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ABREVIACIONES

2-AG: 2-araquidonilglicerol

ACC: Corteza cingulada anterior

AEA: Anandamida

AMPA: Receptor de acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico
BNST: Nucleo del lecho de la estria terminal

cAMP: AMP ciclico

CART: Transcripto regulado por cocaina y anfetamina
CBD: Cannabidiol

CPP: Condicionamiento de preferencia de lugar

CREB: Proteina de unién al elemento de respuesta a cAMP
DA: Dopamina

DAB: Diaminobencidina

Daérgico: Dopaminérgico

DAT: Transportador de dopamina

DS: Estriado dorsal

ECB: Endocannabinoides

Egr-1: Proteina de respuesta de crecimiento temprano 1
FAAH: Amida hidrolasa de acidos grasos

Fra: Antigenos relacionados a Fos

IEGs: Genes inmediatos tempranos

IL: Corteza infralimbica

LDTg: Tegmento laterodorsal

LH: Hipotalamo Lateral

LTD: Depresion a largo plazo



LTP: Potenciacion a largo plazo

MAGL: Monoacilglicerol lipasa

MAPK: Proteina quinasa activada por mitégeno
mPFC: Corteza prefrontal medial

MSNs: Neuronas espinosas medias

NAc: Nucleo accumbens

NMDA: Receptor de N-metil-D-aspartato
Npas4: Proteina neuronal de dominio PAS 4
OF: Open field/campo abierto

PBC: Pasta base de cocaina

PBS: Buffer de fosfatos

PFA: Paraformaldehido

PFC: Corteza prefrontal

PKA: Proteina quinasa dependiente de cAMP
PPTg: Tegmento pedunculopontino

PrL: Corteza prelimbica

SECB: Sistema endocannabinoide

SNC: Sistema nervioso central

SPECT: Tomografia por emisidon de fotdn simple
THC: delta-9-tetrahidrocannabinol

VTA: Area tegmental ventral



RESUMEN

La pasta base de cocaina (PBC) es una droga de abuso con alto poder adictivo, y
pese a su baja prevalencia de consumo en nuestro pais, la misma continta siendo uno
de los mayores desafios regionales en materia de drogas, asi como la principal causa
de consulta a centros de asistencia a consumidores. La PBC se define como una
cocaina fumable, capaz de inducir una rapida y fuerte dependencia, asi como severos
dafios psicofisicos en sus usuarios. Su impacto se agrava, a su vez, por la falta de
tratamientos especificos, eficaces y seguros para las personas con dependencia a esta
droga, que colaboren a mantener la abstinencia y reducir las recaidas.

Nuestro grupo de trabajo realizé una caracterizacién de muestras incautadas de
PBC en la que demostré que cocaina base es el alcaloide principal de su composicion
quimica, y reveld a la cafeina como uno de los adulterantes mas frecuentes en esta
droga. Estudios subsecuentes mostraron que la cafeina, a dosis determinadas, es capaz
de potenciar el efecto reforzador de la PBC, y en particular, facilitar la expresion del
fenédmeno de sensibilizacién comportamental. La importancia de este fendmeno radica
en que su expresion refleja la consolidacion de neuroadaptaciones duraderas sobre el
circuito motivacional, analogas a procesos caracteristicos de la dependencia. Basados
en estos antecedentes, el trabajo de tesis se centrd en estudiar los cambios
particulares y mecanismos detrds de la accién potenciadora de la cafeina sobre el
efecto reforzador de la PBC, en procesos como la sensibilizacion comportamental y el
aprendizaje asociado a recompensa. Por otro lado, la alta demanda y necesidad de
tratamientos efectivos nos impulsé a iniciar la busqueda de nuevas herramientas
terapéuticas, con foco en la potencialidad creciente del uso de compuestos
cannabinoides no psicotomiméticos.

Para llevar a cabo estos estudios se utilizd un protocolo de sensibilizacién
comportamental utilizado en trabajos previos del laboratorio. El mismo consté de 3
dias de pre-tratamiento con cocaina o la combinacién de cocaina y cafeina (Coc+Caf),
como sucedaneo de PBC, seguido de 5 dias de abstinencia y una re-exposicion
posterior a la droga. Luego se analizé la expresién de la proteina Fra-2 asociada (factor
de transcripcidon perteneciente a la familia Fos), en dos regiones claves del circuito
motivacional, el nlcleo accumbens (NAc) y corteza prefrontal medial (mPFC). También
se realizd el analisis de la expresion de ARNm en el NAc y mPFC luego del mismo
protocolo comportamental, con una muestra de PBC adulterada con cafeina, y otra sin
adulterar. Se analizaron genes para subunidades de receptores de sistemas de
neurotransmision  involucrados en las acciones reforzadoras de drogas
psicoestimulantes, y genes asociados a procesos de plasticidad. Los resultados
mostraron que, de acuerdo a lo esperado, Unicamente los tratamientos con Coc+Caf o
PBC adulterada con cafeina lograron inducir la expresion de la sensibilizacién con sélo
tres dias de pre-tratamiento. Este fendmeno se acompafid de un patrén de expresién



de Fra-2 parcialmente diferente al observado en los otros grupos, y cambios
especificos en la expresidon de ARNm similares a los descritos para tratamientos largos
de cocaina. Estos resultados resaltan la relevancia del rol de la cafeina como
adulterante, pudiendo acelerar procesos asociados al desarrollo adictivo.

En este sentido, también se evalud el aprendizaje asociado a recompensa inducido por
Coc+Caf en relacién a cocaina sola, en el modelo de condicionamiento de preferencia
de lugar, y su efecto sobre la expresiéon de genes seleccionados. Se demostrd que
Coc+Caf indujo un fuerte condicionamiento, cuya magnitud tendié a ser mayor al
inducido por cocaina sola, y dicho efecto se acompafié de cambios especificos en la
expresion de genes inmediatos tempranos asociados a procesos de aprendizaje.

Por ultimo, con el fin de iniciar el ensayo de posibles tratamientos, se evalué la
capacidad del compuesto cannabinoide, Cannabidiol (CBD) de atenuar la expresién de
la sensibilizacién locomotora inducida por Coc+Caf, y sus acciones sobre la actividad
metabdlica regional en el NAc y mPFC. De manera interesante, CBD fue capaz de evitar
la expresién de la sensibilizacién, asi como las alteraciones funcionales asociadas.

El conjunto de resultados presentados en esta tesis profundiza en las acciones
de Coc+Caf y PBC en el SNC, resalta el rol de la cafeina como adulterante en las
alteraciones centrales inducidas por PBC, y apoya la exploracion del potencial
terapéutico de CBD para la dependencia a esta droga.



