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I. INTRODUCCION



Introduccion

I.1. LA 3,4-METILENODIOXIMETANFETAMINA: INFORMACION
GENERAL

La 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA, “éxtasis”) es un derivado anfetaminico
con actividad estimulante y alucindgena perteneciente al grupo denominado drogas de sintesis.
El “éxtasis” también es popularmente conocido en los Estados Unidos con los nombres de
XTC, M&M, Essence, Adam, y con la letra "E" en el Reino Unido.

A partir de la Gltima década el “éxtasis” se ha venido empleando cada vez con mas
frecuencia como droga recreacional de abuso en nuestro entorno social, principalmente por
sectores de la poblacién juvenil. A finales de los afios 80 el consumo era esporadico y aquellos
que lo consumian regularmente lo utilizaban a una dosis de 75-150 mg (1-2 comprimidos) una
o dos veces en un fin de semana, y generalmente no mas de dos veces al mes. En los ultimos 7
afios el consumo se ha asociado con un nuevo género de fiestas - aquellas que en inglés se
denominan “raves” - que duran toda la noche y durante las cuales la gente baila frenéticamente
al ritmo de la musica “techno” o “house” bajo un juego de luces laser en aforos de mil o mas
personas. En este ambiente se puede llegar a consumir hasta 8 comprimidos de MDMA en una

sola noche, repitiendo el protocolo todos los fines de semana (McCann y col., 1996).

1.1.1 DROGAS DE DISENO O SINTESIS

El “éxtasis” pertenece a un grupo de drogas denominadas “drogas de disefio” o
“sintesis”.

El término designer drugs que se ha traducido al espaiiol como “drogas de disefio” fue
mtroducide en los afios sesenta por Gary Henderson, un farmacéutico de la Universidad de
California. Ide¢ este término para denominar sustancias de origen sintético cuyo consumo y
trafico, por tratarse de novedades quimicas no podian ser perseguidos por via legal (Capdevila,
1995; Gamella y Roldan, 1997).

Segin Gamella y Roldan (1997), hoy en dia se considera que este término no es muy
preciso o riguroso ni quimica ni farmacolégicamente v se tiende a usar el término “drogas de

sintesis” que se refiere a “drogas sintéticas conocidas para las que en un cierto momento se
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encuentra mercado, satisfaciendo nuevas demandas o sustituyendo a psicofarmacos
controlados.”

En la actualidad, la mayor parte del interés cientifico sobre la MDMA esta orientado a
la investigacion de la neurotoxicidad en animales de experimentacion, si bien recientemente la
FDA (Food and Drug Administration) norteamericana ha aprobado la realizacién de ensayos
clinicos limitados en humanos. En este sentido, en los uitimos cinco afios se vienen realizando
algunos de estos estudios en centros de investigacion suizos, cuyos resultados ain no han sido

publicados.

1.1.2 QUIMICA

La MDMA (3,4-metilenodioximetanfetamina; N-metil-1-(3,4-metilacnodioxifenil!)-2-

amino-propano) €s una base sintética derivada de la feniletilamina.

NH, NHCH;,
CH, CH,
Anfetamina Metanfetamina
NH, NHCH;,
O 0
O CH3 O CH3
3,4-Metilenodioxianfetamina 3,4-Metilenodioximetanfetamina
CF NHC,H; NH,
CH, CH,
Cl
Fenfluramina p-Cloroanfetamina

Figura 1. Anfetamina y algunos derivados anfetaminicos.
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Est4 relacionada estructuralmente con la sustancia estimulante psicomotora, anfetamina
y la sustancia alucinogena, mescalina, compartiendo propiedades de ambos compuestos.

La MDMA tiene un centro quiral en el carbono alfa con un par de isémeros 6pticos, S-
(+)dextrorotatorio y R-(-)levorotatorio, ejerciendo mayor actividad en el sistema nervioso

central el isémero dextrorotatorio (Anderson y col., 1978; Schmidt, 1987a).

1.1.3  SINTESIS E ILEGALIZACION

La 3,4-metilenodioxianfetamina (MDA, “pildora de amor™) fue sintetizada por primera
vez en 1910 por los quimicos alemanes G. Mannish y W. Jacobsen, de la compafiia Merck de
Darmstadt (Alemania), aunque por aquel entonces no llegd a ser administrada a ningun ser
humano o animal. Entre 1910 y 1912 la misma compaiiia aislé accidentalmente la MDMA,
aungue no se conoce ni el nombre del quimico ni la fecha de su sintesis. El primer documento
publico referente a la preparacién y propiedades de esta droga corresponde a una patente
solicitada en 1912. Dos afios mas tarde, en 1914, la patente fue otorgada con el propésito de
usar la MDMA como supresor del apetito (Shulgin, 1986) y como intermediaria en la sintesis
de compuestos con actividad terapéutica (Merck, 1914).

En aquel momento no se realizaron estudios farmacologicos sobre el “éxtasis” y la
“pildora del amor” (MDA), v ambas sustancias cayeron en el olvido hasta que, en 1953, el
ejéreito norteamericano decidid probarlas en distintas especies animales para observar su
toxicidad (Hardman y col, 1973).

En 1957, en un congreso se describieron por primera vez los efectos psicoactivos de la
MDA: aumento de la percepcion, alucinaciones y una sensacién de hallarse fuera de su cuerpo.‘
A partir de los afios sesenta se empezd a popularizar la droga en Estados Unidos, con los
nombres de hug-drug (droga del abrazo), the love drug (la droga del amor), the mellow drug of
America (la droga suave de América), o bien amphetamine for lovers (anfetamina para
amantes). A finales de la década, la “pildora del amor” era ya una de las drogas mads
consumidas, situandose en la Lista | del Controiled Substances Act de EE.UU. en 1970.

También en los afios setenta la MDMA comenzd a ser utilizada por psiquiatras por su
capacidad para producir alteraciones del estado de la conciencia, con elevacién del tono
emocional y sensual, y para incrementar sentimientos de empatia (Greer y Tolbert, 1986).

Estas propiedades incitaron al uso de esta droga como coadyuvante de la psicoterapia, como
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un elemento de ayuda al desbloqueo emocional y la comunicacién personal (Shulgin, 1986,
1990; Peroutka, 1987; Eisner, 1989; Greer v Tolbert, 1990). En 1978 se publico el primer
informe sobre la psicoactividad de la MDMA en el ser humano, escrito por Alexander Shulgin
(profesor de toxicologia forense en la Universidad de Berkeley y descubridor de los efectos
psicoactivos de la MDMA) y David E. Nichols (Shulgin y Nichols, 1978). A principios de la
década de los ochenta el consumo de la MDMA se generalizé y se empezd a conocer por sus
numerosos nombres callejeros.

En 1984, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reviso los informes sobre
incautaciones de drogas ¢ identificé a la MDMA como la tinica feniletilamina que habia sido
confiscada varias veces. Esto indicaba un incremento en su fabricacién, distribucion y
consumo. A raiz de esta descubrimiento la Drug Enforcement Agency (DEA) manifesto su
proposito de incluir la MDMA en la Lista I del Conirolled Substances Act (Mullen, 1984).
Esta lista incluye las sustancias cuya venta estd prohibida y que son juzgadas como carentes de
utilidad terapéutica. En esta lista se encuentran sustancias como la heroina, la dietilamida del
acido lisérgico (I.SD) y la cocaina. El aviso de la DEA cred una polémica sobre todo en el
mundo de la psicoterapia donde la MDMA se venia usando para incrementar la comunicacion,
la empatia y para reducir el miedo. Aunque la polémica no sirvi6é para cambiar la clasiﬁcacic')n_
legal de la MDMA si lo hizo para llevar a la luz publica esta droga de sintesis y fue a partir de
este momento cuando hubo un aumento en la fabricacion y consumo de la droga. En 1985, la
DEA incluyé la MDMA provisionalmente en la Lista I del Controlled Substances Act. Dos
razones parecen ser las que provocaron esta decisidn. Primero, un estudio que, en aquel
momento, aun no se habia publicado en el que se asociaba el uso de altas dosis de MDA por
via intravenosa en ratas con neurotoxicidad serotoninérgica (Ricaurte y col., 1985) y segundo,
un incremento repentino en el volumen de MDMA producido y distribuido desde ¢l estado de
Tejas (United States Department of Justice, 1985).

Finalmente, pese a los intentos realizados por varios grupos de forzar a la DEA a
cambiar la clasificacidon de la MDMA a una lista de sustancias menos controlada, la MDMA
fue incluida definitivamente en la Lista [ en marzo 1988 (Capdevila, 1995). |

Tras su ilegalizacion en Estados Unidos, los esfuerzos del sector médico que apoyaba
el uso de la droga en psicoterapia se orientaron a conseguir que la OMS situara a la MDMA en
una clasificacion de menos control y asi hacer posible la fabricacidén y uso legal por parte de

terapeutas profesionales. No obstante en 1986, la Comision de Estupefacientes de la
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Organizacion de las Naciones Unidas acordé incluir la MDMA y otros productos, en la Lista ]
del Convenio sobre Psicotropicos de 1971 convirtiendo a la MDMA en droga ilegal en todo el
mundo (Capdevila, 1995).

Espafia, en una orden ministerial en mayo 1986, prohibié “el uso, fabricacion,
importacion, transito, comercio y tenencia de dicha sustancia, asi como lo preparados que la
contengan.” (Capdevila, 1995).

Actualmente la MDMA no se sintetiza de forma legal con la excepcidén de firmas
comerciales autorizadas para ello o grupos de investigacidn a los que se les ha concedido una
licencia especial. En ambos casos se utiliza para la 1dentificacion de sustancias en el control de
estupefacientes y para la investigacion.

La MDMA se puede sintetizar a partir de varios compuestos:

piperonal » nitroestireno’

etilbromopropionato Fe?’
reduccion

y posterior hidrolisis'

v

cianoborohidrido sédico®

\, MDA

piperonilacetona

oxidacion con peroxido de metilamina y l adicién de

hidrogeno y acido bromohidrito sédico’ CH,’

formico’ o MDMA

4cido peracético’ metilamina
isosafrol __ safrol _ bromdésafro}

»

isomerizacioén HBr’*

" Elks y Hey, 1943,
? Binierki, col., 1962.
" Braun y col., 1980.

Los compuestos utilizados para la fabricacion de MDMA estian controlados por la

“ Fujisawa y Deguchi, 1954,
* Hansson, 1987.
® Binierki y Krajewski, 1960.

Directiva 92/109/EEC de la Union Europea.
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I.1.4 PRESENTACION

En su forma pura se presenta como un polvo blanco de sabor amargo. Suele, sin
embargo, presentarse en forma de clorhidrato. En la calle se encuentra normalmente en forma
de comprimido y ocasionalmente en forma de capsula. Al comienzo de su consumo la capsula
era la forma mas producida pero durante el periodo de popularizacién, alrededor de la segunda
mitad de los afios ochenta, las capsulas dieron paso a las pastillas ya que este material era mas
resistente a la manipulacion y al traslado y, por lo tanto, mas facil de producir y mancjar. Este
cambio dio lugar a la creencia entre los usuarios de que las capsulas eran mas puras y potentes’
y, por lo tanto, su precio era mayor (Gamella y Roldan, 1997).

Los comprimidos son en general pequefios redondos y en muchos casos de colores. En
su gran mayoria lievan un dibujo que suele dar lugar a su nombre comin como puede ser
“delfines”, “toros™ o “soviéticas”.

Los comprimidos incluyen otras sustancias aparte de la MDMA e incluso se han dado
casos de comprimidos que no contenian MDMA. Estas sustancias incluyen lactosa o manitol y
en menor medida otras sustancias psicoactivas como la cafeina, efedrina u otras anfetaminas.
También se han encontrado casos de comprimidos que contenian, safrol o isosafrol

procedentes, sin duda, de inadecuados procesos de sintesis (ver 1.1.4. Sintesis)

1.1.5 FARMACOCINETICA

La MDMA se absorbe muy bien por todas las vias de administracion, si bien su
eficacia farmacoldgica parece ser mayor cuando se administra por via parenteral, segun las
investigaciones llevadas a cabo en distintas especies animales (Ricaurte y col., 1988a;
McKenna y Peroutka, 1990). Su distribucién es amplia, atraviesa bien las barreras organicas
por su liposolubilidad y especialmente la barrera hematoencefalica.

El metabolismo de la MDMA ha sido estudiado ampliamente in vive e in vitro en
varias especies animales, siendo estas investigaciones de particular interés por la posible
implicacion de algunos metabolitos en las acciones farmacolégicas y toxicas del compuesto
original (ver apartado I.5. Efectos agudos y a largo plazo de la MDMA en animales de

experimentacion.)
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1.2. ESTUDIOS DE CONSUMO

1.2.1 LOS PRIMEROS ESTUDIOS DE CONSUMO

En 1988 Peroutka realizé un estudio retrospectivo a través de un cuestionario en la
Universidad de Stanford, California. El cuestionario se distribuy6 entre 100 estudiantes de
edades comprendidas entre 18 y 25 afios que consumfan la droga con fines recreativos. Se les
preguntaba sobre los efectos subjetivos agudos (<24 h) y subagudos (>24 h) inducidos por la
MDMA. El promedio de dosis consumidas fue de 5.4 y la cantidad de droga ingerida por dosis
oscild entre 60 y 250 mg (1 - 4 mg kg, aproximadamente). Durante la fase aguda de los
efectos de la MDMA el 90% de los individuos mostraron una sensacion exagerada de
intimidad con la gente, que se manifestaba por una mayor capacidad verbal y por una mayor
facilidad para interaccionar con los demas. El estado de alerta aument6 en un 50 % de los
sujetos, mientras un 38 % mostrd mayor dificultad para la concentracidén. Aparecieron ademas’
una gran variedad de efectos fisioldégicos indicativos de las acciones simpaticomiméticas de
esta droga: taquicardia (72 %), sequedad de boca (61 %), temblor (42 %), palpitaciones (41
%), diaforesis (38 %) y parestesias (35 %). Trismo y bruxismo aparecieron enun 75 % y 65 %
de los sujetos, respectivamente. Alteraciones visuales, que no llegaron a ser verdaderas

alucinaciones, aparecieron en un 20 % de los encuestados (Peroutka, 1988).

1.2.2 ESTUDIOS EN ESPANA

Hay ya varios trabajos nacionales que incluyen encuestas poblacionales, algunos datos
sobre la extension, la demografia y ecologia del uso, pero son muy escasos los estudios que
analizan las caracteristicas del uso y de los usuarios de estas sustancias en nuestro pafs, los
problemas derivados del consumo o incluso el contenido mismo de las “pastillas™ consumidas.

Gamella y Roldan realizaron uno de los estudios antropoldgicos més amplios llevado a
cabo paralelamente en cinco comunidades autonomas (Gamella y Roldén, 1997) en el cual se
ha estudiado la evolucion del consumo de “éxtasis” en Espafia; la demografia y pautas de uso

del “éxtasis™; motivaciones y efectos.
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1.3. FARMACOLOGIA

Entre 1953 y 54 se realizé un estudio toxicoldgico en la Universidad de Michigan, bajo
contrato de!l ejéreito norteamericano, sobre ocho feniletilaminas, entre ellas MDMA, en cinco
especies de animales. Los resultados se publicaron en 1973 por el grupo de Hardman

(Hardman y col., 1973). El estudio proporciond las DL, de MDMA en las distintas especies

(Tabla 1).
Tabla 1
Animal Via de DL 50 MDMA
Administracion (mg kg™

Ratén ip. 97

Rata (Sprague-Dawley) i.p. 32
Cobayo i.p. 98

Perro Lv. 14
Mono (Macaca mulatta) Lv. 22

También se observo que la inyeccion intravenosa producia convulsiones, rigidez,
temblor y actitudes grotescas de los amimales con un comportamiento interpretado como
analogo al de las alucinaciones, asi como un conjunto de signos caracteristicos de la
estimulaciéon simpatica: midrasis, piloereccién, hipertermia y aumento de la frecuencia

cardiaca.

L3.1 ACCIONES FARMACOLOGICAS

El primer informe sobre las acciones farmacologicas de la MDMA en humanos
apareci6 en 1978 (Shulgin y Nichols, 1978) pero este no hacia referencia al uso experimental
que se llevaba a cabo desde va hacia dos afios en el mundo de psicoterapia. Se limitaba a una
descripeion de la accion de la MDMA y la comparaba con la accion de MDA en dosis bajas.
Posteriormente, se describié a la MDMA como una sustancia capaz de ocasionar " un estado.
de consciencia modificado de facil control, con acentos emocionales y sensuales...y escaso

efecto alucinatorio.” (Shulgin, 1986), "Dentro del rango de dosis eficaces, 75-150 mg por via
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oral, sus efectos aparecen rapidamente, normalmente durante los 30 primeros minutos de su
administracién, alcanzando una fase de meseta 30-60 min después. Aparece una euforia leve,
aumento de la empatia, del estado de alerta y de la actividad mental y alteraciones visuales que
no llegan a ser verdaderas alucinaciones. Los sintomas se disipan gradualmente 2 horas
después, quedando solo una ligera estimulacion residual..."(Shulgin, 1990). |

El tinico estudio fisioldgico sobre la MDMA publicado hasta el momento fue dirigido
por el psiquiatra Joseph Downing. Se realizo en el transcurso de un congreso sobre la MDMA
que tuvo lugar en 1985 en el Instituto Esalen de Big Sur, California, poco antes de que el
éxtasis fuese prohibido (Downing, 1986). Se administraron dosis de 1.7 mg kg™ de MDMA
por via oral a consumidores experimentados en la sustancia que no padecian trastornos fisicos
0 psiquicos de importancia. Las edades de los individuos estaban comprendidos entre los 20 y
58 afios, con una media de 31 y un total de 21 sujetos. Durante la ingestion se analizaron
varios parametros fisicos, se hicieron analisis de sangre y en algunos casos se realizaron
ensayos neuroldgicos y electrocardiogramas. A los 30-60 min de la ingestién se produjeron
algunas respuestas cardiovasculares en todos los individuos, incluyendo una subida de la
presion sanguinea sistolica y diastdlica, y un aumento del ritmo cardiaco.

A las seis horas de ingerir MDMA, la presién sanguinea habia llegado a unos valores
menores a los previos al suministro de la droga. A menudo, la presion sanguinea aun era
menor 24 horas después, observandose, incluso, hipotension.

Dieciséis consumidores experimentaron una contraccion de las mandibulas, catorce
cierto dolor pasajero de cabeza y otros tantos sacudidas ritmicas de los parpados. Todos tenian
las pupilas dilatadas y casi la mitad sufrieron nistagmus. Uno de los sujetos presentd
alteraciones en coordinacién motora, por lo que se sugirié que pudiera ser peligroso conducir
bajo los efectos de MDMA. En todos los consumidores, el apetito decrecié durante las 24
horas posteriores a la administracion.,

La ingestidon de MDMA no produjo ningun tipo de dafio psicologico o fisiologico, ni
durante el periodo de veinticuatro horas del estudio, ni durante los tres meses de investigacion
posterior.

Existen en la literatura numerosos estudios en los que se describen los efectos
psicoactivos de la MDMA como droga auxiliar de la psicoterapia. Dada la naturaleza de los
efectos estudiados, estos estudios suelen estar basados principalmente en autoinformes

retrospectivos o clinicos de los usuarios (Downing, 1986; Greer y Tolbert, 1986; Siegal, 1986;
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Beck,, 1986; Peroutka y col., 1988; Liester y col., 1992; Solowij y col., 1992). Estos informes
atribuyen a la MDMA tres tipos de propiedades: estimulantes, psicodélicas y “entactogenas”.
La mayoria de estos trabajos coinciden en sefialar que la MDMA comparte con las anfetaminas
algunas propiedades estimulantes, mientras que tiene en coman con los alucindgenos cierta
capacidad para alterar la percepcion de la realidad, que puede llegar incluso a producir
alucinaciones, normalmente cuando se ingiere en dosis elevadas. La tercera propiedad de la
droga es la supuesta cualidad que tiene esta sustancia para facilitar las relaciones
interpersonales y permitir el acceso al mundo interior del individuo. Debido a la capacidad de
MDMA y sus analogos para inducir empatia e intensificar la comunicacion, en 1983, Metzner
les di6 a este grupo de fentilaminas el nombre de “empatégenas” (Capdevila, 1995). Tres afios-
mas tarde David Nichols propuso el término “entactéogeno”, a partir de la raiz latina factus
(tacto) y las raices griegas en (dentro) y gen (producir), para designar la capacidad que parecen
tener estas sustancias para permitir el acceso a la experiencia interior de los individuos
(Nichols, 1986).

Greer y Tolbert (Greer y Tolbert, 1990) supervisaron diversas sesiones clinicas desde
1981 hasta 1985, cuando la MDMA fue incluida en la Lista [. Describen que la MDMA, en
circunstancias adecuadas, reduce o de alguna manera elimina la respuesta provocada por el
miedo a una amenaza percibida contra la integridad emocional del paciente. Esto da lugar a
una experiencia emocional correctiva que probablemente reduce los efectos patologicos de
experiencias traumaticas previas. La MDMA también produce un aumento en la capacidad de.
comunicacion sobre todo con la familia. Ademas reduce la sensacion de ser amenazado y los
sintomas somaticos primarios de miedo: la opresién tordcica, de la garganta y del abdomen. Se
manifiesta también una mejora del autoconocimiento; como sugiere el nombre entactégenos.
Ya que [a MDMA no altera ni la percepcidn, ni el pensamiento ni [a memoria (excepto a dosis
elevadas) los efectos de MDMA sobre el miedo y la capacidad de comunicacion continlan
durante mucho tiempo después de la ingesta (Greer y Tolbert, 1990),

En 1992 se publico un estudio retrospectivo realizado por Liester y col. con 20
psiquiatras que habian tomado MDMA previamente. Los sujetos, mediante entrevistas,
manifestaron los siguientes efectos: alteracion del tiempo de percepcidn (30 %), aumento de la
capacidad para comunicarse (85 %), disminucion del estado de alerta (80 %), disminucion del.
miedo (65 %), disminucién del sentido de alejamiento de los demas (60 %), cambios en la

percepcion visual (50 %), aumento de la conciencia emocional (50 %) y disminucién de la

11
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agresividad (50 %). Mas del 25 % de los sujetos del estudio manifestaron alteraciones del
lenguaje, disminucion de la capacidad de obsesionarse, cambios cognitivos y atenuacion de los
estados de inquietud e impulsividad. Otros efectos referidos fueron: disminucién de las ganas
de llevar a cabo tareas fisicas o mentales (70 %), disminucion del apetito (65 %) y trismo (50
%) (Steele y col., 1994). '

La MDMA ha sido objeto de recientes debates cientificos y legales basados en los
informes de varios especialistas en salud mental que consideran que la MDMA puede producir
alteraciones del estado de la conciencia, con elevacion del tono emocional y sensual (Shulgin y
Nichols, 1978), v sentimientos de empatia (Greer y Tolbert, 1986). Son precisamente estas
propiedades las que han incitado a usar esta droga como coadyuvante de la psicoterapia (Greer

y Tolbert, 1990).

1.3.2 EFECTOS TOXICOS

El consumo de “éxtasis” se ha asociado en la literatura médica con varias patologias
organicas y psicdgenas. Las complicaciones asociadas con la ingesta de MDMA se pueden
dividir en agudas y crénicas dependiendo de si remiten o no en las 48 h después de la ingesta.
Ademas en cada categoria, las complicaciones se pueden dividir en efectos generales y efectos

psiquiatricos.

1.3.2.1 Complicaciones agudas

[.3.2.1.1 Efectos generales

Tras la ingesta de MDMA pueden aparecer diversos efectos fisiolodgicos como nauseas,
vomitos, sequedad de boca, trismo, bruxismo, hipertensién. palpitaciones, cefaleas,
hiperreflexia, dificultad para caminar y deficiencia en la coordinacién motora, tensién o dolor
muscular, urgencia urinaria, diaforesis, paraestesias, anorexia, brotes de calor o frio,
nistagmus, vision borrosa, desmayos, respiracién deprimida y alucinaciones visuales
(Downing, 1986; Greer y Tobert, 1986; Peroutka y col., 1988; Leister y col., 1992; Solowij y
col., 1992).

12
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Ademas de estos efectos de menor gravedad existe una serie de reacciones adversas’
graves que incluyen alteraciones del sistema cardiovascular como arritmias y asistoles
(Dowling y col., 1987; Henry y col., 1992) y colapso cardiaco (Sudrez y Reimersma, 1988),
accidentes cerebrovasculares como hemorragias, trombosis e infartos cerebrales (Harries y De
Silva, 1992; Henry y col., 1992; Gedhill y col., 1993; Manchanda y Conolly, 1993; Rothwell y
Grant, 1993), hiponatremias y el sindrome de secrecion inadecuada de hormona antidiurética
(Maxwell v col., 1993; Satchell y Connaughton, 1994), y hepatotoxicidad (Gorard y col.,
1992; Henry y col., 1992; Shearman y col., 1992).

También existe un cuadro que se ha asociado con el consumo de MDMA en lugares
cerrados y calurosos acompafiado por ejercicio fisico excesivo. Esto ocurre fundamentalmente
en las discotecas o bailes “rave”. Los sintomas asociados con este cuadro son la
deshidratacion, la hipertermia (la accion de la MDMA sobre la serotonina en algunas zonas
cerebrales puede provocar alteraciones en el centro termorregulador que se traducen en un
aumento de la temperatura corporal), ataques de tipo epilépticos, rabdomidlisis, coagulacion
intravascular diseminada e insuficiencia renal aguda (Brown y Osterloh, 1987; Chadwick v
col,, 1991; Campkin y Davies, 1992; Henry, 1992; Barrett y Taylor, 1993; Roberts y Wright,
1993; Padkin, 1994; Walsh, 1994; Lehmann y col., 1995; Wake, 1995).

1.3.2.1.2 Efectos psiquiatricos

Las patologias psiquidtricas mas comunmente asociadas a la ingesta de MDMA y‘
analogos incluyen trastornos de ansiedad (Downing, 1986; Greer y Tolbert, 1986), angustia
(McCann y Ricaurte, 1992; Pallanti y Mazzi, 1992; McGuire y col., 1994), miedo, paranoia,
fatiga y confusion mental (Downing, 1986; Greer y Tobert, 1986), depresiones (Benazzi y
Mazzoli, 1991; McGuire y col., 1994; Schifano y Magni, 1994) y trastornos psicoticos
{(Creighton y col., 1991; McGuire y Fahy, 1991, Schifano, 1991; McGuire y col., 1994;
Schifano y Magni, 1994).

13



Introduccion

1.3.2.2 Complicaciones cronicas

1.3.2.2.1 Efectos generales

Como en el caso de las complicaciones agudas, las complicaciones cronicas pueden ser
de mayor o menor gravedad.

Los efectos agudos trismo y bruxismo dan lugar a la aparicién del sindrome de la unién
temporomandibular, erosién dental y dolor miofacial (Duxbury, 1993) que son efectos de
menor gravedad aunque el uso de inhibidores de la monoaminaoxidasa para tratar el sindrome
de la unién temporomandibular puede producir, en combinacién con MDMA u otras
anfetaminas, una reaccién grave caraterizada por hipertension, confusion, taquicardia y en
algunos casos coma y muerte (Smilkstein y col., 1987).

Efectos mas graves incluyen trastornos hematologicos como anemia aplasica (Marsh y

col., 1994} y hepatoxicidad (Henry, 1992; Henry y col., 1992; Dykhuizen y col., 1995).

1.3.2.2.2 Efectos psiquidtricos

Estos incluyen ataques de panico (McCann y Ricaurte, 1992; Pallanti y Mazzi, 1992;
Schifano v Magni, 1994; McGuire y col., 1994), psicosis (Creighton y col., 1991; McGuire vy
Fahy, 1991; Schifano, 1991; Schifano y Magni, 1994; McGuire y col., 1994), reiteradas
manifestaciones de agresividad (Schifano y Magni, 1994), trastorno depresivo mayor {(Benazzi
y Mazzoli, 1991; McCann y Ricaurte, 1991; Schifano y Magni, 1994) ademas de alteraciones
cognitivas y de la memoria (McCann y Ricaurte, 1991; Schifano y Magni, 1994).

Cabe resaltar que segin algunos autores que observaron estos efectos (McCann y
Ricaurte, 1991; McGuire y col., 1994) existen factores genéticos que influyen en las
enfermedades psiquidtricas y en algunos casos existia un problema psiquidtrico previo a la:

aparicion de los efectos relacionados con la ingesta de MDMA (McCann y col., 1996).
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13.2.3 Tratamiento

Una de las prioridades en el caso de toxicidad por MDMA consiste en la prevencion o
reversion de la hipertermia. Ya en algunas discotecas o bailes “rave” existen cuartos especiales
destinados a proporcionar un ambiente menos caluroso que en el drea de baile (Green y col,,
1995). En la clinica en algunos casos puede que sea necesario envolver el cuerpo en hielo
(Green y col., 1995). Henry (1992) recomienda el uso de dantroleno, aunque Barrett (1992)
afirma que al ser un relajante muscular periférico y no tener efectos centrales, no actia en el
lugar donde existe el problema. Sin embargo es eficaz (Green y col., 1995) y otros autores
recomiendan su uso (Singarajah y Lavies, 1992; Tehan, 1993).

Basandose en estudios procedentes de animales, se ha sugerido que clometiazol
(Colado y col., 1993; Hewitt y Green, 1994), haloperidol (Hewitt y Green, 1994), ritanserina-
(Nash y col,, 1988; Schmidt vy col., 1990a) o metisergida podrian tener un posible valor
terapéutico en el control de la hipertermia (Green y col., 1995). Sin embargo el uso de
neurolépticos no estad recomendado ya que existe una asociacién entre la administracion de
neurolépticos y la aparicidon de hipertermia en ¢l sindrome neuroléptico maligno (Kaufmann y
Wyatt, 1987).

Se ha comprobado que Ia clorpromazina antagoniza las acciones toxicas de la MDMA,
provocando un retorno veloz a parametros normales en situaciones de hipertermia, taquicardia,
hipertensién arterial, aumento de la resistencia vascular periférica y del gasto cardiaco {Davis
y col., 1986).

