta
minutos. Ello derivé en la afectacion de los posteriores comportamientos de contacto.

Considerando que: (i) las hembras ejecutaron todos los comportamientos maternales
en un numero que no se diferencié de las tratadas cuando adultas, (ii) que la distorsidn
documentada se relaciona con la correcta ejecucién de la secuencia del comportamiento
maternal, y (iii) que en el estudio PET la actividad metabdlica de la CPFm de estas hembras
mostré una respuesta diferente al tratamiento en comparacion a la exhibida por aquellas
tratadas cuando adultas, una interpretacién posible es que el efecto de la droga durante
este periodo sensible haya afectado la trayectoria del desarrollo de regiones relacionadas
al control de procesos cognitivos que participan en el procesamiento de los estimulos
provenientes tanto de las crias como del ambiente (144, 145, 177, 178), mientras que
otros aspectos relacionados al comportamiento maternal se hayan preservado.

De forma interesante, los resultados comportamentales que obtuvimos, en particular
la distorsién en el comportamiento de acarreo de las crias, concuerdan con observaciones
realizadas en el comportamiento maternal de ratas con lesiones en la CPFm. Hace unos
afios, el equipo de Fleming mostré que lesiones excitotdoxicas de la CPFm alteran
particularmente la ejecucion y secuenciacion del comportamiento de acarreo y reducen el
ndmero de los lamidos (77). Debe notarse que al lesionar la CPFm, Afonso et al. (2007)
encontraron una correlacion entre la desorganizacién de la secuencia del comportamiento
de acarreo y una disminucién en la respuesta de las hembras en la prueba de PPI (por sus
siglas en inglés: Prepulse inhibition). El paradigma de PPl es comUnmente utilizado para
evaluar el filtrado sensoriomotor y los procesos atencionales involucrados en el
procesamiento selectivo de la informacidn. Asi, en su trabajo sugieren que una forma en la
cual la lesién de la CPFm podria haber afectado el comportamiento maternal es a través de
la alteracién de su capacidad de filtrar estimulos irrelevantes, que explicaria el incremento

en la expresién de comportamientos atipicos durante la ejecucidn normal del patrén de
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acarreo. Por su parte, Febo y sus colaboradores (2010) también reportaron que la
inactivacién o inhibicién de la CPFm altera de forma significativa el comportamiento de
acarreo de las crias. En este estudio, la inactivacion de la CPFm, mediante Ia
administracién de tetrodotoxina, abolié el comportamiento de acarreo, al punto que tan
solo una de trece hembras evaluadas acarred a las crias. Incluso, y de modo similar a lo
observado en nuestro estudio, las hembras exhibieron el resto de los comportamientos
maternales (78).

Por otra parte, es de interés también mencionar otro modelo que contempla las
consecuencias a largo plazo, en el comportamiento maternal y en aspectos cognitivos, de
la disrupcién de la CPF en etapas tempranas de la vida. En la Ultima década, Fleming y sus
colaboradores (79, 80) demostraron que las experiencias tempranas de separacién de la
madre y la cria artificial de los hijos afectan el desarrollo de circuitos que participan en la
regulacién de la conducta maternal generando consecuencias en el comportamiento que
persisten en etapas avanzadas de la vida. En las evaluaciones del comportamiento
maternal durante la etapa adulta, si bien estas hembras mostraban todo el repertorio de
respuestas maternales, tendian a exhibir conductas erraticas y a distraerse con estimulos
del ambiente durante la ejecucién de los acarreos, lamian menos a sus crias y pasaban
menor tiempo en contacto con ellas (79, 80). En la busqueda de las causas que pudiesen
explicar las alteraciones del comportamiento maternal, inicialmente descartaron un
posible rol hormonal para luego centrarse en la exploracidon de funciones cognitivas.
Primero mostraron que las hembras criadas artificialmente exhibian una menor
calificacion en la prueba PPI (79). Después documentaron que estas hembras presentaban
déficits atencionales mediante la utilizaciéon del ASST (por sus siglas en inglés: attentional
set shifting task), en el cual se evallua la capacidad de los animales de cambiar el foco
atencional de estimulos relevantes a irrelevantes (79). Finalmente evidenciaron mayores
niveles de impulsividad mediante el test DRL (por sus siglas en inglés: differential
reinforcement of low-rate schedule) (80). Estos cambios en la funcién cognitiva de las
hembras que han sufrido privacion maternal temprana se reflejan en el comportamiento
maternal, durante el cual las hembras se ven atraidas por estimulos irrelevantes del
ambiente y actuan de forma impulsiva hacia ellos, desatendiendo el cuidado de los hijos.
Estos autores sostienen que uno de los principales mecanismos que subyace a los cambios
comportamentales de estas hembras es la disfuncién en el proceso de maduracién del

