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Resumen.

El Trastorno por Déficit de Atencion e Hiperactividad (TDAH) es, junto al Trastorno del
Espectro Autista, uno de los trastornos del neurodesarrollo mas frecuentes. Este trastorno
implica una disminucion del nivel de atencion, hiperactividad e impulsividad que
aparecen durante la infancia y podria acarrear en el futuro de los pacientes otros

problemas comorbidos y sociales.

El TDAH es considerado un trastorno por disfuncion dopaminérgica. El papel de la
dopamina en este trastorno ha sido apoyado circunstancialmente por la evidencia
farmacolodgica de que los medicamentos usualmente prescritos para este sindrome, como
el metilfenidato o las anfetaminas, bloquean los transportadores de la dopamina. Pese a

ello otros estudios defienden un estado hiperdopaminérgico del TDAH.

En este trabajo usamos la 6 — Hidroxidopamina (6-OHDA), un neurotéxico sintético, para
lesionar las vias de la dopamina, en modelos de ratones hembra. Con ello buscamos una
disfunciéon dopaminérgica para estudiar en el cortex cingulado anterior (ACC) la
existencia de un desequilibrio entre excitacion e inhibicion en esta region del sistema
nervioso central (SNC), asi como observar si el tratamiento con ABA puede tener algiin

efecto en éste.

Para medir el desbalance excitacion/inhibicion hemos cuantificado las vesiculas de
GABA en el ACC mediante su marcaje con vGAT. Posteriormente, con datos previos de
vGLUT1, que mide las vesiculas glutamatérgicas, calculamos la proporcion
excitacion/inhibicion.

Nuestros resultados muestran que la lesion con 6-OHDA en ratones hembra aumenta el
contaje de vVGAT y por tanto las vesiculas GABAérgicas en el ACC. Ademas, la lesion
provoca un mayor estado hipoexcitatorio al calcular el desbalance. Este resultado es
contrario a lo esperado ya que estos animales, en estudios previos del grupo, habian

mostrado una mayor sensibilidad al dolor.
Abstract.

Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) is, with Autism Spectrum Disorder,
one of the most frequent neurodevelopmental disorders. This disorder involves a
decreased level of attention, hyperactivity and impulsivity that appear during childhood

and could lead to other comorbid and social problems in the patients' future.
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ADHD is considered a dopaminergic dysfunction disorder. The role of dopamine in
ADHD has been circumstantially supported by pharmacological evidence that
medications commonly used for ADHD, such as methylphenidate or amphetamines,
block dopamine transporters. Despite this, other studies argue for a hyperdopaminergic

state in ADHD.

In this work we use 6-hydroxydopamine (6-OHDA), a synthetic neurotoxicant, to damage
dopamine pathways in female mouse models. In doing so, we looked for dopaminergic
dysfunction in order to study the excitation and inhibition (E/I) ratio in the anterior
cingulate cortex (ACC) in this region of the central nervous system (CNS), and to observe

whether ABA treatment can have any effect on it.

To measure the E/I ratio, we quantified GABA vesicles in the ACC by labelling them with
vGAT. Subsequently, using previous data from vGLUT1, which measures glutamatergic

vesicles, we calculated the E/I ratio.

Our results show that 6-OHDA lesioning in female mice increases vGAT counts and thus
GABAergic vesicles in the ACC. In addition, the lesion causes an increased
hypoexcitatory state when calculating the E/I ratio. This result is contrary to what we
expected as these animals, in the group's previous studies, had shown an increased

sensitivity to pain.

Palabras clave. Trastorno por el déficit de Atencion e Hiperactividad (TDAH), Cortex
Cingulado Anterior (ACC), dopamina, GABA, excitacidn, inhibicion.

Keywords. Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD), Anterior Cingulate Cortex
(ACC), dopamine, GABA, excitation, inhibition.



Extended Summary
1. Introduction.

Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) is one of the most common
neurodevelopmental disorders. It is characterised by decreased attention span,
hyperactivity and impulsivity. The estimated prevalence is 5%, affecting males in a 2:1
ratio to females, with a high rate of heritability. ADHD increases the risk of substance
abuse or obesity in the future, as well as other cognitive disorders such as anxiety or

learning disorders.

The disorder has been linked to chronic inflammation in the central nervous system (CNS)
during its development. Several clinical studies affirm that embryonic development
exposed to maternal infection, smoking, obesity, pollutants; have higher risk of
developing ADHD and other neurodevelopmental disorders within the Autism Spectrum

Disorder.

Dopamine is a catecholamine synthesised in the ventral tegmental 4rea (VTA), substantia
nigra and arcuate nucleus. Studies have advocated ADHD as a disorder due to

dopaminergic dysfunction.

This work uses the ADHD mice model involving perinatal 6-hydroxydopamine (6-
OHDA) injury. 6-OHDA is a synthetic neurotoxicant toxic to dopamine pathways leading

to spontaneous motor hyperactivity as a central symptom of ADHD.