Las benzodiacepinas se han utilizado para el control de la excitacién y convulsiones.
(Green y col., 1995) producidas por MDMA pero también se ha empleado clometiazol
intravenoso (Bedford-Russell y col., 1992).

Por otra parte, la excrecion urinaria de la MDMA varia mucho segin el pH. La
acidificacion de la orina favorece la eliminacién de la MDMA, por lo que se considera como

un tratamiento adecuado en casos de sodredosis (Mascaro y col., 1991).
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L4. SEROTONINA Y EL SISTEMA SEROTONINERGICO

.41 LA SEROTONINA

La 5-hidroxitriptamina (5-HT, serotonina) es una amina biégena compuesta por un
anillo indélico y una cadena lateral etilamino. Se localiza y sintetiza en las células
enterocromafines de tracto gastrointestinal y en las neuronas serotoninérgicas del sistema
nervioso central. En plaquetas la 5-HT es almacenada por un mecanismo de transporte activo

(Pazos, 1997).

14.1.1 Sintesis

La 3-HT es sintetizada a partir del aminoacido L-triptofano. Este es oxidado por la
triptofano hidroxilasa dando lugar al 5-hidroxitriptofano (5-HTP) que posteriormente es
descarboxilado, mediante la L-aminoacido aromatico descarboxilasa, y convertido en 5-
hidroxitriptamina. La 5-HT formada queda almacenada en vesiculas que la protegen de la

accion de la monoaminooxidasa (MAO) intraneuronal (Pazos, 1997).

1.4.1.2 Liberacion

En condiciones fisiologicas es liberada del terminal nervioso por despolarizacién y
entrada de Ca™ en el terminal sindptico. La 5-HT liberada tiene tres posibles destinos, o bien
actua sobre receptores, o difunde al espacio extracelular o es recaptada por la propia

terminacion nerviosa (Pazos, 1997).

14.1.3 Metabolismo

La 5-HT es metabolizada por la MAO sobre todo del subtipo A y a continuacion por la
aldehido deshidrogenasa dando lugar al 4cido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) que difunde al

espacio extracelular y al liquido cefalorraquideo (Pazos, 1997).
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142 EL SISTEMA SEROTONINERGICO

1.4.2.1 Localizacion

Las vias serotoninérgicas tienen su origen en los nucleos del rafe, localizados en la
region medial y paramedial a lo largo del mesencéfalo, la protuberancia y el bulbo. Existen 9
nacleos, Bl a B9, seglin su distribucion en la rata.

Las principales vias son las siguientes (Florez y Pazos, 1997):

a) La gran via serotoninérgica ascendente ventral que nace en los nicleos B6, B7 y B8 e
inerva la sustancia negra, el nticleo caudado, el putamen, el neocdrtex, el nicleo accumbens
y el hipocampo.

b) La via serotoninérgica ascendente dorsal que tiene su origen en los nicleos B3, B5 y B6 e
inerva principalmente la sustancia gris central mesencefélica.

¢} Una via serotoninérgica con origen en los nucleos B5 y B6 que inerva la corteza cerebelosa.

d) La via descendente propiobulbar que desde los nicleos B3 a B8 proyecta a otros ntcleos
del tronco.

e) La via descendente bulboespinal que nace en los nicleos B1 a B3 y llega hasta las astas

anteriores y posteriores de la médula espinal.

La inervacion serotoninérgica de la corteza cerebral y del hipocampo se origina en los

nucleos dorsal y medio del rafe (Florez y Pazos, 1997).

1.4.2.2 Morfologia

Existen dos clases de axones serotoninérgicos. El denominado sistema D que estd
compuesto de axones cuyo origen se sittia principalmente en el ntcleo dorsal del rafe. Este
sistema esta formado por fibras finas, muy ramificadas que poseen varicosidades fusiformes.
El sistema M tiene su origen en el nucleo medio del rafe y consiste en ramas mas gruesas que
sélo se ramifican en su porcién terminal. En esta ultima porcidn presentan varicosidades

gruesas y esféricas (Florez y Pazos, 1997).
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I.5. EFECTOS AGUDOS Y A LARGO PLAZO DE LA MDMA EN
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

El primer trabajo aparecido en la literatura referente a los efectos neurotdxicos de la
MDMA data de 1986 y fue publicado por el grupo de Schmidt. Estos autores demostraron que
la administracion aguda de MDMA por via subcutanea, a una dosis cuatro veces superior a la
dosis oral humana, que es 1-3 mg kg', provoca en el nicleo neoestriado de rata una
disminucién selectiva y significativa de 5-HT y de su metabolito, 5-HIIAA, que persiste una
semana después de la administracién de MDMA a dosis de 10 mg kg™’ o superiores (Schmidt y
col., 1986).

Posteriormente diversos laboratorios han confirmado que la MDMA, al igual que otros
derivados anfetaminicos, es toxica para el cerebro de diversas especies animales. Asi, se ha
comprobado que produce una degeneracion selectiva de terminales serotoninérgicos en la rata,
cobayo y mono tras la administracién Gnica o multiple (Schmidt y col., 1986; Stone y col.,
1986; Battaglia y col., 1987; Commins y col., 1987a; Schmidt y col., 1987; Battaglia y col.,
1988, Finnegan y col., 1988; Ricaurte y col., 1988a,b; Slikker y col., 1988, 1989; revision:
McKenna y Peroutka, 1990; Ali y col., 1993)

En un estudio lievado a cabo por Stone v col. (1987a) orientado a investigar las
acciones producidas por este derivado anfetaminico en funcién del tiempo, se observod que la.
administracion de MDMA en ratas producia unas alteraciones neuroquimicas caracteristicas de
tipo bifasico sobre diversos marcadores serotoninérgicos. Estos efectos se pueden dividir en
efectos agudos o inmediatos que son reversibles y efectos a largo plazo que son irreversibles v,

por lo tanto, se consideran efectos neurotdxicos.

I.5.1 EFECTOS AGUDOS

L5.1.1 Efectos sobre sistemas de neurotransmision

[.5.1.1.1 El sistema serotoninérgico

MDMA, inmediatamente después de su administracion, produce un marcado descenso

de las concentraciones cerebrales de 5-HT y de su metabolito, 5-HIAA, que puede llegar a ser
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de un 80 %, 3 h después de su administracion en la rata (Schmidt y col., 1986, 1987, Stone y
col., 1986; Stone y col., 1987a). A la vez que este descenso en el contenido indélico se observa
una disminucion de la actividad de la triptofano hidroxilasa (TPH; enzima limitante de la
sintesis de 5-HT) en corteza cerebral, estriado ¢ hipocampo, fundamentalmente (Schmidt y.
Taylor, 1987; Stone y col., 1987a).

Esta rapida y pronunciada disminucion del contenido inddlico cerebral se debe a que la
MDMA incrementa masivamente la liberacién de 5-HT de las vesiculas presinapticas (Nichols
y col., 1982, Fitzgerald y col., 1993, Hekmatpanah y Peroutka, 1990) y se ha relacionado con
los efectos que esta droga ejerce sobre la psique y el comportamiento. Los pardmetros
serotoninérgicos afectados recuperan gradualmente sus niveles basales y a las 24 h de la
administracion de MDMA las concentraciones cerebrales de 5-HT y 5-HIAA se aproximan a
los de ratas inyectados con suero salino (Schmidt, 1987a; Stone y col., 1987a; Stone y col,,
1988; Schmidt y Taylor, 1988). Sin embargo la actividad de la TPH contintia disminuida en el
estriado, hipocampo y corteza hasta 2 semanas después del tratamiento (Schmidt y Taylor,A
1987; Stone y col., 1987a). Este efecto sobre la enzima no parece ser mediado por una
inhibicion directa ya que en estudios in vifro no se ha observado efecto alguno de MDMA
sobre la actividad enzimatica (Schmidt y Taylor, 1987). In vivo se observa una reduccion al 50
% del V_,, en animales tratados con MDMA pero la afinidad de la enzima para sus dos
sustratos, el triptéfano y el 6-metil-5,6,7,8-tetra hidropterina, permanece inalterada.

Es posible que la MDMA produzca la inactivacion de TPH mediante un proceso de
oxidacion de la enzima y que esta inactivacidn sea un proceso reversible que no implique la
formacion de proteina enzimatica nueva. En un estudio llevado a cabo por el grupo de Stone
(Stone y col., 1989) se evaludé la capacidad de reactivacion in vitro de la TPH tras su
inactivacion por MDMA. El tejido se incub6 en un medio anaerobio y reductor (ditiotreitol y
Fe™). Los autores observaron que si esta incubacion se realizaba a las 3 h de la administracion
de MDMA, se producia una reactivacién completa, en cambio después la reactivacion era
solamente de un 50 %.

Se ha demostrado, también, que la MDMA es un potente liberador de 5-HT de
sinaptosomas (Nichols y col., 1982 y Hekmatpanah y Peroutka, 1990) y de rebanadas
cerebrales impregnadas con ['H]S-HT (Johnson y col., 1986; Sprouse y col., 1989 y Fitzgerald
y Reid, 1993).
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[.5.1.1.2 El sistema dopaminérgico

I.a administracién de una dosis tnica de MDMA (10 mg kg™') produce un incremento
de la concentracion de dopamina (DA) en el estriado de rata 3 h después de su administracion.
Este efecto no parece deberse a que la MDMA aumente la sintesis de DA puesto que la
actividad de la tirosina hidroxilasa (enzima limitante de la sintesis de DA) no esta alterada.
MDMA no modificé la concentracidn estriatal de 4cido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC)
aunque incrementé los niveles de dcido homovanilico (HVA) (Schmidt y col., 1986; Stone y
col., 1986). El efecto producido por MDMA sobre la concentracion de DA estriatal podria ser
atribuido a la capacidad que tiene este compuesto para aumentar, inmediatamente después de
su administracién, la liberacién de DA en los nucleos caudado y accumbens (Yamamoto y
Spanos, 1988).

Cuando se administran dosis maltiples de MDMA (10 mg kg™, cada 6 h, 5 dosis, s.c.)
no se detectan cambios en los niveles histicos de DA y DOPAC ni en la actividad de la tirosina
hidroxilasa en el estriado a las 18 h de la finalizacion del tratamiento. Se observa sin embargo,

un incremento de la concentracién estriatal de HVA (Stone y col., 1986).

[.5.1.1.3 El sistema noradrenérgico

Existen pocos estudios sobre los efectos agudos de MDMA sobre el sistema.
noradrenérgico. En 1987, Stecle y col., observaron que la MDMA era capaz de prevenir la
recaptacion de noradrenalina al interior de sinaptosomas del hipotalamo, hipocampo y estriado

del cerebro de rata.

15.1.2 Efectos sobre el comportamiento

La administraciéon de MDMA a ratas provoca la aparicion del sindrome serotoninérgico
(Slikker y col., 1989; Spanos y Yamamoto, {989, Callaway y col., 1992; Colado y col., 1993)
el cual ha sido extensamente estudiado desde el punto de vista de su etiologia y con el
proposito de investigar el efecto que ejercen diversas drogas psicoactivas sobre dicho sindrome
(Green y Grahame-Smith, 1976; Green y Heal, 1985). El sindrome fue descrito por primera.
vez en ratas por Grahame-Smith (1971) y consiste en una serie de comportamientos complejos

que incluyen un incremento en la actividad locomotora, pisoteo repetido con las patas
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delanteras (“forepaw treading”), movimiento de la cabeza de un lado a otro (*head weaving™)
y postura baja del cuerpo (“low body posture”) (Green y Heal, 1985; Spanos y Yamamoto,
1989).

Callaway y col., (1990) estudiaron la posible relacién existente entre la liberacion de 3-
HT inducida por MDMA y los efectos sobre la actividad locomotora provocados por la droga.
Observaron que la administracién de un inhibidor de la recaptacion de 5-HT (flouxetina) o de
un inhibidor de la sintesis de 5-HT (p-clorofenilalanina) atenuaba la hiperactividad locomotora
producida por MDMA. La inhibicion de la sintesis de catecolaminas, mediante la
administracion de o-metil-p-tirosina (AMPT), no modificaba la estimulacion locomotora
inducida por MDMA. No obstante, la inyeccién en la regiéon mesolimbica de 6-
hidroxidopamina (6-OHDA), una neurotoxina de las vias dopaminérgicas, atenuaba
parcialmente el efecto de la MDMA sobre la locomocion. Estos datos indican que no
solamente el sistema seotoninérgico esta implicado en la respuesta locomotora subsiguiente a
la MDMA, sino que también el sistema dopaminérgico podria desempefiar un importante
papel.

En monos rhesus (Macaca mulatta) se ha llevado a cabo un estudio para evaluar ¢l
efecto de la MDMA sobre diversos signos comportamentales (Federick y col., 1995a). Los
sintomas que se estudiaron fueron la estimacion del tiempo, memoria a corto plazo y atencion,
motivacion al trabajo para obtener comida, aprendizaje y discriminacion de color y posicidn.
Estos estudios son de particular interés ya que la respuesta en monos entrenados se parece a la
respuesta en nifios (Paule y col., 1988). MDMA alter6 la respuesta a los ensayos de estimacion
del tiempo, aprendizaje y motivacion aunque este Gltimo resultado, segiin los autores, pudo ser
debido al efecto anorexigeno de la MDMA. No afect6 los ensayos de memoria a corto plazo y
atencion ni la discriminacién de color y posicion. Los cambios producidos fueron temporales.
Las dosis utilizadas (0.1, 0.3, 1 mg kg") aunque administradas dos veces a la semana no.
produjeron cambios permanentes en las respuestas comportamentales ya que los cambios
producidos por MDMA revirtieron al suprimir el tratamiento. Segun los autores el tratamiento
afectd a los comportamientos que reflejan la adquisicion de informacién nueva y no a aquellos
que reflejan la retencion de informacion previamente adquirida. Los animales demostraron
tolerancia en los ensayos comportamentales después de dosis repetidas o al incrementar la

dosis (Frederick y col., 1995b).
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L5.1.3 Otros efectos

En ratas, la administracion de MDMA incrementa el ritmo cardiaco y la temperatura
corporal (Gordon y col., 1991). En perros y monos se ha observado midriasis, salivacion y
piloereccién (Hardman y col., 1973). Todos estos efectos parecen reflejar la activacion del
sistema simpatico.

La administracion intraperitoneal (i.p.) d¢e MDMA da lugar a un incremento rapido en
los niveles séricos de corticosterona y prolactina (Nash y col, 1988). El incremento en
corticosterona es bloqueado por la administracion de ketanserina y mianserina, ambos
antagonistas del receptor 5-HT,, pero no por antagonistas del receptor 5-HT,, ¢ antagonistas.
no selectivos de los receptores 5-HT. Esto sugiere que esta elevacion en la concentracion de
corticosterona estd mediada por los receptores 5-HT,. El incremento en prolactma no parece

estar mediado ni por los receptores 5-HT, , ni por los receptores 5-HT,.

.52 EFECTOS A LARGO PLAZO

L5.2.1 EN ROEDORES

1.5.2.1.1 Sistema serotoninérgico

Como se ha descrito en el apartado 1.6.1.1.1. la MDMA produce una disminucién del
contenido indodlico a las 3 h de su administracion pero este pardmetro se recupera
gradualmente de tal manera que a las 24 h el contenido inddlico es similar a aquel en ratas
tratadas con suero salino. Sin embargo, esta recuperacion es transitoria y a partir de las 24 h el
contenido inddlico vuelve a disminuir, esta vez progresivamente. A las 2 semanas del
tratamiento los niveles regionales de 5-HT y de 5-HIAA y la densidad de los lugares de
recaptacion de 5-HT, son significativamente menores en el cerebro de ratas tratadas con
MDMA comparado con aquellos en ratas tratadas con suero salino (Battaglia y col., 1987,
1988; O’Hearn y col., 1988; Slikker y col., 1988).

Mediante técnicas bioquimicas e inmunocitoquimicas se ha comprobado que los
cambios a largo plazo producidos por MDMA sobre los niveles histicos de 5-HT y de su

metabolito son una consecuencia de la destruccién de axones y/o terminales serotoninérgicos y
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no de una supresion prolongada de la funcion serotoninérgica en neuronas intactas
estructuralmente. Asi Battaglia y col. (1987) demostraron que la administracién de MDMA
produce una marcada reduccion (50 - 75 %) de la densidad de los lugares de recaptacion de 5-
HT en corteza cerebral, hipocampo, estriado, hipotdlamo y mesencéfalo de rata, 2 semanas
después de su administracion. Se demostrd en este estudio que la MDMA alteraba el niimero’

de lugares de recaptacion y, por lo tanto, la densidad (B,,.) pero no la afinidad de los lugares

max
de recaptacion (K).

En 1988, O’Hearn y col., utilizando técnicas de inmunocitoquimica especificas para 5-
HT demostraron que la MDMA producia una degencracion selectiva de los terminales
axonicos serotoninérgicos que pertenecen a fibras finas provenientes del niicleo dorsal del rafe
mientras que los axones provenientes del nicleo medio del rafe que son mas gruesos y con

varicosidades, no se ven alterados. Axones preterminales, fibras de paso y los cuerpos

celulares en el rafe tampoco son afectados (O’Hearn y col., 1988).

1.5.2.1.2 Sistema dopaminérgico

La administracion de MDMA no altera a largo plazo diversos parimetros
dopaminérgicos. Niveles histicos de DA, DOPAC y HVA ademas de la densidad de los
lugares de recaptacién de dopamina se ven inalterados por el tratamiento con MDMA (Stone y

col., 1986; Battaglia y col., 1987,1988; O’Hearn y col., 1988).

1.5.2.2 EN PRIMATES NO HUMANOS

I5.2.2.1 Sistema serotoninérgico

Los efectos a largo plazo producidos por MDMA en primates no humanos son
similares cualitativamente a los efectos observados en la rata. Se observa igualmente una
disminucion de los niveles de 5-HT y 5-HIAA asi como una disminucion de la densidad de los
lugares de recaptacién de 5-HT (Battaglia y col., 1988; Ricaurte y col., 1988a; Ricaurte y col.,
1988b; Slikker y col., 1988; Insel y col., 1989; Slikker y col., 1989; Ricaurte y col., 1992; Ali
y col., 1993; Frederick y col., 1995b).
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En 1989, Wilson y col. demostraron que existe una vulnerabilidad selectiva de los
terminales de axones serotoninérgicos provenientes del nucleo dorsal del rafe en el mono
(Macaca fascicularis y Macaca mulatta)

Se ha demostrado ademas que los primates no humanos son de 4 a 8 veces mas
sensibles a los efectos neurotoxicos de la MDMA que los roedores (Ricaurte y col., 1988b).

En un estudio realizado por Ricaurte y col. en 1988(c), evaluaron los niveles del
metabolito de 5-HT, el 5-HIAA, en ¢l liquido cefalorraquideo (LCR) de monos ardilla. Los
investigadores observaron que la administracion de MDMA en un régimen previamente
demostrado como neurotoxico, es decir 5 mg kg™, dos veces al dia, durante 4 dias, produjo una
disminucion del 60 % en la concentracién de 5-HIAA en el LCR, 2 semanas después de su
administracion. Asimismo, produjo una disminucion en el contenido inddlico de varias
estructuras cerebrales. Esto indica que, en el mono, la disminucién en el contenido inddlico en
el sistema nervioso central estd relacionada con una marcada disminucion en los niveles de $-
HIAA en el LCR. Teniendo en cuenta esta relacion los autores propusieron que la
concentracion de 5-HIAA en el LCR podria ser utilizada como un indicador de neurotoxicidad
en humanos, si bien especifican que una disminucion de los niveles de 5-HIAA en el LCR

podria subestimar ¢l grado de lesion neuronal.

[.5.2.2.2 Sistema dopaminérgico

Al igual que en ratas, el sistema dopaminérgico no es afectado a largo plazo por la-

administracion de MDMA (Ricaurte y col., 1987, 1988h).

En 1988(c), Ricaurte y col., observaron que los niveles de HVA en el LCR de monos
ardilla tratados 2 semanas antes con MDMA en un régimen neurotéxico eran normales.
También observaron que la concentracidon de dopamina en el estriado no era diferente de

aquella observada en monos tratados con salino.

1.5.2.2.3 Sistema noradrenérgico

En el mismo estudio mencionado en los apartados 1.5.2.2.1 y 15222 los
investigadores evaluaron los niveles de noradrenalina en el hipocampo y de su metabolito, el
3-metoxi-4-hidroxifenil glicol (MHPG) en el LCR de monos ardilla. Observaron que ninguno

de los dos pardmetros noradrenérgicos estaba alterado (Ricaurte y col., 1987 y 1988c).
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15.2.3 Regeneracion neuronal

Aunque el potencial neurotdxico de la MDMA estd bien establecido, hay relativamente
poca informacion respecto al destino de las neuronas serotoninérgicas lesionadas. En
particular, se desconoce si se produce la regeneracién de los axones serotoninérgicos de tal
forma que se restablezcan los contactos sindpticos originales. Algunos autores han sugerido.
que al menos en roedores se produce una recuperacién sustancial de la funcién serotoninérgica
tras las lesiones inducidas por MDMA (Battaglia y col., 1988, 1990; De Souza y Battaglia,
1989, 1990; Molliver y col., 1990 y Scanzello y col., 1993).

Scanzello y col. (1993) realizaron un estudio donde administraban MDMA 10 mg kg''
a ratas, cada 2 h, 4 veces y observaban los efectos sobre el contenido indélico y la densidad de
los lugares de recaptacion de 5-HT. A las 2 semanas habia una disminucién significativa en
todos los pardmetros estudiados. A las 16 semanas habia sefiales de recuperacion y a las 32
semanas la recuperacion era casi total. La recuperacién seguia siendo evidente a las 52
semanas del tratamiento. Los autores observaron diferencias temporales en la recuperacion de
diferentes estructuras. Las estructuras se recuperaron siguiendo la direccion rostral-caudal..
Este patron de recuperacion también fue observado por Sabol y col. (1996) y Lew y col.
(1996). Seglin estos autores el patron de recuperacion refleja la distancia a la que se encuentra
la estructura cerebral de los nucleos del rafe y de los cuerpos celulares.

Sin embargo, aunqgue los efectos de la MDMA en roedores parecen ser parcialmente
reversibles, en primates son probablemente permanentes (Insel y col., 1989 y Ricaurte y col.,
1992). Monos ardilla sometidos a la administracion repetida de MDMA contintian mostrando
una pronunciada disminucién de la densidad de los lugares de recaptacién de 5-HT en corteza
frontal, nucleo caudado e hipocampo 18 meses después de la administracion de la droga
(Ricaurte y col., 1992).

Fischer y col. (1995) llevaron a cabo un estudio comparativo entre ratas y monos.
ardilla. Observaron que en ratas, 52 semanas después de la administracion de MDMA, habia
una recuperacion de los parametros serotoninérgicos evaluados en ciertas areas cerebrales. Los
niveles de 5-HT, 5-HIAA, la densidad de los lugares de recaptacion de 5-HT y la densidad de
los axones 5-HT inmunoreactivos habian llegado a niveles controles en la corteza prefrontal,

frontal y parietal y en estriado. Sin embargo, en hipotilamo la densidad de lugares de
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recaptacion de 5-HT era mayor que en controles mientras que en hipocampo todavia se.
observaban signos de lesién neuronal.

En monos ardilla, 72 semanas después de la administracion de un régimen neurotoxico
de MDMA que a las 2 semanas habia provocado marcadas disminuciones en los pardmetros
serotoninérgicos, se detectaron disminuciones persistentes en la densidad de lugares de
recaptacion de 5-HT y en la densidad de axones 5-HT inmunoreactivos en hipocampo y
neocortex (hipoinervacién). En el hipotdlamo, por el contrario, se observaban signos de
recuperacion completa e incluso hiperinervacion. Los autores concluyeron que, tras la lesion
neuronal inducida por MDMA, se habia producido una reorganizacién de los axones
serotoninérgicos ascendentes, de tal manera que los axones distantes de los nucleos del rafe
mostraban poca o ninguna regeneracion mientras que los situados en dreas mas proximas
mostraban signos de regeneracién completa. Esta reorganizacion irregular ocurre mas
frecuentemente en primates no humanos que en roedores. Segun los autores esta diferencia
entre especies se puede deber a varios factores: la gravedad de la lesion inicial, la longitud de
los axones serotoninérgicos, el grado de mielinacién del ax6n, la implicacion del cuerpo
celular, la composicion de la matriz extracelular, la generacion de factores del crecimiento y la

respuesta de la glia al dafio producido por MDMA.

1.5.3 FACTORES QUE AFECTAN LA NEUROTOXICIDAD

1.5.3.1 Dosis y protocolo de administracion

Los efectos neurotéxicos de la MDMA se ven afectados por la dosis administrada y el
protocolo de administracidn, es decir el nimero de dosis y la frecuencia de administracion.
Dosis uinicas bajas pueden dar lugar a los efectos agudos pero solo dosis mayores (Schmidt y
col., 1986, 1987; Schmidt, 1987a,b) o multiples dosis bajas (Stone y col., 1986; Battaglia y
col., 1987; Commins y col., 1987a) producen neurotoxicidad.

Asi, una dosis de 5 mg kg’ en la rata puede producir efectos agudos (Schmidt y Taylor, 1987),
no efectos a largo plazo. En cambio, esta misma dosis administrada de forma repetida, 2 veces
al dia durante 4 dias resulta en una reduccion de 5-HT de 45-80 % y aproximadamente de un
14 % en los lugares de recaptacion de 5-HT en corteza cerebral de rata a las 18 h de su

administracién (Battaglia y col., 1990). En un estudio realizado por Insel y col., (1989) se
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observé que incluso una dosis de 2.5 mg kg, 2 veces al dia durante 4 dias fue capaz de

disminuir la concentracion de 5-HT y 5-HIAA en varias estructuras cerebrales.

I.5.3.2 Vias de administracion

Diversos grupos han estudiado el efecto de diferentes vias de administracién; oral,
subcutanea, intramuscular e intraperitoneal sobre la neurotoxicidad de la MDMA (Ricaurte y-
col., 1988a,b; Insel y col., 1989; Kleven y col., 1989; Colado y col., 1993). En 1988, Finnegan
y col., no encontraron diferencias entre la reduccion dosis-dependiente de los niveles de 5-HT
originada por la administracion oral de MDMA a ratas y aquella originada por la
administracion subcutanea.

Sin embargo, Ricaurte y col., (1988a) observaron que en el mono ardilla la
administracion subcutinea de MDMA (8 x 5 mg kg') era 3 veces mas toxica que la
administracion oral. En cambio en el mono rhesus la administracion oral da lugar a una
reduccion mas pronunciada en el contenido indélico v en la densidad de los lugares de

recaptacién de 5-HT que la administracién subcutanea (Kleven y col., 1989).

L.5.3.3 Diferencias entre especies

Parecen existir diferencias entre la sensibilidad de varias especies. Asi se han
observado diferencias entre los efectos neurotoxicos de la MDMA en ratas, ratones, monos
rhesus, monos ardilla y cobayos (Stone y col., 1987b; Battaglia y col., 1988; Finnegan y col.,
1988; Logan y col., 1988; Ricaurte vy col., 1988 y Slikker y col., 1988).

Stone y col. (1987b) observaron que asi como una dosis de MDMA de 10 mg kg’
produjo una depresion aguda y a largo plazo de la actividad de la triptéfano hidroxilasa y una
reduccion del contenido indolico en la rata, esto no ocurrié en ratones con una dosis de 15 mg
kg™, aunque si se vieron afectados por un protocolo de administracién multiple (6 x 15 mg kg’
". Este hecho lo atribuyeron los autores a la diferencia en el metabolismo de la MDMA entre‘
las dos especies. En la rata, la via metabolica de mayor importancia es la para-hidroxilacion
del anillo de MDMA. Esta via metabdlica puede ser impedida por el grupo metilenodioxi de la
molécula. El menor grado de metabolizacion de la MDMA por esta via daria lugar a niveles

altos de MDMA en cerebro. Los ratones en cambio tienen dos vias de metabolismo
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importantes: desaminacion de la cadena e hidroxilacién del anillo, y asi la MDMA tiene una
via alternativa por la que puede ser eliminada del cerebro.

El cobayo también es sensible a los efectos toxicos de la MDMA (Commins y col.,
1987a). Una dosis tnica de 20 mg kg produjo una disminucion en los niveles de 5-HT en el
estriado, hipocampo, corteza e hipotalamo. La concentracion de DA disminuyd en el estriado y
la concentracion de noradrenalina fue normal en todas las estructuras estudiadas.

Como ya se ha mencionado en el apartado 1.5.2.2.1 los primates no humanos son méas
sensibles a los efectos de MDMA que las ratas por via oral y por via subcutdnea (Ricaurte y

col., 1988a; Slikker y col., 1988).

1.5.3.4 Pardmetros estereoquimicos

Las propiedades estercoquimicas son importantes en los efectos neurotoxicos de la.
MDMA. Ambos estereoisdmeros producen una reduccion en la concentracion de 5-HT a las 3
h de su administracion pero sélo (+)-MDMA produce una disminucion en la concentracion de
5-HT cortical y estriatal a los 7 dias de su administracion (Schmidt y col., 1987). Ademas (+)-
MDMA es mas potente como liberador de 5-HT de sinaptosomas (Nichols y col., 1982) y de
rebanadas estriatales (Schmidt y col., 1987). Johnson y col. (1988) también observaron que el
isdbmero S(+)-MDMA era mas potente como neurotéxico y como depresor de la actividad de la
triptofano hidroxilasa en la corteza cerebral, hipocampo y neoestriado de ratas a las 18 h de la
administracion repetida de MDMA.

El requerimiento de un isémero para los efectos neurotdxicos, pero no para los efectos
agudos, indica que los dos efectos son independientes y que los efectos agudos no dan lugar‘

necesariamente a los efectos a largo plazo.

