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1. INTRODUCCIÓN



Introducción

1.1. LA 3,4-METILENODIOXIMETANFETAMINA: INFORMACIÓN

GENERAL

La 3,4-metilenodioximetanfetamina(MDMA, “éxtasis”) es un derivadoanfetamínico

con actividadestimulantey alucinógenapertenecienteal grupodenominadodrogasde síntesis.

El “éxtasis” tambiénes popularmenteconocidoen los EstadosUnidos con los nombresde

XTC, M&M, Essence,Adam,y con la letra ‘E’ en el ReinoUnido.

A partir de la última décadael “éxtasis” se havenido empleandocadavez con mas

frecuenciacomo drogarecreacionalde abusoen nuestroentorno social, principalmentepor

sectoresde lapoblaciónjuvenil. A finalesde los años80 el consumoeraesporádicoy aquellos

quelo consumíanregularmentelo utilizabana unadosisde 75-150mg (1-2 comprimidos)una

o dosvecesen un fin de semana,y generalmenteno másde dosvecesal mes.En los últimos 7

añosel consumose ha asociadocon un nuevo génerode fiestas - aquellasque en inglés se

denominan“rayes”- quedurantodalanochey durantelas cualesla gentebaila frenéticamente

al ritmo de la música“techno” o “house” bajoun juegode luces laseren aforosde mil o más

personas.En esteambientese puedellegar aconsumirhasta8 comprimidosde MDMA en una

sola noche,repitiendoel protocolotodoslos fines de semana(McCanny col., 1996).

1.1.1 DROGAS DE DISEÑO O SÍNTESIS

El “éxtasis” pertenecea un grupo de drogasdenominadas“drogas de diseño” o

“sintesis”.

El término designerdrugs que seha traducidoal españolcomo“drogasde diseño” fue

introducido en los añossesentapor Gary 1-lenderson,un farmacéuticode la Universidadde

California. Ideó estetérmino paradenominarsustanciasde origensintéticocuyo consumoy

tráfico, por tratarsede novedadesquímicasno podíanserperseguidosporvía legal (Capdevila,

1995;Gamellay Roldán,1997).

SegúnGamellay Roldán(1997), hoy en díase consideraque estetérminono esmuy

precisoo riguroso ni químicani farmacológicamentey setiendea usarel término “drogasde

síntesis”que serefiere a “drogas sintéticasconocidaspara las que en un cierto momentose
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Introducción

encuentra mercado, satisfaciendo nuevas demandaso sustituyendo a psicofármacos

controlados.”

En la actualidad,lamayorpartedel interéscientífico sobrela MDMA estáorientadoa

la investigaciónde laneurotoxicidaden animalesde experimentación,si bienrecientementela

FDA (Food and Drug Administration)norteamericanaha aprobadola realizaciónde ensayos

clínicoslimitadosen humanos.En estesentido,en los últimos cincoañosse vienenrealizando

algunosde estosestudiosencentrosde investigaciónsuizos,cuyosresultadosaúnno han sido

publicados.

1.1.2 QUíMICA

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

amino-propano)esunabasesintéticaderivadade la feniletilamina.

NH2 NI-ICI-{3

Metanfetamina

NH2 NH CH3
o o

o o

3 ,4-Metilenodioxjanfetamjna 3,4-Metilenodioximetanfetamina

CF NHC2H5 NH2

Cl

Fenfluramina p-Cloroanfetamina

Figura 1. Anfetaminay algunosderivadosanfetamínicos.

Anfetamina
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Introducción

Estárelacionadaestructuralmenteconla sustanciaestimulantepsicomotora,anfetamina

y la sustanciaalucinógena,mescalina,compartiendopropiedadesde amboscompuestos.

La MDMA tieneun centroquiral en el carbonoalfa conun parde isómerosópticos,5-

(±)dextrorotatorioy R-(-)levorotatorio,ejerciendomayor actividad en el sistemanervioso

centralel isómerodextrorotatorio(Andersony col., 1978;Schmidt,1987a).

1.1.3 SÍNTESISE ILEGALIZACIÓN

La 3,4-metilenodioxianfetamina(MDA, “píldora de amor”) fue sintetizadaporprimera

vezen 1910 por los químicosalemanesO. Mannish y W. Jacobsen,de la compañíaMerck de

Darmstadt(Alemania), aunquepor aquel entoncesno llegó a ser administradaa ningún ser

humanoo animal. Entre 1910 y 1912 la misma compañíaaisló accidentalmentela MDMA,

aunqueno se conoceni el nombredel químiconi la fechade susíntesis.El primerdocumento

público referentea la preparacióny propiedadesde esta drogacorrespondea una patente

solicitadaen 1912. Dos añosmás tarde,en 1914, la patentefue otorgadacon el propósito de

usarla MDMA como supresordel apetito (Shulgin, 1986)y como intermediariaen la síntesis

de compuestoscon actividadterapéutica(Merck, 1914).

En aquelmomento no se realizaronestudiosfarmacológicossobreel “éxtasis” y la

“píldora del amor” (MDA), y ambassustanciascayeronen el olvido hastaque, en 1953, el

ejército norteamericanodecidió probarlasen distintas especiesanimalespara observarsu

toxicidad(Hardmany col, 1973).

En 1957, en un congresose describieronporprimeravez los efectospsicoactivosde la

MDA: aumentode la percepción,alucinacionesy unasensaciónde hallarsefuerade sucuerpo.

A partir de los añossesentase empezóa popularizarla droga en EstadosUnidos, con los

nombresde hug-drug(drogadel abrazo),the lovedrug (la drogadel amor),dic mellowdrug of

America (la droga suave de América), o bien aniphetaminefor lovers (anfetaminapara

amantes).A finales de la década,la “píldora del amor” era ya una de las drogas más

consumidas,situándoseen la Lista 1 del ControlledsubstancesActdeEE.UU. en 1970.

Tambiénen los añossetentala MDMA comenzóa serutilizadaporpsiquiatraspor su

capacidadpara producir alteracionesdel estadode la conciencia, con elevacióndel tono

emocionaly sensual,y para incrementarsentimientosde empatia(Greery Tolbert, 1986).

Estaspropiedadesincitaron al uso de estadrogacomo coadyuvantede la psicoterapia,como

4



Introducción

un elementode ayudaal desbloqueoemocionaly la comunicaciónpersonal(Shulgin, 1986,

1990; Peroutka, 1987; Eisner, 1989; Greer y Tolbert, 1990). En 1978 se publicó el primer

informe sobrela psicoactividadde la MDMA enel serhumano,escritoporAlexanderShulgin

(profesorde toxicología forenseen la Universidadde Berkeleyy descubridorde los efectos

psicoactivosde la MDMA) y David E. Nichols (Shulginy Nichols, 1978). A principios de la

décadade los ochentael consumode la MDMA se generalizóy seempezóa conocerpor sus

numerososnombrescallejeros.

En 1984, la OrganizaciónMundial de la Salud (OMS) reviso los informes sobre

incautacionesde drogase identificóa la MDMA como la únicafeniletilaminaque habíasido

confiscada varias veces. Esto indicaba un incremento en su fabricación, distribución y

consumo.A raíz de estadescubrimientola Drug EnforcementAgency (DEA) manifestósu

propósito de incluir la MDMA en la Lista 1 del Controlled SubstancesAct (Mullen, 1984).

Estalista incluyelas sustanciascuyaventaestáprohibiday que sonjuzgadascomocarentesde

utilidad terapéutica.En esta lista seencuentransustanciascomo la heroína,la dietilamida del

ácido lisérgico (LSD) y la cocaína.El aviso de la DEA creó una polémicasobretodo en el

mundode lapsicoterapiadondelaMDMA seveníausandoparaincrementarla comunicación,

la empatíay parareducirel miedo.Aunquelapolémicano sirvió paracambiarla clasificación

legal de la MDMA silo hizo parallevar a la luz publicaestadrogade síntesisy fue a partir de

este momentocuandohubo un aumentoen la fabricacióny consumode la droga.En 1985, la

DEA incluyó la MDMA provisionalmenteen la Lista ¡ del ControlledSubstancesAa. Dos

razonesparecenser las que provocaronestadecisión. Primero,un estudioque, en aquel

momento,aúnno sehabíapublicado en el que se asociabael uso de altasdosisde MDA por

vía intravenosaen ratascon neurotoxicidadserotoninérgica(Ricaurtey col., 1985)y segundo,

un incrementorepentinoen el volumende MDMA producidoy distribuido desdeel estadode

Tejas(UnitedStatesDepartmentof Justice,1985).

Finalmente,pese a los intentos realizadospor varios gruposde forzar a la DEA a

cambiarla clasificaciónde la MDMA a una lista de sustanciasmenoscontrolada,la MDMA

fue incluidadefinitivamenteen laLista 1 enmarzo1988 (Capdevila,1995).

Tras su ilegalizaciónen EstadosUnidos, los esfuerzosdel sectormédicoque apoyaba

el usode la drogaen psicoterapiaseorientarona conseguirquela OMS situaraala MDMA en

unaclasificaciónde menoscontrol y así hacerposiblela fabricacióny uso legal porparte de

terapeutasprofesionales.No obstante en 1986, la Comisión de Estupefacientesde la
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Organizaciónde las NacionesUnidasacordóincluir laMDMA y otrosproductos,en la Lista 1

del ConveniosobrePsicotrópicosde 1971 convirtiendoa la MDMA en drogailegal en todo el

mundo(Capdevila,1995).

España,en una orden ministerial en mayo 1986, prohibió “el uso, fabricación,

importación,tránsito, comercioy tenenciade dicha sustancia,así como lo preparadosque la

contengan.”(Capdevila,1995).

Actualmentela MDMA no se sintetizade forma legal con la excepciónde firmas

comercialesautorizadasparaello o gruposde investigacióna los que se les ha concedidouna

licenciaespecial.En amboscasosseutiliza parala identificaciónde sustanciasen el control de

estupefacientesy parala investigacion.

LaMDMA sepuedesintetizarapartir de varioscompuestos:

piperonal

etilbromopropionato

reducción

y posteriorhidrólisis’

oxidaciónconperóxidode

hidrógenoy ácido

fórmico4o

ácidoperacético5

isosafrol

nitroestireno2

Fe2

piperonilacetona cianoborohidridosódico3

metilaminay

bromohidritosódico5

safrol

MDA

I adiciónde

CH
3

3

MDMA

metilamina

brom safrol

isomerización

Elks y Hey, 1943.

2 Binierki, col., 1962.

Brauny col., 1980.

Fujisaway Deguchi,1954.

Hansson,1987.
6 Binierki y Krajewski, 1960.

Los compuestosutilizados para la fabricaciónde MDMA estáncontroladospor la

Directiva92/109/EECde la Unión Europea.

HBr5’6
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1.1.4 PRESENTACIÓN

En su forma pura se presentacomo un polvo blanco de sabor amargo. Suele, sin

embargo,presentarseen forma de clorhidrato.En lacalle seencuentranormalmenteen forma

de comprimidoy ocasionalmenteen formade cápsula.Al comienzode su consumolacápsula

erala formamásproducidaperoduranteel periodode popularización,alrededorde la segunda

mitad de los añosochenta,las cápsulasdieronpasoa las pastillasya queestematerial eramás

resistentea la manipulacióny al trasladoy, porlo tanto,más fácil de producir y manejar.Este

cambiodio lugara la creenciaentrelos usuariosde quelas cápsulaseranmáspurasy potentes

y, porlo tanto,suprecioeramayor (Gamellay Roldán, 1997).

Los comprimidossonen generalpequeñosredondosy enmuchoscasosde colores.En

su gran mayoríallevan un dibujo que sueledar lugar a su nombrecomúncomo puedeser

“delfines”, “toros” o “soviéticas”.

Los comprimidosincluyenotrassustanciasapartede la MDMA e incluso se han dado

casosde comprimidosqueno conteníanMDMA. Estassustanciasincluyenlactosao manitol y

en menormedidaotras sustanciaspsicoactivascomo la cafeína,efedrinau otrasanfetaminas.

También se han encontrado casos de comprimidos que contenían, safroJ o isosafroj

procedentes,sin duda,de inadecuadosprocesosde síntesis(ver 1.1.4. Síntesis)

1.1.5 FARMACOCINÉTICA

La MDMA se absorbemuy bien por todas las vías de administración,si bien su

eficaciafarmacológicapareceser mayor cuando se administrapor vía parenteral,segúnlas

investigacionesllevadas a cabo en distintas especiesanimales (Ricaurte y col., 1988a;

McKenna y Peroutka,1990). Sudistribución esamplía, atraviesabien las barrerasorgánicas

por suliposolubilidady especialmentelabarrerahematoencefálica.

El metabolismode la MDMA ha sido estudiadoampliamentein vivo e in vitro en

varias especiesanimales,siendo estas investigacionesde particular interéspor la posible

implicación de algunosmetabolitosen las accionesfarmacológicasy tóxicasdel compuesto

original (ver apartado1.5. Efectos agudosy a largo plazo de la MDMA en animalesde

experimentación.)
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1.2. ESTUDIOSDE CONSUMO

1.2.1 LOS PRIMEROS ESTUDIOS DE CONSUMO

En 1988 Peroutkarealizóun estudioretrospectivoa travésde un cuestionarioen la

Universidadde Stanford, California. El cuestionariose distribuyó entre 100 estudiantesde

edadescomprendidasentre18 y 25 añosque consumíanla drogacon fines recreativos.Se les

preguntabasobrelos efectossubjetivosagudos(<24 h) y subagudos(>24h) inducidospor la

MDMA. El promediode dosisconsumidasfue dc 5.4 y lacantidadde drogaingeridapordosis

osciló entre 60 y 250 mg (1 - 4 mg kg’, aproximadamente).Durante la fase agudade los

efectos de la MDMA el 90% de los individuos mostraronuna sensaciónexageradade

intimidad con la gente,que se manifestabapor unamayorcapacidadverbaly por unamayor

facilidad para interaccionarcon los demás.El estadode alerta aumentóen un 50 % de los

sujetos,mientrasun 38 % mostrómayordificultadparala concentración.Aparecieronademás

una gran variedadde efectosfisiológicos indicativosde las accionessímpaticomiméticasde

estadroga: taquicardia(72 %), sequedadde boca(61 %), temblor (42 %), palpitaciones(41

%), diaforesis (38 %) y parestesias(35 %). Trismoy bruxismoaparecieronen un 75 % y 65 %

de los sujetos, respectivamente.Alteraciones visuales, que no llegaron a ser verdaderas

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

1.2.2 ESTUDIOSENESPANA

Hay ya varios trabajosnacionalesque incluyenencuestaspoblacionales,algunosdatos

sobrela extensión,la demografiay ecologíadel uso,pero son muy escasoslos estudiosque

analizanlas característicasdel uso y de los usuariosde estassustanciasen nuestropaís, los

problemasderivadosdel consumoo incluso el contenidomismode las “pastillas” consumidas.

Gamellay Roldánrealizaronuno de los estudiosantropológicosmásamplios llevadoa

caboparalelamenteencinco comunidadesautónomas(Gamellay Roldán,1997)en el cual se

ha estudiadola evolucióndel consumode “éxtasis” en España;la demografiay pautasde uso

del “éxtasis~~;motivacionesy efectos.
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1.3. FARMACOLOGÍA

Entre1953 y 54 se realizóun estudiotoxicológico en la Universidadde Michigan,bajo

contratodel ejércitonorteamericano,sobreocho feniletilaminas,entreellasMDMA, en cinco

especiesde animales. Los resultadosse publicaron en 1973 por el grupo de Hardman

(Hardmany col., 1973). El estudioproporcionólas DL50 de MDMA en las distintasespecies

(Tabla 1).

Tabla1

Animal Vía de

Administración

DL50 MDMA

(mg kg~’)

Ratón Lp. 97

Rata(Sprague-Dawley) i.p. 32

Cobayo ip. 98

Perro i.v. 14

Mono (Macacamulatta) iv. 22

También se observó que la inyección intravenosaproducía convulsiones,rigidez,

temblor y actitudesgrotescasde los animalescon un comportamientointerpretadocomo

análogo al de las alucinaciones,así como un conjunto de signos característicosde la

estimulación simpática: midrasis, piloerección, hipertermia y aumento de la frecuencia

cardíaca.

1.3.1 ACCIONESFARMACOLÓGICAS

El primer informe sobre las acciones farmacológicasde la MDMA en humanos

aparecióen 1978 (Shulgin y Nichols, 1978)pero esteno hacíareferenciaal uso experimental

que se llevabaa cabodesdeya hacíadosañosen el mundode psicoterapia.Se limitaba a una

descripciónde la acciónde la MDMA y la comparabacon la acciónde MDA en dosisbajas.

Posteriormente,sedescribióa la MDMA como una sustanciacapazde ocasionar un estado.

de conscienciamodificado de fácil control, con acentosemocionalesy sensuales...y escaso

efectoalucinatorio. (Shulgin, 1986), Dentro del rangode dosiseficaces,75-150mg por vía

9
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oral, sus efectosaparecenrápidamente,normalmentedurantelos 30 primerosminutosde su

administración,alcanzandouna fasede meseta30-60 mm después.Apareceunaeuforia leve,

aumentode la empatía,del estadode alertay de laactividadmentaly alteracionesvisualesque

no llegan a ser verdaderasalucinaciones.Los síntomasse disipan gradualmente2 horas

después,quedandosolounaligera estimulaciónresidual...(Shulgin,1990).

El único estudiofisiológico sobrela MDMA publicadohastael momentofue dirigido

por el psiquiatraJosephDowning. Se realizó en el transcursode un congresosobrela MDMA

que tuvo lugar en 1985 en el Instituto Esalende Big Sur, California, poco antesde que el

éxtasisfuese prohibido (Downing, 1986). Se administrarondosisde 1.7 mg kg’ de MDMA

porvía oral a consumidoresexperimentadosen la sustanciaque no padecíantrastornosfisicos

o psíquicosde importancia.Las edadesde los individuosestabancomprendidosentrelos 20 y

58 años, con una media de 31 y un total de 21 sujetos.Durantela ingestiónse analizaron

varios parámetrosfísicos, se hicieron análisis de sangrey en algunos casosse realizaron

ensayosneurológicosy electrocardiogramas.A los 3 0-60 mm de la ingestiónse produjeron

algunasrespuestascardiovascularesen todos los individuos, incluyendo una subida de la

presiónsanguíneasistólicay diastólica,y un aumentodel ritmo cardiaco.

A las seis horasde ingerirMDMA, la presiónsanguíneahabíallegadoa unosvalores

menoresa los previos al suministro de la droga. A menudo, la presiónsanguíneaaún era

menor24 horasdespués,observándose,incluso,hipotensión.

Dieciséis consumidoresexperimentaronuna contracciónde las mandíbulas,catorce

cierto dolor pasajerode cabezay otros tantossacudidasrítmicasde los párpados.Todostenían

las pupilas dilatadas y casi la mitad sufrieron nistagmus.Uno de los sujetos presentó

alteracionesen coordinaciónmotora,por lo que se sugirió que pudieraserpeligrosoconducir

bajo los efectosde MDMA. En todos los consumidores,el apetito decreciódurantelas 24

horasposterioresa la administración.

La ingestiónde MDMA no produjo ningún tipo de daño psicológicoo fisiológico, ni

duranteel periodode veinticuatrohorasdel estudio,ni durantelos tresmesesde investigación

posterior.

Existen en la literatura numerososestudios en los que se describenlos efectos

psicoactivosde la MDMA como drogaauxiliar de la psicoterapia.Dadala naturalezade los

efectos estudiados,estos estudios suelen estar basadosprincipalmente en autoinformes

retrospectivoso clínicosde los usuarios(Downing, 1986; Ureery Tolbert, 1986; Siegal, 1986;
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Beck,, 1986; Peroutkay col., 1988; Liestery col., 1992; Solowij y col., 1992).Estosinformes

atribuyena la MDMA trestipos de propiedades:estimulantes,psicodélicasy “entactógenas”.

La mayoríade estostrabajoscoincidenen señalarquelaMDMA comparteconlas anfetaminas

algunaspropiedadesestimulantes,mientrasque tiene en común con los alucinógenoscierta

capacidadpara a]terar la percepciónde la realidad, que puede llegar incluso a producir

alucinaciones,normalmentecuandoseingiere en dosiselevadas.La tercerapropiedadde la

droga es la supuesta cualidad que tiene esta sustancia para facilitar las relaciones

interpersonalesy permitir el accesoal mundointerior del individuo. Debido a la capacidadde

MDMA y sus análogosparainducir empatíae intensificarla comunicación,en 1983, Metzner

les dió a estegrupode fentilaminasel nombrede “empatógenas”(Capdevila,1995).Tres años

más tardeDavid Nichols propusoel término “entactógeno”,a partir de la raíz latina tactus

(tacto)y las raícesgriegasen (dentro)y gen(producir),paradesignarla capacidadqueparecen

tener estassustanciaspara permitir el accesoa la experienciainterior de los individuos

(Nichols, 1986).

Greer y Tolbert (Ureer y Tolbert, 1990)supervisarondiversassesionesclínicas desde

1981 hasta1985, cuandola MDMA fue incluida en la Lista 1. Describenque la MDMA, en

circunstanciasadecuadas,reduceo de algunamaneraelimina la respuestaprovocadapor el

miedo a una amenazapercibidacontrala integridademocionaldel paciente.Esto da lugar a

una experienciaemocionalcorrectiva que probablementereducelos efectospatológicosde

experienciastraumáticasprevias.La MDMA tambiénproduceun aumentoen la capacidadde.

comunicaciónsobretodo con la familia. Ademásreducela sensaciónde seramenazadoy los

síntomassomáticosprimariosde miedo:la opresióntorácica,de la gargantay del abdomen.Se

manifiestatambiénunamejoradel autoconocimiento;como sugiereel nombreentactógenos.

Ya que laMDMA no alterani la percepción,ni el pensamientoni La memoria(exceptoadosis

elevadas)los efectosde MDMA sobreel miedo y la capacidadde comunicacióncontinúan

durantemuchotiempodespuésde la ingesta(Ureery Tolbert, 1990).

En 1992 se publicó un estudio retrospectivorealizado por Liester y col. con 20

psiquiatrasque habían tomado MDMA previamente. Los sujetos, mediante entrevistas,

manifestaronlos siguientesefectos:alteracióndel tiempo de percepción(90 %), aumentode la

capacidadparacomunicarse(85 %), disminucióndel estadode alerta(80 %), disminucióndel.

miedo (65 %), disminucióndel sentidode alejamientode los demás(60 %), cambiosen la

percepciónvisual (50 %), aumentode la concienciaemocional(50 %) y disminuciónde la
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agresividad(50 %). Más del 25 % de los sujetosdel estudio manifestaronalteracionesdel

lenguaje,disminuciónde la capacidadde obsesionarse,cambioscognitivosy atenuaciónde los

estadosde inquietude impulsividad.Otrosefectosreferidosfueron: disminuciónde las ganas

de llevar a cabotareasfísicaso mentales(70 %), disminucióndel apetito(65 %) y trismo (50

%) (Steeley col, 1994).

La MDMA ha sido objeto de recientesdebatescientíficos y legales basadosen los

informesde variosespecialistasen saludmentalque consideranquela MDMA puedeproducir

alteracionesdel estadode la conciencia,conelevacióndel tonoemocionaly sensual(Shulginy

Nichols, 1978),y sentimientosde empatia(Greer y Tolbert, 1986). Sonprecisamenteestas

propiedadeslas quehanincitadoausarestadrogacomo coadyuvantede lapsicoterapia(Greer

y Tolbert, 1990).

1.3.2 EFECTOSTOXICOS

El consumode “éxtasis” seha asociadoen la literatura médicacon variaspatologías

orgánicasy psicógenas.Las complicacionesasociadascon la ingestade MDMA se pueden

dividir en agudasy crónicasdependiendode si remiteno no en las 48 h despuésde la ingesta.

Ademásencadacategoría,las complicacionesse puedendividir en efectosgeneralesy efectos

psiquiátricos.

1.3.2.1 Complicacionesagudas

1.3.2.1.1 Efectosgenerales

Tras la ingestade MDMA puedenaparecerdiversosefectosfisiológicos como nauseas,

vómitos, sequedad de boca, trismo, bruxismo, hipertensión. palpitaciones, cefaleas,

hiperreflexia,dificultadparacaminary deficienciaen la coordinaciónmotora,tensióno dolor

muscular, urgencia urinaria, diaforesis, paraestesias,anorexia, brotes de calor o frío,

nistagmus, visión borrosa, desmayos, respiración deprimida y alucinaciones visuales

(Downing, 1986; Greery Tobert,1986; Peroutkay col., 1988; Leistery col., 1992; Solowij y

col., 1992).
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Ademásde estosefectosde menorgravedadexisteuna serie de reaccionesadversas

graves que incluyen alteracionesdel sistema cardiovascularcomo arritmias y asistoles

(Dowling y col., 1987; Henry y col., 1992)y colapsocardíaco(Suárezy Reimersma,1988),

accidentescerebrovascularescomo hemorragias,trombosise infartoscerebrales(Harries y De

Silva, 1992;Henryy col., 1992; Gedhill y col., 1993; Manchanday Conolly, 1993;Rothwell y

Grant, 1993), hiponatremiasy el síndromede secrecióninadecuadade hormonaantidiurética

(Maxwell y col., 1993; Satchell y Connaughton,1994), y hepatotoxicidad(Gorard y col.,

1992;Henryy col., 1992; Shearmany col., 1992).

Tambiénexisteun cuadroque seha asociadocon el consumode MDMA en lugares

cerradosy calurososacompañadoporejercicio fisico excesivo.Esto ocurre fundamentalmente

en las discotecaso bailes “raye”. Los síntomas asociados con este cuadro son la

deshidratación,la hipertermia(la acción de la MDMA sobrela serotoninaen algunaszonas

cerebralespuedeprovocar alteracionesen el centro termorreguladorque se traducenen un

aumentode la temperaturacorporal),ataquesde tipo epilépticos,rabdomiólisis,coagulación

intravasculardiseminadae insuficienciarenal aguda(Brown y Osterloh, 1987; Chadwick y

col., 1991; Campkin y Davies, 1992; Henry, 1992; Barrett y Taylor, 1993; Robertsy Wright,

1993; Padkin, 1994;Walsh, 1994;Lehmanny col., 1995; Wake,1995).

1.3.2.1.2 Efectospsiquiátricos

Las patologíaspsiquiátricasmás comúnmenteasociadasa la ingestade MDMA y

análogosincluyen trastornosde ansiedad(Downing, 1986; Greer y Tolbert, 1986), angustia

(McCanny Ricaurte,1992; Pallanti y Mazzi, 1992; McGuire y col., 1994),miedo, paranoia,

fatiga y confusiónmental (Downing, 1986; Greer y Tobert, 1986), depresiones(Benazziy

Mazzoli, 1991; McGuire y col., 1994; Schifano y Magni, 1994) y trastornos psicóticos

(Creighton y col., 1991; McUuire y Fahy, 1991, Schifano, 1991; McUuire y col., 1994;

Schifanoy Magni, 1994).

13



Introducción

1.3.2.2 Complicacionescrónicas

1.3.2.2.1 Efectosgenerales

Como en el casode las complicacionesagudas,las complicacionescrónicaspuedenser

de mayoro menorgravedad.

Los efectosagudostrismoy bruxismodanlugara laaparicióndel síndromede la unión

temporomandibular,erosión dental y dolor miofacial (Duxbury, 1993) que son efectosde

menorgravedadaunqueel usode inhibidoresde la monoaminaoxidasaparatratarel síndrome

de la unión temporomandibularpuede producir, en combinación con MDMA u otras

anfetaminas,una reaccióngrave caraterizadapor hipertensión,confusión, taquicardiay en

algunoscasoscomay muerte(Smilksteiny col., 1987).

Efectosmásgravesincluyentrastornoshematológicoscomo anemiaaplásica(Marshy

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

1.3.2.2.2 Efectospsiquiátricos

Estosincluyen ataquesde pánico(McCanny Ricaurte,1992; Pallanti y Mazzi, 1992;

Schifanoy Magni, 1994; McGuire y col., 1994),psicosis(Creightony col., 1991; McGuire y

Fahy, 1991; Schifano, 1991; Schifano y Magni, 1994; McGuire y col., 1994), reiteradas

manifestacionesde agresividad(Schifanoy Magni, 1994), trastornodepresivomayor(Benazzi

y Mazzoli, 1991; McCanny Ricaurte, 1991; Schifanoy Magni, 1994) ademásde alteraciones

cognitivasy de la memoria(McCanny Ricaurte,1991;Schifanoy Magni, 1994).

Caberesaltar que segúnalgunosautoresque observaronestos efectos(McCann y

Ricaurte, 1991; McUuire y col., 1994) existen factores genéticos que influyen en las

enfermedadespsiquiátricasy en algunoscasosexistíaun problemapsiquiátricoprevio a la

apariciónde los efectosrelacionadosconla ingestade MDMA (McCanny coL, 1996).
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1.3.2.3 Tratamiento

Unade las prioridadesen el casode toxicidadporMDMA consisteen la prevencióno

reversióndela hipertermia.Ya en algunasdiscotecaso bailes“raye” existencuartosespeciales

destinadosa proporcionarun ambientemenoscalurosoque en el áreade baile (Oreeny col.,

1995). En la clínica en algunoscasospuedeque seanecesarioenvolverel cuerpoen hielo

(Oreeny col., 1995).Henry (1992)recomiendael uso de dantroleno,aunqueBarrett (1992)

afirma que al serun relajantemuscularperiférico y no tenerefectoscentrales,no actúaen el

lugar dondeexisteel problema. Sin embargoes eficaz (Oreeny col., 1995) y otros autores

recomiendansuuso(Singarajahy Lavies, 1992;Tehan,1993).

Basándoseen estudios procedentesde animales, se ha sugerido que clometiazol

(Coladoy col., 1993; Hewitt y Oreen,1994),haloperidol(Hewitt y Oreen,1994),ritanserina•

(Nash y col., 1988; Schmidt y col., 1990a) o metisergidapodrían tenerun posible valor

terapéutico en el control de la hipertermia (Oreen y col., 1995). Sin embargoel uso de

neurolépticosno estárecomendadoya que existeuna asociaciónentre la administraciónde

neurolépticosy la apariciónde hipertermiaen el síndromeneurolépticomaligno (Kaufmanny

Wyatt, 1987).

Se hacomprobadoque la clorpromazinaantagonizalas accionestóxicas de la MDMA,

provocandoun retornovelozaparámetrosnormalesen situacionesdehipertermia,taquicardia,

hipertensiónarterial,aumentode la resistenciavascularperiféricay del gastocardíaco(Davis

y col., 1986).

Las benzodiacepinasse han utilizado parael control de la excitación y convulsiones.

(Oreen y col., 1995) producidaspor MDMA pero también se ha empleadoclometiazol

intravenoso(Bedford-Russelly col., 1992).

