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Resumen

Uno de los problemas de salud mas graves que enfrentan actualmente los paises
desarrollados es el elevado consumo de alcohol. Su combinacion con la cocaina es un
patron cada vez més extendido, especialmente entre los adolescentes. Cuando el alcohol
y la cocaina se consumen juntas se produce el metabolito cocaetileno, cuya toxicidad es
superior a la producida por el consumo individual de cada una de estas drogas. Es preciso
el desarrollo de nuevos estudios enfocados a descubrir otros posibles metabolitos y/o rutas
metabdlicas que podrian estar alterados cuando ambas drogas se consumen de forma
combinada. Este trabajo se desarrolla en el marco de un proyecto en el que se investigan
modelos animales de administracion pasiva y autoadministracion de alcohol y cocaina.
Se han utilizado técnicas de quimica analitica para detectar metabolitos que pudieran ser
relevantes. Los resultados hasta el momento apuntan a la implicacion de los aminoacidos.
En el presente estudio se utilizaron 90 ratas Wistar de ambos sexos en la etapa de la
adolescencia y de adulto joven. Los sujetos se asignaron aleatoriamente a cuatro grupos
con administracion intravenosa de las drogas: alcohol (2 g/kg-p.v.), cocaina (5 mg/kg-
p.v.), alcohol + cocaina (2 g/kg-p.v. + 15 mg/kg-p.v.) y control salino (0,9% p/v de cloruro
sodico). Mediante la técnica analitica de electroforesis capilar con fluorescencia inducida
por laser (CE-LIF) y una metabolémica dirigida se midieron las concentraciones de 11
aminoacidos en el plasma sanguineo de las ratas. El objetivo fue buscar una estructura
mas simple que permitiera explicar la variabilidad de estos aminoacidos en los grupos
sometidos a diferentes tratamientos con las drogas. En un analisis factorial exploratorio
(AFE) se extrajeron cuatro factores que explicaban el 62,55% de la varianza debida a los
factores comunes entre las variables estudiadas. En sucesivos andlisis de varianza
factoriales (ANOVAS), con las puntuaciones de las ratas en cada dimension como
variable dependiente, se encontraron diferencias significativas en funcion del tratamiento

recibido.

Palabras clave: alcohol, cocaina, metaboldémica, modelos animales, analisis factorial

exploratorio, AFE.
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Abstract

One of the most serious health problems facing developed countries today is the
high consumption of alcohol. Its combination with cocaine is an increasingly widespread
pattern, especially among adolescents. When alcohol and cocaine are consumed together,
the metabolite cocaethylene is produced, whose toxicity is higher than that produced by
consumption of each of these drugs alone. It is necessary to develop new studies focused
on discovering other possible metabolites and/or metabolic pathways that could be altered
when both drugs are consumed in combination. This work is developed within the
framework of a project in which animal models of passive administration and self-
administration of alcohol and cocaine are being investigated. Analytical chemistry
techniques have been used to detect metabolites that may be relevant. The results so far
point to the involvement of amino acids. In the present study 90 Wistar rats of both sexes
were used in adolescence and young adult stages. The subjects were randomly assigned
to four groups with intravenous drug administration: alcohol (2 g/kg-pv), cocaine (5
mg/kg-pv.), alcohol + cocaine (2 g/kg-pv + 15 mg / kg-pv) and saline control (0.9% wi/v
sodium chloride). By means of the analytical technique of capillary electrophoresis with
laser-induced fluorescence (CE-LIF) and a directed metabolomics the concentrations of
11 amino acids in the blood plasma of the rats were measured. The objective was to find
a simpler structure that would explain the variability of these amino acids in the groups
subjected to different treatments with drugs. In an exploratory factorial analysis (AFE),
four factors were extracted that explained 62.55% of the variance due to the common
factors among the variables studied. In successive factorial analyzes of variance
(ANOVASs), with the scores of the rats in each dimension as a dependent variable,

significant differences were found depending on the treatment received.

Key words: alcohol, cocaine, metabolomics, animal models, exploratory factor analysis,
EFA.
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1. Introduccién

1.1. Epidemiologia del consumo de alcohol y cocaina

El consumo de alcohol y otras sustancias psicoactivas ilegales es un grave
problema social y sanitario a nivel global, tanto por su elevado coste econémico, como
por las devastadoras consecuencias que conlleva para las personas. En Europa, el
Observatorio Europeo de las Drogas y las Toxicomanias (EMCDDA, 2018) estima que
poco més de la cuarta parte de la poblacion de 15 a 64 afios, mas de 92 millones de
personas, han probado drogas ilegales en algin momento de su vida. EI consumo de
drogas se concentra especialmente entre los adolescentes y adultos jovenes entre 15 a 34
afios (18,9 millones) y el numero de hombres duplica al de mujeres. La cocaina es la
droga estimulante ilegal mas consumida. Se estima que la han consumido 17 millones de
europeos alguna vez en su vida y, aunque su tendencia de consumo es estable, presenta
signos de aumento. Entre los paises de nuestro entorno, Espafia se sitla entre los que
poseen una prevalencia ! mas elevada de consumo de alcohol a lo largo de la vida (93,5%)

y es el segundo en consumo de cocaina (9,1%).

Las encuestas que se vienen realizando a nivel nacional por parte del Observatorio
Espariol de las Drogas y las Adicciones (OEDA) sobre el consumo de drogas y otras
adicciones arrojan datos preocupantes. La encuesta EDADES (2015), que recoge
periddicamente datos en la poblacion espafiola de 15 a 64 afios residente en hogares,
destaca que el alcohol sigue siendo la sustancia psicoactiva mas extendida, manteniendo
una tendencia estable y en niveles altos desde hace décadas. En 2015, un 77,6% declaro
haberla consumido en los Gltimos 12 meses, el 62,1% en los Gltimos 30 dias y el 9,3%
diariamente en los Gltimos 30 dias. En el Gltimo afio, el 16,8% de los espafioles de 15 a
64 afios se ha emborrachado. EI 9,4% reconoce haber hecho botellon y el patrén de bebida
en atracon 2 (binge drinking) ha aumentado su prevalencia, alcanzando el 17,9% en el

tramo temporal del Gltimo mes.

1 Cantidad de casos existentes (nuevos o viejos) de una caracteristica o evento determinado (el consumo de
las drogas) en individuos de un grupo o una poblacién, en un momento o en un periodo determinado, en un
lugar establecido y en un grupo social dado (Colimon, 1990).

2 Consumo de 5 0 més bebidas alcohélicas (si es hombre) o de 4 o mas bebidas alcohdlicas (si es mujer) en
la misma ocasion, es decir, seguidas o en el intervalo de dos horas (EDADES, 2015).
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En cuanto a la cocaina, continuda siendo la segunda droga ilegal de mayor consumo
en Espafia, por detras del cannabis. Un 9,1% declara haberla consumido alguna vez en la
vida, ya sea en polvo o base, el 2% de la poblacion la ha consumido en los ultimos 12
meses, y el 0,9% en los Gltimos 30 dias. Aunque la prevalencia de consumo de cocaina
se mantiene estable desde 2009, se ha observado una tendencia ligeramente ascendente
en el numero de personas que la consumen por primera vez, y que en 2015 ya suponia un
8,9%.

Por grupos de edad y sexo, el consumo de alcohol y de cocaina se encuentra mas
extendido entre los hombres. La encuesta EDADES (2015) sitGa la edad de comienzo de
consumo del alcohol alrededor de los 16 afios. El alcohol es mas consumido por el grupo
masculino tanto en los diversos tramos temporales contemplados como en todos los
grupos de edad. En los ultimos 12 meses, el 82,9% de los hombres habia consumido
bebidas alcohdlicas frente al 76,1% de mujeres. Durante ese periodo la prevalencia en el
grupo de hombres entre 25 a 34 afios fue la mas alta, un 86,1%, y si bien disminuye en
los siguientes tramos de edad, el descenso no es tan acusado como en las mujeres. La
diferencia con las mujeres en cuanto a prevalencia es menor en el grupo de 15 a 24 afios,
mientras que en el grupo de 55 a 64 afios se registra la mayor diferencia. En cuanto al
consumo diario de bebidas alcohdlicas, este patron se triplica en hombres, con un 14,5%
respecto al 4,1% en las mujeres. Ademas, es un habito que aumenta a medida que se
incrementa la edad de la poblacion. El grupo de hombres es también el que registra mas
borracheras, especialmente entre los 15 a 34 afios, situandose en un 37,5% en los ultimos
12 meses. La prevalencia de las borracheras en los dltimos 30 dias supone un 6,5% de la
poblacion, siendo mayor entre los jovenes de 15 a 24 afios: un 18,2% de los chicos y el
11,5% en las chicas. El grupo de 20-24 afios es el que registra una mayor prevalencia de
consumo en atracon y es un patréon mas acusado entre el grupo de hombres, con una mayor

diferencia respecto al colectivo de las mujeres en el grupo de 30 a 34 afios.

La cocaina en polvo o base se consume por primera vez en torno a los 21 afios.
La prevalencia de consumo a los 15-24 afios en los hombres es del 3,8% y aumenta al
5,2% entre los 25 a 34 afios. En el resto de grupos de mayor edad el consumo va en
descenso. En las mujeres su consumo esta menos extendido. En ellas, se observa una

prevalencia del 1,6% entre los 15 a 24 afios, que va descendiendo con la edad.
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Tanto en hombres como en mujeres, los mayores porcentajes de episodios de
urgencia relacionada con el consumo de drogas son motivados por la cocaina (40,9%) y
el alcohol (35,8%), aunque el alcohol se contabiliza Gnicamente cuando se presenta junto
con otras drogas, por lo que solo se conoce su impacto de forma parcial. De nuevo son
los hombres los que registran un mayor porcentaje. La cocaina sigue siendo la droga ilegal
que causé un mayor numero de admisiones a tratamiento (36,6% del total) y se sitla en
segundo lugar como causa de muerte por reaccion aguda a drogas (49% de las muertes).
Por otra parte, se ha detectado un aumento de su presencia en los analisis toxicoldgicos

realizados a fallecidos.

Como se puede observar, el consumo de drogas es especialmente prevalente en la
poblacién mas joven. La Delegacion del Gobierno para el Plan Nacional sobre Drogas
(DGPNSD) publica cada dos afios una encuesta sobre Uso de Drogas en Estudiantes de
Ensefianzas Secundarias de 14 a 18 afios de toda Espafia (ESTUDES). En el informe maés
reciente (ESTUDES, 2016) los resultados son similares a los encontrados por la encuesta
EDADES 2015, pero nos ofrecen una fotografia mas clara y dramatica de la situacién en

este grupo de edad.

Entre los estudiantes de 14 a 18 afos el inicio en el consumo de bebidas
alcoholicas tiene lugar a los 14 afios, sin diferencias por sexo, mientras que el consumo
de cocaina comienza a los 15,1 afios y hay una marcada diferencia por sexo, comenzando
antes en los chicos. El 76,9% ha probado el alcohol alguna vez en la vida y la cocaina un
3,2%. En cuanto al consumo intensivo de alcohol, hay un marcado patron de consumo en
atracén o borrachera, constatandose un mayor porcentaje de ambos en las chicas mas

jovenes (ver Figura 1).
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Figura 1. Porcentaje de prevalencia en el consumo de alcohol y cocaina en estudiantes de 14 a 18 afios
durante los Gltimos 12 meses y patron de consumo intensivo (Gltimos 30 dias y binge drinking) por sexo y
edad. Reproducido del informe ESTUDES 2016/2017 (OEDA, DGPNSD, MSSSI).

1.2. Policonsumo

La Organizacion Mundial de la Salud define policonsumo como: “el consumo de
mas de una sustancia o tipo de sustancias, simultdneo o no, que produzca dependencia de,
al menos, una de ellas”. El policonsumo de drogas (legales e ilegales) constituye un patron
cada vez mas prevalente en la problemética de sustancias psicoactivas en los paises
desarrollados como Espafia, tanto en la poblacion general de 15 a 64 afios, como entre los
jévenes de 14 a 18 afios. El Plan Nacional sobre Drogas advierte que todo consumo
implica riesgo, pero este patron aumenta notablemente estos riesgos; potenciando los
efectos de unas drogas sobre otras, reforzando la adiccion, interfiriendo en el diagnéstico
y dificultando el tratamiento.

Si se consideran en conjunto las drogas, tanto legales como ilegales, se ha
encontrado que un 41,7% de la poblacién entre 15 y 64 afios ha realizado alguin tipo de
policonsumo en los 12 meses previos a la encuesta. Practicamente la totalidad de los que

consumieron dos sustancias psicoactivas en ese periodo consumio alcohol. En el tramo
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temporal de los ultimos 30 dias, 1 de cada 3 individuos realiz6 policonsumo, de los cuales

la mayoria consumio dos sustancias diferentes.

En general, el policonsumo es mas prevalente entre los hombres en todos los
grupos de edad, pero alcanza el maximo entre los 25y los 34 afios. Entre los consumidores
de alcohol el policonsumo es mas prevalente en el grupo que hizo botellon los ultimos 12
meses. Mas de la mitad de los jovenes de 15 a 24 afios que hicieron botellén en ese periodo

(55,9%) consumieron al menos dos sustancias.

El consumo de alcohol y cocaina de forma concurrente esta muy extendido. En la
poblacion de 15 a 64 afios el 96,1% de los que consumen cocaina también consumen
alcohol, mientras que un 2,5% de los consumidores de alcohol lo son también de cocaina.
Este problema es especialmente acuciante entre los consumidores mas jovenes,
habiéndose registrado un crecimiento en el nimero de estudiantes entre 15-18 afios que
empezaron a beber y a consumir cocaina (ESTUDES, 2016). Es posible que la
combinacién de alcohol y cocaina entre los consumidores esté tan extendida debido al
efecto modulador que cada una de ellas ejerce sobre la otra. Los estudios clinicos
muestran que el alcohol se consumiria para atenuar los efectos aversivos de la cocaina,
como nerviosismo o insomnio, especialmente tras el cese de un consumo en atracén,
disminuyendo de esta forma el malestar cuando los efectos de la cocaina desaparecen
(Magura y Rosenblum, 2000). Inversamente, el consumo de la cocaina permitiria
contrarrestar la embriaguez que produce el alcohol (McCance-Katz et al., 1993; Pennigs,
Leccese y Wolf, 2002).

1.3. Ontogenia del consumo de alcohol y cocaina y diferencias por sexo

En el periodo de la adolescencia los jovenes incrementan sus interacciones
sociales y entre sus caracteristicas conductuales destaca la busqueda de sensaciones, la
novedad y la recompensa, junto con la falta de juicio y control impulsivo. La aparicion
de estas conductas se asocia a un periodo evolutivo en el que los sujetos inician una
trayectoria hacia la independencia, por lo que poseen un valor adaptativo Estas
caracteristicas aparecen unidas a una respuesta alterada hacia los estimulos
motivacionales, con un menor impacto de los estimulos con un valor de incentivo

moderado, y una mayor sensibilidad a los acontecimientos estresantes (Spear, 2000).