1.5.4 MECANISMOS DE NEUROTOXICIDAD

A pesar de que estd bien establecido que la MDMA a dosis altas y en administracion
unica o multiple produce una degeneracion neuronal de las vias serotoninérgicas, los
mecanismos de accién subyacentes son desconocidos. Aunque se han propuesto varias teorias,
las 3 hipotesis mas extendidas que podrian explicar la neurotoxicidad inducida por MDMA

son las siguientes (Colado, 1998):
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L.5.4.1 Posible formacion de un metabolito toxico de MDMA

Esta hip6tesis esta basada en el hecho de que la administracién intracerebral directa de
MDMA no produce ninguna evidencia de una respuesta neurotoxica, mientras que, por el
contrario, la administracién sistémica produce déficits serotoninérgicos prolongados asociados
con neurodegeneracion (Molliver y col., 1986 y Paris y Cunningham, 1991).

Lim y Foltz (1988; 1991a y b) llevaron a cabo una serie de estudios extensos sobre el
metabolismo de la MDMA demostraron la existencia de 17 metabolitos formados por N-°
desmetilacién, O-deaquilacién, hidroxilacion aromatica, desaminacién y conjugacion. Se ha
evaluado la capacidad para producir neurotoxicidad de algunos de ellos (Johnson y col., 1992),
pero no se ha llegado a ninguna conclusién definitiva, puesto que algunos de ellos no son
neurotéxicos y otros producen un patron de neurotoxicidad diferente a aquel producido por la
MDMA, como por ej. 2,4,5-trihidroximetanfetamina, que produce neurotoxicidad tanto en el
sistema dopaminérgico como en el serotoninérgico (Johnson y col., 1992).

La 3.4-metilenodioxianfetamina (MDA) ha sido identificada como uno de los
principales metabolitos de la MDMA tanto in vive como in vitro (Cho y col., 1990 y Yousif y
col., 1990), habiéndose detectado en orina y en plasma de rata (Fitzgerald y col., 1989). La
MDA también es selectivamente toxica para las neuronas serotoninérgicas del cerebro de la:
rata, originando una reduccidn de la concentracion indolica y de la actividad de la triptofano
hidroxilasa similar a la inducida por MDMA a igualdad de dosis (Stone y col., 1986). Se ha
sugerido que seria necesario el metabolismo de MDMA a MDA para que hubiera una
destruccidn de las neuronas serotoninérgicas (Schmidt, 1987b). No obstante, la administracién
intracerebral de MDA no causa neurotoxicidad serotoninérgica, lo cual indica que la MDA es
metabolizada en la periferia dando lugar al compuesto neurotoxico definitivo, el cual no ha
sido aun identificado (McCann y Ricaurte, 1991).

Recientemente Tucker y col. (1994), demostraron la enzima debrisoquina hidroxilasa
(CYP2D6) cataliza la principal via de metabolismo de la MDMA in vitro, la demetilenacion,
convierte ia MDMA en un derivado catecolico reactivo inestable (3,4-dihidroximetanfetamina,-
DHMA) que posteriormente por oxidacién se transforma en la correspondiente guinona
(Kumagai y col.,, 1994 y Tucker y col., 1994). Tanto catecoles como quinonas por

autooxidacion ocasionan la formacién de radicales libres.
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Esta enzima, presente en el higado y el cerebro, es un miembro polimérfico de la super-
familia de enzimas citocromo P, y estd ausente en un 5 - 9 % de los caucasianos como
consecuencia de herencia de mutaciones génicas autosdmicas recesivas (Gonzalez y Meyer,:
1991). Se ha especulado con la posibilidad de que estos individuos pudieran ser menos
susceptibles a cualquier efecto crénico neurologico de la droga al tener una menor
concentracion de metabolitos de 1a MDMA.. Sin embargo, estos individuos tendrian un riesgo
aumentado de toxicidad aguda a causa del metabolismo lento de la MDMA, y por tanto los
niveles plasmaticos mas altos. En concreto, tendrian una respuesta hipertérmica exagerada,
puesto que la hipertermia se atribuye a la rdpida liberacion de 5-HT que sigue a la
administracion de la droga y que es provocada por la MDMA per se.

Estudios realizados en ratas "Dark Agouti" han revelado que las hembras, en las cuales
la demetilenacion de la MDMA es deficiente, son mas sensibles a los efectos agudos de la
MDMA que los machos (Colado y col., 1995). Las hembras mostraron un mayor grado de.
hipertermia que los machos. A los 45 min después de la administracion de la droga
(coincidiendo con la respuesta maxima a la temperatura), los niveles plasmaticos de la MDMA
en las hembras son aproximadamente un 60 % mas altos que en los machos. Sin embargo, no
se observa una diferencia relacionado con el sexo en la neurotoxicidad inducida por esta droga
{Colado y col., 1995).

Se podria decir, por tanto, que en el caso de que la velocidad de formacion de
metabolitos toxicos sea mas baja en animales deficientes en debrisoquina hidroxilasa, tiene
poca importancia a efectos de neurotoxicidad o que la demetilenacion no es la via principal

para la produccion de posibles neurotoxinas (Colado y col., 1995).

1.5.4.2 Posible formacion de un metabolito toxico de 5-HT

La administracion de MDMA produce una marcada liberacion de 5-HT del terminal
nervioso (Yamamoto y Spanos. 1988; Hiramatsu y Cho, 1990; Nash, 1990; Gough y col,,
1991; Brodkin y col., 1993; White y col., 1994). Esta liberacion se ha observado in vivo
mediante microdialisis (Gough y col., 1991; Brodkin y col., 1993) e in vitro mediante la
liberacién de [*H]5-HT de sinaptosomas (Nichols y col., 1982; McKenna y col., 1991; Berger
y col., 1992), rebanadas de cerebro (Johnson y col., 1986; Sprouse y col., 1989, Fitzgerald y
Reid, 1993) y neuronas de cultivo (Azmitia y col., 1990; Gu y Azmitia, 1993). La liberacion
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de 5-HT por MDMA ocurre en dos fases. MDMA entra en el terminal de forma pasiva o a
través del transportador de 5-HT. Después entra en la vesiculas de alguna forma que consume
iones H' intravesiculares y asi cambia el pH del interior de la vesicula (incluso la entrada
misma de MDMA, que es una base débil, eleva el pH). Este cambio del pH causa la liberacion
de 5-HT al citoplasma donde ocurre un intercambio entre la MDMA extracelular y la 5-HT
intracelular a través del transportador de 5-HT.

Wichems y col. (1995) investigaron el mecanismo de liberacion de 5-HT in vifro en
cultivos de neuronas serotoninérgicas fetales del rafe y concluyeron que MDMA libera 5-HT
del citoplasma a través de un mecanismo que es Ca” independiente y sensible a fluoxetina. En.
cambio, Azmitia y col. (1990) observaron en sus estudios en cultivos de neuronas
serotoninérgicas primarias disociadas que tanto B-HT 920, un agonista especifico de los
receptores o, (Pifl y col., 1988), como SKF-38393, un agonista especifico de los receptores D,
(Benkirane y col., 1987), ambos receptores presindpticos en el terminal 5-HT, atenuaron la
toxicidad producida por MDMA y concluyeron que la liberacién de 5-HT a través de
mecanismos Ca”'-dependientes era parcialmente responsable de la toxicidad de MDMA.

Resultados in vifro indican que la MDMA interacciona con el transportador de 5-HT
(Steele y col., 1987; Johnson y col., 1991a; Rudnick y Wall, 1992). La liberacion de 5-HT in
vitro es prevenida por compuestos que bloquean el transportador de 5-HT (Hekmatpanah y
Peroutka, 1990; Gu y Azmitia, 1993). |

De acuerdo con los resultados obtenidos in vitro Gudelsky y Nash (1996), utilizando la
técnica de microdidlisis intracerebral in vivo, observaron que la administracion de fluoxetina
era capaz de atenuar la liberacion de 5-HT inducida por MDMA en el estriado. Esto sugiere
que la 5-HT utiliza para su liberacion al transportador de 5-HT. El hecho de que la fluoxetina
bloquee la liberacion de 5-HT y también proteja frente a la neurotoxicidad inducida por
MDMA (ver apartado 1.5.5.1. Bloqueantes selectivos de la recaptacion de 5-HT) sugiere la
posible formacion de un metabolito téxico de la 5-HT como mediador de la toxicidad
producida por MDMA.

Sin embargo existen datos indicativos de que un incremento en la liberaciéon de 5-HT
no aumenta la neurotoxicidad inducida por MDMA. La administracion de 5-hidroxi-L-
triptéfano (5-HTP) y carbidopa incrementa la liberacién basal de 5-HT y aumenta la liberacion
de 5-HT inducida por MDMA (Gudelsky y Nash, 1996). Si la 5-HT estuviera directamente

implicada en la neurotoxicidad producida por MDMA entonces un aumento en su liberacion
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darfa lugar a un aumento en la neurotoxicidad. Sin embargo la administracién de 5-HTP
atentia los efectos toxicos producidos por MDMA a largo plazo (Sprague y col., 1995). Los
autores interpretan que la 5-HT, liberada masivamente por MDMA en presencia de 5-HTP,
podria competir con la captacidon de dopamina al terminal serotoninérgico. La captacion de
dopamina al terminal serotoninérgico ha sido propuesto como uno de los mecanismos
subyacentes de la neurotoxicidad de la MDMA (Schmidt y Lovenberg, 1985; Sprague y
Nichols, 1995).

También se ha considerado la posibilidad de que la 5-HT liberada inmediatamente
después de la administracion de MDMA se oxidara a una neurotoxina como la 5,6 o la 5,7-
dihidroxitriptamina, ya que tales compuestos pueden formarse a partir de la 5-H1 misma
(Wrona y Dryhurst, 1991; Wrona y col., 1992). Incluso algunos autores (Commins y col.,
1987b,¢) han detectado la presencia de 5,6-dihidroxitriptamina en el cerebro de la rata tras la
administracion de anfetaminas sustituidas. Sin embargo, los farmacos que proporcionan
neuroproteccion frente a la toxicidad de la MDMA son ineficaces para prevenir la disminucién:

de 5-HT producida por 5,7-dihidroxitriptamina (Snape y col., 1994).

1.5.4.3 Posible formacion de un metabolito tdxico de DA

Existen varios estudios que implican a la dopamina en los efectos neurotoxicos
producidos por MDMA.
1.- La administracién de AMPT o reserpina previene parcialmente la disminucién de la
triptéfano hidroxilasa en estriado inducida por MDMA a las 3 h de su administracion (Stone y
col., 1988). Es interesante mencionar que el efecto de reserpina fue mayor que ¢l de AMPT y
que la combinacion de AMPT y reserpina no potencia el efecto ejercido por la administracién_
de reserpina unicamente. Ambos compuestos actiian sobre reservas diferentes de DA, reserpina
vacia las vesiculas de reserva de monoaminas (Dahlstrém y col., 1965) y AMPT disminuye las
reservas de neurotransmisores de nueva formacion, Los derivados anfetaminicos liberan DA a
partir de esta Gltima reserva (Raiteri y col., 1979; Fischer y Cho., 1979), de tal manera que se
ha demostrado que AMPT atenua la liberacién de DA inducida por anfetaminas (Parker y
Cubeddu, 1986; Butcher y col., 1988) mientras que reserpina no la modifica (Niddam y col.,
1985; Butcher y col., 1988). Si la liberacion de DA inducida por MDMA fuera la responsable

de los efectos toxicos de la droga seria esperable que proporcionara proteccion AMPT pero no
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reserpina. Una posible explicacion es que el efecto protector de AMPT y reserpina no esté
relacionado Gnicamente con la capacidad de ambos compuestos para diminuir la liberacién de
DA. Es conocido, que reserpina también disminuye los niveles de otros neurotransmisores
tales como 5-HT y que estos otros neurotransmisores pudieran modular la toxicidad de la
droga.

Stone y col. (1988) también demostraron que AMPT protegia frente a la neurotoxicidad

inducida por la administracion unica o repetida de MDMA puesto que previno la disminucién
de la actividad de la triptéfano hidroxilasa y del contenido indélico inducido por MDMA en
estriado, hipocampo y corteza frontal 3 dias después de su administracion. _
2.- La co-administracién de L-3,4-dihidroxifenil alanina (I.-DOPA) con MDMA potencia los
efectos neurotdxicos inducidos por MDMA sobre el contenido indodlico del hipocampo,
corteza y estriado. La L-DOPA aumenta la sintesis de DA y, por tanto, la cantidad de DA
disponible para ser liberada (Schmidt y col., 1991).
3.- MDMA aumenta la liberacion de DA in vitro (Schmidt y col., 1987a) e in vivo (Yamamoto
y Spanos, 1988; Nash y Nichols, 1991; Gudelsky y col., 1994; White y col., 1994). Utilizando
la técnica de voltametria in vivo, se ha demostrado que la MDMA incrementa la liberacion de
DA en los nucleos caudado y accumbens de manera dosis- y tiempo-dependiente (Yamamoto
y Spanos, 1988). Cuando se administraron dosis bajas de MDMA (2.5 6 5 mg kg') el
incremento en la liberacion de DA es similar en ambos nicleos, sin embargo tras la‘
administracién de dosis mas altas de MDMA (10 mg kg™) la liberacién de DA es mas acusada
en el nucleo caudado. Estudios realizados sobre los efectos comportamentales producidos por
la liberacion de DA, han demostrado que la liberacion de DA en el nucleo accumbens da lugar
a un incremento en la actividad locomotora, mientras que la liberacion de DA en el estriado
produce un comportamiento estereotipado y cambios posturales (Kelly y col., 1975; Freed y
Yamamoto, 1985; Yamamoto y Spanos, 1988).

Estos datos relativos al efecto de la MDMA sobre la liberacion de DA fueron
confirmados y extendidos por otros autores mediante la técnica de la microdialisis
intracerebral in vivo (Hiramatsu y Cho, 1990; Nash, 1990). El pretratamiento con ketanserina,
un antagonista de los receptores 5-HT,, atentia el incremento de la concentracion extracelular
de DA inducido por MDMA (Nash, 1990) y proporciona neuroproteccion puesto que previene.
la disminucion del contenido inddlico y de la densidad de los lugares de recaptacion de 5-HT

inducida por MDMA varios dias después de su administracion (Nash y col., 1990, 1991).
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La administracién de MDMA directamente en el estriado anterolateral a través de una
sonda de microdialisis también produce un aumento de la concentracién extracelular de DA
que es dosis- y tiempo-dependiente (Nash y Brodkin, 1991). La administracién sistémica de
inhibidores de la recaptacién de DA, tales como mazindol y GBR 12909, 30 min antes de
iniciar la perfusion de MDMA a través de la sonda, atentia parcialmente la liberacion de DA’
inducida por MDMA. GBR 12909, ademas, proporciona proteccion frente a la neurotoxicidad
sobre el sistema serotoninérgico producida por MDMA a los 3 dfas de su administracion
(Stone y col., 1988).

Se podria especular con la posibilidad de que la DA liberada masivamente tras la
administracion de MDMA fuera recaptada en los terminales axdnicos serotoninérgicos donde
podria ser oxidada originando metabolitos citotéxicos capaces de producir lesiones
prolongadas en los terminales axénicos. Esta hipdtesis, sin embargo, no seria suficiente para
explicar el dafio neuronal que produce la MDMA en ciertas regiones cerebrales que carecen
practicamente de inervacion dopaminérgica, como es el caso del hipocampo y la corteza

cerebral.

L5.5 PROTECCION FRENTE A LA NEUROTOXICIDAD PRODUCIDA POR
MDMA
Existe una gran variedad de compuestos que han demostrado ser protectores frente a la
toxicidad producida por MDMA. Entre ellos destacan los bloqueantes selectivos de la
recaptacion de 5-HT, los antagonistas de los receptores 5-HT,, los facilitadores de la funcion
gabaérgica, los antagonistas de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) y los compuestos

atrapadores de radicales libres.

1.5.5.1 Bloqueaeantes selectivos de la recaptacion de 5-HT.

Tanto la fluoxetina (Schmidt, 1987a) como el citalopram (Schmidt y col., 1987) ambos
bloqueantes selectivos de la recaptacidon de 5-HT, han demostrado ser protectores frente a los
efectos agudos y la neurotoxicidad producida por MDMA. La administracién de fluoxetina
junto con MDMA previno completamente la disminucién de la concentracion de 5-HT en la

corteza cerebral inducida por MDMA (Schmidt, 1987a). Cuando la fluoxetina se administrd 3
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h después de la administracion de la MDMA sigui6 protegiendo completamente. Sin embargo,
cuando la fluoxetina se administré a las 6 h de la administracion de MDMA ya no era capaz de
proteger completamente y administrada a las 12 h no ejercié ninguna proteccion. Esto
demuestra que la neurotoxicidad empicza a desarrollarse entre las 3 y 6 h de la administracién
de MDMA de tal manera que a las 12 h los efectos son irreversibles (Schmidt, 1987a). El autor
sugiere que la formacién de un metabolito de MDMA podria ser responsable de la
neurotoxicidad de la MDMA. La formacion de este metabolito tendria lugar durante las
primeras 12 h. Este metabolito, no MDMA, podria ser un sustrato para el sistema de
recaptaciéon de 5-HT. La MDMA entra en el terminal por difusion (Schmidt y col., 1987) y por
tanto un inhibidor de la recaptacion de 5-HT no afectaria la entrada de MDMA en el terminal.

El efecto neuroprotector de los inhibidores de la recaptacion de 5-HT se podria deber
también a que estos compuestos bloquean algunas acciones inducidas por MDMA. Inhiben la
liberacion de 5-HT in vivo e in vitro (Johnson y col., 1986; Schmidt y col., 1987; Battaglia y
col., 1988; Bradberry v col., 1990; Hekmatpanah y Peroutka, 1990) y bloquean la captacion de
DA al interior del terminal serotoninérgico en sinaptosomas estriatales (Schmidt y Lovenberg,

1985)

1.5.5.2 Antagonistas del receptor 5-HT,

La administracién de antagonistas del receptor 5-HT,, tales como ritanserina, MDL
11,939 o ketanserina, previene la neurotoxicidad inducida por MDMA (Schmidt y col., 1990a;
Nash y col., 1990, 1991). En un estudio llevado a cabo por el grupo de Schmidt, ritanserina o
MDL 11, 939, fueron administrados simultineamente con MDMA 20 mg kg* en ratas y el
efecto sobre los niveles de 5-HT y la actividad de la TPH en hipocampo, corteza y estriado fue
evaluado una semana después. En la corteza la concentracién de 5-HT tras la administracion
de MDMA fue de un 48 % de los valores control. En cambio con la co-aministracién de
ritanserina o0 MDL 11,939 los niveles fueron de un 71 y 80 % respectivamente. La proteccién
en hipocampo ¥y estriado fue similar o incluso mayor en el caso de la ritanserina. Ademads
MDL 11,939 fue capaz de atenuar la neurotoxicidad producida por multiples dosis de MDMA
(20 mg kg* cada 6 h, 5 dosis). En el hipocampo dosis tan bajas como 1 mg kg’ de MDL
11,939 fueron capaces de proteger alrededor de un 50 % siendo la proteccion dosis-

dependiente.
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No obstante, MDL, 11,939 Unicamente proporciona neuroproteccion cuando se
administra simultaneamente con MDMA. La administraciéon de MDL 11,939 | h después de
MDMA solo fue capaz de atenuar ligeramente la disminucién de 5-HT en el hipocampo. Esto
indica que existe un margen estrecho de tiempo dentro del cual MDL 11,939 puede prevenir
los efectos toxicos producidos por MDMA (Schmidt y col., 1990a).

Por otra parte la administracion de MDL 11,939 con MDMA (5 6 10 mg kg™!) no afectd
la disminucion aguda de los niveles de 5-HT y 5-HIAA producida por MDMA, alas 3 h de la
administracion. Esto indica que los efectos agudos de MDMA son independientes de los
efectos a largo plazo y que los antagonistas de los receptores 5-HT, unicamente interfieren con
los efectos a largo plazo (Schmidt y col., 1990a).

Lo que aun se desconoce es el mecanismo por el cual los antagonistas de los receptores
5-HT, ejercen proteccion frente a la neurotoxicidad inducida por MDMA. La co-
administraciéon de MDL 11,939 o ketanserina con MDMA previno el incremento en la
concentracion de DA estriatal inducido por MDMA a las 3 h de su administracién (Schmidt y
col., 1990a; Nash, 1990). Esto sugiere que los receptores 5-HT, podrian influir en el sistema
dopaminérgico. Se sabe que proyecciones serotoninérgicas, procedentes de los nicleos dorsal
y medio del rafe, inervan la sustancia negra (Dray y col., 1978). Los terminales hacen contacto
sinaptico directo con dendritas dopaminérgicas (Nedergaard y col., 1988) y la activacion de
estas vias serotoninérgicas reduce la frecuencia de disparos en las vias dopaminérgicas
(Fibiger y Miller, 1977; Dray y col., 1978; Ugedo y col., 1989).

La infusion de MDL 100,907 directamente en el estriado atenud la liberacién de
dopamina inducida por MDMA en el estriado, en cambio la infusion en el mesencéfalo no
afecto la liberacion de dopamina en el estriado. Este resultado indica que los receptores 5-HT,
implicados en la inhibicion de la liberacion de DA inducida por MDMA estan presentes en el

estriado (Schmidt y col., 1992a).

1.5.5.3 Facilitadores de la funcion gabaérgica

J.a administracion de clometiazol (50 mg kg, i.p.) 5 min antes y 55 min después de
MDMA previno completamente la disminucion en el contenido inddlico del hipocampo y
corteza inducida por MDMA (20 mg kg, i.p.) 4 dias més tarde (Colado y col., 1993). Sin

embargo, no fue capaz de prevenir la disminucién de S5-HT en el hipocampo y corteza
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producida a las 4 h de la administracion de MDMA (Colado y Green, 1994). Esto datos.
indican que el clometiazol previene los efectos neurotoxicos de la MDMA pero no los agudos.

La administracién de clometiazol (100 mg kg'') en una sola dosis 20 min después de la
administracion de MDMA también fue capaz de proteger frente a la disminuciéon en la
concentracion de 5-HT en el hipocampo pero no en la corteza (Colado y cal., 1993). En 1994,
Hewitt y Green observaron que la administracion de clometiazol (100 mg kg™) 10 min antes de
cada una de dos dosis de MDMA (20 mg kg, cada 6 h) prevenia tanto la pérdida en lugares de
fijacion de [*H]paroxetina como la disminucién en la recaptacion de [*H]serotonina inducida
por MDMA. El clometiazol también se ha demostrado protector frente a la neurotoxicidad
producida por metanfetamina (Baldwin y col., 1993).

El clometiazol es un farmaco utilizado en la clinica como sedante, hipnético y.
anticonvulsivante (Evans y col., 1986; Ogren, 1986; Green y Murray, 1989) Este compuesto
interacciona con el receptor GABA, en una forma similar pero no idéntica a pentobarbital
(Cross y col., 1989). Modula directamente la apertura del canal de Cl” (Harrison y Simmonds,
1983). Sin embargo, el clometiazol no afecta ni la concentracién del acido y-amino butirico
(GABA) en el cerebro (Cross y col., 1989, Vincens y col., 1989), ni la velocidad de sintesis de
GABA (Cross y col., 1989) ni la recaptacién de GABA (Vincens y col.,, 1989). Se ha
demostrado que el clometiazol disminuye ¢l volumen de dafio isquémico en ratones en los que
la sintesis de GABA habia sido inhibida un 70 % (Green y col., 1992a), es posible, por tanto,
que el clometiazol sea capaz de sustituir de alguna forma al GABA, y proteger frente a la
degeneracion producida por aminodcidos excitatorios,

Aunque se ha visto que el clometiazol no interacciona directamente con el complejo
receptorial N-metil-D-aspartato (NMDA, Cross y col., 1993a; Addae y Stone, 1988) si parece
que de alguna forma indirecta puede inhibir algunas funciones mediadas por el receptor
NMDA en el cerebro (Cross y col., 1993b; Thorén y Sjolander, 1993) ya que inhibe las
convulsiones tdnicas inducidas por la inyeccion de N-metil-DL-aspartato.

El pentobarbital también se ha demostrado neuroprotector frente a la neurotoxicidad
producida por MDMA y metanfetamina (Green y col., 1992b; Colado y Green, 1994). La
administracion de pentobarbital (25 mg kg™) 5 min antes y 55 min después de MDMA atenué
la disminucion en la concentracion de 5-HT en el hipocampo y corteza y la disminucion en la

concentracién de 5-HIAA en el hipocampo, inducida por MDMA. Al igual que el clometiazol,

37



Introduccion

pentobarbital no tuvo efecto sobre la disminucion en las concentraciones de 5-HT y 5-HIAA a
las 4 h de la administraciéon de MDMA.

El pentobarbital se une a un receptor especifico para barbitiricos en el complejo
macromolecular del receptor GABA que estd cerca del lugar de unién de clometiazol (Ogren,
1986; Cross y col., 1989) y prolonga la apertura del canal de CI'. El pentobarbital es, por tanto,
un potenciador de la funcion gabérgica.

Las neuronas gabaérgicas pueden ejercer un cfecto modulador sobre las vias
dopaminérgicas (Dray, 1979) y asi disminuir la liberacion de dopamina la cual podria actuar
como potencial mediador de la neurotoxicidad producida por MDMA. Asi, se ha observado
que la administraciéon de clometiazol atenud la liberacién de dopamina producida por
metanfetamina (Baldwin y col., 1993).

Por otra parte, Colado y Green (1994) demostraron que clometiazol y pentobarbital no
alteran la masiva disminucion del contenido indélico inducido por MDMA inmediatamente
después de su administracién. Parece, por tanto, poco probable que los efectos neurotdxicos de
la MDMA se deban a la liberacion de 5-HT inducida por la droga y subsiguiente formacion de

un metabolito toxico de 5-HT.

1.5.5.4 Antagonistas de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA)

La administracién de dizocilpina (1 mg kg') 5 min antes y 55 min después de la
administracién de MDMA atenud la disminucion de la concentracion de 5-HT y de 5-HIAA
producidos por MDMA en el hipocampo, 4 dias més tarde (Colado y col., 1993). Sin embargo,
no modificd la disminucion en la concentracion de 5-HT producida por MDMA a las 4 h de su
administracién (Colado y Green, 1994). No obstante fue capaz de antagonizar algunos
comportamientos asociados con el sindrome serotoninérgico y la hiperlocomocién que se
suelen asociar con la liberacion masiva de 5-HT que ocurre tras la administracion de MDMA
(Colado y col., 1993).

La dizocilpina también fue capaz de atenuar la disminucion en la densidad de los
lugares de recaptacion de 5S-HT inducida por MDMA (Hewitt y Green, 1994).

La dizocilpina es un antagonista no competitivo de los receptores NMDA (Wong y

col., 1986), es decir modula de alguna forma la accion de los aminodcidos excitatorios sobre ¢l

complejo NMDA.
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Farfel y Seiden (1995a) observaron que el CGS 19755, un antagonista competitivo de
los receptores NMDA proporcionaba proteccion frente a los efectos neurotéxicos inducidos:
por MDMA. El dextrorfan, un antagonista no competitivo de los receptores NMDA, también
fue capaz de proteger frente a MDMA (Carpenter y col., 1988; Finnegan y col., 1989)

La hiperactividad de los aminoacidos excitatorios ha sido asociado con la
patofisiologia de varias enfermedades neurodegenerativas incluyendo isquemia tras un infarto
cerebral (Simon y col., 1984).

La infusién de agonistas de los aminoacidos excitatorios tales como kainato o el
NMDA en determinadas areas cerebrales tales como la corteza (Choi y col, 1987), el
hipocampo (Kohler, 1993) y el estriado (Coyle y Schwarcz, 1976) produce neurodegeneracion
en esa area cerebral.

Se ha sugerido que la MDMA podria causar un exceso de actividad en las vias.
glutamatérgica corticoestriatales y ya que existen importantes interacciones sindpticas entre los
terminales que contienen DA y aquellos que contienen aminoacidos excitatorios en el
neoestriado, y que la via glutamatérgica es una de las principales que inervan el estriado
(Fonnun, [988), este exceso de actividad podria dar lugar a una masiva liberacion de DA
estriatal (Clow y Jhamandas, 1989; Bowyer y col., 1991). Se ha demostrado que el glutamato
es capaz de liberar DA ir vitro en tejido estriatal (Jones y col., 1993) y que ir vivo, agonistas
de glutamato administrados en el estriado también liberan dopamina (Clow y Jhamandas,
1989). Esta excesiva liberaciéon de dopamina podria ser la responable de la neurotoxicidad ya
que la dopamina podria ser captada por el terminal serotoninérgico y ser metabolizada a un

metabolito toxico.

1.5.5.5 Compuesros atrapadores de radicales libres

Datos recientes indican que la formacidén de radicales libres podria desempefiar un
importante papel en la degeneracion de los terminales nerviosos serotoninérgicos inducida por
MDMA vy otros derivados anfetaminicos:

1. El compuesto atrapador de radicales libres, a-fenil-N-ter-butil nitrona (PBN), administrado
10 min antes v 120 min después de MDMA es capaz de atenuar la degeneracion de
neuronas serotoninérgicas inducida por MDMA (Colado y Green, 1995} y p-

cloroanfetamina, pero no la de fenfluramina (Murray y col., 1996). PBN, también es capaz
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de prevenir la neurotoxicidad sobre el sistema dopaminérgico inducida por metanfetamina
(Cappon y col., 1996).

La administracion de metanfetamina en ratas tratadas con é&cido salicilico produce un
incremento en la concentracion estriatal de los 4cidos 2,3- y 2,5-dihidroxibenzoicos
(Giovanni y col., 1995). Estos acidos se consideran un indice de la formacién de radicales
hidroxilo.

Los radicales libres estan claramente implicados en la degeneracién neuronal

subsiguiente a un proceso de isquemia cerebral transitoria (Kirsch y col., 1987; Cao y col,

1988; Oliver y col., 1990):

1.

Utilizando la técnica de la microdiglisis y el método atrapador del salicilato, se ha
observado que ratas sometidas a un proceso de isquemia global en el cerebro anterior
muestran una concentracion elevada de los acidos 2,3- y 2,5-dihidroxibenzoicos en estriado
(Globus y col., 1995). Resultados simiiares han sido obtenidos en el cerebro del gerbo tras
un periodo de isquémia (Cao y col., 1988; Hall y col., 1988).