PRESENTACION DE TESIS

La PBC es una cocaina fumable altamente adictiva, que induce severos dafos
psicofisicos en sus consumidores dependientes, y para la cual existe hoy en dia una
fuerte demanda y necesidad de herramientas terapéuticas especificas. En estudios
previos hemos demostrado que la presencia de cafeina como adulterante en muestras
de PBC es capaz de potenciar su efecto reforzador, aumentar la motivacién por la
busqueda de la droga, y facilitar la sensibilizacién comportamental, fenédmeno que
refleja la instauracién de cambios plasticos en el circuito motivacional. Sin embargo,
hasta el momento no se habia profundizado en los cambios funcionales y moleculares
subyacentes a dicho efecto facilitador de la cafeina.

Esta Tesis propone abordar los mecanismos detrds de la accién potenciadora
del adulterante cafeina sobre el efecto reforzador de la PBC, e iniciar la exploracién
preclinica del CBD como un potencial tratamiento para las personas con dependencia a
esta droga. De esta forma, el trabajo de Tesis busca colaborar a la comprensién
profunda de las acciones de la PBC en el sistema nervioso central, a la vez de asentar la
informacidén obtenida en la progresidn hacia la busqueda de tratamientos efectivos.

Esta tesis contiene resultados que fueron incluidos en tres trabajos cientificos
publicados en revistas arbitradas internacionales.
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Concomitant Changes on EarlyGenes within the Mouse PrefrontalCortex and
NucleusAccumbens. Frontiers in Behavioral Neuroscience, 11:200. doi:
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Prieto JP, Gonzalez B, Muiiiz J, Bisagno V, Scorza C. (2020) Molecular changes in the
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sensitization induced by coca paste seized samples. Psychopharmacology (Berl),
Epub ahead of print. doi: 10.1007/s00213-020-05474-3

Prieto JP, Lopez Hill X, Urbanavicius J, Sanchez V, Nadal X, Scorza C. (2020) Cannabidiol
prevents the expression of locomotor sensitization and the metabolic response
in the nucleus accumbens and prefrontal cortex elicited by the combined
administration of cocaine and caffeine in rats. Neurotoxicity Research, doi:
10.1007/s12640-020-00218-9



INTRODUCCION

1. ADICCION O DEPENDENCIA DE SUSTANCIAS

De acuerdo al ultimo Reporte Mundial de Drogas, presentado en el 2019 por la
Oficina de Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (UNODC), se estima que
alrededorde 271 millones de personas en el mundo consumieron drogas en el 2017,
fecha a la que corresponden los datos mds recientes (Figura 1; UNODC 2019). De esos
271 millones de personas, aproximadamente 35 millones, casi un 13 %, mantienen un
uso problematico de drogas o presentan alglin trastorno de salud asociado a su uso,
incluida la adiccién o dependencia de sustancias (UNODC 2019). Estas cifras ponen de
manifiesto la escala y amplitud de la problematica mundial de dependencia de drogas,
la cual representa serias dificultades a nivel sanitario, social y econémico, ademas del
padecimiento personal de quien atraviesa estos problemas. Los trastornos por
consumo de sustancias tienen un gran impacto negativo en la salud de las personas
dependientes, incluida la desintegracién familiar, la violencia doméstica, el abandono
escolar, la pérdida de empleo, la incidencia de accidentes y delitos. Esto implica
ademads un gran coste para el estado en forma de atencién médica hospitalaria y
ambulatoria, paliacién de consecuencias sanitarias, y pérdida de fuerza laboral activa,
entre otros (UNODC 2019). Esta situacién se ve agravada, ademas, por el hecho de que
aun no se han alcanzado estrategias terapéuticas seguras y exitosas para la
dependencia de sustancias. La busqueda de tratamientos efectivos que colaboren a la
recuperacién de la persona y al mantenimiento de la abstinencia, es uno de los
mayores retos vigentes en la problematica global de la adiccién a drogas.

A Global trends in the estimated number B  Global trends in the estimated
of people who use drugs and those prevalence of drug use and drug use
with drug use disorders, 2006-2017 disorders. 2006-2017
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Figura 1. A. Estimado de personas adultas que usaron drogas y de aquellas con trastornos por consumo
de sustancias en el ultimo afio. B. Prevalencia anual de consumo de drogas y trastornos asociados a su
uso en adultos. Tomado de UNODC 2019.



La adicciéon o dependencia de sustancias, se define como un desorden de recaida
crénica, que se caracteriza por un ansia compulsiva por la busqueda y el consumo de la
droga, pérdida progresiva del control del consumo a pesar de intentos de evitarlo, y la
emergencia de un estado emocional negativo (disforia, ansiedad, irritabilidad) cuando
el acceso a la droga es impedido (APA 2013, Koob y Simon 2009, Volkow y cols. 2019).
Clinicamente, el uso ocasional y limitado de una sustancia psicoactiva se diferencia del
consumo cronico y el desarrollo de una dependencia (Koob y Simon 2009). Desde una
perspectiva neurobiolégica, la adiccidn se conceptualiza como un trastorno del cerebro
gue emerge por la exposicidon repetida a una droga, en el contexto de interacciones
biopsicosociales entre varios elementos. Entre ellos se incluyen los efectos
farmacolégicos de la droga, vulnerabilidades individuales (factores genéticos y
epigenéticos, etapa del desarrollo, patologias previas), conectividad social inadecuada,
y otros factores socioculturales, como el estatus legal, asequibilidad y disponibilidad de
la droga, entre otros (Berridge 2017, Volkow vy cols. 2019).

La nocion de adiccién dentro de la politica internacional, asi como el abordaje a la
problematica del abuso de drogas, ha sido reconceptualizada en la pasada Sesién
Especial de la Asamblea General de las Naciones Unidas (UNGASS) sobre Drogas,
celebrada en el 2016. En dicha reunién, con la asesoria de expertos mundiales en la
tematica y en base a la evidencia cientifica disponible, los 193 Estados miembros
reconocieron de forma unanime a la adiccidbn como “un trastorno de salud
multifactorial complejo, caracterizado por una naturaleza crénica con recaidas”
(Volkow y cols. 2017). La definiciéon realizada en la UNGASS 2016 resulta de gran
importancia, porque desplaza la problematica de drogas del ambito de la justicia
criminal y la ubica como un problema de Salud Publica, y a la adiccion como un
trastorno de salud “prevenible y tratable” (Volkow y cols. 2017).

