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RESUMEN.

La Pasta Base de Cocaina (PBC) aparece en nuestro pais en el afio 2002 y se instala
rapidamente generando varios problemas en la salud publica. Esta es una droga
psicoestimulante ilegal, cuyos efectos determinan un perfil clinico caracteristico en sus
consumidores. La fuerte dependencia a la droga es una de las consecuencias
inmediatas luego de su consumo repetido. Se han intentado conocer aquellos factores
gue contribuyan a la aparicion de esa gran dependencia con el fin de determinar
tratamientos y terapias especificas para los pacientes adictos a la PBC.

Se sabe que la via de administracién (inhalacion pulmonar) es un factor determinante
en el efecto estimulante y en el poder adictivo de drogas de abuso; sin embargo, aun
no se habia estudiado desde el punto de vista pre-clinico su incidencia en el caso de
PBC. En estudios previos hemos demostrado que el contenido quimico en cocaina
(principal alcaloide) y cafeina (principal adulterante) en determinadas muestras
incautadas de PBC seria un factor importante que participa en el efecto estimulante
inducido por la droga; aunque su influencia no habia sido estudiada aun utilizando la
via inhalacién pulmonar.

El objetivo del presente trabajo de pasantia se centré en: 1) determinar si la
volatilizacién de diferentes muestras de PBC induce un efecto estimulante, asi como
estudiar la contribucién de la cafeina volatilizada en dicho efecto; 2) caracterizar el
efecto estimulante inducido por cafeina volatilizada; 3) evaluar los cambios
neuroquimicos en el sistema dopaminérgico en el nlicleo accumbens (sistema
particularmente vinculado al efecto estimulante y reforzador de drogas de abuso)
provocado por los diferentes tratamientos volatilizados.

Ratas macho fueron tratadas con PBC 1y 2 (con bajo y alto contenido en cafeina,
respectivamente), cafeina (25, 50 y 75 mg) y combinaciones de PBC 1 con cafeina
agregada (10.5 y 25 mg). La volatilizacién de las drogas fue realizada reproduciendo el
dispositivo casero que usan los consumidores de PBC y en condiciones controladas. El
efecto estimulante fue estudiado a través del registro de la actividad locomotora
horizontal y la exploratoria vertical (“rearings”) utilizando el modelo de campo abierto
y un programa de video seguimiento. Los cambios neuroquimicos fueron evaluados
mediante el uso de cromatografia liquida de alta resolucién con deteccion
electroquimica.

Los resultados mostraron lo siguiente: 1) cafeina volatilizada indujo un efecto
estimulante dosis-dependiente; 2) PBC 2 indujo un efecto estimulante mas potente
que PBC 1; 3) el agregado de cafeina 25 mg potencio el efecto estimulante inducido
por PBC 1 en mayor medida que el agregado de 10.5 mg de cafeina; 4) la combinacién
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de cafeina y PBC 1 indujo un efecto significativamente menor que el producido por
PBC 2; 5) cafeina 50 mg fue el uUnico tratamiento que se asocié con cambios
significativos en el sistema DAérgico en el NAcc.

El presente trabajo demostrd la induccion del efecto estimulante en animales tratados
con PBC volatilizada, evidenciando también por primera vez el efecto estimulante per
se producido por cafeina volatilizada y la capacidad de ésta de potenciar el efecto
producido por PBC volatilizada. A su vez, nuestro modelo comportamental sugiere que
al menos otro factor ademds de la cafeina (la temperatura de volatilizacién de PBC),
podria estar jugando un rol fundamental en la diferente capacidad estimulante
observada. Este trabajo aporta informacidn relevante que demuestra la incidencia de
la via de administracion junto al de la composicion quimica en el efecto farmacoldgico
de PBC.



1. INTRODUCCION.

Pasta Base de Cocaina (PBC) es una droga ilegal de abuso de bajo costo que se
consume en el Uruguay desde el afio 2002. Su rapida instauracion y la alta
dependencia que genera en sus consumidores ha provocado un serio problema de
salud publica en nuestro pais '. La escasa informacién publicada que existia en ese
momento favorecié el inicio de una linea de investigacion que se lleva a cabo en el
Laboratorio de Biologia Celular, inicidndose formalmente en el afio 2007 y que
continda desarrollandose hasta el momento. Dicha linea de trabajo tiene como
objetivo principal conocer los efectos que ejerce la droga en el Sistema Nervioso
Central (SNC) asi como comprender los factores que llevan a la aparicion del perfil
clinico caracteristico de sus consumidores. El presente trabajo de pasantia se
desarrolld en el marco de esta linea de trabajo y fue parte de un proyecto de iniciacién
financiado por la Agencia Nacional de Investigacion e Innovacién 2010-2011.

1.1 Definicion de Pasta Base de Cocaina

PBC es un producto intermediario en el procesamiento requerido para la extraccién
del alcaloide cocaina y su purificacién, hasta la obtencion final de la cocaina en su
forma de clorhidrato (Figura 1). Se obtiene de la maceracién de las hojas del arbusto
Erythroxylon coca con dacido sulfurico u otros productos quimicos alcalinos y solventes
organicos. La mezcla posee un color amarillento o amarronado, semisdlido,
conteniendo cocaina — en su forma de base libre- otros alcaloides de la planta,
residuos de kerosene y acido sulfurico ademas de otras impurezas que forman parte
del procesamiento L2,

Esquema 1 | Proceso para la obtencién de clorhidrato de cocaina

b Pasta base de > Clorhidrato de > Crack o cocaina

Hoja de coca J " .
cocaina cocaina base libre

Via de administracién

Fumable Intra-nasal Fumable

Figura 1. El esquema muestra que PBC constituye un paso previo al clorhidrato de cocaina, a
diferencia del crack que es posterior a este. La via de administracion de la PBC es a través de la
inhalacion pulmonar, de ahi que se clasifica, al igual que el crack, como una cocaina fumable. El
clorhidrato de cocaina se consume principalmente por via intranasal. Tomado de Meikle y
cols., 2009.



Con el consumo crénico de PBC se establece una rapida y fuerte dependencia con la
droga, aparecen alteraciones en algunas funciones cognitivas (atencion, memoria,
razonamiento) y en el ciclo suefio-vigilia. Los consumidores pueden presentar un alto
nivel de impulsividad/agresividad asi como demuestran una rotura de los codigos
sociales. Estas alteraciones establecen un perfil clinico diferencial al observado luego
del consumo crénico de cocaina ™. La incidencia de dos factores, via de administracién
(inhalacién pulmonar) y composicién quimica **, podrian explicar el perfil clinico
diferente entre ambas drogas de abuso. El fumar PBC implica que la droga se absorba y
alcance rapidamente el cerebro *, efecto que en general se asocia al rapido e intenso
efecto adictivo de una droga de abuso. Adicionalmente, dependiendo de los
componentes presentes en su composicidn quimica >¢ la PBC podria promover
distintos niveles de estimulacidon del SNC e incidir en el poder adictivo de la droga. A
pesar de la relacion que poseen ambos factores sobre el comportamiento inducido por
una droga de abuso, hasta el momento no se ha obtenido suficiente informacion que
permita evaluar el grado de incidencia de cada una de ellas en la accidn farmacoldgica
producida por la PBC.