La administracion de compuestos atrapadores de radicales libres ha resultado eficaz para
atenuar el volumen de la lesidn tras un proceso isquémico in vive (Oliver y col., 1990;
Phillis y Cough-Helman, 1990; Yue y col., 1992). El pretratamiento con PBN 30 min antes
de la oclusiéon bilateral de las cardtidas en el gerbo, previno casi completamente la
degeneracion de las neuronas CAl del hipocampo (Yue y col., 1992). Cuando el PBN se
administra después de la lesion isquémica también proporciona proteccién puesto que
incrementa la supervivencia de las neuronas CA1 del hipocampo. PBN es igualmente
protector en otros modelos experimentales de isquemia, por ejemplo la oclusién de la

arteria media cerebral de la rata (Zhao y col., 1994).

1.6. NEUROTOXICIDAD PRODUCIDA POR OTROS DERIVADOS

ANFETAMINICOS

1.6.1 FENFLURAMINA

La fenfluramina es un denivado anfetaminico halogenado que se utiliza en el

tratamiento médico de la obesidad como un supresor del apetito (Rowland y Carlton, 1986). El

efecto anorexigeno de la fenfluramina se debe a que produce la liberacién masiva de 5-HT que
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a su vez actua sobre receptores 5-HT, en el hipotalamo que controlan el apetito (Fuxe y col.,
1975; Trulson y Jacobs, 1976; Fuller y col., 1988). La fenfluramina también bloquea la
recaptacion de 5-HT, efecto que también contribuye a aumentar los niveles extracelulares de 5-
HT.

Al igual que la MDMA y a dosis similares, la fenfluramina se comporta como una
toxina selectiva del sistema serotoninérgico en diversas areas del cerebro de la rata. La
administracion de fenfluramina produce a largo plazo una disminucion en las concentraciones
de 5-HT y de su metabolito, 5-HIAA, una disminucion de la actividad de la triptéfano
hidroxilasa (Duhault v Verdavainne, 1967; Opitz, 1967; Steranka y Sanders-Bush, 1979;
Murray y col., 1996) y una reduccién de la densidad de los lugares de recaptacion de 5-HT
{Appel y col., 1989) en el cerebro de ratas.

Zaczek y col. (1990) también estudiaron los efectos de fenfluramina sobre el sistema
dopaminérgico y noradrenérgico y observaron cambios transitorios en los niveles de-
noradrenalina, dopamina y sus metabolitos. Estos cambios revirtieron a la semana y, por tanto,
se pueden considerar como alteraciones en la neurotransmision y no efectos neurotdxicos.

Molliver y Molliver (1990) realizaron un estudio para evaluar los efectos de
fenfluramina a corto y a largo plazo sobre neuronas serotoninérgicas en el cerebro de rata. Se
observd una marcada disminucion en el nitimero de axones serotoninérgicos inmunoreactivos
en varias estructuras cerebrales incluyendo la corteza, el estriado y el hipocampo, a las 2
semanas de la administracion de fenfluramina (5 6 10 mg kg™). Este efecto de la fenfluramina,
al igual que en el caso de la MDMA se observd solamente en la poblacion de axones finos. La
otra poblacion de axones, aquellos mds gruesos y con varicosidades (Kleven y col., 1988) no
fueron afectadas por la administracién de fenfluramina.

Fenfluramina, como MDMA, produce inmediatamente después de su administracion
un aumento en la concentracion extracelular de 5-HT in vivo (Auerbach y col., 1989; Schwartz
y col., 1989; Sabol y col., 1992a; Kreiss y col., 1993; Series y col., 1994) ¢ in vitro (Fuxe y
col., 1975; Kannengiesser y col., 1976; Mennini y col., 1978; Maura y col., 1982; Sabol y col.,
1992b; Mennini y col., 1985; Bonanno y col., 1994).

En 1994, Series y col. estudiaron el efecto del pretratamiento con p-cloroanfetamina,
MDMA y d-fenfluramina sobre la liberacion de 5-HT inducida por d-fenfluramina. Las ratas
fueron tratadas 2 semanas antes con un régimen neurotoxico de p-cloroanfetamina, MDMA o

d-fenfluramina. El pretratamiento con los tres derivados anfetaminicos fue capaz de disminuir
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la liberacion de 5-HT por d-fenfluramina y en menor grado la liberacién de 5-HT inducida por
una concentracion alta de potasio. Estos datos sugieren que d-fenfluramina libera 5-HT
exclusivamente de los axones finos, que son los dafiados selectivamente por PCA, MDMA y
d-fenfluramina. Sin embargo, el potasio, a concentraciones altas libera 5-HT también de
aquellos axones no afectados por PCA, MDMA o d-fenfluramina, s decir de los mas gruesos
con varicosidades.

Estudios realizados in vitro e in vivo han demostrado que inhibidores de la recaptacion
de 5-HT, tales como fluoxetina, clorimipramina y citalopram inhiben la liberacién de S-HT_
inducida por fenfluramina (Maura y col., 1982; Hekmatpanah y Peroutka, 1990; Sabol y col.,
1992a; Kreiss y col., 1993). Estos datos sugieren que el sistema transportador de 5-HT
interviene en la liberacion de 5-HT inducida por fenfluramina.

La fenfluramina, inmediatamente después de su administracion, también produce un
aumento en la concentracién extracelular de DA en estriado (De Deurwaerdére y col., 1995).
Este efecto es independiente de las vias serotoninérgicas va que la destruccidon de estas vias
con 5,7-dihidroxitriptamina no modifica la liberacién de DA inducida por la infusion
intraestriatal de dl-fenfluramina (De Deurwaerdére y col., 1995). La liberacién de DA inducida
por fenfluramina es independiente del transportador de dopamina ya que la infusién
intraestriatal de nomifensina, un inhibidor de la recaptacion de DA, no modificé el aumento en
la liberacion de DA tras la infusion intraestriatal de dl-fenfluramina. Sin embargo el'
citalopram, un inhibidor de la recaptacién de 5-HT si fue capaz de disminuir la liberacion de
DA inducida por la administracidén intraestriatal de dl-fenfluramina. Es decir, tanto la
liberacién de 5-HT como la liberacién de DA inducidas por fenfluramina son moduladas por el
transportador de 5-HT.

Los efectos neurotoxicos de la fenfluramina pueden ser atenuados por la administracion
de inhibidores de la recaptacion de 5-HT (Garattini y col., 1975; Harvey y McMaster, 1975,
Clineschmidt y col., 1978; Fuller y col., 1978; Steranka y Sanders-Bush, 1979). Se ha sugerido
que estos compuestos bloquean la entrada de fenfluramina en el terminal serotoninérgico
previniendo de esta manera la toxicidad (Garattini y col., 1975).

Debido a que los inhibidores de la recaptacion de 5-HT, previenen la neurotoxicidad de
fenfluramina e inhiben la liberacion de 5-HT inducida por este derivado anfetaminico, se ha

sugerido que fenfluramina actiia a través del sistema de recaptacion de 5-HT.
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Colado y col. (1993) estudiaron el efecto de dizocilpina y clometiazo! sobre los efectos
neurotéxicos inducidos por fenfluramina y observaron que ninguno de los dos compuestos era
capaz de proteger frente a la neurotoxicidad. Esto indica que la fenfluramina tiene un
mecanismo de accion diferente de la MDMA y metanfetamina ya que ambos compuestos,
dizocilpina y clometiazol, protegen frente a la neurotoxicidad inducida por estos dos derivados
anfetaminicos (Green y col., 1992b; Baldwin y col., 1993; Colado y Green, 1994; Hewitt y
Green, 1994).

Ademas en otro estudio, Murray y col. (1996) observaron que el atrapador de radicales
libres PBN no era capaz de proteger frente a la neurodegeneracion inducida por fenfluramina,
lo que indica que la fenfluramina, a diferencia de MDMA y p-cloroanfetamina (ver apartado
1.6.2) produce neurotoxicidad por un mecanismo que no implica la formacién de radicales

libres.

1.6.2 P-CLOROAFENTAMINA

La p-cloroanfetamina (PCA) es una potente y selectiva neurotoxina del sistema
serotoninérgico (Fuller, 1985). Su administracion resulta en una selectiva degeneracion de los
terminales serotoninérgicos (Harvey y col., 1977; Masseri y col., 1978) que se manifiesta en
una disminucion en la concentracion de 5-HT y S-HIAA cerebral (Fuller v col., 1975; Ross,
1976; Sanders-Bush y Steranka, 1978). Los efectos que produce sobre el sistema
dopaminérgico son transitorios (Sanders-Bush y Steranka, 1978; Fuller, 1985).

Al igual que MDMA, es un potente y selectivo liberador de 5-HT in vitro e in vivo,
asociandose la liberacién in vivo con un incremento en la actividad locomotora de las ratas
(Frey y Magnussen, 1968; Lassen, 1974; Ogren y Johansson, 1985). La administracién de 5-
hidroxi-triptéfano a ratas tratadas con PCA incrementa la liberaciéon de 5-HT inducida por.
PCA pero disminuye su neurotoxicidad (Iyer y col., 1994) por lo que se puede descartar a la 5-
HT liberada como mediador de la toxicidad.

Se ha especulado con la posibilidad de que la toxicidad de PCA se deba a su
conversion en un metabolito reactivo (Sherman y col., 1975; Gal, 1976; Ames y col., 1977).

En estudios de neuroproteccion se ha observado que los inhibidores de la recaptacion
de 5-HT protegen frente a la neurotoxicidad de PCA (Ross, 1976) aunque la administracion de

dextrometorfan, que es, ademds de un bloqueante de los canales de Ca®* del complejo NMDA
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(Jaffe y col., 1989), un inhibidor del transportador de 5-HT (Ahtee, 1975; Henderson y Fuller,
1992), no produce proteccién (Farfel y Seiden, 1995b).

Colado y col. (1993) observaron que clometiazol (50 mg kg'') y dizocilpina (lmg kg")
administrados 5 min antes y 55 min después de PCA (2.5 6 5 mg kg') no fueron capaces de
proteger frente a lo toxicidad producida por PCA. Ambos compuestos se muestran eficaces
para prevenir la degeneracion neuronal inducida por MDMA.

Murray y col. (1996) observaron que el compuesto atrapador de radicales libres, PBN
si era capaz de proteger frente a la neurotoxicidad producida por PCA lo que indica que los
radicales libres podrian estar implicados en los efectos neurodegenerativos inducidos por este,

compuesto.

1.7. HIPERTERMIA Y NEUROTOXICIDAD POR DERIVADOS
ANFETAMINICOS

El papel que desempefia la hipertermia en la neurotoxicidad inducida por MDMA es
materia de controversia. La administracién de MDMA produce una marcada hipertermia en
animales de experimentacion (Nash y col., 1988; Schmidt v col., 1990b; Gordon y col., 1991,
Colado y col., 1993; Dafters, 1994) que es dependiente de la temperatura ambiental. En 1990,
Schmidt y col., estudiaron el papel de la temperatura ambiental en la toxicidad subsiguiente a
la administracién de MDMA. Ratas tratadas con MDMA (20 mg kg'', s.c.) fueron divididas en
dos grupos, uno se mantuvo a temperatura ambiente (24-26 °C) y el otro grupo se mantuvo a
10 °C durante las 6 h posteriores a la administracion de la MDMA. En el caso del grupo
sometido a una temperatura ambiental baja, la MDMA no causé hipertermia, incluso hubo
hipotermia. En estos animales la neurotoxicidad producida por MDMA a la semana estaba
atenuada. Sin embargo, la baja temperatura ambiental no previno los efectos agudos (3 h)
sobre 1a concentracion de 5-HT en el hipocampo y corteza inducidos por MDMA. Estos datos
sugieren de nuevo que los efectos agudos de la MDMA son independientes de la hipertermia y
de los efectos a largo plazo. Dafters {1994) observé que en ratas expuestas (24 h) a una
temperatura baja (11 °C) la inyeccién de MDMA (5 6 7.5 mg kg') provocaba una respuesta'

hipotérmica.
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Existen agentes protectores frente a los efectos neurotdxicos inducidos por MDMA que
producen hipotermia o al menos previenen la hipertermia producida por MDMA. Farfel y
Seiden (1995a,b) han realizado una serie de estudios para dilucidar el papel que desempefia la
hipotermia en la proteccién gjercida por numerosos compuestos neuroprotectores frente a la
toxicidad de Ia MDMA en ratas. Observaron que la administracion de dizocilpina (2.5 mg kg"
', ip.) 15 min antes de MDMA (40 mg kg™, s.c.) produjo una marcada hipotermia en las ratas.
Esta dosis también produjo proteccién frente a la neurotoxicidad inducida por MDMA en
hipocampo y estriado. Sin embargo, cuando la respuesta hipotérmica se revirtié utilizando una
manta homeotérmica, la proteccion ejercida por dizocilpina desaparecio. Los autores
concluyeron que la proteccion ejercida por este antagonista no competitivo del receptor
NMDA se debe tunicamente a su capacidad para disminuir la temperatura corporal de los
animales,

Estudios similares fueron ilevados a cabo por Malberg y col. (1996). Los autores
observaron que la ketanserina (6 mg kg', i.p.) y la a-metil-p-tirosina (75 mg kg, i.p.)
disminuyeron la temperatura corporal de la ratas cuando se administraron antes que MDMA
(40 mg kg, s.c.). La aparicién de la hipotermia fue inmediata y duré entre 180 y 240 min. A
las dos semanas analizaron las concentraciones indolicas en el cerebro de rata y observaron
proteccion frente a las disminuciones en las concentraciones de 5-HT y 5-HIAA en la corteza,
estriado e hipocampo inducidas por MDMA. Cuando las ratas fueron mantenidas a una
temperatura ambiente alta para prevenir la hipotermia, la proteccion desaparecio.

Estos datos considerados en conjunto indican que algunos compuestos protegen frente
a la neurotoxicidad producida por MDMA debido a su capacidad para provocar hipotermia o
por lo menos, para prevenir la hipertermia inducida por MDMA.

La hipotermia podria enlentecer la entrada de MDMA en el terminal nervioso
serotoninérgico, y asi disminuir la cantidad de 5-HT disponible en ¢l citosol para ser liberada
(Farfel y Seiden, 1995a) o podria enlentecer la conversion de MDMA en un metabolito toxico
(Paris y Cunningham, 1991).

No obstante, existen compuestos que protegen frente a la neurotoxicidad inducida por
MDMA por mecanismos que no implican una disminucién de la temperatura corporal de los
animales. Schmidt y col. (1990b} estudiaron el efecto de un antagonista de los receptores 5-
HT,, el MDL 11,939, sobre el efecto hipertérmico y la neurotoxicidad producidos por MDMA.
MDL 11,939 (5 mg kg™, s.c.) no fue capaz de prevenir la hipertermia producida por MDMA
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(30 mg kg™) y sin embargo, atenu la disminucién en la concentracién de 5-HT en la corteza,
el hipocampo y el estriado inducida por MDMA una semana después de su administracién. Es
decir, este compuesto protege frente a la toxicidad inducida por MDMA sin modificar la
respuesta hipertermica subsiguiente a la administracién de MDMA.

Efectos similares se observaron en el mismo estudio (Schmidt y col., 1990b) con un
inhibidor de la recaptacion de 5-HT, el MDL 27,777.

Malberg v col. (1996) confirmaron este resultado utilizando otro inhibidor de la
recaptacion de 5-HT, la fluoxetina. Observaron que la fluoxetina no afectd la temperatura
corporal de los animales y, sin embargo, ejerciéo proteccidén frente a la neurotoxicidad
producida por MDMA.

Recientemente Colado y col. (1997a) han observado que clometiazol (50 mg kg™, i.p.)
administrado 5 min antes y 55 min después de MDMA (15 mg kg™, i.p.), protege frente a la
neurotoxicidad inducida por MDMA a la vez que previene la hipertermia inducida por la
droga. Cuando las ratas tratadas con clometiazol y MDMA fueron situadas a una temperatura
ambiental alta para mantener su temperatura corporal similar a la observada en ratas tratadas
con MDMA dnicamente, clometiazol protegié parcialmente frente a la neurotoxicidad
producida por MDMA. Esto indica que el clometiazol ejerce un efecto neuroprotector por 2
vias, previniendo la hipertermia producida por MDMA y por un mecanismo, no conocido, que
es independiente de los cambios en la temperatura corporal de los animales.

Por otra parte, existen compuestos que previenen la hipertermia producida por.
derivados anfetaminicos y sin embargo no protegen frente a su neurotoxicidad. Colado y col.
(1993) observaron que clometiazol a una dosis que protege frente a la toxicidad inducida por
MDMA, no previene la neurotoxicidad inducida por PCA aunque si bloquea la hipertermia
inducida por este derivado anfetaminico. Resultados similares fueron obtenidos por Farfel y
Seiden (1995b), los cuales observaron que dextrometorfan (75 mg kg, i.p., un bloqueador de
receptores NMDA, canales de Ca”™" voltaje dependientes y del transportador de 5-HT) previno
la hipertermia inducida por PCA (10 mg kg™, i.p.) pero no fue capaz de proteger frente a la
neurotoxicidad inducida por este compuesto.

Aunque en muchos casos la hipertermia va unida a los efectos neurotoxicos de los
derivados anfetaminicos, no es, sin embargo, un factor indispensable para la neurotoxicidad..
Fenfluramina, otro derivado anfetaminico que ejerce efectos toxicos sobre el sistema

serotoninérgico comparables a los inducidos por MDMA, no altera la temperatura corporal de
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los animales (Colado y col., 1993 y Farfel y Seiden, 1995b). Ademas, Colado y col. (1993)
observaron que la administracién de una dosis de PCA que no produce hipertermia, es capaz
de producir efectos neurotoxicos en el sistema serotoninérgico.

Aunque algunos autores han sugerido que el grado de hipertermia podria de alguna
forma determinar el grado de neurotoxicidad (Broening y col., 1995) es importante resaltar que
la hipertermia per se no causa efectos neurotdxicos. Broening y col. (1995) demostraron que.
ratas a las que se les habia administrado salino y mantenido a una temperatura ambiente de 40
°C (causando asi una hipertermia similar a la observada en ratas tratadas con MDMA 40 mg
kg y mantenidas a una temperatura ambiente de 25 °C) no mostraban ninguna alteracién en la

concentracion cerebral de 5-HT.
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Objetivos

Esta Tesis Doctoral se ha propuesto contribuir a dilucidar ¢l mecanismo de ]a degeneracion de

terminales serotoninérgicos producida por la 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA),

estudiando concretamente la participacion de los radicales hidroxilo en el proceso

neurodegenerativo y la procedencia de los mismos.

Los objetivos concretos perseguidos fueron los siguientes:

Estudiar el efecto de MDMA sobre la generaciéon in vivo de radicales hidroxilo en el
hipocampo de la rata, utilizando microdialisis con perfusién intracerebral de acido
salicilico.

Evaluar el efecto de un compuesto atrapador de radicales libres, a-fenil-N-ter-butil nitrona,
sobre la formacion de radicales libres y sobre la neurodegeneracion.

Comprobar si la formacion de radicales hidroxilo se produce en los terminales
serotoninérgicos lesionados selectivamente por la MDMA.

Evaluar la formacion de radicales hidroxilo en el hipocampo tras la administracion de otros
derivados anfetaminicos: p-cloroanfetamina y fenfluramina.

[nvestigar la posible relacion entre la hipertermia y la neurotoxicidad inducida por MDMA.
Evaluar la posible relacion entre las alteraciones agudas producidas por MDMA sobre el
metabolismo de la dopamina y el proceso neurodegenerativo inducido por la droga a largo
plazo. Para ello, se estudié el efecto de la L-DOPA, precursor de la sintesis de dopamina,

sobre la respuesta hipertérmica, la generacion de radicales hidroxilo y la neurotoxicidad de

la MDMA.
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Material y métodos

II1.1 ANIMALES

Se utilizaron ratas macho Dark Agouti (Interfauna, Barcelona) de peso comprendido
entre 180 y 200 g. Las ratas fueron mantenidas en jaulas estdndar en grupos de seis en
condiciones de temperatura y humedad constante (21°C, 50-55 %), con un ciclo de

luz/oscuridad de 12 h y libre acceso a comida y agua (Animalario de U.C.M.).

1.2 PROTOCOLOS DE ADMINISTRACION

Para evaluar los efectos a largo plazo o necurotdxicos de diversos derivados
anfetaminicos, se administré 3,4 metilenodioximetanfetamina (MDMA, 5,10 y 15 mg kg,
i.p.), fenfluramina (FEN, 15 mg kg, i.p.) o p-cloroanfetamina (PCA, 5 mg kg, i.p.) a tiempo-
cero v se monitorizd la temperatura rectal de los animales durante 5 h. Siete dias despuds se
determinaron diversos parametros indicativos de neurotoxicidad.

Para evaluar los efectos agudos de MDMA (15 mg kg, i.p.) la droga se administro a
tiempo cero evaluandose la toxicidad a las 4 h de la administracion.

En los experimentos de microdialisis intracerebral in vivo se administré6 MDMA,
fenfluramina o PCA a tiempo cero y se efectué la medicion de distintos parametros
bioquimicos en el dializado durante las 6.5 h siguientes.

En los estudios de neuroproteccién, PBN (a-fenil-N-ter-butil nitrona, 120 mg kg, i.p.)
se administré 10 min antes y 120 min después de la administracién de MDMA.

En los estudios con L-DOPA (25 mg kg', ip.) este compuesto se administro:
conjuntamente con benserazida (6.25 mg kg™, i.p.) 120 min después de MDMA (15 mg kg,
i.p.) 0 30 min antes de una dosis no toxica de MDMA (5 mg kg™, i.p.).

Las dosis de los diversos compuestos se expresan como dacido o base libre. Todos los
compuestos se disolvieron en salino (0.9 % /v NaCl en agua desionizada) y se inyectaron por
via intraperitoneal (i.p.) en un volumen de 1 ml kg™ excepto PBN que se inyect6 en un volumen
de 6 ml kg'. El agua desionizada utilizada se obtuvo de un sistema Milli-Q (Millipore Ibérica
S.AL).
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IIL3 DETERMINACION DE PARAMETROS NEUROQUIMICOS EN
TEJIDO CEREBRAL

111.3.1 Determinacion de niveles cerebrales de monoaminas y metabolitos
II1.3.1.1 Extraccién y preparacion de muestras

Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical y decapitados. Una vez abierto
el craneo y extraido el encéfalo, se diseccionaron sobre hielo picado el hipocampo, la corteza y el
estriado. La muestras se pesaron en una balanza de precisién (Electronic Balance ER-182A,
A&D Company, Japén). El tejido fue homogeneizado durante [5 s utilizando un
homogeneizador de varilla (Ultra-Turrax, Janke & Kunkel, velocidad méaxima) en diferentes
volamenes (1.5 ml para hipocampo y estriado; 2 ml para corteza) de 4cido perclonico 0.2 M
conteniendo cisteina 0.1 %, metabisulfito sodico 0.1 % y EDTA 0.01 % (Green y col., 1992). El
homogeneizado se centrifugé a 12000 rpm (Sorvall® RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge,
DuPont Instruments, Giralt, EE.UU.) durante 20 min a una temperatura de 4°C. El sobrenadante

fue decantado y congelado a -80°C hasta su posterior anlisis.

[13.1.2 Cuantificacion de la concentracion de monoaminas y metabolitos

La cuantificacion de serotonina (5-HT), dopamina (DA) v sus metabolitos se realizd
mediante un sistema de cromatografia liquida de alta resolucién (h.pl.c.) con deteccion
amperométrica. EI sistema de h.p.l.c. utilizado incluye una bomba (Waters 510) conectada a un
inyector automatico con refrigerador (Capacidad méaxima de inyeccion = 200 ul, Waters 712
WISP), una columna de fase reversa (Spherisorb ODS2, 5 um, 150 x 3.9 mm, Waters) con
precolumna (Nova-Pak C18, Waters) un detector amperométrico { Waters M460) conectado a una
unidad de integracién (Waters M745). La fase mévil para aminas estaba compuesta por KH,PO,
{0.05 M), acido octanosulfénico (0.2 mM), EDTA (0.1 mM) y metanol 16 % en agua para
h.p.l.c. ajustada a pH 3 (654 pH Meter, Metrohm, Suiza) con acido ortofosférico (H,PO,). La
fase movil fue filtrada (filtros de nylon, diametro 47 mm, tamaiio del poro = 0.2 pm, Waters) y.

desgasificada al vacio. El flujo fue de 1 ml min' y el potencial del electrodo de
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trabajo fue 0.85 V. El electrodo de trabajo utilizado fue de carbono vidrioso y el electrodo de
referencia fue llenado con NaCl 3 M. Los estdndares utilizados para la identificacion y
cuantificacién de picos fueron 5-HT, acido 3-hidroxiindol acético (5-HIAA), DA, acido 3,4-
dihidroxifenil acético (DOPAC) y 4cido homovanilico (HVA). Las soluciones madres a una
concentracion de 1 mg ml™ se hicieron en la mezcla de 4cido perclorico anteriormente descrita
(ver apartado 111.3.1.1). La solucién final contenia 50 ng ml” de 5-HT y 5-HIAA, 100 ng mI"
de DOPAC y HVA y 500 ng ml" de DA en 4cido perclorico (ver apartado I11.3.1.1). La

concentracion de 5-HT, DA o de los metabolitos correspondientes se expresd en ng g tejido.

Tiempos de retencion y limite de deteccion en las condiciones utilizadas

I Tiempo de retencion (min) Limite de deteccidn (pg)
DA 4.8 70
DOPAC 7.7 20
5-HT 11.6 50
5-HIAA 13.3 80
HVA 204 1000

I11.3.2 Determinacion de los lugares de recaptacion de 5-HT

La cuantificacion de la densidad de los lugares de recaptacion de 5-HT fue llevado a cabo
por el método descrito por Hewitt y Green (1994) mediante la medida de la B,,,, (la densidad de
los lugares de recaptacion de 5-HT) del proceso de fijacién de [*H]paroxetina (un inhibidor
selectivo de la recaptacion de 5-HT). Estudios previos habian demostrado que la MDMA
provoca cambios sobre la B, pero no altera la K;, (la afinidad de los lugares de recaptacion de
5-HT) (Battaglia y col., 1987; Nichols y col., 1990). Esto nos permitio el uso de una sola-
concentracion de saturacion de [*H]paroxetina (Battaglia y col., 1988; Johnson y col., 1990).
Puesto que estos lugares se encuentran en los terminales nerviosos que contienen 5-HT, su

disminucion es indicativa de la pérdida de terminales y/o axones serotoninérgicos (revision

Green y col., 1995).
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I11.3.2.1 Extracciony preparacion de muestras

Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical y decapitados. Una vez abierto
el craneo v extraido el encéfalo, se diseccionaron sobre hielo picado el hipocampo y la corteza.
La muestras s¢ pesaron en una balanza de precisiéon (Electronic Balance ER-182A, A&D
Company, Japon). El tejido cerebral fue homogeneizado durante 15 s usando un
homogeneizador de varilla (Ultra-Turrax, Janke & Kunkel, velocidad maxima) en 5 ml de
tampén Tris (50 mM; conteniendo NaCl (120mM) y KCIl (5mM) y ajustado a pH 7.4 con
acido clorhidrico). El homogeneizado fue centrifugado a 30.000 g (17.000 rpm, Sorvall® RC-
5B Refrigerated Superspeed Centrifuge, DuPont Instruments, Giralt, EE.UU.) durante 10 min a
una temperatura de 4°C. El sobrenadante fue desechado y este proceso de lavado fue repetido
dos veces. Fl precipitado fue finalmente resuspendido en tampén Tris-HCl a una
concentracién de 100 mg de tejido ml” y diluido a una concentracién de 10 mg kg™ con el

mismo tampén.
111.3.2.2 Fijacion de [3H]Jparoxetina

Alicuotas de esta solucion fueron colocadas en tubos que contenian [*H] paroxetina 1
nM en ausencia y en presencia de 5-HT 10 uM (fijjacion total y fijacion inespecifica,
respectivamente). Las muestras fueron incubadas durante 60 min a 22 °C. Posteriormente las
muestras se filtraron (Semiautomatic Cell Harvester, Skatron, Noruega) a través de filtros de
fibra de vidrio de borosilicato (GF/B, Skatron) previamente tratados con (.05 %.
polietilenimina. Una vez secados los filtros fueron trasferidos a viales a los que se afiadieron 2
ml de liquido de centelleo (Emulsifier-Safe, Packard Instrument BV, Holanda). La
radioactividad fue medida mediante un contador de centelleo (Tricarb® Liquid Scintillation
Analyzer, Model 2500 TR, Packard Instrument Company, EE.UU.) usando como estandar
tubos que contenian 100 ul de [’H]paroxetina (10 nM) y 2 ml de Jiquido de centelleo. La
fijacidén especifica (fijacion total — fijacion inespecifica) fue expresada como fmol de
[*H]paroxetina unida por mg de proteina (para determinacion de proteinas ver siguiente

apartado).
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11.3.2.3 Determinacion de proteinas

Para determinar el contenido proteico del tejido se sigui6 el método descrito por Lowry
y col. (1951). Se pipetearon 20 u! del homogeneizado (preparado para la determinacién de
lugares de recaptacion de 5-HT, 10 mg ml™) y 180 pl de agua desionizada. Se afladié a cada
tubo 2 ml de una solucién previamente preparada conteniendo sulfato de cobre 0.04 %, tartrato
sodico 0.07 %, sodio duodecil sulfato 0.69 % y carbonato sodico 1.96 %, en hidroxido sddico
0.1 N. Pasados 10 min, se afiadieron 200 ul del reactivo de Folin (previamente diluido al 50 %
con agua desionizada). Este proceso fue realizado para cada muestra de tejido y en triplicado.
A la vez una curva de concentracion de estandares fue preparada siguiendo el mismo método
pero en lugar de homogeneizado se utilizd suero de albimina bovina (1 mg ml"). Las muestras
y la curva de estindares se incubaron a 22°C durante 55 min y se analizaron en un
espectrofotometro (Milton Roy Spectronic 601, Reino Unido) a una longitud de onda A= 750

nm,

I1L.4 MICRODIALISIS INTRACEREBRAL IN VIVO

I11.4.1 La técnica

La técnica de microdialisis intracerebral permite determinar in vivo, con exactitud y en
tiempo real los niveles intersticiales de compuestos no macromoleculares. En este sentido la
microdialisis representa la culminacion de técnicas anteriores como la “push-pull” canula que
tenia menor grado de efectividad y causaban mas dafio histico.