sistema DAérgico, que afectaria a su vez el normal desarrollo de la CPF (79, 80).
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En nuestro estudio, conforme la cocaina indujo sensibilizacién en las hembras tratadas
durante la adolescencia, es presumible que la sobreactivacion repetida de la via DAérgica
mesocortical -aun en etapa de desarrollo- haya desencadenado eventos neuroplasticos en
circuitos que integran regiones de la CPFm, afectando la coordinacién de la ejecucidn
secuencial del comportamiento de acarreo (70, 71, 179). En efecto, el uso crénico de
cocaina ha sido asociado con déficits en la funcidn DAérgica de la CPF (97), y la
sensibilizacién comportamental inducida por la cocaina en roedores ha sido asociada con
una atenuacion de las concentraciones extracelulares de DA en la CPFm (174) y con la
aparicién de alteraciones a nivel cognitivo (163, 180, 181).

No debe descartarse que la cocaina haya afectado otros sistemas de neurotransmision,
como el serotoninérgico o el noradrenérgico (182-184). Por ejemplo, se ha documentado
gue la administracién crénica de cocaina provoca alteraciones regionales especificas en la
captacién de 5-HT y NA (183, 185), asi como un descenso del volumen de 5-HT en la
corteza frontal (186). Si bien por un lado la evidencia disponible permite trazar un vinculo
todavia fragil y poco especifico entre la funcidon del sistema serotoninérgico y el
comportamiento maternal (142, 187, 188) que obstaculiza el analisis de nuestros
resultados, por otro, el descenso en la actividad de la funcién serotoninérgica ha sido
asociado con la expresion de comportamientos impulsivos (186, 189-191), hecho que
podria haber contribuido con las fallas observadas en la secuencia del acarreo de las crias.

Debe seinalarse que la CPF continda exhibiendo un refinamiento tardio en su
funcionalidad durante la adolescencia caracterizado por un descenso en su volumen (192),
asi como por un incremento en su conectividad con regiones subcorticales, que resulta
clave para el perfeccionamiento de los procesos atencionales, de inhibicidn de respuestas,
y otras funciones cognitivas avanzadas, tanto en humanos como en roedores (121, 125,
193). Los procesos que subyacen a la remodelacidn del cerebro ponen de manifiesto que
las trayectorias de desarrollo de los mecanismos prefrontales de control cognitivo son
extremadamente delicadas y complejas, exponiendo a los animales adolescentes a una
mayor vulnerabilidad frente a agentes perturbadores tales como las drogas de abuso. Mas
aun, la funcion de la CPF estad determinada por la interaccidon de neuronas de distinto tipo
y por la modulacion que distintas aferencias ejercen sobre ellas. Las neuronas piramidales
constituyen la primera salida de la CPF, siendo su disparo regulado por interneuronas
inhibitorias y por proyecciones excitatorias de otras células piramidales. Se ha establecido

gue un apropiado balance excitatorio-inhibitorio es necesario para la correcta expresion
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de los procesos prefrontocorticales (194); balance que se perfecciona durante la
adolescencia, donde los eventos de pruning sindptico guian el refinamiento de la
conectividad cortical (144). De relevancia para nuestro trabajo, uno de los
neuromoduladores en el control fisioldgico del ajuste de los disparos de las sinapsis
excitatorias e inhibitorias es la DA (194). La DA juega un rol critico en el control cognitivo y
la comprensidn de su efecto modulador resulta en extremo compleja. Se ha sugerido que
la relacién entre la DA y la performance cognitiva no es linear, sino que adopta una forma
de U-invertida, determinando que tanto niveles insuficientes o excesivos desencadenen
déficits (195).