Por otra parte, la excreciónurinaria de la MDMA varía mucho segúnel pH. La

acidificaciónde la orina favorecela eliminaciónde la MDMA, por lo que seconsideracomo

un tratamientoadecuadoen casosde sodredosis(Mascaroy col., 1991).
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1.4. SEROTONINA Y EL SISTEMA SEROTONINÉRGICO

1.4.1 LA SEROTONINA

La 5-hidroxitriptamina(5-HT, serotonina)es una amínabiógenacompuestapor un

anillo indólico y una cadena lateral etilamino. Se localiza y sintetiza en las células

enterocromafinesde tracto gastrointestinaly en las neuronasserotoninérgicasdel sistema

nerviosocentral.En plaquetasla 5-HT esalmacenadaporun mecanismode transporteactivo

(Pazos,1997).

1.4.1.1 Síntesis

La 5-HT es sintetizadaa partir del aminoácidoL-triptófano. Este es oxidado por la

triptófano hidroxilasa dando lugar al 5-hidroxitriptófano (5-HTP) que posteriormentees

descarboxilado,mediante la L-aminoácido aromático descarboxilasa,y convertido en 5-

hidroxitriptamina. La 5-HT formadaquedaalmacenadaen vesículasque la protegende la

acciónde la monoaminoexidasa(MAO) intraneuronal(Pazos,1997).

1.4.1.2 Liberación

En condicionesfisiológicas es liberadadel terminal nerviosopor despolarizacióny

entradade Ca2* en el terminalsináptico.La 5-HT liberadatienetres posiblesdestinos,o bien

actúa sobre receptores,o difunde al espacioextracelular o es recaptadapor la propia

terminaciónnerviosa(Pazos,1997).

1.4.1.3 Metabolismo

La 5-HT esmetabolizadapor la MAO sobretodo del subtipoA y a continuaciónporla

aldehídodeshidrogenasadando lugaral ácido5-hidroxiindolacético(5-HIAA) que difunde al

espacioextracelulary al líquido cefalorraquideo(Pazos,1997).
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1.41 EL SISTEMA SEROTONINÉRGICO

L4.2.1 Localización

Las vías serotoninérgicastienensu origen en los núcleosdel rafe, localizadosen la

regiónmedial y paramediala lo largo del mesencéfalo,la protuberanciay el bulbo. Existen 9

núcleos,Bí aB9, segúnsudistribuciónenla rata.

Las principalesvías sonlas siguientes(Flórezy Pazos,1997):

a) La gran vía serotoninérgicaascendenteventral que naceen los núcleosB6, B7 y B8 e

inervala sustancianegra,el núcleocaudado,el putamen,el neocórtex,el núcleoaccumbens

y el hipocampo.

b) La vía serotoninérgicaascendentedorsalquetiene su origenen los núcleosB3, B5 y B6 e

inervaprincipalmentela sustanciagris centralmesencefálica.

c) Unavía serotoninérgicaconorigenen los núcleosB5 y B6 queinervala cortezacerebelosa.

d) La vía descendentepropiobulbarque desdelos núcleosB3 a B8 proyectaa otros núcleos

del tronco.

e) La vía descendentebulboespinalque naceen los núcleosB 1 a B3 y llegahastalas astas

anterioresy posterioresde lamédulaespinal.

La inervaciónserotoninérgicade la cortezacerebraly del hipocamposeorigina en los

núcleosdorsaly medio delrafe(Flórezy Pazos,1997).

1.4.2.2 Morfología

Existen dos clasesde axonesserotoninérgicos.El denominadosistema D que está

compuestode axonescuyo origense sitúaprincipalmenteen el núcleodorsaldel rafe. Este

sistemaestáformadopor fibras finas, muy ramificadasque poseenvaricosidadesfusiformes.

El sistemaM tiene suorigenen el núcleomedio del rafe y consisteen ramasmásgruesasque

sólo se ramifican en su porción terminal. En estaúltima porción presentanvaricosidades

gruesasy esféricas(Flórezy Pazos,1997).
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1.5. EFECTOS AGUDOS Y A LARGO PLAZO DE LA MDMA EN

ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN

El primer trabajoaparecidoen la literatura referentea los efectosneurotóxicosde la

MDMA datade 1986y fue publicadoporel grupode Schmidt.Estosautoresdemostraronque

la administraciónagudade MDMA porvía subcutánea,a unadosiscuatrovecessuperiora la

dosis oral humana,que es 1-3 mg kg’, provoca en el núcleo neoestriadode rata una

disminuciónselectivay significativade 5-HT y de su metabolito,5-HIAA, que persisteuna

semanadespuésde la administraciónde MDMA adosisde 10 mg kg’ o superiores(Schmidty

col., 1986).

Posteriormentediversoslaboratorioshanconfirmadoque la MDMA, al igual queotros

derivadosanfetamínicos,es tóxica parael cerebrodediversasespeciesanimales.Así, se ha

comprobadoqueproduceunadegeneraciónselectivade terminalesserotoninérgicosen la rata,

cobayoy mono tras la administraciónúnicao múltiple (Schmidt y col., 1986; Stoney col.,

1986; Battagliay col., 1987; Comminsy col., 1987a;Schmidt y col., 1987; Battagliay col.,

1988; Finnegany col., 1988; Ricaurtey col., 1988a,b; Slikker y col., 1988, 1989; revisión:

McKennay Peroutka,1990;Ah y col., 1993)

En un estudio llevado a cabo por Stone y col. (1987a) orientado a investigar las

accionesproducidasporestederivadoanfetamínicoen funcióndel tiempo, se observóque la

administraciónde MDMA en ratasproducíaunasalteracionesneuroquimicascaracterísticasde

tipo bifásicosobrediversosmarcadoresserotoninérgicos.Estosefectossepuedendividir en

efectosagudoso inmediatosque sonreversiblesy efectosa largoplazoque sonirreversiblesy,

por lo tanto, seconsideranefectosneurotóxicos.

1.5.1 EFECTOS AGUDOS

L5.1.1 Efectossobresistemasde neurotransmisión

1.5.1.1.1 El sistemaserotoninérgico

MDMA, inmediatamentedespuésde suadministración,produceun marcadodescenso

de las concentracionescerebralesde 5-HT y de su metabolito,5-HIAA, que puedellegar a ser
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deun80 %, 3 h despuésde suadministraciónen la rata(Schmidty col., 1986, 1987; Stoney

col., 1986; Stoney col., 1987a).A la vezque estedescensoen el contenidoindólico seobserva

una disminución de la actividad de la triptófano hidroxilasa (TPH; enzimalimitante de la

síntesisde 5-HT) en cortezacerebral,estriadoe hipocampo,fundamentalmente(Schmidt y

Taylor, 1987; Stoney col., 1 987a).

Estarápiday pronunciadadisminucióndel contenidoindólico cerebralse debeaque la

MDMA incrementamasivamentela liberaciónde 5-HT de las vesículaspresinápticas(Nichols

y col., 1982; Fitzgeraldy col., 1993; Hekmatpanahy Peroutka,1990)y se ha relacionadocon

los efectosque esta droga ejerce sobre la psique y el comportamiento.Los parámetros

serotoninérgicosafectadosrecuperangradualmentesus niveles basalesy a las 24 h de la

administraciónde MDMA las concentracionescerebralesde 5-HT y 5-HIAA seaproximana

los de ratasinyectadoscon suerosalino (Schmidt, 1987a; Stoney col., 1987a;Stone y col.,

1988; Schmidty Taylor, 1988).Sin embargola actividadde la TPI-I continúadisminuidaen el

estriado,hipocampoy cortezahasta2 semanasdespuésdel tratamiento(Schmidt y Taylor,

1987; Stone y col., 1987a). Este efecto sobre la enzima no pareceser mediado por una

inhibición directa ya que en estudiosiii vitro no se ha observadoefecto alguno de MDMA

sobrela actividadenzimática(Schmidty Taylor, 1987). In vivo se observaunareducciónal 50

% del Vmax en animalestratadoscon MDMA pero la afinidad de la enzimapara sus dos

sustratos,el triptófanoy el 6-metil-5,6,7,8-tetrahidropterina,permaneceinalterada.

Es posible que la MDMA produzcala inactivaciónde TPH medianteun procesode

oxidaciónde la enzimay que estainactivaciónseaun procesoreversibleque no implique la

formaciónde proteínaenzimáticanueva.En un estudio llevado a cabopor el grupode Stone

(Stone y col., 1989) se evaluó la capacidadde reactivación in vitro de la TPH tras su

inactivaciónporMDMA. El tejido se incubó en un medio anaerobioy reductor(ditiotreitol y

Fe2~). Los autoresobservaronque si estaincubaciónserealizabaa las 3 h de la administración

de MDMA, se producíauna reactivacióncompleta,en cambio despuésla reactivaciónera

solamentede un 50%.

Se ha demostrado,también, que la MDMA es un potente liberador de 5-HT de

smaptosomas(Nichols y col., 1982 y Hekmatpanahy Peroutka, 1990) y de rebanadas

cerebralesimpregnadascon [3H]5-HT(Johnsony col., 1986; Sprousey col., 1989y Fitzgerald

y Reid, 1993).
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1.5.1.1.2 El sistemadopaminérgico

La administraciónde unadosisúnicadeMDMA (10 mg kg’) produceun incremento

de la concentraciónde dopamina(DA) en el estriadode rata3 h despuésde suadministración.

Este efecto no parecedebersea que la MDMA aumentela síntesisde DA puesto que la

actividadde la tirosina hidroxilasa(enzimalimitante de la síntesisde DA) no estáalterada.

MDMA no modificó la concentraciónestriatalde ácido 3,4-dihidroxifenilacético(DOPAC)

aunqueincrementólos nivelesde ácidohomovanilico(HVA) (Schmidt y col., 1986; Stoney

col., 1986).El efectoproducidopor MDMA sobrela concentraciónde DA estriatalpodríaser

atribuido a la capacidadque tiene estecompuestoparaaumentar,inmediatamentedespuésde

su administración,la liberación de DA en los núcleos caudadoy accumbens(Yamamotoy

Spanos,1988).

Cuandoseadministrandosismúltiples de MDMA (10 mg kg’, cada6 h, 5 dosis,sc.)

no sedetectancambiosen los niveleshísticosde DA y DOPAC ni en la actividadde la tirosina

hidroxilasaen el estriadoalas 18 h de la finalizacióndel tratamiento.Se observasin embargo,

un incrementode la concentraciónestriatalde HVA (Stoney col., 1986).

1.5.1.1.3 El sistemanoradrenérgico

Existen pocos estudios sobre los efectos agudos de MDMA sobre el sistema.

noradrenérgico.En 1987, Steeley col., observaronque la MDMA era capazde prevenirla

recaptaciónde noradrenalinaal interior de sinaptosomasdel hipotálamo,hipocampoy estriado

delcerebrode rata.

L 5.1.2 Efectossobreel comportamiento

La administraciónde MDMA aratasprovocalaaparicióndel síndromeserotoninérgico

(Slikker y col., 1989; Spanosy Yamamoto,1989;Callawayy col., 1992; Colado y col., 1993)

el cual ha sido extensamenteestudiadodesdeel punto de vista de su etiología y con el

propósitode investigarel efectoque ejercendiversasdrogaspsicoactivassobredicho síndrome

(Oreeny Grahame-Smith,1976; Oreeny Heal, 1985). El síndromefue descritopor primera

vezen ratasporGrahame-Smith(1971)y consisteen unaseriede comportamientoscomplejos

que incluyen un incrementoen la actividad locomotora, pisoteo repetido con las patas
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delanteras(“forepawtreading”),movimiento de la cabezade un lado a otro (“headweaving”)

y posturabajadel cuerpo(“low body posture”)(Green y Heal, 1985; Spanosy Yamamoto,

1989).

Callawayy col., (1990)estudiaronla posiblerelaciónexistenteentrela liberaciónde 5-

HT inducidaporMDMA y los efectossobrela actividadlocomotoraprovocadospor la droga.

Observaronque la administraciónde un inhibidor de la recaptaciónde 5-HT (flouxetina) o de

un inhibidor de la síntesisde 5-HT (p-clorofenilalanina)atenuabala hiperactividadlocomotora

producida por MDMA. La inhibición de la síntesis de catecolaminas,mediante la

administración de ct-metil-p-tirosina (AMPT), no modificaba la estimulaciónlocomotora

inducida por MDMA. No obstante, la inyección en la región mesolímbica de 6-

hidroxidopamina (6-OHDA), una neurotoxina de las vías dopaminérgicas, atenuaba

parcialmenteel efecto de la MDMA sobre la locomoción. Estos datos indican que no

solamenteel sistemaseotoninérgicoestáimplicado en la respuestalocomotorasubsiguientea

la MDMA, sino que también el sistema dopaminérgicopodría desempeñarun importante

papel.

En monos rhesus(Macaca mulatta) seha llevado a cabo un estudiopara evaluarel

efecto de la MDMA sobrediversossignoscomportamentales(Federicky col., 1995a). Los

síntomasque se estudiaronfueronla estimacióndeltiempo, memoriaa cortopíazoy atención,

motivación al trabajoparaobtenercomida,aprendizajey discriminaciónde color y posición.

Estosestudiossonde particularinterésya que la respuestaen monosentrenadosseparecea la

respuestaenniños (Pauley col., 1988).MDMA alteróla respuestaa los ensayosde estimación

del tiempo, aprendizajey motivaciónaunqueesteúltimo resultado,segúnlos autores,pudo ser

debido al efectoanorexígenode la MDMA. No afectólos ensayosdememoriaa cortoplazoy

atenciónni la discriminaciónde color y posición.Los cambiosproducidosfuerontemporales.

Las dosis utilizadas(0.1, 0.3, 1 mg kg’) aunqueadministradasdosvecesa la semanano

produjeroncambiospermanentesen las respuestascomportamentalesya que los cambios

producidosporMDMA revirtieronal suprimir el tratamiento.Segúnlos autoresel tratamiento

afectóa los comportamientosque reflejanla adquisiciónde informaciónnuevay no a aquellos

que reflejan la retención de informaciónpreviamenteadquirida. Los animalesdemostraron

tolerancia en los ensayoscomportamentalesdespuésde dosis repetidaso al incrementarla

dosis(Fredericky col., 1995b).
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1.5.1.3 Otros efectos

En ratas,la administraciónde MDMA incrementael ritmo cardíacoy la temperatura

corporal(Gordon y col., 1991). En penosy monos se ha observadomidriasis, salivacióny

piloerección (Hardmany col., 1973). Todos estosefectosparecenreflejar la activación del

sistemasimpático.

La administraciónintraperitoneal(ip.) de MDMA da lugara un incrementorápido en

los niveles séricos de corticosteronay prolactina (Nash y col., 1988). El incremento en

corticosteronaes bloqueadopor la administración de ketanserinay mianserina,ambos

antagonistasdel receptor5-HT2, pero no porantagonistasdel receptor5-HTIÁ o antagonistas.

no selectivosde los receptores5-HT. Esto sugiereque estaelevaciónen la concentraciónde

corticosteronaestámediadapor los receptores5-HT2. El incrementoen prolactinano parece

estarmediadoni por los receptores5-HT1~ ni por los receptores5-HT2.

1.5.2 EFECTOS A LARGO PLAZO

L5.2.1 EN ROEDORES

1.5.2.1.1 Sistemaserotoninérgico

Como se hadescritoen el apartado1.6.1.1.1. la MDMA produceuna disminucióndel

contenido indólico a las 3 h de su administraciónpero este parámetro se recupera

gradualmentede tal maneraque a las 24 h el contenidoindólico essimilar a aquelen ratas

tratadasconsuerosalino.Sin embargo,estarecuperaciónestransitoriay apartir de las 24 h el

contenido indólico vuelve a disminuir, esta vez progresivamente.A las 2 semanasdel

tratamientolos niveles regionalesde 5-HT y de 5-HIAA y la densidadde los lugares de

recaptaciónde 5-HT, son significativamentemenoresen el cerebrode ratas tratadascon

MDMA comparadocon aquellosen ratastratadascon suerosalino (Battagliay col., 1987,

1988; O’Hearny col., 1988; Slikker y col., 1988).

Mediante técnicas bioquímicas e inmunocitoquimicasse ha comprobadoque los

cambiosa largo plazo producidospor MDMA sobrelos niveleshísticosde 5-HT y de su

metabolitosonunaconsecuenciade la destrucciónde axonesy/o terminalesserotoninérgicosy
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no de una supresión prolongada de la función serotoninérgicaen neuronas intactas

estructuralmente.Así Battagliay col. (1987)demostraronque la administraciónde MDMA

produceunamarcadareducción(50 - 75 %) de ladensidadde los lugaresde recaptaciónde 5-

HT en cortezacerebral,hipocampo,estriado,hipotálamo y mesencéfalode rata, 2 semanas

despuésde su administración.Se demostróen esteestudioque la MDMA alterabael número

de lugaresde recaptacióny, por lo tanto, la densidad(Bnax) pero no la afinidadde los lugares

de recaptación(K0).

En 1988,O’Hearny col., utilizandotécnicasde inmunocitoquimicaespecificaspara5-

HT demostraronque la MDMA producía una degeneraciónselectivade los terminales

axónicosserotoninérgicosquepertenecenafibras finas provenientesdelnúcleodorsaldel rafe

mientrasque los axonesprovenientesdel núcleomedio del rafe que son más gruesosy con

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

celularesen el rafetampocosonafectados(O’Hearny col., 1988).

1.5.2.1.2 Sistemadopaminérgico

La administración de MDMA no altera a largo plazo diversos parámetros

dopaminérgicos.Niveles histicos de DA, DOPAC y HVA ademásde la densidadde los

lugaresde recaptaciónde dopaminaseven inalteradosporel tratamientoconMOMA (Stoney

col., 1986; Battagliay col., 1987,1988;O’Hearny col., 1988).

Ls.2.2 EN PRIMA TES NO HUMANOS

1.5.2.2.1 Sistemaserotoninérgico

Los efectos a largo píazo producidospor MDMA en primates no humanosson

similarescualitativamentea los efectosobservadosen la rata. Se observaigualmenteuna

disminuciónde los nivelesde 5-HT y 5-HIAA asícomo unadisminuciónde ladensidadde los

lugaresde recaptaciónde 5-HT (Battagliay col., 1988;Ricaurtey col., 1988a;Ricaurtey col.,

1988b; Slikkery col., 1988; Insel y col., 1989;Slikker y col., 1989; Ricaurtey col., 1992;Ah

y col., 1993;Fredericky col., 1995b).
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En 1989, Wilson y col. demostraronque existeuna vulnerabilidadselectivade los

terminalesde axonesserotoninérgicosprovenientesdel núcleo dorsal del rafe en el mono

(MacacaJascicularisy Macacamu/alta)

Se ha demostradoademásque los primates no humanosson de 4 a 8 veces mas

sensiblesa los efectosneurotóxicosdela MDMA que los roedores(Ricaurtey col., 1 988b).

En un estudio realizadopor Ricaurte y col, en 1988(c), evaluaronlos niveles del

metabolito de 5-HT, el 5-HIAA, en el líquido cefalorraquideo(LCR) de monosardilla. Los

investigadoresobservaronque la administraciónde MDMA en un régimen previamente

demostradocomoneurotóxico,esdecir5 mg kg’, dosvecesal día, durante4 días,produjouna

disminucióndel 60 % en la concentraciónde 5-HIAA en el LCR, 2 semanasdespuésde su

administración.Asimismo, produjo una disminución en el contenido indólico de varias

estructurascerebrales.Esto indicaque, enel mono, la disminuciónen el contenidoindólico en

el sistemanerviosocentralestárelacionadaconunamarcadadisminuciónen los nivelesde 5-

HIAA en el LCR. Teniendo en cuenta esta relación los autores propusieron que la

concentraciónde 5-HIAA en el LCR podríaserutilizadacomoun indicadorde neurotoxicidad

en humanos,si bien especificanque una disminuciónde los nivelesde 5-HIAA en el LCR

podríasubestimarel gradode lesiónneuronal.

1.5.2.2.2 Sistemadopaminérgico

Al igual que en ratas,el sistemadopaminérgicono es afectadoa largo plazopor la

administraciónde MDMA (Ricaurtey col., 1987, 1988b).

En 1988(c),Ricaurtey col., observaronque los nivelesde HVA en el LCR de monos

ardilla tratados2 semanasantescon MDMA en un régimen neurotóxico eran normales.

Tambiénobservaronque la concentraciónde dopaminaen el estriadono era diferente de

aquellaobservadaen monostratadoscon salino.

1.5.2.2.3 Sistemanoradrenérgico

En el mismo estudio mencionado en los apanados1<5.2.2.1 y 15.2.2.2 los

investigadoresevaluaronlos nivelesde noradrenalinaen el hipocampoy de su metabolito,el

3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) en el LCR de monosardilla. Observaronque ninguno

de los dosparámetrosnoradrenérgicosestabaalterado(Ricaurtey col., 1987y 1 988c).
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LS.2.3 Regeneraciónneuronal

Aunqueel potencialneurotóxicode la MDMA estábienestablecido,hay relativamente

poca información respecto al destino de las neuronas serotoninérgicaslesionadas.En

panicular,se desconocesi seproducela regeneraciónde los axonesserotoninérgicosde tal

forma que se restablezcanlos contactossinápticosoriginales.Algunos autoreshan sugerido.

queal menosen roedoresse produceunarecuperaciónsustancialde la funciónserotoninérgica

tras las lesionesinducidasporMDMA (Battaglia y col., 1988, 1990; De Souzay Battaglia,

1989, 1990; Molliver y col., 1990y Scanzelloy col., 1993).

Scanzelloy col. (1993)realizaronun estudiodondeadministrabanMDMA 10 mg kg~’

a ratas,cada2 h, 4 vecesy observabanlos efectossobreel contenidoindólico y la densidadde

los lugaresde recaptaciónde 5-MT. A las 2 semanashabíaunadisminuciónsignificativa en

todos los parámetrosestudiados.A las 16 semanashabíaseñalesde recuperacióny a las 32

semanasla recuperaciónera casi total. La recuperaciónseguíasiendo evidente a las 52

semanasdel tratamiento.Los autoresobservarondiferenciastemporalesen la recuperaciónde

diferentesestructuras.Las estructurasse recuperaronsiguiendo la dirección rostral-caudal..

Este patrón de recuperacióntambiénfue observadopor Sabol y col. (1996) y Lew y col.

(1996).Segúnestosautoresel patrónde recuperaciónrefleja la distanciaa la que se encuentra

la estructuracerebralde los núcleosdel rafey de los cuerposcelulares.

Sin embargo,aunquelos efectosde la MDMA en roedoresparecenserparcialmente

reversibles,en primatessonprobablementepermanentes(Insel y col., 1989 y Ricaurtey col.,

1992).Monos ardilla sometidosala administraciónrepetidade MDMA continúanmostrando

unapronunciadadisminuciónde la densidadde los lugaresde recaptaciónde 5-HT en corteza

frontal, núcleo caudadoe hipocampo 18 mesesdespuésde la administraciónde la droga

(Ricaurtey col., 1992).

Fischer y col. (1995) llevaron a cabo un estudio comparativoentre ratasy monos

ardilla. Observaronque en ratas,52 semanasdespuésde la administraciónde MDMA, había

unarecuperaciónde los parámetrosserotoninérgicosevaluadosenciertasáreascerebrales.Los

nivelesde 5-HT, 5-HIAA, la densidadde los lugaresde recaptaciónde 5-HT y la densidadde

los axones5-HT inmunoreactivoshabíanllegadoa nivelescontrolesen la cortezaprefrontal,

frontal y parietal y en estriado. Sin embargo,en hipotálamo la densidadde lugares de
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recaptaciónde 5-HT era mayor que en controlesmientrasque en hipocampotodavia se.

observabansignosde lesiónneuronal.

En monosardilla, 72 semanasdespuésde la administraciónde un régimenneurotóxico

de MDMA que a las 2 semanashabíaprovocadomarcadasdisminucionesen los parámetros

serotoninérgicos,se detectarondisminucionespersistentesen la densidadde lugares de

recaptaciónde 5-HT y en la densidadde axones5-HT inmunoreactivosen hipocampoy

neocortex(hipoinervación).En el hipotálamo, por el contrario, se observabansignos de

recuperacióncompletae inclusohiperinervación.Los autoresconcluyeronque, tras la lesión

neuronal inducida por MDMA, se había producido una reorganizaciónde los axones

serotoninérgicosascendentes,de tal maneraque los axonesdistantesde los núcleosdel rafe

mostrabanpoca o ningunaregeneraciónmientrasque los situados en áreasmás próximas.

mostrabansignos de regeneracióncompleta. Esta reorganizaciónirregular ocurre mas

frecuentementeen primatesno humanosque en roedores.Segúnlos autoresestadiferencia

entreespeciessepuededebera varios factores: la gravedadde la lesióninicial, la longitud de

los axonesserotoninérgicos,el grado de mielinación del axón, la implicación del cuerpo

celular, la composiciónde la matrizextracelular,la generaciónde factoresdel crecimientoy la

respuestade laglia al dañoproducidopor MDMA.

1.5.3 FACTORES QUE AFECTAN LA NEUROTOXICIDAD

1.5.3.1 Dosisy protocolodeadministración

Los efectosneurotóxicosde la MDMA seven afectadospor la dosisadministraday el

protocolo de administración,es decir el númerode dosisy la frecuenciade administración.

Dosis únicasbajaspuedendar lugara los efectosagudospero sólo dosismayores(Schmidt y

col., 1986, 1987; Schmidt, 1987a,b)o múltiplesdosis bajas(Stoney col., 1986; Battagliay

col., 1987; Comminsy col., 1987a)producenneurotoxicidad.

Así, unadosisde 5 mg kg’ en la ratapuedeproducirefectosagudos(Schmidty Taylor, 1987),

no efectosalargoplazo.En cambio,estamismadosisadministradade formarepetida,2 veces

al díadurante4 díasresultaen unareducciónde 5-HT de 45-80% y aproximadamentede un

14 % en los lugaresde recaptaciónde 5-HT en cortezacerebral de rata a las 18 h de su

administración(Battagliay col., 1990). En un estudio realizadopor Insel y col., (1989) se
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observóque incluso una dosis de 2.5 mg kg’, 2 vecesal día durante4 días fue capazde

disminuir la concentraciónde 5-HTy 5-HIAA en variasestructurascerebrales.

1.5.3.2 Vías de administración

Diversos grupos han estudiadoel efecto de diferentesvías de administración;oral,

subcutanea,intramusculare intraperitonealsobrela neurotoxicidadde la MDMA (Ricaurtey

col., 1988a,b;Insel y col., 1989;Kleveny col., 1989; Coladoy col., 1993).En 1988,Finnegan

y col., no encontrarondiferenciasentrela reduccióndosis-dependientede los nivelesde 5-HT

originada por la administración oral de MDMA a ratas y aquella originada por la

administraciónsubcutanea.

Sin embargo, Ricaurte y col., (1988a) observaron que en el mono ardilla la

administración subcutáneade MDMA (8 x 5 mg kg~’) era 3 veces más tóxica que la

administraciónoral. En cambio en el mono rhesusla administraciónoral da lugar a una

reducción más pronunciadaen el contenido indólico y en la densidadde los lugares de

recaptaciónde 5-HT quela administraciónsubcutánea(Kleveny col., 1989).

1.5.3.3 DIferenciasentreespecies

Parecenexistir diferencias entre la sensibilidad de varias especies.Así se han

observadodiferenciasentre los efectosneurotóxicosde la MDMA en ratas,ratones,monos

rhesus,monosardilla y cobayos(Stoney col., 1987b;Battagliay col., 1988; Finnegany col.,

1988;Logany col., 1988;Ricaurtey col., 1988 y Slikkery col., 1988).

Stone y col. (1987b)observaronque así como una dosis de MDMA de 10 mg kg1

produjo unadepresiónaguday alargo plazode la actividadde la triptófanohidroxilasay una

reduccióndel contenidoindólico en la rata,estono ocurrióen ratonesconunadosisde 15 mg

aunquesi sevieronafectadosporun protocolode administraciónmúltiple (6 x 15 mg kg

). Estehecholo atribuyeronlos autoresa la diferenciaenel metabolismode la MDMA entre

las dosespecies.En la rata,la vía metabólicade mayor importanciaes la para-hidroxilación

del anillo de MDMA. Estavía metabólicapuedeserimpedidaporel grupometilenodioxide la

molécula.El menor gradode metabolizaciónde la MDMA por estavía daríalugar aniveles

altos de MDMA en cerebro. Los ratones en cambio tienen dos vías de metabolismo
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importantes:desaminaciónde la cadenae hidroxilacióndel anillo, y asi la MDMA tiene una

vía alternativaporla quepuedesereliminadadel cerebro.

El cobayotambiénes sensiblea los efectostóxicosde la MDMA (Comminsy col.,

1987a).Una dosisúnicade 20 mg kg1 produjounadisminuciónen los nivelesde 5-HT en el

estriado,hipocampo,cortezae hipotálamo.Laconcentraciónde DA disminuyóen el estriadoy

laconcentraciónde noradrenalinafue normalen todaslas estructurasestudiadas.

Como ya se hamencionadoen el apartado¡.5.2.2.1 los primatesno humanossonmas

sensiblesa los efectosde MDMA que las ratasporvía oral y por vía subcutánea(Ricaurtey

col., 1988a;Slikkery col., 1988).

LS.3.4 Parámetrosestereoquímicos

Las propiedadesestereoquímicasson importantesen los efectosneurotóxicosde la

MDMA. Ambosestereoisómerosproducenunareducciónen la concentraciónde 5-HTa las 3

h de suadministraciónpero sólo (+)-MDMA produceunadisminuciónen la concentraciónde

5-HT corticaly estriatala los 7 díasde suadministración(Scbmidty col., 1987).Además(+)-

MDMA esmáspotentecomo liberador de 5-HT de sinaptosomas(Nichols y col., 1982) y de

rebanadasestriatales(Schmidty col., 1987).Johnsony col. (1988)tambiénobservaronque el

isómeroS(±)-MDMAeramáspotentecomo neurotóxicoy comodepresorde la actividadde la

triptófanohidroxilasaen la cortezacerebral,hipocampoy neoestriadode ratasa las 18 h de la

administraciónrepetidade MDMA.

El requerimientode un isómeroparalos efectosneurotóxicos,pero no paralos efectos

agudos,indica que los dosefectosson independientesy que los efectosagudosno dan lugar

necesariamentea los efectosalargoplazo.

1.5.4 MECANISMOS DE NEUROTOXICIDAD

A pesarde que estábien establecidoque la MDMA a dosisaltas y en administración

única o múltiple produce una degeneraciónneuronal de las vías serotoninérgicas,los

mecanismosdeacciónsubyacentessondesconocidos.Aunquesehanpropuestovariasteorías,

las 3 hipótesismásextendidasque podríanexplicar la neurotoxicidadinducidapor MDMA

sonlas siguientes(Colado,1998):
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L 5.4.1 Posibleformación de un metabolitotóxico deMDMA

Estahipótesisestabasadaen el hechode que la administraciónintracerebraldirectade

MDMA no produceningunaevidenciade una respuestaneurotóxica,mientrasque, por el

contrario,la administraciónsistémicaproducedéficits serotoninérgicosprolongadosasociados

con neurodegeneración(Molliver y col., 1986y Parisy Cunningham,1991).