Hoy en dia la sonda més utilizada es una sonda concentrica (esquema en Fig. 2) con una
entrada para el liquido de perfusién que pasa a un area de membrana tubular donde ocurre el

intercambio de compuestos y posteriormente fluye a través de un tubo de salida.

il 4.1.1 Factores que influyen en el desarrollo de la técnica

Aunque en principio la técnica se basa en un proceso sencillo existen muchos factores

que influyen en el desarrollo de la microdialisis y sus resultados.
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¢ Dafio histico

Existe un periodo inicial de alteracion funcional en los tejidos tras la implantacion de la
sonda. Esta alteracion entre otras cosas se manifiesta por un incremento en el metabolismo de la
glucosa, disminucién del flujo sanguineo y alteracion de la liberacion de neurotransmisores. Este
periodo dura entre 30 min y 24 h (Benveniste y col., 1987; Drew y col., 1989; Osborne y col.,
1990, 1991). También al comienzo de la perfusion existe un periodo de alteracion. Este periodo
se caracteriza por una caida en la concentracion de la mayoria de compuestos, dura alrededor de
30 min y estd causado por la lesion inicial en el tejido. Segin Ungerstedt (1991} el grado de
lesion inicial puede estar influenciado por el procedimiento quirurgico.
o Difusion y extraccidon

El intercambio de compuestos a través de la membrana ocurre en ambas direcciones. Los
compuestos difunden a través de la membrana siguiendo un gradiente de concentracién. La
composicion del medio de perfusion es muy importante ya que determina la composicion del
ambiente mas proximo a la sonda. Por lo tanto, el liquido de perfusién debe parecerse lo mas
posible al medio en el que va a implantarse la sonda. Es decir, en la microdialisis del cerebro el
medio de perfusion debe parecerse al liquido cefalorraquideo (LCR). La concentracidon de los
iones es muy importante ya que ciertos iones pueden influir en la apertura y cierre de canales. Por
ejemplo, la concentraciéon de Ca™ influye en los niveles basales asi como en la respuesta
farmacolégica de la dopamina, en el dializado de estriado (Westerink y De Vries, 1988;
Moghaddam y Bunney, 1989).

Existen dos tipos de extraccion:
1. Fraccion de extraccion o extraceion relativa
2. Extraccion absoluta

La fraccidn de extraccion corresponde a la concentracion de un compuesto en el dializado
como porcentaje de la concentracién del compuesto en el medio que rodea la sonda. In vivo este
valor no deberia variar a lo largo del periodo de recogida de muestras.

La extraccion absoluta corresponde a la cantidad total del compuesto recogido en un
tiempo definido. /r vivo este valor puede variar segin la produccion o liberacién del compuesto.

Factores que influyen la extraccion:
¢ Flyjo de perfusion

Existe una relacion inversa entre el fujo de perfusion y la fraccion de extraccion
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¢ Tiempo después del comienzo de perfusion

Nada mdas comenzar la perfusion la fraccion de extraccion es muy alta pero disminuye
rapidamente y aunque sigue disminuyendo, a partir de los 60 min esta disminucidn representa
menos de un 1 % por hora (Benveniste, 1989).
¢ Coeficiente de difusién

Este valor varia segtn el compuesto, También influye el ambiente en el que esta la sonda
va que las membranas celulares dificultan la difusion de compuestos hacia la sonda.
e (oncentracion de la sustancia

La fraccion de extraccion es independiente de la concentracion en el medio exterior
(Ungerstedt y col., 1982; Tossman y Ungerstedt, 1986; Kendrick, 1988) pero la extraccion
absoluta es proporcional a la concentracion. Esto es precisamente lo que permite la medida de los
cambios de concentracion extracelular de las sustancias.
¢ Interaccion con la membrana de diélisis

Ciertas sustancias pueden interaccionar con la membrana dependiendo de la membrana
utilizada (Ungerstedt, 1984). Por lo tanto es recomendable utilizar una de didlisis y no de
ultrafiltracion, Debe ser biocompatible e inerte para asi no interferir con el paso de moléculas.
Normalmente estd compuesta de polimeros orgdnicos como la celulosa.
¢ Temperatura

Grandes cambios en la temperatura pueden influir en la fraccién de extraccion. Cambios
de 22 a 37 °C pueden incrementar un 30 % la fraccién de extraccion de ciertos compuestos in
vitro (Wages y col., 1986; Benveniste y col., 1989; Lindefors y col., 1989)
e Areade la membrana

Ambos tipos de extraccién aumentan en proporcion al area de la membrana de dialisis.
e Composicion del medio de perfusion y drenaje

Para permitir que una sustancia difunda al interior de la sonda, la sustancia no debe estar
presente en el medio de perfusion. Sin embargo el continuo drenaje de la sustancia al interior de
la sonda disminuye la concentracién en el medio exterior. Estos cambios en la concentracion

pueden influir su subsiguiente difusién.
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I1.4.1.2 Ventajas de la microdidlisis

» refleja la composicion del liquido extracelular.

e se puede llevar a cabo en animales in vivo, en animal consciente, con libre movimiento,

e se puede llevar a cabo en dreas/estructuras especificas del cerebro adaptando la longitud de la
membrana al tamafio de la estructura.

e causa minimo dafio al tejido y a la barrera hematoencefélica (Benveniste y col., 1984,
Tossman y Ungerstedt, 1986).

¢ permite la recogida continua de muestras a lo largo de horas ¢ incluso dias lo cual proporciona
informacién inmediata sobre cambios en los niveles extracelulares de diferentes compuestos.

¢ permite la extraccién de compuestos especificos con la exclusién de otros compuestos como
las proteinas que no difunden a través de la membrana debido a su peso molecular.

e permite la obtencion de muestras limpias que se pueden analizar directamente.

111.4.2 Fabricacion de sondas

Las sondas utilizadas se hicieron en ¢l laboratorio (Fig. 2). Consistian de una pieza en
acero inoxidable central de 10 mm (Cooper’s Needle Works, Ltd, Reino Unido) en cuyo
interior se situaron dos piezas de tubo de silica (Vitreous Silica, Scientific Glass Engineering,
Reino Unido) de 20 mm de longitud. Uno, la entrada de la sonda, sobresalia 5 mm por cada
extremo del tubo central y el otro, la salida de la sonda sobresalia 15 mm por un solo extremo.
Los tubos de silica se fijaron al tubo de acero inoxidable con un epoxi-pegamento (Adhesivo
“Epoxy” de fraguado rapido, RS Components, Reino Unido) por el extremo donde sobresalian
los dos tubos. Se cortaron los tubos de silica de entrada y salido a 5 y 7 mm respectivamente.
Se colocaron sobre los tubos de silica de entrada y salida de la sonda unos tubos de acero
inoxidable de 5 y 7 mm respectivamente que estaban unidos a tubos de politeno de 2 y 3 cm
respectivamente (diametro interior = (.28 mm, diametro exterior = 0.61 mm, Portex Ltd,
Reino Unido). Se fijaron con epoxi-pegamento que una vez seco se cubrid con cemento dental
(Duralay, Reliance, Dental Manufacturing Company, EE.UU.). En el otro extremo se corté el
tubo de silica que sobresalia a una longitud de 4 mm. A este se le puso una membrana de

dialisis (Cuprophan® dialysis membrane GFE9, Gambro, Reino Unido) que se introdujo 2 mm
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por el tubo de acero y se fijé en este punto con epoxi-pegamento. El otro extremo de la

membrana se sellé a 1 mm del tubo de silica con epoxi-pegamento (Fig. 2).
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Figura 2. Esquema de una sonda de microdidlisis construida en el laboratorio y utilizada en
los experimentos de microdialisis. a : tubo de entrada, b: tubo de salida, c: cuerpo de la sonda,
d: membrana de didlisis, e: epoxi-pegamento.
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II1.4.3 Determinacion de radicales hidroxilo en el dializade de hipocampo

1114.3.1 Implantacion de sondas

Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital (40 mg kg', i.p.) y situadas en un
aparato de estereotaxia Kopf® (David Kopf Instruments, EE.UU.) para proceder a la
implantacion de la sonda. Las coordenadas para implantacion en el hipocampo fueron
calculadas usando el atlas para animal pequefio de Konig y Klippel (1963) tomando como
referencia la linea interaural: anteroposterior +0.22 ¢m, mediolateral -0.43 cm y dorsoventral -
0.8 cm. El craneo fue perforado con un torno dental (Micromotor 5750, Zenil, Espafia). Las
sondas fueron implantadas, fijdndose al craneo con microtornillos, pegamento cianoacrilico
(Super Glue-3 Gel, Loctite Espafia S.A.) y cemento dental (RR Acrilico autocurable para
reparaciones, DeTrey, Reino Unido). Los tubos de entrada y salida de la sondas fueron
selladas con pegamento caliente (Cola Termofusible, Salki, Espafia). Las ratas fueron situadas’
en jaulas individuales de metacrilato con base de PVC para microdidlisis (30 x 30 x 20 cm)
(Servicio de Taller, Facultad de Fisicas, U.C.M.). Para permitir la recuperacion de los
animales, los experimentos de microdialisis se llevaron a cabo entre 16 y 24 h después de la

intervencion quirdrgica

11 4.3.2 Método atrapador de salicilato

El fundamento de este método se basa en que los radicales hidroxilo reaccionan con el

dcido salicilico generando dos compuestos, [os acidos 2,3- y 2,5-dihidroxibenzoicos (DHBA).

QO 0 8
[} , [l [
C —OH OH C —OH HO C —OH
2 _— +
OH OH OH
OH
Acido salicilico 2,3-DHBA 2,5-DHBA

Figura 3. Reaccién del 4cido salicilico con radicales hidroxilo (Floyd, 1990).
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Estos compuestos son estables y cuantificables por h.p.l.c. con deteccion culométrica
(Radzik y col., 1983; Floyd y col., 1984). La ventaja de este método es que el salicilato es
relativamente no téxico y reacciona con los radicales hidroxilo de una forma rapida (Floyd,
1990).

Existen dos formas de administrar el salicilato de tal manera que pueda reaccionar con los
radicales hidroxilo: 1. por via sistémica, 2. por via central, a través de una sonda de microdialisis

0 por inyeccion.

1. Por via sistémica

Esta forma de administracién ha sido utilizada por algunos investigadores {(Giovanni y.
col., 1995), pero presenta dos limitaciones. La primera es que se deben medir los niveles de acido
salicilico en el cerebro para asi comprobar la concentracion de acido salicilico que ha atravesado
la barrera hematoencefalica. Segunda, el compuesto 2,5-DHBA puede formarse en el higado
debido a la accion de la citocromo P, v enzimas microsomales sobre el salicilato (Halliwell y
col., 1991; Ingelman-Sundberg y col., 1991). Esto origina niveles altos de 2,5-DHBA que no
estan relacionados con la formacion de radicales hidroxilo y que pueden enmascarar cambios
pequefios en la formacién de radicales hidroxilo. Asimismo los niveles de 2,3- y 2,5-DHBA se
pueden ver alterados por cambios en el flujo de sangre (Giovanni y col., 1995) o en la funcién
hepatica que pueden ocurrir tras la administracién de MDMA y que influyen sobre la difusion

del acido salicilico a través de la barrera hematoencefalica.

2. Por via central

La administracién central permite la determinacion de 2,3- y 2,5-DHBA formados a
partir de la reaccion de los radicales hidroxilo presentes en el liquido extracelular con el
salicilato. El acido salicilico se administra por inyeccion o se afiade al liquido de perfusion de la
microdialisis de manera que difunda a través de la membrana al liquido extracelular (Chiueh y
col., 1992).

La determinacion de radicales hidroxilo por el método atrapador del salicilato ha sido
descrita por varios investigadores (Chiuch y col.,, 1992; Giovanni y col., 1995; Globus y col.,
1995; Maruyama y col., 1995). Sin embargo cuando nosotros utilizamos la concentracion de

salicilato descrita, es decir, 5 mM en LCR artificial (Chiueh y col., 1992; Wu y col., 1993;
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Globus y col., 1995), observamos una disminucién en las concentraciones basales de los acidos
2.3- y 2,5-DHBA a lo largo del tiempo (Fig. 4). El pH de la solucién del LCR artificial
conteniendo 5 mM de 4cido salicilico era de 2.7. Por consiguiente evaluamos el efecto de una
concentracion mas baja de salicilato, 0.5 mM utilizada recientemente por Obata y Yamanaka
(1995). Esta concentracion producia LCR artificial menos acido con un pH de 3.5. In vivo
observamos unas concentraciones basales de 2,3- y 2,5-DHBA estables a lo largo del tiempo que,
aunque mas bajas, eran facilmente cuantificables (Fig. 4). Por lo tanto utilizamos la
concentracion de 0.5 mM de &cido salicilico en LCR artificial en todos las determinaciones de

radicales hidroxilo.

—O—2,3-DHBA 0.5mM acido salicilico
—{ 1 2,5-DHBA 0.5mM Aacido salicilico
—@- 2,3-DHBA 5mM 4cido salicilico
—- 2 5-DHBA 5mM 4cido salicilico
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Figura 4, Concentracion de 2,3- y 2,5-DHBA en el dializado hipocampal de ratas perfundidas
con LCR artificial conteniendo 4cido salicilico 0.5 mM é 5 mM. Los resultados se muestran
como lamedia+ EEM (n=11).
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111 4.3.3 Fraccidn de extraccion de las sondas

2,3-DHBA

20 pg pl” 40 pg ul” 80 pg pl”
254 +35%(3) 5.8+ 3.1 % (4) 259525 % (4)

2,5-DHBA

20 pg pl” 40 pg pl” 80 pg ul”
259+ 3.9 % (3) 285+5.7% (3) 26.6 = 4.8 % (4)

14 3 4 Microdidlisis

Entre 16 v 24 h después de la implantacion, la entrada de la sonda se conecta a través
de un pivote giratorio (Single cannel 375 series swivel, Instech, EE.UU.) a un tubo de politeno
(diametro interior = 0.28 mm, didmetro exterior = 0.61 mm, Portex Ltd, Reino Unido) que a su
vez estd conectado a una bomba de precision de microdialisis (Pump 22, Harvard Apparatus,
EE.UU.). Diversas jeringas (Hamilton Microliter™ Syringe, Suiza) se llenan con LCR
artificial conteniendo acido salicilico (0.5 mM) (composicidén del LCR: NaCl 125 mM, KCl
2.5 mM, MgCl,.6H,0 .18 mM, CaCl,.2H,0 1.26 mM) previamente filtrado (filtros de nylon,
didmetro 47 mm, tamafio del poro = 0.2 um, Waters) y desgasificado al vacio. El flujo es de 1 pl'
min™. Un tubo de 40 cm (FEP-Tubing, CMA/Microdialysis AB, Suecia) se conecta a la salida
de la sonda. Una vez que el dializado comienza a salir por ¢l extremo del tubo de salida, se
deja estabilizar el sistema 1 h. Al cabo de esta hora se empezan a recoger muestras cada 30
min en eppendorf de 300 pl. El dializado se almacena a -80 °C hasta su analisis.

La dialisis se continua durante un total de 8 h recogiendo por tanto un total de 16
muestras por rata. Al cabo de las 8 h las ratas se sacrifican con una sobredosis de
pentobarbital. La correcta localizacion de cada sonda se venfica histologicamente tras la

perfusién de azul de metileno a traves de la sonda para marcar el trayecto.
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111.4.3.5 Cuantificacién de la concentracion de 2,3-y 2,5-DHBA

Las muestras se analizaron por h.p.l.c. con detecciéon culométrica. La fase movil
utilizada tenia una composicién de 0.025 M KH,PO,, 10 % metanol y 20 % acetonitrilo en
agua para h.p.l.c. ajustado a pH 3.7 con écido fosférico, filtrada (filtros de nylon, didmetro 47.
mm, tamafio del poro = 0.2 um, Waters) y desgasificada al vacio. El flujo fue de 1ml min™ y el
potencial de la célula analitica fue 400 mV con una sensibilidad de 1 pA. El sistema de h.p.l.c.
consistié en una bomba (Waters 510) unida a un injector manual {Volumen de inyeccion = 20
ul, Rheodyne), una columna de fase reversa C, 250 x 4.60 mm (Phenomenex, EE.UU.) con
precolumna y detector culométrico (Cuolochem® 11 Modelo 5200A, ESA, EE.UU.). La
corriente fue monitorizada mediante un programa de ordenador (Axxiom 747, Quadrant
Scientific Ltd, Reino Unido). Los estandares usados para la identificacion y cuantificacion de
picos fueron los acidos 2,3- y 2,5-DHBA. Las soluciones madres de estos estindares se
prepararon en 50 % metanol y 50 % agua desionizada. La concentracién del estandar fue de 80

ng ml" en fase movil para ambos compuestos.

Tiempos de retencion y limite de deteccion en las condiciones utilizadas

Tiempo de retencién (min) Limite de deteccion (pg)
2,5-DHBA 7.9 40
2,3-DHBA 9.7 38

I11.4.4 Determinacion de DA y sus metabolitos en el dializado estriatal

[I14.4.1 Implantacion de sondas

La implantacién de las sondas se realizé siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente (ver apartado I11.4.3.1) con la diferencia de que se situaron en el estriado

siguiendo las coordenadas descritas en el atlas de Konig y Klippel (1963); tomando como
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referencia la linea interaural: anteropostetior +0.79 cm, mediolateral -0.25 ¢cm y dorsoventral -

0.8 cm.

111 4.4.2 Fraccién de extraccion de las sondas

DA

1 pg ! 3pgpl’ 9 pg pl” 27 pg pl”
265+5.5% (2) 265+ 3.9 % (4) 73.8+2.6 % (4) 240+ 1.2 % (4)

DOPAC

100 pg pl* 300 pg pl” 900 pg pi” 2700 pg ul?
BRT1T% @) | 265:13%@) | 278:09%@) | 283+09% @)

HVA

150 pg pl”! 450 pg pl* 1350 pg pl! 4050 pg ul”
280L14% @ | 260210% @) | 265+10%@) | 273409% @)

i114.4.3 Microdidlisis

La micredialisis se llevé a cabe como esta descrito en la seccion 111.4.3.4 con la dnica.
diferencia de que los tubos de recogida de muestra contenian 5 pl de una solucién de acido
perclorico 0.01 M, cisteina 0.2 % y metabisulfito sédico 0.2 % para evitar la degradacién de la

dopamina y sus metabolitos.

111.4.4.4 Cuantificacion de la concentracion de DA y sus metabolitos

Las muestras se analizaron por h.p.l.c. con deteccion culométrica. La fase movil estaba
compuesta por KH,PO, (0.05 M), dcido octanosuifonico (I mM), EDTA (0.1 mM) y metanol 14
% en agua para h.p.l.c. ajustada a pH 3 con acido ortofosforico. La fase mévil fue filtrada (filtros
de nylon, didmetro 47 mm, tamafio del poro = 0.2 um, Waters) y desgasificada al vacio. El flujo.

fue de 1 ml min” y el potencial de la célula analitica fue de 400 mV con una sensibilidad de 2
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LA. El sistema de h.p.l.c. consistié en una bomba (Waters 510) unida a un injector manual
(Volumen de inyeccion = 20 pl, Rheodyne), una columna de fase reversa (Spherisorb ODS2, 5-
pm, 150 x 3.9 mm, Waters) con precolumna y detector culométrico (Cuolochem® 1I Modelo
5200A, ESA, EE.UU.). La corriente fue monitorizada mediante un programa de ordenador
(Axxiom 747, Quadrant Scientific Ltd, Reino Unido). Los estindares utilizados para la
identificacion y cuantificacion de picos fueron DA, DOPAC y HVA. Las soluciones madres se
hicieron en la solucién de acido perclorico anteriormente descrita (ver apartado II1.3.1.1). La
solucién final contenia 50 ng mg' DA, 50 ng mI" DOPAC y 100 ng mi' HVA, en LCR

artificial.

Tiempos de retencién y limite de deteccion en las condiciones utilizadas

Tiempo de retencion (min) Limite de deteccion (pg)
DOPAC 6.0 30
DA 8.5 8
HVA 15.3 125

I11.5 MEDICION DE LA TEMPERATURA RECTAL

Cada 30 min se midié la temperatura rectal de las ratas usando una sonda especial para
roedores acoplada a un lector digital (P9005 Thermometer, Type K, Portec, Reino Unido) e.

introduciéndola 2.5 cm por el recto de la rata.

1.6 FARMACOS Y REACTIVOS QUIMICOS

{£)3,4-metilenodioximetanfetamina (clorhidrato, MDMA), (Servicio de Restriccion de

Estupefacientes, Ministerio de Sanidad)

o-fenil-N-tert-butil nitrona (PBN), azul de metileno (trihidrato), N-etil-o-metil-m-

(triftuorometil)fenetilamina (clorhidrico), L-3,4-dihidroxifenil alanina (meti} ester; L-DOPA),
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D,L-serina 2[(2,3,4-trihidroxifenil)metil] hidrazida (clorhidrico), 4cido salicilico (acido 2-
hidroxibenzoico), acido octanosulfdnico (sal sédica), 5-hidroxitriptamina (complejo de sulfato de
creatinina; serotonina, 5-HT), acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), 3-hidroxitiramina
(clorhidrico; 3,4-dihidroxyfeniletilamina; dopamina; DA), 4cido 3,4-dihdroxifenilacético (Acido
homoprotocatecuico; DOPAC), acido 4-hidroxi-3-metoxifenilacético (dcido homovanilico;
HVA), polietilenimina, Tris(hidroximetil)aminometano (Trizma®), sulfato dodecil sodico
(sulfato de lauril; SDS), albimina bovina, reactivo Folin (Folin & Ciocalteu’s phenol reagent),
4cido 2,3-dihidroxibenzoico (2,3-DHBA) y acido 2,5-dihidroxibenzoico (4cido gentisico; 2,5-
DHBA) obtenidos de Sigma-Aldrich Quimica (Espafia).

Cluoro célcico (CaCl,.H,0), potasio dihidrogenofosfato (KH,PQ,), sal disodica dihidrato
del acido -etilendinitrilotetraacético (Tritiplex ® III; EDTA), l-cisteina, carbonato sddico
(Na,CQ,), tartrato sodico (dihidrato; C,H,O¢Na,.2H,0) y hidroxilo sodico (NaOH) obtenidos de
Merck (Alemania).

Cluoro sodico (NaCl), cluoro potasico (KCl1), cluoro magnésico (MgCl,.6H,0), acetonitrilo
(CH,CN), metanol para HPLC (CH,0OH), acido ortofosforico (H,PO,) y acido clorhidrico (HCI),
cobre II sulfato 5-hidrato (CuSO,.5H,0) obtenidos de Panreac (Espatia).

Pentobarbital (sddico; Euta-Lender) obtenido de Laboratorios Normon (Espafia). Agua
para h.p.l.c. obtenido de Scharlau (Barcelona, Espafia). ['H]Paroxetina obtenida de DuPont
(EE.UU). Emulsifier-Safe (liquido de centelleo) obtenido de Packard Instrument BV (Holanda).

1.7 ESTADISTICA

La evaluacion estadistica de los resultados procedentes de los estudios de
neurotoxicidad se llevé a cabo utilizando un analisis de varianza de 1 via seguido del test de.
Newman-Keuls (Tallarida). La comparacién estadistica de las curvas de temperatura y de las
curvas de concentracion en los estudios de microdidlisis se realizé mediante un andlisis de
varianza (ANOVA) de 2 vias para medidas repetidas (BMDP Dynamic, Cork, Irlanda):

programa 2V cuando el nimero de observaciones fue igual en todos los grupos o programa 5V
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cuando el namero de datos fue diferente. En ambos casos se utilizé el tratamiento como el
factor entre sujetos y el tiempo como Ja medida repetida. Se efectud la comparacion de los
grupos antes y después de recibir el tratamiento respectivo. La comparacion estadistica en la

Figura 36 se llevo a cabo utilizando una t de Student (Tallarida).
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Resultados

IV.1 EFECTO DE LA o-FENIL-N-TER-BUTIL NITRONA (PBN)
SOBRE LA NEUROTOXICIDAD INDUCIDA POR MDMA

Para evaluar los efectos neurotdxicos de la MDMA, los animales fueron sacrificados 7 dias

después de la administracion de la droga.

IV.1.1 Efecto de MDMA sobre la concentracion de 5-HT y 5-HIAA

Una inyeccién tinica de MDMA 5 mg kg, i.p. no produjo cambio alguno en los
niveles de serotonina (5-HT) en las estructuras estudiadas, es decir, el hipocampo, la corteza y
el estriado 7 dias después de su administracién. Sin embargo, produjo una ligera disminucién
de la concentracion del acido S-hidroxiindol acético (5-HIAA) en el hipocampo y estriado. La
administracién de MDMA 10 6 15 mg kg, i.p. origind una disminucién significativa y dosis-
dependiente del contenido indolico en las areas cerebrales estudiadas (Fig. 5).

Una dosis mas alta de MDMA (20 mg kg™, i.p.) se administrd inicialmente pero se

descartd por producir un alto porcentaje de mortalidad.

V.12 Efecto de MDMA sobre la densidad de los lugares de recaptacion de 5-HT en la

corteza cerebral

La administracién de MDMA 5 mg kg, i.p. no modificé la densidad de los lugares de
recaptacion de 5-HT después de 7 dias. La administracion de dosis mas altas de MDMA, 10 y
15 mg kg'', i.p. produjo una disminucién dosis-dependiente de la densidad de los lugares de
recaptacion de S5-HT puesto que redujo la fijacion de [‘H]paroxetina al transportador

presinaptico de 5-HT (Fig. 6).
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IV.1.3 Efecto de MDMA sobre la concentracion estriatal de DAy DOPAC

Ninguna de las dosis administradas de MDMA (5, 10 y 15 mg kg?, i.p.) produjo
cambios en los niveles de dopamina (DA), ni del acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) en

el estriado 7 dias después del tratamiento (Tabla 2).

IV.1.4 Efecto de PBN sobre la disminucién del contenido inddlico inducido por MDMA

La administracion de PBN (120 mg kg, i.p.) 10 min antes y 120 min después de
MDMA (15 mg kg', i.p.) previno parcialmente la pérdida del contenido indélico en el
hipocampo, corteza y estriado inducida por MDMA 7 dias después del tratamiento (Fig. 7).

PBN (120 mg kg", i.p.) administrado 10 min antes y 120 min después de salino no
modifico la concentracidn indolica cerebral puesto que los niveles de 5-HT y de 5-HIAA en elA
hipocampo, corteza o estriado de estos animales fueron similares a los obtenidos en ratas

tratadas inicamente con salino 7 dias antes (Fig. 7).

V1.5 Efecto de PBN sobre la disminucion de la densidad de los lugares de recaptacion de 5-
HT inducida por MDMA

La administracion de PBN (120 mg kg', i.p.) 10 min antes y 120 min después de
MDMA (15 mg kg, i.p.) previno parcialmente la pérdida de la densidad de los lugares de
recaptacion de 5-HT en el hipocampo y la corteza inducida por MDMA 7 dias después del
tratamiento (Fig. 8). |

PBN (120 mg kg”, i.p.) administrado 10 min antes y 120 min después de salino no
modificé la densidad de los sitios de recaptacion de 5-HT, puesto que la fijacion de
[H]paroxetina en la corteza e hipocampo de estos animales fue similar a la observada en

animales tratados Gnicamente con salino 7 dias antes (Fig. 8).
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IV 1.6 Efecto de PBN sobre la concentracion estriatal de DA y DOPAC en ratas tratadas con
MDMA

La administracion de PBN (120 mg kg’, i.p.) 10 min antes y 120 min después de
MDMA (15 mg kg, i.p.) no modificé los niveles de DA y DOPAC en el estriado al cabo de 7
dias (Tabla 3).
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0.05,%*P < 0.01 vs MDMA 10 mg kg”'; (Newman-Keuls).
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Figura 6. Efecto de la administracién tnica de MDMA (5, 10 6 15 mg kg™, i.p.) o salino sobre
la fijacion de [3H]paroxetina (fmol mg' proteina) en la corteza cerebral 7 dias después del
tratamiento. Los resultados se muestran como la media + EEM (n = 6-10). **P < 0.01 vs
salino, P < 0.05 vs MDMA 10 mg kg'; (Newman-Keuls).

Tabla 2. Efecto de la administracion tinica de MDMA (5, 10 6 15 mg kg™, i.p.) o salino sobre

la concentracién de dopamina (DA) y acido 3,4-dihidroxifenil acético (DOPAC) en el estriado
7 dias después del tratamiento.

-y

Tratamiento DA (ng g tejido) DOPAC (ng g tejido)
Salino 9104.7 = 229.7 (9) 1089.3 £ 48.4 (9)
MDMA 5 mg kg’ 8767.0 £ 216.1 (6) 936.6 + 35.4 (6)
MDMA 10 mg kg 8817.0 = 375.0 (8) 1043.5 £ 53.8 (8)
MDMA 15 mg kg 8753.5 +257.6 (10) 948.4 + 19.4 (10)

Los resultados se muestran como la media + EEM.
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Figura 7. Efecto de la administracion de PBN (120 mg kg™, i.p.) 0 salino 10 min antes y 120

min después de la administraciéon de MDMA (15 mg kg,
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Figura 8. Efecto de la administracién de PBN (120 mg kg™, i.p.) o salino 10 min antes y 120
min después de la administracion de MDMA (15 mg kg, i.p.) o salino sobre la fijacién de
[3H]paroxetina (fmol mg' proteina) en la corteza cerebral (a) y en el hipocampo (b) 7 dias
después del tratamiento. Los resultados se muestran como la media £ EEM (n = 5-16). **P <
0.01 vs salino, “P < 0.05, **P < 0.01 vs MDMA 15 mg kg''; (Newman-Keuls).