Se ha observado que la administracién crdnica de cocaina en roedores ocasiona
anomalias y malformaciones en las dendritas de neuronas piramidales de la capa V de la
CPF, que pueden persistir al menos hasta 25 dias de discontinuado el tratamiento,
modificando la interaccidon entre la neurotransmisién DAérgica y glutamatérgica en los
circuitos prefrontales provocando su disfuncién (196, 197). Aunque en nuestro trabajo no
probamos una conexidén directa entre la emergencia de déficits en la funcidn cognitiva
durante el desarrollo y las alteraciones en el comportamiento maternal, a partir de la
desorganizaciéon de la secuencia del comportamiento de acarreo, observada en las
hembras adultas expuestas a la droga durante la adolescencia, resulta razonable sugerir
que la perturbacién de las sinapsis DAérgicas ejercida por la cocaina en un sistema todavia
inmaduro haya alterado el rango dptimo de excitacidn-inhibicién necesario para el
correcto funcionamiento de la CPFm. De hecho, ya se ha visto que la cocaina genera
modificaciones maladaptativas duraderas en la transmisién GABAérgica de la CPFm
cuando es administrada durante la adolescencia (198).

Esta posibilidad ademds es apoyada por estudios que han documentado los efectos a
largo plazo de la exposicién a cocaina durante la adolescencia en la CPFm. Ha sido
demostrado que la administracion repetida de 10 o 20 mg/kg de cocaina a ratas macho en
la preadolescencia (P26 a P33), y transcurrido un periodo de 10 dias de abstinencia,
provoca déficits en la memoria espacial y en la memoria a largo plazo (199). De modo
similar, ratas macho tratadas con diferentes dosis de cocaina (5 a 15 mg/kg) desde P35 a
P46 y habiendo transitado un periodo de 10 o 24 dias libres de droga, muestran fallas en el
procesamiento atencional (200). Incluso, en una afirmacién mas radical, es posible que la
accion de la cocaina en el medio sindptico en momentos de intensa reorganizacién del

sistema haya redireccionado la trayectoria normal del desarrollo de la CPFm. Esta
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alternativa se sostiene por los estudios de Susan Andersen, quien ha propuesto que los
sistemas inmaduros no reaccionan a las perturbaciones del entorno mediante mecanismos
compensatorios, sino que lo hacen a través de la incorporacion de los cambios en la
estructura y funcién cerebral (144).

La remodelacion y recableado del circuito mesocorticolimbico durante el desarrollo
parece posicionarse, cada vez mds, como un proceso trascendental en el alcance del
patréon de conectividad maduro que sustentard la expresidn normal de las funciones
cognitivas superiores y la coordinacidon de los comportamientos motivados y afectivos.
Nuestros resultados se suman al conjunto de evidencia previa, reforzando la idea de que la
accion de la cocaina durante la adolescencia es capaz de afectar el neurodesarrollo y los
procesos cognitivos que durante la maternidad sustentan la capacidad de la madre de
percibir e interpretar el significado de los estimulos provenientes de las crias, y de

responder a esas sefiales de forma adecuada.

5.3 Efecto de la exposicion a cocaina sobre la agresion maternal

En nuestro trabajo no observamos diferencias significativas en la agresién maternal de
los grupos tratados con cocaina en relacion a sus correspondientes controles salinos. No
obstante, debe sefalarse que la suma de los comportamientos agresivos fue
significativamente mayor en las hembras tratadas con la droga durante la adolescencia
respecto a las tratadas cuando adultas. Aunque este resultado debe tomarse con cautela,
puesto que los grupos experimentales no difirieron significativamente de sus controles,
resulta interesante vincular estas observaciones con los resultados obtenidos en la prueba
de ansiedad experimental. En efecto, los mayores niveles de agresién de las hembras
expuestas a la cocaina durante la adolescencia fueron acompafiados por una reduccidn de
la ansiedad (ver en apartado 5.4), mientras que en las hembras tratadas durante la etapa
adulta se observé el patrén inverso. Esta relacién va en linea con la hipétesis propuesta
por Hansen (26) acerca de la relacién inversa entre la ansiedad y la agresion en la lactancia

(aunque existen controversias; ver (27)).
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5.4 Efecto de la exposicidn cronica a cocaina sobre la ansiedad

La ansiedad experimental fue evaluada en el laberinto elevado en cruz, un modelo
validado que se nutre del conflicto entre la tendencia innata de la rata a explorar areas
novedosas y de su aversion a las alturas y los espacios abiertos (201). La exposicion crénica
a cocaina previa a la gestacion indujo efectos a largo plazo en el perfil de la ansiedad de
ambos grupos tratados. Sorpresivamente, mientras que las hembras tratadas con cocaina
durante la etapa adulta mostraron una respuesta ansiogénica, las hembras tratadas
durante la adolescencia experimentaron una respuesta ansiolitica. Este efecto diferencial
observado en los dos grupos de hembras tratadas pone de manifiesto la relevancia de la
etapa del desarrollo en la cual se administré la droga en las consecuencias sobre la
ansiedad comportamental a largo plazo.