En este contexto, los expertos de la UNGASS 2016 y la Comisién Lancet (un grupo de
expertos en la temdtica de drogas que trabajé de forma paralela a la UNGASS)
realizaron una serie de recomendaciones para el abordaje integral de la problematica
de drogas. Dentro de estas recomendaciones, se destaca el apoyar la investigacion
cientifica en el tema drogas, incluyendo el estudio de los efectos de las drogas en el
cerebro y el comportamiento, asi como la exploracidon del potencial terapéutico de
sustancias controladas, como los cannabinoides (Csete y cols. 2016, Volkow y cols.
2017). Estas recomendaciones son fundamentales para identificar nuevos blancos y
oportunidades terapéuticas, y avanzar hacia la implementacién de tratamientos para
la dependencia de sustancias basados en evidencia. Al dia de hoy, sélo existen
tratamientos farmacoldgicos aprobados para la dependencia a opioides, nicotina y
alcohol, aunque su eficacia es limitada y cuentan con altas tasas de recaida (Uhl y cols.
2019, Volkow y cols. 2019). La dependencia a otras drogas, como cannabis y
psicoestimulantes, aun no cuenta con ninguna medicacién aprobada.



2. PASTA BASE DE COCAINA

2.1. Definicion y forma de consumo

La pasta base de cocaina (PBC) es una droga ilegal de abuso que se define como
una cocaina fumable, y pertenece a la categoria de los psicoestimulantes (Hynes y cols.
2016). La misma se obtiene en las primeras etapas del proceso de extraccion del
alcaloide cocaina hasta la produccion de clorhidrato de cocaina, a partir de las hojas de
coca del arbusto Erythroxylum coca (Figura 2; Castaifio 2000, Pascale y cols. 2014).
Dicho proceso implica la maceracion de las hojas de coca en una solucién con
amoniaco u otra sustancia alcalina, solventes orgdnicos como Kerosene o gasoil, y
acido sulfurico. La mezcla resultante contiene un porcentaje variable de cocaina en su
forma de base, e impurezas que surgen del proceso quimico de extraccidn, como
restos de solventes y metabolitos de la planta (Casale y Klein1993, ElSohly y cols. 1991,
UNODC 2013). Finalizado este proceso, la PBC obtenida tiene la apariencia de un polvo
de consistencia pastosa, de color blanco amarillento o amarronado.

PROCESO SIMPLIFICADO DE PRODUCCION
DE LAS COCAINAS FUMABLES

Figura 2. Esquema simplificado del

Hojas de coca

proceso de produccion de cocainas
fumables, incluido pasta base de cocaina.
Puede apreciarse que pasta base de
cocaina constituye un paso previo a la

obtenciéon de clorhidrato de cocaina,

constituyen un paso posterior.

Pasta de coca (paco)
(Fumable)

B

Clorhidrato de cocaina

Cocaina base libre Crack
(Fumable) (Fumable)

mientras que otras formas fumables de
cocaina, como cocaina base libre o crack,



La PBC suele venderse con el agregado de adulterantes y diluyentes (Chicahual y cols.
2019, Hynes y cols. 2016, Sabogal y Urrego 2012). La adicidn de estas sustancias es una
practica comun en el mercado ilicito de drogas, usualmente con el fin de aumentar el
volumen, facilitar la administraciéon (al disminuir la temperatura de volatilizaciéon o
vaporizacion, por ejemplo), e imitar o potenciar el efecto de la droga (Cole y cols. 2011,
Pascale y cols. 2019). El término “adulterante” suele referirse a sustancias agregadas
gue son farmacolégicamente activas, mientras que “diluyentes” se refiere a sustancias
inertes (Cole y cols. 2010). Los adulterantes pueden tener un efecto psicoactivo per se,
interactuar con el componente activo de la droga, o ambas, por lo que pueden alterar
significativamente el efecto de la droga (Pascale y cols. 2019). Los adulterantes
constituyen, por lo tanto, un factor relevante que debe ser considerado a la hora de
estudiar los efectos neurobioldgicos de drogas de abuso ilegales.

La comercializacién de la PBC ocurre principalmente bajo dos formas: la “tiza” para el
trafico internacional y local, y “chasqui”, que es la forma que se vende dosificada al
consumidor (Figura 3). Cada “chasqui” o “dosis” suele poseer entre 0,1-0,5 gramos de
PBC, mientras que las tizas pesan entre 10-15 gramos (Moraes y cols. 2010, Pascale y
cols. 2010). Los “chasquis” se consumen mediante pipas u otros dispositivos similares
de fabricacién casera, y es comun la mezcla de PBC con otras drogas como tabaco y
marihuana (Pascale y cols. 2010, Pascale ycols. 2014).

A

Figura 3. Muestras representativas de PBC en sus dos formas de
comercializacion. (A) “Tiza” para el trafico internacional y local. (B) Forma
dosificada o “chasqui”.

2.2. Efectos centrales y periféricos

El consumo de PBC genera un potente y veloz efecto estimulante y euforizante
(Pérez 2003), facilitado por la via de administracion. La inhalacion del humo de PBC
permite que sus componentes sean absorbidos a gran velocidad y en alta cantidad,
dada la gran irrigacién que existe a nivel pulmonar. A su vez, su naturaleza liposoluble



le permite atravesar facilmente la barrera hematoencefalica, lo que en conjunto
determina que la PBC alcance el Sistema Nervioso Central (SNC) en pocos segundos
(Lizasoain y cols. 2002) y se experimente una rapida sensacion de placer. Sumado a
esto, durante esta etapa inicial de euforia los consumidores de PBC suelen
experimentar alteraciones psicomotrices como hiperactividad motora, estereotipias,
hiperexcitabilidad y aceleracion de los procesos del pensamiento. También se
observan acciones fisioldgicas, como aumentos en la presién arterial, temperatura,
frecuencia respiratoria y cardiaca. Al cesar estos efectos a los pocos minutos del
consumo, sobreviene una etapa disfdrica, en la que los consumidores pueden
experimentar sensaciones de angustia, ansiedad, depresion, miedo, apatia,
indiferencia sexual, y un deseo incontrolable de volver a consumir (craving). La
intensidad de esta etapa disfdrica puede propiciar un nuevo episodio de consumo con
el fin de evitar dicho estado emocional negativo, y en ocasiones resultar en episodios
de consumo intenso e ininterrumpido en periodos de tiempo reducidos (binges) (Jeri
1984, Pérez 2003, Triaca y cols. 2009).