Tabla 3. Efecto de la co-administracion de PBN (120 mg kg™, i.p.) y MDMA (15 mg kg, i.p.)
sobre la concentracidon de dopamina (DA) y acido 3,4-dihidroxifenil acético (DOPAC) en el
estriado 7 dias después.

Tratamiento DA (ng g tejido) DOPAC (ng g tejido)
SAL/SAL/SAL 8881.7+£239.0(11) 1110.6 +£44.0(11)
SAL/MDMA/SAL 8590.3 £ 243.9 (15) 1050.9 + 38.5 (15)
PBN/MDMA/PBN 8440.8 £ 290.7 (16) 1041.2 +£47.3 (16)
PBN/SAL/PBN 8838.1 £ 709.9 (5) 1087.6 £ 59.8 (5)

PBN se administré 10 min antes y 120 min después de MDMA. Los resultados se muestran
como la media = EEM. '
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IV.2 EFECTO DE PBN SOBRE LA TOXICIDAD AGUDA DE LA
MDMA

Para evaluar los efectos agudos de la MDMA, los animales fueron sacrificados 4 h después de

la administracién de la droga.

IV.2.1 Efecto de MDMA sobre la concentracion cerebral de 5-HT y 5-HIAA

MDMA (15 mg kg',i.p.) produjo una marcada disminucion (74 % aproximadamente)
de la concentracion de 5-HT y de su metabolito, S-HIAA en el hipocampo, estriado y corteza

cerebral 4 h después de su administracion (Fig. 9).

1V.2.2 Efecto de MDMA sobre la densidad de lugares de recaptacion de 5-HT en corteza

cerebral

La administracién de MDMA (15 mg kg™, i.p.) no modificé la densidad de los lugares
de recaptacion de 5-HT en la corteza cerebral 4 h después de su administracion, puesto que no

alteré la fijacion de [*H]paroxetina al transportador de 5-HT (Fig. 10).

IV.2.3 Efecto de MDMA sobre la concentracion estriatal de dopamina y sus metabolitos

MDMA (15 mg kg”, i.p.) produjo un incremento en la concentracion de DA en el
estriado 4 h después de su administracién. No se observaron cambios significativos sobre los

niveles de sus metabolitos, DOPAC y 4cido homovanilico (HVA} (Fig. 11).
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IV.2.4 Efecto de MDMA sobre la temperatura rectal

La temperatura rectal de las ratas se monitorizo6 a lo largo de las 5 horas siguientes a la
administracion de MDMA 5, 10 6 15 mg kg”'. MDMA produjo un aumento dosis-dependiente
de la temperatura que se mantuvo a lo largo del experimento. Esta respuesta hipertérmica

alcanzé un pico 1 h después de la administracién de MDMA 10 6 15 mg kg (Fig. 12).

IV.2.5 Efecto de PBN sobre la disminucion del contenido inddlico inducido por MDMA

La administracion de PBN (120 mg kg, i.p.) 10 min antes y 120 min después de
MDMA (15 mg kg, i.p.) no produjo ningiin cambio sobre la disminucion del contenido
indélico inducido por MDMA en corteza y estriado 4 h después de su administraciéon. En
hipocampo produjo un ligero pero significativo aumento de la concentracién de 5-HIAA (17
%) (Fig. 9).

La administracién de PBN (120 mg kg™, i.p.) 10 min antes y 120 min después de salino
no produjo ningin cambio en ¢l contenido indolico cerebral en comparacion con ratas tratadas

con salino Unicamente (Fig. 9).

IV.2.6 Efecto de PBN sobre la densidad de los lugares de recaptacion de 5-HT en la corteza
cerebral de ratas tratadas con MDMA

La densidad de los lugares de recaptacion de 5-HT en ratas inyectadas con PBN (120
mg kg, i.p.) 10 min antes y 120 min después de MDMA fue similar a la observada 4 h
después en ratas tratadas con MDMA unicamente (Fig. 10).

La administracién de PBN (120 mg kg, i.p.) 10 min antes y 120 min después de salino
no produjo ningun cambio en la densidad de los lugares de recaptacién de 5-HT en

comparacion con ratas tratadas con salino unicamente (Fig. 10).
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IV.2.7 Efecto de PBN sobre la concentracion estriatal de DA y sus metabolitos en ratas

tratadas con MDMA

La administracién de PBN (120 mg kg, i.p.) 10 min antes y 120 min después de
MDMA (15 mg kg™, i.p.) aumenté la concentracion de IIVA en el estriado 4 h después (Fig.
11). En estos animales no se detecto ninglin cambio en la concentracién de DA ni de DOPAC
en comparacion con la observada en ratas inyectadas con MDMA tnicamente.

La administraciéon de PBN (120 mg kg™, i.p.) 10 min antes y 120 min después de salino
no produjo ningin cambio en el contenido catecolico estriatal en comparacién con ratas

tratadas con salino unicamente (Fig. 11).

IV.2.8 Efecto de PBN sobre la hipertermia inducida por MDMA

PBN (120 mg kg, i.p.) administrado 10 min antes y 120 min después de MDMA (15

mg kg', i.p.) no modificé la respuesta hipertérmica subsiguiente a la administracién de

MDMA 15 mg kg (Fig. 13).

PBN (120 mg kg') administrado 10 min antes y 120 min después de salino produjo una
respuesta hipotérmica, de tal manera que en estos animales se detectaron temperaturas rectales

3 °C por debajo de las observadas en animales controles (Fig. 13).
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min después de la administracion de MDMA (15 mg kg', ip.) o salino sobre las
concentraciones (ng g’ tejido) de DA, DOPAC y HVA en estriado 4 h después de la
administracion de MDMA. Los resultados se muestran como la media £ EEM (n = 5-6). *P <
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Figura 12. Efecto de la administracién Gnica de MDMA (5, 10 6 15 mg kg, i.p.) o salino
sobre la temperatura rectal (°C) de las ratas. La flecha indica el momento de la inyeccién. Los
resultados se muestran como la media £ EEM (n = 4-8). No hubo diferencia entre las
temperaturas basales de los animales. Tras el tratamiento hubo una diferencia significativa en
la temperatura rectal de los animales (F(3,20) = 33.55, P < 0.001). La administracién de.
MDMA 5 mg kg' aumentd ligeramente la temperatura (F(1,10) = 8.83, P < 0.05) en
comparacién con salino. La administracion de MDMA 10 y 15 mg kg™ produjo respuestas
hipertérmicas mas acusadas (F(1,12) = 5527, P < 0.001 y F (1,8) = 268.99, P < 0.001
respectivamente); (ANOVA de 2 vias).
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Figura 13. Efecto de la administracién de PBN (120 mg kg, i.p.) o salino 10 min antes y 120
min después de la administracién de MDMA (15 mg kg™, i.p.) o salino sobre la temperatura
rectal (°C) de las ratas. Las flechas indican el momento de la inyeccion. Los resultados se
muestran como la media + EEM (n = 5-16). No hubo diferencia en las temperaturas basales de
los cuatro grupos. Tras el tratamiento hubo una diferencia significativa en la temperatura rectal
de los animales (F(3,39) = 1781.32, P < 0.001). La administraciéon de MDMA produjo una
respuesta hipertérmica significativa en comparacion con ratas tratadas con salino (F(1,20) =
83.44, P < 0.001). La administracion de PBN a ratas tratadas con MDMA no alterd esta
respuesta hipertérmica (F(1,27) = 4.19, n.s.). Sin embargo, la administracion de PBN
disminuyd significativamente la temperatura rectal de animales tratados con salino (F(1,12) =
246.64, P <0.001); (ANOVA de 2 vias).
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Resultados

IV.3 FORMACION DE RADICALES HIDROXILO INDUCIDA POR
MDMA: EFECTO DE PBN

[V.3.1 Efecto de MDMA sobre la concentracion de los dcidos 2,3- y 2,5-DIBA en el
dializado de hipocampo

La determinacion de radicales hidroxilo ("OH) se realizé6 mediante microdidlisis
intracerebral in vive utilizando el método atrapador del salicilato. Para ello se implanté una
sonda de microdidlisis en el hipocamapo que se perfudié 24 h después con liquido
cefalorraquideo (LCR) artificial conteniendo salicilato. La formacién de los acidos 2,3-y 2,5-
dihidroxibenzoicos (DHBA) se considerd un indice de la generacion de radicales "OH (ver
I11.4.3.2)

La dosis de MDMA 5 mg kg no se utilizé en estos experimentos ya que no produjo-
neurotoxicidad a los 7 dias de su administracion. La administracién de MDMA 10 mg kg
aument$ inicamente la concentracion de 2,5-DHBA (Fig. 14b). Sin embargo MDMA, a la
dosis de 15 mg kg' aumentd tanto la concentracion de 2,3-DHBA como la concentracion de
2,5-DHBA en el dializado (Fig. 14a,b). Este incremento, que fue aproximadamente de un 40%
sobre los niveles observados en ratas tratadas con salino en el caso de 2,3-DHBA y algo menor

en el caso de 2,5-DHBA, se mantuvo a lo largo del periodo de recogida de muestras (6.5 h).

IV.3.2 Efecto de MDMA sobre la temperatura rectal de ratas sometidas a didlisis

La administracion de MDMA 10 mg kg, i.p., produjo un aumento significativo en la
temperatura rectal de los animales que se mantuvo a lo largo de las 6.5 h de observacion (Fig.
15).

La administracion de MDMA 15 mg kg produjo una respuesta hipertérmica mayor

que alcanz6 un pico maximo de 2 °C 1 h después de la inyeccion (Fig. 15).
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IV.3.3 Efecto de PBN sobre la concentracion de 2,3- y 2,5-DHBA en el dializado de
hipocampo de ratas tratadas con MDMA

La administracion de PBN (120 mg kg, i.p.) 10 min antes y 120 min después de
MDMA (15 mg kg, i.p.) previno ¢l incremento de la concentracién de 2,3-DHBA y 2,5-
DHBA originado por la administracién de MDMA 15 mg kg en el dializado de hipocampo
(Fig. 16a,b); de tal manera que los niveles de los acidos dihidroxibenzoicos en los animales
inyectados con PBN + MDMA fueron similares a los detectados en salino. No se observo
ninguin cambio en la concentracion de 2,5-DHBA (Fig. 16b).

La administracién de PBN (120 mg kg, i.p.) 10 min antes y 120 min después de salino
no origind ningln cambio en los niveles de 2,3-DHBA en el dializado respecto a los
observados en ratas tratadas con salino (Fig. 16a,b). Sin embargo PBN produjo una ligera

disminucién en los niveles de 2,5-DHBA en el dializado.

IV.3.4 Efecto de PBN sobre la hipertermia inducida por MDMA en ratas sometidas a

microdialisis

PBN (120 mg kg, i.p.) administrado 10 min antes y 120 min después de salino-
produjo una marcada hipotermia de aproximadamente 2°C por debajo de la temperatura de
ratas tratadas con salino. Cuando PBN se co-administré con MDMA 15 mg kg™ no modificé la

respuesta hipertérmica producida por MDMA 15 mg kg™ (Fig. 17).

IV.3.5 Efecto de MDMA sobre la conceniracion de 2,3 y 2,5-DHBA en el dializado de

hipocampo de ratas pretratadas con fenfluramina

Grupos de ratas fueron inyectadas con fenfluramina (15 mg kg, i.p.) o salino. Una
semana mas tarde se les implanté una sonda en el hipocampo y 24 horas después de la.

implantacion se comenzd el experimento de microdialisis (ver apartado 111.4.3.4).
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La administracién de MDMA 15 mg kg a ratas pretratadas con fenfluramina 15 mg
kg no modifico la concentracion de 2,3- y 2,5-DHBA en el dializado hipocampal de rata (Fig.

18a,b) en comparacion con la observada en ratas controles pretratadas con fenfluramina.

IV 3.6 Efecto de MDMA sobre la temperatura rectal de ratas pretratadas con fenfluramina

La administracién de MDMA (15 mg kg™, i.p.) a ratas pretratadas con fenfluramina (15
mg kg, i.p.) indujo una respuesta hipertérmica significativa con respecto a ratas tratadas con
salino. Sin embargo, la respuesta hipertérmica fue considerablemente menor que la inducida

por MDMA en ratas no tratadas con fenfluramina (Fig. 19).
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Figura 14. Efecto de la administracion tnica de MDMA (10 6 15 mg kg1, ip.) o salino sobre la
concentracion de (a) acido 2,3-dihidroxibenzoico (2,3-DHBA) vy (b) acido 2,5-dihidroxibenzoico (2,5-
DHBA) en el dializado del hipocampo de rata. La flecha indica el momento de la inyeccion. Los
resultados estan expresados en porcentaje respecto a la media de los 3 valores antes de la administracion
de MDMA. Cada punto representa la media £ EEM (n = 6-11). No hubo diferencia entre las
concentraciones basales de 2,3-DHBA 6 2,5-DHBA en los diferentes grupos. El tratamiento produjo un
efecto significativo tanto sobre los niveles de 2,3-DHBA (F(2,21) = 14.86, P < 0.001) como sobre los
niveles de 2,5-DHBA (F(2,22) = 5.34, P < 0.01). Posteriores analisis indicaron que tinicamente la dosis
de MDMA 15 mg kg-! aument6 significativamente la concentracion de 2,3-DHBA en ¢l dializado en
comparacion con salino (F(1,17) = 28.60, P < 0.001). Los niveles de 2,5-DHBA aumentaron
significativamente tras la administraciéon de ambas dosis de MDMA, 10 mg kg-1 (F(1,13) = 7.49, P <
0.01) 15 mg kg1 (F(1,17) =9.63, P < 0.01) en comparacion con salino; (ANOVA de 2 vias). Niveles
basales (pg pl-1) de 2,3-DHBA: sal 9.55 + 0.88, MDMA 10 mg kg-1 9.20 + 0.96, MDMA 15 mg kg1
10.77 £0.73; y 2,5-DHBA 11.52 + 1.29, MDMA 10 mg kg-1 11.82 + 0.95, MDMA 15 mg kg-1 11,01 =
1.14.
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Figura 15. Efecto de la administracion tnica de MDMA (10 6 15 mg kg™, i.p.) o salino sobre la
temperatura rectal (°C) de los animales sometidos a microdialisis. La flecha indica el momento
de inyeccion. Cada punto representa la media + EEM (n = 6-11). No hubo diferencia entre las
temperaturas basales. Tras el tratamiento hubo un aumento significativo en la temperatura rectal
(F(2,24)=27.8, P <0.001). Ambas dosis de MDMA, 10 mg kg (F(1,15)=11.7, P<0.01}y 15
mg kg (F(1,19) = 66.1, P < 0.001) aumentaron la temperatura rectal en comparacion con salino.
La respuesta hlperterrnlca producida por MDMA 15 mg kg fue significativamente mayor que la
originada por 10 mg kg™ (F(1,14) = 7.24, P < 0.025); (ANOVA de 2 vias).
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Figura 16. Efecto de la administracion de salino o PBN (120 mg kg, i.p.) 10 min antes y 120
min después de la administracion de MDMA (15 mg kg, i.p.) o salino sobre la concentracién de
(a} 2,3-DHBA y (b) 2,5-DHBA en el dializado del hipocampo de rata. Las flechas indican los
tiempos de inyeccidn. Los resultados estan expresados en porcentaje respecto a la media de los 3
valores antes de la administracion de MDMA. Cada punto representa la media =+ EEM (n = 7-
11). No hubo diferencia entre las concentraciones de 2,3-DHBA 6 2,5-DHBA de los diferentes
grupos antes del tratamiento y en el caso de 2,3-DHBA, tampoco después del tratamiento. La
administracion de PBN disminuyo los niveles de 2,5-DHBA en el dializado de ratas tratadas con
salino (F(1,7) = 4.12, P < 0.05); (ANOVA de 2 vias). Niveles basales (pg ul™) de 2,3-DHBA:
SALSAL/SAL 8.31 + 2.14, PBN/MDMA/PBN 7.61 + 0.82, PBN/SAL/PBN 7.70 + 1.03; y 2,5-
DHBA: SAL/SAL/SAL 9.39 + 2.28, PBN/MDMA/PBN 9.39 + 2.28, PBN/SAL/PBN 10.06 +
0.70.
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Figura 17. Efecto de la administracion de PBN (120 mg kg™', i.p.) 0 salino 10 min antes y 120
min después de la administracién de MDMA (15 mg kg, i.p.) o salino sobre la temperatura
rectal (°C) de animales sometidos a microdidlisis. Las flechas indican los tiempos de inyeccion.
Cada punto representa la media £ EEM (n = 7-11). No hubo diferencia en las temperaturas
basales de los cuatro grupos. Tras el tratamiento hubo una diferencia significativa en la
temperatura rectal de los animales (F(3,29) = 28.82, P < 0.001). La administracién de MDMA
produjo una respuesta hipertérmica significativa en comparacion con ratas tratadas con salino
(F(1,14) = 30.9, P < 0.001). La administracion de PBN a ratas tratadas con MDMA no alterd
esta respuesta hipertérmica. Sin embargo, la administracion de PBN disminuyé
significativamente la temperatura rectal de animales tratados con salino (F(1,11) = 36.3, P <
0.001); (ANOVA de 2 vias).
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Figura 18, Efecto de la administracion de MDMA (15 mg kg', i.p.) o salino sobre la
concentracion de (a) 2,3-DHBA y (b} 2,5-DHBA en el dializado de hipocampo de rata pretratada
con fenfluramina (FEN, 15 mg kg', ip.) 8 dias antes. La flecha indica el tiempo de
administracion. Los resultados estan expresados en porcentaje respecto a la media de los 3
valores antes de la administracion de MDMA. Cada punto representa la media + EEM (n = 6-7).
No hubo diferencia en las concentraciones de 2,3-DHBA 6 2,5-DHBA de los diferentes grupos,
ni antes ni después del tratamiento. Niveles basales (pg pl') de 2,3-DHBA: sal 10.95 £ 1.45,
MDMA 15 mg kg' 9.12 = 1.47; y 2,5-DHBA: sal 13.14 £ 1.92, MDMA 15 mg kg' 11.04 +
1.76.
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Figura 19. Efecto de la administracion de MDMA (15 mg kg™, i.p.) sobre la temperatura rectal
(°C) de los animales sometidos a microdialisis y tratados con fenfluramina (FEN, 15 mg kg,
i.p.) 8 dias antes. La flecha indica el tiempo de administracién. Cada punto representa la media +
EEM (n = 6-7). No hubo diferencia en las temperaturas basales. La administracion de MDMA
produjo un aumento en la temperatura rectal de las ratas en comparacion con salino (F(1,13) =
23.8, P <0.001). No obstante, la hipertermia fue menos que la producida por MDMA en ratas
controles (linea punteada) (Fig. 14); (ANOVA de 2 vias).
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Resultados

IV.4 FORMACION DE RADICALES HIDROXILO INDUCIDA POR
OTROS DERIVADOS ANFETAMINICOS

IV.4.1 Efecto de fenfluramina sobre la concentracion de 2,3- y 2,5-DHBA en el dializado de

hipocampo

La determinacién de radicales hidroxilo (*OH) se realiz0 mediante microdialisis
intracerebral in vivo utilizando el método atrapador del salicilato. Para ello se implanto una
sonda de microdialisis en el hipocampo que se perfundié 24 h después con liquido
cefalorraquideo (LCR) artificial conteniendo salicilato. La formacion de los 4cidos 2,3- y 2,5-
dihidroxibenzoicos (DHBA) se considerd un indice de la generacion de radicales *OH (ver
IM1.4.3.2)

La administracion de fenfluramina (15 mg kg™, i.p.) no origind ningun cambio en las
concentraciones de 2,3-DHBA y 2,5-DHBA en el dializado de hipocampo en comparacién con

salino (Fig. 20a,b).

1V 4.2 Efecto de fenfluramina sobre la temperatura rectal de ratas sometidas a microdidlisis

La temperatura rectal de los animales tratados con fenfluramina (15 mg kg™', i.p.) fue

similar a la observada en ratas inyectadas con salino (Fig. 21).

V4.3 Efecto de p-cloroanfetamina sobre la concentracion de 2,3- v 2,5-DHBA en el
dializado de hipocampo

La determinacion de radicales hidroxilo (*OH) se realizé mediante microdidlisis
intracerebral in vivo utilizando el método atrapador del salicilato. Para ello se implanté una
sonda de microdialisis en el hipocampo que se perfundi6 24 h después con liquido

cefalorraquideo (LLCR) artificial conteniendo salicilato. La formacién de los 4cidos 2,3- y 2,5-
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dihidroxibenzoicos (DHBA) se consideré un indice de la generacién de radicales *OH (ver
I11.4.3.2)

La administracion de PCA (5 mg kg'', i.p.) produjo un aumento significativo tanto en la
concentracion de 2,3-DHBA como en la concentracion de 2,5-DHBA en el dializado que

comenzd 2 h después de su administracion y se mantuvo durante 4.5 h (Fig. 22a,b).

V.44 Efecto de p-cloroanfetamina sobre la temperatura rectal de ratas sometidas a

microdialisis

La temperatura rectal de los animales aumentd rapidamente tras la administracion de
PCA (5 mg kg, i.p.) alcanzando un pico méaximo de hipertermia 1 h después de la inyeccion

(Fig. 23).
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Figura 20. Efecto de la administracién de fenfluramina (FEN, 15 mg kg™, i.p.) o salino sobre
la concentracion de (a) 2,3-DHBA y (b) 2,5-DHBA en el dializado de hipocampo de rata. La
flecha indica el tiempo de administracion. Los resultados estdn expresados en porcentaje
respecto a la media de los 3 valores antes de la administracion de MDMA. Cada punto
representa la media £ EEM (n = 9-11). No hubo diferencia entre las concentraciones de 2,3-
DHBA 6 2,5-DHBA de ambos grupos, ni antes ni después del tratamiento. Niveles basales (pg
ul"y de 2,3-DHBA: sal 9.55 = 0.88, FEN 15 mg kg™ 9.42 + 0.53; y 2,5-DHBA: sal 11.52 1.29,
FEN 15 mg kg™ 9.09 £ 0.59.
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Figura 21. Efecto de la administracién de fenfluramina (FEN, 15 mg kg™, i.p.) o salino sobre
la temperatura rectal (°C) de ratas sometidas a microdialisis. La flecha indica el tiempo de

administracién. Cada punto representa la media £ EEM (n = 9-11). No hubo diferencia entre
los tratamientos.
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Figura 22. Efecto de la administracién de p-cloroanfetamina (PCA, 5 mg kg™, i.p.) o salino
sobre la concentracion de (a) 2,3-DHBA y (b) 2.5-DHBA en el dializado de hipocampo de
rata. La flecha indica el tiempo de administracion. Los resultados estan expresados en
porcentaje respecto a la media de los 3 valores antes de la administracion de MDMA. Cada
punto representa la media + EEM (n = 9). No hubo diferencia en las concentraciones basales
de 2,3-DHBA ¢ 2,5-DHBA en ambos grupos. PCA aument6 los niveles de 2,3-DHBA
(F(1,15)=36.17, P <0.001) y 2,5-DHBA (F(1,18) = 8.83, P <0.01) en el dializado; (ANOVA
de 2 vias). Niveles basales (pg ul") de 2,3-DHBA: sal 8.10 + 0.53, PCA 5 mg kg 7.81 £ 0.77;
y 2,5-DHBA: sal 9.99 + 0.58, PCA 5 mg kg’ 10.03 + 1.06.
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Figura 23. Efecto de la administracién de p-cloroanfetamina (PCA, 5 mg kg, i.p.) o salino-
sobre la temperatura rectal (°C) de animales sometidos a microdialisis intracerebral in vivo. La
flecha indica el tiempo de administracion. Cada punto representa la media + EEM (n = 9). No
hubo diferencia en la temperaturas basales. La administracién de PCA aumentd

significativamente la temperatura rectal de los animales (F(1,16) = 51.22, P < 0.001);
(ANOVA de 2 vias).
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Resultados

IV.5 NEUROTOXICIDAD INDUCIDA POR OTROS DERIVADOS
ANFETAMINICOS A LARGO PLAZO

Para evaluar los efectos neurotéxicos de fenfluramina y p-cloroanfetamina, los animales

fueron sacrificados 7 dias después de la administracion de estos derivados anfetaminicos.

IV.5.1 Efecto de fenfluramina sobre la concentracion cerebral de 5-HT y 5-HIAA

Siete dias después de la administracion de fenfluramina (15 mg kg i.p.) se observo
una disminucién significativa de la concentracion de 5-HT y 5-HIAA en el hipocampo, la

corteza v el estriado en comparacion con ratas tratadas con salino (Fig. 24).

IV.5.2 Efecto de fenfluramina sobre la densidad de lugares de recaptacion de 5-HT en

corteza cerebral

Fenfluramina (15 mg kg™, i.p.) produjo una marcada disminucién de la densidad de los
lugares de recaptacion de 5-HT en la corteza cerebral de las ratas, 7 dias después de su

administracién en comparacion con ratas tratadas con salino (Fig. 25).

IV.5.3 Efecto de fenfluramina sobre la concentracion estriatal de DA y DOPAC

No se observo ningtin cambio en Jos niveles de DA ni de DOPAC en el estriado, 7 dias

después de la administracion de fenfluramina (15 mg kg'', 1.p.) (Tabla 4).
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IV.5.4 Efecto de fenfluramina sobre la temperatura rectal

La temperatura rectal de los animales tratados con fenfluramina (15 mg kg', ip.) fue
similar a la observada en ratas tratadas con salino durante las 5 h siguientes a la inyeccion

(Fig. 26).

IV.5.5 Efecto de p-cloroanfetamina sobre la concentracion cerebral de 5-HT y 5-HIAA

Siete dias después de la administracién de p-cloroanfetamina (PCA, 5 mg kg™’ i.p.) se
observé una disminucion significativa de la concentracion de S-HT y 5-HIAA en el

hipocampo, la corteza vy el estriado en comparacion con ratas tratadas con salino (Fig. 27).

IV.5.6 Efecto de p-cloroanfetamina sobre la densidad de los lugares de recaptacion de 5-HT

en la corteza cerebral

PCA (5 mg kg'', i.p.) produjo una marcada disminucién de la densidad de los lugares
de recaptacion de 5-HT en la corteza cerebral 7 dias después de su administracién en

comparacidn con ratas inyectadas con salino (Fig. 28).

IV.5.7 Efecto de p-cloroanfetamina sobre la concentracion estriatal de DA y DOPAC

No se observo ningtn cambio en los niveles de DA ni de DOPAC en el estriado 7 dias

después de la administracién de PCA (5 mg kg™, i.p.) (Tabla 5).

101



Resultados

IV 3.8 Efecto de p-cloroanfetamina sobre la temperatura rectal

PCA (5 mg kg, i.p.) produjo una marcada hipertermia que alcanzé un pico maximo 1
h después de su administracion y se mantuvo a lo largo de la 5 horas siguientes a la inyeccion

(Fig. 29).
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Figura 24. Efecto de la administracién de fenfluramina (FEN, 15 mg kg™, i.p.) sobre las
concentraciones indolicas (ng g tejido) en (a) el hipocampo, (b) la corteza y (c) el estriado 7
dias después del tratamiento. Los resultados se muestran como la media £ EEM (n = 4-5). **P
< (.01 vs salino; (Newman-Keuls).
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Figura 25. Efecto de la administracion de fenfluramina (FEN, 15 mg kg™, i.p.) o salino sobre
la fijacién de [’H]paroxetina en la corteza cerebral 7 dias después del tratamiento. Los
resultados se muestran como la media £ EEM (n= 6). **P < (.01 vs salino; (Newman-Keuls).

Tabla 4. Efecto de fenfluramina (FEN, 15 mg kg, i.p.) sobre la concentracion de DA y
DOPAC en el estriado 7 dias después del tratamiento.

Tratamiento DA (ng g tejido) DOPAC (ng g tejido)
Salino 7579.0+133.8 (10) 1019.8 £ 46.1 (10)
FEN 15 mg kg 8271.9% 234.1 (11)

1171.5 £66.0 (11)

Los resultados se muestran como la media £ EEM.
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Figura 26. Efecto de la administracion de fenfluramina (FEN, 15 mg kg, i.p.) o salino sobre
la temperatura rectal (°C) de los animales, La flecha indica el tiempo de administracion. Cada
punto representa la media = EEM (n = 6), No hubo diferencia entre los tratamientos.
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Figura 27. Efecto de la administracién de p-cloroanfetamina (PCA, 5 mg kg, i.p.) sobre las

concentraciones indolicas (ng g tejido) (a) el hipocampo, (b) la corteza y (c) el estriado 7 dias
después del tratamiento. Los resultados se muestran como la media + EEM (n = 6-7). **P <

0.01 vs salino; (Newman-Keuls).
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Figura 28. Efecto de la administracion de p-cloroanfetamina (PCA, 5 mg kg*, i.p.) o salino
sobre la la fijacion de [*H]paroxetina en la corteza cerebral 7 dias después del tratamiento. Los
resultados se muestran como la media + EEM (n = 6-7). **P < 0.01 vs salino; (Newman-
Keuls).

Tabla 5. Efecto de p-cloroanfetamina (PCA, 5 mg kg, i.p.) sobre la concentraciéon de DA y
DOPAC en el estriado 7 dias después de! tratamiento.

Tratamiento DA (ng g tejido) DOPAC (ng g” tejido)
Salino 7672.7 £ 1202.1 (6) 1283.4 + 74.5 (6)
PCA 5 mg kg 7667.7+ 254.9(7) 1243.0 + 45.9(7)

Los resultados se muestran como la media + EEM.
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Figura 29. Efecto de la administracién de p-cloroanfetamina (PCA, 5 mg kg, i.p.) o salino
sobre la temperatura rectal (°C) de los animales. La flecha indica el tiempo de administracion.
Cada punto representa la media £ EEM (n = 6-7). No hubo diferencia en la temperaturas

basales. La administracion de PCA aumenté la temperatura rectal de los animales (F(1,11) =
37.25, P <0.001); (ANOVA de 2 vias).