Lim y Foltz (1988; 199la y b) llevaron a cabounaserie de estudiosextensossobreel

metabolismode la MDMA demostraronla existenciade 17 metabolitosformadospor N-

desmetilación,0-deaquilación,hidroxilación aromática,desaminacióny conjugación.Se ha

evaluadola capacidadparaproducirneurotoxicidadde algunosde ellos(Johnsony col., 1992),

pero no seha llegadoa ningunaconclusióndefinitiva, puesto que algunosde ellos no son

neurotóxicosy otrosproducenun patrónde neurotoxicidaddiferenteaaquelproducidopor la

MDMA. como por ej. 2,4,5-trihidroximetanfetamina,que produceneurotoxicidadtanto en el

sistemadopaminérgicocomoen el serotoninérgico(Johnsony col., 1992).

La 3,4-metilenodioxianfetamina(MDA) ha sido identificada como uno de los

principalesmetabolitosde Ja MDMA tanto in vivo como in vitro (Cho y col., 1 990 y Yousify

col., 1990), habiéndosedetectadoen orina y en plasmade rata(Fitzgeraldy col., 1989).La

MDA tambiénesselectivamentetóxica paralas neuronasserotoninérgicasdel cerebrode la

rata, originandouna reducciónde la concentraciónindólicay de la actividadde la triptófano

hidroxilasa similar a la inducidaporMDMA a igualdadde dosis(Stoney col., 1986). Se ha

sugerido que sería necesarioel metabolismo de MDMA a MDA para que hubiera una

destrucciónde las neuronasserotoninérgicas(Schmidt, 1 987b).No obstante,la administración

intracerebralde MDA no causaneurotoxicidadserotoninérgica,lo cual indica que la MDA es

metabolizadaen la periferia dando lugar al compuestoneurotóxicodefinitivo, el cual no ha

sido aun identificado(McCanny Ricaurte,1991).

RecientementeTuckery col. (1994), demostraronla enzimadebrisoquinahidroxilasa

(CYP2D6)catalizala principal vía de metabolismode la MDMA ¡ti vitro, la demetilenación,

conviertela MDMA enun derivadocatecólicoreactivoinestable(3,4-dihidroximetanfetamina,

DHMA) que posteriormentepor oxidación se transformaen la correspondientequinona

(Kumagai y col., 1994 y Tucker y col., 1994). Tanto catecolescomo quinonas por

autooxidaciónocasionanla formaciónde radicaleslibres.
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Estaenzima,presenteenel hígadoy el cerebro,esun miembropolimórfico de la super-

familia de enzimas citocromo P450 y estáausenteen un 5 - 9 % de los caucasianoscomo

consecuenciade herenciade mutacionesgénicasautosómicasrecesivas(Gonzálezy Meyer,

1991). Se ha especuladocon la posibilidad de que estos individuos pudieranser menos

susceptiblesa cualquier efecto crónico neurológico de la droga al tener una menor

concentraciónde metabolitosde la MDMA. Sin embargo,estosindividuostendrianun riesgo

aumentadode toxicidadagudaa causadel metabolismolento de la MDMA, y por tanto los

nivelesplasmáticosmás altos. En concreto, tendríanuna respuestahipertérmicaexagerada,

puesto que la hipertermia se atribuye a la rápida liberación de 5-HT que sigue a la

administraciónde ladrogay queesprovocadapor laMDMAper se.

Estudiosrealizadosen ratas“Dark Agouti hanreveladoquelas hembras,en las cuales

la demetilenaciónde la MDMA esdeficiente,sonmassensiblesa los efectosagudosde la

MDMA que los machos(Colado y col., 1995). Las hembrasmostraronun mayor grado de.

hipertermia que los machos. A los 45 mm despuésde la administración de la droga

(coincidiendocon la respuestamáximaala temperatura),los nivelesplasmáticosde la MDMA

en las hembrassonaproximadamenteun 60 % másaltos queen los machos.Sin embargo,no

se observaunadiferenciarelacionadocon el sexoen la neurotoxicidadinducidaporestadroga

(Coladoy col., 1995).

Se podría decir, por tanto, que en el caso de que la velocidad de formación de

metabolitostóxicos sea mas bajaen animalesdeficientesen debrisoquinahidroxilasa, tiene

pocaimportanciaa efectosde neurotoxicidado que la demetilenaciónno es la vía principal

paralaproducciónde posiblesneurotoxinas(Coladoy col., 1995).

1.5.4.2 Posibleformación de un metabolitotóxico de 5-HT

La administraciónde MDMA produceuna marcadaliberaciónde 5-HT del terminal

nervioso (Vamamoto y Spanos.1988; Hiramatsuy Cho, 1990; Nash, 1990; Gough y col.,

1991; Brodkin y col., 1993; White y col., 1994). Esta liberaciónse ha observado¡ti vivo

mediantemicrodiálisis (Gough y col., 1991; Brodkin y col., 1993) e ¡ti vitro mediantela

liberaciónde [
3H]5-HTde sinaptosomas(Nichols y col., 1982; McKennay col., 1991;Berger

y col., 1992),rebanadasde cerebro(Johnsony col., 1986; Sprousey col., 1989; Fitzgeraldy

Reid, 1993) y neuronasde cultivo (Azmitia y col., 1990; Gu y Azmitia, 1993). La liberación
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de 5-HT por MDMA ocurre en dos fases.MDMA entraen el terminal de forma pasivao a

travésdel transportadorde 5-HT. Despuésentraen la vesículasde algunaformaqueconsume

ionesH intravesicularesy así cambiael pH del interior de la vesícula(incluso la entrada

mismade MDMA, queesunabasedébil, elevael pH). Estecambiodel pH causala liberación

de 5-HT al citoplasmadonde ocurre un intercambioentrela MDMA extracelulary la 5-HT

intracelularatravésdel transportadorde 5-HT.

Wichems y col. (1995) investigaronel mecanismode liberaciónde 5-HT ¡n v¡tro en

cultivos de neuronasserotoninérgicasfetalesdel rafe y concluyeronque MDMA libera 5-HT

del citoplasmaatravésde un mecanismoque esCa2* independientey sensiblea fluoxetina.En

cambio, Azmitia y col. (1990) observaron en sus estudios en cultivos de neuronas

serotoninérgicasprimarias disociadasque tanto B-HT 920, un agonistaespecíficode los

receptoresa
2 (Pifl y col., 1988),como SKF-38393,un agonistaespecíficode los receptoresD1

(Benkiraney col., 1987), ambosreceptorespresinápticosen el terminal 5-HT, atenuaronla

toxicidad producidapor MDMA y concluyeron que la liberación de 5-HT a través de

mecanismosCa
2’-dependienteseraparcialmenteresponsablede la toxicidadde MDMA.

Resultados¡ti vi/ro indican que la MDMA interaccionacon el transportadorde 5-HT

(Steeley col., 1987; Johnsony col., 1991a;Rudnicky Wall, 1992).La liberaciónde 5-HT in

vi/ro es prevenidapor compuestosque bloqueanel transportadorde 5-HT (Hekmatpanahy

Peroutka,1990; Guy Azmitia, 1993).

Deacuerdocon los resultadosobtenidosin vitro Gudelskyy Nash(1996), utilizando la

técnicade microdiálisis intracerebralin vivo, observaronque la administraciónde fluoxetina

era capazde atenuarla liberaciónde 5-HT inducidapor MDMA en el estriado.Esto sugiere

que la 5-HT utiliza parasuliberaciónal transportadorde 5-HT. El hechode que la fluoxetina

bloqueela liberación de 5-HT y tambiénproteja frente a la neurotoxicidadinducida por

MDMA (ver apartado1.5.5.1. Bloqueantesselectivosde la recaptaciónde 5-HT) sugierela

posible formación de un metabolito tóxico de la 5-HT como mediador de la toxicidad

producidaporMDMA.

Sin embargoexistendatosindicativosde que un incrementoen la liberaciónde 5-HT

no aumentala neurotoxicidadinducida por MDMA. La administraciónde 5-hidroxi-L-

triptófano(5-HTP) y carbidopaincrementala liberaciónbasalde 5-HT y aumentala liberación

de 5-HT inducidapor MDMA (Gudelskyy Nash, 1996). Si la 5-HT estuvieradirectamente

implicadaen la neurotoxicidadproducidapor MDMA entoncesun aumentoen suliberación
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daría lugar a un aumentoen la neurotoxicidad.Sin embargola administraciónde 5-HTP

atenúalos efectostóxicos producidospor MDMA a largo plazo(Spraguey col., 1995). Los

autoresinterpretanque la 5-HT, liberadamasivamentepor MDMA en presenciade 5-HTP,

podría competircon la captaciónde dopaminaal terminal serotoninérgico.La captaciónde

dopamina al terminal serotoninérgicoha sido propuesto como uno de los mecanismos

subyacentesde la neurotoxicidadde la MDMA (Scbmidt y Lovenberg, 1985; Spraguey

Nichols, 1995).

Tambiénse ha consideradola posibilidad de que la 5-HT liberadainmediatamente

despuésde la administraciónde MDMA se oxidaraa una neurotoxinacomo la 5,6 o la 5,7-

dihidroxitriptamina, ya que tales compuestospuedenformarse a partir de la 5-HT misma

(Wrona y Dryhurst, 1991; Wrona y col., 1992). Incluso algunosautores(Comminsy col.,

1987b,c)han detectadola presenciade 5,6-dihidroxitriptaminaen el cerebrode la ratatrasla

administración de anfetaminassustituidas. Sin embargo, los fármacos que proporcionan

neuroprotecciónfrenteala toxicidad de la MDMA son ineficacesparaprevenirla disminución

de 5-HT producidapor5,7-dihidroxitriptamina(Snapey col., 1994).

LS.4.3 Posibleformación de un metabolitotóxico deDA

Existen varios estudios que implican a la dopaminaen los efectos neurotóxicos

producidosporMDMA.

1.- La administraciónde AMPT o reserpinapreviene parcialmentela disminución de la

triptófanohidroxilasaen estriadoinducidaporMDMA a las 3 h de suadministración(Stoney

col., 1988). Es interesantemencionarqueel efectode reserpinafue mayorqueel de AMPT y

que lacombinaciónde AMPT y reserpinano potenciael efectoejercidopor la administración

de reserpinaúnicamente.Ambos compuestosactúansobrereservasdiferentesde DA, reserpina

vacíalas vesículasde reservade monoaminas(Dahlstrómy col., 1965)y AMPT disminuyelas

reservasde neurotransmisoresdenuevaformación. Los derivadosanfetaminicosliberanDA a

partir de estaúltima reserva(Raiteri y col., 1979; Fischery Cho., 1979),de tal maneraquese

ha demostradoque AMPT atenúala liberación de DA inducida por anfetaminas(Parker y

Cubeddu,1986; Butchery col., 1988) mientrasque reserpinano la modifica (Niddam y col.,

1985; Butchery col., 1988). Si la liberaciónde DA inducidaporMDMA fuerala responsable

de los efectostóxicos de ladrogaseríaesperablequeproporcionaraprotecciónAMPT perono
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reserpina.Una posible explicaciónes que el efecto protectorde AMPT y reserpinano esté

relacionadoúnicamentecon la capacidadde amboscompuestosparadiminuir la liberaciónde

DA. Es conocido,que reserpinatambiéndisminuye los niveles de otros neurotransmisores

tales como 5-HT y que estosotros neurotransmisorespudieranmodular la toxicidad de la

droga.

Stoney col. (1988)tambiéndemostraronqueAMPT protegíafrentea laneurotoxicidad

inducidapor la administraciónúnicao repetidade MDMA puestoque previno la disminución

de la actividadde la triptófano hidroxilasay del contenidoindólico inducido por MDMA en

estriado,hipocampoy cortezafrontal 3 díasdespuésde suadministración.

2.- La co-administraciónde L-3,4-dihidroxifenil alanina(L-DOPA) con MDMA potencialos

efectos neurotóxicosinducidos por MOMA sobre el contenido indólico del hipocampo,

corteza y estriado. La L-DOPA aumenta la síntesis de DA y, por tanto, la cantidadde DA

disponibleparaser liberada (Schmidt y col., 1991).

3.- MDMA aumentala liberaciónde DA ¡n v¡tro (Schmidt y col., 1987a)e ¡ti y/yo(Yamamoto

y Spanos,1988;Nashy Nichols, 1991; Gudelskyy col., 1994; White y col., 1994).Utilizando

la técnicade voltametría¡ti vivo, sehademostradoque laMDMA incrementala liberaciónde

DA en los núcleoscaudadoy accumbetisde maneradosis-y tiempo-dependiente(Yamamoto

y Spanos,1988). Cuando se administrarondosis bajasde MDMA (2.5 ó 5 mg kg<’) el

incremento en la liberación de DA es similar en ambos núcleos, sin embargo tras la

administraciónde dosismásaltasde MDMA (10mgkg’) la liberaciónde DA esmásacusada

en el núcleocaudado.Estudiosrealizadossobrelos efectoscomportamentalesproducidospor

la liberaciónde DA, handemostradoquela liberaciónde DA en el núcleoaccumbetisda lugar

a un incrementoen la actividadlocomotora,mientrasque la liberaciónde DA en el estriado

produceun comportamientoestereotipadoy cambiosposturales(Kelly y col., 1975; Freedy

Yamamoto,1985; Yamamotoy Spanos,1988).

Estos datos relativos al efecto de la MDMA sobre la liberación de DA fueron

confirmados y extendidos por otros autores mediante la técnica de la microdiálisis

intracerebral¡ti vivo (Hiramatsuy Cho, 1990;Nash,1990).El pretratamientocon ketanserina,

un antagonistade los receptores5-HT2, atenúael incrementode laconcentraciónextracelular

de DA inducidopor MDMA (Nash, 1990)y proporcionaneuroprotecciónpuestoquepreviene

la disminucióndel contenidoindólico y de la densidadde los lugaresde recaptaciónde 5-HT

inducidaporMDMA variosdíasdespuésde suadministración(Nashy col., 1990, 1991).
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La administraciónde MDMA directamenteen el estriadoanterolaterala travésde una

sondade microdiálisis tambiénproduceun aumentode la concentraciónextracelularde DA

que esdosis- y tiempo-dependiente(Nash y Brodkin, 1991).La administraciónsistémicade

inhibidores de la recaptaciónde DA, tales como mazindol y GBR 12909, 30 mm antesde

iniciar la perfusiónde MDMA a travésde la sonda,atenúaparcialmentela liberaciónde DA

inducidaporMDMA. GBR 12909,además,proporcionaprotecciónfrenteala neurotoxicidad

sobreel sistemaserotoninérgicoproducidapor MDMA a los 3 días de su administración

(Stoney col., 1988).

Se podría especularcon la posibilidad de que la DA liberadamasivamentetras la

administraciónde MDMA fuera recaptadaen los terminalesaxónicosserotoninérgicosdonde

podría ser oxidada originando metabolitos citotóxicos capaces de producir lesiones

prolongadasen los terminalesaxónicos.Estahipótesis,sin embargo,no seriasuficientepara

explicar el daño neuronalque producela MDMA en ciertasregionescerebralesque carecen

prácticamentede inervación dopaminérgica,como es el caso del hipocampoy la corteza

cerebral.

1.5.5 PROTECCIÓN FRENTE A LA NEUROTOXICIDAD PRODUCIDA POR
MDMA

Existe unagranvariedadde compuestosque handemostradoserprotectoresfrentea la

toxicidad producidapor MDMA. Entre ellos destacanlos bloqueantesselectivos de la

recaptaciónde 5-HT, los antagonistasde los receptores5-HT2, los facilitadoresde la función

gabaérgica,los antagonistasde los receptoresN-metil-D-aspartato(NMDA) y los compuestos

atrapadoresde radicaleslibres.

LS.5.1 Ríoqueaeantesselectivosde la recaptaciónde 5-HL

Tanto la fluoxetina(Schmidt, 1987a)comoel citalopram(Schmidty col., 1987)ambos

bloqueantesselectivosde la recaptaciónde 5-HT, handemostradoserprotectoresfrentea los

efectosagudosy la neurotoxicidadproducidapor MDMA. La administraciónde fluoxetina

junto con MDMA previnocompletamentela disminuciónde la concentraciónde 5-HT en la

cortezacerebralinducidaporMDMA (Schmidt, 1987a).Cuandola Iluoxetinaseadministró3
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h despuésde la administraciónde la MDMA siguióprotegiendocompletamente.Sin embargo,

cuandola fluoxetinase administróa las 6 h de la administraciónde MDMA ya no eracapazde

proteger completamentey administradaa las 12 h no ejerció ninguna protección. Esto

demuestraque la neurotoxicidadempiezaadesarrollarseentrelas 3 y 6 h de la administración

de MDMA de tal maneraquealas 12 h los efectossonirreversibles(Schmidt,1987a).El autor

sugiere que la formación de un metabolito de MDMA podría ser responsablede la

neurotoxicidadde la MDMA. La formación de este metabolito tendría lugar durante las

primeras 12 h. Este metabolito, no MDMA, podría ser un sustrato para el sistema de

recaptaciónde 5-NT. LaMDMA entraen el terminalpordifusión (Schmidty col., 1987)y por

tantoun inhibidor de la recaptaciónde 5-HT no afectaríala entradade MDMA en el terminal.

El efectoneuroprotectorde los inhibidoresde la recaptaciónde 5-HT se podríadeber

tambiéna que estoscompuestosbloqueanalgunasaccionesinducidaspor MDMA. Inhibenla

liberaciónde 5-HT in vivo e in vitro (Johnsony col., 1986; Schmidt y col., 1987; Battagliay

col., 1988;Bradberryy col., 1990; Hekmatpanahy Peroutka,1990)y bloqueanla captaciónde

DA al interior del terminalserotoninérgicoen sinaptosomasestriatales(Schmidty Lovenberg,

1985)

LS.5.2 Antagonistasdel receptor5-Hl’2

La administraciónde antagonistasdel receptor5-NT2, tales como ritanserina,MDL

11,9390ketanserina,previenelaneurotoxicidadinducidaporMDMA (Schmidty col., 1990a;

Nashy col., 1990, 1991).En un estudio llevadoa cabopor el grupo de Schmidt,ritanserinao

MDL 11, 939, fueron administradossimultáneamentecon MDMA 20 mg kg’ en ratasy el

efectosobrelos nivelesde 5-HT y la actividadde la TPH en hipocampo,cortezay estriadofue

evaluadounasemanadespués.En la cortezala concentraciónde 5-NT tras la administración

de MDMA fue de un 48 % de los valorescontrol. En cambio con la co-aministraciónde

ritanserinao MDL 11,939 los nivelesfueron de un 71 y 80 % respectivamente.La protección

en hipocampoy estriadofue similar o incluso mayor en el caso de la ritanserina.Además

MDL 11,939fue capazde atenuarla neurotoxicidadproducidapormúltiplesdosisde MDMA

(20 mg kg’ cada6 h, 5 dosis). En el hipocampodosistan bajascomo 1 mg kg’ de MDL

11,939 fueron capacesde proteger alrededor de un 50 % siendo la proteccióndosis-

dependiente.
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No obstante,MDL, 11,939 únicamente proporcionaneuroproteccióncuando se

administrasimultáneamentecon MDMA. La administraciónde MDL 11,939 1 h despuésde

MDMA sólo fue capazde atenuarligeramentela disminuciónde 5-HT en el hipocampo.Esto

indica que existeun margenestrechode tiempodentro del cual MDL 11,939puedeprevenir

los efectostóxicosproducidosporMDMA (Schmidty col., 1990a).

Porotrapartela administraciónde MDL 11,939 conMDMA (5 ó 10 mg kg’) no afectó

la disminuciónagudade los nivelesde 5-HT y 5-HIAA producidaporMDMA, a las 3 h de la

administración.Esto indica que los efectosagudosde MDMA son independientesde los

efectosalargoplazoy quelos antagonistasde los receptores5-HT2 únicamenteinterfierencon

los efectosa largoplazo(Schmidty col., 1990a).

Lo queaún sedesconoceesel mecanismoporel cuallos antagonistasde los receptores

5-HT2 ejercen protección frente a la neurotoxicidad inducida por MDMA. La co-

administraciónde MDL 11,939 o ketanserinacon MDMA previno el incremento en la

concentraciónde DA estriatalinducido porMDMA a las 3 h de suadministración(Schmidty

col., 1990a;Nash, 1990). Esto sugiereque los receptores5-HT2 podrían influir en el sistema

dopaminérgico.Se sabeque proyeccionesserotoninérgicas,procedentesde los núcleosdorsal

y medio del rafe, inervanlasustancianegra(Dray y col., 1978).Los terminaleshacencontacto

sinápticodirecto con dendritasdopaminérgicas(Nedergaardy col., 1988) y la activaciónde

estas vías serotoninérgicasreduce la frecuenciade disparosen las vías dopaminérgicas

(Fibigery Miller, 1977;Dray y col., 1978;Ugedoy col., 1989).

La infusión de MDL 100,907 directamenteen el estriadoatenuó la liberación de

dopaminainducidapor MDMA en el estriado,en cambio la infusión en el mesencéfalono

afectóla liberaciónde dopaminaen el estriado.Esteresultadoindica que los receptores5-HT2

implicadosen la inhibición de la liberaciónde DA inducidaporMDMA estánpresentesen el

estriado(Scbmidty col., 1992a).

LS. 5.3 Facilitadoresde la función gabaérgica

La administraciónde clometiazol(50 mg kg’, i.p.) 5 mm antesy 55 mm despuésde

MDMA previno completamentela disminución en el contenidoindólico del hipocampoy

cortezainducidapor MDMA (20 mg kg’, ip.) 4 días más tarde (Coladoy col., 1993). Sin

embargo,no fue capaz de prevenir la disminución de 5-HT en el hipocampoy corteza
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producidaa las 4 h de la administraciónde MDMA (Colado y Oreen, 1994). Esto datos.

indicanque el clometiazolprevienelos efectosneurotóxicosde laMDMA perono los agudos.

La administraciónde clometiazol(100mg kg’) en unasoladosis20 mm despuésde la

administraciónde MDMA también fue capaz de protegerfrente a la disminución en la

concentraciónde 5-HT en el hipocampopero no en la corteza(Coladoy col., 1993).En 1994,

Hewitt y Oreenobservaronquela administraciónde clometiazol(100mg kg<’) 10 mm antesde

cadaunade dosdosisde MDMA (20mgkg<’, cada6 h) preveníatantola pérdidaen lugaresde

fijación de [3H]paroxetinacomo la disminuciónen la recaptaciónde [3Hjserotoninainducida

por MDMA. El clometiazoltambiénse ha demostradoprotector frente a la neurotoxicidad

producidapormetanfetamina(Baldwiny col., 1993).

El clometiazol es un fármaco utilizado en la clínica como sedante,hipnótico y.

anticonvulsivante(Evans y col., 1986; Ogren, 1986; Oreeny Murray, 1989)Este compuesto

interaccionacon el receptorGABAA en una forma similar pero no idénticaa pentobarbital

(Crossy col., 1989).Moduladirectamentela aperturadel canalde CF (Harrisony Simmonds,

1983). Sin embargo,el clometiazolno afectani la concentracióndel ácidoy-amino butírico

(CABA) en el cerebro(Crossy col., 1989; Víncensy col., 1989),ni la velocidadde síntesisde

CABA (Cross y col., 1989) ni la recaptaciónde CABA (Vincens y col., 1989). Se ha

demostradoque el clometiazoldisminuyeel volumende daño isquémicoen ratonesen los que

la síntesisde CABA habíasido inhibida un 70 % (Oreeny col., 1992a),esposible,portanto,

que el clometiazol seacapazde sustituir de algunaforma al OABA, y protegerfrente a la

degeneraciónproducidaporaminoácidosexcitatorios.

Aunquese ha visto que el clometiazolno interaccionadirectamentecon el complejo

receptorialN-metil-D-aspartato(NMDA, Crossy col., 1993a;Addaey Stone,1988) si parece

que de alguna forma indirecta puede inhibir algunasfuncionesmediadaspor el receptor

NMDA en el cerebro(Cross y col., 1993b; Thorén y Sjdlander,1993) ya que inhibe las

convulsionestónicasinducidaspor la inyecciónde N-metil-DL-aspartato.

El pentobarbitaltambiénse ha demostradoneuroprotectorfrente a la neurotoxicidad

producidapor MDMA y metanfetamina(Oreen y col., 1992b; Colado y Oreen, 1994). La

administraciónde pentobarbital(25 mg kg<~) 5 mm antesy 55 mm despuésde MDMA atenuó

la disminuciónen la concentraciónde 5-HT enel hipocampoy cortezay la disminuciónen la

concentraciónde 5-HIAA en el hipocampo,inducidapor MDMA. Al igual queel clometiazol,
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pentobarbitalno tuvo efectosobrela disminuciónen las concentracionesde 5-HT y 5-HIAA a

las 4 h de la administraciónde MDMA.

El pentobarbitalse une a un receptorespecíficopara barbitúricos en el complejo

macromoleculardel receptorCABA que estácercadel lugar de unión de clometiazol(Ogren,

1986;Crossy col., 1989)y prolongala aperturadel canalde CF. El pentobarbitales,por tanto,

unpotenciadorde la funcióngabérgica.

Las neuronas gabaérgicaspueden ejercer un efecto modulador sobre las vías

dopaminérgicas(Dray, 1979) y así disminuir la liberación de dopaminala cual podríaactuar

como potencialmediadorde la neurotoxicidadproducidapor MDMA. Así, se ha observado

que la administración de clometiazol atenuó la liberación de dopamina producidapor

metanfetamina(Baldwin y col., 1993).

Porotraparte,Coladoy Creen(1994)demostraronque clometiazoly pentobarbitalno

alteran la masivadisminucióndel contenidoindólico inducido por MDMA inmediatamente

despuésde suadministración.Parece,portanto,pocoprobablequelos efectosneurotóxicosde

la MDMA se debana la liberaciónde 5-HT inducidapor ladrogay subsiguienteformaciónde

un metabolitotóxico de 5-HT.

LS. 5.4 Antagonistasde los receptoresN-metil-n-aspartato(NMDA)

La administraciónde dizocilpina (1 mg kgjl 5 mm antesy 55 mm despuésde la

administraciónde MDMA atenuóla disminuciónde la concentraciónde 5-HT y de 5-HIAA

producidosporMDMA enel hipocampo,4 díasmástarde(Coladoy col., 1993).Sin embargo,

no modificó ladisminuciónen laconcentraciónde 5-HT producidaporMDMA a las 4 h de su

administración(Colado y Creen, 1994). No obstantefue capaz de antagonizaralgunos

comportamientosasociadoscon el síndrome serotoninérgicoy la hiperlocomociónque se

suelenasociarcon la liberaciónmasivade 5-HT que ocurretras la administraciónde MDMA

(Coladoy col., 1993).

La dizocilpina también fue capazde atenuarla disminución en la densidadde los

lugaresde recaptaciónde 5-HT inducidaporMDMA (Hewitt y Creen,1994).

La dizocilpina es un antagonistano competitivo de los receptoresNMDA (Wong y

col., 1986),esdecirmodulade algunaforma la acciónde los aminoácidosexcitatoriossobreel

complejoNMDA.

38



Introducción

Farfely Seiden(1995a)observaronqueel COS 19755, un antagonistacompetitivode

los receptoresNMDA proporcionabaprotecciónfrente a los efectosneurotóxicosinducidos

por MDMA. El dextrorfan,un antagonistano competitivode los receptoresNMDA, también

fue capazde protegerfrenteaMDMA (Carpentery col., 1988;Finnegany col., 1989)

La hiperactividad de los aminoácidos excitatorios ha sido asociado con la

patofisiologíade variasenfermedadesneurodegenerativasincluyendoisquemiatras un infarto

cerebral(Simony col., 1984).

La infusión de agonistasde los aminoácidosexcitatoriostales como kainato o el

NMDA en determinadasáreascerebralestales como la corteza (Choi y col., 1987), el

hipocampo(Kohler, 1993) y el estriado(Coyley Schwarcz,1976)produceneurodegeneración

en esaáreacerebral.

Se ha sugerido que la MDMA podría causar un excesode actividad en las vías.

glutamatérgícacorticoestriatalesy ya queexistenimportantesinteraccionessináptícasentrelos

terminales que contienen DA y aquellos que contienen aminoácidosexcitatorios en el

neoestriado,y que la vía glutamatérgicaes una de las principalesque inervanel estriado

(Fonnun, 1988), esteexcesode actividadpodría dar lugar a una masivaliberación de DA

estriatal (Clow y Jhamandas,1989; Bowyery col., 1991). Sehademostradoque el glutamato

escapazde liberar DA ¡ti vitro en tejido estriatal(Jonesy col., 1993)y que in vivo,agonistas

de glutamato administradosen el estriadotambién liberan dopamina(Clow y Jhamandas,

1989). Estaexcesivaliberaciónde dopaminapodríaser la responablede la neurotoxicidadya

que la dopaminapodría sercaptadapor el tenninalserotoninérgicoy sermetabolizadaa un

metabolitotóxico.

LS.5.5 Compuestosatrapadoresde radicaleslibres

Datos recientesindican que la formación de radicaleslibres podría desempeñarun

importantepapelen la degeneraciónde los terminalesnerviososserotoninérgicosinducidapor

MDMA y otrosderivadosanfetamínicos:

1. El compuestoatrapadorde radicaleslibres, a-fenil-N-ter-butilnitrona(PBN), administrado

10 mm antes y 120 mm despuésde MDMA es capaz de atenuarla degeneraciónde

neuronas serotoninérgicasinducida por MDMA (Colado y Creen, 1995) y p-

cloroanfetamina,perono la de fenfluramina(Murray y col., 1996).PBN, tambiénescapaz
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de prevenirla neurotoxicidadsobreel sistemadopaminérgicoinducidapor metanfetamina

(Cappony col., 1996).

2. La administraciónde metanfetaminaen ratastratadascon ácido salicílico produce un

incremento en la concentraciónestriatal de los ácidos 2,3- y 2,5-dihidroxibenzoicos

(Uiovanni y col., 1995).Estosácidosseconsideranun índicede la formaciónde radicales

hidroxilo.

Los radicales libres están claramente implicados en la degeneraciónneuronal

subsiguientea un procesode isquemiacerebraltransitoria(Kirsch y col., 1987; Cao y col.,

1988;Oliver y col., 1990):

1. Utilizando la técnica de la microdiálisis y el método atrapadordel salicilato, se ha

observadoque ratas sometidasa un proceso de isquemia global en el cerebroanterior

muestranunaconcentraciónelevadade los ácidos2,3- y 2,5-dihidroxibenzoicosen estriado

(Clobus y col., 1995).Resultadossimilareshan sido obtenidosen el cerebrodel gerbotras

un periodode isquémia(Caoy col., 1988;Hall y col., 1988).