En la etapa de transicion hacia la madurez tienen lugar importantes cambios

neuronales, especialmente en la corteza prefrontal, que sustenta habilidades cognitivas y
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el control ejecutivo, asi como en el sistema dopaminérgico mesolimbico, centro de la
sensibilidad hacia la novedad y la recompensa. Estudios con humanos y animales
sugieren que las especiales caracteristicas de un cerebro en desarrollo pueden ser factores
que predispongan a las conductas de riesgo, incluyendo el consumo de alcohol y otras
drogas de abuso (Chambers, Taylor y Potenza, 2003; Spear, 2000, 2002 y 2013), por lo
que esta vulnerabilidad durante la adolescencia podria estar, al menos en parte,
determinada biologicamente. Ademas, la exposicion al alcohol y a otras drogas durante
la adolescencia tiene la capacidad potencial de producir alteraciones criticas en los
procesos de un cerebro en desarrollo y desembocar en consecuencias a largo plazo. Asi,
existe evidencia que apunta a una relacién entre el consumo temprano de alcohol y otras
drogas con diversos trastornos neuropsiquiatricos, déficits cognitivos, agresividad y
abuso de alcohol en etapas posteriores. Estos datos sefialan la necesidad de realizar
estudios experimentales que ayuden a desvelar los factores especificos responsables de la
vulnerabilidad en el inicio y mantenimiento del consumo de alcohol y cocaina durante la

adolescencia.

Por otra parte, se sabe que existen diferencias en el patron de comportamiento
adictivo en funcion del sexo. Aungue los estudios epidemioldgicos sugieren que el abuso
de drogas estd méas extendido entre los hombres parece que la prevalencia se esta
incrementando en las mujeres. Los estudios clinicos muestran que las mujeres difieren de
los hombres en las respuestas biologicas y subjetivas a diferentes drogas. Asi, se ha
observado que las mujeres comienzan antes a consumir cocaina, muestran mas signos de
intoxicacion que los hombres con dosis similares de alcohol, tardan menos en llegar a ser
adictas a la cocaina y al alcohol, ademés de mostrar un habito méas severo y periodos mas
cortos de abstinencia una vez iniciado el consumo (Roth, Cosgrove y Carroll, 2004). Estas
conclusiones han sido corroboradas por experimentos con animales, que indican que las
ratas hembra desarrollan una repuesta méas robusta durante la administracion aguda de
cocaina, con un efecto reforzante superior, una gran activacion motora, presencia de
estereotipias y mayor activacion del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (Festa et al.,
2004). Ademas, ratas y monos hembra han mostrado mayores niveles y mayor frecuencia

de consumo de alcohol que los machos cuando tuvieron disponible bebida con etanol.
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Aungue los mecanismos que median las diferencias sexuales en la respuesta
conductual, neurolégica y farmacoldgica del consumo de alcohol y cocaina son bastante
desconocidos, diversos estudios clinicos y preclinicos sefialan que estarian implicados los
niveles de neurotransmisores, dopamina y serotonina principalmente, diferencias en el
metabolismo de la cocaina (Festa et al, 2004) y las hormonas ovaricas, particularmente el
estrdgeno (Lynch, Roth y Carrol, 2002), habiéndose demostrado que el patron de
consumo varia durante el ciclo estral. En conjunto estos datos sugieren que las mujeres
son mas vulnerables que los hombres a los efectos reforzantes de la cocaina y el alcohol
durante las fases de inicio, mantenimiento y la recaida en la adiccién (Lynch y Carroll,
2000), pero se precisan nuevas investigaciones que ayuden a desarrollar tratamientos

apropiados para hombres y mujeres.

1.4. Toxicidad

La presencia de etanol en el organismo altera la biotransformacion de la cocaina
mediante una transesterificacion que genera el metabolito cocaetileno, alteracion que no
estd presente cuando la cocaina es administrada de forma individual (Harris, Everhart,
Mendelson y Jones, 2003; Pennings, Leccese y Wolff, 2002; McCance-Katz et al., 1993).
El cocaetileno tiene propiedades reforzantes positivas similares a las de la cocaina,
habiéndose comprobado que ratas de laboratorio se la autoadministran en modelos
animales de autoadministracion intravenosa de drogas (Landry, 1992).

El cocaetileno intensifica los efectos euforicos de la cocaina y esta asociado con
un mayor riesgo de muerte subita que el uso Unico de la cocaina. La presencia en el
organismo de cocaetileno se ha asociado con convulsiones, cardiotoxicidad, dafio
hepatico, problemas en el sistema inmunitario (Pennings et al. 2002) y puede llegar a ser
letal (Schechter y Meehan, 1995). Afecta también a la contractilidad del miocardio en
mayor medida que la cocaina (Qiu y Morgan, 1993). El cocaetileno se comporta como un
potente bloqueador de los canales de sodio en el miocardio, prolongando la
cardiotoxicidad en mayor medida comparada con la generada por la cocaina o el alcohol
por separado. Por otro lado, otros estudios encuentran que los usuarios dependientes de
alcohol y cocaina tienen problemas psicoldgicos mas graves que los consumidores de
cocaina que no son alcohélicos y presentan una mayor pérdida de memoria a corto plazo,
a largo plazo y una menor habilidad motora (Pennings, et al. 2002). Los consumidores de

cocaina con dependencia del alcohol presentan patologias propias de la combinacion de
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ambas sustancias, lo que con frecuencia conlleva un agravamiento de los sintomas

psiquiatricos (Roy, 2001).

De los diferentes estudios revisados se desprende que los efectos tdxicos del
cocaetileno que se genera tras la administracion conjunta de alcohol y cocaina estarian
potenciados e irian mas alla de los efectos aditivos de la administracion de ambas drogas
por separado. Se constata por tanto la necesidad de desarrollar estudios enfocados a
descubrir otros posibles metabolitos y/o rutas metabdlicas que podrian estar alterados

cuando ambas drogas se consumen de forma combinada.
1.5. El enfoque de la metabolémica

El metaboloma es el conjunto de moléculas de pequefio tamafio presentes en un
organismo (metabolitos), ya sean sintetizados por el propio organismo o incorporados
desde el exterior. La metabolémica permite captar el efecto de un estimulo externo sobre
el metaboloma enddgeno, entendido este como la totalidad de pequefias moléculas que
estdn implicadas en diferentes rutas metabolicas necesarias para el mantenimiento,

crecimiento y funcionamiento normal de la célula.

Segun la definicion del Centro de Investigacién Biomédica en Red para las
enfermedades metabolicas del Instituto de Salud Carlos Il (CIBERMED), “La
metabolomica es la ciencia encargada del estudio sistematico del perfil metabolomico de
un proceso biologico. La metaboldémica estudia los perfiles metabdlicos en muestras
biolégicas (fluidos, tejidos, cultivos celulares, etc.) con la finalidad de descubrir
enfermedades y factores de riesgo y determinar biomarcadores”. En el campo de la
psicobiologia de las adicciones, aunque de implantacion reciente, la metabolomica se
presenta como una herramienta en la deteccidn de biomarcadores que podrian servir como
indicadores de toxicidad o de susceptibilidad al consumo compulsivo de alcohol y/o
cocaina en humanos y en modelos animales (Harrigan, Maguire y Boros, 2008; Pedraza
et al.,, 2015; Zaitsu et al., 2014). Frente a otras ciencias “Omicas” (genomica,
transcriptdmica y protedmica) la metaboldmica es la mas cercana al fenotipo  (Figura 2)
permitiendo una visién global y en tiempo real de los efectos bioquimicos y fisioldgicos

del consumo de drogas. Por ello es una técnica poderosa no solo para complementar los

3 Conjunto de caracteres visibles que un individuo presenta como resultado de la interaccion entre su

genotipo y el medio.
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datos derivados de la gendmica, transcriptomica y protedmica, sino también para
investigar los cambios fenotipicos causados por estimulos exdgenos de forma mas
predictiva que otros enfoques “Omicos”. Ademas, aunque es dificil extrapolar
completamente los resultados obtenidos con animales a los humanos tiene como ventaja

que el metaboloma es muy similar entre especies.

Genoma

|

Transcriptoma

||

‘ Proteoma |

|

‘ Metaboloma |

|

Fenotipo

Figura 2. En la figura se representa la cascada de las ciencias
“Omicas” y se aprecia que el metaboloma esta situado en la

parte inferior, siendo el méas cercano al fenotipo (Basada en

Zaitsu, Hayashi, Kusano, Tsuchihashi y Ishii, 2016).

1.6. Contextualizacion del estudio

Los experimentos y los datos que se presentan en este Trabajo Fin de Master
(TFM) forman parte de un proyecto de investigacion mas amplio financiado por la
DGPNSD y que se lleva a cabo actualmente en el Departamento de Psicobiologia de la
Facultad de Psicologia de la UNED. La direccion de estos trabajos esta a cargo del
catedratico Dr. Emilio Ambrosio y se han realizado en colaboracion con el Departamento
de Quimica Analitica de la Universidad de Alcala de Henares. ElI Laboratorio de
Psicobiologia es pionero en el desarrollo de estudios sobre las posibles alteraciones
metabdlicas inducidas por el consumo conjunto de alcohol y cocaina. Dicha investigacion
tiene como objetivo principal estudiar el efecto que la exposicion cronica a cocaina y/o
alcohol, mediante administracion pasiva o por autoadministracion, pueda tener sobre el
metaboloma de dos importantes sistemas como son el plasma y el tejido encefalico en

estructuras cerebrales que estan implicadas en el proceso de adiccion a drogas.
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1.6.1. Experimentos de administracion pasiva

En el primer proyecto, titulado “Efectos del consumo conjunto de alcohol y
cocaina en la adolescencia sobre las concentraciones plasmaticas de aminoacidos y
sobre el sistema inmunitario” se desarrolld un modelo de administracion pasiva de
alcohol y cocaina en ratas por via intravenosa. Es cierto que los modelos animales no son
similares en todos los aspectos a la complejidad que manifiesta el comportamiento
humano, pero cada uno de ellos emula un conjunto de caracteristicas que son centrales
para los trastornos, eliminando factores socioculturales que podrian oscurecer las
conclusiones de los estudios clinicos. Por ello, los modelos animales que utilizan roedores
para el estudio de los factores conductuales y neurobioldgicos asociados a la adiccién a
las drogas estan ampliamente aceptados. En este estudio se realizaron experimentos con
un control riguroso de las variables que podrian afectar al metaboloma y que no seria
posible controlar en la investigacién con humanos, como el historial de consumo de

drogas, la dieta o los ritmos circadianos.

En este primer estudio, los experimentos incluyeron ratas macho y hembra con
dos edades diferenciadas, 51 y 95 dias de vida al inicio del tratamiento. En humanos 51
dias corresponderian con la etapa de adulto joven, en torno a los 21-24 afios (Spear, 2000),
mientras que los 95 dias corresponderian a un adulto pleno. Este Gltimo grupo de ratas
adultas se incluy0 para contar con datos de este grupo de edad. Como vimos
anteriormente, sexo y edad son variables que podrian tener una influencia diferencial en

las alteraciones metabdlicas derivadas de la administracion de las drogas.

Aunque las vias mas comunes de administracion del alcohol y la cocaina en
humanos son oral e inhalada respectivamente, la ventaja de la administracion intravenosa
es que permite un control mas efectivo de variables farmacoldgicas, especialmente las
farmacocinéticas. Se evita la aversion que los animales muestran ante la administracién
oral de alcohol, los efectos de la absorcion en el tracto digestivo y se consigue una
exposicion cerebral mas rapida, resultando en un control méas preciso de la exposicion a
la droga (Windisch, Kosobud y Czachowski, 2014).

Puesto que en este proyecto las ratas recibian pasivamente las sustancias, la
cantidad de cocaina suministrada en cada sesion se establecié tomando como referencia
estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion. Asi, se controlo que los

animales recibieran una cantidad igual a la que las ratas se autoadministraron bajo un
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programa de reforzamiento en el estudio de Miguéns et al. (2008) y con un patron similar.
Para determinar la cantidad de alcohol se tuvieron en cuenta las cantidades reportadas por
Kozawa et al. (2007) en un estudio sobre los efectos metabolicos de diferentes dosis de

alcohol.

Los andlisis realizados sobre las muestras de plasma se llevaron a cabo siguiendo
diferentes enfoques, uno metabolémico no-dirigido y un analisis metabolémico dirigido

(ver Figura 3).
GRUPOS
2 - Grupo salino
1'FASE - Cocaina . if .
. — _ Alcohol = Metabolémica no dirigida 8 metabolitos diferenciados (Journal of
Administracién pasiva Cocaina+alcohol Pharmaceutical and Biomedical Analysis (2017)
Intravenosa
15 mg/kg p.v. cocaina SUJETOS: — . —
2 gr/kg p.v. alcohol Rata Wistar + Metabolémica dirigida 11 aminodacidos cuantificados
Jévenes adultos (51dfas) en plasma

Adultos (95 dias)
Machos
Hembras

GRUPOS
22 FASE - Gruposalino
A 4 ggi:;2:+alcoho\ * Evaluacién de la conducta de autoadministracién (En proceso)
utoadministraciéon ||
Intravenosa * Optimizacion en la homogenizacion del tejido y extraccion (En proceso)
- 15 mg/kg p.v. cocaina SUJETOS: de metabolitos
- 2 gr/kg p.v. alcohol Rata Wistar * Perfiles metabélicos en plasma y en tejido encefalico (2018 y 2019)

Jévenes adultos (51dfas)
Machos
Hembras

Figura 3. Esquema de los procedimientos experimentales desarrollados por el equipo de investigacién del
Departamento de Psicologia de la UNED para el estudio del consumo conjunto de alcohol y cocaina desde
una aproximacion metabolémica. Se indican las fases de cada uno de ellos y se remarca en rojo la fase a la
que corresponden principalmente los datos que se analizan en este TFM.