1.2 Antecedentes del grupo de investigacion

Interesados en el estudio de la incidencia de las dos variables mencionadas en el
efecto farmacolégico de la PBC, en primer lugar se estudié el efecto estimulante
inducido por diferentes muestras de PBC y se evalud la participacién de la composicién
guimica en el mismo >® Ppara llevar a cabo este estudio, se realizd un analisis del
contenido quimico de siete muestras de PBC incautadas en Montevideo. Cabe destacar
que las mismas fueron proporcionadas por el Instituto Técnico Forense (ITF) a través
de un mecanismo legal desarrollado por el IIBCE, el ITF y la Junta Nacional de Drogas.

Es sabido que la composicién quimica de las muestras incautadas de PBC puede ser
variable dependiendo de la incautacidn. De acuerdo a lo esperado, el analisis realizado
determiné que cocaina (en su forma de base) fue el principal alcaloide presente en la
PBC, cuyo contenido varié entre un 20y 70 %. Otros componentes del metabolismo de
la planta, tales como ecgonina, trans y cis-cinamoyl cocaina aparecieron en un
porcentaje muy bajo (menos del 4 %) comparado con cocaina ® Esta composicion
coincidié con la descrita para muestras incautadas de PBC provenientes de Peru y
Colombia y analizadas en los respectivos paises ’. Ademads, es conocido que las
muestras de PBC se venden frecuentemente adulteradas. Las razones por las cuales las
drogas ilicitas son adulteradas son variadas. En muchos casos las sustancias adicionales
que contienen las drogas de abuso son agregadas con el Unico fin de aumentar el
volumen de la droga, siendo estas sustancias definidas como adulterantes pasivos. Por
otra parte, las sustancias agregadas pueden cumplir el objetivo de imitar o potenciar
los efectos de la droga de base, por lo que se definen como adulterantes activos 8,



Anfetamina, lidocaina y cafeina son los adulterantes activos mds comuinmente

>3 Sin embargo, en las muestras de PBC

encontrados en drogas ilegales de abuso
estudiadas, cafeina fue la Unica sustancia encontrada como adulterante °. Cabe
destacar que la cafeina tiene la capacidad de ser volatilizada y alcanzar asi
rapidamente el SNC cuando es fumada, contribuyendo a los efectos sobre el SNC
6,10

producido por la PBC

En relacion a los experimentos comportamentales, los resultados indicaron que, luego
de la administracién sistémica intraperitoneal (i.p.), dos de las muestras de PBC
estudiadas indujeron un efecto estimulante diferencial con respecto a Ila
administracion de cocaina en concentraciones equimolares. A través de estos
experimentos, se pudo determinar que cocaina era uno de los principales
componentes responsables de la aparicion del efecto estimulante inducido por las
diferentes muestras de PBC. Sin embargo, a determinadas dosis, la presencia de
cafeina en las muestras de PBC era la responsable de potenciar el efecto estimulante
inducido por PBC en relaciéon al grupo inyectado con cocaina. Es decir que,
dependiendo de la presencia y la cantidad de cafeina, PBC puede generar un efecto
estimulante mas potente.

Por otra parte, el efecto estimulante inducido por las PBC se relaciond con un aumento
en la transmisién dopaminérgica en el Nicleo Accumbens (NAcc) >, efecto que
comparten todas las drogas de abuso y que refleja un aumento en la actividad del

sistema dopaminérgico mesolimbico 723

A partir de esta primera serie de resultados fueron extraidas las siguientes
conclusiones: 1) dependiendo de la composicién quimica de las muestras de PBC se
pueden obtener distintos niveles de estimulacién del SNC; y 2) la adulteracién con
cafeina puede generar una potenciacién del efecto estimulante de la PBC. En relacién a
estas conclusiones surgid la pregunta: éen qué medida estos resultados son
extrapolables a la clinica teniendo en cuenta que la via de administracién ensayada es
diferente a la utilizada por las personas consumidoras de PBC?.

1.3 Vias de administracion y su implicancia en adiccion.

Se ha sugerido que la via de administracidn es un factor relevante que influye en la

biodisponibilidad de la droga, sus efectos reforzadores y el potencial riesgo de su
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abuso . De hecho, esta ampliamente aceptado que cuanto mas rdpido la droga

.. 4
alcanza el cerebro, mayor es su poder adictivo .



La Figura 2 muestra las concentraciones plasmaticas de cocaina que se obtienen luego
de la administracion a voluntarios sanos de dosis equipotentes de cocaina a través de
cuatro diferentes vias de administracion: oral, esnifada, fumada e intravenosa. Luego
de esnifar cocaina, su absorcién por la mucosa nasal o por el tracto digestivo es similar
a la observada luego de su administracion oral, aunque mas lenta que al fumarla o
incluso que al ser administrada por via intravenosa. El pico plasmatico de cocaina se
produce normalmente a los 60 minutos después de su administracion nasal u oral,
mientras que la administraciéon de cocaina fumada o inyectada por via intravenosa

. . 15
produce un pico a los 30 minutos .
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Figura 2. Niveles plasmdticos de cocaina en humanos, luego de su administracién por
diferentes vias a dosis equipotentes. Tomado de Lizasoain y cols., 2002.

Para el caso de PBC aun no hay evidencias reportadas que muestren la
biodisponibilidad de la droga o sus componentes en plasma o en cerebro. Sin embargo,
dado que PBC es definida como una forma fumable de cocaina, los datos de cocaina
fumada de la Figura 2 podrian extrapolarse a lo correspondiente para PBC. Una
caracteristica importante que debe ser sefialada es que la cocaina presente en la PBC
estd en su forma de base, proporcionandole un punto de sublimacion bajo, hecho que
facilita su volatilizacion a bajas temperaturas. Por su parte, la cocaina en su forma de
clorhidrato, posee un punto de volatilizacion muy alto, lo que impide su sublimacién
sin que sea destruida por el calor *°. Esta propiedad hace que la via de administracién
sea considerada uno de los factores fundamentales que explique el poder adictivo de

la PBC.

De hecho, existen datos que demuestran que las vias de administracion fumada e
intravenosa tienen un mayor riesgo de abuso que la via intranasal '*. La razén por la
cual la velocidad con la que las drogas alcanzan el cerebro puede determinar el poder



adictivo de las mismas aun no esta del todo clara. La primera explicacién a este
fendmeno sugiere que las drogas administradas rdpidamente promueven la transicién
a la adiccién gracias a que generan un mayor efecto subjetivo de euforia o placer *°. Sin
embargo, no habria necesariamente una relacion causal entre la capacidad que poseen
las drogas de producir placer y su propiedad adictiva . A medida que se desarrolla la
adiccion, las drogas adquieren mayores niveles de incentivo, mientras que las
sensaciones de placer que experimentan los adictos generalmente no aumentan.
Pareceria, por tanto, que aunque el placer producido por las drogas podria tener un
papel importante en la modulacién en el consumo de la misma, otros factores distintos
a la propiedad de producir euforia por la rdpida administracion de las drogas podria
contribuir a su capacidad para promover la adiccion *.