2. La administraciónde compuestosatrapadoresde radicaleslibres ha resultadoeficaz para

atenuarel volumen de la lesión tras un procesoisquémico ¡ti vivo (Oliver y col., 1990;

Phillis y Cough-Helman,1990; Yue y col., 1992).El pretratamientocon PBN 30 mm antes

de la oclusión bilateral de las carótidas en el gerbo, previno casi completamentela

degeneraciónde las neuronasCAl del hipocampo(Yue y col., 1992).Cuandoel PBN se

administradespuésde la lesión isquámicatambién proporcionaprotecciónpuestoque

incrementala supervivenciade las neuronasCA! del hipocampo. PBN es igualmente

protector en otros modelosexperimentalesde isquemia,por ejemplo la oclusión de la

arteriamediacerebralde la rata(Zhaoy col., 1994).

1.6. NEUROTOXICIDAD PRODUCIDA POR OTROS DERIVADOS

ANFETAMINICOS

1.6.1 FENELUR4MINA

La fenfluramina es un derivado anfetamínico halogenadoque se utiliza en el

tratamientomédicode laobesidadcomo un supresordel apetito (Rowlandy Caríton, 1986).El

efectoanorexigenode la fenfluraminase debea queproducela liberaciónmasivade 5-HT que
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a suvezactuasobrereceptores5-HT2 enel hipotálamoque controlanel apetito(Fuxey col.,

1975; Trulson y Jacobs, 1976; Fuller y col., 1988). La fenfluramina también bloqueala

recaptaciónde 5-HT, efectoquetambiéncontribuyea aumentarlos nivelesextracelularesde 5-

HT.

Al igual que la MDMA y a dosis similares, la fenfluraminase comporta como una

toxina selectivadel sistema serotoninérgicoen diversasáreasdel cerebro de la rata. La

administraciónde fenfluraminaproducea largopíazounadisminuciónen las concentraciones

de 5-HT y de su metabolito, 5-HIAA, una disminución de la actividad de la triptófano

hidroxilasa (Duhault y Verdavainne, 1967; Opitz, 1967; Sterankay Sanders-Bush,1979;

Murray y col., 1996) y una reducciónde la densidadde los lugaresde recaptaciónde 5-HT

(Appel y col., 1989)en el cerebrode ratas.

Zaczeky col. (1990) tambiénestudiaronlos efectosde fenfluraminasobreel sistema

dopaminérgicoy noradrenérgicoy observaron cambios transitorios en los niveles de

noradrenalina,dopaminay susmetabolitos.Estoscambiosrevirtieronala semanay, portanto,

sepuedenconsiderarcomo alteracionesen la neurotransmisióny no efectosneurotóxicos.

Molliver y Molliver (1990) realizaron un estudio para evaluar los efectos de

fenfluraminaa cortoy a largoplazo sobreneuronasserotoninérgicasen el cerebrode rata. Se

observóuna marcadadisminuciónen el númerode axonesserotoninérgicosinmunoreactivos

en varias estructurascerebralesincluyendo la corteza,el estriadoy el hipocampo,a las 2

semanasde la administraciónde fenfluramina(5 ó 10 mgkg’). Esteefectode la fenfluramina,

al igual queen el casode la MDMA seobservósolamenteen la poblaciónde axonesfinos. La

otrapoblaciónde axones,aquellosmás gruesosy con varicosidades(Kleveny col., 1988)no

fueron afectadaspor la administraciónde fenfluramina.

Fenfluramina,como MDMA, produce inmediatamentedespuésde su administración

un aumentoen laconcentraciónextracelularde 5-HT in v¡vo (Auerbachy col., 1989; Schwartz

y col., 1989; Sabol y col., 1992a;Kreiss y col., 1993; Seriesy col., 1994) e ¡ti vitro (Fuxey

col., 1975; Kannengiessery col., 1976;Mennini y col., 1978;Mauray col., 1982; Saboly col.,

1992b;Mennini y col., 1985;Bonannoy col., 1994).

En 1994, Seriesy col. estudiaronel efecto del pretratamientocon p-cloroanfetamina,

MDMA y d-fenfluraminasobrela liberaciónde 5-HT inducidapor d-fenfluramina.Las ratas

fueron tratadas2 semanasantescon un régimenneurotóxicode p-cloroanfetamina,MDMA o

d-fenfluramina.El pretratamientocon los tres derivadosanfetamínicosfue capazde disminuir
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la liberaciónde 5-HT pord-fenfluraminay en menorgrado la liberaciónde 5-NT inducidapor

una concentraciónalta de potasio. Estos datos sugierenque d-fenfluramina libera 5-HT

exclusivamentede los axonesfinos, que sonlos dañadosselectivamentepor PCA, MDMA y

d-fenfluramina. Sin embargo,el potasio, a concentracionesaltas libera 5-NT también de

aquellosaxonesno afectadospor PCA, MDMA o d-fenfluramina,esdecir de los más gruesos

con varicosidades.

Estudiosrealizadosin vitro e in vivohandemostradoque inhibidoresde la recaptación

de 5-HT, tales como fluoxetina,clorimipraminay citalopram inhiben la liberaciónde 5-HT

inducidapor fenfluramina(Mauray col., 1982;Hekmatpanahy Peroutka,1990; Sabol y col.,

1992a; Kreiss y col., 1993). Estos datos sugierenque el sistema transportadorde 5-NT

intervieneen la liberaciónde 5-NTinducidaporfenfluramína.

La fenfluramina, inmediatamentedespuésde su administración,tambiénproduceun

aumentoen la concentraciónextracelularde DA en estriado(De Deurwaerdérey col., 1995).

Esteefecto es independientede las vías serotoninérgicasya que la destrucciónde estasvías

con 5,7-dihidroxitriptamina no modifica la liberación de DA inducida por la infusión

intraestriatalde dí-fenfluramina(De Deurwaerdérey col., 1995).La liberaciónde DA inducida

por fenfluramina es independientedel transportadorde dopamina ya que la infusión

intraestriatalde nomifensina,un inhibidor de la recaptaciónde DA, no modificó el aumentoen

la liberación de DA tras la infusión intraestriatal de dí-fenfluramina. Sin embargo el

citalopram,un inhibidor de la recaptaciónde 5-NT si fue capazde disminuir la liberaciónde

DA inducida por la administración intraestriatal de dí-fenfluramina. Es decir, tanto la

liberaciónde 5-NT como la liberaciónde DA inducidaspor fenfluraminasonmoduladasporel

transportadorde 5-NT.

Los efectosneurotóxicosde la fenfluraminapuedenseratenuadospor la administración

de inhibidores de la recaptaciónde 5-NT (Carattiniy col., 1975; Narvey y McMaster, 1975;

Clineschmidty col., 1978;Fuller y col., 1978; Sterankay Sanders-Bush,1979). Se ha sugerido

que estos compuestosbloqueanla entradade fenfluraminaen el terminal serotoninérgico

previniendode estamanerala toxicidad(Carattiniy col., 1975).

Debidoa quelos inhibidoresde la recaptaciónde 5-HT, previenenlaneurotoxicidadde

fenfluraminae inhiben la liberación de 5-HT inducidapor estederivadoanfetamínico,seha

sugeridoquefenfluraminaactúaatravésdel sistemade recaptaciónde 5-NT.
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Coladoy col. (1993)estudiaronel efectode dizocilpinay clometiazolsobrelos efectos

neurotóxicosinducidospor fenfluraminay observaronque ningunode los doscompuestosera

capaz de proteger frente a la neurotoxicidad.Esto indica que la fenfluramina tiene un

mecanismode acción diferentede la MDMA y metanfetaminaya que ambos compuestos,

dizocilpinay clometiazol,protegenfrenteala neurotoxicidadinducidaporestosdosderivados

anfetamínicos(Creeny col., 1992b; Baldwin y col., 1993; Coladoy Creen, 1994; Newitt y

Oreen,1994).

Ademásen otro estudio,Murray y col. (1996)observaronque el atrapadorde radicales

libres PBN no eracapazde protegerfrentea la neurodegeneracióninducidapor fenfluramina,

lo que indica que la fenfluramina,a diferenciade MDMA y p-cloroanfetamina(ver apartado

1.6.2) produceneurotoxicidadpor un mecanismoque no implica la formación de radicales

libres.

1.6.2 P-CLOROAFENTAMINA

La p-cloroanfetamina(PCA) es una potente y selectiva neurotoxinade] sistema

serotoninérgico(Fuller, 1985).Suadministraciónresultaen unaselectivadegeneraciónde los

terminalesserotoninérgicos(Narvey y col., 1977; Masseriy col., 1978)que semanifiestaen

una disminuciónen la concentraciónde 5-NT y 5-HIAA cerebral(Fuller y col., 1975; Ross,

1976; Sanders-Bushy Steranka, 1978). Los efectos que produce sobre el sistema

dopaminérgicosontransitorios(Sanders-Bushy Steranka,1978;Fuller, 1985).

Al igual que MDMA, es un potentey selectivo liberador de 5-NT in v¡tro e ¡ti vivo,

asociándosela liberación¡ti vivo con un incrementoen la actividadlocomotorade las ratas

(Frey y Magnussen,1968; Lassen,1974; Ogreny Johansson,1985).La administraciónde 5-

hidroxi-triptófanoa ratastratadascon PCA incrementala liberación de 5-NT inducidapor

PCA pero disminuyesuneurotoxicidad(Iyer y col., 1994)porlo quesepuededescartara la 5-

HT liberadacomomediadorde la toxicidad.

Se ha especuladocon la posibilidad de que la toxicidad de PCA se deba a su

conversiónen un metabolitoreactivo(Shermany col., 1975; Cal, 1976;Amesy col., 1977).

En estudiosde neuroprotecciónse ha observadoque los inhibidores de la recaptación

de 5-NTprotegenfrenteala neurotoxicidadde PCA (Ross,1976)aunquela administraciónde

dextrometorfan,quees,ademásde un bloqueantede los canalesde Ca2* del complejoNMDA
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(Jaffey col., 1989),un inhibidor del transportadorde 5-NT (Ahtee, 1975; Hendersony Fuller,

1992),no produceprotección(Farfel y Seiden,1995b).

Coladoy col. (1993)observaronqueclometiazol(50 mg kg’) y dizocilpina(lmg kg’)

administrados5 mm antesy 55 mm despuésde PCA (2.5 ó 5 mg kg1) no fueron capacesde

protegerfrentea lo toxicidadproducidapor PCA. Amboscompuestossemuestraneficaces

paraprevenirla degeneraciónneuronalinducidaporMDMA.

Murray y col. (1996)observaronque el compuestoatrapadorde radicaleslibres, PBN

si eracapazde protegerfrentea la neurotoxicidadproducidapor PCA lo que indica que los

radicaleslibres podríanestarimplicadosen los efectosneurodegenerativosinducidosporeste

compuesto.

1.7. HIPERTERMIA Y NEUROTOXICIDAD POR DERIVADOS

ANFETAMINICOS

El papelque desempeñala hipertermiaen la neurotoxicidadinducidapor MDMA es

materiade controversia.La administraciónde MDMA produceuna marcadahipertermiaen

animalesde experimentación(Nashy col., 1988; Schmidty col., 1990b; Gordony col., 1991;

Coladoy col., 1993; Dafters,1994)que esdependientede la temperaturaambiental.En 1990,

Schmidty col., estudiaronel papelde la temperaturaambientalen la toxicidadsubsiguientea

la administraciónde MDMA. RatastratadasconMDMA (20 mg kg1, sc.) fuerondivididasen

dosgrupos,uno semantuvoa temperaturaambiente(24-260C) y el otro gruposemantuvoa

10 0C durantelas 6 h posterioresa la administraciónde la MDMA. En el caso del grupo

sometidoa una temperaturaambientalbaja, la MDMA no causóhipertermia, incluso hubo

hipotermia. En estosanimalesla neurotoxicidadproducidapor MDMA a la semanaestaba

atenuada.Sin embargo,la bajatemperaturaambientalno previno los efectosagudos(3 h)

sobrela concentraciónde 5-NT en el hipocampoy cortezainducidospor MDMA. Estosdatos

sugierende nuevoquelos efectosagudosde laMDMA sonindependientesde la hipertermiay

de los efectosa largo píazo.Daflers (1994) observóque en ratas expuestas(24 h) a una

temperaturabaja(11 0C) la inyecciónde MDMA (5 ó 7.5 mg kg’) provocabauna respuesta

hipotérmica.
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Existen agentesprotectoresfrentea los efectosneurotóxicosinducidosporMDMA que

producenhipotermiao al menosprevienenla hipertermiaproducidapor MDMA. Farfel y

Seiden(1995a,b)hanrealizadounaseriede estudiosparadilucidarel papelque desempeñala

hipotermiaen la protecciónejercidapor numerososcompuestosneuroprotectoresfrentea la

toxicidadde la MDMA en ratas.Observaronque laadministraciónde dizocilpina(2.5 mg kg

ip.) 15 mm antesde MDMA (40 mg kg1, s.c.)produjo unamarcadahipotermiaen las ratas.

Estadosis tambiénprodujo protecciónfrente a la neurotoxicidadinducidapor MDMA en

hipocampoy estriado.Sin embargo,cuandola respuestahípotérmicaserevirtió utilizandouna

manta homeotérmica, la protección ejercida por dizocilpina desapareció.Los autores

concluyeron que la protecciónejercida por este antagonistano competitivo del receptor

NMDA se debeúnicamentea su capacidadparadisminuir la temperaturacorporal de los

animales.

Estudiossimilares fueron llevadosa cabo por Malberg y col. (1996). Los autores

observaronque la ketanserina(6 mg kg’, i.p.) y la ct-metil-p-tirosina (75 mg kg~, i.p.)

disminuyeronla temperaturacorporalde la ratascuandose administraronantesque MDMA

(40 mg kg’, sc.).La apariciónde la hipotermiafue inmediatay duró entre180 y 240 mm. A

las dos semanasanalizaronlas concentracionesindólicas en el cerebrode ratay observaron

protecciónfrentea las disminucionesen las concentracionesde 5-NTy 5-HJAA en la corteza,

estriadoe hipocampo inducidaspor MDMA. Cuando las ratas fueron mantenidasa una

temperaturaambientealta paraprevenirlahipotermia,la proteccióndesapareció.

Estosdatosconsideradosen conjuntoindican que algunoscompuestosprotegenfrente

a la neurotoxicidadproducidaporMDMA debidoa sucapacidadparaprovocarhipotermiao

por lo menos,paraprevenirla hipertermiainducidaporMDMA.

La hipotermia podría enlentecerla entradade MDMA en el terminal nervioso

serotoninérgico,y así disminuir la cantidadde 5-NT disponibleen el citosol paraserliberada

(Farfel y Seiden,1995a)o podríaenlentecerla conversiónde MDMA en un metabolitotóxico

(Parisy Cunningham,1991).

No obstante,existencompuestosque protegenfrente a la neurotoxicidadinducidapor

MDMA por mecanismosque no implican unadisminución de la temperaturacorporalde los

animales.Schmidt y col. (1990b)estudiaronel efecto de un antagonistade los receptores5-

HT
2, el MDL 11,939,sobreel efectohipertérmicoy laneurotoxicidadproducidospor MDMA.

MDL 11,939 (5 mg kg<, sc.) no fue capazde prevenirlahipertermiaproducidaporMDMA
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(30 mg kg1) y sin embargo,atenuóla disminuciónen la concentraciónde 5-NT en la corteza,

el hipocampoy el estriadoinducidaporMDMA unasemanadespuésde suadministración.Es

decir, estecompuestoprotegefrente a la toxicidad inducida por MDMA sin modificar la

respuestahipertermicasubsiguientea laadministraciónde MDMA.

Efectossimilaresseobservaronen el mismo estudio(Schmidt y col., 1990b)con un

inhibidor de la recaptaciónde 5-NT, el MDL 27,777.

Malberg y col. (1996) confirmaron este resultadoutilizando otro inhibidor de la

recaptaciónde 5-HT, la fluoxetina. Observaronque la fluoxetina no afectó la temperatura

corporal de los animalesy, sin embargo,ejerció protección frente a la neurotoxicidad

producidaporMDMA.

RecientementeColadoy col. (1997a)han observadoque clometiazol(50 mg kg’, ip.)

administrado5 mm antesy 55 mm despuésde MDMA (15 mg kg’, i.p.), protegefrentea la

neurotoxicidadinducida por MDMA a la vez que previene la hipertermiainducida por la

droga.Cuandolas ratastratadascon clometiazoly MDMA fueron situadasa unatemperatura

ambientalaltaparamantenersu temperaturacorporalsimilar a la observadaen ratastratadas

con MDMA únicamente,clometiazol protegió parcialmentefrente a la neurotoxicidad

producidapor MDMA. Esto indica que el clometiazolejerceun efectoneuroprotectorpor 2

vías, previniendola hipertermiaproducidaporMDMA y porun mecanismo,no conocido,que

es independientede los cambiosen la temperaturacorporalde los animales.

Por otra parte, existen compuestosque previenen la hipertermia producida por.

derivadosanfetamínicosy sin embargono protegenfrentea suneurotoxicidad.Coladoy col.

(1993)observaronque clometiazola unadosisque protegefrentea la toxicidad inducidapor

MDMA, no previenela neurotoxicidadinducidapor PCA aunquesi bloqueala hipertermia

inducidapor estederivadoanfetamínico.Resultadossimilaresfueron obtenidospor Farfel y

Seiden(1995b), los cualesobservaronque dextrometorfan(75 mg kg1, ip., un bloqueadorde

receptoresNMDA, canalesde Ca=*voltaje dependientesy del transportadorde 5-NT) previno

la hipertermiainducidapor PCA (10 mg kg’, i.p.) pero no fue capazde protegerfrente a la

neurotoxicidadinducidaporestecompuesto.

Aunqueen muchoscasosla hipertermiava unida a los efectosneurotóxicosde los

derivadosanfetamínicos,no es, sin embargo,un factor indispensableparala neurotoxicidad.

Fenfluramina, otro derivado anfetamínico que ejerce efectos tóxicos sobre el sistema

serotoninérgicocomparablesa los inducidosporMDMA, no alterala temperaturacorporalde
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los animales(Coladoy coL, 1993 y Farfel y Seiden,1995b). Además,Coladoy col. (1993)

observaronque la administraciónde una dosisde PCA que no producehipertermia,escapaz

de producirefectosneurotóxicosen el sistemaserotoninérgico.

Aunquealgunos autoreshan sugerido que el grado de hipertermiapodría de alguna

formadeterminarel gradode neurotoxicidad(Broeningy col., 1995)esimportanteresaltarque

la hipertermiaper seno causaefectosneurotóxicos.Broeningy col. (1995)demostraronque

ratasa las que se les habíaadministradosalinoy mantenidoaunatemperaturaambientede 40

0C (causandoasí una hipertermiasimilara la observadaen ratastratadascon MDMA 40 mg

kg’ y mantenidasaunatemperaturaambientede 25 0C) no mostrabanningunaalteraciónen la

concentracióncerebralde 5-HT.
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Objetivos

EstaTesisDoctoralseha propuestocontribuir adilucidarel mecanismode la degeneraciónde

terminales serotoninérgicosproducida por la 3,4-metilenodioximetanfetamina(MDMA),

estudiando concretamentela participación de los radicales hidroxilo en el proceso

neurodegenerativoy la procedenciade los mismos.

Los objetivosconcretosperseguidosfueronlos siguientes:

• Estudiar el efecto de MDMA sobre la generación in vivo de radicaleshidroxilo en el

hipocampo de la rata, utilizando microdiálisis con perfusión intracerebral de ácido

salicílico.

• Evaluarel efectode un compuestoatrapadorde radicaleslibres, cx-fenil-N-ter-butil nitrona,

sobrela formaciónde radicaleslibresy sobrela neurodegeneración.

• Comprobar si la formación de radicales hidroxilo se produce en los terminales

serotoninérgicoslesionadosselectivamentepor la MDMA.

• Evaluarla formaciónde radicaleshidroxilo en el hipocampotrasla administraciónde otros

derivadosanfetaminicos:p-cloroanfetaminay fenfluramína.

• Investigarlaposiblerelaciónentrela hipertermiay la neurotoxicidadinducidapor MDMA.

• Evaluar la posiblerelaciónentre las alteracionesagudasproducidaspor MDMA sobreel

metabolismode la dopaminay el procesoneurodegenerativoinducidopor la drogaa largo

píazo.Paraello, se estudióel efectode la L-DOPA, precursorde la síntesisde dopamina,

sobrela respuestahipertérmica,la generaciónde radicaleshidroxilo y la neurotoxicidadde

la MDMA.
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Materialymétodos

111.1 ANIMALES

Se utilizaron ratasmachoDark Agouti (Interfauna,Barcelona)de pesocomprendido

entre 180 y 200 g. Las ratasfueron mantenidasen jaulas estándaren gruposde seis en

condiciones de temperaturay humedad constante (21”C, 50-55 %), con un ciclo de

luz/oscuridadde 12 h y libre accesoacomiday agua(Animalariode U.C.M.).

111.2 PROTOCOLOS DE ADMINISTRACIÓN

Para evaluar los efectos a largo plazo o neurotóxicos de diversos derivados

anfetamínicos,se administró 3,4 metilenodioximetanfetamina(MDMA, 5,10 y 15 mg

ip.), fenfluramina(FEN, 15 mg kg’, i.p.) op-cloroanfetamina(PCA, 5 mg kg’, i.p.) a tiempo

cero y se monitorizó la temperaturarectal de los animalesdurante5 h. Sietedías despuésse

determinarondiversosparámetrosindicativosde neurotoxicidad.

Paraevaluarlos efectosagudosde MDMA (15 mg kg’, i.p.) la drogaseadministróa

tiempo ceroevaluándosela toxicidadalas 4 h de la administración.

En los experimentosde microdiálisis intracerebralin vivo se administró MDMA,

fenfluramina o PCA a tiempo cero y se efectuó la medición de distintos parámetros

bioquímicosen el dializadodurantelas 6.5 h siguientes.

En los estudiosde neuroprotección,PBN (cx-fenil-N-ter-butil nitrona,120 mg kg’, ip.)

seadministró íomm antesy 120 mm despuésde la administraciónde MDMA.

En los estudios con L-DOPA (25 mg kg’, i.p.) este compuestose administró

conjuntamentecon benserazida(6.25 mg kg’, i.p.) 120 mm despuésde MDMA (15 mg

ip.) o 30 mm antesde unadosisno tóxica de MDMA (5 mg kg’, i.p.).

Las dosisde los diversoscompuestosse expresancomo ácidoo baselibre. Todos los

compuestossedisolvieronen salino (0.9% ~/vNaCí en aguadesionizada)y se inyectaronpor

vía intraperitoneal(ip.) en un volumende 1 ml kg1 exceptoPBN queseinyectóen un volumen

de 6 ml kg’. El aguadesionizadautilizadase obtuvo de un sistemaMilli-Q (Millipore Ibérica

SA.).
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111.3 DETERMINACIÓN DE PARAMETROS NEUROQUIMICOS EN

TEJIDO CEREBRAL

111.3.1 Determinacióndenivelescerebralesde monoaminasy metabolitos

1113.1.] Extraccióny preparaciónde muestras

Los animalesfueronsacrificadospordislocacióncervicaly decapitados.Unavezabierto

el cráneoy extraídoel encéfalo,se diseccionaronsobrehielo picadoel hipocampo,la cortezay el

estriado.La muestrasse pesaronen una balanzade precisión (ElectronicBalance ER-182A,

A&D Company, Japón). El tejido fue homogeneizadodurante 15 s utilizando un

homogeneizadorde varilla (Ultra-Turrax, Janke& Kunkel, velocidadmáxima) en diferentes

volúmenes(1.5 ml parahipocampoy estriado;2 ml paracorteza)de ácido perclórico 0.2 M

conteniendocisteina0.1 %, metabisulfitosódico0.1 % y EDTA 0.01 % (Creeny col., 1992).El

homogeneizadosecentrifugóa 12000rpm (Sorvall® RC-5B RefrigeratedSuperspeedCentrifuge,

DuPontInstruments,(iiralt, EE.UU.)durante20 mm a unatemperaturade 40C. El sobrenadante

fue decantadoy congeladoa-800C hastasuposterioranálisis.

1113.1.2 Cuantiflcac¡ónde la concentraciónde monoamincísy metabolitos

La cuantificaciónde serotonina(5-NT), dopamina(DA) y sus metabolitos se realizó

mediante un sistema de cromatografía líquida de alta resolución (h.p.l.c.) con detección

amperométrica.El sistemade h.p.l.c.utilizado incluye una bomba(Waters510) conectadaa un

inyector automático con refrigerador(Capacidadmáxima de inyección= 200 pl, Waters712

WISP), una columnade fase reversa(Spherisorb0D52, 5 gm, 150 x 3.9 mm, Waters)con

precolumna(Nova-PakCl 8, Waters)un detectoramperométrico(WatersM460) conectadoauna

unidadde integración(WatersM745). La fasemóvil paraaminasestabacompuestapor KN
2PO4

(0.05 M), ácido octanosulfónico(0.2 mM), EDTA (0.1 mM) y metanol 16 % en agua para

h.p.l.c. ajustadaa pH 3 (654 pH Meter, Metrohm, Suiza) con ácidoortofosfórico (N3P04). La

fasemóvil fue filtrada (filtros de nylon, diámetro47 mm, tamañodel poro = 0.2 pm, Waters)y.

desgasificadaal vacío. El flujo fue de 1 ml min’ y el potencial del electrodo de
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trabajo fue 0.85 V. El electrodode trabajoutilizado fue de carbonovidrioso y el electrodode

referenciafue llenado con NaCí 3 M. Los estándaresutilizados para la identificación y

cuantificaciónde picos fueron 5-NT, ácido 5-hidroxiindol acético(5-NIAA), DA, ácido3,4-

dihidroxifenil acético(DOPAC) y ácidohomovanilico(HVA). Las solucionesmadresa una

concentraciónde 1 mg mV’ sehicieronen la mezclade ácidoperclóricoanteriormentedescrita

(ver apartado111.3.1.1).La soluciónfinal contenía50 ng mL1 de 5-HT y 5-HIAA, 100 ng mL1

de DOPAC y NVA y 500 ng mV’ de DA en ácido perclórico (ver apartado111.3.1.1). La

concentraciónde 5-NT, DA o de los metabolitoscorrespondientesse expresóen ng g’ tejido.

Tiemposde retencióny límite de detecciónen las cond¡c¡onesutilizadas

Tiempo de retención(mm) Limite de detección(pg)

DA 4.8 70

DOPAC 7.7 20

5-HT 11.6 50

5-NIAA 13.3 80

HVA 20.4 1000

111.3.2 Determinaciónde los lugaresde recaptaciónde5-HT

La cuantificaciónde la densidadde los lugaresde recaptaciónde 5-NT fue llevadoa cabo

porel métododescritoporNewitt y Creen(1994)mediantela medidade la Bm~ (la densidadde

los lugaresde recaptaciónde 5-NT) del procesode fijación de [3N]paroxetina(un inhibidor

selectivo de la recaptaciónde 5-HT). Estudios previos habíandemostradoque la MDMA

provocacambiossobrela Bm,, pero no alterala KD (la afinidadde los lugaresde recaptaciónde

5-NT) (Battaglia y col., 1987; Nichols y col., 1990). Esto nos permitió el uso de una sola

concentraciónde saturaciónde [3N]paroxetina(Battaglia y col., 1988; Johnsony col., 1990).

Puesto que estos lugares se encuentranen los terminalesnerviososque contienen5-HT, su

disminución es indicativa de la pérdidade terminalesy/o axones serotoninérgicos(revisión

Creeny col., 1995).
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1113.2.1 Extracciónypreparaciónde muestras

Los animalesfueron sacrificadospor dislocacióncervicaly decapitados.Una vezabierto

el cráneoy extraídoel encéfalo,se diseccionaronsobrehielo picadoel hipocampoy la corteza.

La muestrasse pesaronen una balanzade precisión (Electronic Balance ER-182A, A&D

Company, Japón). El tejido cerebral fue homogeneizadodurante 15 s usando un

homogeneizadorde varilla (Ultra-Turrax, Janke& Kunkel, velocidadmáxima) en 5 ml de

tampón Tris (50 mM; conteniendoNaCí (l2OmM) y KCl (5mM) y ajustadoa pN 7.4 con

ácidoclorhídrico). El homogeneizadofue centrifugadoa 30.000 g (17.000rpm, Sorvall® RC-

5B RefrigeratedSuperspeedCentrifuge,DuPontInstruments,Ciralt, EE.UU.) durante10 mm a

unatemperaturade 40C. El sobrenadantefue desechadoy esteprocesode lavadofue repetido

dos veces. El precipitado fue finalmente resuspendido en tampón Tris-HCl a una

concentraciónde 100 mg de tejido mV1 y diluido a una concentraciónde 10 mg kg<’ con el

mismotampón.

1113.2.2 F4iación de [3H]paroxetina

Alícuotas de estasoluciónfueron colocadasen tubos que contenían[3N]paroxetina1

nM en ausenciay en presenciade 5-NT 10 jaM (fijación total y fijación inespecifica,

respectivamente).Las muestrasfueron incubadasdurante60 mm a 22 0C. Posteriormentelas

muestrasse filtraron (SemiautomaticCelí Harvester,Skatron,Noruega)a travésde filtros de

fibra de vidrio de borosilicato (GF/B, Skatron) previamente tratados con 0.05 %

polietilenimina.Unavezsecadoslos filtros fuerontrasferidosavialesa los que se añadieron2

ml de liquido de centelleo (Emulsifier-Safe, Packard Jnstmment BV, Holanda). La

radioactividadfue medidamedianteun contadorde centelleo(Tricarb® Liquid Scintillation

Analyzer, Model 2500 TR, PackardInstrumentCompany,EE.UU.) usandocomo estándar

tubos que contenían100 ~tl de [3H]paroxetina(10 nM) y 2 ml de líquido de centelleo.La

fijación específica(fijación total fijación inespecífica) fue expresadacomo fhrnl de

[3N]paroxetinaunida por mg de proteína (para determinaciónde proteínasver siguiente

apartado).
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1113.2.3 Determinacióndeproteínas

Paradeterminarel contenidoproteicodel tejido se siguióel métododescritoporLowry

y col. (1951). Se pipetearon20 gí del homogeneizado(preparadoparala determinaciónde

lugaresde recaptaciónde 5-NT, 10 mg mV’) y 180 pi de aguadesionizada.Se añadióa cada

tubo 2 ml de unasoluciónpreviamentepreparadaconteniendosulfato de cobre0.04 %, tartrato

sódico 0.07 %, sodio duodecilsulfato 0.69 % y carbonatosódico 1.96 %, en hidroxido sódico

0.1 N. Pasados10 mm, se añadieron200 ~.ddelreactivode Folin (previamentediluido al 50 %

con aguadesionizada).Esteprocesofue realizadoparacadamuestrade tejido y en triplicado.