1.6.1.1.  Analisis metaboldmico no-dirigido

Sobre las muestras de plasma obtenidas en ratas tratadas de forma pasiva se llevd
a cabo un analisis mediante metabolémica no-dirigida, es decir, centrdndose en todos los
metabolitos que pudieran ser detectados por las técnicas empleadas. Que conozcamos,
este trabajo supone el primer estudio de tipo metabolomico sobre la administracion
combinada de alcohol y cocaina y los resultados han sido publicados recientemente
(Sanchez-Lopez et al. 2017). Brevemente, se encontraron diferencias significativas en los
patrones de metabolitos entre cada grupo de estudio (alcohol, cocaina, alcohol + cocaina

y control salino). Del subgrupo de variables que mejor diferenciaba los grupos, 120
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correspondian a compuestos de origen enddgeno, principalmente aminoacidos vy
derivados, dipéptidos y poliaminas. Se identificaron inequivocamente un total de ocho
metabolitos (carnosina, espermidina, metionina, cistationina, acido argininosuccinico,
trans-4-hidroxiprolina, N-g-acetil-L-lisina y serotonina), que estaban principalmente
relacionados con el metabolismo de diferentes amino&cidos. La tendencia mas comun fue
que cuando habia diferencias entre la administracion separada de alcohol y cocaina
respecto al grupo control salino, también habia diferencias entre el grupo de
administracion conjunta de las drogas y el grupo control, comportandose igual que las
drogas administradas independientemente. Las diferencias significativas en la mayoria de
los metabolitos se encontraron entre cocaina y alcohol suministradas individualmente vs.
la administracion combinada. Asociando los cambios observados con las vias metabdlicas
implicadas, se concluyé que procesos como el estrés oxidativo pueden estar afectados por

el consumo cronico de las drogas.
1.6.1.2.  Analisis metabolémico dirigido

Con las mismas muestras de plasma del estudio anterior se realizd, también, un
analisis de perfil de metabolomica dirigida donde se midié un conjunto especifico de
metabolitos que abarcaba 11 aminoacidos. Los experimentos que se describen en este

TFM y los datos analizados corresponden a esta fase (Figura 3).

Utilizando técnicas de quimica analitica, se midieron las concentraciones
plasmaticas de los aminoacidos L-prolina, L-isoleucina, L-leucina, L-ornitina, L-
glutamina, L-alanina, L-treonina, glicina, L-serina, taurina y L-glutamato. Por lo que
sabemos, la Gnica investigacion que existe sobre los efectos de la administracion conjunta
de alcohol y cocaina sobre el metaboloma es la realizada por el Departamento de
Psicobiologia, ya comentada anteriormente. Por tanto, en el muestreo de las variables que
podrian ser relevantes para este estudio se tuvo en consideracion la importancia que los

aminoacidos mostraron tener en dicho estudio.

El consumo de drogas puede influir en la aparicion de otros trastornos
neuropsicoldgicos en los que distintos amino&cidos neurotransmisores estarian alterados.
Por ello se revisé la literatura en la que se han reportado analisis metabolémicos en
diferentes trastornos neuropsiquiatricos y en los que se han encontrado desequilibrios en
el balance de aminoécidos relevantes para el funcionamiento normal del sistema nervioso

central (SNC) (Altamura, Mauri, Ferrara y Moro, 1993; Lorenzo, Villasefior,
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Ramamoorthy y Garcia, 2013; Wu, 2009). Seria el caso de los trastornos de ansiedad,
depresion mayor (Altamura, Maes, Dai y Meltzer, 1995; Mauri et al., 1998; Mitani et al.,
2006; Lu et al., 2014), el trastorno bipolar, el autismo (Aldred, Moore, Fitzgerald y
Waring, 1983; Frustaci et al., 2012), el déficit de atencion con hiperactividad (Zavala et
al., 2001) y la esquizofrenia o la epilepsia (Huxtable, Laird, Lippincott y Walson, 1983),

que sabemos tienen una alta comorbilidad con la adiccion a las drogas.
1.6.2. Experimentos de autoadministracion

El segundo proyecto que se esta llevando a cabo actualmente en el Laboratorio de
Psicobiologia se titula “Estudio metabdlico del consumo conjunto de alcohol y cocaina”
y se encuentra en fase de desarrollo. En diversos estudios se han encontrado efectos
neuroquimicos diferenciados en funcién de que la administracion de las drogas fuera
contingente a las respuestas del individuo o no contingente (Crespo et al, 2003, 2002 y
2001a; Miguens et al., 2008). Es decir, en funcion de que los sujetos se autoadministraran
la droga o la recibieran pasivamente. Los modelos animales de autoadministracion
intravenosa de drogas, ademas de su abundante presencia en la literatura cientifica, han
mostrado su validez para predecir el potencial de abuso de las sustancias con efectos
psicoactivos (Griffiths y Balster, 1979). Por esta razon, parece de gran interés establecer
comparaciones entre el procedimiento de administracion pasiva de las drogas y el de
autoadministracion mediante programas de refuerzo respecto a las posibles alteraciones

metabolicas que la administracion combinada de alcohol y cocaina puedan producir.

Este estudio no incluye grupos de animales con autoadministracion de alcohol de
forma individual dado que en la literatura existe evidencia de que la metodologia de
autoadministracion intravenosa no permite superar completamente las propiedades

aversivas gue el etanol tiene para las ratas (Windisch et al, 2014).

Como novedad, en este TFM se expondran a titulo informativo resultados
preliminares sobre la conducta de autoadministracion que vienen a apoyar la cantidad y
distribucion de las dosis que se administraron a las ratas de forma pasiva en los

experimentos del proyecto anterior, confiriendo mayor consistencia a aquellos resultados.
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1.7. Objetivos e hipdtesis

En el contexto de los proyectos descritos anteriormente se pretende estudiar el
efecto que la exposicion cronica a cocaina y/o alcohol pueda tener sobre el metaboloma
mediante la administracion pasiva de las drogas a ratas de laboratorio jovenes y adultas
de ambos sexos. La complejidad de un estudio metabolémico, en el que multiples
variables deben ser recogidas, con muchos factores relevantes que pueden estar
influyendo y en el que las variables pueden estar correlacionadas entre si en diferentes
grados, requiere un enfoque mediante técnicas que permitan su analisis simultaneo. Las
técnicas de analisis multivariado (AM) son especialmente adecuadas en areas de
investigacion en las que se requiere simplificar la estructura del fenémeno estudiado,
permitiendo una interpretacion mas facil, la creacion de grupos de variables similares
entre si, el estudio de la relacion de dependencia entre las variables o la construccion de
modelos que conduzcan a generar hipétesis sobre los fendmenos estudiados que puedan

ser sometidas a contraste (Arias, 2008).

Los estudios metaboldmicos generan grandes conjuntos de datos que suponen un
gran desafio para el analisis. Cuando se lleva a cabo un estudio de este tipo se persiguen
principalmente objetivos como visualizar diferencias globales, tendencias y relaciones
entre las muestras y las variables, discernir qué metabolitos son responsables de esos
cambios y la construccion de modelos para la prediccion de los efectos bioldgicos en
nuevas muestras. La metabolomica ha hecho un uso extensivo de técnicas de AM en
diferentes ambitos de la salud, especialmente las técnicas de andlisis de componentes
principales (PCA), analisis discriminante, andlisis de conglomerados o escalamiento
multidimensional entre otras. Sin embargo, en este &mbito, existe la necesidad de evaluar
muchos otros métodos en cuanto a su capacidad de reducir la dimensionalidad de los
datos, la clasificacion y la creacion de conglomerados (Lindon, Nicholson y Holmes,
2011).

El analisis factorial exploratorio (AFE) es un procedimiento matematico-
estadistico destinado a reducir la informacion relativa a un conjunto de variables
obteniendo un grupo mas reducido de ellas, pero capaz de explicar la variabilidad comdn
en el conjunto de variables iniciales (Jiménez, Flores y Gomez, 2000). En AFE cada una
de las variables medidas se considera una combinacion de factores comunes y un factor
unico. Los factores comunes son variables latentes que influencian a méas de una variable

y explican las correlaciones que existen entre ellas, mientras que el factor Gnico en una
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variable latente que solo influye a cada variable individualmente y consta de una parte
sistematica y una parte debida al error de medida. Se trata por tanto de una técnica
multivariada que permite estudiar las dimensiones subyacentes a las relaciones entre
variables y su éxito radica en que puede ser aplicada al estudio de la dimensionalidad en
cualquier dominio de contenido, ya se trate de fendmenos fisicos, fisioldgicos, psiquicos
o sociales (Yela, 1997).

Dado el caracter novedoso de las investigaciones que se estan llevando a cabo en
nuestro laboratorio y a la escasez de estudios que nos guien, esta técnica nos puede
permitir desarrollar estructuras y modelos con la Unica hipdtesis previa de que existen
factores comunes que explican la presencia de correlaciones entre las variables, sin
precisar el numero de factores, ni la relacion de estos con las variables analizadas. El
balance en las concentraciones de aminoacidos como el glutamato y la glutamina o la
serina y la glicina esta relacionado. Las alteraciones en estos balances se han asociado
con trastornos neurodegenerativos (Coyle y Puttfarcken, 1993), la depresién o la
esquizofrenia (Altamura, Mauri, Ferrara y Moro, 1993; Mitani et al., 2006), que en
muchos casos se dan concurrentemente con el consumo cronico de las drogas,

proporcionandonos un marco teorico de partida.

Por todo ello, el objetivo principal de este trabajo se centrara en la evaluacion de
la técnica AFE como herramienta Util para encontrar patrones que expliquen la
variabilidad comun en los datos y que permitan avanzar en el conocimiento de los efectos
qgue la administracion conjunta de alcohol y/o cocaina puedan ejercer sobre las
concentraciones plasmaticas de un conjunto de 11 amino&cidos; L-prolina, L-isoleucina,
L-leucina, L-ornitina, L-glutamina, L-alanina, L-treonina, glicina, L-serina, taurina y L-

glutamato.

Una vez se hayan explorado y resumido los datos, determinaremos la estructura
dimensional de los mismos mediante AFE. Se plantea que serd posible reducir las
variables (11 amino&cidos) a una estructura factorial mas simple sin pérdida apreciable
de informacion. A partir de los factores y las puntuaciones factoriales que se obtengan se
realizardn comparaciones por sexo, edad y grupo de administracién (salino, alcohol,
cocaina y alcohol + cocaina), hipotetizando que habra diferencias significativas en las

diferentes dimensiones en funcién de estas variables.

El propdsito es localizar patrones en estos aminoacidos, que se ha considerado
gue podrian ser relevantes y que estarian alterados cuando el alcohol y la cocaina se
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consumen combinadas, identificando dimensiones de variabilidad conjunta que
posteriormente seria posible asociar a vias metabdlicas importantes para los procesos

fisioldgicos y neurobiolégicos de un organismo (ver Figura 4).

Los aminoacidos cumplen un papel regulador en vias metabdlicas clave, por ello
deben mantener un balance adecuado como aspecto crucial para la homeostasis. El
descubrimiento de los factores que darian cuenta de las variaciones en los niveles de estos
aminoacidos a través de los grupos de administracion nos puede ayudar a mejorar el

diagnostico y a desarrollar tratamientos mas efectivos para la adicion a estas drogas.
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2. Materiales y métodos

2.1. Sujetos

Se emplearon 90 ratas de la cepa Wistar, 45 machos y 45 hembras, criadas en el
animalario de la Facultad de Psicologia de la UNED. Los progenitores fueron adquiridos
en Charles River Laboratories (Lyon, Francia), cruzando las hembras siempre con los
mismos machos a fin de obtener mayor homogeneidad genética. Los animales se alojaron
en grupos separados por sexo con temperatura controlada a 21 + 2°C, humedad relativa
del 60% y un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, comenzando el periodo de
luz a las 8:00 a.m. Se mantuvo el acceso al agua y alimentacion ad libitum durante todo
el experimento (A04, Scientific Animal Food & Engineering, Augy, Francia). Todos los
procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con la directiva de bienestar
animal 2010/63/EU y fueron aprobados previamente por el Comité de Bioética de la
UNED.

2.2. Disefio experimental

Cada camada se dividié aleatoriamente en dos mitades, destinando una primera
mitad a los grupos de adultos jévenes, con inicio del tratamiento a los 51 dias de vida (50
ratas), y la segunda mitad a los grupos de adultos, que iniciaron el tratamiento a los 95
dias de vida (40 ratas) (Figura 5 c). Para cada uno de estos dos grupos se equilibré el

namero de sujetos de cada sexo (ver Tabla 1).

Los tratamientos se administraron por via intravenosa durante 21 dias,
estableciéndose un disefio experimental con cuatro grupos segun las drogas

administradas:
a) alcohol (2 g/kg-p.v.)
b) cocaina (15 mg/kg-p.v.)
c) alcohol + cocaina (2 g/kg-p.v. + 15 mg/kg-p.v.)
d) control salino (0,9% p/v de cloruro sodico)

Los animales fueron asignaron aleatoriamente a los tratamientos.
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Tabla 1. Tamafio muestral de cada grupo en funcién del tratamiento, el sexo y la edad de las ratas al
comienzo de la administracion de las drogas (N = 90).

Edad
Tratamiento Joven Adulto

Alcohol n=7 n=>5

Cocaina n=>5 n=>5
Macho

Alcohol + Cocaina n==6 n==6

Salino n==6 n=>5

Alcohol n=7 n=>5

Cocaina n=7 n=4
Hembra

Alcohol + Cocaina n==6 n=>5

Salino n==6 n=5

2.3. Reactivos y productos quimicos

El etanol al 96% (v/v), apto para uso como excipiente, los patrones de los 11
aminoéacidos cuantificados (L-prolina 99%, L-isoleucina 99%, L-leucina, L-ornitina
98,5%, L-glutamina 99%, L-alanina 99%, L-treonina 99%, glicina 99%, L-serina , taurina
y L-glutamato 99%), acido borico, acido L-2-aminodipico, metanol (grado analitico), -
ciclodextrina y NBD-F (4-fluoro-7-nitrobenzofurazan) fueron adquiridos en Sigma-
Aldrich (Steinheim, Alemania). El porcentaje en cada producto indica su grado de pureza.
La cocaina (clorhidrato de cocaina) fue suministrada por la Agencia Espafiola del
Medicamento y Productos Sanitarios del Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e
Igualdad. Todas las disoluciones se realizaron con agua purificada mediante el sistema de
purificacion Milli-Q Plus (Millipore, Billerica, MA, EE. UU.).

2.4. Cirugia

Para la administracion intravenosa de las drogas se implantd un catéter de
polivinilcloruro (1 mm de diametro externo y 0,5 mm de didmetro interno) cuyo extremo
de silicona se insertaba en la vena yugular derecha, profundizando hasta el atrio. Durante
la cirugia se empled como anestésico gas isoflurano al 2,5% (La Bouvet, Francia) (Figura
5a). El catéter se condujo de forma subcutanea hasta su salida en la zona escapular media
(Figura 5 b). La cirugia se realizo a los 42 dias de vida en el caso de las ratas adultas

jovenes y a los 86 dias de vida en el caso de las adultas (Figura 5 c), estableciéndose un
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periodo de recuperacién minimo de 5 dias. Tras la intervencidn las ratas se alojaron en

cajas-hogar individuales, donde permanecieron el resto de dias que dur6 el experimento.

La funcionalidad de la via se comprobo el primer y ultimo dia de tratamiento
mediante una infusién de tiopental sddico (10 mg/kg). El catéter se considera funcional
si se advierte descoordinacién motora manifiesta entre 2-5 segundo después de la
infusién. Los catéteres se mantuvieron operativos mediante una infusién diaria de 0,2 ml
de suero salino que contenia 100 unidades de heparina (anticoagulante) para evitar

obstrucciones y 0,10 mg/ml de gentamicina (antibidtico) para evitar infecciones.

a) b)
Implantacion de catéter Tratamiento (30 infusiones)
30s
[ | |
\' Sesion (105 min)
Administracion de tratamientos
Vena yugular derecha /§/
% Zona escapular media
3

Catéter

Muestra de sangre ?