108



Resultados

IV.6 EFECTO DE L-3,4-DIHIDROXIFENIL ALANINA (L-DOPA) EN
RATAS TRATADAS CON MDMA

IV.6.1 Efecto de L-DOPA sobre la formacion de 2,3-DHBA y 2,5-DHBA inducida por MDMA

en el hipocampo

La administracién de MDMA 15 mg kg, i.p. produjo un aumento significativo tanto
de la concentracion de 2,3-DHBA como de la concentracion de 2,5-DHBA en el dializado de
hipocampo que se mantuvo durante al menos 6.5 h después de la administracion de la droga.
Cuando se administré L-DOPA (25 mg kg, i.p. + benserazida 6.25 mg kg, i.p.) 120 min
después de la inyeccion de MDMA, no se observo ninguna modificacion en el contenido de
2,3-DHBA ¢ 2,5-DHBA del dializado en comparacion con ratas tratadas con MDMA

unicamente (Fig. 30a,b).

IV.6.2 Efecto de L-DOPA sobre los efectos neurotdxicos inducidos por MDMA

MDMA 15 mg kg' i.p., una semana después de su administracién, produjo una
marcada disminucién de los niveles de 5-HT y de su metabolito, 5S-HIAA en hipocampo,
estriado y corteza cerebral (Fig. 31) y una reduccién de la densidad de los lugares de
recaptacion de 5-HT en la corteza cerebral de rata (Fig. 32). La administracion de L-DOPA (25
mg kg, i.p. + benserazida 6.25 mg kg, i.p.) 120 min después de la inyeccién de MDMA no
modificé la disminucién en los pardmetros serotoninérgicos mencionados inducida por

MDMA (Fig. 31, 32).
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Resultados

[V.6.3 Efecto de L-DOPA sobre la concentracién de DA y sus metabolitos en el dializado

estriatal de ratas tratadas con MDMA

La administracion de MDMA (15 mg kg', ip.) prodyjo un aumento de la
concentracién de DA en el dializado estriatal de aproximadamente el 650 %, inmediatamente
después de la inyeccién (Fig. 33). Se observé también una marcada disminucion en los niveles
de DOPAC (70 % aproximadmente) y HVA (68 % aproximadamente), alcanzando valores
minimos a los 60 y 120 min, respectivamente, de la administracion de la droga (Fig. 34a,b).

La administracién de L-DOPA (25 mg kg, i.p. + benserazida 6.25 mg kg™, i.p.) 120
min después de la administracion de MDMA (15 mg kg, i.p.) produjo un segundo pico de’
liberacién de dopamina 1 h después de la administracion de L-DOPA. Este segundo pico (450
% aproximadamente) fue mucho menor que el primero inducido por la administracién de
MDMA (Fig. 33). L-DOPA fue capaz de revertir la disminucién de la concentracién de
DOPAC y HVA inducida por MDMA en el dializado estriatal (Fig. 34a,b).

IV.6.4 Efecto de L-DOPA sobre la hipertermia inducida por MDMA

La administracién de MDMA (15 mg kg, i.p.) produjo una respuesta hipertérmica
aguda, alcanzando un pico maximo de aproximadamente 2°C 1 h después de la administracion.
La administracién de L-DOPA (25 mg kg, i.p. + benserazida 6.25 mg kg, i.p.) 120 min
después de la administracién de MDMA, produjo un segundo pico hipertérmico a los 30 min

de su administracion (Fig. 35, 36).

IV.6.5 Efecto de la administracion de L-DOPA con una dosis no toxica de MDMA

En esta serie de experimentos las ratas fueron inyectadas con L-DOPA (25 mg kg™, i.p.
+ benserazida 6.25 mg kg™, i.p.) 30 min antes que MDMA a una dosis no toxica (5 mg kg™,

i.p.) para investigar si el pretratamiento con el aminoidcido desencadenaba la toxicidad de la-

droga.
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Resultados

IV.6.5.1 Efecto de L-DOPA sobre diversos pardmetros serotoninérgicos en ratas tratadas con

MDMA

La administracién de MDMA 5 mg kg no produjo ningan cambio en el contenido
inddlico de la corteza cerebral pero si en el hipocampo y estriado donde produjo una ligera
disminucion en el contenido de S-HIAA. Tampoco produjo cambio en la densidad de los
lugares de recaptacion de 5-HT de la corteza cerebral (ver apartados IV.1.1 y IV.1.2).

La administracién de L-DOPA (25 mg kg', i.p. + benserazida 6.25 mg kg, i.p.) 30
min antes de la administracién de MDMA (5 mg kg, i.p.) no produjo ninguna modificacién
en el contenido indolico respecto al observado en ratas tratadas con MDMA 5 mg kg’
(nicamente (Fig. 37). Tampoco se detectd ningtn cambio en la densidad de los lugares de

recaptacion de 5-HT en la corteza cerebral con este tratamiento (Fig. 38).

IV.6.5.2 Efecio de L-DOPA sobre la concentracion de DA y sus metabolitos en dializado

estriatal de ratas tratadas con MDMA

La administraciéon de L-DOPA (25 mg kg, i.p. + benserazida 6.25 mg kg, i.p.) 30
min antes de [a administracion de MDMA (5 mg kg, i.p.) no modificé el incremento en la
concentracion de dopamina inducido por MDMA (Fig. 39). Sin embargo, produjo marcados
incrementos en las concentraciones de DOPAC y HVA en el dializado estriatal en lugar de las

disminuciones inducidas por MDMA (Fig. 40a,b).

IV.6.5.3 Efecto de L-DOPA sobre la hipertermia inducida por MDMA

La administracion de MDMA (5 mg kg, ip.) produjo un ligero aumento en la
temperatura rectal de los animales (Fig. 41). La administracion de L-DOPA (25 mg kg, i.p. +
benserazida 6.25 mg kg, i.p.) 30 min antes de la administracién de MDMA (5 mg kg'', i.p.)
no modificé la respuesta hipertérmica inducida por MDMA (Fig. 41)
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Figura 30. Efecto de la administracion de L-DOPA (25 mg kg, i.p. + benserazida 6.25 mg
kg', i.p.) o salino a ratas tratadas con MDMA (15 mg kg™, i.p.) o salino sobre la concentracién
de (a) 2,3-DHBA y (b) 2,5-DHBA en el dializado hipocampal de rata. Las flechas indican los
tiempos de administracion. Los resultados estan expresados en porcentaje respecto a la media
de los 3 valores antes de la administracion de MDMA. Cada punto representa la media + EEM
(n = 6-10). La administraciéon de L-DOPA a ratas tratadas con MDMA no modific6 la
concentracion ni de 2,3-DHBA ni de 2,5-DHBA en el dializado comparado con ratas tratadas
con MDMA. Niveles basales (pg pl™) de 2,3-DHBA: SAL/SAL 10.08 + 1.09, MDMA/SAL
7.93 + 0.85, MDMA/L-DOPA 7.37 + 0.78, SAL/L-DOPA 7.54 + 1.46; y 2,5-DHBA:
SAL/SAL 11.57 + 1.22, MDMA/SAL 8.85 + 0.82, MDMA/L-DOPA 9.08 + 1.26, SAL/L-
DOPA 7.79 £ 1.41.
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Figura 31. Efecto de la administracion de L-DOPA (25 mg kg, i.p. + benserazida 6.25 mg
kg', ip.) o salino a ratas tratadas con MDMA (15 mg kg, i.p.) o salino sobre las
concentraciones inddlicas (ng g tejido) en (a) el hipocampo, (b) la corteza y (c) el estriado 7
dias después. Los resultados se muestran como la media £ EEM (n = 5-8). *P < 0.05, **P <
0.01 vs salino; (Newman-Keuls).
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Figura 32. Efecto de la administracion de L-DOPA (25 mg kg, i.p. + benserazida 6.25 mg
kg', i.p.) o salino a ratas tratadas con MDMA (15 mg kg”, i.p.) o salino sobre fijacion de
[*H]paroxetina (fmol mg™ proteina) en la corteza cerebral 7 dias después del tratamiento. Los
resultados se muestran como la media + EEM (n = 5-7). *P <0.05 vs salino; (Newman-Keuls).
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Figura 33. Efecto de la administracién de L-DOPA (25 mg kg, i.p. + benserazida 6.25 mg
kg, i.p.) o salino a ratas tratadas con MDMA (15 mg kg™, i.p.) o salino sobre la concentracién
de DA en el dializado estriatal de rata. Las flechas indican los tiempos de administracién. No
hubo diferencia en las concentraciones basales, La administracion de MDMA produjo un
aumento en concentracion de DA en el dializado (F(1,9) = 74.34, P < 0.001). La
administracion de L-DOPA aument6 el efecto de MDMA sobre DA (F(1,10) = 9.57, P <
0.001). L-DOPA administrado a ratas tratadas con salino no modificé la concentracion de DA
en el dializado. Los resultados estdn expresados en porcentaje respecto a la media de los 3
valores antes de la administracién de MDMA. Cada punto representa la media £+ EEM (n = 5-
7); (ANOVA de 2 vias). Niveles basales (pg pl') de DA: SAL/SAL 0.83 + 0.15, MDMA/SAL
0.75 = 0.08, MDMA/L-DOPA 0.74 + 0.08, SAL/L-DOPA 0.70 £ 0.10.
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Figura 34. Efecto de la administracién de L-DOPA (25 mg kg™, i.p. + benserazida 6.25 mg
kg', i.p.) o salino a ratas tratadas con MDMA (15 mg kg, i.p.) o salino sobre la concentracién
de (a) DOPAC y (b) HVA en el dializado estriatal de rata. Las flechas indican los tiempos de
administracién. No hubo diferencia en las concentraciones basales. La administracion de
MDMA una disminuciéon en la concentracién de DOPAC (F(1,9) = 52.61, P < (.001) y HVA
(F(1,9) = 81.07, P < 0.001) en el dializado. La administraciéon de L-DOPA revirtidé la
disminucion en DOPAC (F(1,10) = 43.10, P < 0.001) y HVA (F(1,10) = 66.72, P < 0.001)
inducida por MDMA. L-DOPA administrado a ratas tratadas con salino increment$ la
concentracion de DOPAC en el dializado (F(1,10) = 24.54, P < 0.001) y HVA (F(1,10) =
27.30, P < 0.001). Los resultados estdn expresados en porcentaje respecto a la media de los 3
valores antes de la administracion de MDMA. Cada punto representa la media + EEM (n = 5-
7); (ANOVA de 2 vias). Niveles basales (pg pl") de DOPAC: SAL/SAL 252.0 + 22.8,
MDMA/SAL 297.7 + 35.3, MDMA/L-DOPA 261.0 + 35.3, SAL/L-DOPA 301.0 £ 32.7; y de
HVA: SAL/SAL 245.8 + 16.0, MDMA/SAL 245.8 £ 25.3, MDMA/L-DOPA 233.1 4+ 25.3,
SAL/L-DOPA 271.6 £ 27.7.
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Figura 35. Efecto de la administracion de L-DOPA (25 mg kg™, i.p. + benserazida 6.25 mg
kg, i.p.) o salino a ratas tratadas con MDMA (15 mg kg™, i.p.) o salino sobre la temperatura
rectal de los animales. Las flechas indican los tiempos de administracién. Cada punto
representa la media = EEM (n = 6-10). No hubo diferencia en las temperaturas basales. Tras el
tratamiento hubo una diferencia significativa (F(3,24) = 54.03, P < 0.001). La administracion
de MDMA produjo un aumento en la temperatura rectal (F(1,9) = 129.36, P < 0.001). La
administracion de L-DOPA a ratas tratadas con MDMA produjo un segundo pico de

hipertermia (F(1,11) = 4.12, P < (.05, a partir de la administracién de L-DOPA);, (ANOVA de
2 vias).
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Figura 36. Efecto de L-DOPA (25 mg kg, i.p. + benserazida 6.25 mg kg', i.p.) o salino
administrado 120 min después de MDMA (15 mg kg, i.p.) sobre la temperatura rectal de los
animales. El tratamiento con L-DOPA originé un aumento en la temperatura rectal de los
animales a los 30 min de su administracién, **P < 0.01 vs MDMA; (t de Student).
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Figura 37. Efecto de la administracién de L-DOPA (25 mg kg™, i.p. + benserazida 6.25 mg
kg, i.p.) o salino 30 min antes de MDMA (5 mg kg™, i.p.) o salino sobre las concentraciones
indélicas (ng g tejido) en (a) el hipocampo, (b) la corteza y (c) el estriado 7 dias después del
tratamiento. Los resultados se muestran como la media + EEM (n = 5-8). ** P < 0.01 vs
salino; (Newman-Keuls).
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Figura 38. Efecto de la administracién de L-DOPA (25 mg kg, i.p. + benserazida 6.25 mg
kg', i.p.) o salino 30 min antes d¢ MDMA (5 mg kg, i.p.) o salino sobre fijacién de
[’H]paroxetina (fmol mg™" proteina) en la corteza cerebral 7 dias después del tratamiento. Los
resultados se muestran como la media = EEM (n = 5-7).
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Figura 39. Efecto de la administraciéon de L-DOPA (25 mg kg, i.p. + benserazida 6.25 mg.
kg', i.p.) 30 min antes de¢ MDMA (5 mg kg”, i.p.) sobre la concentracién de DA en el
dializado estriatal de rata. Las flechas indican los tiempos de administracion. No hubo
diferencia en las concentraciones basales. La administracion de L-DOPA no modifico el efecto
de MDMA sobre la concentracion de DA en el dializado (F(1,8) = 0.09, n.s.). Los resultados
estan expresados en porcentaje respecto a la media de los 2 valores antes de la administracién
de L-DOPA. Cada punto representa la media + EEM (n = 4-6); (ANOVA de 2 vias). Niveles
basales (pg ul'") de DA: SAL/MDMA 0.32 + 0.02, L-DOPA/MDMA 0.51 + 0.06.
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Figura 40. Efecto de la administracién de L-DOPA (25 mg kg™', i.p. + benserazida 6.25 mg
kg, i.p.) 30 min antes de MDMA (5 mg kg, i.p.) sobre la concentracién de (a) DOPAC (b)
HVA en el dializado estriatal de rata. Las flechas indican los tiempos de administracion. No
hubo diferencia en las concentraciones basales. La administracion de L-DOPA revirtio la
disminucién en la concentracion de DOPAC en el dializado (F(1,10) = 20.55, P < (.001) y
HVA (F(1,9) = 47.82, P < 0.001) inducida por MDMA. Los resultados estan expresados en
porcentaje respecto a la media de los 2 valores antes de la administracion de L-DOPA. Cada
punto representa la media + EEM (n = 4-6); (ANOVA de 2 vias). Niveles basales (pg pl') de
DOPAC: MDMA/SAL 211.0 + 24.3, MDMA/L-DOPA 2873 + 45.2; y de HVA:
MDMA/SAL 203.1 + 10.5, MDMA/L-DOPA 289.7 + 56.8.
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Figura 41. Efecto de la administracion de L-DOPA (25 mg kg, i.p. + benserazida 6.25 mg
kg, i.p.) 30 min antes de MDMA (5 mg kg™, i.p.) sobre la temperatura rectal de los animales.
También se muestra la temperatura rectal de ratas tratadas con salino. Las flechas indican los
tiempos de administracion. No hubo diferencia en las temperaturas basales. MDMA produjo
un aumento en la temperatura rectal de los animales (F(1,10) = 7.15, P < 0.05). El
pretratamiento con L-DOPA no modificé la respuesta hipertérmica inducida por MDMA.
Cada punto representa la media + EEM (n = 4-6); (ANOVA de 2 vias).
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V. DISCUSION



Discusion

V.1 Radicales libres y neurodegeneracién por MDMA

F1 método atrapador del salicilato es una técnica que se desarrolié hace mas de 10 afios
y que consiste en determinar la formacion de los acidos 2,3- y 2,5-dihidroxibenzoicos (DHBA)
a partir del 4cido salicilico; ambos acidos se consideran un indice de la generacion de radicales
hidroxilo en el cerebro (Radzik y col., 1983; Floyd y col., 1984). El acido salicilico se puede
administrar tanto por via sistémica (i.p.) como por via central (ventriculo cerebral). Cuando se
administra via i.p. se considera que la formacion de 2,3-DHBA es un indice mas fiable de la
formacion de radicales libres en cerebro (Carney y Floyd, 1991; Ingelman-Sundberg y col.,
1991) puesto que una gran proporcion de 2,5-DHBA se puede formar también por
hidroxilacion enzimatica (citocromo P,5,) del salicilato en el higado (Halliwell y col., 1991). El
2,5-DHBA formado en la periferia puede llegar al cerebro a través de la circulacidén sistémica
y permanecer dentro de los vasos sanguineos cerebrales o penetrar en el parénquima cerebral.
La presencia de 2,5-DHBA en el plasma es particularmente relevante a la hora de evaluar el
contenido de radicales hidroxilo en el cerebro en respuesta a tratamientos gue alteran el flujo
sanguineo, la integridad de la barrera hematoencefalica o la funcion hepatica, como sucede en’
procesos de isquemia, hipoxia, lesiones cerebrales o tras la administracion de derivados
anfetaminicos. Teniendo en cuenta, por tanto, que la administracion sistémica de acido
salicilico conduce a la formacion de 2,5-DHBA en la periferia, se considera que la
administracion central de salicilato proporciona una estimacidén mas realista de la formacién de
radicales hidroxilo en el cerebro y evita el problema adicional de ensayar la concentracién de
acido salicilico en el cerebro. Una ventaja adicional de esta via de administracién es que el
atrapamiento de radicales hidroxilo en el cerebro no estd influenciado por cambios en la
funcién hepatica o en la integridad de la barrera hematoencefalica y seria menos susceptible a
alteraciones en el flujo sanguineo. La técnica utilizada en esta Tesis Doctoral, ia microdialiisis
intracerebral in vivo, permite, mediante la implantacion selectiva de la sonda, la medida de la-
formacion de radicales libres en una region cerebral determinada, concretamente en el

hipocampo, que es claramente susceptible a la neurodegeneracion inducida por MDMA.

En los estudios iniciales ensayamos y optimizamos las condiciones experimentales y

encontramos que la perfusion con acido salicilico a una concentracion de 5 mM utilizada por
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otros autores (Chiueh y col., 1992, 1993; Busto y col., 1995) resultaba en una linea de base
que disminuia con el tiempo, lo cual probablemente era debido al alto grado de acidez del
medio de dialisis. Una disminucién de 10 veces en la concentraciéon de 4cido salicilico en
liquido cefalorraquideo artificial produjo una solucion algo menos acida y una linea de base

estable,

Experimentos iniciales confirmaron la capacidad de la 3,4-metilenodioximetanfetamina
(MDMA) para producir dafio neurotoxico en ratas Dark Agouti (Colado y col., 1995; Colado y
Green, 1995) y en otras razas de ratas (Schmidt y col., 1986; Stone y col., 1986; Battaglia y
col., 1987). MDMA, una semana después de su administracion, produjo una degeneracién de
los terminales nerviosos serotoninérgicos que se manifestd por una disminucion en el
contenido de 5-HT y de su metabolito, 5-HIAA, y una reduccion en la densidad de lugares de’
recaptacion de 5-HT en diversas estructuras cerebrales. Puesto que estos sitios se encuentran
localizados en los terminales nerviosos presinapticos que contienen 5-HT, su disminucion es
indicativa de la pérdida de terminales y/o axones serotoninérgicos. El efecto producido por
MDMA sobre estos pardmetros serotoninérgicos fue dosis-dependiente, de tal manera que no
se observé efecto alguno a la dosis de 5 mg kg’ y apareci¢ una neurotoxicidad creciente a las
dosis de 10 y 15 mg kg'. MDMA no originé ningin cambio a largo plazo sobre la
concentracion estriatal de DA y de su metabolito, el acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC).
Estos resultados coinciden con datos procedentes de otros estudios en los que se demuestra la

relativa selectividad de esta droga neurotoxica por las neuronas serotoninérgicas (Schmidt y

Kehne, 1990; Colado y col., 1997b).

Tras la administracion de MDMA a la dosis de 10 mg kg se observd un pequefio
aumento en la concentracion de 2,5-DHBA (pero no de 2,3-DHBA) en el dializado de
hipocampo. Sin embargo, una dosis de MDMA de 15 mg kg™ produjo un incremento sostenido
y significativo de aproximadamente un 40% en la concentracion de 2,3- y 2,5-DHBA en el
dializado que comienza inmediatamente después de la administracién de la droga y se
mantiene por lo menos 5 h. Estos resultados indican que la administracion de MDMA origina
un incremento en la formacion de radicales hidroxilo en el cerebro de la rata. Se ha especulado
con la posibilidad de que la formacién de radicales libres fuera la consecuencia del dafio

neuronal y no la causa de la lesion. Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral descartan’
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la primera posibilidad puesto que 4 h después de la administracion de MDMA, momento en ¢l
que se observa un incremento en la formacion de radicales hidroxilo, no se detecta ningin
cambio en la densidad de los lugares de recaptacién de 5-HT. Otras neurotoxinas
dopaminérgicas también aumentan [a generacion de radicales libres en el cerebro de roedores.
La administracion de metanfetamina produce un incremento de un 35% y un 45% en las
concentraciones de 2,3-DHBA vy 2,5-DHBA, respectivamente, en tejido estriatal 1 h después
de la administracion sistémica de la droga (Fleckenstein y col., 1997). Un incremento similar,
en la concentracion de 2,3-DHBA en el dializado neoestriatal ha sido observado por el grupo
de Giovanni tras la administracion de metanfetamina (Giovanni y col., 1995). Otros autores
han demostrado que la perfusiéon de MPP+ a través de la sonda de microdialisis situada en el
nicleo caudado-putamen, incrementa de forma similar los niveles de ambos metabolitos del

acido salicilico (Chiueh y col., 1992, 1993).

De acuerdo con trabajos previos (Sanders-Bush y col., 1972; Fuller y col., 1975;
Colado y col., 1993; Murray y col., 1996) la administracion de otro derivado anfetaminico, p-
cloroanfetamina (PCA) también origina una degenecracion de los terminales nerviosos
serotoninérgicos, siendo mas potente que la MDMA para producir este efecto. Estudios
llevados a cabo recientemente demuestran que el atrapador de radicales libres, a-fenil-N-ter-
butil nitrona (PBN), previene la disminucion en el contenido inddlico y la pérdida de lugares
de recaptacidén de 5-HT inducidas por PCA y sugieren que este derivado anfetaminico podria
producir dafio neuronal incrementando la formacion de radicales libres (Murray y col., 1996).
Esta hipétesis ha sido confirmada por los datos obtenidos en esta Tesis Doctoral. La
administracion de PCA origina un incremento de la formacion de 2,3- y 2,5-DHBA en el
hipocampo de rata. A diferencia de la MDMA que produce un incremento inmediato en la
formacion de los acidos dihidroxibenzoicos, tras la administracion de PCA este efecto no se
detecta hasta 2 h después de la inyeccion. Este hecho podria reflejar diferencias existentes
entre ambos derivados anfetaminicos en la velocidad de degradacion a compuestos capaces de

generar radicales libres.
La inyeccibn de fenfluramina también produjo a largo plazo un efecto

neurodegenerativo sobre los terminales serotoninérgicos en diversas regiones cerebrales, un

efecto demostrado afios atras en diversas razas de ratas (Harvey y McMaster, 1975; Neckers y
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col., 1976; Colado y col., 1993) y recientemente en ratas Dark Agouti (Murray y col., 1996).
No obstante, los resultados obtenidos en este trabajo indican que tras la administracion de
fenfluramina no se produce un aumento en la formacion de radicales libres puesto que la
concentracién de 2,3- y 2,5-DHBA en el dializado permanece inalterada. Estos datos sugieren
que el dafio neurotéxico inducido por fenfluramina no implica la formacién de radicales libres,
y coinciden con resultados obtenidos recientemente en los cuales se demuestra que el PBN no

previene la neurotoxicidad cuando se co-administra con fenfluramina (Murray y col., 1996).

Con el fin de determinar si el incremento en la formacion de radicales libres inducido
por MDMA en el hipocampo se asocia con cambios producidos en las neuronas
serotoninérgicas, estudiamos el efecto de MDMA en ratas a las que 8 dias antes se les habia
inyectado fenfluramina para producir una neurodegeneracion de los terminales
serotoninérgicos en el hipocampo; la hipotesis inicial era que la administracion de MDMA a
estas ratas lesionadas produciria poco o ningtin incremento en la formacion de radicales libres.
Los resultados obtenidos indicaban que aunque se producia un pequefio incremento en la
concentracion de 2.3- y 2,5-DHBA en el dializado del hipocampo, la respuesta originada por
MDMA en los animales lesionados no fue significativamente diferente de la observada en los
animales controles. El pequefio incremento en la formacion de radicales libres se podria
explicar por el hecho de que fenfluramina, aunque disminuye en un 70% la fijacion de
[H]paroxetina, no produce una pérdida total de terminales nerviosos serotoninérgicos. Estos
datos sugieren que el incremento en la formacién de radicales libres se produce como
consecuencia de la recaptacion de MDMA en las neuronas serotoninérgicas y que los radicales
libres se estan formando en los terminales nerviosos serotoninérgicos. Observamos, por otra
parte, que en las ratas pre-tratadas con fenfluramina la respuesta hipertérmica inducida por
MDMA fue significativamente menor que en ratas controles, de lo que se deduce que la
inmediata liberacién de 5-HT inducida por MDMA estd directamente relacionada con la

hipertermia inducida por la droga.

Esta evidencia indirecta de que los radicales libres producidos por la administracion de
MDMA provienen de cambios selectivos originados dentro del terminal nervioso
serotoninérgico, explicaria a su vez porque el incremento en la concentracion de los acidos

dihidroxibenzoicos es relativamente modesto, comparado con el observado en otros modelos
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experimentales de neurodegeneracion. La administracion de una dosis de 15 mg kg’ de
MDMA produce un incremento de aproximadamente un 40% en la concentracion de 2,3-
DHBA que es practicamente el mismo aumento que se observa tras la administracion de una
dosis neurotdxica de metanfetamina (Giovanni y col., 1995). Sin embargo, procedimientos de
isquemia global, que presumiblemente inducen dafio en la mayor parte del tejido cerebral,
producen un incremento en la concentracién de 2,3- y 2,5-DHBA de un 200-300% (Globus y
col., 1995).

En estudios previos (Colado y Green, 1995; Yeh, 1996) se habia demostrado que el
efecto neurodegenerativo de la MDMA se atenuaba por la co-administracion de PBN, un
compuesto atrapador de radicales libres. Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral
demuestran que el PBN (120 mg kg™), incluso a dosis mas bajas que las utilizadas en los
trabajos mencionados (150 mg kg'), previene el incremento en la formacién de radicales
hidroxilo inducido por MDMA in vivo y atenta el dafio neurotéxico inducido por MDMA
puesto que previene parcialmente la disminucidn en el contenido indélico y la pérdida de
terminales nerviosos serotoninérgicos. Se podria sugerir, por tanto, que el efecto
neuroprotector del PBN es el resultado de su actividad atrapadora de radicales libres. Aunque
la proteccidn ejercida por PBN (30%) fue menor que la observada en estudios previos (Colado.
y Green, 1995), es necesario sefialar que la dosis de MDMA utilizada en esta Tesis Doctoral
fue mas alta y la dosis de PBN mas baja que en el estudio previo. PBN también se ha mostrado
eficaz para prevenir la formacion de radicales hidroxilo inducida por la administracion local de
glutamato en el estriado de la rata (Ferger y col., 1998; Lancelot y col., 1997) y para proteger
frente al dafio neuronal causado por la administracion sistémica repetida de MPTP (N-metil-4-

fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina, Fredriksson y col., 1997).

De los resultados mencionados en esta Tesis Doctoral se deduce que PBN previene los
efectos a largo plazo, pero no los agudos, producidos por MDMA sobre el contenido cerebral
de 5-HT. MDMA produce inmediatamente después de su administracion (4 h) una marcada
disminucion de la concentracion de 5-HT y de su metabolito, 5-HIAA en diversas regiones
cerebrales (Schmidt, 1987; Gibb y col., 1990). Este efecto se atribuye, fundamentalmente, a un
incremento en la liberacion del neurotransmisor. PBN, administrado siguiendo el mismo

protocolo que origind proteccion, no previno la pérdida en el contenido inddlico subsiguiente a
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la inyeccion de MDMA. Se podria sugerir, por tanto, que el efecto agudo producido por
MDMA sobre la liberacién de 5-HT es independiente del efecto neurodegenerativo. No
obstante, se ha sugerido que la neurodegeneracion a largo plazo podria resultar de la formacion
de metabolitos toxicos de 5-HT, tales como 5,6- ¢ 5,7-dihidroxitriptamina (Wrona y Dryhurst,‘
1991) o 5.5-dihidroxi 4,4’-bitriptamina (Wrona y col., 1992). Estos compuestos podrian
proceder de la oxidacion de la molécula de 5-HT mediada por los radicales hidroxilo que se
generan tras la administracion de MDMA. Sin embargo, esta hipotesis es poco probable
porque la administracion de 5-hidroxitriptéfano, que aumenta la sintesis de 5-HT y, por tanto,
la cantidad de 5-HT disponible para ser liberada en respuesta a MDMA, no potencia la

neurotoxicidad de la droga, sino que, por ¢l contrario, la atenva (Sprague y col., 1995).

Recientemente se ha demostrado que la administracion de PBN también previene el
dafio sobre las neuronas serotoninérgicas inducido por PCA, pero no por fenfluramina (Murray
y col., 1996). Estos datos, junto con aquellos que demuestran que el PBN protege frente al
dafio inducido por MDMA (Colado y Green, 1995; Yeh, 1996), indican contundentemente que
MDMA y PCA inducen la lesion neuronal por un mecanismo que implica la formacién de
radicales libres, mientras que el dafio producido por fenfluramina se produce por un
mecanismo diferente. Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral apoyan esta afirmacion,
ya que tanto MDMA como PCA incrementan la formacion de los acidos dihidroxibenzoicos en

el dializado del hipocampo mientras que fenfluramina no produce este efecto.