En primer término, es fundamental destacar la ausencia de diferencias significativas en
el nimero total de cruzamientos entre los grupos tratados y sus respectivos controles
salinos, que permite descartar que las diferencias observadas en nuestro estudio se deban
a un incremento en la actividad locomotora de los animales. El laberinto elevado en cruz
es un modelo comportamental en el cual un aumento en la locomocion puede repercutir
en la exploracién del modelo y generar falsos positivos, y esta posibilidad debe
considerarse especialmente cuando se trabaja con una droga psicoestimulante que induce
hiperlocomocién.

En relacién a las hembras expuestas a cocaina durante la etapa adulta, la respuesta
observada es consistente con numerosos reportes preclinicos que han documentado las
propiedades ansiogénicas en este periodo, cuando la droga es administrada en forma
aguda (89) o crdnica (90, 91). Incluso concuerda con trabajos que han evaluado los niveles
de ansiedad posteriores a la exposicion a cocaina, tanto en etapas tempranas (202) como
prolongadas de abstinencia (203). Se ha especulado con que el incremento en el nivel
basal del factor liberador de corticotropina (CRF, del inglés corticotropin releasing factor)
en la AMY estd estrechamente asociado al estado de elevada ansiedad que se observa en
la abstinencia a cocaina en ratas adultas (204). También se ha sugerido que la
desregulacién del sistema noradrenérgico causada por la exposiciéon crénica a cocaina
podria contribuir en la ansiogénesis. Asimismo, aunque el rol de la DA en la modulacidén de
la ansiedad durante la abstinencia alin no ha sido esclarecido, hay evidencia que relaciona

la reduccién de la funcién DAérgica con la ansiedad (204).
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Por su parte, el mayor porcentaje de tiempo que las hembras tratadas con la droga
durante la adolescencia pasaron en los brazos abiertos es generalmente aceptado como
un indicador vdlido de una reduccion en la ansiedad (19). El hecho de que estas hembras
hayan exhibido una respuesta ansiolitica en comparacién a su respectivo control salino,
habiendo transcurrido mas de cuatro semanas de abstinencia, insinGia la ocurrencia de
neuroadaptaciones duraderas en circuitos que participan en la modulacién de la ansiedad.

Debe notarse que este descenso en el nivel de ansiedad se documentd durante el
postparto, periodo en el cual la hembra experimenta una disminucién natural de la
ansiedad y del miedo (25). Este cambio en el estado afectivo de la hembra, observado en
varios modelos animales de miedo y ansiedad, permite a la hembra continuar cuidando a
sus crias en situaciones de riesgo y asumir formas mas ofensivas de defensa de los hijos
(22, 27). Ademas, el desarrollo de la conducta maternal en hembras postparturientas y en
hembras sensibilizadas podria asociarse a una pérdida del miedo o aversion a olores de las
crias promoviendo el contacto con las crias y el desarrollo de la motivacién maternal (15,
205). Dado que en nuestro estudio el comportamiento maternal se observd en la caja
nido, en ausencia de cualquier evento estresante, y que la conducta ya estaba instalada en
el momento de la prueba (dia 3-4 posparto), no podemos hacer una asociacién entre la
reduccion de la ansiedad y estos posibles efectos positivos en el comportamiento maternal
de las ratas que recibieron cocaina en la adolescencia.

Otros reportes sugieren, sin embargo, que ratas seleccionadas por sus niveles de
ansiedad bajos muestran déficits la respuesta maternal (206-208). El grupo de Oliver Bosch
ha ideado un modelo animal genético para estudiar diferencias en la emocionalidad
innata, desarrollando lineas de animales con mayores (HAB, del inglés high anxiety-related
behavior) y menores (LHB, del inglés low anxiety-related behavior) niveles de ansiedad. En
distintos trabajos han documentado que las hembras pertenecientes a la linea HAB
expresan mas comportamientos maternales que las hembras de la linea LHB (207-210). Si
bien cabe la posibilidad de que los déficits en el comportamiento maternal de las ratas que
recibieron cocaina en la adolescencia puedan deberse a los bajos niveles de ansiedad, esta
relacion debe tomarse con mesura, dado que nuestros resultados muestran
fundamentalmente déficits en la secuencia del acarreo de las crias, fenédmeno que no ha
sido reportado en los trabajos de Bosch y colaboradores.