€) Dia 51 Dia 95
Dia 42 Dia 86
Cirugia Cirugia
, "Tratamiento "Tratamiento
Dia 0 adulto joven I adulto l
Dia 71 Dia 115

Figura 5. a) Cirugia para la implantacion del catéter, b) situacion de la via y esquema del procedimiento
de administracion intravenosa de los tratamientos durante cada sesion (30 infusiones de 30 segundos cada

una), ¢) cronograma del experimento.
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2.5. Protocolo de administracion de las drogas

En cada una de las 21 sesiones que durd el tratamiento, las ratas recibieron de
forma pasiva 30 infusiones de 30 segundos a intervalos regulares durante un tiempo de
105 minutos (Figura 5 b). Las drogas se disolvieron en el mismo medio que el grupo
control salino (0,9% p/v de cloruro sédico), ajustando las dosis suministradas cada 3 dias
en funcién del peso de cada rata. La principal ventaja de la administracién intravenosa es
que proporciona un mejor control de las variables farmacocinéticas. La sustancia llega

directamente al torrente sanguineo sin necesidad de mecanismos de absorcion.

La administracion de los tratamientos se llevd a cabo en cajas de Skinner
(Coulbourn Instruments, Allentown, PA, EE. UU.). El sistema de administracion
consistio en una bomba (Harvard 22, Harvard Apparatus, Hollinston, MA, EE. UU.)
conectada a una interfaz que era controlada mediante un programa realizado ad hoc con
el software MED-PC para Windows (Med Associates Inc.). Una vez en el interior de la
caja, cada rata era conectada a la bomba de administracion de modo que las sustancias
pudieran fluir hacia el torrente sanguineo (ver Figura 6). Al inicio de cada sesion, la luz
de la caja se encendia, sefialando el inicio del programa de administracion, y se apagaba

transcurridos 105 minutos.
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Figura 6. Esquema del sistema de administracion de los tratamientos. El software controla una interfaz

conectada a labomba y a la caja de Skinner para iniciar y finalizar el programa de administracion. La rata
recibe el tratamiento a través de un catéter conectado a la via. El catéter esta protegido contra mordeduras

y dispone de un tornillo giratorio para evitar que se enrolle impidiendo fluir las sustancias.

2.6. Obtencion del plasma sanguineo

El dia 21 del tratamiento, 15 minutos después de finalizar la sesion, las ratas se
sacrificaron por decapitacion. Se extrajeron 2 ml de sangre de cada sujeto en tubos
eppendorf previamente heparinizados y se centrifugaron a 1500 x g, 4° C, durante 10
minutos. El sobrenadante se recogié y queddé almacenado a -70° C. Las proteinas
plasmaticas fueron extraidas mediante un aparato de ultrafiltracion (Centrifree, Merck
Millipore, Irlanda) utilizando un filtro de 30 kDa.
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2.7. Cuantificacién de los aminoéacidos

Las muestras de plasma previamente filtradas fueron utilizadas para la
cuantificacion de los aminoacidos utilizando como técnica analitica electroforesis capilar
con deteccién mediante fluorescencia inducida por laser (Capilar Electrophoresis-Laser
Induced Fluorescence, CE-LIF). La electroforesis capilar (CE) es una técnica de
separacion muy versatil empleada en diferentes areas de investigacion que permite
separar diversos analitos. La separacion se basa en la diferente movilidad que produce un
campo eléctrico sobre moléculas cargadas eléctricamente (iones) confinadas en un fino
capilar relleno de un medio conductor (Figura 7). Se utiliza con frecuencia para detectar
cambios en los perfiles metabdlicos de fluidos corporales. EI método analitico empleado
ha sido optimizado y validado recientemente por Lorenzo et al. (2013) para la deteccion

de aminoacidos en muestras de plasma.

Capilar Integrador

Tampon Detector
e —
Anodo + + - Catodo
Recipiente Muestra Recipiente
de entrada de salida
s

Generador de alto voltaje

Figura 7. Representacion de los elementos de un sistema de CE. Dos recipientes llenos de disolucion
tampdn conectan los extremos de un capilar que contiene una solucién electrolitica y que, por tanto, permite
el paso de la corriente eléctrica. Ambos extremos, anodo (+) y céatodo (-), albergan electrodos conectados a
un generador de alto voltaje. Situando una muestra en el extremo anédico y aplicando un campo eléctrico
a través del liquido los iones de la muestra migraran a diferentes velocidades en funcion de las relaciones

carga/masa hasta el extremo catddico, donde esta situado el detector. Adaptado de Blanco (1998).
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La electroforesis capilar es una técnica de analisis quimico que permite el empleo
de multiples factores de separacion fisicos y quimicos combinados con diversas técnicas
de deteccion. Entre las ventajas de esta técnica cabe destacar el minimo consumo de
muestras y reactivos, sensibilidad a pequefias cantidades de aminodacidos, alta eficacia en
las separaciones, excelente resolucion, permite modificar maltiples variables analiticas y
los tiempos de analisis son muy rapidos, oscilando entre 5-60 minutos (Blanco, 1998,
Doroteo, 2012; Lorenzo et al., 2013).

El equipo utilizado fue un PA 800 Plus (Beckman Coulter Inc.) que disponia de
un capilar de silice fundida de 60,2 cm de longitud total, con un didmetro interno de 75
um. En este capilar se produjo la separacién de los componentes de la muestra al aplicar
una elevada diferencia de potencial (+21 kV). Las muestras fueron derivatizadas
afiadiendo el marcador fluorescente (fluoréforo) NBD-F (4-fluoro-7-nitrobenzofurazan)
en un medio alcalino formado por tampoén borato (concentracion 10 mM, Ph 10) en
presencia de metanol y ciclodextrina. En esta disolucién el NBD-F se une a los grupos

amino de los aminoé&cidos (ver Figura 8).

R
: Py
HN COOH
N R Tampon borato
/ N
/k = \
gy / H,N COOH 0
S /
NO,
NO,
NBD-F Aminoacido NBD-aminoacido

Figura 8. Esquema de la reaccién de marcado de los aminoacidos con el agente fluoréforo NBD-F.

La técnica de deteccion empleada fue la de fluorescencia inducida por laser (LIF)
con una longitud de onda de 488 nm. El resultado de la unién del NBD-F con los
aminoacidos es excitado por la luz del laser incorporado en el equipo, emitiendo una onda
de luz en una longitud de onda superior. La onda es detectada mediante un
fotomultiplicador generando una sefial en forma de pico que es proporcional a la
concentracion del aminoacido correspondiente. En cada electroferograma se reflejan

graficamente los resultados del analisis mediante un pico para cada uno de los 11
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aminoéacidos cuantificados: L-prolina (L-Pro), L-isoleucina (L-1s0), L-leucina (L-Leu),
L-ornitina (L-Orn), L-glutamina (L-GIn), L-alanina (L-Ala), L-treonina (L-Tre), glicina
(Gly), L-serina (L-Ser), taurina (Tau) y L-glutamato (L-Glu). Las propiedades
particulares de cada aminoacido le proporcionan un tiempo de migracion especifico que

permite su identificacion (ver Figura 9).
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Figura 9. Imagen correspondiente a la superposicion de dos electroferogramas. EIl superior, en rojo,
muestra uno de los ocho patrones externos empleados en la confeccion de las rectas de calibrado. Abajo en
azul se muestra el electroferograma de una muestra real. El eje de abscisas refleja el tiempo de migracion
de cada una de las moléculas en minutos y el eje de ordenadas se expresa en unidades relativas de

fluorescencia (RFU).

Tanto en las muestras como en los patrones externos de los aminoacidos se afiadio
un estandar interno (IS). Su funcion es servir como referencia de normalizacién, pues
acusa de igual forma que los aminoacidos presentes en muestras, o patrones, cualquier
variacion de las variables fisicoquimicas de la preparacion de las muestras o durante el
proceso de analisis. Como IS se empled el &cido aminodipico por ser una molécula con
propiedades similares a los aminoacidos, que no tiene un caracter endogeno y por lo tanto
no esta presente en el plasma de forma natural. Ademas, tiene un tiempo de migracion
que no interfiere con ninguno de los picos que aparecen en un electroferograma del

plasma como se puede observar en la Figura 9.
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El area del pico correspondiente a cada aminoacido se obtuvo mediante el
software 32 Karat (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA). Para obtener una mejor
reproducibilidad se utilizé el “area corregida”, que es una normalizacion de la geometria
del pico que compensa posibles solapamientos parciales con otros picos o interferencias.
Utilizando ocho sets de patrones para cada aminoécido (AAx) se construy6 una recta de
calibrado mediante una regresién lineal por el método de minimos cuadrados utilizando
la hoja de célculo Excel (Figura 10). En el eje de abscisas se asigno el valor de la
concentracion de cada aminoacido en micromoles/litro y en el de ordenadas la sefial

medida con la siguiente normalizacion:

Area corregida AAX/
Tiempo de migracién AA,

Area corregida IS/
Tiempo de migracion IS

=l . =0,0337x - 0,0003
- ¢« |soleucina y=0ama 3
S| S | 80 R°=0,995

Sb| &

j -:: 50 t.. ...

Wl 4.0 et
a7 L@
.o
P |20 .®

.

Concentracién mMol/L

Figura 10. Recta de calibrado para el set de ocho patrones del aminoécido L-isoleucina.

Al dividir el area del pico entre su tiempo de migracion se compensa el sesgo
derivado de las posibles variaciones en el tiempo de migracion de las moléculas entre
diferentes electroferogramas. La inclusion en el denominador de la misma ratio aplicada
con anterioridad al IS tiene como objetivo compensar, segun indicamos, las posibles
oscilaciones en las variaciones fisicoquimicas o sesgos en la manipulacién de la muestra.

Los resultados se expresaron como concentracion micromoles/litro (WM/1).
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2.8. Andlisis estadisticos

Como paso previo a la aplicacion de otras técnicas, se llevé a cabo un analisis
exploratorio de los datos (ADE). Siguiendo las pautas que establece este método se
observaron detenidamente los indices de centralidad, dispersion y forma, incluyendo
estadisticos resistentes, se evaluaron los casos atipicos, se considero la reexpresion de los
datos y se inspeccionaron los graficos, especialmente los de los residuos (Velleman y
Hoaglin, 2012).

Mediante un analisis factorial exploratorio (AFE) se determind la estructura
dimensional de los datos tras constatar el cumplimiento de los supuestos que requiere este

método.

A continuacién, se trabajo con los factores y las puntuaciones factoriales que se
obtuvieron para determinar posibles diferencias en la variabilidad de los datos en funcién
del sexo, la edad y el grupo de administracion de las drogas. Para este fin se llevaron a
cabo sucesivos analisis factoriales de varianza (ANOVA’s) en los que se incluyeron como
variables dependientes las puntuaciones factoriales de cada sujeto y como factores el
sexo, la edad de las ratas (jovenes/adultas) y el grupo de tratamiento, con cuatro niveles:

alcohol, cocaina, alcohol + cocaina y control salino, constituyendo un disefio 2 x 2 x 4.
Para los contrastes se fijo un nivel de significacion a = .05.

Los datos se analizaron utilizando el software de analisis estadistico SPSS 24, R

y la hoja de calculo Excel.
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3. Resultados

3.1. Andlisis de datos exploratorio (ADE)
3.1.1. Andlisis univariado y estadistica descriptiva

En el analisis de datos exploratorio (ADE) se computaron e inspecionaron los
estadisticos descriptivos de centralidad, dispersion y los indices de forma (asimetria y
curtosis) respecto a las distribuciones de los 11 aminoacidos cuantificados, incluyendo
indices resistentes de localizacion y variabilidad, menos influenciados por los valores

extremos.

No se observaron diferencias importantes entre la media, la mediana y la media
recortada al 5%, ni intervalos de confianza de la media demasiado amplios en relacién al
rango de valores obtenidos, excepto para la variable L-glutamina, donde se aprecié un
mayor discrepancia ente la media y la mediana y un intervalo de confianza ligeramente
mas amplio. Los valores de los M Estimadores robustos para esta variable, que ponderan
los casos en funcién de su proximidad o alejamiento de la mediana de la distribucién, no
diferian sustancialmente de la media, pero si de la mediana. Por ello, la media se puede
considerar en general un buen indice para describir la tendencia central de las

concentraciones de aminoacidos en nuestra muestra (ver Tabla 2).

La desviacion tipica y la desviacion cuartilica, ambas como medidas de
desviacion, mostraron diferencias algo mas marcadas en las variables L-glutamina, L-
alanina, glicina y taurina. En cuanto a los indices de forma, no se encontraron problemas
graves de asimetria y curtosis, excepto en la distribucion de la variable L-ornitina, que
presentd una asimetria positiva pronunciada y junto con L-glutamato mostro también un
mayor apuntamiento. Todos estos aspectos se confirmaron mediante criterios graficos,
observando los histogrdmas y los diagramas de tallo y hojas para cada variable. En el caso
de L-glutamina, estos graficos parecian sugerir una distribucion bimodal. No obstante,
esto no se confirmo al inspeccionar el diagrama de caja y bigotes, ya que no mostraba una
caja excesivamente larga y unos bigotes muy cortos, como cabria esperar en este tipo de

distribucidnes, pero los datos en esta variable no se pueden considerar homogéneos.

Los gréaficos de caja y bigotes revelardn un total de 11 casos atipicos (outliers), de

los cuales uno era un caso extremo en las variables L-ornitina y L-glutamina, variables
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donde ya se habian sefialado problemas de simetria y apuntamiento anteriormente. Este
caso extremo se correspondia con un macho adulto que habia sido sometido a tratamiento
conjunto de alcohol y cocaina. De los casos moderados en atipicidad, se econtraron cuatro
ratas adultas, dos machos y dos hembras, que habian recibido tratamiento con alcohol y
cocaina. A cuatro se les administrd solo cocaina; un macho adulto y tres jovenes: dos
hembras y un macho. Los dos casos restantes correspondieron a un macho y a una hembra

jévenes del grupo control salino.

El test de Kolmogorov-Smirnov (utilizando la correccion de Lilliefors), con
valores de p > .05, confirmo la normalidad de las distribuciones, salvo para la variable
L-ornitina (p = .01). Estos resultados coinciden con los observados a través de los
gréficos de probabilidad normal o graficos Q-Q, donde la inspeccion de los residuos
mostro que el caso atipico extremo que se habia detectado anteriormente coprometia la
normalidad de la variable. En consecuencia, se procedio a la eliminacion de este caso
extremo y se reanalizaron los datos. Los indices y estadisticos de centralidad, dispersién

y forma tras la eliminacién del caso se resumen en la Tabla 2.