Al consumirse de forma crdnica, los reportes describen un perfil clinico caracteristico
de los consumidores de PBC, marcado por un fuerte deterioro biopsicosocial. El mismo
incluye la aparicién de alteraciones en el suefio, reduccion acentuada del peso
corporal, envejecimiento arterial prematuro vy debilitamiento cardiovascular,
alteraciones de memoria y concentracion, pérdida de flexibilidad cognitiva, conductas
antisociales, desinhibicion, irritabilidad e impulsividad. En algunos casos, dependiendo
de la cantidad consumida, también puede observarse la aparicién de conductas
agresivas, depresidon mayor con ideaciones suicidas, y episodios de psicosis paranoide y
alucinaciones (Galéra y cols. 2013, Kapitdn y cols. 2014, Pérez 2003, Triaca y cols. 2009,
Vallejo-Reyes 2019).

A nivel neurobiolégico, un estudio del flujo sanguineo cerebral en consumidores
activos de PBC utilizando tomografia por emisidn de fotdn simple (SPECT), demostro la
presencia de hipofuncionalidad en la corteza prefrontal (PFC) en relacion a sujetos no
consumidores (Ferrando y cols. 2009). Estos resultados son coherentes con el trabajo
de Vallejo-Reyes (2019), el cual reporta una mayor desinhibicién y disfuncién ejecutiva
en la Escala de Comportamiento del Sistema Frontal' en personas con dependencia a
PBC, en relacion a personas no consumidoras. Es importante mencionar, sin embargo,
qgue la abstinencia prolongada fue capaz de revertir la hipofuncionalidad frontal
observada en los consumidores de PBC (Ferrando y cols. 2009), lo que sugiere
fuertemente la ausencia de efectos neurotéxicos permanentes en esta region.

En conjunto, algunos de los efectos subjetivos y fisioldgicos producidos por PBC, como
el aumento de alerta, euforia o placer, y desinhibicién, son similares a los observados
por otros psicoestimulantes no fumables, como la cocaina en su forma de clorhidrato.

! Instrumento psicométrico para evaluar cambios no cognitivos en la conducta, de origen frontal (Grace
y Malloy 2001).
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Sin embargo, la velocidad del establecimiento de la dependencia, asi como otras
caracteristicas como el deterioro fisico y cognitivo, rotura de cdédigos sociales y
conductas vinculadas con violencia, delinean un perfil clinico diferencial para los
consumidores de PBC, que se asemeja al de otras cocainas fumables (Galera y cols.
2013, OUD 2014, Pascale y cols. 2014).

2.3. Problematica asociada al consumo de PBC

El consumo de PBC constituye uno de los principales desafios en materia de
drogas a nivel regional (Pascale y cols. 2014, UNODC 2013). El mismo se encuentra
reportado desde las décadas del 70 y 80, en principio delimitado a los paises
productores de clorhidrato de cocaina como Colombia, Bolivia y Peru, siendo este
ultimo donde se describid el primer caso clinico de adiccion a PBC (Jeri y cols. 1978;
UNODC 2013). En Uruguay, el consumo de PBC se encuentra registrado desde el afo
2000, aunque el mismo se expandié e instaurd definitivamente en el mercado de
drogas a partir del afio 2002 (OUD 2007, Moraes 2014). De acuerdo a los datos
recabados en la 6ta Encuesta Nacional en Hogares sobre Consumo de Drogas (OUD
2016), el consumo de PBC en nuestro pais presenta una prevalencia de vida de 0.7 %;
una prevalencia baja en comparacidon con otras drogas como la cocaina (6.8 %) y
marihuana (23.3 %). Es importante tener en consideracién que el consumo de PBC se
caracteriza por presentar una marcada segmentacion territorial y socioecondmica, de
forma que en zonas mas vulnerables se han registrado prevalencias de consumo mas
altas, llegando a alcanzar un 4 % (OUD 2013, Sudrez y cols. 2014). Aun asi, debido a su
alta vulnerabilidad social, los usuarios problematicos de PBC conforman lo que se
conoce como “poblacién oculta”, pudiendo no reflejarse en las estadisticas debido a
que el método de estimacion empleado (encuesta en hogares) no resulta adecuado
para esta poblacion especifica (OUD 2016). Es altamente probable, por lo tanto, que
los valores de prevalencia de consumo, aunque bajos, se encuentren subestimados. Sin
embargo, y a pesar de que la PBC es una de las drogas comparativamente menos
consumidas, el dafio en la salud que ocasiona en sus consumidores y el impacto que
genera en su entorno a nivel social y sanitario, hacen que la droga posea una alta
visibilidad y que al dia de hoy continle siendo una de las mayores preocupaciones
nacionales en materia de drogas (Pascale y cols. 2010, OUD 2016).

Uno de los desafios cruciales de la problematica del consumo de PBC es su gran poder
adictivo, pudiendo inducir un alto y rapido grado dependencia en sus consumidores.
Los reportes indican que el 53 % de quienes consumieron PBC en el ultimo afio
presenta signos de dependencia. Dicha relacién es extremadamente alta en
comparacion con otras drogas de abuso (34% para cocaina; 16,6 % para marihuana;
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5,5% para el alcohol) y posiciona a la PBC como la droga con el mayor potencial
adictivo de nuestro pais (OUD 2012, Suarez y cols. 2014).

La alta dependencia inducida por PBC podria explicarse por la conjuncion de factores
biopsicosociales y las caracteristicas del consumo. Segun los datos epidemioldgicos
(OUD 2013, Suarez y cols. 2014, Triaca y cols. 2009), los consumidores de PBC suelen
estar expuestos a factores asociados a un alto riesgo de iniciar un consumo
problematico de drogas y dependencia, como los son habitar ambientes con carencias
econdmicas y vinculares que generan estrés y falta de apoyo social (Swendsen y
LeMoal 2011), facil accesibilidad a las drogas (Freisthler y cols. 2005), y falta de
factores reforzadores alternativos (Khoddam y cols. 2018).

A su vez, existen evidencias que demuestran que la velocidad con la cual la droga
alcanza el cerebro es uno de los factores fundamentales en la determinacion de la
intensidad del efecto subjetivo (high) y del potencial adictivo (Gossop y cols. 1992,
Samaha y Robinson 2005). La PBC se consume por la via de inhalacién pulmonar, una
de las vias de administracién mas rdpidas junto con la via intravenosa (Lizasoain y cols.
2002). Se ha argumentado que ésta puede ser la razén por la que el crack, otra cocaina
fumable, es mas adictiva que la cocaina por via intranasal (clorhidrato) (Gossop y cols.
1992, Hatsukami y Fischman 1996). En este sentido, se piensa que la rapida via de
administracion de la PBC constituye uno de los factores que explicarian el perfil clinico
diferencial observado en sus consumidores. Sin embargo, la PBC no es una droga pura,
y sus componentes son capaces de promover distintos niveles de estimulacién en el
SNC e incidir en el poder adictivo de la droga (Lépez-Hill y cols. 2011, Prieto y cols.
2016). La composicidon quimica de la PBC, incluyendo la presencia y efecto de sus
adulterantes, también debe ser considerada en el estudio de la alta dependencia
asociada a su consumo.