En otro orden, en la literatura se puede observar un interés reciente sobre los efectos

a largo plazo de la cocaina en el cerebro adolescente y sus consecuencias en el
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comportamiento ansioso. Los resultados obtenidos en nuestro trabajo son similares a los
obtenidos por Sillivan y sus colegas (211), quienes encontraron que la administracién de
cocaina entre P35 y P46 decrece significativamente los niveles de ansiedad en P70. Estos
cambios también fueron acompainados por modificaciones en la expresién génica y en la
expresion de proteinas sindpticas en la AMY, a lo cual los autores apuntan como una
reorganizacion de la estructura sindptica y dendritica inducida por la cocaina, en parte
responsable de los efectos a largo plazo observados. La AMY forma un circuito con la CPFy
el hipocampo que es responsable de la discriminacién entre estimulos peligrosos e
inofensivos (211).

De manera interesante, la mayoria de los estudios que han investigado el efecto de
lesiones en la CPFm en el laberinto elevado en cruz han encontrado efectos ansioliticos
(212-216). Este hecho, junto a nuestras observaciones en el laberinto elevado en cruz,
sustentan la posibilidad de que la exposicidon a la cocaina durante la fase final critica del
desarrollo cerebral adolescente haya desencadenado modificaciones maladaptativas y
persistentes en la CPFm, afectando mecanismos neurales prefrontosubcorticales que
median los comportamientos relacionados a la ansiedad y al miedo.

Otra alternativa es que la respuesta observada en las hembras tratadas durante la
adolescencia se deba a la presencia de dificultades en la integracién de informacidn
sensorial, reflejando fallas en la evaluaciéon de riesgos y un incremento de la conducta
exploratoria e impulsiva. De hecho se ha especulado con la existencia de una relacidn
entre los comportamientos relacionados a la ansiedad y la conducta exploratoria e
impulsiva (217), y hay evidencia de que ésta también es indicada por el porcentaje de
tiempo en los brazos abiertos del laberinto elevado en cruz (217). Otro indicador que se
relaciona con la conducta exploratoria e impulsiva es el nimero de head dipping en los
brazos abiertos (217). De modo llamativo, pese a que las hembras tratadas con cocaina
durante la adolescencia pasaron mas tiempo en los brazos abiertos en relacién a su
control, sugiriendo mayores niveles de impulsividad, no se documenté una diferencia
significativa en el nimero de head dipping entre estos grupos.

Por ultimo, debe mencionarse que nuestros hallazgos se incorporan a un conjunto de
resultados conflictivos con otros reportes, lo cual puede deberse a los diferentes
protocolos de administracién de la droga utilizados o al tiempo de abstinencia transcurrido

hasta el dia en el cual se llevé a cabo la prueba comportamental (218-220).
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5.5 Efecto de la administracion de cocaina en el metabolismo cerebral de la

glucosa mediante micro-PET

Nuestro trabajo es el primero en determinar las consecuencias a largo plazo de la
exposicidn crénica a cocaina durante la adolescencia y la adultez en la TMCr mediante el
uso de micro-PET con [*®F]-FDG.

La tendencia al hipermetabolismo en la CPFm observada en el grupo de hembras
expuesto a cocaina durante la etapa adulta en comparaciéon a su grupo control es
consistente con reportes previos que han evaluado cambios en la TMC durante la
abstinencia. Aunque el rol de la DA en el control del metabolismo de la glucosa es aun
poco entendido, existe evidencia de que el hipermetabolismo en regiones frontales
observado en usuarios de cocaina en la etapa temprana de desintoxicacion es una
respuesta tipicamente compensatoria, que conforme a distintos trabajos que apoyan el rol
inhibitorio de la DA en la CPFm (221-223), guarda relacién con un descenso en la actividad
DAérgica (224, 225). Si bien en humanos el hipermetabolismo suele descender entre las 2
y 4 semanas posteriores al abandono del consumo, la persistencia durante la abstinencia
prolongada en nuestro estudio se encuentra en linea con el resultado de Febo y sus
colegas (2007), quienes documentaron un descenso en la concentracién basal extracelular
de DA en la CPFm de hembras tratadas con cocaina pregestacionalmente durante la
adultez, luego de haber utilizado el esquema de administracidn en el cual se basa nuestro
trabajo y dando lugar al mismo periodo de abstinencia (1). La CPFm se proyecta hacia
estructuras como el APOM, NAc y ATV y juega un rol importante en la modulacién de la
motivacién maternal (74, 75, 179). Asi, el hipermetabolismo prefrontal apoya la posibilidad
de que la accién de la cocaina haya desencadenado eventos neuroplasticos en estructuras
limbicas que puedan estar afectando aspectos de la motivacién maternal susceptibles de
explicar el descenso en el nimero de lamidos observado en las hembras tratadas durante
la etapa adulta. Ademas, conforme se ha hipotetizado con que el descenso de la actividad
DAérgica en la CPF se encuentra ligado al incremento de la ansiedad (204), el
hipermetabolismo guardaria relacién con la respuesta ansiogénica observada en las
hembras adultas.