Several publications argue that ADHD increases pain perception and that its prevalence
is higher in ADHD patients. Attention and pain transmission use the anterior cingulate
cortex (ACC) as a neural network. This area of the CNS appears to be dysfunctional in
ADHD patients. Hyperexcitability in ACC neurons is associated with higher levels of
pain, which led us to consider whether DA dysfunction in the VTA causes an
excitation/inhibition imbalance in target area ACC, using female ADHD of the mouse
model. To this end, we have used the vesicular GABA transporter (vGAT) to mark
synaptic vesicles of the main inhibitory neurotransmitter in the CNS. Likewise, the

vesicular transporter (vGLUT1/2) is used to measure glutamate vesicles.
2. Hypothesis and objectives,
We hypothesised that perinatal 6-OHDA injury causes ADHD-like dopaminergic

dysfunction in VTA leading to an excitation/inhibition imbalance in target areas.
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Moreover, we aimed to evaluate the effect of treatment with the anti-inflamatory drug

abscitic acid (ABA) on this labelling and to estimate this excitation/inhibition imbalance.

To that end, the objective of present work was to study the inhibitory labelling of vGAT
in the ACC of female mice.

3. Methodology.

To carry out the vGAT labelling, immunofluorescence was performed using mouse anti-

vGAT antibodies, on filaments detected with rabbit anti-NF-L.

Imaging was performed with a confocal microscopy unit. For the quantification of GABA
vesicles (VGAT) in these images, Image J software was used to quantify the number of

vGAT present in each fibre per square millimetre.

Statistical analysis was performed with GraphPad software. Data are expressed as mean
+ SEM and "'n"’ the number of subjects. Normality was confirmed by Anderson-Darling,
D’Agostino & Pearson, Shapiro-Wilk, and Kolmorov-Smirnov tests. Unpaired t-test was

used to determine statistical significance (p < 0.05).
4. Results.

The results showed a higher GABAergic vesicle count (VGAT) in the ACC of females
that were injured by 6-OHDA versus those that were not. This difference was greater in
the groups taking ABA. This translates into greater inhibition in ACC neurons in

hypodopaminergic subjects.

When performing the excitatory to inhibitory ratio we used the excitation/inhibition ratio
using VGLUTI1/vGAT. The results showed a lower ratio in uninjured females, which

means a higher amount of GABA vesicles in ACC of injured females.
5. Discussion.

Based on a previous study by the research team, 6-OHDA-injured female ADHD mice

are associated with increased pain sensitivity.

In this work we hypothesise that destroying dopaminergic projections by 6-OHDA would
lead to an imbalance between excitation and inhibition in the ACC, which may contribute

to alterations in pain sensitivity.



The present literature argues that hyperexcitability in ACC would be related to increased
pain sensitivity in ADHD subjects. However, our results have been contradictory to this
theory. This work demonstrates that 6-OHDA lesioning of female mice results in an
increased amount of GABA vesicles in their ACC, which translates into a hypoexcitatory
state in these lesioned subjects. The behavioural results of the previous study show that
this lesion is associated with increased pain sensitivity, contradicting this theory.
However, this is true when treating injured female mice with ABA, as the anti-

inflammatory effect reduces pain sensitivity and increases ACC inhibition.

This work has focused on female mice as previous studies have been carried out on male

mice, which could be related to the sex of the mice and the contradictory results.
6. Conclusions.

Our results allow us to conclude that the 6-OHDA lesion causes an increased amount of
VGAT in the ACC, leading to an imbalance between excitation and inhibition in favour of
the latter. The hypoexcitatory state of the ACC is associated with increased pain
sensitivity, contrary to existing literature theory. However, the effect of ABA has been
related to increased inhibition among injured subjects and associated with decreased pain

sensitivity.



1. INTRODUCCION.

El Trastorno de Déficit de Atencion e Hiperactividad (TDAH) es uno de los trastornos,
junto al Espectro Autista, mas comunes del neurodesarrollo, que implica una disminucion
del nivel de atencion, hiperactividad locomotora e impulsividad presentes en dos o mas
escenarios antes de los 12 afios. [1] Para su diagnoéstico, estos sintomas deben perdurar
durante al menos 6 meses y tienen que reducir o perjudicar el funcionamiento social,
académico o laboral. [1] En adolescentes, el TDAH aumenta hasta 1,5 veces el riesgo de
trastornos por abuso de sustancias (2,4 veces para el tabaquismo), 9,3 veces el uso
problematico de las redes sociales, ademas de aumentar 1,23 veces el riesgo de padecer
obesidad. [2; 3] A medida que el trastorno progresa, muchos adolescentes luchan contra
la delincuencia, el abuso de sustancias y los trastornos psiquiatricos comérbidos, como el
trastorno negativista desafiante, el trastorno de conducta, los trastornos del estado de

animo, los trastornos de ansiedad y los trastornos del aprendizaje. [4]