Debido a los fuertes efectos fisiolégicos y comportamentales, y su alto nivel de
dependencia, las cocainas fumables son consideradas como una de las drogas mas
dafiinas, tanto para los consumidores como para su ambiente social (Nutt y cols. 2010,
Van Amsterdam y cols. 2015). Especificamente, Van Amsterdam y colaboradores
(2015) realizaron un analisis de multiples criterios con datos provenientes de toda
Europa, considerando varios tipos de dano fisico, psicoldgico y social de numerosas
drogas, tanto para la persona consumidora como para terceros. El resultado de dicho
analisis ubica al crack (cocaina fumable de mayor presencia en Europa) en tercer lugar
de las drogas mas dafiinas, luego del alcohol y la heroina (Van Amsterdam y cols.
2015).

La alta nocividad de las cocainas fumables es constatada por los propios consumidores
de PBC, quienes mantienen una elevada percepcion de riesgo sobre su consumo. Esto
gueda de manifiesto en el informe del Observatorio Uruguayo de Drogas sobre el
consumo de cocainas fumables, presentado en noviembre del 2017. En él se presentan
los datos obtenidos a partir de la red Tratamiento Registra, un sistema de registro
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continuo de personas en atencion y tratamiento por uso problematico de drogas (OUD
2017). Los datos muestran que el 53,1 % de las personas que demandaron atencion
por uso problematico de drogas, lo hicieron debido al consumo de cocainas fumables
(principalmente PBC, aunque también crack). La segunda droga por la cual se
realizaron consultas fue la cocaina, constituyendo un 23 % de los casos, un valor
mucho menor al registrado para PBC. A su vez, de los consumidores de PBC, un 62,8 %
reportd una frecuencia de consumo diaria. Para cocaina ese valor fue de 18.1 %,
reforzando la diferencia en el potencial adictivo con PBC (OUD 2017).

Frente a este escenario, una dificultad en la atencién a los consumidores reside en
que, si bien hay consenso en utilizar un protocolo terapéutico para la dependencia a
PBC, éste no es especifico, sino sintomatico, puede acarrear efectos secundarios y
depende de las fases en las que se encuentre la persona (Barrenechea y cols. 2007).
Esta dificultad, sumado a la alta demanda de asistencia, deja en evidencia la necesidad
de contar con nuevos apoyos terapéuticos eficaces que faciliten los tratamientos y la
abstinencia prolongada en los consumidores de PBC.

3. NEUROBIOLOGIA DE LA ADICCION

3.1. Teorias bioldgicas de la transicion a la adiccion y reforzamiento. Etapas del ciclo
adictivo

No todas aquellas personas que consumen drogas de manera recreacional
desarrollan un incremento progresivo del craving y una adiccidon (Anthony y cols. 1994,
Deroche-Gamonety cols. 2004). A su vez, aquellas que si lo hagan, pueden mantenerse
en un estado de vulnerabilidad a las recaidas incluso luego de meses o afos de
abandonado el consumo, y a pesar de tener una motivacidn consciente de mantenerse
en abstinencia (Volkow y cols. 2019). Comprender las bases neurales y psicolégicas
detras de la transicion del uso inicial de drogas al uso compulsivo y la dependencia, ha
sido y continua siendo el foco de gran cantidad de investigacién. Esto ha llevado a la
formulacidn de diferentes teorias sobre el desarrollo de la dependencia, y las causas
de la dificultad para cesar el consumo y evitar las recaidas (Bechara y cols. 2019, Bickel
y cols. 2018). Cada una de las teorias vigentes se focaliza fuertemente en diferentes
aspectos del proceso adictivo, como la recompensa, la formacién de habitos, el estrés
y la abstinencia, la sensibilizacion y craving, y la desregulacion cognitiva y pérdida del
autocontrol (Bechara y cols. 2019). Estas teorias, en su mayor parte no son excluyentes
entre si, y todas pueden aplicar en distinto grado dependiendo la etapa del ciclo
adictivo. Brevemete, a continuacion se reportan dos teorias que juntas se refieren a
procesos complementarios que seran evaluados en esta tesis, con el fin de poner en
perspectiva la tematica de estudio dentro de un marco mas amplio, el cual ejemplifica
el ciclo adictivo.
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Una de las teorias, propuesta por Robinson y Berridge (1993), es generalmente
conocida como teoria de sensibilizacion de incentivo. Esta teoria se basa en la
afirmacion de que el consumo repetido de drogas puede inducir neuroadaptaciones
persistentes en regiones del SNC, que sensibilizan progresivamente al organismo y los
circuitos neurales involucrados a los efectos de la droga y las claves contextuales
asociadas a su consumo (Berridge y Robinson 2016, Robinson y Berridge 1993). La
teoria se centra en el concepto de recompensa, la cual de acuerdo a estos autores se
compone principalmente de dos elementos disociables psicolégica 'y
neurobioldgicamente: el “liking” y “wanting” (Berridge y cols. 2009, Olney y cols.
2018). El “liking” se refiere a la carga heddnica de la recompensa, mientras que el
“wanting” se refiere a la saliencia de incentivo, un tipo de motivacién que promueve la
busqueda y consumo de la recompensa (Berridge y cols 2009). La saliencia puede
entenderse como el valor o importancia bioldgica que se le otorga a un estimulo en un
momento determinado, y es fundamental para la supervivencia (Kalivas y Volkow
2005). Segun esta teoria, la exposicidn repetida a drogas genera una sensibilizacidn del
sustrato neural de la motivacidn y adjudicacién de saliencia en individuos vulnerables,
qgue resulta en la atribucién de niveles patolégicos de saliencia de incentivo a las
drogas y las claves asociadas a la misma. Esto lleva a la instauracién progresiva de un
“wanting” compulsivo, caracterizado por la bisqueda y consumo de la droga, sin que
haya “liking” asociado (Berridge y Robinson 2016, Olney y cols. 2018).