Especial atencion se ha prestado en este estudio a los cambios en la tempertura corporal
puesto que es ampliamente conocido que la hipotermia atenua la neurodegeneracion producida
no solamente por isquemia cerebral (Busto y col.,, 1987) sino también la degeneracion’
producida por la administracién de anfetaminas sustituidas (Farfel y Seiden, 1995; Broening y
col,, 1995). De la misma manera es posible que el dafio neuronal sea exacerbado por la

hipertermia (Broening y col., 1995; Stewart y col., 1997).

La temperatura rectal de las ratas Dark Agouti incrementa de manera dosis-dependiente
tras la administracién de MDMA. Se trata de una respuesta a la droga que es ampliamente
conocida (Colado y col., 1995; Colado y Green, 1995; Green y col., 1995) y que se atribuye a

la masiva liberacion de 5-HT del terminal nervioso inducida por MDMA. Esta hipétesis es
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apoyada por los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral ya que en los animales lesionados
con fenfluramina la respuesta hipertérmica consecutiva a la administracién de MDMA fue
considerablemente menor, debido probablemente a que la densidad de terminales nerviosos
serotoninérgicos en estos animales estaba reducida. Dosis repetidas de MDMA también
producen una hipertermia cada vez menor (Colado y col., 1997b). De acuerdo con resultados
previos, PCA también produjo hipertermia (Colado y col., 1993) mientras que fenfluramina no
alteré la temperatura corporal de los animales. No obstante, parece improbable que los
cambios en la temperatura puedan estar asociados directamente con la neurodegeneracion o
con el incremento en la formacion de radicales libres. En primer lugar, es importante resefiar-
que MDMA produce degeneracion neuronal tras un protocolo de administracién que no
produce una respuesta hipertérmica manifiesta (O’Shea y col., 1998a) o que incluso produce
hipotermia (Farfel y Seiden, 1995a; Malberg y col., 1996). El grado de degeneracion de las
neuronas serotoninérgicas depende de la dosis de MDMA, no de la severidad de la respuesta
hipertérmica (Colado y col., 1995). Una dosis més baja de PCA (2.5 mg kg™') que la utilizada
en este estudio no produce un efecto significativo sobre la temperatura rectal pero, sin
embargo, induce dafio neuronal (Colado y col., 1993; Murray y col., 1996). En segundo lugar,
en este estudio no parece existir una relacién obvia en magnitud ni en tiempo, entre los
cambios en la temperatura y los cambios en la concentracion de 2,3-DHBA. Es posible, sin
embargo, que la formacién de radicales libres en el tejido dafiado esté potenciada cuando el.
animal es hipertérmico, tal y como se ha demostrado en estudios de isquemia hipoxica (Globus
y col., 1995) y que tras la administracion de MDMA la produccion de radicales libres se vea

favorecida por la hipertermia que induce la droga (Kil y col., 1996).

Se puede afirmar con algln grado de confianza que PBN no actua como neuroprotector
por prevenir la hipertermia ¢ inducir hipotermia. PBN a dosis altas puede inducir hipotermia
en ratas tratadas con salino (Colado y Green, 1995). Sin embargo, a la dosis mas baja utilizada
en este estudio su efecto fue ligero y la temperatura de las ratas tratadas con MDMA y PBN
fue similar a aquellas inyectadas con MDMA tnicamente. PBN también atenua la disminucion
de dopamina inducida por metanfetamina a largo plazo sin alterar la respuesta hipertérmica.

inducida por la droga (Cappon y col., 1996).
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Un interrogante que se desprende de este estudio es si el incremento en la produccién
de radicales libres subsiguiente a la administracion de MDMA puede ser asociado con la
neurodegeneracion y si el efecto neuroprotector del PBN es debido a la accién atrapadora de
radicales libres del compuesto. En el caso del dafio inducido por procedimientos de isquemia—'
hipoxia ambas relaciones estan bién establecidas. Los trabajos relativos a modelos
experimentales de isquemia han producido numerosos datos que implican a las especies
reactivas de oxigeno en el dafio histico (Oliver y col., 1990; Carney y Floyd, 1991; Hensley y
col., 1997; Mori y col., 1998). La propiedad principal de PBN es atrapar radicales libres de
oxigeno (Hensley y col., 1997). Este compuesto atraviesa bién la barrera hematoencefalica
(Cheng y col., 1993), disminuye la produccién de radicales libres en el cerebro de ratas
isquémicas (Zini y col., 1990; Sen y Phillis, 1993) y es un compuesto neuroprotector eficaz en
modelos de infarto cerebral (Carney y Floyd, 1991; Zini y col., 1992; Sen y Phillis, 1993;
Zhao y col., 1994). Su actividad principal es la de reaccionar con radicales libres inestables
(Hensley y col., 1997) formando nitroxidos (Fig. 42) que dan espectros caracteristicos
utilizando resonancia magnética de electrones (Knecht y Mason, 1993). Se puede afirmar, por'
tanto, que la formacion de radicales libres es un factor determinante del dafio inducido por la
isquemia en el cercbro y que PBN actiia como neuroprotector a causa de su actividad como

atrapador de radicales libres (Hensley y col., 1997).

Figura 42. Reaccién del PBN con radicales libres para formar un radical de nitroxido estable
(Floyd, 1990).

La implicacion de los radicales libres en el proceso neurodegenerativo sobre terminales
serotoninérgicos inducido por MDMA, PCA, metanfetamina y anfetamina se podria sugerir en

base a numerosas evidencias experimentales, algunas de las cuales ya se han mencionado en

esta Tesis Doctoral.
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v\ Metanfetamina (Giovanni y col., 1995), anfetamina (Huang y col., 1997), MDMA y PCA
incrementan la formacion de radicales libres en el cerebro cuantificados mediante el método
atrapador del salicilato. La destruccion previa de terminales nerviosos serotoninérgicos abole
el incremento inducido por MDMA sobre la formaci6n de radicales libres.

v El dafio neurotoxico producido por la administracion de metanfetamina, MDMA y PCA
puede ser prevenido o atenuado por la inyeccion del atrapador de radicales libres, PBN
(Colado y Green, 1995; Cappon y col., 1996, Murray y col., 1996; Yeh, 1996).

vV PBN también previene el incremento en la formacién de radicales libres inducido por
MDMA in vivo.

Vv Otro compuesto atrapador de radicales libres, L-cisteina, también atenta el dafio neuronal’
inducido por PCA (Steranka y Rehind, 1987).

v Niveles tisulares elevados de radicales libres conducirian a un incremento en la peroxidacién
lipidica, y en efecto, se ha demostrado que tras la administracién de MDMA se observa un
incremento en la peroxidacion lipidica en el cerebro (Sprague y Nichols, 1995; Colado y col.,
1997b).

v La administracion de L-deprenilo previene el incremento en la peroxidacion lipidica y la
lesion neurotdxica inducida por MDMA (Sprague y Nichols, 1995).

v La administracién de MDMA a ratas neonatales no incrementa la peroxidacion lipidica en el
cerecbro y tampoco produce una pérdida neurotoxica de 5-HT a largo plazo (Colado y col.,
1997a), debido probablemente a la alta actividad para inactivar radicales libres que existe en’
los tejidos de los animales jovenes (Floyd, 1990).

v Animales transgénicos que expresan la secuencia de la superdxido dismutasa CuZn humana
muestran resistencia a los efectos toxicos de la MDMA y su metabolito, 3.4-
metilenodioxianfetamina (MDA) en comparacion con los animales que no portan el gen
(Cadet y col., 1994).

v Finalmente, se ha demostrado que MDMA y PCA (pero no fenfluramina) pueden ser
metabolizados a compuestos con estructura de catecol y quinona, los cuales en su posterior
metabolismo forman radicales libres (Graham y col., 1978). Existe informacion en la literatura
que sugiere que la neurotoxicidad de la MDMA esta mediada por la formacién de un
metabolito activo. Mientras que la administracién subcutanea de MDMA a ratas produce una-

extensa destruccion de los terminales axdnicos serotoninérgicos (O’Hearn y col., 1986), la
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inyeccién intracerebral no ejerce ningun efecto (Molliver y col., 1986; Paris v Cunningham,

1992). Estos datos sugieren la formacion periférica de algun metabolito activo.

MDMA se metaboliza a compuestos con estructura de catecol y quinona (Fig. 43)
(Hiramatsu y col., 1990), habiéndose detectado en el cerebro de rata metabolitos de MDMA
con estructura de quinona (Hiramatsu y col., 1990; Lin y col., 1997). La autooxidacién de
catecoles y quinonas puede resultar en la formacion de radicales libres, (Chiueh y col., 1993;

Hiramatsu y col., 1990).

H, NHCH,
o NHCH, o
< » <
o CH, o CH,

m NHCH m NHCH, H\( DD/Y

[DAMaA] DHA
m/ NHCH, DI)(Y MHEH, m Ij/\]/

(245 TrnA] [2a5Tan]

Figura 43. Posibles vias de metabolizacion de MDMA. DHA: dihidroxianfetamina; DHMA:
dihidroximetanfetamina; MDA: 3,4-metilenodioxianfetamina; MDMA: 3,4-metilenodioximet-
anfetamina; 2,4,5-THA: 2,4,5 trihidroxianfetamina; 2,4,5-THMA: 2.4 ,5-trihidroximet-
anfetamina (Colado y Green, 1995).

PCA se metaboliza a 3-cloro-4-hidroxianfetamina (Fig. 44, Parli y Schmidt, 1975),
produce reactivos intermedios (Miller y col., 1986} y se puede predecir que es metabolizada a

metabolitos catecolicos estructuralmente similares a aquellos producidos durante el

metabolismo de la MDMA.

Fenfluramina, por el contrario, es metabolizada principalmente por una via que deja el
anillo inalterado con la formacién de norfenfluramina y dcido trifluorometilbenzoico (Fig. 45,

Campbell, 1971; Caccia y col., 1982).
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Figura 44. Prinipal via de metabolizacion de PCA.
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Norfenfluramina Acido triflucrometilbenzoico

Figura 45. Principales vias de metabolizacidn de fenfluramina

Los radicales hidroxilo formados tras la administracién de MDMA también podrian
tener su origen en el catabolismo de la dopamina que se libera masivamente a nivel estriatal
inmediatamente después de la administracién del compuesto. En el cerebro la DA se oxida por
accién de la monoaminooxidasa (MAQO) o se autooxida no enzimaticamente. La MAO
intraneuronalmente transforma la DA en DOPAC y perdxido de hidrégeno (H,0,) (Cohen,
1688). El perdxido de hidrégeno produce radicales hidroxilo por la reaccion de Fenton en

presencia de iones de hierro (Fig. 46) (Halliwell, 1992).
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OH + OH + Fe*

v

H,0, + Fe

Figura 46. Reaccion de Fenton (Halliwell, 1992).

Por autooxidacion, el anillo catecol de la DA se transforma en semiquinonas (SQ) o
quinonas de DA y especies reactivas de oxigeno como peréxido de hidrogeno y el anién

superéxido (O,7) (Fig. 47) (Coyle y Puttfarcken, 1993).

DA + 0O, —»S5Q* + 0, + I
DA + 0O, + 2H SQ° + H,0,

v

Figura 47. Autooxidacion de Ja dopamina (Coyle y Puttfarcken, 1993).

Esta reaccion puede ocurrir de forma espontdnea en presencia en presencia de hierro u
otros metales de transicion (Graham, 1978; Hastings, 1995). El radical superéxido no es muy
reactivo, por lo tanto, es poco tdxico (Olanow, 1993) y ademas es dismutado rapidamente por

la superoxide dismutasa (SOD) dando lugar a H,0, (Fig. 48) (Halliwell, 1992).

oD
0, + 0~ + 2 3 » HO, + O,

Figura 48. Reaccion del anidon superdxido con la superdxido dismutasa (Halliwell,
1992).

El peroxido de hidrégeno atraviesa las membranas celulares con mucha facilidad
(Halliwell, 1992) y es téxico en muchos sistemas incluyendo el sistema nervioso central. Sin
embargo, su efecto tdxico no es un efecto directo de la molécula sino del radical hidroxilo a

que da lugar. El peroxido de hidrogeno es metabolizado normalmente por la enzima catalasa
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produciendo agua y oxigeno, pero el cerebro presenta niveles muy bajos de catalasa y
relativamente poca cantidad de glutation peroxidasa (otra enzima encargada de detoxificar
H,0,) en comparacion con ¢l higado (Halliwell y Gutteridge, 1985; Olanow, 1992). El exceso

de H,0, puede dar lugar, mediante la reaccion de Fenton, a radicales hidroxilo (Fig. 46).

Entre las especies reactivas de oxigeno, los radicales hidroxilo son los mas lesivos
(Halliwell, 1992; Coyle y Puttfarcken, 1993). Reaccionan rapidamente con una gran variedad
de moléculas biologicas incluyendo el ADN, lipidos de membrana y carbohidratos (Halliwell,

1992).

Como se ha mencionado anteriormente, el sistema nervioso central contiene niveles
bajos de los agentes que protegen frente a los factores oxidativos, y niveles altos de hierro.
Estos dos factores, junto con un aumento en la formacién de radicales hidroxilo inducido por
MDMA, podrian, en conjunto, dar lugar a una situacion de estrés oxidativo. E! estrés oxidativo
se define como un incremento en la generacion de especies derivadas del oxigeno que supera

la capacidad de las medidas antioxidantes del organismo para neutralizarlas (Halliwell, 1992).

V.2 Dopamina y neurodegeneraciéon por MDMA

Estudios sobre la farmacologia de MDMA, asi como sobre posibles agentes
neuroprotectores, sugieren que la dopamina desempefia un papel en el proceso,
neurodegenerativo. Por ejemplo, Stone y col. (1988) demostraron que la disminucién a largo
plazo del contenido de 5-HT cerebral producida por MDMA era atenuada por el inhibidor de
la sintesis de dopamina, o-metil-p-tirosina, o0 por reserpina, compuesto que provoca un
vaciamiento de las vesiculas de monoaminas. Schmidt y col. (1990b) observaron que la
inyeccion en el estriado de la selectiva neurotoxina dopaminérgica, 6-hidroxidopamina (6-OH-
DA) bloqueaba los efectos neurotdxicos de la MDMA sobre las neuronas serotoninérgicas no
solamente en el estriado, sino también en otras regiones del cerebro anterior tales como el
hipocampo y la corteza. Ademas, Stone y col. (1988) indicaron que el inhibidor de la
recaptacion de dopamina, GBR 12909, era neuroprotector. Finalmente, Schmidt y col. {1990b)

y Hewitt y Green (1994) demostraron que la administracion aguda del antagonista de
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dopamina, haloperidol, junto con MDMA, atenuaba la neurodegeneracion de los terminales

serotoninérgicos producida por esta anfetamina en cerebro.

Sin embargo, datos obtenidos recientemente aconsejan una re-evaluacion critica de los
trabajos publicados acerca del efecto neuropotector de varios compuestos. Actualmente esta
demostrado que algunos farmacos atenuan el dafio neuronal Unicamente porque inducen
hipotermia (Farfel y Seiden, 1995a,b; Malberg y col., 1996, Colado y col., 1998a) o, al
menos, previenen la hipertermia inducida por MDMA (O’Shea y col., 1998b, Colado y col.,
1998b). Concretamente, o-metil-p-tirosina actiia como neuroprotector debido a su capacidad
para producir hipotermia (Malberg y col., 1996), y haloperidol, abole la respuesta hipertérmica
de la MDMA, de tal manera que cuando los animales se mantienen a una temperatura
ambiente alta, el efecto protector del haloperidol desaparece (O’Shea y col., 1998b). Se puede
concluir, por tanto, que a-metil-p-tirosina y haloperidol proporcionan proteccion a causa de su

efecto sobre la temperatura corporal y no mediante un mecanismo neuroprotector selectivo.

Estos hallazgos, a su vez, pusieron en duda la validez de hipdtesis anteriores segln las
cuales la dopamina desempefia un papel clave en la expresion de la neurotoxicidad de la.
MDMA; hipotesis basadas en diversas observaciones, entre ellas el hecho de que la MDMA
altera la liberacién de dopamina (Johnson y col., 1986; Schmidt y col., 1987; Hiramatsu y
Cho, 1990; Nash, 1990; Nash y Brodkin, 1991) y que la administracion de L-3,4-dihidroxifenil
alanina (I.-DOPA) potencia el dafio neuronal inducido por MDMA (Schmidt y col., 1991).
Esta controversia nos ha estimulado a llevar a cabo estudios para comprobar la validez de estas
observaciones y ademaés, para evaluar si la administracion de L-DOPA altera el incremento en

la formacidn de radicales libres que se produce como consecuencia de la inyeccion de MDMA.

En cuanto a la alteracién del metabolismo de la dopamina producido por MDMA,
ambos grupos de investigacion, Johnson y col. (1986) y Schmidt y col. (1987) demostraron.
que MDMA inducia la liberacién de ["H]dopamina de cortes de estriado, y Steele y col. (1987)
observaron que la MDMA inhibia la recaptacién de ['H[dopamina en sinaptosomas estriatales.
Estudios posteriores, mediante técnicas de voltametria in vivo (Yamamoto y Spanos, 1988} o
microdialisis (Nash, 1990; Hiramatsu y Cho, 1990; Gough y col., 1991) mostraron que la

administracion de MDMA produce un rapido incremento en la concentracion extracelular de

138



Discusion

dopamina y una disminuciéon en los niveles de sus metabolitos, los Aacidos 3.,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) y homovanilico (HIVA). Los resultados obtenidos en esta Tesis
Doctoral, utilizando la técnica de la microdialisis intracerebral in vivo, confirman el efecto de'
la MDMA sobre los niveles estriatales de dopamina, DOPAC y HVA observandose cambios
similares a los publicados por los grupos de Nash y Gough en lo que se refiere a la magnitud
de la respuesta y a su aparicion temporal (Nash, 1990; Gough y col. 1991). Los cambios
inmediatos producidos por MDMA sobre los niveles de dopamina y DOPAC son
considerablemente mayores que los observados en tejido postmortem 4 h después de la

administracién de la droga.

Tras la administracién de MDMA, la concentracion de HVA en el dializado disminuye
en una proporcién similar a la de DOPAC, sin embargo, los cambios en los niveles
extracelulares de HVA aparecen mas tarde que los observados en DOPAC (Fig. 34). Esta
diferencia en el tiempo de aparicidon de los cambios producidos por MDMA sobre los niveles
extracelulares de DOPAC y HVA podria reflejar el hecho de que HVA es un metabolito
secundario de la dopamina que deriva principalmente del DOPAC que se forma
intraneuronalmente, aunque también de manera secundaria se forma a partir de la 3-
metoxitiramina que a su vez procede del metabolismo de la dopamina (Westerink & Spaan,
1982). Por lo tanto, la disminucion tardia que se observa en los niveles de HVA en relacion
con los de DOPAC puede ser debido a un incremento inicial en los niveles de 3-
metoxitiramina y su posterior conversiéon a HVA por accion de la catecol-O-metil-transferasa.
Estos datos sugieren que la MDMA ejerce dos acciones diferentes sobre la actividad
dopaminérgica in vivo: la primera consistiria en incrementar la liberacién de dopamina, y la
segunda en disminuir el metabolismo intraneuronal de este neurotransmisor (reflejado por una
reduccion en los niveles extracelulares de DOPAC y HVA). Estos cambios en los metabolitos
de la dopamina son probablemente el resultado del efecto bloqueante de la MDMA sobre la
recaptacion de dopamina (menos dopamina estaria disponible para ser metabolizada a
DOPAC) y de su capacidad para inhibir la MAO. En el estriado de rata in vivo, la dopamina se
metaboliza principalmente por la MAO-A (Kato y col., 1986) y la MDMA actia como un
inhibidor competitivo de la actividad de la MAO-A (Leonardi y Azmitia, 1994). Una
reducccion en la sintesis de dopamina tras la administracién de MDMA también explicaria la

disminucion en la concentracion extracelular de DOPAC y HVA; sin embargo, esta hipdtesis
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es improbable puesto que MDMA no altera la actividad de la tirosina hidroxilasa en el estriado

(Stone y col., 1986).

El mecanismo por el cual MDMA aumenta la liberacion de dopamina es desconocido.
A menudo se ha postulade que la MDMA al igual que otros derivados anfetaminicos potencia
la liberacién de dopamina por un mecanismo de intercambio facilitado que utiliza el sistema
transportador de la recaptacion de dopamina (Raiteri y col., 1979; Fischer y Cho, 1979;
McMillen, 1983). Sin embargo, varios grupos de investigacién han demostrado que los.
agonistas de los receptores 5-HT, potencian la liberacién de dopamina inducida por MDMA,
mientras que los antagonistas la inhiben (Nash, 1990; Schmidt y col., 1990a, 1994; Yamamoto
y col., 1995; Gudelsky y col., 1994). Parece, por tanto, que la liberacion de 5-HT inducida por
MDMA desempefia un papel clave en la liberacidon de dopamina. Si a esto se afiaden los
efectos inhibitorios producidos por MDMA sobre la recaptacion de la dopamina (Steele y col.,
1987) y sobre la monoaminooxidasa (Leonardi & Azmitia, 1994), se podria sugerir que el
intercambio mediado por el transportador no es necesariamente un factor determinante en el

incremento de los niveles extracelulares de dopamina subsiguientes a la administracién de

MDMA.,

El aumento en la concentracién extracelular de dopamina que se observa tras la
administracion de MDMA es similar en magnitud al producido por altas dosis de
metanfetamina (Baldwin y col.,, 1994). Sin embargo, MDMA se comporta como una
neurotoxina serotoninérgica selectiva, mientras que metanfetamina produce dafio neuronal
sobre terminales serotoninérgicos y dopaminérgicos (Baldwin y col., 1994). Se podria sugerir,
por tanto, que [a liberacién de dopamina inducida por estos derivados anfetaminicos no estd
relacionada con los cambios neurodegenerativos, aunque si con los efectos agudos producidos
por ambas anfetaminas sobre el comportamiento. MDMA y metanfetamina originan un
incremento de la actividad locomotora, cambios posturales y movimientos estereotipados
(Callaway y col., 1990; Callaway y Geyer, 1992), efectos que se han relacionado con un.
incremento en la liberacion de dopamina a nivel del estriado y nucleo accumbens (Kelly y

col.., 1975; Freed y Yamamoto, 1985).
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En este estudio observamos que cuando L-DOPA se¢ administra 2 h después de
MDMA, la concentracion extracelular de dopamina incrementa, por encima de la que se
detecta en ratas tratadas con MDMA tnicamente, a las 3 h de la administracién de la droga.
Las concentraciones de DOPAC y HVA también aumentan significativamente en el mismo
periodo de tiempo. Estos cambios reflejen la existencia de un incremento en la sintesis y
liberacion de dopamina provocado por L-DOPA. A pesar de existir un incremento en la
liberacion de dopamina y posiblemente en la funcién dopaminérgica, L-DOPA no potencid la
neurotoxicidad de la MDMA 7 dias mas tarde. Estos datos discrepan de los publicados por el
grupo de Schmidt (Schmidt y col.,, 1991). Estos autores observaron que la neurotoxicidad
inducida por MDMA es potenciada por L-DOPA. En el estudio llevado a cabo por el grupo de
Schmidt se utilizé una dosis de L-DOPA significativamente mas alta que la utilizada en esta
Tesis Doctoral, dosis que no pudimos evaluar porque provocaba un alto indice de mortalidad.
Entre ambos estudios existen evidentes diferencias metodoldgicas. En el estudio objeto de esta
Tesis Doctoral se han utilizado ratas Dark Agouti, raza que esta demostrado es mas sensibleA
que otras (Sprague Dawley, Wistar y Lister Hooded) a los efectos neurotéxicos de MDMA y
p-cloroanfetamina (Colado y col., 1995; Murray y col., 1996). No obstante, tras la
administracién de la dosis mds alta posible de L-DOPA, no se detectd potenciacion de la
neurotoxicidad inducida por MDMA. Tampoco conseguimos inducir neurotoxicidad en ratas
inyectadas con una dosis sub-toxica de MDMA (5 mg kg™) y L-DOPA, como describieron
Schmidt y col., {1991). Atin mas, una dosis baja de MDMA 5 mg kg, también aument la

liberacion de dopamina a nivel estriatal y sin embargo, no produjo dafio neuronal 7 dias mas

tarde.

Para investigar mas en profundidad esta discrepancia entre nuestros datos y los del
grupo de Schmidt (Schmidt vy col., 1991) estudiamos el efecto de la L-DOPA sobre la
formacion de radicales libres inducida por MDMA. La L-DOPA mediante su conversion a
dopamina podria incrementar la produccion de radicales hidroxilo por autooxidacién de la
dopamina. De nuevo, no encontramos ninguna evidencia de que el aumento en la
concentracion de 2,3- y 2,5-DHBA inducido por MDMA fuera potenciado por la
administracion de L-DOPA. Considerados en conjunto estos resultados indican lo siguiente: 1}

no existe una evidencia clara de la participacion de la dopamina en la neurotoxicidad de la
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MDMA vy 2) el incremento en la formacion de radicales hidroxilo que se detecta tras la

administracion de MDMA no procede de la autooxidacion de la dopamina.

Un factor que podria explicar esta discrepancia es el grado de hipertermia producido
por la administracién de L-DOPA a ratas tratadas con MDMA. En nuestro laboratorio y en
otros, se ha observado que una hipertermia sostenida potencia el dafio neurotoéxico producido
por MDMA (Colado y col., 1998b; Broening y col., 1995), posiblemente porque la hipertermia
conduce a un aumento de la formacién de radicales libres (Kil y col., 1996). En el estudio del
grupo de Schmidt no se monitorizaron los cambios producidos en la temperatura corporal de
los animales. Si la L-DOPA hubiera producido una hipertermia sostenida en la raza de ratas
utilizada por estos autores, en lugar del efecto transitorio que nosotros observamos, el dafio
neurotoxico estaria probablemente aumentado. Sin embargo, este mecanismo no indica que la
dopamina desempefie un papel principal en la neurodegeneracién inducida por MDMA tal y

como ha sido propuesto por otros (Stone y col., 1988; Schmidt y col., 1991).

Finalmente, seflalar que los resultados descritos en esta Tesis Doctoral plantean una
pregunta compleja. En la rata, pero no en el raton (Laverty y Logan, 1990), MDMA produce
una pérdida neurodegenerativa de terminales nerviosos serotoninérgicos, dejando los
terminales dopaminérgicos inalterados (Schmidt y Kehne, 1990), afirmacion que es apoyada:
por los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral (Tabla 2). Por consiguiente, cabe
preguntarse: ;cual es el mecanismo implicado en esta selectividad?. Es importante mencionar
que metanfetamina que también incrementa los niveles extracelulares de 5-HT y dopamina
(Baldwin y col., 1994) y la formacién de radicales libres (Giovanni y col., 1995) produce una
degeneracion neurotoxica de neuronas serotoninérgicas y dopaminérgicas (Gibb y col., 1990;
Green y col., 1992; Baldwin y col., 1994). Si nuestra hipdtesis fuera correcta y el incremento
en la concentracién extracelular de dopamina no reflejara un intercambio mediado por el
transportador, entonces relativamente poca cantidad de MDMA estaria penetrando en el
terminal nervioso dopaminérgico donde seria metabolizado a compuestos neurotdxicos
capaces de generar radicales libres por autooxidacion. Esto podria explicar, en parte, la:
carencia de un efecto neurotéxico de MDMA sobre los terminales nerviosos dopaminérgicos,
puesto que seria razonable asumir que la MDMA se metabolizaria de la misma manera en

neuronas serotoninérgicas y dopaminérgicas.
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Otra posible explicacion para el dafio selectivo subsiguiente a la administracion de
MDMA seria que los metabolitos neurotoxicos de MDMA y metanfetamina difiriesen en su
capacidad para producir neurotoxicidad. Se ha demostrado que un metabolito de la MDMA,
concretamente dihidroximetilanfetamina (DHMA, Hiramatsu y col., 1990; Colado y col.,
1995) postulado como neurotdxico, no es toxico para las neuronas dopaminérgicas (Johnson y

col., 1992).

Como resumen de lo anterior sefialar que los resultados mencionados indican que
MDMA ejerce un efecto agudo y pronunciado sobre el metabolismo de la dopamina en cerebro
pero no hay evidencia de que estos cambios estén implicados en la degeneracion neurotéxica

producida a largo plazo sobre neuronas serotoninérgicas por esta droga de abuso.

143



V1. CONCLUSIONES



Conclusiones

1. MDMA provoca una destruccién de los terminales nerviosos serotoninérgicos en el cerebro
de la rata por un mecanismo que implica la formacién de radicales hidroxilo. Estas especies
reactivas de oxigeno no proceden de la metabolizacién de la dopamina que se libera

masivamente tras la administracién de la droga.

2. Bl incremento en la formacién de radicales hidroxilo subsiguiente a la administracién de

MDMA se produce en los terminales nerviosos serotoninérgicos.

. Bl efecto degenerativo de la PCA sobre neuronas serotoninérgicas implica también,
probablemente, la produccién de radicales libres, mientras que fenfluramina produce dafio

neuronal por un mecanismo diferente.

. La hipertermia producida por MDMA no es un factor determinante en los efectos
neurotoxicos de la MDMA puesto que PBN atenda la neurotoxicidad sin alterar la respuesta
hipertérmica. La hipertermia tampoco es fundamental en el proceso neurodegenerativo
producido por fenfluramina; esta anfetamina es equipotente a la MDMA para producir dafio

neuronal y sin embargo no altera la temperatura corporal de los animales.

. MDMA, inmediatamente después de su administracién, modifica significativamente el
metabolismo de la dopamina en el cerebro de la rata, pero no hemos encontrado ninguna
evidencia indicativa de que este efecto esté relacionado con la degeneracidn de terminales

serotoninérgicos producida a largo plazo por la MDMA.
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