Los indices se compararon con los obtenidos mediante la reexpresion de los datos
aplicando una transformacion logaritmica (Ln). Este tipo de transformacion permite
comprimir los valores altos y expandir los pequefios, por lo que seria apropiada para

corregir la asimetria a la izquierda que mostraba la mayoria de las distribuciones.

El filtrado de los datos, eliminando el caso con valores extremos, se mostro
superior en todos los aspectos a la reexpresion de los valores en escala logaritmica en el
sentido de que consiguié mejorar notablemente la forma de la distribucién en todas las
variables y corrigio la asimetria y el apuntamiento de la variable L-ornitina, asi como el
apuntamiento en L-glutamato (ver Figura 11 A). En esta Gltima variable también se
cumplié la normalidad (p > .05 en el estadistico Kolmogorov-Smirnov). Solo se rechazo
que ladistribucion de la variable taurina se ajustara a lanormal (p = .042). Este resultado
se acerco a la aceptacion de la hipotesis de normalidad, por lo que, en el resto de los

analisis se realizaron sobre la muestra una vez eliminado el caso atipico.

37|Pagina



“(1/ ) oany/sajowoloiw U sopesaidxs (HOI A AS “elpaw B ap D ‘BUBIPAW ‘BIPSW) SOPELINSAY
"0 |8 USUB1U0J SOJeAJaIUl SOf IS

ojuslwelunde ap sews|qo.d uis A Seal1sWIS UeJapISu0D 8s SBUOIONQLISIP Se 'SISOUND | A eJJ18WISe B 9pezuelu0d ap SojeAlslul (D] ‘ed1undoids| 0 < M ‘eaiunone|d
0 > M ‘ennisod eliswISe O <V ‘BAIROBU BlIBWISE O >V ‘SEIIUNI0SaW A SeILIgWIS Sauolonguisip uedipul 0 e [enbi (M) sisound A () elnswise ap SalojeA

“20I|J14BND UQIORIASSP O |114enaJaul obuel :HQ)| IepueIss UOIdBIASAP : AS ‘0456 |2 BIPSW 8] 8p BZURIILOD 8 O[AJRIUI :94G6 DI ‘eIpaW B| ap 001d1) 048 : NS F :eI0N

(e'T'v:eL'0) 820 (86°0:v0'0) L¥'O | 08'8  6T'8c | ¢Z'02T (29'82T'GL'9TT) 66'C  89'ZZT |Orewein|B-]

(¥8'1'8T'0-)  €8'0 (€2'T'TC'0) 2L vS'e6  ¥5'G9 85'TT¢ (61',€2'8T'0T2) G6'9  66'€2C eulne
(ev'1'65'0-) 2’0o (1€'T'62'0)  6L0 GT'9S 2TV 09'80¢  (6v'0cz'€T'e0r) LE'¥  T8'TTC eULIas-]
(89'0've'T-)  €€'0- (26'0:20'07)  TH'O T0'€6  L0'G9 90'c6c  (T6'TTE0S'V8Z) 06'9  02'86C BUIDIID
(9rzwL'0)  Ss.'T  (90'T'v0'0)  GS'0 GT'GL  T¥'29 GG'eTe  (Lv'622'8T'€0C) ¢9'9  2€'9Te | euluoan-
(LT'2°s0'0)  90'T  (L€'T's€'0) 980 €8'88  G.'G9 ec'e6c  (8G'21€'88'687) L6'9  €L'€0E euluee-
(95'0'9¥'1T-)  S¥'0-  (¥'0'29'0")  TT'0- | GL'€ET  LE'ch 9z'e9,  (192'99'62.)  06'6  €€'LvL |eulwein|b-]

(T'20'1-) 70'0- (20'T'S0'0) 950 GT 0€'0T 2o've  (05'9g'9T'2€)  60'T ee've BUnIuIO-T
(61°0'¥8'T-)  ¢8'0 (T0'T‘T0'0-) 0S'0 ve'se  0T'TC 00'vTT  (L2'TeT'8€'2TT) V't 28'9T1 eudNs|-
(zg'0'tz'T) 6T'0- (98'019T'0-) GE'0 GZ'9T  G§T'CT v8'0L.  (T¥'€l'62'89) 62T Gg'0L | ®euns|osi-
(€0'z't0'0)  20'T  (¥2'T'ze'0) €L'0 G0'6y  ¥8'9¢ G6'/GT  (0G'v9T:L6'8YT) T16'€  €1'9ST eurjoid-

al SIS0LIND al epuwIsy  ¥OI as BUBIP3N (%56) Ol WIS+ ®BIpSN

'68 = N "(0o1p1renauaiul obues) ugisiadsip ap A (euelpaw)

pepIeNUSD 8P S3JUISISal SaOIpUl OpUSAN[OUI ‘SOPEIILIILUEBND SOPIJROUIWE TT SO| © S3)usIpuodssliod SoAndiIdsap sooNsIpeIss ‘g ejqel

38|Pagina



En la Figura 11 se reflejan las concentraciones medias de los aminoacidos en la

muesta analizada.
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Figura 11. Media (+SEM) de la cantidad absoluta de los aminoacidos cuantificados en el estudio tras el

filtrado de los datos (N = 89). Los resultados estan expresados en concentracion pM/1.

El resumen gréafico de la posicién, dispersion y forma de las variables se muestra
en la Figura 12, complementando y apoyando los resultados estadisticos comentados
previamente. En la Figura 12 B se pueden observar los outliers, que fueron casos
moderados, y el deplazamiento de la mediana en L-glutamina (en la parte alta de la escala)
y taurina (en la parte baja de la escala). También se aprecia el ligero desplazamiento de
los puntos de la diagonal en los graficos Q-Q de la Figura 12 C, principalmente en la parte
alta de la escala, mostrando la diferencia entre los valores observados y esperados bajo
una distribucion normal. Se decidi6 mantener estos casos dado que podrian ser

significativos en relacion a la poblacién de origen.
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Figura 12. A. Histogramas de las variables con la curva normal superpuesta, B. Diagramas de caja y

bigotes; se muestra la mediana, el percentil 25y 75 y los casos atipicos (datos estandarizados, centrados y

escalados); C. Graficos de normalidad Q-Q sin tendencia. Cuando la variable se distribuye normalmente

los puntos se situan sobre la diagonal.
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La media de la cantidad de aminoacidos en funcidn del sexo de las ratas se puede
observar en la Figura 13. El estadistico Shapiro-Wilk, para muestras con n < 50 sujetos
mostrd que la distribucion de las variables se ajustaba a la normal en hembras. En los
machos se cumplio este supuesto a excepcion de las variables, L-prolina, L-alanina, L-
serina, taurina y L-glutamato (p < .05). La inspeccion de los graficos de normalidad
indico la existencia de una mayor nimero de puntos que se desplazaban con respecto a la

diagonal en el grupo de machos que en el grupo de hembras.
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Hembra Macho

Figura 13. Media (+SEM) de la concentracion de los aminoacidos medidos en el estudio en funcion del

sexo de las ratas (Hembra: n = 45; Macho: n = 44). Los resultados estan expresados en concentracion uM/1.

En la prueba de homogeneidad de varianzas, el estadistico de Levene fue
significativo para L-treonina (p < .05), por lo que se rechazo la hipotesis de igualdad de
varianzas en esta variable en funcion del género. El grafico de caja y bigotes indicaba una
mayor variabilidad en el grupo de hembras, con un caja mas alta y unos bigotes mas
prolongados con respecto a los machos. Se compararon las medias mediante la prueba t
de Student para muestra independientes, encontrandose diferencias significativas por
sexo en L-isoleucina [t(87) = 3,28; p < .01], L-leucina [t(87) = 2,62; p < .05]y L-

glutamina [t(87) = 2,23; p < .05], con valores mayores en el grupo de hembras, y en
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L-ornitina [t(87) = —3,91; p <.001] y glicina [t(87) = —6,06; p < .001], con una

media superior en el grupo de machos (Tabla 3).

Tabla 3. Estadisticos media (M), desviacion tipica (SD) y error tipico
de la media (SEM) de las variables cuantificadas en funcion del sexo de

los animales (Hembra: n = 50, Macho: n = 49).

Sexo M SD SEM
L-prolina Hembra 152,63 35,84 5,34
Macho 160,94 37,79 5,70
[isoleucina Hembra 74,82% 12,55 1,87
Macho 66.80* 10,39 1,57
[ leucina Hembra 122,42% 21,01 3,13
Macho 111,09* 19,83 2,99
L-ornitina Hembra 30,42% 8,15 1,21
Macho 38,34* 10,81 1,63
I -glutamina Hembra 768,64%* 84,93 12,66
Macho 725,53% 97,46 14,69
L-alanina Hembra 301,53 56,65 8,44
Macho 305,98 74,51 11,23
[-treomina Hembra 226,06 78,15 11,65
Macho 206,36 39 5,88
Glicina Hembra 263,34* 51,93 7,74
Macho 333 86%* 57,73 8.70
[ -serina Hembra 214,17 42,69 6,36
Macho 209,39 40,01 6,03
Taurina Hembra 233,66 56,30 8,39
Macho 214,09 73,14 11,03
I -glutamato Hembra 119,96 27,56 4,11
Macho 125,47 28 87 4.35
Resultados expresados en pwm/I.

*p<.05

En la Figura 14 se muestra la media de los aminoacidos cuantificados en el estudio
en funcion de la variable edad. La prueba de normalidad Shapiro-Wilk fue significativa
para el grupo de jovenes en L-treonina, L-serina y taurina (p < .05), Yy para el grupo de
adultos en L-alanina (p < .05), indicando problemas de normalidad, también detectables
mediante criterio grafico. El estadistico de Levene no fue significativo, confirmando la

hipétesis de igualdad de varianzas entre jovenes y adultos en todas las variables.
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Figura 14. Media (+SEM) de la concentracion de amino4cidos en funcién de la edad de las ratas al
comienzo de la fase de administracion de las drogas (Joven: n = 50; Adulto: n = 39). Resultados expresados
en concentracion pM/1.

La prueba de t mostr6 diferencias significativas entre la media del grupo de
jévenes y de adultos en L-isoleucina [t(87) = —2,29; p < .05], que fue superior en los

adultos, y L-glutamato [t(87) = 2,18; p < .05], con una mayor concentracion en los
sujetos jovenes (Tabla 4).
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Tabla 4. Estadisticos media (M), desviacion tipica (SD) y error tipico
de la media (SEM) agrupados en funcién de la edad de las ratas (Joven:
n =50, Adulto: n = 39).

Edad M SD SEM
I-prolina Joven 155,05 38,01 5,38
Adulto 158,90 35,66 5,71
Loisoleucina Joven 68,31% 10,55 1,49
Adulto 74,12* 13,38 2,14
I -leucina Joven 113,33 19,40 2,74
Adulto 121,29 22,57 3,61
[ ornitina Joven 33,37 10,56 1,49
Adulto 35,57 9,97 1,60
L-glutamina Joven 732,03 90,95 12,86
Adulto 766,94 93,91 15,04
I -alanina Joven 304,82 66,30 9,38
Adulto 302,33 65,87 10,55
[ treonina Joven 220 61,79 8,74
Adulto 211,62 63,69 10,20
Glicina Joven 302,88 64,74 9,16
Adulto 29221 65,84 10,54
[ -serina Joven 206,03 42,49 6,01
Adulto 219,22 38,81 6,21
Taurina Joven 217,62 66,73 9,44
Adulto 232,15 63,91 10,23
I.-glutamato Joven 128,31* 26,86 3,80
Adulto 115,47* 28,56 4,57
Resultados expresados en pm/!.

*p<.05

Considerados los datos por grupo de tratamiento, las medias de los 11
aminoéacidos se muestran en la Figura 15. La distribucion de L-ornitina y L-treonina en
el grupo control salino y de L-prolina en el grupo con administracion de cocaina no se
ajustaba a la normal en la prueba Shapiro-Wilk (p <.05). El test de Levene indico

homogeneidad de varianzas para todos los grupos de administracion.
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Figura 15. Media (+SEM) de la concentracion de aminodacidos por grupo de tratamiento (Alcohol: n = 24;
Cocaina: n = 21; Alcohol + Cocaina: n = 22; Salino: n = 22). Los resultados estdn expresados en
concentracion uM/1.

Se llevaron a cabo sucesivos analisis de varianza (ANOVA) unifactoriales, con el
grupo de tratamiento como factor de efectos fijos, para comparar la media de los grupos
en cada variable. El estadistico F es robusto frente al incumplimiento del supuesto de
normalidad, como sucede en los casos sefialados anteriormente. El supuesto de
homocedasticidad se verifico.

Los resultados indicaron diferencias significativas en L-isoleucina [F(3,85) =
412, p<.01; 02 =.13; 1 — B = .83], L-leucina [F(3,85) = 6,63; p <.001; 12 =

19; 1—-B = 97|, L-glutamina [F(3,85) =10,51; p <.001;n3=.27;1—-p =

L-alanina

99], L-serina

[F(3,85) = 4,64; p <.05; 02 =.14; 1 — B = .98],

[F(385) =99 p<.001;ni=.26;1—p=.99] y L-glutamato [F(3,85)=

3,73; p < .05; 3 =.12; 1 — B = .79] (ver Tabla5).
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Tabla 5. Estadisticos media (M), desviacidn tipica (SD) y error tipico de la
media (SEM) por grupo de tratamiento. Alcohol: n = 24, Cocaina: n = 21,

Alcohol + Cocaina: n = 22, y Salino: n = 22.