Si bien el concepto critico de la teoria lo constituye la sensibilizacién de incentivo, la
hipersensibilidad de los circuitos neurales necesaria para su expresion puede
acompafarse también de otros fendmenos, como en el caso de los psicoestimulantes,
de una sensibilizacion a los efectos psicomotores de la droga (Robinson y Berridge
2008). Considerando que la activacién psicomotora refleja la activacién de los mismos
sistemas de incentivo en el cerebro, la sensibilizacién motora se utiliza a menudo como
evidencia de hipersensibilidad en la circuiteria motivacional relevante para la saliencia
de incentivo (Flagel y cols. 2008, Robinson y Berridge 2008, Wise y Bozarth 1987).

El aprendizaje, especialmente el aprendizaje asociado al establecimiento de
asociaciones predictivas entre la obtencién de recompensa y acciones o claves
contextuales, es otro aspecto clave de la recompensa y la sensibilizacién de incentivo
(Berridge y cols. 2009). Este mismo tipo de aprendizaje es también un aspecto crucial
de otra de las teorias sobre la dependencia, sostenida por Everitt y Robbins (2005), la
cual propone que el comportamiento de busqueda y consumo de drogas es
progresivamente evocado como un habito rigido (estimulo-respuesta), por estimulos
qgue fueron asociados a la droga mediante mecanismos de aprendizaje y
condicionamiento (Everitt y Robbins 2005, Everitt y Robbins 2016). De esta forma, los
autores proponen a la dependencia como el punto final de una serie de transiciones,
desde el uso de drogas voluntario inicial o recreativo, a través de la pérdida progresiva
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del control sobre el consumo. (Everitt 2014). Este proceso se esquematiza en la Figura
4, y comienza con la adquisicion del comportamiento de consumo en personas con
vulnerabilidad a la dependencia. En estas primeras etapas es relevante el aprendizaje
de incentivo, que puede facilitar el establecimiento de un uso sostenido. Aqui, el
reforzamiento condicionado y el establecimiento de asociaciones aprendidas puede
facilitar la instauracion de habitos de consumo maladaptativos del tipo estimulo-
respuesta. De continuar el consumo de forma crdnica y consoliddndose el habito de
consumo, el mismo puede progresar al uso compulsivo, incluso en presencia de
consecuencias negativas, una de las caracteristicas definitorias de la adiccion (Figura 4)
(Everitt 2014). El ciclo delineado incluye ademds una potencial abstinencia y recaida,
elementos que también forman parte de la dependencia.

Figura 4. Resumen esquematico del ciclo
adictivo propuesto por Everitt y Robbins.
Se sefialan los procesos psicoldgicos que
J;a/ pueden ocurrir en la transicion de la
?3‘ busqueda y consumo voluntario de la
% droga, a la pérdida de control sobre su uso

é y la emergencia de habitos compulsivos de
busqueda de droga. Tomado de Everitt
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Presentadas ambas teorias, se puede apreciar entonces que la sensibilizaciéon y el
condicionamiento son procesos relevantes en el desarrollo adictivo, y participan de la
transicién del uso controlado de drogas a la dependencia. La intensidad y velocidad de
estos procesos se ve fuertemente influenciada por la propiedad reforzadora de la
droga. La accién reforzadora se refiere a la tendencia de un estimulo a fortalecer las
asociaciones aprendidas de estimulo-respuesta (o de recompensa-comportamiento), y
asi aumentar la probabilidad que se repita el comportamiento asociado a la
recompensa (Everitt y Robbins 2005, White 1989). Una droga con un alto poder
reforzador, podria entonces facilitar un desarrollo veloz de la dependencia a través de
procesos de sensibilizacidon y condicionamiento.

Cada una de las etapas mencionadas y las transiciones dentro del ciclo adictivo
reclutan y son mediadas por diferentes circuitos, que involucran un juego particular de
regiones del SNC asociadas a la recompensa, motivacidn, aprendizaje, funciones
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ejecutivas, y motoras (Everitt 2014, Koob y Volkow 2016). Por lo tanto, dilucidar los
factores que inciden en el efecto reforzador y la aparicion de la dependencia a drogas
adictivas como la PBC, exige el estudio de sus efectos y mecanismos de accién a nivel
del SNC, asociados a los procesos antes descritos. Comprender los correlatos
anatémicos y moleculares de fendmenos vinculados al desarrollo adictivo a la PBC,
puede aportar informacion esencial para desarrollar estrategias farmacolégicas mas
efectivas para el tratamiento de la dependencia a esta droga.

3.2. Circuito motivacional

Las bases neurobioldgicas del efecto reforzador y motivacional de las sustancias
adictivas incluyen un rol preponderante del circuito motivacional o de recompensa
(Koob y Volkow 2010, Volkow y Morales 2015). Este circuito participa en la atribucién
de saliencia a un estimulo determinado, y en la modulacion de la respuesta conductual
frente al mismo. Es asi que este circuito resulta clave en la mediacién del efecto
motivacional y reforzador de estimulos recompensantes naturales, como lo son la
busqueda de pareja sexual y la conducta alimentaria, aunque también en el efecto de
las drogas adictivas (Kalivas y Volkow 2005). El circuito motivacional compromete
varias regiones interconectadas y a diferentes sistemas de neurotransmisién (Figura 5).
Entre ellos, se destaca particularmente el sistema dopaminérgico (DAérgico)
mesolimbico, el cual posee un papel fundamental en el efecto recompensante vy
reforzador de las drogas de abuso (Piercey Kumaresan 2006). Este sistema esta
formado por neuronas DAérgicas cuyos somas estan ubicados en el area tegmental
ventral (VTA) y sus axones se extienden hasta el nucleo accumbens (NAc), amigdala,
palido ventral e hipocampo. Las neuronas del VTA envian también conexiones
reciprocas hacia la PFC, conformando el circuito mesocortical. De esta forma, la
actividad del VTA es capaz de regular mediante sus proyecciones DAérgicas, el flujo de
informacién entre los distintos nucleos del circuito motivacional (Carr y Sesack 2000,
Pierce y Kumaresan 2006, Sesack y Grace 2010).

Las neuronas DAérgicas del VTA presentan una actividad ténica basal, con disparos de
baja frecuencia (1-8 Hz), aunque pueden también mostrar una actividad fasica de alta
frecuencia (<500ms, >15Hz) frente a estimulos determinados (Volkow y Morales 2015).
La actividad fasica de estas neuronas resulta en un aumento de la liberacion de
dopamina (DA) en el NAc y PFC en relacién al modo ténico. Todas las drogas de abuso,
a través de diferentes mecanismos farmacoldgicos, generan un aumento de DA en el
NAc (DiChiara e Imperato 1988) que imita en sus consecuencias la activacién fasica de
las neuronas DAérgicas del VTA. En el caso del psicoestimulante cocaina, por ejemplo,
este efecto se alcanza debido a su capacidad para bloquear el transportador de DA
(DAT) en las terminales sindpticas. Esta accidn inhibe su recaptacién, y resulta en la
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acumulacién de DA a nivel extracelular en la hendidura sinaptica, lo que favorece la
neurotransmision DAérgica (Pierce y Kumaresan2006, Lizasoain y cols. 2002).