A la vezunacurva de concentraciónde estándaresfue preparadasiguiendoel mismométodo

pero en lugarde homogeneizadoseutilizó suerode albúminabovina(1 mg mV’). Las muestras

y la curva de estándaresse incubaron a 220C durante 55 mm y se analizaron en un

espectrofotómetro(Milton Roy Spectronic601, Reino Unido) a una longitud de onda ?~= 750

nm.

111.4 MICRODIÁLISIS INTRXCEREBRXL IN VIVO

111.4.1 La técnica

La técnicade microdiálisis intracerebralpermitedeterminariii vivo, con exactitudy en

tiempo real los niveles intersticialesde compuestosno macromoleculares.En estesentido la

mícrodiálisisrepresentala culminaciónde técnicasanteriorescomo la “push-pull” canulaque

teníamenorgradode efectividady causabanmásdañohistico.

Noy en día lasondamásutilizadaes unasondaconcentrica(esquemaen Fig. 2) con una

entradaparael liquido de perfusiónque pasaa un áreade membranatubulardondeocurre el

intercambiode compuestosy posteriormentefluye atravésde un tubo de salida.

1114.].] Factoresque influyenen el desarrollode la técnica

Aunqueen principio la técnicase basaen un procesosencillo existenmuchosfactores

queinfluyen en el desarrollode la microdiálisisy susresultados.
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• Dañohístico

Existe un periodoinicial de alteraciónfuncional en los tejidos tras la implantaciónde la

sonda.Estaalteraciónentreotrascosassemanifiestaporun incrementoen el metabolismode la

glucosa,disminucióndelflujo sanguineoy alteraciónde la liberaciónde neurotransmisores.Este

periododura entre30 mm y 24 h (Benvenistey col., 1987; Drew y col., 1989; Osborney col.,

1990, 1991). Tambiénal comienzode la perfusiónexisteun periodode alteración.Esteperiodo

se caracterizaporunacaídaen la concentraciónde la mayoríade compuestos,duraalrededorde

30 mm y estácausadopor la lesión inicial en el tejido. SegúnUngerstedt(1991)el gradode

lesióninicial puedeestarinfluenciadoporel procedimientoquirúrgico.

• Difusión y extracción

El intercambiode compuestosatravésde la membranaocurreen ambasdirecciones.Los

compuestosdifunden a través de la membranasiguiendo un gradientede concentración.La

composicióndel medio de perfusiónesmuy importanteya que determinala composicióndel

ambientemáspróximo a la sonda.Por lo tanto, el liquido de perfusióndebeparecerselo más

posibleal medio en el queva a implantarsela sonda.Es decir,en la microdiálisis del cerebroel

medio de perfusióndebeparecerseal líquido cefalorraquideo(LCR). La concentraciónde los

ionesesmuy importanteyaqueciertosionespuedeninfluir en la aperturay cierrede canales.Por

ejemplo, la concentraciónde Ca2t influye en los niveles basalesasí como en la respuesta

farmacológicade la dopamina, en el dializado de estriado (Westerink y De Vries, 1988;

Moghaddamy Bunney,1989).

Existendostiposde extraccion:

1. Fracciónde extraccióno extracciónrelativa

2. Extracciónabsoluta

La fracciónde extraccióncorrespondeala concentraciónde un compuestoen el dializado

comoporcentajede la concentracióndel compuestoen el medioquerodeala sonda.In vivo este

valor no deberiavariara lo largodel periodode recogidade muestras.

La extracciónabsolutacorrespondea la cantidadtotal del compuestorecogidoen un

tiempodefinido.Iii v¡vo estevalorpuedevariarsegúnla produccióno liberacióndel compuesto.

Factoresqueinfluyenla extracción:

• Flujo de perfusión

Existe unarelacióninversaentreel fujo de perfusióny la fracción de extracción
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• Tiempodespuésdel comienzode perfusión

Nadamáscomenzarla perfusiónla fracción de extracciónesmuy alta pero disminuye

rapidamentey aunquesiguedisminuyendo,a partir de los 60 mm estadisminuciónrepresenta

menosde un 1 %por hora(Benveniste,1989).

• Coeficientede difusión

Estevalorvaríasegúnel compuesto.Tambiéninfluye el ambienteen el queestála sonda

ya quelas membranascelularesdificultan la difusión de compuestoshaciala sonda.

• Concentraciónde la sustancia

La fracción de extracciónes independientede la concentraciónen el medio exterior

(Ungerstedty col., 1982; Tossmany Ungerstedt,1986; Kendrick, 1988) pero la extracción

absolutaesproporcionala la concentración.Estoesprecisamentelo quepermitela medidade los

cambiosde concentraciónextracelularde las sustancias.

• Interaccióncon la membranadediálisis

Ciertassustanciaspuedeninteraccionarcon la membranadependiendode la membrana

utilizada (Ungerstedt,1984). Por lo tanto es recomendableutilizar una de diálisis y no de

ultrafiltración. Debe serbiocompatiblee inerte paraasí no interferir con el pasode moléculas.

Normalmenteestácompuestade polimerosorgánicoscomola celulosa.

• Temperatura

Grandescambiosen la temperaturapuedeninfluir en la fracciónde extracción.Cambios

de 22 a 37 0C puedenincrementarun 30 % la fracción de extracciónde ciertoscompuestosiii

vitro (Wagesy col., 1986; Benvenistey col., 1989;Lindeforsy col., 1989)

• Área de la membrana

Ambostipos de extracciónaumentanenproporciónal áreade lamembranade diálisis.

• Composicióndel mediodeperfusióny drenaje

Parapermitir queunasustanciadifundaal interior de la sonda,la sustanciano debeestar

presenteen el mediode perfusión.Sin embargoel continuo drenajede la sustanciaal interiorde

la sondadisminuyela concentraciónen el medio exterior. Estoscambiosen la concentración

puedeninfluir su subsiguientedifusion.
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1114.].2 Ventajasde la microdiálisis

• refleja la composicióndel líquido extracelular.

• sepuedellevar acaboen animalesin vivo, en animalconsciente,con libre movimiento.

• sepuedellevara caboen áreas/estructurasespecificasdel cerebroadaptandola longitud de la

membranaal tamañode la estructura.

• causamínimo daño al tejido y a la barrerahematoencefálica(Benvenistey col., 1984;

Tossmany Ungerstedt,1986).

• permitela recogidacontinuademuestrasa lo largode horase inclusodíaslo cualproporciona

informacióninmediatasobrecambiosen los nivelesextracelularesdediferentescompuestos.

• permitela extracciónde compuestosespecíficoscon la exclusiónde otros compuestoscomo

las proteínasqueno difundenatravésde la membranadebidoasupesomolecular.

• permitela obtencióndemuestraslimpias quese puedenanalizardirectamente.

111.4.2 Fabricacióndesondas

Las sondasutilizadasse hicieron en el laboratorio(Fig. 2). Consistíande unapiezaen

acero inoxidable central de 10 mm (Cooper’sNeedle Works, Ltd, Reino Unido) en cuyo

interior sesituarondospiezasde tubo de silica (Vitreous Silica, Scientific GlassEngineering,

ReinoUnido) de 20 mm de longitud. Uno, la entradade la sonda,sobresalía5 mm por cada

extremodel tubo centraly el otro, la salidade la sondasobresalía15 mm porun solo extremo.

Los tubos de silica se fijaron al tubo de aceroinoxidablecon un epoxi-pegamento(Adhesivo

“Epoxy” de fraguadorápido,RSComponents,Reino Unido)porel extremodondesobresalían

los dostubos. Secortaronlos tubos de silica de entraday salido a 5 y 7 mm respectivamente.

Se colocaronsobrelos tubos de silica de entraday salida de la sondaunostubos de acero

inoxidable de 5 y 7 mm respectivamenteque estabanunidos atubos de politenode 2 y 3 cm

respectivamente(diámetro interior = 0.28 mm, diámetro exterior = 0.61 mm, Portex Ltd,

Reino Unido). Se fijaron con epoxi-pegamentoqueunavezsecosecubrió con cementodental

(Duralay,Reliance,DentalManufacturingCompany,EE.UU.). En el otro extremosecortó el

tubo de silica que sobresalíaa una longitud de 4 mm. A estese le puso una membranade

diálisis (Cuprophan®dialysismembraneCFE9, Cambro,ReinoUnido) que seintrodujo 2 mm
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por el tubo de aceroy se fijó en estepunto con epoxi-pegamento.El otro extremo de la

membranase sellóa 1 mm deltubo de silica con epoxi-pegamento(Fig. 2)

a

c r

e

-<a b

e

e

d

Figura2. Esquemade una sondade microdiálisis construidaen el laboratorioy utilizadaen
los experimentosde microdiálisis.a: tubo de entrada,b: tubo de salida,c: cuerpode la sonda,
d: membranade diálisis, e: epoxi-pegamento.
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111.4.3 Determinación de radicaleshidroxilo en el dializado de hipocampo

1114.3.] Implantaciónde sondas

Las ratasfueron anestesiadascon pentobarbital(40 mg kg’, i.p.) y situadasen un

aparato de estereotaxiaKopf® (David Kopf Instruments,EE.UU.) para procedera la

implantación de la sonda. Las coordenadaspara implantación en el hipocampo fueron

calculadasusandoel atlaspara animalpequeñode Kónig y Klippel (1963) tomando como

referenciala líneainteraural:anteroposterior+0.22 cm, mediolateral-0.43 cm y dorsoventral-

0.8 cm. El craneofue perforadocon un torno dental (Micromotor 5750, Zenil, España).Las

sondasfueron implantadas,fijándoseal cráneocon microtornillos, pegamentocianoacrílico

(SuperClue-3 Gel, Loctite EspañaS.A.) y cementodental (RR Acrílico autocurablepara

reparaciones,DeTrey, Reino Unido). Los tubos de entraday salida de la sondasfueron

selladascon pegamentocaliente(ColaTermofusible,Salki, España).Las ratasfueron situadas

en jaulas individualesde metacrilatocon basede PVC paramicrodiálisis (30 x 30 x 20 cm)

(Servicio de Taller, Facultad de Físicas, U.C.M.). Para permitir la recuperaciónde los

animales,los experimentosde microdiálisis se llevaron a caboentre 16 y 24 h despuésde la

intervenciónquirúrgica

11143.2 Métodoatrapadorde salicilato

El fundamentode estemétodosebasaen que los radicaleshidroxilo reaccionancon el

ácidosalicílico generandodoscompuestos,los ácidos2,3- y 2,5-dihidroxibenzoicos(DHBA).

Figura 3. Reaccióndel ácidosalicílico con radicaleshidroxilo (Floyd, 1990).

o o o

ji . IIX C—OH OH OH HO¡ ¡ C—OH
2 ¡ -~ + ¡

OH OH OH

OH

Ácido salicílico 2,3-DHBA 2,5-DNBA

60



Materialy métodos

Estoscompuestosson establesy cuantificablespor h.p.l.c. con detecciónculométrica

(Radzik y col., 1983; Floyd y col., 1984). La ventajade este métodoes que el salicilato es

relativamenteno tóxico y reaccionacon los radicaleshidroxilo de una forma rápida(Floyd,

1990).

Existendos formasde administrarel salicilatode tal maneraque puedareaccionarconlos

radicaleshidroxilo: 1. por vía sistémica,2. porvía central,a travésde unasondade microdiálisis

o porinyección.

1. Porvíasistémica

Estaforma de administraciónha sido utilizadapor algunosinvestigadores(Giovanni y

col., 1995),peropresentadoslimitaciones.La primeraesquesedebenmedirlos nivelesde ácido

salicilico en el cerebroparaasícomprobarla concentraciónde ácidosalicilico queha atravesado

la barrerahematoencefálica.Segunda,el compuesto2,S-DHBA puede formarseen el hígado

debidoa la acciónde la citocromo P450 y enzimasmícrosomalessobreel salicilato (Nalliwell y

col., 1991; Ingelman-Sundbergy col., 1991). Esto originanivelesaltos de 2,5-DHBA que no

estánrelacionadoscon la formaciónde radicaleshidroxilo y que puedenenmascararcambios

pequeñosen la formaciónde radicaleshidroxilo. Asimismo los nivelesde 2,3-y 2,5-DHBA se

puedenver alteradospor cambiosen el flujo de sangre(Giovanni y col., 1995) o en la función

hepáticaquepuedenocurrir tras la administraciónde MDMA y que influyen sobrela difusión

del ácidosalicilico atravésde labarrerahematoencefálica.

2. Porvíacentral

La administracióncentral permite la determinaciónde 2,3- y 2,5-DHBA formadosa

partir de la reacciónde los radicaleshidroxilo presentesen el líquido extracelularcon el

salicilato. El ácidosalicilico seadministrapor inyeccióno se añadeal liquido de perfusiónde la

mícrodiálisisde maneraque difunda a travésde la membranaal líquido extracelular(Chiuehy

col., 1992).

La determinaciónde radicaleshidroxilo por el métodoatrapadordel salicilato ha sido

descritapor varios investigadores(Chiuehy col., 1992; Giovanni y col., 1995; Clobus y col.,

1995; Maruyamay col., 1995). Sin embargocuandonosotrosutilizamos la concentraciónde

salicilato descrita,es decir, 5 mM en LCR artificial (Chiueh y col., 1992; Wu y col., 1993;
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Clobus y col., 1995),observamosunadisminuciónen las concentracionesbasalesde los ácidos

2,3- y 2,5-DHBA a lo largo del tiempo (Fig. 4). El pH de la solución del LCR artificial

conteniendo5 mM de ácido salicilico era de 2.7. Por consiguienteevaluamosel efecto de una

concentraciónmás bajade salicilato, 0.5 mM utilizadarecientementeporObatay Yamanaka

(1995). Esta concentraciónproducíaLCR artificial menosácido con un pH de 3.5. Iii vivo

observamosunasconcentracionesbasalesde 2,3-y 2,5-DNBAestablesa lo largodel tiempoque,

aunque más bajas, eran facilmente cuantificables (Fig. 4). Por lo tanto utilizamos la

concentraciónde 0.5 mM de ácidosalicilico en LCR artificial en todos las determinacionesde

radicaleshidroxilo.

300..
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Figura 4< Concentraciónde 2,3- y 2,5-DNBA en el dializadohipocampalde ratasperfundidas
con LCR artificial conteniendoácido salicílico 0<5 mM ó 5 mlvi. Los resultadosse muestran
como lamedia+ EEM (n = 11).

1oJ

—O— 2,3-DHBAO.5mMácidosalicflico

—LII— 2,5-DHBA 0.5mM ácidosalicilico

—e— 2,3-DilBA 5mM ácido salicílico
—U— 2,5-DHBA 5mM ácido salicílico
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1114.3.3 Fracciónde extracciónde las sondas

2,3-DNBA

2,5-DUBA

Entre16 y 24 h despuésde la implantación,la entradade la sondaseconectaa través

de un pivote giratorio (Singlecannel375 seriesswivel, Instech,EE.UU.)a un tubo de politeno

(diámetrointerior — 0.28 mm,diámetroexterior= 0.61 mm, PortexLtd, ReinoUnido) que asu

vezestáconectadoauna bombade precisiónde microdiálisis (Pump 22, HarvardApparatus,

EE.UU.). Diversas jeringas (Hamilton MicroliterTM Syringe, Suiza) se llenan con LCR

artificial conteniendoácido salicílico (0.5 mM) (composicióndel LCR: NaCí 125 mM, KCI

2.5 mM, MgCI2.6H20 1.18 mM, CaCI2.2H201.26 mM) previamentefiltrado (filtros de nylon,

diámetro47 mm, tamañodel poro= 0.2 pm, Waters)y desgasificadoal vacio.El flujo esde 1 <tI

min’. Un tubo de 40 cm (FEP-Tubing,CMA/Microdialysis AB, Suecia)se conectaala salida

de la sonda.Una vez que el dializadocomienzaa salir por el extremodel tubo de salida,se

dejaestabilizarel sistema 1 h. Al cabo de estahora se empezana recogermuestrascada30

mm en eppendorfde 300 ¡<tI. El dializadosealmacenaa-80
0C hastasuanálisis.

La diálisis se continuaduranteun total de 8 h recogiendopor tanto un total de 16

muestraspor rata. Al cabo de las 8 h las ratas se sacrifican con una sobredosisde

pentobarbítal.La correcta localización de cada sondase verifica histologicamentetras la

perfusiónde azulde metilenoatravésde la sondaparamarcarel trayecto.

1114.3.4 Microdiálisis

63



Materialy métodos

1114.3.5 CuantWcaciónde la concentrac¡ónde 2,3-y2,5-DHBA

Las muestrasse analizaronpor h.p.l.c. con detecciónculométrica. La fase móvil

utilizadateníauna composiciónde 0.025 M KH2PO4, 10 % metanoly 20 % acetonitrilo en

aguaparah.p.l.c. ajustadoa pH 3.7 con ácido fosfórico, filtrada (filtros de nylon, diámetro47.

mm, tamañodelporo = 0.2 >.tm, Waters)y desgasificadaal vacío.El flujo fue de imí min<’ y el

potencialde la célulaanalíticafue 400 mv conunasensibilidadde 1 gA. El sistemade h.p.l.c.

consistióenunabomba(Waters510) unidaa un injectormanual(Volumende inyección= 20

~.tl,Rheodyne),una columnade fasereversaC8, 250 x 4.60 mm (Phenomenex,EE.UU.) con

precolumnay detector culométrico (Cuolochem® II Modelo 5200A, ESA, EE.UU<). La

corriente fue monitorizadamedianteun programade ordenador(Axxiom 747, Quadrant

Scientific Ltd, ReinoUnido). Los estándaresusadosparala identificacióny cuantificaciónde

picos fueron los ácidos 2,3- y 2,5-DNBA. Las solucionesmadresde estos estándaresse

prepararonen 50 % metanoly 50 % aguadesionizada.La concentracióndelestándarfue de 80

ng mV’ en fasemóvil paraamboscompuestos.

Tiemposde retencióny limite de detecciónen las condicionesutilizadas

Tiempode retención(mm) Límite de detección(pg)

2,5-DNBA 7.9 40

2,3-DNBA 9.7 38

111.4.4 Determinaciónde DA y susmetabolitos en el dializado estriatal

1114.4.] Implantaciónde sondas

La implantación de las sondas se realizó siguiendo el procedimiento descrito

anteriormente(ver apartado111.4.3.1)con la diferenciade que se situaron en el estriado

siguiendolas coordenadasdescritasen el atlas de Kónig y Klippel (1963); tomandocomo
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referenciala líneainteraural:anteroposterior+0.79cm, mediolateral-0.25 cm y dorsoventral-

0.8 cm.

1114.4.2 Fracciónde extracciónde las sondas

DA

DOPAC

100 pg pl<’ 300 pg pl<’ 900 pg pl<’ 2700pg ¡<11’

25.8±1<7% (4) 26.5 + 1.3%(4) 27.8+0.9%(4) 28.3±0.9%(4)

HVA

La microdiálisis se llevó a cabocomo estádescritoen la sección111.4.3<4con la única.

diferenciade que los tubos de recogidade muestracontenían5 pi de una solución de ácido

perclórico 0.01 M, cisteina0.2 % y metabisulfitosódico 0.2 % paraevitar la degradaciónde la

dopaminay susmetabolitos.

1114<4<4 Cuantificaciónde la concentraciónde DA y susmetabolitos

Lasmuestrasse analizaronporh.p.l.c. con detecciónculométrica.La fasemóvil estaba

compuestapor KH2PO4 (0.05M), ácidooctanosulfóníco(1 mM), EDTA (0.1 mM) y metano! 14

en aguaparah.p.l.c. ajustadaa pH 3 con ácidoortofosfórico. La fasemóvil fue filtrada (filtros

de nylon, diámetro47 mm, tamañodel poro= 0.2 ~.im,Waters)y desgasificadaal vacío.El flujo.

fue de 1 ml min<’ y el potencialde la célula analíticafue de 400 mV con unasensibilidadde 2
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pA. El sistemade h.p.l.c. consistióen una bomba(Waters510) unidaa un injector manual

(Volumende inyección= 20 pl, Rheodyne),una columnade fasereversa(Spherisorb0D52, 5’

~tm,150 x 3.9 mm, Waters)con precolumnay detectorculométrico (Cuolochem®II Modelo

5200A, ESA, EE.UU.). La corriente fue monitorizadamedianteun programade ordenador

(Axxiom 747, Quadrant Scientific Ltd, Reino Unido). Los estándaresutilizados para la

identificacióny cuantificaciónde picosfueronDA, DOPAC y NVA. Las solucionesmadresse

hicieronen la soluciónde ácidoperclórico anteriormentedescrita(ver apartado111.3.1.1).La

solución final contenía50 ng mg’1 DA, 50 ng mí” DOPAC y 1100 ng mV’ HVA, en LCR

artificial.

Tiemposde retencióny límite de detecciónen las condicionesutilizadas

Cada30 mm se midió la temperaturarectal de las ratasusandouna sondaespecialpara

roedoresacopladaa un lector digital (P9005Thermometer,Type K, Portec,ReinoUnido) e.

introduciéndola2.5 cmporel rectode la rata.

111.6 FÁRMACOS Y REACTIVOS QUÍMICOS

(1)3,4-metilenodioximetanfetamina(clorhidrato; MDMA), (Servicio de Restricciónde

Estupefacientes,Ministerio de Sanidad)

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

(trifluorometil)fenetilamína(clorhídrico), L-3,4-dihidroxifenil alanina (metil ester; L-DOPA),

111.5 MEDICIÓN DE LA TEMPERATURA RECTAL
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D,L-serina 2[(2,3,4-trihidroxifenil)metil] hidrazida (clorhídrico), ácido salicílico (ácido 2-

hidroxibenzoico),ácidooctanosulfónico(sal sódica),5-hidroxitriptamina(complejode sulfatode

creatinina; serotonina, 5-NT), ácido 5 -hidroxiindolacético (5-NIAA), 3 -hidroxitiramina

(clorhídrico;3,4-dihidroxyfeniletilamina;dopamina;DA), ácido 3,4-dihdroxifenilacético(ácido

homoprotocatecuico;DOPAC), ácido 4-hidroxi-3-metoxifenilacético (ácido homovanílico;

HVA), polietilenimina, Tris(hidroximetil)aminometano(Trizma®), sulfato dodecil sódico

(sulfato de lauril; SDS), albúminabovina, reactivoFolin (Folin & Ciocalteu’sphenolreagent),

ácido 2,3-dihidroxibenzoico(2,3-DHBA) y ácido 2,5-dihidroxibenzoico(ácido gentísico; 2,5-’

DHBA) obtenidosde Sigma-AldrichQuímica(España).

Cluoro cálcico(CaCl2.N20),potasiodihidrogenofosfato(KN2PO4), sal disódicadihidrato

del ácido etilendinitrilotetraacético(Tritiplex ® III; EDTA), 1-cisteina, carbonato sódico

(Na,C03),tartrato sódico(dihidrato; C4N4O6Na2.2N20)y hidroxilo sódico(NaOH) obtenidosde

Merck (Alemania).

Cluoro sódico(NaCí),cluoropótasico(KCI), cluoromagnésico(MgC12.6N20),acetonitrilo

(CH3CN), metanolparaNPLC (CH3OH), ácidoortofosfórico(N3P04)y ácidoclorhídrico (NCI),

cobreII sulfato 5-hidrato(CuSO4.5H20)obtenidosde Panreac(España).

Pentobarbital(sódico; Buta-Lender)obtenido de LaboratoriosNormon (España).Agua

para h.p.l.c. obtenido de Scharlau(Barcelona,España). [
3H]Paroxetinaobtenidade DuPont

(EE<UU). Emulsifier-Safe(líquido de centelleo)obtenidode PackardInstrumentBV (Holanda).

111.7 ESTADíSTICA

La evaluación estadística de los resultados procedentes de los estudios de

neurotoxicidadsellevó a caboutilizando un análisisde varianzade 1 vía seguidodel test de.

Newman-Keuls(Tallarida). La comparaciónestadísticade las curvas de temperaturay de las

curvas de concentraciónen los estudiosde microdiálisis se realizó medianteun análisis de

varíanza(ANOVA) de 2 vías para medidasrepetidas (BMDP Dynamic, Cork, Irlanda):

programa2V cuandoel númerode observacionesfue igual en todos los gruposo programa5V
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cuandoel númerode datos fue diferente.En amboscasosseutilizó el tratamientocomo el

factor entre sujetosy el tiempo como la medidarepetida.Se efectuó la comparaciónde los

gruposantesy despuésde recibir el tratamientorespectivo.La comparaciónestadísticaen la

Figura36 sellevó acaboutilizandouna t deStudent(Tallarida).
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Resultados

IV.1 EFECTO DE LA ct-FENIL-N-TER-BUTIL NITRONA (PBN)

SOBRE LA NEUROTOXICIDAD INDUCIDA PORMDMA

Paraevaluar los efectosneurotóxicosde la MDMA, los animalesfueron sacrificados7 días

despuésde laadministraciónde la droga.

IV].] Efectode MDMA sobrela concentraciónde 5-HTyS-HIAA

Una inyección única de MDMA 5 mg kg’1, i.p. no produjo cambio alguno en los

nivelesde serotonina(5-NT) en las estructurasestudiadas,esdecir,el hipocampo,la cortezay

el estriado7 díasdespuésde suadministración.Sin embargo,produjouna ligera disminución

de la concentracióndel ácido5-hidroxiindolacético(5-HIAA) en elhipocampoy estriado.La

administraciónde MDMA 10 ó 15 mg kg”, i.p. originó unadisminuciónsignificativa y dosis-

dependientedel contenidoindólico en las áreascerebralesestudiadas(Fig. 5).

Una dosis más alta de MDMA (20 mg kg”, i.p.) se administró inicialmentepero se

descartóporproducirun alto porcentajede mortalidad.

IV]. 2 Efecto de MDMA sobre la densidadde los lugares de recaptaciónde 5-1-IT en la

corteza cerebral

La administraciónde MDMA 5 mg kg”, i.p. no modificó la densidadde los lugaresde

recaptaciónde 5-NT despuésde 7 días.La administraciónde dosismásaltasde MDMA, 10 y

15 mg kg”, ip. produjo una disminucióndosis-dependientede la densidadde los lugaresde

recaptación de 5-NT puesto que redujo la fijación de [3H]paroxetinaal transportador

presinápticode 5-NT(Fig. 6).
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IV 1.3 Efectode MDMA sobrela concentraciónestriatal de DAy DOPAC

Ninguna de las dosis administradasde MDMA (5, 10 y 15 mg kg”, i.p.) produjo

cambiosen los nivelesde dopamina(DA), ni del ácido3,4-dihidroxifenilacético(DOPAC)en

el estriado7 díasdespuésdeltratamiento(Tabla2).

IV]. 4 Efectode PBNsobrela disminucióndel contenidoindólico inducidopor MDMA

La administraciónde PEN (120 mg kg”, ip.) 10 mm antesy 120 mm despuésde

MDMA (15 mg kg’, ip.) previno parcialmentela pérdida del contenido indólico en el

hipocampo,cortezay estriadoinducidaporMDMA 7 díasdespuésdeltratamiento(Fig. 7).

PBN (120 mg kg~’, i.p.) administrado10 mm antesy 120 mm despuésde salino no

modificó la concentraciónindólicacerebralpuestoquelos nivelesde 5-NT y de 5-NIAA en el

hipocampo,cortezao estriadode estosanimalesfueron similares a los obtenidosen ratas

tratadasúnicamentecon salino7 díasantes(Fig. 7).

IV 1.5 Efectode PBNsobrela disminuciónde la densidadde los lugares de recaptaciónde 5-

1-IT inducidapor MDMA

La administraciónde PBN (120 mg kg”, i.p.) 10 mm antesy 120 mm despuésde

MDMA (15 mg kg”, i.p.) previno parcialmentela pérdidade la densidadde los lugaresde

recaptaciónde 5-NT en el hipocampoy la cortezainducidapor MDMA 7 días despuésdel

tratamiento(Fig. 8).

PBN (120 mg kg’1, ip.) administrado10 mm antesy 120 mm despuésde salino no

modificó la densidadde los sitios de recaptaciónde 5-NT, puesto que la fijación de

[3N]paroxetinaen la cortezae hipocampode estos animalesfue similar a la observadaen

animalestratadosúnicamentecon salino7 díasantes(Fig. 8).
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IV]. 6 Efectode PBNsobrela concentraciónestriatal de DA y DOPACen ratas tratadas con

MDMA

La administraciónde PBN (120 mg kg”, i.p.) 10 mm antesy 120 mm despuésde

MDMA (15 mg kg’1, i.p.) no modificó los nivelesde DA y DOPACen el estriadoal cabode 7

días (Tabla3).
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Figura 5. Efectode la administraciónúnicade MDMA (5, 10 ó 15 mgkg”, i.p.) o salino sobre
la concentración(ng g” tejido) de serotonina(5-NT) y ácido5-hidroxiindol acético(5-HIAA)
en (a) el hipocampo,(b) la cortezay (c) el estriado7 días despuésdel tratamiento.Los
resultadossemuestrancomola media+ EEM (n = 6-10). *~ <oo5, **]3 <0.01 vs salino,Ap <

O.O5tV’ <0.01 vs MDMA 10 mg kg”; (Newman-Keuls).

5-HT 5-HIAA 5-nT 5-HIAA

m Salino
MDMA 5 mg kg’1

MDMA lOmg kg-i
MDMA 15 mgkg”

5-HT 5-HIAA
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Figura 6. Efecto de la administración única de MDMA (5, 10 ó 15 mg kg”, i.p.) o salino sobre
la fijación de [3N]paroxetina(fmol mg” proteína)en la cortezacerebral7 días despuésdel
tratamiento.Los resultadosse muestrancomo la media± EEM (n = 6-10). **P < 0.01 vs
salino,Ap <0.05vs MDMA 10 mg kg”; (Newman-Keuls).

Tabla2. Efectode la administraciónúnicadeMDMA (5, 10 6 15 mg kg”, i.p.) o salinosobre
la concentraciónde dopamina(DA) y ácido3,4-dihidroxifenilacético(DOPAC) en el estriado
7 díasdespuésdeltratamiento.

Tratamiento DA (ng g” tejido) DOPAC (ng g” tejido)

Salino 9104.7±229.7(9) 1089.3±48.4(9)

MDMA 5 mg kg1 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 resultadossemuestrancomo la media±EEM.