Tratamiento M SD SEM
Alcohol 165,76 33,44 6.83
I -prolina Cocaina 154,98 48,22 10,52
Alc+Coc 149,47 32,87 7.01
Salino 155,82 31.89 6.80
Alcohol 70,25 10,24 2,09
L-isoleucina Cocaina 77,91% 12,55 2,74
Alc+Coc 69,88 11,63 2,48
Salino 65.74* 11.86 2.53
Alcohol 109,64* 14,59 2,98
[ -leucina Cocaina 131,43% 18,25 3.98
Alc+Coc 119,21 24,05 5,13
Salino 108.33* 19.58 4.17
Alcohol 36,46 10,32 2,11
[ -ornitina Cocaina 34,39 9,62 2.10
Alc+Coc 36,69 12,10 2,58
Salino 29.60 7.70 1.64
Alcohol 801,99% 71,27 14,55
I-olutamina Cocaina 750,58% 88.85 19.39
Alc+Coc 761,78% 98,34 20,97
Salino 670,14* 62.40 13.30
Alcohol 286,33* 58.42 11,93
[ -alanina Cocaina 317,69 78,89 17,21
Alc+Coc 275,74% 37.83 8,07
Salino 337.37* 66.86 14,25
Alcohol 228.62 57,77 11,79
[ ~treonina Cocaina 217,72 60,72 13,25
Alc+Coc 198,97 63,99 13.64
Salino 218.93 67.55 14.40
Alcohol 286,95 62,52 12,76
Glicina Cocaina 303,19 68,75 15
Alc+Coc 292.10 76,24 16,26
Salino 311.82 52.38 11.17
Alcohol 192,72% 30,90 6,31
[ -serina Cocaina 248.20% 44,73 9.76
Alc+Coc 205,27* 37.45 7.98
Salino 204.,43* 30.38 6.48
Alcohol 224.61 64,85 13,24
Taurina Cocaina 252,06 77,12 16,83
Alc+Coc 207,95 56,20 11,98
Salino 212.55 58.09 12.39
Alcohol 113,83* 30,25 6,17
I-glutamato Cocaina 136,60* 29,91 6.53
Alc+Coc 127,72 24,41 5,20
Salino 114,03* 22.19 4.73

Resultados expresados en uM/I. * p <.05
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Se llevaron a cabo comparaciones a priori para el contraste de las medias entre
los grupos que habian mostrado diferencias significativas en el post hoc con la prueba de
Tukey. Se encontraron diferencias en L-isoleucina entre el tratamiento con cocaina y el
control salino, con una media mayor en el grupo con cocaina [t(85) = 3,45; p < .001];
en L-leucina entre cocaina vs. salino y alcohol, la media fue superior en el tratamiento
con cocaina vs salino [t(85) = 3,92; p <.001] y en cocaina vs. alcohol [t(85) =
3,77; p < .001]; en L-glutamina entre salino vs. alcohol, cocaina y alcohol + cocaina la
media fue mayor en los grupos con administracion de drogas respecto al salino: cocaina
vs. salino [t(85) = 3,15; p <.05], alcohol vs. salino [t(85) =5,51; p <.001]y
alcohol + cocaina vs salino [t(85) = 3,75; p < .001]; en L-alanina entre salino vs.
alcohol y alcohol + cocaina la media fue significativamente menor en los grupos que
recibieron alcohol solo [t(85) = —2,79; p <.05] 0 en combinacion con cocaina
[t(85) = —3,3; p < .001] respecto al grupo salino; en L-serina entre cocaina vs. salino,
alcohol y alcohol + cocaina, con una media mayor en el grupo que recibié solo cocaina:
cocainavs salino [t(85) = —3,97; p < .001], cocaina vs. alcohol [t(85) = —5,14; p <
.001] y cocaina vs. alcohol + cocaina [t(85) = —3,90; p < .001]; y en L-glutamato
entre cocaina vs. salino y alcohol, con una concentracion media mayor en el grupo con
tratamiento de cocaina: cocaina vs. salino [t(85) = —2,74; p < .05] y cocaina vs.
alcohol [t(85) = —2,83; p < .05].

3.1.2. Andlisis bivariado

El grado de relacion entre las variables se evalud a través del coeficiente de
Pearson (Tabla 6). La mayoria de los coeficientes fueron estadisticamente signifivativos
(63,6%) y estuvieron comprendidos entre r = .82y r = .22. Una pequefia parte de las
correlaciones significativas no fue muy elevada, no superando .30 en valor absoluto. Este
factor debe tenerse en cuenta si se desea realizar predicciones utilizando dos o mas

variables ya que estos resultados indican que existe colinealidad entre las variables.
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Tabla 6. Correlaciones de Pearson entre las variables analizadas, indicando su significacidn estadistica.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
L-prolina 1
L-isoleucina 32" 1
L-leucina 25 827 1
L-ornitina 397 227 .19 1
L-glutamina 327" 517 .38 .48 1
6  L-alanina 707 287 .20 .14 -04 1
7  L-treonina .44 .36 .13 16 24" 357 1

N A W N -

8  glicina 357 06 06 497 02 277 A1 1
9  L-serina 24 507 537 387 347 23 357 40 1
10 taurina A3 367 260 21 327 18 .02 22" 347 1

11 L-glutamato .02 .12 16 22" .18 14 .00 38" 36 .57 |1
** p< 01, * p<.05
Determinante = 0,005

La direccion de la relacion fue positiva en todos los casos excepto entre la variable
L-alanina y L-glutamina (-.04), muy baja y no significativa, y entre L-glutamato y L-
treonina, con una relacién también proxima a cero, indicando que concentraciones
mayores en cada aminoacido se corresponden con concentraciones también mayores en
el resto de aminoacidos. En todo caso, no se descartd que la relacion entre las variables
se pudiera ajustar a otro tipo de funcién (cuadrética, cubica o exponencial). Dado que la
representacion grafica juega un papel central en el analisis exploratorio de dos variables,
la forma y fortaleza de las relaciones se contrasto a través de los diagramas de dispersion
bivariados (Figura 16). Estos graficos mostraron que, en general, las relaciones bivariadas
se ajustaban a una relacién lineal y que los valores de cada variable se distribuyeron
relativamente de forma homogénea a lo largo de los valores de las otras variables, sin que

se observara una marcada acumulacion de puntos en &reas concretas.

Si bien los estadisticos y graficos univariados no mostraron desviaciones graves
de la distribucién normal, no ocurri6 asi cuando se analizaron las relaciones bivariadas.
El diagndstico de asimetria y curtosis a través del estadistico de Mardia y la evaluacion
de la normalidad bivariada con el test de Henze-Zirkler y el de Royston, mostré que solo
15 de las 55 relaciones bivariadas se ajusto a una distribucion normal bivariada. En estos

casos, hubo acuerdo entre los tres estadisticos, que no fueron significativos (p > .05).
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Figura 16. Matriz de gréficos de dispersion para la evaluacion de la fuerza, la forma y la direccién de la

relacién entre las variables analizadas.

En los restantes casos, no se observaron problemas importantes de curtosis, pero
si de simetria, por lo que el test de Mardia apuntaba problemas de normalidad. En 23 de
las relaciones bivariadas no fue posible rechazar la normalidad con el test de Henze-
Zirkler, utilizado para muetras grandes, mientras que el estadistico de Royston para
muestras pequefias (n < 50) con estas mismas relaciones bivariadas fue significativo
(p < .05). Estas conclusiones se compararon con la revision de los graficos de
perspectiva y contorno, que confirmaron un limitado nimero de relaciones en las que se
podria asumir una distribucién normal bivariada (ver ejemplos en la Figura 17), de

acuerdo con los resultados obtenidos en los tres estadisticos evaluados.
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Test p Test p
Mardia Mardia
Asimetria 12,63 .01 Asimetria 7,67 .10
Curtosis -0,43 .67 Curtosis -0,67 .53
Henze-Zirkler 1,38 .00 Henze-Zirkler 0,68 24
Royston 10,33 .00 Royston 271 26
* p<.05 * p<.05
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Figura 17. Gréficos de perspectiva (arriba) y de huella (abajo). Para que exista normalidad bivariada el
grafico de perspectiva debe mostrar una forma acampanada y el de huella distribuirse de forma homogénea
a lo largo de la diagonal. A la izquierda se muestra la relacion bivariada entre glicina y L-serina, que fue
significativa, por lo que se rechazo la normaliad bivariada, y a la derecha la relacion entre L-glutamato y
L-glutamina, que no fue significativa, observandose que cumple los criterios graficos y estadisticos de
normalidad bivariada.

3.1.3. Andlisis multivariado

Para la aplicacion de la mayoria de técnicas paramétricas multivariadas, asumir el
supuesto de normalidad multivariada es crucial, ya que su incumplimiento disminuye
notablemente las cualidades de estas teécnicas y proporcionan resultados poco fiables
(Kass, Eden y Brown, 2014). Los procedimientos gréficos y estadisticos utilizados para
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evaluar la normalidad univariada y bivariada son indicadores necesarios, pero no
suficientes de la normalidad multivariada (Burdenski, 2000). Ademas, diversos autores
han sefialado que si un grupo de variables en estudio sigue una distribucién normal
univariada, esto no implica que tengan una distribucion normal multivariada (Kass et al.,
2014; Stevens, 2012).

Como vimos, en los datos de los 11 aminoacidos se pudo constatar la normalidad
univariada. Sin embargo, este supuesto de normalidad solo se confirmé en un reducido
grupo de relaciones bivariadas. El valor de los estadisticos multivariados condujo también
al rechazo de la hipotesis de normalidad multivariada en los datos (Tabla 7), lo cual

condiciond los subsiguientes analisis.

Tabla 7. Valores y significacién de los

estadisticos de normalidad multivariada. N = 89.

Test p
Mardia
Asimetria 22,19 .004
Curtosis 142,1 .800
Henze-Zirkler 1,01 .008
Royston 46,25 .000
*p<.05

La violacion del supuesto se suele relacionar con la presencia de casos atipicos
multivariados, lo cual se refleja en el incumplimento de la simetria en el test de Mardia y
la significacion en el test de Henze-Zirkler y el de Royston, sin que se den problemas de
apuntamiento. Mediante la distancia de Mahalanobis se localizaron 13 outlieres que, no

obstante, no se eliminaron ya que podrian tener implicaciones para la teoria.
3.2. Analisis Factorial Exploratorio (AFE)

En el analisis factorial exploratorio (AFE) la reduccion de la dimensionalidad de
los datos mediante la extraccion de factores comunes descansa en las relaciones que las
variables mantienen entre si. Dado que los factores extraidos ayudaran a explicar las
correlaciones inicialmente observadas en el conjunto de amino&cidos, el primer paso para
la realizacion de un AFE es calcular y explorar la matriz de correlaciones (ver Tabla 6).

Como vimos, las correlaciones bivariadas fueron mayoritariamente significativas, gran
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parte de ellas (27 de 35) a un nivel de significacion de p < .001. Correlaciones altas
entre varias variables indican que probablemente las variables se agruparan en un mismo
factor. Se encontraron dos correlaciones altas, entre L-isoleucina y L-leucina (r = .82) y
entre L-prolina y L-alanina (r =.70). Las restante correlaciones significativas fueron
medias o0 bajas. El valor del determinante de la matriz de correlaciones fue mayor de
0,0001 (det = 0,005). Este valor es importante ya que si fuera muy proximo a cero la
colinealidad seria demasiado elevada y si fuera cero no se podria encontrar una solucion
factorial. No obstante, para decidir si el procedimiento de factorizacion es apropiado para
la matriz de correlaciones observadas se contrastaron diversos indicadores de su

adecuacion.
3.2.1. Adecuacion de los datos

La prueba de esfericidad de Bartlett contrasta la hipétesis de que las variables no
correlacionan en la poblacion de la que procede la muestra y que las correlaciones
distintas de cero se deben al azar. Se obtuvo un valor de chi cuadrado alto y significativo
[x?(55,N = 89) = 448,39; p <.001], por lo que se rechazd que la matriz de
correlaciones fuera una matriz identidad, considerandose por tanto adecuada para la

factorizacion.

La medida de adecuacion de muestreo de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO-MSA) es
otro indicador de la fuerza de la relacion entre las variables. Los coeficientes de
correlacion parcial, como estimadores de los factores Unicos, deben ser pequefios en
comparacion con los coeficientes de correlacion observados. Asi, valores altos de KMO
apoyarian la correccion del proceso de factorizacion. Se obtuvo un indice KMO = .60
que segun la caracterizacion de Kaiser (1974) se clasifica como mediocre. Ademas de
este indice de adecuacién global, se analiz6 la medida de adecuacion de muestreo (MSA)
para cada variable individual. Los coeficientes en la diagonal principal de la matriz de
correlacion anti-imagen, que contiene los negativos de los coeficientes de correlacién
parcial, estuvieron comprendidos entre .50 (bajos) y .75 (medianos). Estos indices estan
en el limite de la aceptabilidad, por lo que el modelo factorial obtenido se puede

interpretar, pero hemos de hacerlo con cautela.
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3.2.2. Método de extraccion de factores

Se llevo a cabo un analisis mediante el método de extraccion de minimos
cuadrados no ponderados (ULS). Hemos de considerar que los diferentes métodos de
extraccion de factores difieren en los supuetos distribucionales y la estrategia para estimar
los parametros del modelo. EI método ULS no requiere el supuesto de normalidad
multivariada y es muy robusto, por lo que es preferible especialmente en muestras
pequefias. Su objetivo es buscar los parametros que minimicen los residuos, es decir, la
suma de cuadrados de las diferencias entre la correlaciones observadas y la matriz de

correlaciones predicha (Abad, Olea, Ponsoda y Garcia, 2011).
3.2.3. Eleccion del numero de factores

En la fase de extraccion se determind el nimero de factores comunes necesarios
para reproducir las correlaciones entre los aminoacidos. Se utiliz6 una combinacion de
procedimientos que sirvieron para determinar la importancia de cada factor basdndose en
la proporcion de varianza total explicada por cada uno. Entre estos procedimientos, la
regla K1 de Kaiser, el grafico de sedimentacion y el andlisis paralelo (PA) se basan en el
estudio de la cuantia de los autovalores de la matriz de correlaciones. Los autovalores
constituyen una transformacion de la proporcion de varianza comun explicada por cada
factor y su namero es igual al nimero de variables analizadas. Si un factor explica toda

la varianza de una Unica variable y no explica nada de las restantes, su autovalor sera 1.

La regla K1 utiliza el critero de retener los factores que expliquen al menos la
varianza de una variable. En consecuencia, se retienen los factores cuyos autovalores sean
mayores que 1. Con esta regla, y tras seis iteraciones, se extrajeron cuatro factores, dado

que el quinto autovalor era menor que 1 (0,81) (ver Tabla 8).

En el gréafico de sedimentacion se representan los autovalores de la matriz de
correlaciones en orden descendente de mayor a menor. La forma de determinar el nimero
de factores a retener a partir de este grafico fue propuesta por Cattel (1966) y se basa en
trazar una linea desde el autovalor mas pequefio, observando en qué punto cambia de
tendencia. El cambio en la inclinacion sirve para identificar el Gltimo descenso sustancial
en la magnitud de los autovalores. Este cambio representa la existencia de unos pocos
factores mayores que explican la mayor parte de la varianza y un grupo de factores

menores que dan cuenta de la varianza restante (Fabrigar, Wegener, MacCallum y
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Strahan, 1999; Hayton, Allen y Scarpello, 2004). En la Figura 18, se aprecia que el
numero de factores a extraer segun este criterio seria cuatro, con un cambio de inclinacion

de la linea en el quinto autovalor aproximadamente, pero muy préximo al cuarto.

Autovalor

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Numero de factor

Figura 18. El grafico de sedimentacion representa la cuantia de los autovalores correspondientes a la matriz
de correlaciones de los 11 aminodcidos. Si las variables no guardaran relacion y no hubiera factores
comunes, se podria trazar una Unica linea que pasara por todos los puntos. La linea verde representa el

escaldn en la tendencia marcada por la linea roja, que se produce alrededor del factor 5.

Estos procedimientos tienden a sobreestimar el nimero de factores y no estan
exentos de subjetividad en la eleccion del punto de corte para incluir un factor o

determinar si hay una caida importante en los autovalores, pudiendo ser arbitraria.