El aumento de DA en el NAc ha sido inicialmente considerado como la sefial cerebral
qgue codifica la recompensa, aunque teorias y hallazgos mas recientes le adjudican un
rol mas amplio, incluida la codificacion de la saliencia de un evento o estimulo
determinado (Bromberg-Martin y cols. 2010, Volkow y cols. 2009). La saliencia de un
estimulo puede estar dada por su efecto reforzador, su novedad, o el hecho de que sea
algo inesperado, ya sea algo positivo o negativo, como la aparicién de un estresor
(Bromberg-Martin y cols. 2010, Volkow y cols. 2009, Volkow y Morales 2015). En este
sentido, la DA funcionaria como como un seifalador de eventos ambientales nuevos y
motivacionalmente relevantes (Bromberg-Martin y cols. 2010).

La liberacién fasica de DA también se ha asociado a la expectativa condicionada de la
recompensa. Especificamente, se ha demostrado un aumento en la frecuencia de
disparo de las neuronas DAérgicas del VTA frente a la presencia de claves contextuales
gue predicen la recompensa. Si, en cambio, la recompensa esperada no se materializa,
el disparo de las células DAérgicas se inhibe (Schultz 2002). Este rol de la DA es
fundamental en el reforzamiento condicionado, el desarrollo de habitos de consumo,
comportamiento de busqueda de droga impulsado por claves contextuales, y recaidas
(Everitt 2014, Volkowy cols. 2011).

P Hippocampus _

Figura 5. Esquema simplificado del circuito DAérgico mesocorticolimibico en el cerebro de rata.
Por claridad, se muestran sélo algunas de las proyecciones involucradas. Se puede apreciar el
rol del nucleo accumbens (NAc) como centro integrador de informacidon proveniente de
diferentes regiones del circuito. En azul, proyecciones glutamatérgicas; rojo, proyecciones
DAérgicas; amarillo, proyecciones GABAérgias; verde, proyecciones orexinérgicas. VTA, area
tegmental ventral; AMG, amigdala; BNST, nucleo del lecho de la estria terminal; LDTg, tegmento
laterodorsal; LH, hipotdlamo lateral; PFC, corteza prefrontal; VP, palido ventral. Tomado de
Kauer y Malenka 2007.
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El nivel de activacién de las neuronas DAérgicas del VTA se ve regulado por sus
multiples aferencias (Figura 5) (Sesack y Grace 2010). En ratas, la PFC envia
proyecciones glutamatérgicas que contactan directamente a las neuronas DAérgicas
del VTA, pudiendo ejercer control excitatorio sobre su nivel de actividad y la
subsecuente liberacion de DA (Koob y Volkow 2016, Sesack y Grace 2010).
Considerando que las células DAérgicas del VTA proyectan fuertemente al NAc, estas
proyecciones glutamatérgicas de la corteza pueden contribuir al efecto reforzador vy el
desarrollo de la saliencia de incentivo (Koob y Volkow 2016).

El VTA también recibe aferencias glutamatérgicas del tegmento pedunculopontino
(PPTg), las cuales son un potente inductor de la actividad fasica de las neuronas
DAérgicas frente a estimulos comportamentalmente relevantes (Sesack y Grace 2010).
El tegmento laterodorsal (LDTg) constituye otra aferencia del VTA, con componentes
glutamatérgicos y colinérgicos. La actividad del LDTg es de gran importancia, ya que la
misma es requerida para la descarga fasica de las neuronas DAérgicas del VTA mediada
por glutamato (proveniente del PPTg). Se ha reportado que la inactivaciéon del LDTg
(por la administracién local de agonistas GABAérgico, baclofen y muscimol) impide la
descarga fasica de las neuronas de DA, incluso luego de la administracidon exdégena de
glutamato (Lodge y Grace 2006).

Otras proyecciones que alcanzan al VTA provienen del hipotdlamo lateral (LH) y la
habénula. Las proyecciones del LH contienen componentes glutamatérgicos,
GABAérgicos y orexinérgicos que participan en aspectos apetitivos y motivacionales de
la recompensa (Kauer y Malenka 2007, Nieh y cols. 2016). La habénula, en cambio,
envia proyecciones glutamatérgicas que hacen sinapsis en las interneuronas
GABAérgicas del VTA, y de esa forma inhibe indirectamente las neuronas DAérgicas,
facilitando estados aversivos (Meye y cols. 2013). La habénula forma parte del sistema
de anti-recompensa?, y como tal, promueve estados disféricos y contribuye al
incremento de la sensibilidad y reactividad al estrés; el llamado “lado oscuro de la
adiccién” (Koob y LeMoal 2008, Volkow y Morales 2015).

El NAc, regidn critica del circuito motivacional, actia como un centro de conectividad o
“hub” dentro del circuito (Figura 5). EIl mismo sirve como interfaz integrativa entre la
informacién motivacional de las regiones limbicas y regiones de control motor, para
regular e impulsar los comportamientos dirigidos a una meta, de acuerdo a la saliencia
de la misma en cada momento (Volkow y cols. 2019).

Ademads de su aferencia DAérgica, el NAc recibe inervacion excitatoria desde la PFC,
amigdala basolateral, tdlamo e hipocampo (Kalivas y Volkow 2005, Sesack y Grace
2010). La activacién cortical del NAc desde la PFC se ha relacionado con la seleccion,

2Concepto basado en la hipdtesis de que hay sistemas en el cerebro que se activan frente a una
actividad excesiva del circuito de recompensa inducida por drogas, con el fin de limitarla. Involucra el
reclutamiento de sistemas de estrés/emocionales, aportando una carga heddnica negativa (Koob y
LeMoal 2008).
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promocion y mantenimiento de un plan motor/comportamental apropiado y dirigido
hacia la adquisicion de recompensa (Goldstein y Volkow 2011). En este sentido, es
fundamental el rol de la PFC en la inhibicién de respuesta, entendida como Ia
supresion de acciones que resultan inapropiadas en un contexto determinado y que
interfieren con el comportamiento dirigido a una meta (Mostofsky y Simmonds2008).
Este proceso permite la flexibilizacién comportamental y cognitiva, y participa en el
mantenimiento del autocontrol (Volkow y cols. 2019). La PFC también participa en la
estimacion de la saliencia de un estimulo determinado, y la evaluacion del
costo/beneficio del comportamiento necesario para su obtencién (Goldstein y Volkow
2011).