De forma llamativa, no se encontraron diferencias significativas en la TMC de la CPFm
ni de otras estructuras que integran el sistema mesocorticolimbico entre el grupo de
hembras expuestas pregestacionalmente a cocaina durante la adolescencia y su respectivo
control salino. No obstante, de la ausencia de cambios en el metabolismo cerebral basal

69



de la CPFm no debe desprenderse que no hayan ocurrido trastornos en su funcién. Existe
evidencia acumulada de que el circuito mesocorticolimbico es particularmente sensible a
los cambios del sistema DAérgico durante la adolescencia, y en consecuencia muy
vulnerable a los efectos disruptivos de la exposicién crénica a cocaina (117, 127, 193). En
esta linea, la tendencia observada del efecto del tratamiento en el metabolismo talamico,
sugiere una posible afectacidén de los circuitos prefrontosubcorticales en ambos grupos
tratados (99). Conforme la cocaina indujo sensibilizacion comportamental en las hembras
lactantes expuestas durante la adolescencia, y se documentaron efectos severos tanto en
el comportamiento maternal como ansioso que guardan estrecha similitud con aquellos
observados en hembras con lesiones de la CPFm (77, 78, 212-216), consideramos la
posibilidad de que las alteraciones funcionales puedan no estar viéndose reflejadas en
cambios de la TMC de esta regién.

Si bien esta alternativa puede resultar a priori intrincada, la ausencia de diferencias
respecto al grupo control en la actividad metabdlica de la CPFm, que se documentd luego
de la administracién repetida de cocaina, es un hallazgo de por si relevante. La elevada
plasticidad del cerebro adolescente y su hipotética condicién de ser susceptible de
incorporar la informacién del ambiente a su fisiologia en las ventanas sensibles del
neurodesarrollo (144), le podrian otorgar la flexibilidad de adaptarse a las nuevas
condiciones de sobreactivacion de las vias DAérgicas durante el tratamiento, sin que ello
necesariamente acarrease cambios en el metabolismo global de la glucosa, en una forma
gue escapa a la respuesta compensatoria habitualmente observada en el cerebro maduro,
y que aun estd lejos de ser caracterizada y comprendida en su complejidad. Es desde esta
perspectiva que los eventos de plasticidad que persisten hasta la adultez se podrian
configurar como cambios maladaptativos.

Por otra parte, debe valorarse que la ausencia de diferencias entre el grupo tratado y
el control en las hembras adolescentes se deba a una limitacién de la técnica. Es posible
que estudios de microdialisis, capaces de monitorizar la actividad DAérgica in vivo durante
la evaluacién del comportamiento maternal, permitan detectar cambios en areas del
circuito mesocorticolimbico. En esta linea, considerando que el descenso en la
disponibilidad de receptores D2 en el estriado es un fiel indicador de la disfunciéon del
sistema DAérgico, seria de interés realizar una medicién in vivo de la unién de [*c]-
raclopride, un antagonista selectivo de los receptores D2, en el estriado mediante micro-

PET.
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La diferencia significativa en la TMC de la CPFm entre los grupos expuestos a cocaina
en distintas etapas del desarrollo también constituyd un hallazgo importante. Este
resultado permite suponer la ocurrencia de un perfil diferente de neuroadaptaciones en el
circuito mesocorticolimbico, apoyando la posibilidad de que las hembras tratadas durante
la adolescencia hayan sufrido un desvio en la trayectoria normal del neurodesarrollo.