La segunda explicacion sugiere que las drogas que alcanzan el cerebro mas
rapidamente son mas adictivas debido a que poseen un mayor poder reforzador".
Para niveles equivalentes de cocaina que alcanzan el cerebro (evaluado como niveles
equivalentes de transportadores de dopamina bloqueados), se ha demostrado que
cuando ésta ingresa rapidamente en el sistema (fumado o intravenosa) produce
efectos subjetivos mas fuertes en comparacién a cuando ingresa al sistema por una via

lenta (esnifada) ™.

Por otra parte, estudios realizados por Samaha y Robinson * demostraron que las
diferencias en la velocidad a la que se administra una droga determinan su capacidad
de producir el fendmeno de sensibilizacion comportamental. Este fendmeno
producido por las drogas psicoestimulantes se da como consecuencia de la
administracidon repetida de las drogas, lo que provoca un aumento en el efecto
comportamental cuando el animal es re-expuesto a la droga luego de un periodo de
abstinencia. La sensibilizacién comportamental involucra cambios plasticos y
duraderos en las areas que integran el circuito motivacional, como son la corteza
prefrontal (CPF), el NAcc y el area tegmental ventral (ATV) '8 | os resultados obtenidos
por estos autores indicaron que los procesos neuroadaptativos iniciados por drogas
adictivas eran sensibles a la velocidad a la cual eran administradas. Debido a esto, los
autores postulan que la razén por la cual es importante la velocidad de absorcién de
las drogas en el desarrollo de la adiccidn estaria relacionada con la capacidad de
inducir formas de plasticidad neuro-conductual que contribuyen al uso compulsivo y
excesivo de las drogas .,

1.4 Bases neurales en la accion de drogas de abuso

Las bases neurobiolégicas del efecto reforzador de las drogas de abuso incluyen a las

19,20 S

regiones y sistemas que integran el circuito motivacional o de recompensa e

sabe que el consumo agudo de psicoestimulantes induce la activacion de diversos



centros nerviosos, entre los que destaca el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico
(Figura 3). Este sistema participa en la mediacidn del efecto motivacional y reforzador
de estimulos placenteros tales como la busqueda de alimento o pareja sexual, siendo

19,21
“~. A pesar de que

debido a esto, clave en el efecto reforzador de las drogas de abuso
las drogas adictivas presentan una gran diversidad molecular y actian sobre diversos
receptores y estructuras, existe un factor comun entre ellas, que es que luego de su
administracion aguda, aumentan la transmision dopaminérgica en el NAcc, el cual

juega un papel importante en los efectos reforzadores de las conductas adictivas
12,13,19,21

Contex prefrontal

( Hipocampo

Figura 3. Esquema del sistema motivacional o de recompensa en un corte sagital de cerebro de
rata. El sistema dopaminérgico mesocorticolimbico (linea continua gruesa) se origina en el ATV
y proyecta al nucleo accumbens (NAC), la amigdala extendida (AE) y a la corteza prefrontal.
Tomado de Fernandez-Espejo, 2002.

El sistema dopaminérgico mesocorticolimbico se origina en el ATV y su activacién
durante el consumo agudo de psicoestimulantes induce un incremento en la liberacién

de dopamina (DA) en el NAcc, la amigdala y la CPF 2%,

El ATV contiene entre un 60 y 65 % de neuronas dopaminérgicas y es una de las
principales regiones involucrada en la propiedad reforzadora de las drogas de abuso.
Sus proyecciones liberan DA en las diferentes regiones del circuito mesocorticolimbico

13,1 . . s
319 La liberacién de DA en el

en respuesta a eventos motivacionales relevantes
circuito promueve el inicio de respuestas conductuales adaptativas hacia los eventos
motivacionales, y, al hacerlo, facilita los cambios celulares que establecen asociaciones
aprendidas con el evento ?’. De esta manera, el organismo puede emitir mas
eficazmente una respuesta adaptativa del comportamiento cuando el evento se repite.
Por su parte, la CPF regula la relevancia motivacional general y determina la intensidad

19
de la respuesta conductual ~.



1.5 Mecanismo de accion de cocaina

La cocaina bloquea el transportador de monoaminas en las terminales sinapticas, lo
gue inhibe la recaptacion de DA (Figura 4). Esto resulta en un aumento de la
disponibilidad del neurotransmisor en la hendidura sindptica, aumentando la actividad
dopaminérgica, particularmente en el ATV y en el NAcc, es decir, en las principales

, . e s . . , . 11,12,15,23
areas del sistema dopaminérgico mesocorticolimbico. =~~~ ~>7,
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Figura 4. Mecanismos de accién de la cocaina. La cocaina inhibe la recaptacion de dopamina
uniéndose al transportador de dopamina (DAT) e inhibiendo su actividad, aumentando asi la
disponibilidad de ésta en la hendidura sinaptica y promoviendo su transmision via receptores
DAérgicos.

1.6 Mecanismo de accion de cafeina

La cafeina es un antagonista no selectivo de los receptores de adenosina, cuyo efecto
estimulante es producido al contrarrestar el efecto ténico de la adenosina enddgena
sobre los receptores centrales de adenosina. En particular, la cafeina bloquea los
receptores de adenosina A; y Aja 24 Estos receptores tienen efectos bioquimicos
opuestos: la activaciéon de los receptores A; reducen los niveles de AMP ciclico,

. 25,26
mientras que la de los receptores A,a los aumentan .

La mayoria de los receptores de adenosina A; se encuentran localizados en las
terminales presinapticas de numerosas regiones del cerebro, donde al ser estimulados

por adenosina inhiben la liberacién de varios neurotransmisores, dentro de los que se

27,28

encuentran la DA, el glutamato y la acetilcolina . Se cree que la inhibicién



producida sobre los receptores A; es la responsable de los efectos positivos producidos
por la cafeina sobre la excitacién, la vigilancia y la atencidn .

En contraste con la amplia distribucién de los receptores Ai, la expresiéon de los
receptores A,n en el cerebro estd limitada a regiones muy inervadas por fibras

26,30 .
>~. En el estriado, los receptores

dopaminérgicas, como es el caso del cuerpo estriado
A,n estan altamente expresados post-sindpticamente en una gran poblacidon de
neuronas espinosas medianas. Hay evidencias que indican que la cafeina produce su
efecto estimulante en la actividad motora al actuar sobre estas neuronas del estriado.
En particular, la mayoria de los efectos bioquimicos y comportamentales de la cafeina
se han relacionado con la capacidad de este fdrmaco para reducir la inhibicién ejercida
por la adenosina enddgena en la transmisidon de DA estriatal % Una gran cantidad de
evidencias indican la existencia de una relacion antagdénica compleja entre los
receptores A, de adenosina y los receptores de DA D2, en las neuronas de proyeccién
estriatal. Estudios realizados en preparaciones de membranas del cuerpo estriado
muestran que la activacidon de receptores de adenosina A, reduce la afinidad de los
receptores de DA D2 por sus agonistas 3! Esto nos sugiere que la cafeina estimula la
actividad motora contrarrestando el control inhibitorio que ejercen los receptores de

adenosina A,, sobre los receptores de DA D2 estriatales 2632

Como ya se ha mencionado, ademds de cocaina (base), cafeina estd presente en
muestras de PBC como principal adulterante, siendo la combinacion de cocaina y
cafeina la responsable del mayor efecto estimulante encontrado en algunas muestras
de PBC. La propiedad de ser volatilizadas, permite que tanto cocaina como cafeina,
accedan rdpidamente al cerebro y contribuyan asi a los efectos centrales de la PBC. Sin
embargo, hasta el momento, no se han reportado experimentos pre-clinicos mostrando
el efecto estimulante inducido por muestras incautadas de PBC reproduciendo la via de
administracion que se utiliza en humanos. Tampoco se ha comprobado la participacion
de cafeina volatilizada en el efecto estimulante de PBC.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO.