El TDAH es uno de los trastornos mas frecuentes dentro del campo de la Psiquiatria
Infantil con una prevalencia superior al 5%. Afecta mas frecuentemente a los nifios que a
las nifias en proporcion 3:1. Asimismo, es un trastorno con alta tasa de heredabilidad
oscilando entre el 60y el 90%. [1; 5] Sin embargo, existen factores ambientales tempranos
implicados en la etiologia del TDAH, incluyendo aquellos asociados a una mayor
inflamacion, como la infeccién materna, el tabaco o la obesidad maternal; lo que hace

pensar en un perfil inflamatorio sistémico. [6; 7; 8]

Estudios de Resonancia Magnética estructural han demostrado una reduccion del
volumen de los nlcleos o ganglios basales del cerebro (caudado y nucleo palido) en
pacientes comparados con controles de la misma edad. Igualmente, el desarrollo
prefrontal lateral en nifios con TDAH se retrasa varios afios, y el cortex cingulado anterior
es mas delgado en los adultos afectos. [10] A ello se le suma un retraso de 2 a 5 afios en
adquirir el grosor méximo de la corteza parietal y temporal del cerebro de nifios con
TDAH. [11] Estudios utilizando imagenes de resonancia magnética funcional en nifios
con TDAH para evaluar de forma indirecta el volumen sanguineo en el cuerpo estriado,
mostraron tamafios mas pequefios de las areas diana de la dopamina, incluidos el cortex

prefrontal y el estriado, y una disminucion de las areas de los ganglios basales. [12]



1.1. Papel de la dopamina en el TDAH.

El TDAH es considerado un trastorno por disfunciéon dopaminérgica [13]. La dopamina
(DA) es una catecolamina sintetizada principalmente en el area tegmental ventral (VTA),
la sustancia negra y el nucleo arqueado (Fig. 1); a partir del aminoacido precursor
Tirosina. El papel de la dopamina en el TDAH ha sido apoyado circunstancialmente por
la evidencia farmacologica de que los medicamentos, como el metilfenidato (tratamiento
actual para el TDAH) y las anfetaminas, bloquean los transportadores de dopamina (DAT)
aumentando los niveles de ésta en la hendidura sinaptica, mejorando temporalmente los
sintomas. [14] Sin embargo, otros estudios afirman que la hiperactividad en sujetos
humanos con TDAH se acompafia de una disminucion de los niveles de DAT en el nucleo
estriado, nucleo accumbens, ademas de en el mesencéfalo donde se encuentran las células
dopaminérgicas del VTA, lo que conllevaria a ciertos casos de TDAH a un estado
hiperdopaminérgico. En el putamen, una disminuciéon de los DAT se ha asociado con la

falta de atencion. [15, 16]

Corteza prefrontal Estriado dorsal

Hipocampo

Nucleo accumbens
Area tegmental ventral

Amigdala

Sustancia negra

Via mesocorticolimbica e——)
Via nigroestriatal G

Figura 1. Vias de la dopamina. Imagen representativa de las vias mesocorticolimbicas
que incluye las proyecciones neuronales dopaminérgicas (rojo) desde el VTA hacia el

nucleo accumbens, la corteza prefrontal, la amigdala y el hipocampo. La via



nigroestriada (azul) involucra las proyecciones neuronales dopaminérgicas desde la

sustancia nigra hacia el estriado dorsal. [52]

1.2. Relacion de la neuroinflamacion con el TDAH.

La inflamacién crénica durante el desarrollo del sistema nervioso central (SNC) se
considera un factor de riesgo que conlleva a los sintomas centrales del TDAH. [17] Varios
estudios clinicos afirman que individuos cuyo desarrollo embrionario estuvo expuesto a
factores asociados con el aumento de la inflamacidn, como la infeccion materna [6], el
tabaquismo materno [7; 18], obesidad materna y mala alimentacién [8], y la exposicion
materna a contaminantes [19]; pueden desarrollar TDAH y otros trastornos de
neurodesarrollo. [17; 20] Ademads, en un estudio realizado con nifos, los niveles de
Interleucina IL-6 era significativamente mas elevados en el grupo de nifios con TDAH en
comparacion con el grupo control, correlaciondndose con los sintomas de inatencion e

hiperactividad. [21]

Estudios con pacientes TDAH en tratamiento con metilfenidato indican que la /L-16,
relacionada con la hiperactividad e /L- /3 con la inatencidn, tienen niveles reducidos
respecto los pacientes sin medicacion; aunque también en los tratados se demostré un

aumento de la interleucina proinflamatoria IL-1 beta. [22]

1.3. Modelos preclinicos

El diagnodstico del TDAH, al igual que otros trastornos psiquiatricos, se basa en la
evaluacion del comportamiento. Los modelos animales del TDAH deben imitar la
sintomatologia clinica y, en particular, los tres sintomas principales de hiperactividad,
impulsividad e inatencion, pero también otras afecciones comorbidas. Ademas, para
validarse como modelo de enfermedad humana, debe validarse también su respuesta a

farmacos que regulan la sintomatologia en pacientes.