Por su parte, la menor TMC en la COF de las tratadas durante la etapa adolescente en
comparacién a las tratadas cuando adultas, independientemente al tratamiento con
cocaina o vehiculo, podria explicar el elevado nimero de conductas exploratorias que
mostraron las hembras ADOsana €0 la evaluacién de la conducta maternal (seccion 5.2).
Las ratas adolescentes exhiben mayores niveles de blisqueda de novedades e impulsividad
y presentan preferencia por las recompensas inmediatas en comparacién a las adultas

(226), comportamientos en los cuales la COF ha mostrado jugar un rol modulador (227).

6 LIMITACIONES

Debe atenderse que la administracidn sistémica de la cocaina impide determinar con
exactitud qué regiones del cerebro se vieron afectadas y mediaron las alteraciones en el
comportamiento y en la funcién cerebral observadas como consecuencia del tratamiento.
De manera que la lectura de las interpretaciones vertidas en la presente tesis debe
realizarse a la luz de esta limitante.

Por otra parte, debe tenerse en cuenta que si bien el efecto reforzador de la cocaina y
el proceso de desarrollo de dependencia han sido asociados particularmente a su acciéon
en la neurotransmisién DAérgica (97, 103, 104, 154), la cocaina es una droga inespecifica
gue también actla en otros sistemas de neurotransmisién como el serotoninérgico (105) y
el noradrenérgico (103), y que ademds posee propiedades anestésicas mediadas por su
capacidad de bloquear los canales de sodio. Mas alld de que los efectos de su
administracién crénica en los transportadores de 5-HT y NA han recibido menor atencién
que los efectos en los DATSs, los efectos a largo plazo observados en los animales expuestos
a la droga posiblemente también tengan raiz en la alteracidn de mecanismos no descritos
y que estan fuera del alcance de este estudio.

Un punto a considerar en la discusion de los resultados obtenidos mediante micro-PET
es que dada la necesidad de mantener al animal inmdvil dentro de la cdmara, la técnica
demanda la administracién de anestesia. Pese a ser escasos los estudios que han evaluado
los posibles efectos de la administracidon de anestésicos en el metabolismo cerebral, y que
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aun no existen fundamentos sélidos que permitan juzgar la fiabilidad de los resultados
obtenidos mediante micro-PET, si existe evidencia de que anestésicos generales,
incluyendo el isoflurano, el propofol o la ketamina reducen el metabolismo cerebral (228).
Es asi que en el caso de los estudios de micro-PET que buscan evaluar la TMCr mediante el
uso de [*®F]-FDG, el estado de la actividad cerebral del animal anestesiado se toma
habitualmente como la linea de base farmacolégica sobre la cual se miden potenciales
cambios en la actividad metabdlica (228). Si bien podriamos sefialar que en nuestro
estudio el hipotético efecto de la administracion de isoflurano se distribuyd en todos los
grupos, éste debe ser considerado a la hora de realizar comparaciones con estudios PET en

humanos, ya que generalmente se realizan sin anestesia.

7 PERSPECTIVAS

Existe un conjunto de experimentos que podrian ser realizados en aras de disminuir la
brecha especulativa que tensiona la interpretacidn de los resultados.

La relacién entre la DA y el desempeiio cognitivo encierra una gran complejidad. La
evidencia sugiere que la transmision DAérgica ocurre dentro de una pequefa ventana de
funcionamiento éptimo, donde tanto niveles excesivos o deficientes de DA afectan el
desempeiio comportamental (194, 195). De manera que la posibilidad de llevar adelante
experimentos de microdialisis para determinar la existencia de desvios en la concentracion
extracelular basal y normal de DA en la CPFm de hembras lactantes tratadas con cocaina
durante la adolescencia, se posiciona como un camino atractivo y necesario. En esta linea,
también se podrian dirigir esfuerzos a identificar el curso temporal y la persistencia de las
neuroadaptaciones a distintos tiempos de abstinencia que emergen como consecuencia
de la administracidn de la droga. Particularmente, seria prioritario analizar la expresién de
receptores DAérgicos en distintas regiones del circuito mesocorticolimbico, asi como
posibles eventos plasticos en las sinapsis glutamatérgicas.

Otra de las rutas a tomar para afirmar o desestimar las proposiciones aqui planteadas
comprende la realizacién de pruebas cognitivas durante la maternidad de animales
tratados cuando adolescentes dirigidas a evaluar el estado de los procesos atencionales, la
memoria de trabajo y la expresién de comportamientos impulsivos. Paradigmas como el
PPI, ASST y DRL mencionados anteriormente permitirian acceder a informacién relevante.