En base a los antecedentes mencionados y conociendo la relevancia de la via de
administracion en el efecto farmacolégico de una droga de abuso, postulamos como
hipotesis que PBC suministrada por la via inhalatoria pulmonar induce un efecto
estimulante que se potencia por la presencia de cafeina como adulterante. A su vez, el
efecto estimulante se asocia a un aumento en la transmision dopaminérgica en el
NAcc.

3. OBJETIVO GENERAL.

El objetivo de esta pasantia se centrd en: 1) caracterizar el efecto estimulante en
animales sometidos a la inhalacion de diferentes muestras incautadas de PBC; 2)
evaluar la contribucién de la cafeina en dicho efecto; 3) caracterizar el efecto
estimulante producido por diferentes cantidades de cafeina volatilizada; 4) estudiar los
cambios neuroquimicos inducidos por los diferentes tratamientos sobre el sistema
dopaminérgico del NAcc.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

4.1. Caracterizacion del efecto estimulante inducido por cafeina volatilizada y su
relacion con el sistema DAérgico.

4.1.1. Determinar el efecto estimulante inducido por la volatilizacién de diferentes
cantidades de cafeina.

4.1.2. Evaluar los cambios en los niveles tisulares de DA de los animales tratados asi
como también la actividad DAérgica (o recambio DAérgico) en el NAcc.

4.2. Caracterizacion del efecto estimulante de muestras de PBC con diferente
contenido en cocaina y cafeina y su relacion con el sistema DAérgico.

4.2.1. Determinar el efecto estimulante inducido por la volatilizacién de muestras de
PBC incautadas con alto contenido en cocaina, sin adulterante.

4.2.2. Determinar el efecto estimulante inducido por la volatilizacion de muestras de
PBC incautadas con alto contenido en cocaina y adulteradas con cafeina.

4.2.3. Evaluar los cambios en los niveles tisulares de DA de los animales tratados asi
como también la actividad DAérgica (o recambio DAérgico) en el NAcc.
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4.3. Evaluacion de la contribucion de la cafeina en el efecto estimulante producido
por PBC y su relacion con el sistema DAérgico.

4.3.1. Determinar el efecto estimulante inducido por la volatilizacion de muestras de
PBC (sin adulterante) con el agregado de una cantidad conocida de cafeina (PBC +

cafeina).

4.3.2. Evaluar los cambios en los niveles tisulares de DA de los animales tratados asi
como también la actividad DAérgica (o recambio DAérgico) en el NAcc.
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5. MATERIALES Y METODOS.

5.1. Animales

Se utilizaron 50 ratas macho cepa-Wistar de 250-330 gr. del Bioterio de IIBCE los cuales
fueron mantenidos en grupos de a 6 en cajas de pldstico transparentes (50 x 37.5 x 21
cm) a 22 + 2 °C con un ciclo de luz/oscuridad constante (07:00-19:00 h) y con acceso
libre a comida y agua. Todos los experimentos que se llevaron a cabo se encuentran
bajo las normativas de protocolos aprobados por la Comisién de Etica en el Uso de
Animales del IIBCE y bajo la regulacién de la Ley de experimentacién animal N2 18.611.
Los experimentos fueron realizados en el cuarto de experimentacién del Laboratorio
de Biologia Celular con condiciones de luz y temperatura similares a las del Bioterio.

5.2. Drogas y dosis

Se utilizaron dos muestras de PBC de diferentes incautaciones proporcionadas por el
ITF con la autorizacion de la Comisidn de Lucha contra las Toxicomanias y el aval de la
Junta Nacional de Drogas y del Ministerio de Salud Publica. Cafeina fue obtenida de
Sigma-Aldrich.

Tanto las muestras de PBC como la cafeina fueron volatilizadas utilizando un
dispositivo casero similar a aquellos utilizados por los consumidores de PBC (Figura 5).
Las dosis de las diferentes PBC fueron calculadas en base a su contenido en cocaina
base, siendo éstas equiparadas a 50 mg de cocaina (Tabla 1). Esta estrategia nos
permitid estudiar el efecto farmacoldgico inducido por las dos muestras de PBC
volatilizadas, determinando también la relevancia de la cafeina en dicho efecto. La
cafeina fue administrada a tres diferentes dosis (25, 50 y 75 mg), para obtener una
curva dosis-respuesta.

Figura 5. Dispositivos caseros utilizados por los consumidores de PBC (A). Dispositivo utilizado
durante el protocolo para llevar a cabo la volatilizacion de la PBC y la cafeina. Las flechas
sefialan el tubo de metal y jeringa respectivamente (B). Mecanismo mediante el cual se llevd a
cabo la volatilizacién de las diferentes muestras (C).

13



Muestra Cocaina Base (%) Cafeina (%) Mg PBC
PBC1 68.2 1 73.3
PBC 2 66.5 14 75.2

Tabla 1. En base al contenido de cocaina de las muestras de PBC, se calculé la cantidad de PBC
administrada en los tratamientos equiparando la cantidad de cocaina a 50 mg. Se muestra el
contenido de cafeina de cada una de las muestras de PBC. Datos tomados de Lépez y cols.
2011.

5.3. Camara inhalatoria

Para la realizacidon de los experimentos conductuales se disefié una camara inhalatoria
de material acrilico, rectangular de 23 x 15 x 10 cm con una capacidad de 3.331 cm?®
para la exposicidon de los animales a la volatilizacién de las drogas. El disefio de dicha
camara se basé en diferentes trabajos ya publicados adaptados a nuestras condiciones
3334 |a camara posee un orificio de entrada, el cual permite la colocacién de una
jeringa de 60 ml. mediante la cual se inyectd el humo generado por la droga

volatilizada.
5.4. Procedimiento de volatilizacion e inhalacion.

La volatilizacién de la droga se realizé mediante el uso de un tubo de metal; en uno de
sus extremos se colocé la droga a ser quemada, mientras que en el otro se colocé la
jeringa para realizar el vacio necesario para extraer el humo de la volatilizacién (Figura
5-B). El humo generado fue inmediatamente inyectado en la cdmara inhalatoria, con la
previa introduccidn del animal.