El TDAH es una enfermedad compleja, muy pocos modelos animales de TDAH pueden
imitar todos los sintomas. A principios de la década de 1960, se desarrolld la rata
espontaneamente hipertensa (""SHR"" siglas en inglés) mediante la endogamia de ratas
Wistar-Kyoto (WKY) [23]. La SHR muestra varios sintomas centrales del TDAH, como
la hiperactividad, la impulsividad y la escasa atencion. Sin embargo, las ratas SHR
también muestran una hipertension que no se registra en los pacientes con TDAH, lo que
dificulta la disociacion de los efectos de los dos trastornos. De hecho, la hipertension es

un posible factor de confusion para las ratas SHR como modelo de TDAH, lo que sugiere
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que la alteracion de la transmision de norepinefrina puede contribuir a la hipertension mas
que a la hiperactividad y, sin embargo, estos modelos si responden a tratamiento con
metilfenidato. Otra limitacion de este modelo es que el grupo control, las ratas WKY suele

mostrar niveles de actividad bajos, e incluso se ha sugerido como modelo de depresion.

[23]

Otro modelo genético es la cepa de raton que carece del DAT. Estos ratones muestran
hiperactividad en entornos nuevos y alteraciones en el aprendizaje y la memoria por
exceso de dopamina, sobre todo en el estriado y el nicleo accumbens. Sin embargo, es
imposible probar la validez predictiva de este modelo con psicoestimulantes, como
metilfenidato, debido a la ausencia de la proteina transportadora, el principal objetivo de

estos farmacos. [24; 25]

Fezl es un gen expresado especificamente en el sistema nervioso con funciones
documentadas en el neurodesarrollo. Los modelos de ratones Fezl-knockout (KO)
muestran fenotipos de hiperactividad e impulsividad, ademés de una expresion reducida
de tirosina hidroxilasa en el mesencéfalo y el tronco encefélico, que se traduce en niveles
reducidos de dopamina, norepinefrina o sus metabolitos tanto en el nicleo accumbens
como en el cortex prefrontal. La guanfacina es un farmaco agonista selectivo de los
receptores adrenérgicos a-2A postsinapticos que favorece el funcionamiento de la corteza
frontal y mejora los sintomas del TDAH. La guanfacina junto con el psicoestimulante
metilfenidato consiguen normalizar estos cambios bioquimicos en estos modelos, asi
como una normalizacion en la conducta a los psicoestimulantes MK-801 vy

metanfetamina. [26; 27]

El modelo de ratén con lesion perinatal con 6 - Hidroxidopamanina (6-OHDA) presenta
sintomas conocidos de la patologia humana. [23] 6-OHDA es un neurotoxico sintético
que provoca una destruccion selectiva de las neuronas dopaminérgicas y noradrenérgicas,
sin embargo, estas ultimas se protegen de la accion de 6-OHDA con la inyeccion previa
de Desipramina [23; 28]. La eliminacidn selectiva de las proyecciones de dopamina al
cerebro anterior en ratones neonatales conduce a una hiperactividad motora espontanea.
[29] El modelo de raton de TDAH con 6-OHDA también presenta algunas de las
caracteristicas anatomicas del TDAH, incluida la disminucion del peso y el volumen
cerebral, el menor tamafio de las areas diana de la dopamina, el grosor cortical y

anomalias en las neuronas del cingulo anterior dorsal. [23]
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1.4. Relacion del cortex cingulado anterior (ACC) y el dolor en el TDAH.

Diversos estudios defienden que el TDAH aumenta la percepcion del dolor y su
prevalencia es mayor en pacientes TDAH respecto a la poblacion que no lo padece. [30;
31] La atencion y la transmision del dolor utilizan las mismas redes neuronales. En
particular, la corteza cingulada anterior (ACC), que desempeiia un papel clave en la
atencion y las funciones ejecutivas, parece ser disfuncional en pacientes con TDAH. [9]
El ACC recibe informacion sensitiva a través del talamo y se proyecta a la corteza insular.
[32] Esta area especifica del SNC se ha asociado con los trastornos del estado de &nimo

y la sensibilidad al dolor. [33]

El potencial excitatorio procede de las neuronas glutamatérgicas, mientras que el
inhibitorio esta regulado principalmente por las neuronas GABAérgicas. Durante la etapa
de neurodesarrollo, los potenciales excitatorios e inhibitorios funcionan en un estrecho
equilibrio (el equilibrio E/T), que es importante para la funcion cerebral. [34] La alteracion
de este equilibrio E/I a nivel sinaptico se ha implicado en diversos trastornos mentales.
[35] En consecuencia, a ello nos referimos como desbalance excitacion/inhibicion, es
decir, la alteracion de la proporcidon entre la funcidén excitatoria e inhibitoria y sus

respectivos neurotransmisores como son el glutamato y el GABA.