Ademas, en aras de vincular posibles déficits en la cognicién con fallas en el
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comportamiento maternal, estas pruebas podrian ser acompafiadas por un andlisis

secuencial del comportamiento de acarreo.

En ultimo término, se prevé la realizacién del analisis estadistico de las imdagenes
obtenidas mediante micro-PET utilizando el software Statistical Parametric Mapping (SPM)
de cara a la publicacién de nuestro trabajo en una revista especializada. SPM es un
software que permite la construccién y evaluacién de analisis estadisticos extendidos al
espacio para testear hipdtesis véxel a véxel en neuroimagen con PET. Este método de

anadlisis permitira hilar mas fino en la identificacidn de asimetrias en la TMCr.
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8 CONCLUSIONES

En la presente tesis buscamos determinar los efectos a largo plazo en el
comportamiento maternal, agresion maternal, ansiedad experimental y en la funcidn
cerebral de hembras lactantes adultas ocasionados por la exposicidon crénica a cocaina
durante la adolescencia y la adultez. Los experimentos realizados nos permiten concluir
que:

e Las hembras adolescentes mostraron mayor sensibilidad a la cocaina en comparacion a
las adultas, aunque ambos grupos desarrollaron sensibilizacién comportamental en

respuesta al tratamiento.

e La exposicidn crénica a cocaina durante la adolescencia y previo a la gestacion generé
déficits en la respuesta maternal evaluada en la etapa adulta. Las alteraciones
documentadas fueron notoriamente mds severas con respecto a las observadas en

hembras lactantes expuestas a la droga durante la adultez.

e El tratamiento con cocaina no provocd cambios significativos en la agresion maternal

de los grupos tratados en relaciéon a sus respectivos controles salinos.

e La administracion de cocaina durante la adolescencia tuvo un efecto ansiolitico en las
hembras durante la etapa adulta, a diferencia del efecto ansiogénico que generd

cuando fue administrada repetidamente durante la etapa adulta.

e Las hembras que recibieron cocaina en la etapa adulta mostraron una tendencia al
incremento de la TMC de la CPFm, fendmeno que no se evidencid en las hembras
tratadas durante el periodo adolescente. Ademas, se observé una respuesta

diferencial en la TMC de la CPFm entre los grupos expuestos a la droga.

Las diferencias en las respuestas comportamentales y metabolismo cerebral
documentadas en ratas expuestas a cocaina durante la adolescencia y adultez estuvieron
presentes a mas de 33-40 dias de haber finalizado el tratamiento, sugiriendo la ocurrencia

de neuroadaptaciones duraderas.
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En conjunto estos resultados indican que los efectos de la droga en la respuesta
maternal, ansiedad y en la funcidn cerebral difieren de acuerdo a la etapa del desarrollo en
gue se administra, y se integran a un cimulo de hallazgos que sostienen que la exposicion
repetida a cocaina tanto en hembras adolescentes como adultas tiene efectos a largo

plazo (1, 2, 7, 83, 211).

Aunque la relacién entre la exposicién a drogas en etapas tempranas de la vida y la
posterior emergencia de trastornos en la funcidn cerebral y en el comportamiento esta
lejos de ser entendida, se ha sugerido que durante el trdnsito de etapas sensibles del
neurodesarrollo los animales son capaces de incorporar los cambios neurobiolégicos que
agentes perturbadores desencadenan en forma de modificaciones maladaptativas
duraderas en la estructura y funcién cerebral (144). A pesar de que los resultados
obtenidos en el presente trabajo de tesis no posibilitan la identificacién de los mecanismos
neurobioldgicos especificos que podrian estar viéndose alterados por el tratamiento con
cocaina, podria especularse con que las asimetrias en las alteraciones observadas en la
respuesta maternal, ansiedad y metabolismo cerebral de la CPFm de hembras tratadas
durante la adultez y adolescencia serian resultado de una respuesta diferencial a la droga
en ambos grupos. De acuerdo al estado de madurez del sistema mesocorticolimbico al
momento de la administracién de la droga estimamos que la sefializacion DAérgica y
eventualmente de otros sistemas de neurotransmision, mediada por la cocaina en la etapa
adolescente, podria haber afectado procesos del desarrollo que moldean la conectividad

de este sistema.
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