Todo el procedimiento se realizé bajo una campana de extraccién de aire. Para
estandarizar la exposicidn de los animales a las diferentes drogas, se utilizd el mismo
volumen de inyeccion, el mismo tiempo de exposicion dentro de la caja y se
volatilizaron cantidades equivalentes de cocaina base (para cada PBC estudiada). Los
animales permanecieron expuestos al humo un maximo de 10 min en la caja. Se realizd
una curva dosis repuesta para cafeina volatilizada utilizando las mismas condiciones
descritas para la volatilizaciéon de PBC. El grupo control se dejé por 10 min libre de
humo en el interior de la caja. Inmediatamente después, se colocd el animal en la caja
de comportamiento para evaluar el efecto estimulante inducido por los tratamientos
mediante el registro de su actividad locomotora (Figura 6).
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Figura 6. Los experimentos fueron realizados bajo campana, indicada por flecha negra (A). Los
animales fueron colocados dentro de una cadmara inhalatoria, indicada por flecha blanca (A, B),
donde fueron expuestos en forma aguda a dos muestras de PBC y a diversas dosis de cafeina
volatilizadas. Luego de la exposicién al humo de la droga (C), los animales fueron colocados
inmediatamente en el modelo “open field” (D) asociado al software Ethovision XT7 (Noldus),
mediante el cual se cuantificé automdaticamente la actividad locomotora del animal.

5.5. Modelo Comportamental

El estudio del efecto estimulante se realizd mediante la evaluacién de la actividad
locomotora horizontal y la actividad exploratoria vertical (niUmero de “rearings”) de
los animales inmediatamente después de la volatilizacion de las distintas drogas a
estudiar. Se utilizé el modelo de campo abierto u “open field” (OF) (Figura 6-D), el cual
consiste en una caja cuadrada (60 x 60 cm) con paredes de acrilico rojas de 40 cm de
alto. Los experimentos fueron filmados mediante una cdmara asociada a un software
Ethovision XT 7 de video-seguimiento el cual permite cuantificar parametros tales
como la distancia recorrida (m), velocidad del movimiento (m/s), tiempo de
permanencia en distintas zonas del OF (centro, periferia, esquinas) asi como el patrdén
locomotor de los animales. Para simplificar la presentaciéon de los resultados, se
priorizaron los pardmetros de distancia recorrida y el nimero de “rearings” para
mostrar los cambios en el efecto comportamental inducido por las drogas a estudiar.

5.6. Sacrificio de los animales para el andlisis de los niveles tisulares de dopamina y
metabolitos

Una vez finalizados los experimentos comportamentales, los animales fueron
sacrificados por decapitacién para la extraccién de los cerebros y la disecciéon de los
NAcc. Se evaluaron los cambios neuroquimicos inducidos por los diversos tratamientos
sobre el sistema dopaminérgico en el NAcc. Los niveles tisulares de DA y su principal
metabolito, acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), fueron cuantificados mediante la
técnica de cromatografia liquida de alta resoluciéon con deteccidon electroquimica
(HPLC-DE; Figura 7). Para ello, las muestras de tejido fueron pesadas y posteriormente
sonicadas en un volumen de acido percldérico 0.1 M de acuerdo al peso de la muestra
(600 ul aproximadamente). EIl homogenato fue centrifugado a 15.000 x g durante 15
min a 42C. El sobrenadante fue inyectado en el HPLC-DE.
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A través de la cuantificacion del DOPAC se calculé el recambio DAérgico (DOPAC/DA)
como una medida de la actividad DAérgica en el NAcc. La evaluacion de dichos
cambios permitié confirmar la influencia de los tratamientos volatilizados a nivel
neuroquimico.

Figura 7. Equipo de HPLC-DE utilizado para la cuantificacién de los niveles tisulares de DA y
DOPAC

5.7. Andlisis Estadistico
El analisis estadistico de los datos se realizé mediante métodos paramétricos ANOVA

seguido de test de comparacion multiple de Newman Keuls o mediante el test t de
Student, segun el caso. El nivel de significacion sera de p < 0.05.
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6. RESULTADOS.

6.1. Caracterizacion del efecto estimulante inducido por cafeina volatilizada y su
relacion con el sistema DAérgico.

Efecto estimulante inducido por la volatilizacion de diferentes cantidades de cafeina.

Se realizd una curva dosis-respuesta con diferentes cantidades de cafeina volatilizada
para caracterizar su efecto sobre la actividad locomotora en 30 min. En la Figura 8 se
observa que la cafeina indujo un efecto estimulante dosis-dependiente con una
distribucién en forma de U invertida, siendo cafeina 50 mg la dosis que produjo el
mayor efecto estimulante. Cafeina 50 y 75 mg indujeron un aumento significativo en la
actividad locomotora tanto en relacion con los controles (p<0.001 y p<0.01,
respectivamente) como con los tratados con cafeina 25 mg (p<0.01 y p<0.05). Por otro
lado, cafeina 25 mg produjo un aumento no significativo en la distancia recorrida con
respecto a los controles.
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Figura 8. Efecto dosis respuesta sobre la actividad locomotora inducido por cafeina en funcion
del tiempo (A) y la comparacién entre las dosis en los 30 min de registro (B). Media + EEM.
ANOVA de una via, seguido de Newman-Keuls. *= vs grupo control; += vs cafeina 25 mg. ***=
p<0.001; ** ++=p<0.01; += p<0.05. N=5-7.

Simultdaneamente al registro de la actividad locomotora, se cuantificd, durante los
primeros 15 minutos en el OF, el nimero de “rearings” realizados (exploracidon
vertical). Dicho pardametro, al igual que la distancia recorrida (exploracién horizontal),
permite aportar informacion complementaria sobre el efecto estimulante producido
por las drogas.
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Como se aprecia en la Figura 9, los animales tratados con cafeina 50 y 75 mg realizaron
un numero significativamente mayor de “rearings” con respecto al grupo control
(p<0.01 y p<0.05, respectivamente).
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Figura 9. Efecto dosis respuesta sobre el nimero de “rearings” inducido por cafeina en funcion
del tiempo (A). Comparacion entre dosis en los 15 min de registro. (B). Media + EEM. ANOVA
de una via, seguido de Newman-Keuls. *=vs grupo control. **= p<0.01; *= p<0.05. N=5-7.

Niveles tisulares de DA y sus metabolitos en el NAcc de los animales tratados.

Cafeina 50 mg fue la Unica dosis que indujo un aumento significativo en los niveles
tisulares de DA en el NAcc en comparacién con el grupo control. Si bien el efecto fue
mayor que con la dosis de 25 mg, resultd significativamente mayor a la dosis de
cafeina 75 mg (p<0.05; Figura 10A). Por su parte, dicho aumento se correspondié con
un valor de recambio dopaminérgico (DOPAC/DA) significativamente menor con
respecto al valor control (p<0.05; Figura 10B). Tanto la dosis de 25 mg como la de 75
mg de cafeina tendieron a disminuir dicho pardmetro con respecto al control.
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Figura 10. Niveles tisulares (ng/gr tejido) de DA (A) y el recambio (DOPAC/DA; B) en el NAcc de
animales expuestos a cafeina (25, 50 y 75 mg) volatilizada y evaluados 30 min después de la
exposicion a la droga. Media + EEM. ANOVA de una via, seguido de Newman-Keuls. *= vs
grupo control; +=vs cafeina 75 mg. *, += p<0.05. N=5-6.
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6.2. Caracterizacion del efecto estimulante de muestras de PBC con diferente
contenido en cocaina y cafeina y su relacion con el sistema DAérgico.