La hiperexcitabilidad del ACC se asocia a niveles mas altos de dolor [36], lo que nos lleva
a comprobar si existe ese desbalance entre la excitacion y la inhibicion en dicha é4rea en

modelos de ratones TDAH, asociandose con la conducta que se observo previamente [29].

1.5. Balance excitatorio/inhibitorio a través del marcaje de vGAT y vGLUT].

La segregacion entre el almacenamiento y la liberacion vesicular de glutamato y GABA
constituye la base molecular entre las neuronas excitadoras e inhibidoras, garantizando el
funcionamiento preciso de las redes neuronales. [37] Este trabajo trata de elucidar si
existe un desequilibrio entre la excitacion protagonizada por la segregacion sinaptica del

neurotransmisor glutamato y la segregacion del inhibidor GABA.

Para marcar las vesiculas sinapticas GABAérgicas se usa el transportador vesicular de
GABA (vGAT), el primer transportador vesicular de aminodcidos identificado
molecularmente. [38] Este transportador estd muy concentrado en las terminaciones

nerviosas de las neuronas GABAérgicas del cerebro y la médula espinal. [38]

Por otro lado, la transmision glutamatérgica es fundamental para controlar la actividad

neuronal. En las neuronas glutamatérgicas, el glutamato se almacena en vesiculas
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sindpticas y se libera por estimulacion. La homeostasis del sistema glutamatérgico se
mantiene gracias a un conjunto de transportadores en la membrana de las vesiculas
sinapticas. El glutamato se incorpora a las vesiculas sinapticas a través del transportador
vesicular de glutamato (que puede ser de tipo 1 o tipo 2, vGLUT1/2). La expresion de
vGLUTI en particular es uno de los marcadores mas utilizados para identificar las

neuronas que utilizan este neurotransmisor en la excitacion del SNC. [39]

1.6. Resultados previos

El trabajo parte del estudio [29]. Este estudio demuestra una asociacion independiente del sexo
entre la deplecion de la dopamina en el cortex cingulado anterior y la insula posterior, unido a
inflamacién en dichas areas cerebrales especificas. Para valorar el estado inflamatorio del
cerebro, Meseguer et al. caracterizo la morfologia de la microglia en el cértex cingulado
anterior (ACC) y el cortex insular posterior (PIC), areas fuertemente implicadas en el
procesamiento del dolor [40; 41]. Ademas, este estudio demostrd que existe un efecto
dependiente del sexo de la lesion de 6 — OHDA en la conducta, provocando una mayor
sensibilidad al dolor en las hembras, y una mayor actividad locomotora espontanea en los

machos.

La respuesta a tratamiento fue dependiente del sexo ya que el tratamiento con ABA

durante un mes redujo este estado inflamatorio en las hembras, pero no en los machos.

El tratamiento con ABA redujo la inflamacion y el estrés oxidativo, aliviando la
hipersensibilidad al dolor en las hembras. En los machos, el ABA redujo la hiperactividad,
aunque no afectd al estado neuroinflamatorio. Los datos del estudio refuerzan el papel
beneficioso del ABA y abren una potencial intervencion terapéutica alternativa dirigida a

la inflamacién para el manejo del TDAH. [29]

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

El desbalance entre la excitacion, protagonizada por el papel del glutamato; y la
inhibicion, cuyo papel lo desempeiia el GABA; en ACC, se ha asociado con los trastornos
del estado de 4nimo y la sensibilidad al dolor. [36] En este trabajo, hipotetizamos los
sintomas asociados al TDAH y dolor comorbido, causados por la disfuncion
dopaminérgica causada por 6-OHDA puede estar mediado por un desbalance

excitatorio/inhibitorio. En caso positivo, evaluariamos el efecto de ABA, en el mismo.
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Los objetivos de este trabajo son los siguientes:

» Estudiar el marcaje inhibitorio de vGAT en el ACC de hembras, en un modelo de
raton TDAH por lesion perinatal con 6-OHDA.
» Evaluar el efecto del tratamiento con ABA sobre el marcaje vGAT.

> Estimar el desbalance excitacion/inhibicion a través de la ratio vVGLUT1/vGAT.

3. MATERIALES Y METODOS.

Todos los procedimientos previos a este trabajo en los que fueron incluidos el uso de ratones
han sido aprobados por el Comité de Etica de la Universidad Jaime | (UJI), de acuerdo con las

directrices y regulaciones nacionales.

3.1 Procedimiento de inmunofluorescencia.

La inmunofluorescencia se llevo a cabo como se describe [29]. Se utilizaron anticuerpos
primarios anti-NFL de conejo (Synaptic System 1:2000), y VGAT de raton (Synaptic
System 1:1000) se incubaron durante la noche. A continuacion, se enjuagaron las
secciones y se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con anticuerpos
secundarios antiraton Cy3 de burro o anticonejo Alexa 488 de burro (Jackson
Immunoresearch, Suffolk, Reino Unido). Por ultimo, las secciones se montaron en

portaobjetos y se cubrieron con el medio de montaje Fluoromount-G.