El PA se ha sefialado como uno de los procedimientos mas precisos y en la
mayoria de los casos el mas correcto para establecer el nimero de factores (Fabrigar et
al., 1999; Hayton et al., 2004; Matsunaga, 2010). Con este método se simularon mediante
el método de Monte Carlo un total de 100 matrices de datos aleatorios de orden igual a la
muestra y cuyas variables se generaron como independientes, con distribucion normal
similar a las variables originales (O’connor, 2000). EI promedio y el percentil 95 de los
autovalores en los datos aleatorios se compararon con los autovalores de la matriz de

correlaciones de nuestro estudio.
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Los autovalores se obtuvieron mediante un analisis de componentes principales
(PCA) *. El primer autovalor en la muestra con una cuantia menor que el percentil 95 en
los datos aleatorios se considera que no es significativo y determina el nimero de factores
que seria Gtil extraer. En la Tabla 8 se comprueba que el autovalor que cumple este criterio
es el cuarto, con un valor de 1,09, inferior al percentil 95 (1,25) y también a la media
(1,17) de los autovalores en las matrices de datos simulados. EI nimero de factores a

extraer segun el PA seria tres.

Tabla 8. Autovalores iniciales obtenidos en la muestra y media y
percentil 95 de los autovalores de 100 muestras generadas

aleatoriamente.

Muestra Datos aleatorios
Factor Total Media Percentil 95
1 3,86 1,61 1,78
2 1,60 1.43 1,54
3 1,57 1,29 1,38
4 1,09 1,17 1,25
5 0,81 1,07 1,14
6 0,75 0,97 1,03
7 0,37 0,87 0,94
8 0,35 0,79 0,86
9 0,31 0,70 0,77
10 0,18 0,61 0,68
11 0,10 0,51 0,59

Meétodo de extraccion componentes principales (PCA)

Dada la discrepancia entre los procedimientos de identificacion del nimero de
factores a retener encontrada en los métodos anteriores, se compararon diferentes

modelos con la solucion de tres y cuatro factores y se observaron los residuos. En el

4 El analisis de componentes principales (PCA) no es una técnica de AFE adecuada, a pesar de estar muy
extendida como método de extraccion de factores. PCA no diferencia entre factores comunes y factores
Unicos y su objetivo es determinar la combinacién lineal de las variables medidas reteniendo el méaximo de
informacion. Sin embargo, se considera Util a la hora de determinar el nimero de factores que se debe
retener, por lo que a menudo se utiliza como paso previo a la aplicacién de otros métodos de AFE (Abad et
al., 2011; Fabrigar, et al., 1999).
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modelo de tres factores el nUmero de residuos mayores de 0,05 en valor absoluto fue de
23 (41%), un numero muy elevado frente a los 10 (18%) que se encontraron en el modelo
de cuatro factores. Ademas, las comunalidades tras la extraccion fueron mas bajas en el
modelo de tres factores, excepto en la variable L-treonina, que fue baja en ambos modelos
(.26).

En conjunto, la solucion inicial de cuatro factores mostrd6 un mejor ajuste,
explicando un 62,55% de la varianza debida a los factores comunes entre las variables
estudiadas (ver Tabla 9). La contribucion del cuarto factor a la explicacién de la varianza
comun fue de un 7,28%. Siendo un factor menor, no obstante, se consider6 necesaria su
inclusion en el modelo ya que la variable L-ornitina mostré un peso alto en este factor y
al excluirlo cargaba en los otros factores, distorionando el peso de las variables que

realmente pesaban en ellos (ver Wood, Tataryn y Gorsuch, 1996).
3.2.4. Rotacion de los factores

El modelo de AFE no tiene una Unica solucidn, existen infinitas alternativas que
dependeran de la orientacion de los factores en el espacio multidimensional. La solucién
inicial se rotd para seleccionar aquella lo mas parecida posible a la estructura simple
propuesta por Thurstone (1947), de forma que los factores fueran distinguibles y la

solucion mas interpretable.

Se aplicd una rotacion oblicua, oblimin directo (6 = 0), que permite la correlacion
entre los factores. Esta solucion se compard con una rotacion ortogonal mediante el
método varimax normalizado, en el que se asume que los factores no correlacionan y se
busca maximizar la varianza consiguiendo que para cada factor unas variables tengan
pesos altos y otras tengan un peso bajo o igual a cero. La matriz de correlaciones entre
los factores en la rotacion oblicua mostro coeficientes bajos, por debajo de 0,30 en valor
absoluto, por lo que ambas soluciones fueron muy similares. La rotacion ortogonal suele
ser mas clara y sencilla de interpretar, mientras que la solucion oblicua proporciona una
representacion mas precisa y realista sobre como se relacionan los factores (Fabrigar et
al., 1999). Se decidié mantener la solucion ortogonal por ser mas parsimoniosa y no
diferir sustancialmente de la solucion oblicua. Los pesos de las variables en los factores
rotados que fueron mayores de .40 y el porcentaje de varianza comun explicada por cada
uno de ellos se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9. Matriz de pesos factoriales para cada variable en los cuatro factores extraidos
tras rotar la solucién inical mediante el método varimax normalizado. Se muestra la
comunalidad de cada variable, los autovalores y el porcentaje de varianza comun

explicada por cada uno de ellos.

Pesos factoriales

Variables 1 2 3 4 Comunalidad
L-prolina .18 74
L-isoleucina .97 .99
L-leucina .76 .63
L-ornitina .82 .75
L-glutamina .52 .46 49
L-alanina 91 .88
L-treonina 41 26
glicina 42 41 44
L-serina 45 A7
taurina .58 42
L-glutamato .89 .80

Autovalores 3,86 1,60 1,57 1,10
% de varianza 32% 11,90% 11,36% 7,28%
Los pesos < .40 se han excluido

En los cuatro factores extraidos pesaron entre tres y cuatro variables obteniendose
un primer factor (F1), en el que las variables L-isoleucina y L-leucina tuvieron pesos altos
(.97 y .76 respectivamente) y L-glutamina (.52) y L-serina (.45) tuvieron saturaciones
medias. En el Factor 2 (F2) L-alanina es la que tuvo un peso mas alto (.91) sequida de L-
prolina (.78) y L-treonina (.41). En el Factor 3 (F3) la variable de mayor peso fue L-
glutamato (.89), mientras que taurina (.58) y glicina (.42) tuvieron pesos mas bajos.
Finalmente, en el Factor 4 (F4) pesaba principalmente L-ornitina (.82), mientras que L-
glutamina (.46) y glicina (.41) tenian un peso menor y ademas estas variables también
tuvieron pesos medios en el Factor 1y el Factor 3 respectivamente, por lo que habia cierto
solapamiento entre los factores (ver Figura 19).
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Figura 19. Grafico de factores en el espacio de factores rotados, a la izquierda, y representacion de la
estructura factorial obtenida, a la derecha, incluyendo la proporcion de varianza comudn explicada por cada
factor. Se observa que el modelo se acercaba a la solucion simple, con un factor independiente (Factor 2),

mientras que el resto de factores se solapaba parcialmente.

3.2.5. Puntuaciones factoriales

Partiendo de la matriz de pesos de ponderacion de las variables, se calcul6 la
puntuacién factorial de cada rata en cada una de las cuatro dimensiones. Se utiliz6 el
método de regresion, que es el mas recomendable ya que maximiza el coeficiente de
validez. En este método cada variable es predictora, los factores son las variables criterio
y se buscan los pesos que minimizan los errores de prediccién a través de los individuos.
Este metodo permitio establecer el grado de indeterminacion factorial calculando la
desviacion tipica de las puntuaciones factoriales. La desviacion tipica de las puntuaciones
calculadas con este método coincide con el coeficiente de validez méxima. Los valores
obtenidos estuvieron por encima de 0,7 en los cuatro factores, por lo que las estimaciones

no estaban afectadas por un error importante.

Las puntuaciones correspondientes a las cuatro dimensiones se sometieron a un
ADE para comprobar el cumplimiento de los supuestos para la aplicacion de técnicas
multivariadas que permitieran las comparaciones en funcion de la edad, el sexo y el

tratamiento con las drogas.
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No se encontraron problemas graves de asimetria y curtosis. Las distribuciones en
las dimensiones se ajustaron a la normal, tanto mediante criterios graficos como
estadisticos. Solo en la variable F2 el estadistico de Kolmogorov-Smirnov fue
significativo (p =.037), con una leve asimetria positiva que se pudo comprobar
mediante el histograma y el diagrama de tallos y hojas. El gréfico de caja y bigotes mostro
que el incumplimiento de la normalidad en esta variable era debido a tres casos atipicos
en la parte alta de la escala, aunque fueron moderados. Todos ellos correspondieron a
ratas macho, dos de ellas con tratamiento de cocaina, una rata joven y una adulta. El
ultimo caso se trataba de un sujeto joven con tratamiento salino. El estadistico de Levene

no fue significativo (p > .05), por lo que se asumi6 homgeneidad de varianzas.

En las relaciones bivariadas las correlaciones fueron proximas a cero entre los
factores, como cabia esperar dado que asi se habia establecido en la rotacion ortogonal.
Los test de Mardia, Henze-Zirkler y Royston condujeron al rechazo de la normalidad

bivariada excepto entre F1y F4, con p > .05 en los tres estadisticos.

No se pudo constatar la normalidad multivariada, la asimetria en el test de Mardia
y los estadisticos Henze-Zirkler y Royston fueron significativos (p < .05), solo se
descartaron problemas de apuntamiento en el test de Mardia (p > .05). Dado que, como
ya se comento, este supuesto condiciona la aplicacion de la mayoria de las técnicas
multivariadas, no fue posible realizar las comparaciones entre las cuatro dimensiones en
funcidn de la edad, el sexo y el grupo de tratamiento mediante un analisis multivariado
de varianza (MANOVA), por lo que se procedio analizar la varianza univariada mediante
sucesivos ANOVAs.

3.3. Analisis de Varianza (ANOVA)

Las puntuaciones factoriales calculadas anteriormente en cada una de las cuatro
dimensiones identificadas (F1, F2, F3 'y F4) se introdujeron como variables dependientes
en sucesivos ANOVAs mediante un disefio factorial univariado de efectos fijos
completamente aleatorizados con tres factores, sexo, edad (joven y adulto) y tratamiento,
este Ultimo con cuatro niveles que correspondian a los grupos salino, alcohol, cocaina y

alcohol + cocaina.
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3.3.1. ANOVA Factor 1

En el ANOVA de F1 se encontraron diferencias significativas por sexo
[F(1,73) = 26,31; p <.001; 13 = 27; 1 — B = .99], edad [F(1,73) =14,14; p <
.001; n3 = .16; 1 — B = .96], tratamiento [F(3,73) = 9,28; p <.001; n = .28; 1 —
B = .99] y en la interaccion doble entre sexo X tratamiento [F(3,73) =3;p<
05 n=111-p= .67] (Ver Tablas 10, 11, 12 y Figura 20). La interaccién doble

entre edad x tratamiento y sexo x edad no fueron significativas, como tampoco lo fue la

interaccion triple entre sexo x edad x tratamiento.

Tabla 10. Media por sexo en

el Factor 1.
Sexo M Tratamiento x Sexo M
Hembra 0,39 ) Hembra 0,02
Salino
Macho -0,40 Macho -1,15
Cocaina Hembra 1,16
Macho -0,04
Alcohol Hembra 0,34
Tabla 11. Media por grupo de Macho -0,33
edad en el Factor 1. CoctAlc Hembra 0,05
Edad M Macho -0,05
Adulto 0,31 1 50
Joven -0,24 Ex0
§ S
(-]
£
507
@
Tabla 12. Media por 3
tratamiento en el Factor 1. _E 00- .
Tratamiento M g
Salino -0,56 o
Cocaina 0,59 3
Alcohol 0 = 100 /
Coc+Alc 0
-1,50+
Sallino Coclal'na A|C(|3|h0| cg.;l+A|.;
TRATAMIENTO

Figura 20. Interaccion Sexo x Tratamiento en el Factor 1.
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En las comparaciones por pares con la correccion de Bonferroni se estudiaron los
efectos simples en la interaccion sexo y tratamiento. En las hembras hubo diferencias
significativas entre cocaina vs. salino (p <.001), cocaina vs. alcohol (p <.05) y
cocaina vs. alcohol + cocaina (p = .001). En los machos las diferencias significativas de
observaron entre salino vs. cocaina (p < .05) y entre salino vs. cocaina + alcohol
(p < .05). Salino vs. alcohol tendia a la significacion (p =.057). Entre machos y
hembras hubo diferencias significativas en salino (p < .05), cocaina (p < .05) y en el
grupo alcohol tendia a la significacion (p < .056). Sin diferencias entre machos y

hembras en cocaina + alcohol (Figura 20 y Tabla 13).

3.3.2. ANOVA Factor 2

El ANOVA para F2 arrojé resultados significativos en funcion del tratamiento
[F(3,73) = 3,38; p <.05; n2 =.12; 1 — B = .74]. No hubo efectos principales de
edad, sexo, ni interacciones dobles entre sexo x edad, sexo X tratamiento y edad x
tratamiento. La interaccion triple entre sexo x edad x tratamiento tampoco fue
significativa. En el andlisis post hoc con la prueba de Tukey se encontraron diferencias
significativas entre el grupo salino vs. cocaina + alcohol, en el contraste de medias
[t(85) = 3,23; p < .05]. La media de la puntuacion en esta dimension fue superior en
el grupo salino (M = 0,48 ) frente al grupo cocaina + alcohol (M = —0,41), este Gltimo

grupo puntuaba alto, pero en sentido negativo.

3.3.3. ANOVA Factor 3

En F3 se encontrd un efecto principal de tratamiento [F(3,73) =523, p<
05 n2=.181-p= .91]. En el post hoc con la prueba de Tukey las diferencias
significativas se observaron entre el grupo con administracion de cocaina vs. alcohol
[t(85) = 3,58; p <.001]. Ambos grupos obtuvieron puntuaciones similares, pero en
sentido opuesto; positivo en el grupo de cocaina (M = 0,52) y negativo en el grupo con
alcohol (M = —0,41). En cuanto al factor edad, tendia a la significacion [F(1,73) =
3,93; p = .05; T];Za =.051-8= .50]. En las ratas adultas se obtuvo unamediade M =
—0,20 y en las jovenes de M = 0,16. No se encontraron diferencias significativas en

funcién del sexo y tampoco hubo interacciones dobles o triples.
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3.3.4. ANOVA Factor 4

Las comparaciones en F4 mostraron que habia diferencias significativas en
funcion de sexo [F(1,73) = 16,21; p < .001; n2 =.18; 1 — f = .98],con M = —0,34
en las hembras y M =0,35 en los machos, y en funcién de tratamiento
[F(1,73) = 5,81; p <.05; n2 =.19;1 — B = .94]. La prueba de Tukey mostro que las
diferencias se encontraban entre el grupo salino vs. alcohol [t(85) = 3,47; p = .001],
M = —0,50 en el grupo salinoy M = 0,37 en la condicion alcohol; y entre salino vs.
alcohol + cocaina [t(85) = 2,90; p < .05], M = 0,24 en el grupo alcohol + cocaina. Sin

efecto principal de edad ni interacciones significativas.