Efecto estimulante inducido por la volatilizacion de una muestra de PBC incautada con
alto contenido en cocaina, sin adulterante.

Como se observa en la Figura 11, no hubo diferencias significativas entre la distancia
recorrida por el grupo tratado con PBC 1 y el grupo control. Sin embargo, cuando se
analizd la actividad locomotora total, se observd que la muestra de PBC tendid a
aumentar dicho parametro, aunque no resulté en un efecto estadisticamente
significativo (p=0.0506).
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Figura 11. Actividad locomotora de animales tratados con PBC 1 volatilizada expresada en

intervalos de 5 min (A) y en los 30 min totales de registro (B). Media + EEM. Student t-Test.
N=6-7.

La figura 12 muestra el nimero de “rearings” realizado por los animales tratados
durante los primeros 15 minutos en el OF. Al igual que en la distancia recorrida, el
numero de “rearings” realizado por los animales tratados con PBC 1 tendié a aumentar
en comparacion con el grupo control, sin alcanzar la significancia estadistica.
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Figura 12. Numero de “rearings” realizados por animales tratados con PBC 1 volatilizada
expresado en intervalos de 5 min (A) y en los 15 min totales de registro (B). Media + EEM.
Student t-Test. N=6-7.

Niveles tisulares de DA y sus metabolitos en el NAcc de los animales tratados con PBCL.

Los animales expuestos a PBC 1 mostraron valores similares a los controles tanto en
los niveles de DA como de recambio dopaminérgico (Figura 13).
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Figura 13. Niveles tisulares (ng/gr tejido) de DA (A) y el recambio (DOPAC/DA; B) en el NAcc de
animales expuestos a PBC 1 volatilizada y evaluados 30 min después de la exposicién a la
droga. Media £ EEM. Student t-Test. N= 6.

Efecto estimulante inducido por la volatilizacion de una muestra de PBC incautada con
alto contenido en cocaina y adulterada con cafeina.

Las Figuras 14 y 15 muestran los resultados de la actividad locomotora de los animales
expuestos a PBC 2 volatilizada. El analisis estadistico reveldé que la administracién de
PBC 2 volatilizada aumenté significativamente tanto la actividad locomotora de los
animales (p<0.001, Figura 14) como el numero de “rearings” realizados (p<0.001,
Figura 15) comparado con el grupo control.
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Figura 14. Actividad locomotora de animales tratados con PBC 2 volatilizada expresada en
intervalos de 5 min (A) y en los 30 min totales de registro (B). Media + EEM. Student t-Test. *=
vs grupo control. ***= p<0.001. N=6-7.
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Figura 15. Numero de “rearings” realizados por animales tratados con PBC 2 volatilizada

expresado en intervalos de 5 min (A) y en los 15 min totales de registro (B). Media + EEM.
Student t-Test. *= vs grupo control. ***=p<0.001. N=6-7.

Niveles tisulares de DA y sus metabolitos en el NAcc de los animales tratados con PBC2.
Se observd una tendencia al aumento en los niveles de DA y una disminucién en el

valor de recambio dopaminérgico en los NAcc obtenidos de animales tratados con PBC
2 con respecto al grupo control (Figura 16).
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Figura 16. Niveles tisulares (ng/gr tejido) de DA (A) y el recambio (DOPAC/DA; B) en el NAcc de
animales expuestos a PBC 2 volatilizada y evaluados 30 min después de la exposicidn a la
droga. Media £ EEM. Student t-Test. N= 6.

6.3. Evaluacion de la contribucion de la cafeina en el efecto estimulante producido
por PBC y su relacion con el sistema DAérgico.

Efecto estimulante inducido por la volatilizacion de PBC 1 con el agregado de
cantidades conocidas de cafeina (PBC 1 + cafeina 25 mg).

En la Figura 17 se muestra la actividad locomotora de animales tratados con PBC 1y
PBC 1 + cafeina 25 mg. Aquellos animales tratados con PBC 1 + cafeina 25 mg
mostraron una actividad locomotora significativamente superior a los controles
(p<0.01) y a aquellos tratados Unicamente con PBC 1 (p<0.05), evidenciando una
potenciacion por parte de la cafeina del efecto estimulante inducido por PBC 1.
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Figura 17. Efecto dosis respuesta sobre la actividad locomotora inducido por PBC 1 y la
combinacion de PBC 1 con 25 mg de cafeina en funcién del tiempo (A). Comparacién entre
tratamientos en los 30 min de registro. (B). Media + EEM. ANOVA de una via, seguido de
Newman-Keuls. *=vs grupo control; += vs PBC 1. **=p < 0.01; += p < 0.05. N=5-7.
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En la Figura 18 se puede observar que los animales tratados con PBC 1 + cafeina 25 mg
realizaron un numero de “rearings” significativamente mayor al realizado por los
animales controles (p<0.05). A diferencia de lo observado en el andlisis de la distancia
recorrida, no se observaron diferencias significativas entre los animales tratados con
PBC 1y aquellos tratados con PBC 1 + cafeina 25 mg.
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Figura 18. Efecto dosis respuesta sobre el niumero de “rearings” inducido por PBC 1 y la
combinacion de PBC 1 con 25 mg de cafeina en funcién del tiempo (A). Comparacién entre
tratamientos en los 15 min de registro. (B). Media + EEM. ANOVA de una via, seguido de

Newman-Keuls. *=vs grupo control. *= p < 0.05. N=5-7.

Niveles tisulares de DA y sus metabolitos en el NAcc de los animales tratados.

Como se observa en la Figura 19, no hubo diferencias significativas entre los niveles
tisulares de DA de los animales controles y aquellos tratados con PBC 1 y la
combinacién de PBC 1 y cafeina 25 mg. Del mismo modo, tampoco se observaron
diferencias significativas en el valor de recambio dopaminérgico (DOPAC/DA) entre los

diferentes tratamientos.
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Figura 19. Niveles tisulares (ng/gr tejido) de DA (A) y el recambio (DOPAC/DA; B) en el NAcc de
animales expuestos a PBC 1 y PBC 1 + cafeina 25 mg y evaluados 30 min después de la
exposicién a la droga. Media £ EEM. ANOVA de una via, seguido de Newman-Keuls. N= 6.
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Efecto estimulante inducido por la volatilizacion de PBC 1 con el agregado de la
proporcion de cafeina encontrada en la PBC 2 (PBC 1 + cafeina 10.5 mg).