3.2 Obtencion de imdgenes y andlisis.

Las imagenes de fluorescencia se tomaron con una unidad de microscopia confocal con
un mddulo TCS SP8 equipado con rayos laser de argon y helio-neén acoplado a

un microscopio invertido Leica DMi8 (Leica Microsystems). Las longitudes de onda de
excitacion y emision del Cy3 fueron de 433 y 560-618 nm respectivamente; la longitud
de onda de excitacién de la etiqueta Alexa488 fue de 488 nm y su emision de 510-570
nm.

Para obtener las imagenes de las vesiculas de GABA (VGAT), se utilizd un objetivo de
63X. Y para la cuantificacién de VGAT presentes en neurofilamentos de secciones en el
ACC, se utilizo el software Image J en hembras de los 4 grupos de estudio (6-OHDA,
SHAM, 6-OHDA + ABA, SHAM + ABA). Para ello de cada imagen se cuantifico el area
(mm?) de 10 fibras marcadas con el anticuerpo Neurofilament-L (NF-L). Posteriormente,
se cuantifico el nimero de VGAT presentes en cada fibra; expresando el resultado como

el nimero de vesiculas GABAérgicas/mm? .
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Por otra parte, gracias a los resultados previos del grupo, se obtuvieron los datos del
nimero de vesiculas glutamatérgicas (VGLUT1) por mm? de NF-L, siguiendo el

procedimiento explicado anteriormente.

3.3 Andlisis estadistico.

El analisis se realiz6 con el software Graph Pad (Software GraphPad Prism V8,
GraphPad). Los datos se informan como la media £ SEM y la " 'n"" el nUmero de sujetos
independientes. La normalidad fue confirmada con los test Anderson-Darling,
D"Agostino y Pearson, Shapiro-Wilk, y Kolmorov-Smirnov (SHAM n=10, 6-OHDA
n=10, SHAM + ABA n=10, 6-OHDA + ABA n=11) los datos fueron sometidos a un
Unpaired t-test, para determinar la significancia estadistica de las diferencias observadas

entre los grupos experimentales comparados (p < 0.05).

4. RESULTADOS

4.1 Medicion de la inhibicion en ACC.
4.1.1 Efecto de la lesion perinatal con 6-OHDA sobre la inhibicion en ACC.

Los resultados del contaje de las vesiculas GABAérgicas en el ACC mediante vGAT
muestran que, en hembras, en el grupo lesionado con 6-OHDA hay mas (585,7 = 50,8
vGAT/mm?) vesiculas GABAérgicas frente al grupo SHAM (437,5 + 22,43 vGAT/mm?)
(Fig. 24). Esta diferencia es mayor si comparamos el grupo 6-OHDA + ABA (799,9 +
20,18 vGAT/mm?) con el grupo SHAM + ABA (4554 + 20,13 vGAT/mm?). Este
resultado indica que la lesion con 6-OHDA provoca un aumento de las vesiculas
GABA¢rgicas, lo que se traduciria en una mayor inhibicion en el ACC en los sujetos
hipodopaminérgicos comparados con sujetos control, siendo esta diferencia mayor en los
grupos que fueron tratados con ABA. La diferencia es significativa en ambos casos,
empleando two-tailed Student’s t-test (6-OHDA vs SHAM p = 0,0157; t = 2,668, df =
18) (6-OHDA + ABA vs SHAM + ABA p = 0,0001; t = 12,06, df = 19).
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Figura 2. Cuantificacion de vesiculas GABAérgicas (vVGAT) en la Corteza del
Cingulo Anterior (ACC) de hembras. A. Cuantificacion de vGAT por milimetro
cuadrado (VGAT/mm?) [mean = SEM] en SHAM (n=10), 6-OHDA (n=10), SHAM +
ABA (n=10), 6-OHDA + ABA (n=11); p < 0.05. B. Imagen representativa de vGAT
detectadas mediante inmunofluorescencia con anticuerpos mouse anti-vGAT (verde),

en filamentos detectados con rabbit anti-NF-L (rojo). Barra de calibracion: 10 pm.

4.2. Medicion del equilibrio entre excitacion e inhibicion en ACC.

Para calcular la proporcion excitatoria e inhibitoria utilizamos el marcaje de vesiculas de

los neurotransmisores. Mediante vVGLUT1 podemos marcar las vesiculas glutamatérgicas
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que emplean las células excitatorias y, para las vesiculas GABAérgicas, utilizamos vGAT.
Dicha proporcion entre estas vesiculas de neurotransmisores (VGLUT1/vGAT) indicaria

la ratio entre excitacion e inhibicion (ratio E/I).