3.4. Post-test de autoadministracion de alcohol y cocaina

Aunque los datos objeto de andlisis pertenecen a un estudio donde la
administracion de las drogas se realizé de forma pasiva, a la realizacion de este TFM se
cuenta ya con datos de conducta de autoadministracion pertenecientes a la segunda etapa
de esta amplia investigacion. Como se expuso al inicio de este trabajo, se considero
conveniente evaluar si la conducta de las ratas en el procedimiento de autoadministracién
apoya la cantidad y distribucion de las dosis que se administraron a las ratas de forma
pasiva. Brevemente, hay que indicar que para su obtencion se implemento un programa
de razon fija 1 (RF1) especifico para las cajas de condicionamiento operante, que
suministraba por cada presion de la palanca activa una infusion de cocaina, cocaina +
alcohol o solucion salina, hasta un maximo de 15 infusiones por sesion, mientras que la

presion de la palanca alternativa no tenia ningun efecto.
Como se puede observar en la Figura 21:

- Tanto para el grupo de cocaina como para el de cocaina + alcohol el nimero de
respuestas se acerca al nimero maximo de 15 presiones de palanca en los primeros
dias de tratamiento.

- Hay un nimero de respuestas comparable entre los sujetos del grupo cocaina con
los del grupo cocaina + alcohol.

- Alcanzando el maximo de 15 presiones de palanca cada rata obtenia 15 mg/ kg-
p.v. de cocaina y/o 2 g/kg-p.v. de alcohol, que son las mismas dosis que las
empleadas en el protocolo de administracion pasiva, el cual ha sido objeto de este

estudio.
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Figura 21. Promedio (+ SD) de respuestas validas (presiones de la palanca operativa) durante los 17
primeros dias de autoadministracién (3 dias de adaptacion + 14 dias). Se implementd un programa RF1,
que suministraba una infusion de cocaina, alcohol + cocaina o solucion salina por cada pulsacion de la
palanca activa hasta un méximo de 15 infusiones durante 20 segundos, (Salino: n = 14, Cocaina: + Alcohol:

n =16y Cocaina: n = 15).

En este experimento, no se incluyd un grupo de autoadministraciéon de alcohol
porgue, recordemos, la autoadministracion intravenosa puede presentar problemas al no

evitar las propiedades aversivas que el etanol tiene para las ratas (Windisch, et al., 2014).
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4. Discusion

En este trabajo se ha desarrollado un modelo de administracion pasiva de alcohol
y/o cocaina en ratas de laboratorio y se han estudiado los posibles efectos de la
administracion de estas drogas sobre las concentraciones plasmaticas de 11 aminoacidos.
Los aminoacidos son pequefias moléculas que cumplen un papel esencial en vias
metabolicas implicadas en el mantenimiento de los procesos fisioldgicos de un organismo
y de manera muy relevante en la neurotransmision en el SNC, por lo que pueden servir
como biomarcadores de la vulnerabilidad asociada al consumo crénico de alcohol y/o
cocaina en humanos y en modelos animales. Nos propusimos como objetivo encontrar
patrones que dieran cuenta de la variacion conjunta en los niveles de dichos aminoacidos

utilizando como técnica de analisis el Analisis Factorial Exploratorio (AFE).

La exploracion inicial de los datos es un requisito basico para obtener unos buenos
resultados, especialmente en las técnicas multivariadas por la complejidad de los datos
que tratan y por los supuestos que requieren, por lo que deberia ser una parte ineludible
en cualquier andlisis (Arias, 2008, Velleman y Hoaglin, 2012). En el analisis exploratorio
de los datos (ADE) que se ha llevado a cabo en este TFM se han seguido los cinco
principios basicos de esta técnica: inspeccion de los graficos, observacion de los
estadisticos resistentes y de los residuos, reexpresion de los datos e iteracion (Velleman
y Hoaglin, 2012). Asi, se ha podido comprobar la existencia de leves desviaciones en la
forma de las distribuciones y se han localizado los casos atipicos mas relevantes. Solo se
ha procedido a eliminar uno de estos casos, el mas extremo. Los restantes casos atipicos,
situados principalmente en la parte alta de la escala, se han mantenido en los siguientes
analisis dado que en la literatura se han reportado niveles alterados de aminoacidos como
el glutamato, la serina, la taurina, la alanina o la glicina en diferentes trastornos
neuropsiquiatricos que poseen una elevada comorbilidad con la adiccion a las drogas
(Altamura et al, 1995; Mauri et al, 1998; Mitani et al, 2006; Zavala, et al, 2001), aunque

estos estudios difieren en algunas de sus conclusiones.

En el andlisis descriptivo se ha podido comprobar en mayor profundidad las
tendencias presentes en los datos. Se constata que el aminoacido con una concentracion
mayor en el plasma de las ratas es la L-glutamina que, como sabemos, es el aminoacido

mas abundante en el plasma de los mamiferos. Por grupo de edad se observan diferencias
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en L-glutamato, con una concentracion significativamente superior en las ratas jovenes
en relacion con las adultas. El glutamato es el principal aminoacido excitatorio en el SNC,
pudiendo ser utilizado hasta en un 40% de las sinapsis (Coyle y Puttfarcken, 1993).
Sabemos que durante la adolescencia tienen lugar cambios importantes en diferentes
sistemas cerebrales, especialmente los relacionados con la sensibilidad a los estresores y
la modulacion en la percepcion de los estimulos reforzantes (Spear, 2002), por lo que esta
mayor concentracion de L-glutamato podria ser indicativa de una mayor actividad en el

cerebro de las ratas jovenes.

Todos los grupos de administracion (alcohol, cocaina y alcohol + cocaina)
presentan una concentracion significativamente mayor de L-glutamina y L-serina que el
grupo de control salino. Niveles altos de estos aminoacidos se han observado en pacientes
con trastornos psicoéticos, esquizofrenia, epilepsia, mania, paranoia, depresion unipolar o
depresion psicoética (Altamura et al, 1995; Huxtable et al., 1983; Mauri et al, 1998; Zavala,
et al., 2001). Ademas, el grupo con cocaina muestra un nivel significativamente mayor
de L-glutamato, L-isoleucinay L-leucina comparado con el grupo salino. Respecto a estos
dos ultimos aminoacidos, los resultados contrastan con los reportados en estudios clinicos
con pacientes autistas en los que se han encontrado valores disminuidos de isoleucina y
leucina especialmente asociados a la presencia de hiperactividad y convulsiones (Zavala,
et al, 2001).

Tras comprobar que los datos son adecuados para la aplicacion de un AFE ha sido
posible reducir las variables iniciales a un nimero menor de factores capaces de explicar
la varianza compartida entre ellas. Se propone una estructura factorial de cuatro factores.
El principal factor (F1) da cuenta de la mayor parte de la varianza compartida entre las
variables (32%) y en él pesan los aminoacidos L-isoleucina, L-leucina, L-glutaminay L-
serina. Los tres factores restantes son factores menores. El Factor 2 (F2) es el Unico factor
independiente debido a que no se solapa con el resto de los factores. En €l se aglutinan
los aminoacidos L-alanina, L-prolina y L-treonina, explicando el 11,9% de la varianza.
El Factor 3 (F3) tiene aproximadamente la misma importancia que F2, con un 11,36% de
varianza explicada. La variable de mayor peso en este factor es L-glutamato, sin embargo,
también tienen un peso importante taurina y glicina. La taurina y la glicina, se sabe que
actan como neurotransmisores inhibidores y algunas investigaciones apuntan a que
estarian aumentados en pacientes esquizofrénicos y en episodios psicoticos

(Altamura,1995). Finalmente, el Factor 4 (F4) estd mayormente representado por L-
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ornitina mientras que L-glutamina y glicina tienen un peso menor en F4 y también pesan
en F1 y en F3 respectivamente, por lo que hay cierto solapamiento entre los factores,
ofreciendo informacién redundante. EI modelo propuesto explica en total el 62,55% de la
varianza compartida entre las variables (ver Figura 19). En general muestra un buen ajuste
a los datos, aunque no ha sido perfecto y los coeficientes podrian diferir de muestra a
muestra. El nimero de residuos mayores de 0,05 en valor absoluto ha sido de un 18%,
pero el método de extraccion de factores (ULS) no permite concluir si los residuos son
estadisticamente distintos de cero. EI método de maxima verosimilitud (ML) si permite
obtener un contraste estadistico y? del ajuste del modelo. La ausencia de normalidad
multivariada observada en el ADE no aconseja la aplicacion del método ML y ademas el

estadistico y? estd muy influenciado por el tamafio de la muestra (Abad et al, 2011).

En la eleccion del numero de factores, el método PA recomienda la extraccion de
tres factores, y si bien este método se considera el méas preciso (Fabrigar et al. 1999;
Hayton, 2004; Matsunaga, 2010), se ha complementado con el anélisis de los residuos.
Como vimos, el numero de residuos fue menor en la solucion de cuatro factores. Ademas,
se ha sefialado que es menos grave equivocarse por exceso que por defecto (Fabrigar et
al., 1999). Cuando se extraen mas factores alguno podria estar representado por una sola
variable, aunque la estructura correcta tiende a permanecer. Este podria ser el caso de F4
que esté representado principalmente por el aminoécido L-ornitina. Sin embargo, el hecho
de que los aminoacidos L-glutamina y glicina tengan pesos menores en este factor y
ademas saturen con pesos similares en el F1y en F3 respectivamente, podria hacer pensar
en la division de lo que deberia haber sido un Unico factor. No obstante, cuando se
comprobaron los pesos factoriales de estas variables en la solucion de tres factores se
observo que no aumentaban sustancialmente y continuaban siendo redundantes. Serian
necesarios nuevos estudios incluyendo diferentes aminoacidos para determinar con
mayor precision el nimero apropiado de factores a extraer ya que una variable puede ser
indicadora de varios factores latentes en funcion del conjunto de variables adicionales

consideradas en el analisis.

En la solucion inicial de cuatro factores se han obtenido comunalidades altas, por
encima de .40, en todas las variables excepto en L-treonina (.26), lo que podria indicar
una importancia menor de este aminoacido en relacion con las posibles alteraciones
metabdlicas que tendrian lugar durante la administracion crénica de alcohol y/o cocaina.

Al eliminar L-treonina en los andlisis el ajuste del modelo emporaba considerablemente
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por lo que, a pesar de su pequefia contribucién a la explicacion de la variabilidad comin,

consideramos que esta variable debe mantenerse.

En los sucesivos ANOVAs realizados encontramos que los cuatro factores
resultan Gtiles para diferenciar a los sujetos en funcion del tratamiento que recibieron. F1
es el factor mas importante a la hora de describir la relacion entre las variables. En el
ANOVA de este factor, ademas de observarse diferencias significativas debidas al
tratamiento, se encontraron diferencias en funcion de la edad, el sexo de las ratas y una
interaccion significativa entre el sexo y el tratamiento. Por tanto, el efecto principal del
tratamiento esta modulado por el sexo de las ratas y debe ser interpretado teniendo en
cuenta este aspecto. En el grupo de hembras, aquellas que recibieron cocaina presentan
una alteracion que las diferencia significativamente de los demas grupos de
administracion. En los machos los metabolitos que configuran la dimensién F1 parecen
afectados por igual en las condiciones en las que se administrd alcohol, cocaina y alcohol
+ cocaina, sin diferencias entre ellas, pero si respecto al grupo salino. Entre los machos y
las hembras la diferencia maxima se encuentra en la administracion de cocaina, sin que
se aprecien diferencias importantes entre ambos sexos cuando se suministra alcohol o
alcohol + cocaina. Por otra parte, F2 es un factor importante para diferenciar los efectos
de la administracion conjunta de alcohol y cocaina frente al control salino. F3 diferencia
entre la administracion individual de alcohol y cocaina y, ademas, los metabolitos con
saturaciones altas en este factor presentan distinta variabilidad en jovenes y adultos. F4
diferencia entre la de administracion de alcohol solo o en combinacion con cocaina

respecto al grupo salino y, al igual que F1, diferencia por sexo.

En conjunto, los pardmetros del modelo que se ha propuesto pueden ser Utiles para
evaluar las alteraciones metabolicas diferenciales entre la administracion individual o
conjunta de alcohol y cocaina, y es sensible a la edad y el sexo de los sujetos. Los
resultados deberan ser interpretados desde un enfoque bioldgico para conferir significado
a los factores. Estos factores podrian estar relacionados con alteraciones en vias
metabolicas que, de no mantener unos margenes adecuados, darian cuenta de la
vulnerabilidad al consumo de estas drogas y de los trastornos que se observan en la

adiccion (ver Figura 4).

Este estudio también presenta alguna limitacién. Se ha observado un caso
Heywood en la variable L-prolina, con una comunalidad de .99. Este valor impropio es
poco plausible ya que implica que la concentracion en este metabolito se predice
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perfectamente a partir de la puntuacion en los factores. Se considera que puede apuntar a
que la muestra es pequefia. En general una muestra de menos de 100 sujetos se considera
pequefia, como es nuestro caso. Sin embargo, algunos autores recomiendan como minimo
tres sujetos por variable y nosotros contamos con ocho sujetos aproximadamente por
variable. La utilidad de esta regla es relativa y se ha recomendado tener en cuenta otros
aspectos como el tamafio de las comunalidades y el niUmero de variables por factor. Segun
esta aproximacion, en nuestro estudio encontramos comunalidades comprendidas entre
valores bajos y altos y en cada factor pesan entre tres y cuatro variables, lo que requeriria

una muestra minima de 350 sujetos (Mundfrom, Shaw y Ke, 2005).

Por todo ello, seria necesario acumular datos en muestras de mayor tamafio,
ampliar el nmero de variables estudiadas, comparar modelos para cada uno de los grupos
definidos por las variables sexo, edad y grupo de tratamiento, realizar un analisis factorial
confirmatorio (AFC) sobre los modelos propuestos y evaluar su capacidad de prediccion

a través de otras muestras.

Los estudios méas recientes que nuestro equipo ha venido realizando sobre el
modelo de autoadministracion de las drogas pueden contribuir a esclarecer cuales son los
metabolitos que estarian afectados en el consumo conjunto de cocaina y alcohol. Por el
momento es posible afirmar que los resultados conductuales en el procedimiento de

autoadministracion son coherentes con el protocolo utilizado en la administracion pasiva.

En el futuro se espera reunir nuevos datos que nos ayuden a entender mejor los
factores que influyen en el inicio, mantenimiento y recaida en la adiccion al alcohol y la
cocaina desde un enfoque metabolémico. Confiamos que los resultados contribuyan al
desarrollo de pautas para el diagndstico y el tratamiento orientadas a cada personay, por

lo tanto, més eficaces.
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