En base a los resultados obtenidos en el item anterior, pudimos observar que a pesar
de que cafeina fue capaz de potenciar el efecto estimulante producido por PBC 1
(actividad de PBC 1 vs. PBC 1 + cafeina 25 mg), el efecto fue menor al observado en los
animales tratados con PBC 2, aun cuando dicha muestra presenta un contenido de
cafeina de 10.5 mg °. Para profundizar el estudio de dicho resultado, nos planteamos
comparar el efecto estimulante inducido por PBC 2 y la combinacién de PBC 1 (que no
contiene cafeina) y cafeina a la dosis de 10.5 mg.

En la Figura 20 se muestra la actividad locomotora de animales tratados con PBC 1 +
cafeina 10.5 mg en comparacién con la inducida por PBC 2. Los resultados
demostraron que el tratamiento con PBC 1 + cafeina 10.5 mg no indujo un aumento en
la actividad locomotora con respecto a los animales controles. La actividad locomotora
inducida por PBC 2 fue significativamente mayor a la observada en los animales
tratados con la combinacién de PBC 1 + cafeina 10.5 (p<0.001).
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Figura 20. Efecto dosis respuesta sobre la actividad locomotora inducido por PBC 1 + cafeina
10.5 mg y PBC 2 en funcién del tiempo (A). Comparacidn entre tratamientos en los 30 min de
registro (B). Media + EEM. ANOVA de una via, seguido de Newman-Keuls. *= vs grupo control;
+=vs PBC 1 + cafeina 10.5 mg. ***, ++4+= p < 0.001. N=6-7.

Como se observa en la Figura 21, la cafeina a una dosis de 10.5 mg fue capaz de
potenciar el efecto producido solo por PBC 1 induciendo un nimero de “rearings”
significativamente mayor que el realizado por los animales controles (p<0.05). A pesar
de la potenciacidn observada, estos animales no alcanzaron los niveles de estimulacion
observado por los tratados con PBC 2, los cuales realizaron un nimero de “rearings”
significativamente mayor tanto en relacién a PBC 1 + cafeina 10.5 mg como con
respecto al control (p<0.01).
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Figura 21. Efecto dosis respuesta sobre el nimero de “rearings” inducido por PBC 1 + cafeina
10.5 mg y PBC 2 en funcién del tiempo (A). Comparacidn entre tratamientos en los 15 min de
registro. (B). Media + EEM. ANOVA de una via, seguido de Newman-Keuls. *= vs grupo control;
+=vs PBC 1 + cafeina 10.5 mg. ***=p<0.001; ++= p<0.01; *= p<0.05. N=6-7.

Niveles tisulares de DA y sus metabolitos en el NAcc de los animales tratados.

La Figura 22 muestra que no se encontraron cambios significativos en los niveles
tisulares de DA entre los animales tratados con la combinacion de PBC 1 + cafeina 10.5
mg, la muestra PBC 2 y el grupo control. A pesar de ello, se observd una tendencia al
aumento en los niveles de DA Unicamente en los animales tratados con PBC 2, asi
como habia sido determinado en experimentos anteriores (Figura 16). Del mismo
modo, tampoco se observaron diferencias significativas en el valor de recambio
dopaminérgico (DOPAC/DA) entre los diferentes tratamientos, aunque si se observo
una tendencia a la disminucién en dicho pardmetro entre los animales tratados y el

grupo control.
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Figura 22. Niveles tisulares (ng/gr tejido) de DA (A) y el recambio (DOPAC/DA; B) en el NAcc de
animales expuestos a PBC 1 + cafeina 10.5 mg y PBC 2 evaluados 30 min. después de la
exposicion a la droga. Media + EEM. ANOVA de una via, seguido de Newman-Keuls. N= 6-7.

25



7. DISCUSION.

Durante el desarrollo de esta pasantia se caracterizé el efecto estimulante producido
por 2 muestras de PBC provenientes de distintas incautaciones realizadas en el
Uruguay bajo la via de administracién inhalatoria, asi como el efecto estimulante per
se de cafeina. Ademas, se evalud la contribucion de la cafeina en el efecto estimulante
inducido por PBC. Los efectos comportamentales fueron asociados con cambios
neuroquimicos en el sistema DAérgico del NAcc.

7.1. Caracterizacion del efecto estimulante inducido por cafeina volatilizada y su
relacion con el sistema Daérgico.

Los resultados obtenidos en esta serie de experimentos demostraron por primera vez
el efecto estimulante inducido por cafeina volatilizada, al evaluar la actividad
locomotora de los animales. Hasta nuestro conocimiento, no hay reportes en la
literatura que hayan demostrado dicho efecto en animales a través del uso de la
volatilizacién como via de administracién. El efecto demostré un perfil dosis-
dependiente con una distribucién en forma de U invertida, el cual concuerda con datos
publicados en la literatura mostrando que cafeina genera un perfil similar luego de su
administraciéon aguda i.p. Lo reportado muestra que cafeina produce un efecto
estimulante luego de su inyeccidn a dosis entre 10 y 30 mg/kg, mientras que dosis de 3

28353 |legando incluso la dosis de 100 mg/kg a tener

26,37

y 100 mg/kg son inefectivas
efectos depresivos sobre la locomocién . Basdndonos en este perfil de accidon y en
el mecanismo de accién descrito previamente para cafeina, el efecto estimulante
observado en nuestros resultados podria explicarse por el bloqueo preferencial de los

. 26
receptores de adenosina Ays *.

Nuestros resultados muestran que la dosis de 75 mg indujo un efecto estimulante,
aungue fue menor que el inducido por la dosis de 50 mg. De acuerdo a lo reportado en
la literatura (via i.p.), es posible que mayores dosis de cafeina volatilizada generen una
disminucidon mas que un aumento en el efecto estimulante. Se ha demostrado que los
mecanismos por los cuales dosis altas de cafeina inhiben la locomocion son
independientes del bloqueo de los receptores de adenosina A; y Aja . Seran
necesarios estudios adicionales para esclarecer los mecanismos involucrados en este
proceso; se sabe que altas dosis de cafeina son capaces de producir, entre otras cosas,
la inhibicidn de fosfodiesterasas y la liberacion de calcio intracelular 2

Los datos neuroquimicos obtenidos revelaron un patrén similar al descrito en la
literatura %, indicando que la dosis de cafeina que generé un mayor efecto
estimulante indujo un aumento en los niveles de DA en el NAcc, indicando un posible
aumento en la transmision DAérgica. A su vez, nuestros datos demostraron que el
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aumento significativo de los niveles tisulares de DA inducido por la dosis de 50 mg de
cafeina se acompand de una disminucién en el recambio DAérgico, el cual reflejaria
una alteracion en el metabolismo DAérgico, lo cual apoya la hipdtesis de un aumento
en la transmision DAérgica. En relacion a un posible mecanismo que explique los
resultados obtenidos, Solinas y colaboradores *® demostraron que el aumento en los
niveles extracelulares de DA en el NAcc (medidos por microdialisis) se debe a la accidn
de la cafeina sobre los receptores A;, dado que dicho efecto se reprodujo con
antagonistas de los receptores A; y no por antagonistas A,a. Ademds, por su
localizacién pre-sindptica, los receptores Al participarian en la modulacion de la
liberacién de DA. Asi, aunque actualmente se piense que el bloqueo de los receptores
de adenosina A,x es el mecanismo responsable del efecto estimulante producido por
cafeina, el bloqueo de los receptores de adenosina A; puede también jugar un papel
relevante en dicho efecto.