74

Salino

~MDMA5 mgkg”

~MDMA 10 mgkg’1

MDMAI5 mgkg”



a b
400 320

o o

F 300. 1~’ 240
bfl

tfl
e e

200 160
Q

-t -~e
100 80~

o oe eo o
O U

o o

£

450

o

a)

300

e

150

oeo
u

o

Figura7. Efecto de la administraciónde PBN (120 mg kg”, i.p.) o salino 10 mm antesy 120
mm despuésde la administración de MDMA (15 mg kg’1. i.p.) o salino sobre las
concentracionesindólicas(ng g~’ tejido) en (a) el hipocampo,(b) la cortezay (c) el estriado7
días despuésdel tratamiento.Los resultadosse muestrancomo la media± EEM (n = 5-16).
**p < 0.01 vs salino, Ap < 0<05, AAp < 0.01 vs MDMA 15 mg kg’; (iNewman-Keuls).

5-HT 5-HIAA 5-HT 5-NLAA

m SAL/SAL/SAL
~ SAL/MDMA/SAL
~ PBN/MDMA/PBN
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5-11V 5-HIAA
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Figura 8. Efecto de la administración de PBN (120mg kg”, i.p.) o salino 10 mm antes y 120
mm despuésde la administraciónde MDMA (15 mg kg”, ip.) o salino sobrela fijación de
[3H]paroxetina(fmol mg” proteína)en la cortezacerebral (a) y en el hipocampo(b) 7 días
despuésdel tratamiento.Los resultadosse muestrancomo la media±EEM (n 5-16). **P <

0.01 vs salino,‘~P <0.05,AAp <0.01vsMDMA 15 mgkg”; (Newman-Keuls).

Tabla 3. Efecto de la co-administración de PBN (120mgkg”, ip.) y MDMA (15 mg kg”, i.p.)
sobre la concentración de dopamina (DA) y ácido 3,4-dihidroxifenil acético (DOPAC) en el
estriado7 díasdespués.

Tratamiento DA (ng g<’ tejido) DOPAC(ng g’1 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 seadministró 10 mm antes
comola media±EEM<

y 120 mm despuésde MDMA. Los resultadossemuestran

SAL SAL PEN

SAL MDMA

SAL PBN SAL PUN

SAL MDMA
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IV.2 EFECTO DE PBN SOBRE LA TOXICIDAD AGUDA DE LA

MDMA

Paraevaluarlos efectosagudosde la MDMA, los animalesfueronsacrificados4 h despuésde

la administraciónde la droga.

IV 2<] Efectode MDMA sobrela concentracióncerebralde 5-1-IT y 5-HIAA

MDMA (15 mg kg’1,i.p.) produjo unamarcadadisminución(74 % aproximadamente)

de la concentraciónde 5-NT y de sumetabolito,5-HIAA en el hipocampo,estriadoy corteza

cerebral4 h despuésde suadministración(Fig. 9).

IV 2.2 Efecto de MDMA sobre la densidadde lugares de recaptaciónde 5’-HT en corteza

cerebral

La administraciónde MDMA (15 mg kg”, ip.) no modificó la densidadde los lugares

de recaptaciónde 5-NT en la cortezacerebral4 h despuésde suadministración,puestoqueno

alteró la fijación de [3N]paroxetinaal transportadorde 5-NT (Fig. 10).

IV 2<3 Efectode MDMA sobrela concentraciónestriatal de dopaminay susmetabolitos

MDMA (15 mg kg”, i.p.) produjo un incrementoen la concentraciónde DA en el

estriado4 h despuésde suadministración.No se observaroncambiossignificativossobrelos

nivelesde sus metabolitos,DOPACy ácidohomovanílico(HVA) (Fig. 11).
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IV 2<4 Efecto de MDMJ4 sobrela temperaturarectal

La temperaturarectalde las ratasse monitorizóa lo largode las 5 horassiguientesa la

administraciónde MDMA 5, 10 ó 15 mg kg”. MDMA produjo un aumentodosis-dependiente

de la temperaturaque se mantuvo a lo largo del experimento.Esta respuestahipertérmica

alcanzóun pico 1 h despuésde la administracióndeMDMA 10 ó 15 mg kg” (Fig. 12).

IV 2.5 Efectode PBNsobrela disminucióndel contenidoindólico inducidoporMDMA

La administraciónde PBN (120 mg kg”, ip.) 10 mm antesy 120 mm despuésde

MDMA (15 mg kg’1, i.p<) no produjo ningún cambio sobre la disminución del contenido

indólico inducido por MDMA en cortezay estriado4 h despuésde su administración.En

hipocampoprodujo un ligero pero significativo aumentode la concentraciónde 5-NIAA (17

%) (Fig. 9).

Laadministraciónde PBN (120 mg kg’, i.p.) 10 mm antesy 120 mm despuésde salino

no produjo ningúncambioen el contenidoindólico cerebralen comparacióncon ratastratadas

con salinoúnicamente(Fig. 9).

1V2.6 Efectode PBNsobrela densidadde los lugaresde recaptaciónde S-HTen la corteza

cerebralde ratastratadascon MDMA

La densidadde los lugaresde recaptaciónde 5-NT en ratasinyectadascon PBN (120

mg kg”, i<p<) 10 mm antesy 120 mm despuésde MDMA fue similar a la observada4 h

despuésen ratastratadasconMDMA únicamente(Fig. 10).

La administraciónde PBN (120mg kg~’, i.p.) 10 mm antesy 120mm despuésde salino

no produjo ningún cambio en la densidadde los lugares de recaptaciónde 5-HT en

comparacióncon ratastratadascon salino únicamente(Fig. 10).
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IV 2< 7 Efecto de PBNsobre la concentraciónestriatal de DA y sus metabolitosen ratas

tratadascon MDMÁ4

La administraciónde PBN (120 mg kg”, i.p.) 10 mm antesy 120 mm despuésde

MDMA (15 mg kg”, i.p.) aumentóla concentraciónde NVA en el estriado4 h después(Fig.

11). En estosanimalesno sedetectoningúncambioen la concentraciónde DA ni de DOPAC

en comparaciónconla observadaenratasinyectadasconMDMA únicamente.

Laadministraciónde PBN (120mg kg”, i.p.) 10 mm antesy 120 mm despuésde salino

no produjo ningún cambio en el contenido catecólico estriatal en comparacióncon ratas

tratadascon salino únicamente(Fig. 11).

IV 2.8 EJéctode PBNsobrela hipertermiainducidapor MDMA

PBN (120 mg kg’1, i.p.) administrado10 mm antesy 120 mm despuésde MDMA (15

mg kg”, ip.) no modificó la respuestahipertérmicasubsiguientea la administraciónde

MDMA 15 mg kg” (Fig. 13).

PBN (120mgkg’1) administrado10 mm antesy 120 mm despuésde salinoprodujouna

respuestahipotérmica,de tal maneraque en estosanimalesse detectarontemperaturasrectales

3 0C pordebajode las observadasen animalescontroles(Fig. 13).
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Figura 9. Efecto de la administraciónde PBN (120mg kg”, Lp.) o salino 10 mm antesy 120
mm despuésde la administración de MDMA (15 mg kg”, ip.) o salino sobre las
concentracionesindólicas(ng g” tejido) en (a) el hipocampo,(b) la cortezay (c) el estriado4 h
despuésde la administraciónde MDMA. Los resultadossemuestrancomola media±EEM (n

5-6). **~ <0.01vs salino,Ap <0.05vs MDMA 15 mgkg’; (Newman-Keuls).

50.

5-HT 5-I-IIAA 5-1-IT 5-HIAA

m SAL/SAL/SAL
~ SAL/MDMA/SAL
~ PBN/MDMA/PBN

PBN/SAL/PBN

5-HT 5-HIAA

80



70

60
E
o

ci

<4-.,-’ 4

30

o
-‘e 20
e

o
ci 1

SAL PBN SAL PBN

SAL MDMA

Figura10. Efecto de la administraciónde PBN (120mg kg’1, i.p.) o salino 10 mm antesy 120
mm despuésde la administraciónde MDMA (15 mg kg”, i.p.) o salinosobrela fijación de
[3H]paroxetina(fmol mg’1 proteína)en la cortezacerebral4 h despuésde la administraciónde
MDMA. Los resultadossemuestrancomola media+ EEM (n 5-6).

50

81



10500 2000 * ‘00

o

a)

ib
ib

o
oeo
u

o

o4-

ib
ib

u1

2
oe
o
u

Figura 11. Efecto de la administraciónde PBN (120mg
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Figura 12. Efecto de la administraciónúnicade MDMA (5, 10 ó 15 mg kg’1, i.p.) o salino
sobrela temperaturarectal (0C) de las ratas.La flechaindicael momentode la inyección.Los
resultadosse muestrancomo la media ± EEM (n = 4-8). No hubo diferencia entre las
temperaturasbasalesde los animales.Tras el tratamientohubo unadiferenciasignificativaen
la temperaturarectal de los animales(F(3,20) = 33.55, P < 0.001).La administraciónde.
MDMA 5 mg kg” aumentó ligeramente la temperatura(F(1,10) = 8.83, P < 0.05) en
comparacióncon salino. La administraciónde MDMA 10 y 15 mg kg” produjo respuestas
hipertérmicasmás acusadas(F(l,12) = 55.27, P < 0.001 y F (1,8) = 268.99, P < 0.001
respectivamente);(ANOVA de 2 vías).
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Figura 13. Efecto de la administraciónde PBN (120 mgkg”, i.p.) o salino 10 mm antesy 120
mm despuésde la administraciónde MDMA (15 mg kg”, i.p.) o salino sobrela temperatura
rectal (0C) de las ratas. Las flechasindican el momento de la inyección. Los resultadosse
muestrancomo la media±EEM (n= 5-16).No hubo diferenciaen las temperaturasbasalesde
los cuatrogrupos.Trasel tratamientohubounadiferenciasignificativaen la temperaturarectal
de los animales(F(3,39)= 1781.32,P < 0.001). La administraciónde MDMA produjo una
respuestahipertérmicasignificativa en comparacióncon ratastratadascon salino (F(l,20) =

83.44. P < 0.001). La administraciónde PBN a ratastratadascon MDMA no alteró esta
respuestahipertérmica (F(1,27) 4.19, ns.). Sin embargo, la administración de PBN
disminuyósignificativamentela temperaturarectal de animalestratadoscon salino (F(1,12)
246.64,P <0.001); (ANOVA de 2 vías).
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Resultados

IV.3 FORMACIÓN DE RADICALES HIDROXILO INDUCIDA POR

MDMA: EFECTO DE PBN

1V3. 1 Efecto de MDMA sobre la concentraciónde los ácidos 2,3- y 2,5-DHBA en el

dializadode hipocampo

La determinacióndc radicales hidroxilo QOH) se realizó mediantemicrodiálisis

intracerebralin vivo utilizando el método atrapadordel salicilato. Paraello se implantó una

sonda de microdiálisis en el hipocampo que se perfudió 24 h despuéscon líquido

cefalorraquideo(LCR) artificial conteniendosalicilato. La formaciónde los ácidos2,3-y 2,5-

dihidroxibenzoicos(DNBA) seconsideróun índice de la generaciónde radicales 0N (ver

111<4.3.2)

La dosisde MDMA 5 mg kg’1 no seutilizó en estosexperimentosya que no produjo’

neurotoxicidada los 7 días de su administración.La administraciónde MDMA 10 mg kg”

aumentóúnicamentela concentraciónde 2,5-DUBA (Fig. 14b). Sin embargoMDMA, a la

dosisde 15 mg kg” aumentótanto la concentraciónde 2,3-DHBA como la concentraciónde

2,5-DURAen el dializado(Fig. 14a,b).Esteincremento,quefue aproximadamentede un 40%

sobrelos nivelesobservadosen ratastratadascon salino en el casode 2,3-DNBA y algomenor

en el casode 2,5-DHBA, semantuvoa lo largodelperiodode recogidade muestras(6.5h).

IV 3<2 Efectode MDMA sobrela temperaturarectal de ratassometidasa diálisis

La administraciónde MDMA 10 mg kg”, i.p., produjo un aumentosignificativo en la

temperaturarectalde los animalesque se mantuvoa lo largo de las 6.5 h de observación(Fig.

15).

La administraciónde MDMA 15 mg kg’1 produjo una respuestahipertérmicamayor

quealcanzóun picomáximode 2 0C 1 h despuésde la inyección(Fig. 15)
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IV 3.3 Efecto de PBN sobre la concentraciónde 2,3- y 2,5-DHBA en el dializado de

hipocampode ratastratadascon MDMA

La administraciónde PBN (120 mg kg”, i.p.) 10 mm antesy 120 mm despuésde

MDMA (15 mg kg”, i.p.) previno el incrementode la concentraciónde 2,3-DHBA y 2,5-

DNBA originadopor la administraciónde MDMA 15 mg kg” en el dializadode hipocampo

(Fig. 16a,b); de tal maneraque los niveles de los ácidosdihidroxibenzoicosen los animales

inyectadoscon PBN + MDMA fueron similaresa los detectadosen salino. No se observó

ningúncambioen la concentraciónde 2,5-DNBA (Fig. 16b).

La administraciónde PBN(120mg kg’1, ip.) 10 mm antesy 120 mm despuésde salino

no originó ningún cambio en los niveles de 2,3-DNBA en el dializado respectoa los

observadosen ratastratadascon salino (Fig. 16a,b). Sin embargoPBN produjo una ligera

disminuciónen los nivelesde 2,5-DHBAen el dializado.

IV 3.4 Efecto de PBN sobre la hipertermia inducida por MDMM en ratas sometidasa

microdiólisis

PBN (120 mg kg’1, i.p.) administrado 10 mm antes y 120 mm despuésde salino

produjo una marcadahipotermiade aproximadamente20C por debajo de la temperaturade

ratastratadascon salino.CuandoPBN seco-administrócon MDMA 15 mg kg’1 no modificó la

respuestahipertérmicaproducidaporMDMA 15 mg kg” (Fig. 17).

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

h¡~ocampode rataspretratadasconfenfluramina

Cruposde ratasfueron inyectadascon fenfluramina(15 mg kg<’, i.p.) o salino. Una

semanamás tarde se les implantó una sondaen el hipocampoy 24 horas despuésde la.

implantaciónse comenzóel experimentode microdiálisis(ver apartado111.4.3.4).
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La administraciónde MDMA 15 mg kg” a rataspretratadascon fenfluramina15 mg

kg” no modificó la concentraciónde 2,3-y 2,5-DNBA en el dializadohipocampalde rata(Fig.

1 8a.b)en comparacióncon la observadaen ratascontrolespretratadasconfenfluramina.

IV 3.6 Efectode MDMJ4 sobrela temperaturarectal de rataspretratadasconfenfluramina

La administraciónde MDMA (15 mg kg’1, ip.) a rataspretratadascon fenfluramina(15

mg kg’1, i.p.) indujo unarespuestahipertérmicasignificativa con respectoa ratastratadascon

salino. Sin embargo,la respuestahipertérmicafue considerablementemenor que la inducida

porMDMA enratasno tratadasconfenfluramina(Fig. 19).
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Figura 14. Efecto de la administraciónúnica de MDMA (10 ó 15 mg kg1, i.p.) o salino sobre la
concentraciónde (a) ácido 2,3-dihidroxibenzoico(2,3-DNBA) y (b) ácido 2,5-dihidroxibenzoico(2,5-
DHBA) en el dializado del hipocampode rata. La flecha indica el momento de la inyección< Los
resultadosestánexpresadosen porcentajerespectoa lamediade los3 valoresantesde la administración
de MDMA. Cada punto representala media + EEM (n = 6-1 1). No hubo diferencia entre las
concentracionesbasalesde 2,3-DHBA ó 2,5-DNBA en los diferentesgrupos.El tratamientoprodujo un
efectosignificativo tanto sobrelos niveles de 2,3-DHBA (F(2,21) = 14<86, P < 0<001)como sobrelos
niveles de 2,5-DHBA (F(2,22)= 5<34, P < 0.01). Posterioresanálisisindicaronque únicamentela dosis
de MDMA 15 mg kg-1 aumentósignificativamentela concentraciónde 2,3-ORBA en el dializadoen
comparacióncon salino (F(l,17) = 28.60, P < 0.001). Los niveles de 2,5-DHBA aumentaron
significativamentetras la administraciónde ambasdosisde MOMA, 10 mg kg-1 (F(l,13) = 7.49, P <

0<01) 15 mg kg’1 (E(l,17) = 9.63, P <0.01) en comparacióncon salino; (ANOVA de 2 vías). Niveles
basales(pg ph1) de 2,3-DHBA: sal 9.55±0.88,MOMA 10 mg kg’1 9.20 + 0.96, MDMA 15 mg kg-1
l0.77±0.73;y2,5-DI’IBA11.52+1.29, MDMA lomgkg4 11.82±0.95,MDMA 15 mgkg’1 11.01±
1.14<
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Figura15. Efectode la administraciónúnicade MDMA (10ó 15 mg kg”, Lp.) o salino sobrela
temperaturarectal (0C) de los animalessometidosa microdiálisis. La flechaindicael momento
de inyección. Cadapunto representala media± EEM (n 6-1 1). No hubo diferenciaentrelas
temperaturasbasales.Tras el tratamientohuboun aumentosignificativo en la temperaturarectal
(F(2,24)= 27.8,P <0.001).Ambasdosisde MDMA, 10 mg kg’1 (F(l,15)= 11.7,P <0.01)y 15
mg kg” (F(l,19) = 66.1,P <0.001)aumentaronla temperaturarectal en comparacióncon salino.
La respuestahipertérmicaproducidaporMDMA 15 mg kg” fue significativamentemayorquela
originadapor 10 mg kg” (F(1,14)= 7.24,P <0.025); (ANOVA de 2 vías).
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Figura 16. Efecto de la administraciónde salino o PBN (120 mg kg’1, i.p.) 10 mm antesy 120
mm despuésde laadministraciónde MDMA (15 mg kg~’, i.p.) o salinosobrela concentraciónde
(a) 2,3-DNBA y (b) 2,5-DNBA en el dializadodel hipocampode rata.Las flechasindican los
tiemposde inyección.Los resultadosestánexpresadosenporcentajerespectoala mediade los 3
valoresantesde la administraciónde MDMA. Cadapunto representala media± EEM (n = 7-
11). No hubo diferenciaentrelas concentracionesde 2,3-DHBA ó 2,5-DNBA de los diferentes
gruposantesdel tratamientoy en el caso de 2,3-DNBA, tampocodespuésdel tratamiento.La
administraciónde PBN disminuyólos nivelesde 2,5-DNBA en el dializadode ratastratadascon
salino (F(l,7) = 4.12, P < 0.05); (ANOVA de 2 vías). Nivelesbasales(pg gV1) de 2,3-DNBA:
SALSAL/SAL 8.31 ± 2.14, PBN/MDMA/PBN 7.61 + 0.82,PBN/SAL/PBN 7.70±1.03; y 2,5-
DNBA: 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 administraciónde PBN (120 mg kg”, ip.) o salino 10 mm antesy 120
mm despuésde la administraciónde MDMA (15 mg kg’1, i.p.) o salino sobrela temperatura
rectal (0C) de animalessometidosamicrodiálisis.Las flechasindicanlos tiemposde inyección.
Cadapunto representala media± EEM (n = 7-1 1). No hubo diferenciaen las temperaturas
basalesde los cuatro grupos. Tras el tratamientohubo una diferencia significativa en la
temperaturarectal de los animales(F(3,29) = 28.82,P < 0.001). La administraciónde MDMA
produjo una respuestahipertérmicasignificativa en comparacióncon ratastratadascon salino
(F(l,14) = 30.9, P < 0.001). La administraciónde PBN a ratastratadascon MDMA no alteró
esta respuesta hipertérmica. Sin embargo, la administración de PBN disminuyó
significativamentela temperaturarectal de animalestratadoscon salino (F(1,11) = 36.3, P <

0.001);(ANOVA de 2 vías).
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Figura 18. Efecto de la administraciónde MDMA (15 mg kg”. i.p.) o salino sobre la
concentraciónde (a) 2,3-DHBA y (b) 2,5-DHBA en eldializadode hipocampode ratapretratada
con fenfluramina (FEN, 15 mg kg’1. i.p.) 8 días antes. La flecha indica el tiempo de
administración.Los resultadosestánexpresadosen porcentajerespectoa la media de los 3
valoresantesde la administraciónde MDMA. Cadapuntorepresentalamedia±EEM (n = 6-7).
No hubo diferenciaen las concentracionesde2,3-DHBA ó 2,5-DNBA de los diferentesgrupos,
ni antesni despuésdel tratamiento.Niveles basales(pg jiV1) de 2,3-DHBA: sal 10.95 ± 1<45,
MDMA 15 mg kg” 9.12 ± 1.47; y 2,5-DNBA: sal 13.14 ± 1.92, MDMA 15 mg kg” 11.04 +

1.76.
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Figura 19. Efecto de la administraciónde MDMA (15 mg kg’1. i.p.) sobrela temperaturarectal
(0C) de los animalessometidosa microdiálisis y tratadoscon fenfluramina(FEN, 15 mg
i.p.) 8 díasantes.La flechaindicacl tiempode administración.Cadapuntorepresentala media±
EEM (n 6-7). No hubo diferenciaen las temperaturasbasales.La administraciónde MDMA
produjo un aumentoen la temperaturarectal de las ratasen comparacióncon salino (F(1,13) =

23.8, P < 0.001).No obstante,la hipertermiafue menosque la producidapor MDMA enratas
controles(líneapunteada)(Fig. 14); (ANOVA de 2 vías).
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Resultados

IV.4 FORMACIÓN DE RADICALES HIDROXILO INDUCIDA POR

OTROS DERIVADOS ANFETAMÍNICOS

IV 4.] Efectode<‘fenfluramina sobre la concentraciónde 2,3-y 2,5-DHBA en el dializado de

hipocampo

La determinaciónde radicales hidroxilo QOH) se realizó mediantemicrodiálisis

intracerebralin vivo utilizando el método atrapadordel salicilato. Paraello se implantó una

sonda de microdiálisis en el hipocampo que se perfundió 24 h despuéscon líquido

cefalorraquideo(LCR) artificial conteniendosalicilato.La formaciónde los ácidos2,3- y 2,5-

dihidroxibenzoicos(DNBA) seconsideróun índice de la generaciónde radicales ON (ver

111.4<3.2)

La administraciónde fenfluramina(15 mg kg”, i.p.) no originó ningún cambioen las

concentracionesde 2,3-DHBA y 2,5-DNBA enel dializadode hipocampoen comparacióncon

salino(Fig. 20a,b).

IV 4.2 Efectodefenfluraminasobrela temperaturarectalde ratassometidasa microdiálisis

La temperaturarectal de los animalestratadoscon fenfluramina(15 mg kg’1, i.p.) fue

similar a laobservadaenratasinyectadascon salino(Fig. 21).

1V4?3 Efecto de p-cloroanfetaminasobre la concentración de 2,3- y 2,5-DHBA en el

dializadode hipocampo

La determinaciónde radicaleshidroxilo (“OH) se realizó mediantemicrodiálisis

intracerebralin vivo utilizando el métodoatrapadordel salicilato. Paraello se implantó una

sonda de microdiálisis en el hipocampo que se perfundió 24 h despuéscon líquido

cefalorraquideo(LCR) artificial conteniendosalicilato. La formaciónde los ácidos2,3-y 2,5-
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dihidroxibenzoicos(DNBA) se consideróun índice de la generaciónde radicales“Oil (ver

111.4.3.2)

La administraciónde PCA (5 mg kg”, i.p.) produjoun aumentosignificativo tantoen la

concentraciónde 2,3-DHBA como en la concentraciónde 2,5-DHBA en el dializado que

comenzó2 h despuésde suadministracióny semantuvodurante4.5 h (Fig. 22a,b).

IV 4.4 Efecto de p-cloroanfetamina sobre la temperatura rectal de ratas sometidas a

microdiálisis

La temperaturarectal de los animalesaumentórápidamentetras la administraciónde

PCA (5 mg kg’1, i.p.) alcanzandoun pico máximo de hipertermia1 h despuésde la inyección

(Fig. 23).
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Figura20. Efecto de la administraciónde fenfluramina(FEN, 15 mg kg”, i.p.) o salino sobre
la concentraciónde (a) 2,3-DFIBA y (b) 2,5-DHBA en el dializadode hipocampode rata.La
flecha indica el tiempo de administración.Los resultadosestánexpresadosen porcentaje
respectoa la media de los 3 valores antesde la administraciónde MDMA. Cadapunto
representala media+ EEM (n = 9-11). No hubo diferenciaentre las concentracionesde 2,3-
DHBA ó 2,5-DNBA de ambosgrupos,ni antesni despuésdel tratamiento.Nivelesbasales(pg

><‘tV’) de 2,3-DNBA: 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 administraciónde fenfluramina(FEN, 15 mg kg”, i.p) o salino sobre
la temperaturarectal (0C) de ratassometidasa microdiálisis. La flecha indica el tiempo de
administración.Cadapuntorepresentala media± EEM (n = 9-1 1). No hubo diferenciaentre
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Figura22. Efecto de la administraciónde p-cloroanfetamina(PCA, 5 mg kg”, i.p.) o salino
sobrela concentraciónde (a) 2.3-DHBA y (b) 2,5-DHBA en el dializado de hipocampode
rata. La flecha indica el tiempo de administración.Los resultadosestánexpresadosen
porcentajerespectoa la mediade los 3 valoresantesde la administraciónde MDMA. Cada
punto representalamedia±EEM (n = 9). No hubo diferenciaen las concentracionesbasales
de 2,3-DHBA ó 2,5-DHBA en ambos grupos. PCA aumentó los niveles de 2,3-DHBA
(F(1,15)= 3617,P <0.001)y 2,5-DHBA (F(1,18)= 8.83,P <0.01)en el dializado; (ANOVA
de 2 vías).Nivelesbasales(pg gV’) 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 administraciónde p-cloroanfetamina(PCA, 5 mg kg’1, i<p.) o salino
sobrela temperaturarectal (0C) de animalessometidosa microdiálisisintracerebralin vivo. La
flechaindicael tiempode administración.Cadapuntorepresentala media+ EEM (n = 9). No
hubo diferencia en la temperaturas basales. La administración de PCA aumentó
significativamentela temperaturarectal de los animales (F(1,16) = 5 1.22, P < 0.001);
(ANOVA de 2 vías).
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Resultados

IV.5 NEUROTOXICIDAD INDUCIDA POR OTROS DERIVADOS

ANFETAMÍNICOS A LARGO PLAZO

Para evaluar los efectosneurotóxicosde fenfluramina y p-cloroanfetamina,los animales

fueronsacrificados7 díasdespuésde la administraciónde estosderivadosanfetamínicos.

IV 5.] Efectodefenfluraminasobrela concentracióncerebralde 5-HTyS-HIAA

Siete días despuésde la administraciónde fenfluramina(15 mg kg” i.p.) seobservó

una disminuciónsignificativa de la concentraciónde 5-HT y 5-HIAA en el hipocampo, la

cortezay elestriadoen comparacióncon ratastratadasconsalino (Fig. 24).

IV 5.2 Efecto de ,fenfluramina sobre la densidadde lugares de recaptación de 5-HT en

corteza cerebral

Fenfluramina(15 mg kg’1, i.p.) produjounamarcadadisminuciónde ladensidadde los

lugaresde recaptaciónde 5-HT en la cortezacerebral de las ratas,7 días despuésde su

administraciónencomparacióncon ratastratadasconsalino (Fig. 25).

IV 5.3 Efectode fenfluraminasobrela concentraciónestriatalde DAy DOPAC

No seobservóningúncambioen los nivelesde DA ni de DOPAC en el estriado,7 días

despuésde laadministraciónde fenfluramina(15 mgkg”, Lp) (Tabla4).

100



Resultados

1V5.4 Efectodefenfluraminasobrela temperaturarectal

La temperaturarectal de los animalestratadoscon fenfluramina(15 mg kg’1, i.p.) fue

similar a la observadaen ratastratadascon salino durantelas 5 h siguientesa la inyección

(Fig. 26).

IV 5.5 Efectodep-cloroanfetaminasobrela concentracióncerebralde 5-HTy5-HIAA

Siete díasdespuésde la administraciónde p-cloroanfetamina(PCA, 5 mg kg” i.p.) se

observó una disminución significativa de la concentraciónde 5-HT y 5-HJAA en eL

hipocampo,la cortezay elestriadoen comparacióncon ratastratadascon salino (Fig. 27).

IV56 Efectodep-cloroanfetaminasobrela densidadde los lugaresde recaptaciónde 5-HT

en la cortezacerebral

PCA (5 mg kg”, i<p.) produjo unamarcadadisminución de la densidadde los lugares

de recaptaciónde 5-HT en la corteza cerebral 7 días despuésde su administraciónen

comparacióncon ratasinyectadascon salino (Fig. 28).

1V5. 7 Efectodep-cloroanfetaminasobrela concentraciónestriatalde DAyDOPAC

No seobservóningúncambioen los nivelesde DA ni de DOPACenel estriado7 días

despuésde la administraciónde PCA (5 mg kgt, i.p.) (Tabla5).
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Resultados

IV 5<8 Efectode p-cloroanfetaminasobrela temperaturarectal

PCA (5 mg kg”, i.p.) produjo unamarcadahipertermiaque alcanzóunpico máximo 1

h despuésde suadministracióny se mantuvoa lo largode la 5 horassiguientesala inyección

(Fig. 29).
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Figura 25. Efecto de la administración de fenfluramina (FEN, 15 mg kg”, ip.) o salino sobre.
la fijación de [3H]paroxetinaen la corteza cerebral 7 días despuésdel tratamiento. Los
resultadosse muestrancomo la media+ EEM (n = 6). **~ <0.01vs salino; (Newman-Keuls)<

Tabla 4. Efecto de fenfluramina (FEN, 15 mg kg<’, i.p.) sobre la concentración de DA y
DOPAC en el estriado7 díasdespuésdel tratamiento.

Tratamiento DA (ng g” tejido) DOPAC (ng g” tejido)

Salino 7579.0±133<8 (10) 1019.8+ 46.1 (10)

FENlSmgkg’ 8271.9+234.1(11) 117L5+6&0(11)

Los resultadosse muestrancomo la media+ EEM.
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la temperaturarectal (0C) de los animales.La flechaindicael tiempo de administración.Cada
puntorepresentalamedia+ EEM (n = 6). No hubodiferenciaentrelos tratamientos.
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Figura 27. Efecto de la administracióndep-cloroanfetamina(PCA, 5 mg kg’1, ip.) sobrelas
concentracionesindólicas(ng g” tejido) (a) el hipocampo,(b) lacortezay (c) el estriado7 días
despuésdel tratamiento.Los resultadossemuestrancomola medial EEM (n = 6-7)- **P <

0.01 vs salino; (Newman-Keuls).
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Figura 28. Efecto de la administraciónde p-cloroanfetamina(PCA, 5 mg kg”, i.p.) o salino
sobrela la fijación de [3H]paroxetinaen la cortezacerebral7 díasdespuésdel tratamiento.Los
resultadossemuestrancomo la media± EEM (n 6-7). **p < 001 vs salino; (Newman-
Keuls).

Tabla 5. Efecto de p-cloroanfetamina(PCA, 5 mg kg”, i.p.) sobrela concentraciónde DA y
DOPACen ei estriado7 díasdespuésdel tratamiento.