4.2.1. Efecto de la lesion perinatal con 6-OHDA en el desbalance

excitacion/inhibicion (E/I)

Los resultados de la ratio E/I en el ACC muestran que, en hembras, la ratio del grupo
SHAM (4,295 £ 0,22) es mayor que el del grupo 6-OHDA (2,827 + 0,22), al igual que si
comparamos los grupos SHAM + ABA (3,915 £ 0,2) y 6-OHDA + ABA (2,14 + 0,068)
(Fig. 3). El two-tailed Student’s t-test mostré que la ratio vVGLUT1/vGAT en las hembras
control es mayor que el grupo lesionado con 6-OHDA, lo que afirma que existe una mayor
cantidad de vesiculas GABA¢érgicas en relacion con las glutamatérgicas en los sujetos
hipodopaminérgicos. Este resultado sugiere que la lesion provocaria una menor actividad
neuronal en ACC y una mayor liberacion de GABA en las sinapsis de dicha area. La
diferencia es significativa en ambos casos. (6-OHDA vs SHAM p=0,0003 t=4,574
df=17) (6-OHDA + ABA vs SHAM + ABA p=0,0001 t=8,741 df=17)
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Figura 3. Ratio excitacion/inhibicion en la Corteza del Cingulo Anterior (ACC).
Ratio excitacion/inhibicion [meant SEM] expresado por la division del ndmero de
VGLUTL entre el nimero de VGAT por milimetro cuadrado de NF-L en el ACC de
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hembras SHAM (n=10), 6-OHDA (n=10), SHAM + ABA (n=10) y 6-OHDA+ABA
(n=11); p<0.05

5. DISCUSION

La lesion perinatal con 6-OHDA en ratones es un modelo ampliamente utilizado para
provocar una disfuncion dopaminérgica, la cual se ha asociado con los sintomas presentes
en pacientes con TDAH. [13; 43] Otros autores han empleado la misma lesion, en adultos
para modelar en ratones otras patologias donde intervienen las vias de la dopamina, como
la enfermedad de Parkinson [44]. La inyeccion perinatal de 6-OHDA provoca la
destruccion especifica de vias de la dopamina en VTA y la sustancia nigra, que emiten
proyecciones a varias areas cerebrales, entre ellas la corteza prefrontal, el estriado o el
ACC (areas responsables de la planificacion y ejecucion del movimiento) [45]. Esta
alteracion de la produccion dopaminérgica puede proporcionar informacion valiosa sobre
la relacion entre el TDAH y la excitacion o inhibicion en regiones especificas del SNC,
asi como para evaluar su impacto en diferentes comportamientos y funciones cognitivas,
ya que la hiperactividad locomotora que resulta de la lesion es un fenotipo similar al que

encontramos en el TDAH de humanos.

Como resultados previos en cuanto al comportamiento, tomando como referencia los
resultados del estudio [29]; la sensibilidad al dolor por el estimulo mecénico medido por
el test de Von Frey aumento, en hembras lesionadas con 6-OHDA (disminuy6 su umbral
de dolor). De la misma forma, la lesion también disminuy6 el umbral de dolor por

estimulo térmico medido por el Test Plantar, en hembras. [29]

Como hemos visto en el estudio [29], la lesion ha conllevado a un aumento de la
sensibilidad dolorosa disminuyendo el umbral del dolor en las hembras. Segin la
literatura existente, el TDAH puede aumentar la percepcion del dolor y su prevalencia es
mayor en pacientes TDAH. [30; 31] También se sugiere que los jovenes que tienen dolor

crénico pueden tener sintomas de TDAH como inatencion o hiperactividad. [48]

En este trabajo probamos la hipotesis de que al destruir proyecciones dopaminérgicas
mediante la lesion perinatal con 6-OHDA en hembras ratdon, se provocaria un
desequilibrio entre excitacion e inhibicion en el cortex cingulado anterior (ACC), lo que
puede contribuir a las dificultades de atencion e hiperactividad genuinas del TDAH.
Ademas, probamos como afecta esa lesion a sujetos que se tratan con un antiinflamatorio

como ABA.
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Para ello, hemos usado el marcaje mediante vGAT para medir la inhibicion en ACC. Esta
area ejerce una funcion importante en referente a la atencion, las funciones ejecutivas y

el dolor, las cuales se ven alteradas en pacientes con TDAH. [9]

Utilizando datos previos del marcaje de vesiculas de glutamato para medir la excitacion,
usando vGLUT1 (datos obtenidos por la cotutora Maria Meseguer, perteneciente al
equipo de investigacion de la UJI), calculamos la proporcion entre vVGLUT1 y vGAT, para
calcular la ratio entre la excitacion y la inhibicion en el ACC de hembras raton con el
objetivo evaluar la ratio excitacion/inhibicion. Nuestros resultados muestran una menor
ratio E/I en las hembras lesionadas, lo que sugiere que la lesion 6-OHDA conlleva a un

estado hipoexcitatorio en ACC.