Si bien no poseemos un correlato de la cantidad exacta de cafeina que fue inhalada
por lo animales, el efecto inducido por la droga tuvo una repercusiéon a nivel
comportamental y neuroquimico. Resulta imprescindible realizar un analisis
bioquimico para determinar el nivel plasmatico de cafeina en el plasma de los animales
tratados, de forma tal de conocer con mayor exactitud la cantidad de cafeina
absorbida por los animales, validando asi ain mas el modelo utilizado.

7.2. Caracterizacion del efecto estimulante de muestras de PBC con diferente
contenido en cocaina y cafeina y su relacion con el sistema DAérgico.

Se realizd la caracterizacion del efecto estimulante de dos muestras de PBC con
similares concentraciones de cocaina base, pero con diferente composicién de cafeina.
PBC 1 contenia bajas concentraciones de cafeina (1%), mientras que PBC 2 presentaba
concentraciones altas (14%).

Los resultados que obtuvimos de los animales tratados con PBC 1 muestran que, a la
dosis ensayada, no fue capaz de inducir un efecto estimulante al ser inhalado. Los
animales no evidenciaron un aumento significativo ni en la distancia recorrida ni en
nimero de “rearings” con respecto a los animales controles, al igual que tampoco
mostraron diferencias en los niveles neuroquimicos analizados. Este resultado indica,
en principio, que el contenido en cocaina de la muestra no fue suficiente para inducir
el efecto estimulante. Aunque no se pueden comparar las dosis ensayadas, estos datos
no concuerdan con nuestros datos previos, en los cuales la administracion i.p. de la
misma muestra de PBC si fue capaz de producir un efecto estimulante significativo en
relacién al control °.
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En contraste, PBC 2 fue capaz de inducir un efecto estimulante, aumentando tanto la
distancia recorrida como el nimero de “rearings” de aquellos animales tratados. Dicho
efecto comportamental parece corresponderse con la cantidad de cocaina y cafeina
presentes en dicha muestra en comparacion con PBC 1. A pesar de ello, el efecto
comportamental no se vio acompanado de cambios significativos en los niveles
neuroquimicos analizados. Cabe destacar que los cambios neuroquimicos observados
en los animales tratados con PBC 2 fueron menores que aquellos observados en los
animales tratados con cafeina 50 mg, a pesar de mostrar un efecto estimulante muy
similar. Estos resultados sugieren que dicha diferencia podria deberse a una diferente
cinética en el mecanismo de accion de cocaina y cafeina, haciendo que el cambio
neuroquimico producido por la droga no se manifieste totalmente mediante este
protocolo experimental.

7.3. Evaluacion de la contribucion de la cafeina en el efecto estimulante producido
por PBC.

El efecto estimulante observado en los animales tratados con la co-administracién de
PBC 1 y cafeina 25 mg, confirmd que la presencia de cafeina contribuye en la aparicién
del efecto estimulante inducido por PBC. Cabe destacar que el efecto comportamental
de PBC 1 + cafeina 25 mg fue menor al inducido por la volatilizacion de PBC 2 (muestra
que posee 10.5 mg de cafeina). AUn mas, la combinacion de PBC 1 y cafeina 10.5 mg,
produjo un efecto significativamente menor al inducido por PBC 2, a pesar de contener
las mismas concentraciones en cocaina y cafeina. Este resultado sugiere que cafeina no
seria la Unica responsable de las diferencias observadas en el efecto estimulante
inducido por ambas muestras de PBC. Otros factores podrian explicar estos resultados.
Por ejemplo, diferencias en los puntos de volatilizacion de ambas muestras de PBC
podrian explicar los efectos comportamentales obtenidos. De acuerdo a esta hipdtesis,
PBC 2 se volatilizaria a menor temperatura, hecho que garantiza la preservacidn de sus
principales componentes (cocaina y cafeina) y por lo tanto su mayor acceso al cerebro.
Altas temperaturas podrian deteriorar cualquiera de los dos componentes
disminuyendo su cantidad y accesibilidad al cerebro. Por lo tanto, resulta
imprescindible realizar un analisis bioquimico de los niveles de cocaina y cafeina en
plasma, el cual permitiria determinar exactamente las concentraciones de ambas
sustancias inhaladas por los animales tratados, y determinar asi la existencia o no, de
diferencias en la volatilizacién de las distintas PBC.
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Pese a observarse diferencias significativas en los efectos comportamentales, éstas no
se vieron reflejada en los niveles tisulares de DA y DOPAC de aquellos animales
tratados con PBC 1 + cafeina 10.5 mg y los tratados con PBC 2. Estudios de microdialisis
intracerebral in vivo nos permitirian tener un mejor correlato neuroquimico del efecto
comportamental, permitiéndonos observar las posibles diferencias neuroquimicas
inducidas por los distintos tratamientos.
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8. CONCLUSIONES.

La estrategia experimental utilizada confirmé parcialmente la hipétesis de trabajo
dado que, Unicamente la volatilizacién de PBC 2 demostrd generar un efecto
estimulante significativo en los animales tratados. Por otra parte, se demostrd que
cafeina contribuyé al efecto estimulante de PBC, dado que su presencia potencid el
efecto estimulante inducido por PBC 1. Este resultado sugiere que la adulteracién
de muestras de PBC con cafeina podria ser un factor fundamental en el efecto
estimulante y el poder adictivo de la droga. Sin embargo, en nuestro modelo
experimental, la temperatura de volatilizacion de PBC, y por tanto la mayor
disponibilidad de sus componentes activos, parecen contribuir en la diferente
capacidad estimulante observada.

Por primera vez se evidencid que cafeina volatilizada indujo un efecto estimulante
dosis-dependiente. Este resultado refuerza el papel relevante de los adulterantes
en el efecto farmacolégico de una droga estimulante.

El abordaje experimental neuroquimico utilizado no permitié identificar cambios
significativos en el sistema DAérgico en el NAcc en la mayoria de los tratamientos
realizados. Futuros experimentos aplicando la técnica de microdialisis intracerebral
permitiran contar con un correlato neuroquimico mas especifico.

Para confirmar los cambios comportamentales observados, es fundamental contar
con un correlato bioquimico de los niveles plasmaticos de cocaina y cafeina de
animales sometidos a los tratamientos volatilizados.

Se validé el modelo de volatilizaciéon como via de administracion de drogas
piscoestimulantes en nuestro laboratorio.

Este trabajo aporta informacion relevante que demuestra la incidencia de la via de

administracion junto al de la composicién quimica en el efecto farmacolégico de
PBC.
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9. PERSPECTIVAS.

Determinacidn del nivel plasmatico de cocaina, cafeina y sus metabolitos en el
plasma de los animales tratados con PBC y cafeina volatilizadas.

Estudiar mediante el uso de la técnica de microdialisis intracerebral in vivo los

cambios neuroquimicos inducidos en el sistema DAérgico en el NAcc en
animales sometidos a la volatilizacion de PBC y cafeina.
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