Tratamiento DA (ng g<’ tejido) DOPAC (ngg~’ tejido)

Salino 7672.7±1202.1 (6) 1283.4+ 74.5 (6)

PCA5 mg kg” 7667.7±254.9 (7) 1243<0+ 45.9 (7)

Los resultadossemuestrancomola media+ EEM.
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Figura 29. Efecto de la administraciónde p-cloroanfetamina(PCA, 5 mg kg”, i.p<) o salino
sobrela temperaturarectal (0C) de los animales.La flecha indica el tiempo de administración.
Cadapunto representala media+ EEM (n = 6-7). No hubo diferenciaen la temperaturas
basales.La administraciónde PCA aumentóla temperaturarectal de los animales(F(1,11) =

37.25, P <0.001);(ANOVA de 2 vías).
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Resultados

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

RATAS TRATADAS CON MDMA

IV 6.] Efectode L-DOPA sobrelaformaciónde 2,3-DHBAy 2, 5-DHBA inducidaporMDMA

en el hipocampo

La administraciónde MDMA15 mg kg”, i.p. produjo un aumentosignificativo tanto

de la concentraciónde 2,3-DHBA como de la concentraciónde 2,5-DHBA enel dializado de

hipocampoque semantuvoduranteal menos6.5 h despuésde laadministraciónde la droga.

Cuandose administróL-DOPA (25 mg kg”, Lp. + benserazida6.25 mg kg’1, ip.) 120 mm

despuésde la inyecciónde MDMA, no seobservóningunamodificaciónen el contenidode

2,3-DHBA ó 2,5-DHBA del dializado en comparacióncon ratas tratadascon MDMA

únicamente(Fig. 30a,b).

IV 6<2 Efectode L-DOPAsobrelos efectosneurotóxicosinducidosporMDMA

MDMA15 mg kg” Lp., una semanadespuésde su administración, produjo una

marcadadisminución de los niveles de 5-HT y de su metabolito, 5-HIAA en hipocampo,

estriadoy corteza cerebral (Fig. 31) y una reducción de la densidadde los lugares de

recaptaciónde 5-HTen lacortezacerebralde rata(Fig. 32).La administraciónde L-DOPA (25

mg kg”, ip. + benserazida6.25 mg kg’1, i.p.) 120 mm despuésde la inyecciónde MDMA no

modificó la disminución en los parámetrosserotoninérgicosmencionadosinducida por

MDMA(Fig. 31, 32).
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Resultados

IV 6<3 Efecto de L-DOPA sobre la concentraciónde DA y sus metabolitosen el dializado

estriatal de ratastratadascon MDM4

La administración de MDMA(15 mg kg”, i<p.) produjo un aumento de la

concentraciónde DA en el dializadoestriatalde aproximadamenteel 650 %, inmediatamente

despuésde la inyección(Fig. 33). Se observótambiénunamarcadadisminuciónen los niveles

de DOPAC (70 % aproximadmente)y HVA (68 % aproximadamente),alcanzandovalores

mínimosa los 60 y 120 mm, respectivamente,de la administraciónde la droga(Fig. 34a,b).

La administraciónde L-DOPA (25 mg kg”, ip. + benserazida6.25 mg kg”, i.p.) 120

mm despuésde la administraciónde MOMA (15 mg kg”, i.p.) produjo un segundopico de’

liberaciónde dopamina1 h despuésde la administraciónde L-DOPA. Estesegundopico (450

% aproximadamente)fue mucho menor que el primero inducido por la administraciónde

MDMA (Fig. 33). L-DOPA fue capaz de revertir la disminución de la concentraciónde

DOPACy HVA inducidaporMDMA enel dializadoestriatal(Fig. 34a,b).

IV 6<4 Efectode L-DOPAsobrela hz~ertermiainducidapor MDMA

La administraciónde MDMA (15 mg kg”, i.p.) produjo una respuestahipertérmica

aguda,alcanzandounpicomáximode aproximadamente20C 1 h despuésde la administración.’

La administraciónde L-DOPA (25 mg kg”, ip. + benserazida6.25 mg kg’1, i.p.) 120 mm

despuésde la administraciónde MDMA, produjo un segundopico hipertérmicoa los 30 mm

de suadministración(Fig. 35, 36).

IV 6.5 Efectode la administraciónde L-DOPA con unadosisno tóxicade MDMA

En estaseriede experimentoslas ratasfueroninyectadascon L-DOPA (25 mg kg”, ip.

+ benserazida6<25 mg kg”, i.p.) 30 mm antesque MDMA a unadosisno tóxica (5 mg

í.p.) parainvestigarsi el pretratamientocon el aminoácidodesencadenabala toxicidad de la’

droga.
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IV 6.5. 1 Efectode L-DOPAsobrediversosparámetrosserotoninérgicosen ratastratadascon

MDMJ4

La administraciónde MDMA 5 mg kg” no produjo ningún cambio en el contenido

indólico de la cortezacerebralpero sí en el hipocampoy estriadodondeprodujo una ligera

disminución en el contenido de 5-HIAA. Tampocoprodujo cambio en la densidadde los

lugaresde recaptaciónde 5-HTde lacortezacerebral(ver apartadosIV. 1.1 y IV. 1.2).

La administraciónde L-DOPA (25 mg kg”, ip. + benserazida6<25 mg kg’1, Lp.) 30

mm antesde la administraciónde MDMA (5 mg kg’, i.p.) no produjo ningunamodificación

en el contenido indólico respectoal observadoen ratas tratadascon MDMA 5 mg kg’1

únicamente(Fig. 37). Tampocose detectóningún cambio en la densidadde los lugaresde

recaptaciónde 5-HT en la cortezacerebralcon estetratamiento(Fig. 38).

IV 6<5<2 Efecto de L-DOPA sobre la concentraciónde DA y sus metabolitosen dializado

estriatalde ratas tratadascon MDMA

La administraciónde L-DOPA (25 mg kg’1, i.p. + benserazida6.25 mg kg1, i.p.) 30

mm antesde la administraciónde MDMA (5 mg kg”, Lp.) no modificó el incrementoen la

concentraciónde dopaminainducidopor MDMA (Fig. 39). Sin embargo,produjo marcados

incrementosen las concentracionesde DOPACy HVA enel dializadoestriatalen lugarde las

disminucionesinducidasporMDMA (Fig. 40a,b).

IV 6<5<3 Efectode L-DOPAsobrela hipertermiainducidapor MDMÁ

La administraciónde MDMA (5 mg kg’1, i.p<) produjo un ligero aumento en la

temperaturarectalde los animales(Fig. 41).La administraciónde L-DOPA (25 mg kg”, i.p. +

benserazida6<25 mg kg’1, ip.) 30 mm antesde la administraciónde MDMA (5 mg kg’1, i.p.)

no modificó la respuestahipertérmicainducidaporMDMA (Fig. 41)
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Figura 30. Efecto de la administraciónde L-DOPA (25 mg kg”, i.p. + benserazida6.25 mg
kg’1, ip.) o salino aratastratadasconMDMA (15 mg kg”, i.p.) o salino sobrela concentración
de (a) 2,3-DHBA y (b) 2,5-DHBA enel dializadohipocampalde rata.Las flechasindican los
tiemposde administración.Los resultadosestánexpresadosenporcentajerespectoa la media
de los 3 valoresantesde la administraciónde MDMA. Cadapuntorepresentala media+ EEM
(n = 6-10). La administraciónde L-DOPA a ratas tratadas con MDMA no modificó la
concentraciónni de 2,3-DHBA ni de 2,5-DHBA enel dializadocomparadocon ratastratadas
con MDMA. Nivelesbasales(pg kV’) de 2,3-DHBA: SAL/SAL 10.08 + 1.09, MDMA/SAL
7.93 ± 085, MDMA/L-DOPA 7.37 + 0.78, SAL/L-DOPA 7.54 + 1.46; y 2,5-DHBA:’
SAL/SAL 11.57 + L22, MDMA/SAL8.85 + 0.82, MDMA/L-DOPA 9.08 + 1.26, SAL/L-
DOPA7.79+ 1.41<

—e— SAL/SAL
-o— MDMA/SAL
-o-. MDMA/L-DOPA
-u- SAL/L-DOPA

112



a b
300300

o o
“e

CI a)

-4-. 4-

en 200 200
en en

<‘5
ci ci

‘o ‘o
“e 100 “el

Ci Ci

o o
o o

e

o

a)

en
en
Cd
o

-‘ci<‘o ___________________-o
Ci
o
O
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concentracionesindólicas (ng g” tejido) en (a) el hipocampo,(b) la cortezay (c) el estriado7
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Figura 33. Efecto de la administraciónde L-DOPA (25 mg kg”, ip. + benserazida6.25 mg
kg’1, i.p.) o salino aratastratadascon MDMA (15 mgkg”, i.p.) o salino sobrela concentración
de DA en el dializadoestriatalde rata.Las flechasindican los tiemposde administración.No
hubo diferenciaen las concentracionesbasales.La administracióndc MDMA produjo un
aumento en concentraciónde DA en el dializado (F(1,9) = 74.34, P < 0.001). La
administraciónde L-DOPA aumentóel efecto de MDMA sobreDA (F(1,10)= 9.57, P <

0.001).L-DOPA administradoaratastratadascon salino no modificó la concentraciónde DA
en el dializado.Los resultadosestánexpresadosen porcentajerespectoa la mediade los 3
valoresantesde la administraciónde MDMA. Cadapuntorepresentala media+ EEM (n = 5-
7); (ANOVA de 2 vías). Nivelesbasales(pg j.tV’) de DA: SAL/SAL 0.83 + 0.15, MDMA/SAL
0.75 + 008, MDMAIL-DOPA 0.74 + 0.08,SAL/L-DOPA 0.70+ 0<10.
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Figura 34. Efecto de la administraciónde L-DOPA (25 mg kg”. i.p. + benserazida6<25 mg
kg”, i.p.) o salino aratastratadasconMDMA (15 mg kg<’, i.p.) o salino sobrela concentración
de (a) DOPAC y (b) HVA en el dializadoestriatalde rata.Las flechasindican los tiemposde
administración.No hubo diferencia en las concentracionesbasales.La administraciónde
MDMA unadisminuciónen la concentraciónde DOPAC(F(1,9) = 52.61, P <0.001)y HVA.
(F(1,9) = 81.07, P < 0.001) en el dializado. La administraciónde L-DOPA revirtió la
disminuciónen 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 incrementó la
concentraciónde DOPAC en el dializado (F(l,l0) = 24.54, 1’ < OÁJOI) y HVA (F(1,10)=

27.30,P < 0.001).Los resultadosestánexpresadosen porcentajerespectoa la mediade los 3
valoresantesde la administraciónde MDMA. Cadapuntorepresentala media+ EEM (n = 5-
7); (ANOVA de 2 vías). Niveles basales(pg 1.tV’) de DOPAC: SAL/SAL 252.0 + 22.8,
MDMA/SAL297.7 + 35<3, MDMA/L-DOPA261<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 + 25.3,
SAL/L-DOPA 271.6 + 27.7<
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Figura 35. Efecto de la administraciónde L-DOPA (25 mg kg’1, i.p. + benserazida6.25 mg
kg’~, i.p.) o salino a ratastratadasconMDMA(15 mg kg”, Lp.) o salinosobrela temperatura
rectal de los animales. Las flechas indican los tiempos de administración.Cada punto
representalamedia+ EEM (n = 6-10). No hubodiferenciaen las temperaturasbasales.Tras el
tratamientohubo unadiferenciasignificativa(F(3,24) = 54.03,P < 0.001). La administración
de MDMA produjo un aumentoen la temperaturarectal (F(l,9) = 129.36, P < OflOl). La
administración de L-DOPA a ratas tratadas con MDMAprodujo un segundopico de
hipertermia(F(1,l 1) = 4.12,P <0.05, apartir de la administraciónde L-DOPA); (ANOVA de
2 vías).
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Figura 36. Efecto de L-DOPA (25 mg kg , í p + benserazida625 mg kg<’, ip.) o salino
administrado120 mm despuésde MDMA (15 mg kg”, i.p.) sobrela temperaturarectal de los
animales.El tratamientocon L-DOPA originó un aumentoen la temperaturarectal de los
animalesa los 30 mm de suadministración.~ < 0.01 vs MDMA; (t de Student).
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Figura 37. Efecto de la administraciónde L-DOPA (25 mg kg”, Lp. + benserazida6.25 mg
kg”, ip.) o salino 30 mm antesde MDMA(5 mg kg’1, i.p.) o salino sobrelas concentraciones
indólicas(ng g” tejido) en (a) el hipocampo,(b) la cortezay (c) el estriado7 días despuésdel
tratamiento.Los resultadosse muestrancomo la media+ EEM (n = 5-8). ** P < 0.01 vs
salino; (Newman-Keuls).
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Figura 38. Efecto de la administraciónde L-DOPA (25 mg kg’, i.p. + benserazida6.25 mg
kg”, ip.) o salino 30 mm antes de MDMA (5 mg kg’1, i.p) o salino sobrefijación de
[3H]paroxetina(fmol mg” proteína)en la cortezacerebral7 díasdespuésdel tratamiento.Los
resultadossemuestrancomo lamedia1 EEM (u 5-7).
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Figura 39. Efecto de la administraciónde L-DOPA (25 mg kg”, i.p. + benserazida6.25 mg.
kg”, Lp) 30 mm antesde MDMA(5 mg kg”, í.p.) sobre la concentraciónde DA en el
dializado estriatal de rata- Las flechas indican los tiempos de administración.No hubo
diferenciaen las concentracionesbasales.Laadministraciónde L-DOPA no modificó el efecto
de MDMAsobrela concentraciónde DA enel dializado(F(1,8) 0.09, n.s.).Los resultados
estanexpresadosenporcentajerespectoa la mediade los 2 valoresantesde la administración
de L-DOPA. Cadapuntorepresentala media+ EEM (n = 4-6); (ANOVA de 2 vías). Niveles
basales(pg kV’) de DA: SAL/MDMA 0.32 + 0.02,L-DOPA/MDMA 0.51 + 0.06.
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Figura 40. Efecto de la administraciónde L-DOPA (25 mg kg”, i.p. + benserazida6.25 mg
kg”, Lp.) 30 mm antesde MDMA (5 mg kg~’, i.p.) sobrela concentraciónde (a) DOPAC (b)
HVA en el dializadoestriatalde rata. Las flechasindican los tiempos de administración.No
hubo diferencia en las concentracionesbasales.La administraciónde L-DOPA revirtió la
disminución en la concentraciónde DOPAC en el dializado(F(1,10)= 2055, P < 0.001) y
ilMA (F(1,9) = 47.82.P < 0.001) inducidapor MDMA< Los resultadosestánexpresadosen
porcentajerespectoa la mediade los 2 valoresantesde la administraciónde L-DOPA. Cada
punto representala media+ EEM (n = 4-6); (ANOVA de 2 vías).Nivelesbasales(pg j<tV’) de
DOPAC: MDMA/SAL 211.0 + 24.3, MDMA/L-DOPA 287.3 + 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 administraciónde L-DOPA (25 mg kg”, ip. + benserazida6.25 mg
kg’1, i.p.) 30 mm antesde MDMA (5 mg kg”, Lp) sobrela temperaturarectalde los animales.
Tambiénse muestrala temperaturarectal de ratastratadascon salino.Las flechasindican los
tiempos de administración.No hubo diferenciaen las temperaturasbasales.MDMA produjo
un aumento en la temperaturarectal de los animales (F(1,l0) = 7.15, P < 0.05). El
pretratamientocon L-DOPA no modificó la respuestahipertérmicainducida por MDMA.
Cadapuntorepresentala media+ EEM (n= 4-6); (ANOVA de 2 vías).
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Discusión

V-1 Radicaleslibresy neurodegeneraciénpor MDMA

El métodoatrapadordel salicilatoesunatécnicaque se desarrollóhacemásde 10 años

y queconsisteen determinarla formaciónde los ácidos2,3-y 2,5-dihidroxibenzoicos(DHBA)

apartir del ácidosalicílico;ambosácidosseconsideranun índicede la generaciónde radicales

hidroxilo enel cerebro(Radziky col., 1983; Floyd y coL, 1984).El ácidosalicílico sepued&

administrartantoporvía sistémica(i.p.) como porvia central(ventrículocerebral).Cuandose

administravía ip. seconsideraque la formaciónde 2,3-DHBA esun índice más fiable de la

formaciónde radicaleslibres en cerebro(Caneyy Floyd, 1991; Ingelman-Sundbergy coL,

1991) puesto que una gran proporción de 2,5-DHBA se puede formar también por

hidroxilaciónenzimática(citocromoP450)del salicilatoenel hígado(Halliwell y col., 1991).El

2,5-DHBA formadoen la periferiapuedellegar al cerebroa travésde la circulaciónsistémica

y permanecerdentrode los vasossanguíneoscerebraleso penetraren el parénquimacerebral.

La presenciade 2,5-DHBA en el plasmaesparticularmenterelevantea la hora de evaluarel

contenidode radicaleshidroxilo en el cerebroen respuestaa tratamientosque alteranel flujo

sanguíneo,la integridadde la barrerahematoencefálicao la funciónhepática,como sucedeen

procesosde isquemia, hipoxia, lesionescerebraleso tras la administraciónde derivados

anfetamínicos.Teniendo en cuenta, por tanto, que la administraciónsistémicade ácido

salicílico conduce a la formación de 2,5-DHBA en la periferia, se consideraque la

administracióncentralde salicilatoproporcionaunaestimaciónmasrealistade la formaciónde

radicaleshidroxilo en el cerebroy evitael problemaadicionalde ensayarla concentraciónde

ácidosalicílico en el cerebro.Una ventajaadicionalde estavía de administraciónes que el

atrapamientode radicaleshidroxilo en el cerebrono está influenciado por cambiosen la

funciónhepáticao en la integridadde la barrerahematoencefálicay seriamenossusceptiblea

alteracionesen el flujo sanguíneo.La técnicautilizadaenestaTesisDoctoral, la microdiálisis

intracerebralin vivo,permite,mediantela implantaciónselectivade la sonda,la medidade la’

formación de radicales libres en una región cerebral determinada,concretamenteen el

hipocampo,que esclaramentesusceptiblea laneurodegeneracióninducidaporMDMA.

En los estudiosiniciales ensayamosy optimizamoslas condicionesexperimentalesy

encontramosque laperfusióncon ácido salicílico a unaconcentraciónde 5 mM utilizadapor
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otros autores(Chiuehy col., 1992, 1993; Busto y col., 1995) resultabaen una línea de base

que disminuíacon el tiempo, lo cual probablementeera debido al alto grado de acidezdel

medio de diálisis. Una disminución de 10 veces en la concentraciónde ácido salicílico en

líquido cefalorraquideoartificial produjo una solución algo menosáciday una líneade base

estable.

Experimentosinicialesconfirmaronlacapacidadde la 3,4-metilenodioximetanfetamina

(MDMA) paraproducirdañoneurotóxicoen ratasDarkAgouti (Coladoy col., 1995; Coladoy

Oreen,1995) y en otras razasde ratas(Schmidt y col., 1986; Stoney col., 1986; Battagliay

col., 1987). MDMA, una semanadespuésde su administración,produjo unadegeneraciónde

los terminalesnerviososserotoninérgicosque se manifestó por una disminución en el

contenidode 5-HT y de sumetabolito,5-ilIAA, y unareducciónen la densidadde lugaresd&

recaptaciónde 5-ilT en diversasestructurascerebrales.Puestoque estossitios se encuentran

localizadosen los terminalesnerviosospresinápticosque contienen5-HT, su disminuciónes

indicativa de la pérdidade terminalesy/o axonesserotoninérgicos.El efecto producidopor

MDMA sobreestosparámetrosserotoninérgicosfue dosis-dependiente,de tal maneraque no

seobservóefectoalgunoa la dosisde 5 mg kg’1 y aparecióunaneurotoxicidadcrecientea las

dosis de 10 y 15 mg kg’1. MDMA no originó ningún cambio a largo plazo sobre la

concentraciónestriatalde DA y de sumetabolito,el ácido3,4-dihidroxifenilacético(DOPAC).

Estosresultadoscoincidencondatosprocedentesde otros estudiosen los que sedemuestrala

relativa selectividadde estadroganeurotóxicapor las neuronasserotoninérgicas(Schmidt y

Kelme, 1990;Coladoy col., 1997b).

Tras la administraciónde MDMA a la dosisde 10 mg kg’ se observóun pequeño

aumentoen la concentraciónde 2,5-DHBA (pero no de 2,3-DHBA) en el dializado de

hipocampo.Sin embargo,unadosisde MDMA de 15 mg kg” produjoun incrementosostenido

y significativo de aproximadamenteun 40% en la concentraciónde 2,3- y 2,5-DHBA en el

dializado que comienza inmediatamentedespuésde la administración de la droga y se

mantienepor lo menos5 h. Estosresultadosindican que laadministraciónde MDMA origina

un incrementoen la formaciónde radicaleshidroxilo en el cerebrode la rata.Seha especulado

con la posibilidad de que la formación de radicaleslibres fuera la consecuenciadel daño

neuronaly no lacausade la lesión.Los resultadosobtenidosen estaTesisDoctoraldescartan
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la primeraposibilidadpuestoque4 h despuésde la administraciónde MDMA, momentoen el

que seobservaun incrementoen la formación de radicaleshidroxilo, no sedetectaningún

cambio en la densidad de los lugares de recaptación de 5-HT. Otras neurotoxinas

dopaminérgicastambiénaumentanlageneraciónde radicaleslibres en el cerebrode roedores.

La administraciónde metanfetaminaproduceun incremento de un 35% y un 45% en las

concentracionesde 2,3-DHBA y 2,5-DHBA, respectivamente,en tejido estriatal 1 h después

de la administraciónsistémicade la droga(Fleckensteiny col., 1997).Un incrementosimilar

en la concentraciónde 2,3-DHBA en el dializadoneoestriatalha sido observadopor el grupo

de Giovanni tras la administraciónde metanfetamina(Giovanni y col., 1995). Otros autores

handemostradoque la perfusiónde MPP+ atravésde la sondade microdiálisis situadaen el

núcleocaudado-putamen,incrementade forma similar los niveles de ambosmetabolitosdel

ácido salicílico (Chiuehy col., 1992, 1993).

De acuerdocon trabajosprevios (Sanders-Bushy col., 1972; Fuller y col., 1975;

Coladoy coL, 1993; Murray y col., 1996) la administraciónde otro derivadoanfetaminico,p-

cloroanfetamina(PCA) también origina una degeneraciónde los terminales nerviosos

serotoninérgicos,siendo mas potente que la MDMA para producir este efecto. Estudios

llevadosa caborecientementedemuestranque el atrapadorde radicaleslibres, ct-fenil-N-ter-

butil nitrona (PBN), previenela disminuciónenel contenidoindólico y la pérdidade lugares

de recaptaciónde 5-HT inducidasporPCA y sugierenqueestederivadoanfetamínicopodría

producir dañoneuronalincrementandola formaciónde radicaleslibres (Murray y col., 1996).

Esta hipótesis ha sido confirmada por los datos obtenidos en esta Tesis Doctoral. La

administraciónde PCA origina un incrementode la formación de 2,3- y 2,5-DHBA en el

hipocampode rata. A diferenciade la MDMA que produceun incrementoinmediato en la

formaciónde los ácidosdihidroxibenzoicos,tras la administraciónde PCA esteefectono se

detectahasta2 h despuésde la inyección. Este hechopodría reflejar diferenciasexistentes

entreambosderivadosanfetaminicosen la velocidadde degradacióna compuestoscapacesde

generarradicaleslibres.

La inyección de fenfluramina también produjo a largo píazo un efecto

neurodegenerativosobrelos terminalesserotoninérgicosen diversasregionescerebrales,un

efectodemostradoañosatrásen diversasrazasde ratas(Harveyy MeMaster,1975;Neckersy

127



Discusión

col., 1976; Coladoy col., 1993) y recientementeen ratasDark Agouti (Murray y col., 1996).

No obstante,los resultadosobtenidosen estetrabajo indican que tras la administraciónde

fenfluraminano se produceun aumentoen la formación de radicaleslibres puestoque la

concentraciónde 2,3-y 2,5-DHBA en el dializadopennaneceinalterada.Estosdatossugieren

queel dañoneurotóxicoinducidopor fenfluraminano implica la formaciónde radicaleslibres,

y coincidencon resultadosobtenidosrecientementeen los cualessedemuestraque el PBN no

previenelaneurotoxicidadcuandoseco-administraconfenfluramina(Murray y col., 1996).

Con el fin de determinarsi el incrementoen la formaciónde radicaleslibres inducido

por MDMA en el hipocampo se asocia con cambios producidos en las neuronas

serotoninérgicas,estudiamosel efecto de MDMAen ratasa las que 8 días antesse les había

inyectado fenfluramina para producir una neurodegeneración de los terminales

serotoninérgicosen el hipocampo;la hipótesisinicial era que la administraciónde MDMA a

estasrataslesionadasproduciríapocoo ningúnincrementoen la formaciónde radicaleslibres.

Los resultadosobtenidosindicabanque aunquese producíaun pequeñoincrementoen la

concentraciónde 2,3- y 2,5-DHBA en el dializadodel hipocampo,la respuestaoriginadapor

MDMA en los animaleslesionadosno fue significativamentediferentede la observadaen los

animalescontroles.El pequeñoincrementoen la formación de radicaleslibres se podría

explicar por el hecho de que fenfluramina, aunque disminuye en un 70% la fijación de

[3H]paroxetina,no produceuna pérdidatotal de terminalesnerviososserotoninérgicos.Estos

datos sugieren que el incremento en la formación de radicaleslibres se produce como

consecuenciade la recaptaciónde MDMA en las neuronasserotoninérgicasy que los radicales

libres seestánformandoen los terminalesnerviososserotoninérgicos.Observamos,por otra

parte,que en las rataspre-tratadascon fenfluraminala respuestahipertérmicainducidapor

MDMAfue significativamentemenor que en ratas controles,de lo que se deduceque la

inmediataliberación de 5-HT inducida por MDMA está directamenterelacionadacon la

hipertermiainducidapor la droga.

Estaevidenciaindirectade quelos radicaleslibresproducidospor la administraciónde

MDMA provienen de cambios selectivos originados dentro del terminal nervioso

serotoninérgico,explicaríaa su vez porque el incrementoen la concentraciónde los ácidos

dihidroxibenzoicosesrelativamentemodesto,comparadocon el observadoen otros modelos
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experimentalesde neurodegeneración.La administraciónde una dosis de 15 mg kg” de

MDMAproduceun incrementode aproximadamenteun 40% en la concentraciónde 2,3-

DHBA que esprácticamenteel mismo aumentoque seobservatras la administraciónde una

dosisneurotóxicade metanfetamina(Giovanniy col., 1995). Sin embargo,procedimientosde

isquemiaglobal, que presumiblementeinducendaño en la mayorparte del tejido cerebral,

producenun incrementoen la concentraciónde 2,3- y 2,5-DHBA de un 200-300%(Olobusy

col<, 1995).

En estudiosprevios (Colado y Oreen, 1995; Yeh, 1996) sehabíademostradoque el

efecto neurodegenerativode la MDMA se atenuabapor la co-administraciónde PBN, un

compuestoatrapadorde radicaleslibres. Los resultadosobtenidosen esta Tesis Doctoral

demuestranque el PBN (120 mg kg<’), incluso a dosis mas bajasque las utilizadasen los

trabajosmencionados(150 mg kg”), previene el incrementoen la formación de radicales

hidroxilo inducido por MDMA in vivo y atenúael dañoneurotóxicoinducido por MDMA

puestoque previeneparcialmentela disminución en el contenido indólico y la pérdidade

terminales nerviosos serotoninérgicos. Se podría sugerir, por tanto, que el efecto

neuroprotectordel PBN esel resultadode suactividadatrapadorade radicaleslibres. Aunque

laprotecciónejercidapor PBN (30%)fue menorquela observadaen estudiosprevios(Colado.

y Oreen,1995),esnecesarioseñalarque la dosisde MDMA utilizadaen estaTesisDoctoral

fue masaltay ladosisde PBN masbajaqueen el estudioprevio. PBN tambiénsehamostrado

eficazparaprevenirla formaciónde radicaleshidroxilo inducidaporla administraciónlocal de

glutamatoen el estriadode la rata(Fergery col., 1998; Lanceloty col., 1997)y paraproteger

frenteal dañoneuronalcausadoporla administraciónsistémicarepetidade MPTP (N-metil-4-

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

De los resultadosmencionadosen estaTesisDoctoralse deduceque PBN previenelos

efectosa largo plazo,perono los agudos,producidosporMDMA sobreel contenidocerebral

de 5-HT. MDMA produceinmediatamentedespuésde su administración(4 h) unamarcada

disminuciónde la concentraciónde 5-HT y de su metabolito,5-HIAA en diversasregiones

cerebrales(Schmidt, 1987; Gibb y coL, 1990).Esteefectose atribuye,fundamentalmente,a un

incrementoen la liberación del neurotransmisor.PBN, administradosiguiendo el mismo

protocoloqueoriginó protección,no previnolapérdidaen el contenidoindólico subsiguientea
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la inyección de MDMA. Se podría sugerir, por tanto, que el efecto agudoproducido por

MDMA sobre la liberación de 5-HT es independientedel efecto neurodegenerativo.No

obstante,sehasugeridoquela neurodegeneraciónalargopíazopodríaresultarde la formación

de metabolitostóxicosde 5-HT, talescomo5,6- ó 5,7-dihidroxitriptamina(Wronay Dryhurst,

1991) o 5,5-dihidroxi 4,4’-bitriptamina (Wrona y col., 1992). Estos compuestospodrían

procederde la oxidaciónde la moléculade 5-HT mediadapor los radicaleshidroxilo que se

generantras la administraciónde MDMA. Sin embargo,esta hipótesises poco probable

porquela administraciónde 5-hidroxitriptófano,que aumentala síntesisde 5-HT y, por tanto,

la cantidadde 5-HT disponible para ser liberadaen respuestaa MDMA, no potencia la

neurotoxicidadde la droga,sino que,porel contrario,la atenúa(Spraguey col., 1995).

Recientementese ha demostradoque la administraciónde PBN tambiénprevieneel

dañosobrelas neuronasserotoninérgicasinducidoporPCA, perono por fenfluramina(Murray

y col., 1996). Estos datos,junto con aquellosque demuestranque el PBN protegefrente al

dañoinducidoporMDMA (Coladoy Oreen,1995;Yeh, 1996),indicancontundentementeque

MDMA y PCA inducen la lesiónneuronalpor un mecanismoque implica la formación de

radicales libres, mientras que el daño producido por fenfluramina se produce por un

mecanismodiferente.Los resultadosobtenidosenestaTesisDoctoralapoyanestaafirmación,

ya quetantoMDMA comoPCAincrementanla formaciónde los ácidosdihidroxibenzoicosen

el dializadodel hipocampomientrasque fenfluraminano produceesteefecto.