Comprobamos la existencia de un aumento de vGAT, lo que sugiere una mayor inhibicién
en el ACC de ratones hembra que fueron lesionadas, por lo que nos hace considerar que
la deplecion de dopamina, o en los casos de TDAH, su disfuncion; provoca una menor
actividad neuronal en el ACC. Curiosamente, comprobamos que el efecto de ABA
aumenta la cantidad de vesiculas de GABA (vGAT) pero disminuye la ratio E/I. Esta
diferencia es mas notable entre las hembras que fueron lesionadas mediante la inyeccion
de 6-OHDA perinatal. Esto nos da a entender que el efecto de la lesion sobre la inhibicion
es mayor en aquellos sujetos que fueron tratados durante un mes con ABA. Esta
afirmacion nos hace pensar que al atacar la inflamacion del SNC, conlleva un mayor
grado de inhibicion en el ACC respecto a los sujetos del estudio que no fueron expuestos

al ABA y sus consecuencias en relacion con el dolor y funciones ejecutivas.

El ACC es una region involucrada en la toma de decisiones, la atencion y la regulacion
emocional; funciones cognitivas alteradas en el TDAH. [9; 33; 46] Al mostrar esta regién
un desequilibrio excitatorio/inhibitorio en ratones hembra lesionadas existird una

alteracion de su comportamiento como lo hay en el TDAH. [29; 36; 47]

Sintomas centrales del TDAH como son la compulsividad y la disfuncion de la atencion,
se han asociado a una hipoexcitabilidad de regiones cerebrales. Una hipoexcitabilidad de
la corteza insular anterior se ha relacionado con un mayor desarrollo de comportamiento
compulsivo en ratas. [49] En el ACC, se ha asociado una disminucion de la excitabilidad
neuronal con un peor control de la atencion en las personas con TDAH. [50] En cuanto a
la hiperactividad y falta de control motora, se ha asociado con niveles bajos de glutamato

en la corteza prefrontal. [51]
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En este trabajo nos centramos en relacionar el desbalance observado en nuestro estudio
con la sensibilidad al dolor en las hembras, basandonos en los resultados de un trabajo
previo [29]. La hiperexcitabilidad del ACC se ha relacionado con niveles sensoriales que
aumentan el dolor [36], asimismo, un aumento de GABA y la reduccion de la secrecion

de glutamato en dicha area se asocia a un efecto antinocicepcivo [47].

Con esto, podemos observar que los resultados en referencia al comportamiento chocan
con la teoria de que la hipoexcitabilidad del ACC disminuiria el nivel nociceptivo [36;

47].

Este trabajo ha expuesto que la lesion con 6-OHDA provoca un desequilibrio
excitatorio/inhibitorio aumentando la inhibicion de ACC en hembras; y, ademas, esa
inhibicion es significativamente mayor entre los sujetos lesionados que han sido tratados
con el antiinflamatorio ABA. Sin embargo, partiendo de los datos de nuestro estudio
previo de referencia [29], en €l se demuestra que el tratamiento con ABA si que reduce la
sensibilidad al dolor en el modelo de raton TDAH. Esto si que se relaciona con la teoria
de que una hipoexcitabilidad de ACC se asocia a una menor sensibilidad al dolor [36; 47],
pues en nuestros resultados se comprueba que ABA provoca un aumento significativo de
vesiculas GABA¢érgicas entre hembras lesionadas con 6-OHDA. Lo que podriamos
concluir que el tratamiento de la neuroinflamacion caracteristica del TDAH, en estos
modelos de raton, provoca mayor inhibicion en el ACC si lo comparamos con hembras
lesionadas que no han sido tratadas con un antiiflamatorio como ABA. La inflamacion,
por tanto, se relacionaria con mayor sensibilidad al dolor; y que al atacarla con ABA,

aumenta significativamente la inhibicién en ACC, en sujetos hembras lesionados.

En este trabajo hemos demostrado la existencia de un desbalance entre la excitacion y la
inhibicion en el ACC, en hembras de modelos de raton TDAH mediante la lesion con 6-
OHDA, a favor de un estado hipoexcitatorio por la deplecion dopaminérgica. Sin
embargo, no se ha relacionado con lo que esperariamos encontrar segun la literatura
existente en la cuestion a la sensibilidad al dolor. Aunque, es importante pensar que en
este estudio se han utilizado s6lo sujetos raton hembras, partiendo de que los demas
estudios se han realizado con machos lo que podria tener relacion la dependencia del sexo
en el efecto de la lesion y su relacion con el comportamiento en el dolor u otros sintomas

a nivel cognitivo.
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CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo permiten concluir:

v

v

La lesion 6-OHDA, por el cual se produce una deplecién dopaminérgica,
provoca una mayor cantidad de vGAT en ACC comparado con controles.

La lesion mediante 6-OHDA produce un desbalance entre la excitacion y la
inhibicion en el ACC de modelos de raton TDAH hembras, a favor de la
inhibicion.

El estado hipoexcitatorio de ACC en hembras lesionadas no se traduce en un
menor nivel nociceptivo, sino que, aumenta el umbral de dolor, si tomamos los
resultados del comportamiento de un estudio previo.

Sin embargo, ABA aumenta significativamente la inhibicion entre las hembras

lesionadas, reduciendo la sensibilidad al dolor.
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