Especialatenciónsehaprestadoen esteestudioa los cambiosen la temperturacorporal

puestoque esampliamenteconocidoquela hipotermiaatenúala neurodegeneraciónproducida

no solamentepor isquemíacerebral (Busto y col., 1987) sino también la degeneración

producidapor la administraciónde anfetaminassustituidas(Farfel y Seiden,1995; Broeningy

col<, 1995). De la misma maneraes posible que el daño neuronalsea exacerbadopor la

hipertermia(Broeningy col., 1995; Stewarty col., 1997).

La temperaturarectalde las ratasDark Agouti incrementademaneradosis-dependiente

tras la administraciónde MDMA. Se trata de una respuestaa la drogaque esampliamente

conocida(Coladoy col., 1995; Coladoy Oreen,1995; Oreeny col., 1995) y que se atribuye a

la masivaliberación de 5-HT del terminal nerviosoinducidaporMDMA. Estahipótesises

130



Discusión

apoyadapor los resultadosobtenidosen estaTesisDoctoralya que en los animaleslesionados

con fenfluramina la respuestahipertérmicaconsecutivaa la administraciónde MDMA fue

considerablementemenor,debido probablementea que la densidadde terminalesnerviosos

serotoninérgicosen estos animalesestabareducida. Dosis repetidas de MDMAtambién

producenunahipertermiacadavezmenor(Coladoy col., 1997b).Deacuerdocon resultados

previos,PCAtambiénprodujohipertermia(Coladoy col., 1993)mientrasque fenfluraminano

alteró la temperaturacorporal de los animales. No obstante,parece improbable que los

cambiosen la temperaturapuedanestarasociadosdirectamentecon la neurodegeneracióno

con el incrementoen la formaciónde radicaleslibres. En primer lugar, es importantereseñar

que MDMA producedegeneraciónneuronal tras un protocolo de administraciónque no

produceuna respuestahipertérmicamanifiesta(O’Sheay col., 1998a) o que incluso produce

hipotermia(Farfel y Seiden,1995a;Malberg y col., 1996). El grado dc degeneraciónde las

neuronasserotoninérgicasdependede la dosisde MDMA, no de la severidadde la respuesta

hipertérmica(Coladoy col., 1995).Unadosismásbajade PCA (2.5 mg kg’1) que la utilizada

en este estudio no produce un efecto significativo sobre la temperaturarectal pero, sin

embargo,inducedañoneuronal(Coladoy col., 1993; Murray y col., 1996).En segundolugar,

en esteestudio no pareceexistir una relación obvia en magnitud ni en tiempo, entre los

cambiosen la temperaturay los cambiosen la concentraciónde 2,3-DHBA. Es posible,sin

embargo,que la formación de radicaleslibres en el tejido dañadoestépotenciadacuandoel.

animal eshipertérmico,tal y como sehademostradoen estudiosde isquemiahipóxica(Globus

y col., 1995)y quetras la administraciónde MDMA la producciónde radicaleslibresse vea

favorecidapor lahipertermiaqueinducela droga(Kil y col., 1996).

Se puedeafirmarcon algúngradode confianzaquePBN no actúacomo neuroprotector

por prevenirla hipertermiao inducir hipotermia.PBN a dosisaltaspuedeinducir hipotermia

en ratastratadascon salino (Coladoy Oreen,1995). Sin embargo,a la dosismásbajautilizada

en este estudiosuefecto fue ligero y la temperaturade las ratastratadasconMDMAy PBN

fue similar aaquellasinyectadascon MDMA únicamente.PBN tambiénatenúala disminución

de dopaminainducidapor metanfetaminaa largo plazo sin alterarla respuestahipertérmica.

inducidapor ladroga(Cappony coL, 1996).
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Un interroganteque se desprendede esteestudioessi el incrementoen la producción

de radicaleslibres subsiguientea la administraciónde MDMA puedeser asociadocon la

neurodegeneracióny si el efectoneuroprotectordel PBN esdebidoa la acciónatrapadorade

radicaleslibres del compuesto.En el casodel daño inducido porprocedimientosde isquemia-

hipoxia ambas relaciones están bién establecidas.Los trabajos relativos a modelos

experimentalesde isquemiahan producidonumerososdatos que implican a las especies

reactivasde oxigenoenel dañohístico (Oliver y col., 1990; Carneyy Floyd, 1991; Hensleyy

col., 1997; Mori y col., 1998).La propiedadprincipal de PBN es atraparradicaleslibres de

oxígeno (Hensley y col., 1997). Este compuestoatraviesabién la barrerahematoencefálica

(Cheng y col., 1993), disminuye la producciónde radicaleslibres en el cerebrode ratas

isquémicas(Zini y col., 1990; Seny Phillis, 1993)y esuncompuestoneuroprotectoreficazen

modelosde infarto cerebral(Cameyy Floyd, 1991; Zini y col., 1992; Sen y Phillis, 1993;

Zhao y col., 1994). Su actividadprincipal es la de reaccionarcon radicaleslibres inestables

(Hensley y coL, 1997) formando nitróxidos (Fig. 42) que dan espectroscaracterísticos

utilizandoresonanciamagnéticade electrones(Knechty Mason,1993).Sepuedeafirmar,por

tanto, que la formación de radicaleslibres esun factordeterminantedel daño inducido por la

isquemiaen el cerebroy que PBN actúacomo neuroprotectora causade su actividadcomo

atrapadorde radicaleslibres(Hensleyy col., 1997).

Figura42. Reaccióndel PBN con radicaleslibresparafonnarun radicalde nitróxido estable
(Floyd, 1990).

La implicación de los radicaleslibres enel procesoneurodegeneratívosobreterminales

serotoninérgicosinducidoporMDMA,PCA, metanfetaminay anfetaminasepodríasugeriren

basea numerosasevidenciasexperimentales,algunasde las cualesya sehan mencionadoen

estaTesisDoctoral.

H O CH3 H O CH3

A- IIICzN~—C-—CH, A- ¡ ¡+ R —* CN—C “CH,

CH, R CH,
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~1Metanfetamina(Oiovanni y col., 1995), anfetamina(Huangy col., 1997), MDMAy PCA

incrementanla formaciónde radicaleslibres en el cerebrocuantificadosmedianteel método

atrapadordel salicilato.La destrucciónpreviade terminalesnerviososserotoninérgicosabole

el incrementoinducidoporMDMAsobrela formaciónde radicaleslibres.

‘1 El daño neurotóxico producidopor la administraciónde metanfetamina,MDMA y PCA

puede ser prevenido o atenuadopor la inyección del atrapadorde radicaleslibres, PBN

(Coladoy Green,1995; Cappony col., 1996;Murray y col., 1996;Yeh, 1996).

‘1 PBN tambiénpreviene el incrementoen la formación de radicaleslibres inducido por

MDMAin vivo.

~1Otro compuestoatrapadorde radicaleslibres, L-cisteina,tambiénatenúael daño neuronal

inducidoporPCA (Sterankay Rehind,1987).

‘1 Nivelestisulareselevadosde radicaleslibresconduciríana un incrementoen la peroxidación

lipídica, y en efecto, seha demostradoque tras la administraciónde MDMA se observaun

incrementoen la peroxidaciónlipídica en el cerebro(Spraguey Nichols, 1995; Colado y col.,

1997b).

~1La administraciónde L-depreniloprevieneel incrementoen la peroxidaciónlipídica y la

lesiónneurotóxicainducidaporMDMA(Spraguey Nichols, 1995).

‘1 La administraciónde MDMAaratasneonatalesno incrementalaperoxidaciónlipidica en el

cerebroy tampocoproduceuna pérdidaneurotóxicade 5-HT a largo plazo (Coladoy col.,

1 997a),debidoprobablementea la alta actividadparainactivarradicaleslibresque existeen

los tejidosde los animalesjóvenes(Floyd, 1990).

~1Animales transgénicosque expresanla secuenciade la superóxidodismutasaCuZn humana

muestran resistencia a los efectos tóxicos de la MDMA y su metabolito, 3,4-

metilenodioxianfetamina(MDA) en comparacióncon los animalesque no portan el gen

(Cadety col., 1994).

~1Finalmente,se ha demostradoque MDMAy PCA (pero no fenfluramina) puedenser

metabolizadosa compuestosconestructurade catecoly quinona,los cualesen su posterior

metabolismoformanradicaleslibres(Grahamy col., 1978).Existe informaciónen la literatura

que sugiere que la neurotoxicidadde la MDMA estámediadapor la formación de un

metabolito activo. Mientrasque la administraciónsubcutáneade MDMA aratasproduceuna

extensadestrucciónde los terminalesaxónicosserotoninérgicos(O’Heam y col., 1986), la
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inyecciónintracerebralno ejerceningún efecto(Molliver y col., 1986; Paris y Cunningham,

1992).Estosdatossugierenla formaciónperiféricade algúnmetabolitoactivo.

MDMA se metabolizaa compuestoscon estructurade catecoly quinona(Fig. 43)

(Hiramatsuy col., 1990),habiéndosedetectadoen el cerebrode ratametabolitosde MDMA

con estructurade quinona(Hiramatsuy coL, 1990; Lin y col., 1997). La autooxidaciónde

catecolesy quinonaspuederesultaren la formaciónde radicaleslibres, (Chiuehy col., 1993;

Hiramatsuy col., 1990).
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Figura43. Posiblesvías de metabolizaciónde MDMA. DHA: dihidroxianfetamina;DHMA:
dihidroximetanfetamina;MDA: 3 ,4-metilenodioxianfetamina;MDMA: 3 ,4-metilenodioximet-
anfetamina; 2,4,5-THA: 2,4,5Árihidroxianfetamina; 2,4,5-THMA: 2,4,5-trihidroximet-
anfetamina(Coladoy Oreen,1995).

PCA se metabolizaa 3-cloro-4-hidroxianfetamina(Fig. 44, Parli y Schmidt, 1975),

producereactivosintermedios(Miller y col., 1986)y sepuedepredecirque esmetabolizadaa

metabolitos catecólicos estructuralmentesimilares a aquellos producidos durante el

metabolismode la MDMA.

Fenfluramina,por el contrario,esmetabolizadaprincipalmenteporunavía que dejael

anillo inalteradocon la formaciónde norfenfluraminay ácidotrifluorometilbenzoico(Fig. 45,

Campbell,1971; CacciaycoL, 1982).

4,
NHCH,
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CF NHC2H,

~1na

CF NH2 CF

C OH

j§~nfluramina Ácido trifluorometilbenzoico

Figura45. Principalesvíasde metabolizaciónde fenfluramina

Los radicaleshidroxilo formadostras la administraciónde MDMA tambiénpodrían

tenersuorigen en el catabolismode la dopaminaque se libera masivamentea nivel estriatal

inmediatamentedespuésde la administracióndel compuesto.En el cerebrola DA se oxidapor

acción de la monoaminooxidasa(MAO) o se autooxidano enzimaticamente.La MAO

intraneuronalmentetransformala DA en DOPAC y peróxido de hidrógeno (il202) (Cohen,

1988). El peróxido de hidrógenoproduceradicaleshidroxilo por la reacciónde Fenton en

presenciade ionesde hierro(Fig. 46)(Halliwell, 1992).

Figura 44. Prinipal vía de metabolizaciónde PCA.
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H202 + Fe
2~ OH + 0H + Fe3~

Figura 46. Reacciónde Fenton(Halliwell, 1992).

Por autooxidación,el anillo catecolde la DA setransformaen semiquinonas(SQ) o

quinonasde DA y especiesreactivasde oxígeno como peróxido de hidrógenoy el anión

superóxido(O~’~) (Fig. 47) (Coyley Puttfarcken,1993).

Estareacciónpuedeocurrir de forma espontáneaenpresenciaenpresenciade hierro u

otros metalesde transición(Uraham, 1978; Hastings,1995). El radical superóxidono esmuy

reactivo,por lo tanto, espocotóxico (Olanow, 1993) y ademásesdismutadorapidamentepor

la superóxidodismutasa(SOD)dandolugara H
202 (Fig. 48) (ilalliwell, 1992).

Figura 48. Reaccióndel anión superóxidocon la superóxidodismutasa(Ha[liwell,

1992).

El peróxido de hidrógenoatraviesalas membranascelulares con mucha facilidad

(Halliwell, 1992) y estóxico en muchossistemasincluyendoel sistemanerviosocentral. Sin

embargo,su efectotóxico no es un efectodirecto de la moléculasino del radical hidroxilo a

que da lugar. El peróxidode hidrógenoes metabolizadonormalmentepor la enzimacatalasa

Figura47. Autooxidaciónde la dopamina(Coyley Puttfarcken,1993).
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produciendoagua y oxígeno, pero el cerebropresentaniveles muy bajos de catalasay

relativamentepoca cantidadde glutatiónperoxidasa(otra enzimaencargadade detoxificar

H202) en comparacióncon el hígado(Halliwell y Gutteridge,1985; Olanow, 1992). El exceso

de H202 puededar lugar,mediantela reacciónde Fenton,aradicaleshidroxilo (Fig. 46).

Entre las especiesreactivasde oxígeno, los radicaleshidroxilo son los mas lesivos

(ilalliwell, 1992; Coyley Puttfarcken,1993). Reaccionanrápidamenteconuna gran variedad

de moléculasbiológicasincluyendoel ADN, lípidos de membranay carbohidratos(Halliwell,

1992).

Como seha mencionadoanteriormente,el sistemanervioso central contieneniveles

bajos de los agentesque protegenfrentea los factoresoxidativos, y nivelesaltos de hierro.

Estosdosfactores,junto con un aumentoen la formaciónde radicaleshidroxilo inducidopor

MDMA,podrían,enconjunto,dar lugaraunasituaciónde estrésoxidativo. El estrésoxidativo

sedefinecomoun incrementoen la generaciónde especiesderivadasdel oxígenoque supera

la capacidadde las medidasantioxidantesdel organismoparaneutralizarlas(Halliwell, 1992).

Vi Dopaminay neurodegeneraciónporMDMA

Estudios sobre la farmacología de MDMA, asi como sobre posibles agentes

neuroprotectores, sugieren que la dopamina desempeña un papel en el proceso.

neurodegenerativo.Por ejemplo,Stoney col. (1988)demostraronque la disminucióna largo

plazodel contenidode 5-HT cerebralproducidaporMDMA eraatenuadapor el inhibidor de

la síntesis de dopamina, ct-metil-p-tirosina, o por reserpina,compuestoque provoca un

vaciamientode las vesiculasde monoaminas.Schmidt y col. (1990b) observaronque la

inyecciónen el estriadode la selectivaneurotoxinadopaminérgica,6-hidroxidopamina(6-OH-

DA) bloqueabalos efectosneurotóxicosde la MDMA sobrelas neuronasserotoninérgicasno

solamenteen el estriado,sino tambiénen otras regionesdel cerebroanterior talescomoel

hipocampo y la corteza. Además, Stone y col. (1988) indicaron que el inhibidor de la

recaptaciónde dopamina,GBR 12909,eraneuroprotector.Finalmente,Schmidty col. (1990b)

y ilewitt y Oreen (1994) demostraronque la administraciónaguda del antagonistade
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dopamina,haloperidol,junto con MDMA, atenuabala neurodegeneraciónde los terminales

serotoninérgicosproducidaporestaanfetaminaen cerebro.

Sin embargo,datosobtenidosrecientementeaconsejanunare-evaluacióncríticade los

trabajospublicadosacercadel efectoneuropotectorde varios compuestos.Actualmenteestá

demostradoque algunos fármacosatenúanel daño neuronal únicamenteporque inducen

hipotermia(Farfel y Seiden, 1995a,b;Malberg y col., 1996, Colado y col., 1998a) o, al

menos,previenenla hipertermiainducidaporMDMA (O’Sheay col., 1998b,Coladoy col.,

1998b). Concretamente,ct-metil-p-tirosinaactúacomo neuroprotectordebidoa su capacidad

paraproducirhipotermia(Malbergy col., 1996),y haloperidol,abolela respuestahipertérmica

de la MDMA, de tal maneraque cuando los animales se mantienena una temperatura

ambientealta, el efectoprotectordel haloperidoldesaparece(O’Sheay col., 1998b).Se puede

concluir,portanto,quect-metil-p-tirosinay haloperidolproporcionanprotecciónacausade su

efectosobrela temperaturacorporaly no medianteun mecanismoneuroprotectorselectivo.

Estoshallazgos,a suvez,pusieronendudala validezde hipótesisanterioressegúnlas

cualesla dopaminadesempeñaun papel clave en la expresiónde la neurotoxicidadde la.

MDMA;hipótesisbasadasen diversasobservaciones,entreellasel hechode que la MDMA

altera la liberaciónde dopamina(Johnsony col., 1986; Schmidt y col., 1987; Hiramatsuy

Cho, 1990;Nash, 1990;Nashy Brodkin, 1991)y quela administraciónde L-3,4-dihidroxifenil

alanina(L-DOPA) potenciael daño neuronalinducido por MDMA(Schmidt y col., 1991).

Estacontroversianoshaestimuladoa llevar acaboestudiosparacomprobarla validezde estas

observacionesy además,paraevaluarsi la administraciónde L-DOPA alterael incrementoen

la formaciónde radicaleslibres queseproducecomoconsecuenciade la inyecciónde MDMA.

En cuanto a la alteracióndel metabolismode la dopaminaproducidopor MDMA,

ambosgruposde investigación,Johnsony col. (1986)y Schmidt y col. (1987)demostraron.

queMDMAinduciala liberaciónde [3H]dopaminade cortesde estriado,y Steeley col. (1987)

observaronque la MDMA inhibía la recaptaciónde [31-Ijdopaminaen sinaptosomasestriatales.

Estudiosposteriores,mediantetécnicasde voltametríain vivo (Yamamotoy Spanos,1988)o

microdialisis (Nash, 1990; Hiramatsuy Cho, 1990; Gough y col., 1991) mostraronque la

administraciónde MDMA produceun rápido incrementoen la concentraciónextracelularde
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dopamina y una disminución en los niveles de sus metabolitos, los ácidos 3,4-

dihidroxifenilacético(DOPAC)y homovanilico(HVA). Los resultadosobtenidosen estaTesis

Doctoral,utilizando la técnicade la microdiálisis intracerebralin vivo, confirman el efecto de

la MDMA sobrelos nivelesestriatalesde dopamina,DOPACy HVA observándosecambios

similaresa los publicadospor los gruposdeNasby Goughen lo que serefierea la magnitud

de la respuestay a su aparicióntemporal (Nash, 1990; Gough y col. 1991). Los cambios

inmediatos producidos por MDMA sobre los niveles de dopamina y DOPAC son

considerablementemayoresque los observadosen tejido postmortem4 h despuésde la

administraciónde la droga.

Tras la administraciónde MDMA,la concentraciónde HVA enel dializadodisminuye

en una proporción similar a la de DOPAC, sin embargo, los cambios en los niveles

extracelularesde HVA aparecenmas tarde que los observadosen DOPAC (Fig. 34). Esta

diferenciaen el tiempode apariciónde los cambiosproducidosporMDMAsobrelos niveles

extracelularesde DOPAC y HVA podría 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 secundariase forma a partir de la 3-

metoxitiraminaque a suvez procededel metabolismode la dopamina(Westerink & Spaan,

1982). Por lo tanto, la disminucióntardíaque seobservaen los nivelesde HVA en relación

con los de DOPAC puede ser debido a un incremento inicial en los niveles de 3-

metoxitiramina y suposteriorconversióna HVA por acciónde la catecol-O-metil-transferasa.

Estos datos sugieren que la MDMAejerce dos accionesdiferentes sobre la actividad

dopaminérgicain vivo: la primeraconsistiríaen incrementarla liberaciónde dopamina,y la

segundaendisminuir el metabolismointraneuronalde esteneurotransmisor(reflejadoporuna

reducciónen los nivelesextracelularesde DOPACy HVA). Estoscambiosen los metabolitos

de la dopaminasonprobablementeel resultadodel efectobloqueantede la MDMAsobrela

recaptación de dopamina (menos dopaminaestaría disponible para ser metabolizadaa

DOPAC)y de sucapacidadparainhibir la MAO. En el estriadode ratain vivo, la dopaminase

metabolizaprincipalmentepor la MAO-A (Kato y col., 1986) y la MDMA actúa como un

inhibidor competitivo de la actividad de la MAO-A (Leonardi y Azmitia, 1994). Una

reduccciónen la síntesisde dopaminatras la administraciónde MDMA tambiénexplicaríala

disminuciónen la concentraciónextracelularde DOPAC y HVA; sin embargo,estahipótesis
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esimprobablepuestoqueMDMAno alterala actividadde la tirosinahidroxilasaen el estriado

(Stoney col., 1986).

El mecanismopor el cual MDMA aumentala liberaciónde dopaminaesdesconocido.

A menudosehapostuladoquela MDMA al igual que otrosderivadosanfetaniluicospotencia

la liberaciónde dopaminapor un mecanismode intercambiofacilitado que utiliza el sistema

transportadorde la recaptaciónde dopamina(Raiteri y col., 1979; Fischer y Cho, 1979;

MeMillen, 1983). Sin embargo,varios grupos de investigaciónhan demostradoque los

agonistasde los receptores5-HT2 potencianla liberaciónde dopaminainducidaporMDMA,

mientrasque los antagonistasla inhiben(Nash,1990; Schmidty col., 1990a,1994; Yamamoto

y col., 1995; Gudelskyy col., 1994).Parece,por tanto,que la liberaciónde 5-HT inducidapor

MDMAdesempeñaun papel clave en la liberación de dopamina.Si a esto se añadenlos

efectosinhibitoriosproducidosporMDMAsobrela recaptaciónde la dopamina(Steeley col.,

1987) y sobrela monoaminooxidasa(Leonardi & Azmitia, 1994), sepodría sugerir que el

intercambiomediadopor el transportadorno esnecesariamenteun factor determinanteen el

incrementode los nivelesextracelularesde dopaminasubsiguientesa la administraciónde

MDMA<

El aumentoen la concentraciónextracelularde dopamina que se observatras la

administración de MDMA es similar en magnitud al producido por altas dosis de

metanfetamina(Baldwin y col., 1994). Sin embargo, MDMA se comporta como una

neurotoxinaserotoninérgicaselectiva,mientras que metanfetaminaproduce daño neuronal

sobreterminalesserotoninérgicosy dopaminérgicos(Baldwin y col., 1994).Sepodríasugerir,

por tanto, que la liberaciónde dopaminainducidapor estosderivadosanfetamínicosno está

relacionadacon los cambiosneurodegenerativos,aunquesí con los efectosagudosproducidos

por ambas anfetaminassobre el comportamiento.MDMA y metanfetaminaoriginan un

incremento de la actividad locomotora,cambiosposturalesy movimientos estereotipados

(Callaway y col., 1990; Callaway y Geyer, 1992), efectosque se han relacionadocon un.

incrementoen la liberación de dopaminaa nivel del estriadoy nucleoaccumbens(Kelly y

col.., 1975; Freedy Yamamoto,1985).
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En este estudio observamosque cuando L-DOPA se administra 2 h despuésde

MDMA, la concentraciónextracelularde dopaminaincrementa,por encima de la que se

detectaen ratastratadascon MDMA únicamente,a las 3 h de la administraciónde la droga.

Las concentracionesde DOPAC y HVA tambiénaumentansignificativamenteen el mismo

periodo de tiempo. Estos cambiosreflejen la existenciade un incrementoen la síntesisy

liberación de dopaminaprovocadopor L-DOPA. A pesarde existir un incrementoen la

liberaciónde dopaminay posiblementeen la función dopaminérgica,L-DOPA no potencióla

neurotoxicidadde la MDMA 7 díasmástarde.Estosdatosdiscrepande los publicadospor el

grupo de Schmidt (Schmidt y coL, 1991). Estos autoresobservaronque la neurotoxicidad

inducidaporMDMA espotenciadapor L-DOPA. En el estudiollevado acaboporel grupode

Schmidt se utilizó unadosisde L-DOPA significativamentemás alta que la utilizadaen esta

TesisDoctoral,dosisque no pudimosevaluarporqueprovocabaun alto índicede mortalidad.

Entreambosestudiosexistenevidentesdiferenciasmetodológícas.En el estudioobjetode esta

TesisDoctoralsehan utilizado ratasDark Agouti, razaque estádemostradoes mássensible

que otras(SpragueDawley, Wistary Lister Hooded)a los efectosneurotóxicosde MDMA y

p-cloroanfetamina(Colado y col., 1995; Murray y coL, 1996). No obstante, tras la

administraciónde la dosis más alta posible de L-DOPA, no se detectó potenciaciónde la

neurotoxicidadinducidapor MDMA. Tampococonseguimosinducir neurotoxicidaden ratas

inyectadascon una dosis sub-tóxicade MDMA (5 mg kg”) y L-DOPA, como describieron

Schmidt y col., (1991). Aún mas, una dosisbajade MDMA 5 mg kg’1. tambiénaumentóla

liberaciónde dopaminaanivel estriataly sin embargo,no produjo daño neuronal7 díasmas

tarde.

Para investigarmás en profundidadestadiscrepanciaentrenuestrosdatos y los del

grupo de Schmidt (Schmidt y col., 1991) estudiamosel efecto de la L-DOPA sobre la

formación de radicaleslibres inducidapor MDMA. La L-DOPA mediantesu conversióna

dopaminapodría incrementarla producciónde radicaleshidroxilo por autooxidaciónde la

dopamina. De nuevo, no encontramos ninguna evidencia de que el aumento en la

concentración de 2,3- y 2,5-DI-IBA inducido por MOMAfuera potenciado por la

administraciónde L-DOPA. Consideradosen conjuntoestosresultadosindicanlo siguiente:1)

no existeuna evidenciaclara de la participaciónde la dopaminaen la neurotoxicidadde la
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MDMAy 2) el incrementoen la formación de radicaleshidroxilo que se detectatras la

administraciónde MDMA no procedede laautooxidaciónde la dopamina.

Un factor que podríaexplicarestadiscrepanciaesel grado de hipertermiaproducido

por la administraciónde L-DOPA a ratastratadascon MDMA. En nuestro laboratorioy en

otros, seha observadoque unahipertermiasostenidapotenciael daño neurotóxicoproducido

porMDMA (Coladoy col., 1998b;Broeningy col., 1995), posiblementeporquelahipertermia

conduceaun aumentode la formaciónde radicaleslibres (Kil y col., 1996). En el estudiodel

grupode Schmidtno semonitorizaronlos cambiosproducidosen la temperaturacorporalde

los animales.Si la L-DOPA hubieraproducidouna hipertermiasostenidaen la razade ratas

utilizada por estosautores,en lugar del efectotransitorio que nosotrosobservamos,el daño

neurotóxicoestaríaprobablementeaumentado.Sin embargo,estemecanismono indicaque la

dopaminadesempeñeun papelprincipal en la neurodegeneracióninducidapor MDMA tal y

como hasido propuestopor otros(Stoney coL, 1988; Schmidty col., 1991).

Finalmente,señalarque los resultadosdescritosen estaTesis Doctoral planteanuna

preguntacompleja.En la rata,pero no en el ratón (Laverty y Logan, 1990),MDMA produce

una pérdida neurodegenerativade terminales nerviosos serotoninérgicos,dejando los

terminalesdopaminérgicosinalterados(Schmidt y Kehne, 1990),afirmación que es apoyada

por los resultadosobtenidos en esta Tesis Doctoral (Tabla 2). Por consiguiente,cabe

preguntarse:¿cuálesel mecanismoimplicado en estaselectividad?.Es importantemencionar

que metanfetaminaque tambiénincrementalos nivelesextracelularesde 5-HT y dopamina

(Baldwin y col., 1994)y la formaciónde radicaleslibres (Uiovanni y col., 1995)produceuna

degeneraciónneurotóxicade neuronasserotoninérgicasy dopaminérgicas(Gibb y col., 1990;

Greeny col., 1992; Baldwin y col., 1994). Si nuestrahipótesisfueracorrectay el incremento

en la concentraciónextracelularde dopaminano reflejara un intercambio mediado por el

transportador,entoncesrelativamentepoca cantidad de MDMA estaríapenetrandoen el

terminal nervioso dopaminérgicodonde sería metabolizadoa compuestosneurotóxicos

capacesde generarradicaleslibres por autooxidación.Esto podría explicar, en parte, la

carenciade un efectoneurotóxicode MDMA sobrelos terminalesnerviososdopaminérgicos,

puestoque seríarazonableasumirque la MDMA semetabolizariade la misma maneraen

neuronasserotoninérgicasy dopaminérgicas.
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Discusión

Otra posible explicaciónpara el daño selectivo subsiguientea la administraciónde

MDMAseriaque los metabolitosneurotóxicosde MDMA y metanfetaminadifiriesen en su

capacidadparaproducir neurotoxicidad.Se ha demostradoque un metabolitode la MDMA,

concretamentedihidroximetilanfetamina(ORMA, IÁiramatsu y coL, 1990; Colado y col.,,

1995)postuladocomo neurotóxico,no estóxico paralas neuronasdopaminérgicas(Johnsony

col., 1992).

Como resumende lo anterior señalarque los resultadosmencionadosindican que

MDMA ejerceun efectoagudoy pronunciadosobreel metabolismode la dopaminaencerebro

pero no hay evidenciade que estoscambiosesténimplicadosen la degeneraciónneurotóxica

producidaa largoplazosobreneuronasserotoninérgicasporestadrogade abuso.

143



VI. CONCLUSIONES



Conclusiones

1. MDMA provocaunadestrucciónde los terminalesnerviososserotoninérgicosen el cerebro

de la rataporun mecanismoque implica la formaciónde radicaleshidroxilo. Estasespecies

reactivasde oxígeno no procedende la metabolizaciónde la dopamina que se libera

masivamentetras laadministraciónde la droga.

2. El incrementoen la formaciónde radicaleshidroxilo subsiguientea la administraciónde

MDMA seproduceen los terminalesnerviososserotoninérgicos.

3. El efecto degenerativode la PCA sobre neuronas serotoninérgicasimplica también,

probablemente,la producciónde radicaleslibres, mientrasque fenfluraminaproducedaño

neuronalpor un mecanismodiferente.

4. La hipertermia producida por MDMA no es un factor determinanteen los efectos

neurotóxicosde laMDMA puestoquePBN atenúala neurotoxicidadsin alterarla respuesta

hipertérmica.La hipertermiatampoco es fundamentalen el procesoneurodegenerativo

producidopor fenfluramina;estaanfetaminaesequipotentea laMDMA paraproducirdaño

neuronaly sin embargono alterala temperaturacorporalde los animales.

5. MDMA, inmediatamentedespuésde su administración,modifica significativamenteel

metabolismode la dopaminaen el cerebrode la rata,pero no hemosencontradoninguna

evidenciaindicativa de que esteefectoestérelacionadocon la degeneraciónde terminales

serotoninérgicosproducidaalargopíazoporla MDMA.
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