Las proyecciones desde el hipocampo al NAc, en especial aquellas que se originan en el
subiculo ventral, proveen informacidn espacial y contextual al sistema, y son
fundamentales para el aprendizaje condicionado caracteristico del proceso adictivo, el
cual relaciona claves del ambiente con la disponibilidad y los efectos de la droga (Koob
y Volkow 2010, Sesack y Grace 2010). Por otro lado, la amigdala basolateral es una
estructura importante en el establecimiento de asociaciones condicionadas y la
atribucion de valor afectivo a un estimulo determinado. Su conexién con el NAc se
relaciona con la saliencia otorgada a claves asociadas con la recompensa, y con la
respuesta afectiva frente a estimulos salientes (Wassum e Izquierdo 2015). Ademas de
inervar al NAc, la PFC, el hipocampo (subiculo ventral) y la amigdala basolateral se
encuentran interconectadas entre ellas mediante proyecciones glutamatérgicas, por lo
que existe un gran nivel de integracion de informacién entre estas estructuras
funcionalmente relacionadas (Sesack y Grace 2010).

La amigdala extendida, particularmente el nucleo del lecho de la estria terminal
(BNST), también participa de este sistemaa través de sus conexiones con el NAc y VTA.
El BNST contribuye al comportamiento de blsqueda de recompensa y en respuestas
asociadas al estrés, aportando informacion de aspectos ambientales e interoceptivos
de valencia negativa (Cleck y Blendy 2008, Kauer y Malenka 2007). Respecto a estos
ultimos, vale la pena mencionar las conexiones reciprocas existentes entre la insula y
el NAc. La insula esta involucrada en la conciencia interoceptiva y la experiencia
emocional, por lo que contribuye a la percepcidn consciente del estado interno, las
sensaciones y estados afectivos asociados a un evento determinado, como el consumo
de un elemento recompensante. De esta forma, la actividad de esta regidon puede
contribuir a la memoria asociada al consumo de drogas, craving y recaidas (Bechara y
cols. 2019, Naqvi y Bechara 2010).

Por ultimo, el NAc también recibe aferencias desde el tdlamo, probablemente
involucradas en el arousal y en dirigir la atencidén hacia eventos comportamentalmente
relevantes (Sesack y Grace 2010).

Las eferencias del NAc son GABAérgicas y discurren principalmente hacia el palido
ventral y VTA, aunque también proyectan hacia la sustancia nigra, el hipotadlamo y el
tronco encefdlico. El palido ventral interconecta con el talamo, ya sea de forma directa
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o indirecta (a través del nucleo subtaldmico y la sustancia nigra pars reticulata), y
constituye una via de informacién desde los ganglios basales hacia la corteza (Koob y
Volkow 2010, Sesack y Grace 2010). De esa forma la informacion de diversas areas
integrada en el NAc vuelve a la corteza, donde puede facilitar o inhibir el plan motor
asociado a la obtencién de recompensa.

Es importante mencionar que el proceso adictivo posee también un fuerte
componente motor asociado a los efectos reforzadores de las drogas de abuso, que
involucra la participacion del sistema DAérgico nigroestriatal, no considerado dentro
del circuito motivacional. Este sistema se origina en las neuronas de la sustancia nigra
pars compacta y abarca sus proyecciones hacia el cuerpo estriado dorsal (DS), area
fuertemente implicada con el control del movimiento (Koob y Volkow 2010). Se ha
demostrado que la sobreactividad de este sistema esta asociada al efecto estimulante
y comportamientos estereotipados inducidos por drogas psicoestimulantes (Kuczenski
y cols. 1991).

Existen evidencias que muestran que la innervacion DAérgica en el DS participa a su
vez en la formacién y aprendizaje de habitos, con asociaciones del tipo estimulo-
respuesta. Tanto en roedores como en humanos, se ha evidenciado un aumento en la
liberacion de DA en el DS durante el craving y la busqueda de cocaina, cuando la
misma estd asociada a un estimulo condicionado (Ito y cols. 2002, Volkow vy cols.
2006). En este sentido, se cree que el DS resulta fundamental en la transicién de la
busqueda inicial y voluntaria de la droga, a la instauracidon progresiva de habitos
persistentes y rigidos asociados al consumo, que caracterizan la adiccion (Everitt y
Robbins 2005, Ito y cols.2002).

Como se puede apreciar en la descripcidon anterior, las acciones neurobioldgicas de
estimulos recompensantes como las drogas de abuso, involucran a una compleja
trama de regiones y circuitos interconectados. El consumo de drogas de forma
repetida y crénica, genera cambios plasticos y duraderos en esta red, los cuales
pueden facilitar las sucesivas modificaciones asociadas al desarrollo progresivo del
proceso adictivo. En este sentido, una de las teorias neurobiolégicas de la adiccién
propone, en base a estudios pre-clinicos y el uso de técnicas de imagenologia en la
clinica, que los cambios inducidos por drogas en este circuito generan la alteracién de
dos importantes funciones neuropsicolégicas mencionadas previamente: la atribucién
de saliencia y la inhibicién de respuesta (Goldstein y Volkow 2002, Goldstein y Volkow
2011). De forma mas especifica, las autoras proponen que la alteraciéon por drogas
(crénico) de los componentes limbicos y de aprendizaje asociativo del circuito, generan
la atribucion de una saliencia exagerada a la droga y a las claves asociadas a la droga,
mientras que sus acciones en la corteza prefrontal disminuyen su capacidad de inhibir
los comportamientos maladaptativos o desventajosos. Esto puede resultar en una
disminucion de la saliencia hacia reforzadores naturales, de forma que la busqueda y
consumo de drogas pasa a ser el foco motivacional principal, a expensas de otras
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actividades. En personas con dependencia, el progreso de este fendmeno puede
culminar con la aparicién de comportamientos extremos con el fin de obtener la droga
(Anselme 2009, Goldstein y Volkow 2011). Por sus caracteristicas definitorias, este
modelo se lo conoce como trastorno de inhibicién de respuesta y atribucién de
saliencia (iRISA por su sigla en inglés: impaired Response Inhibition and Salience
Attribution) (Goldstein y Volkow 2011).

Vale la pena destacar en este contexto una revisidn reciente realizada por Zilverstand y
colaboradores (2018), en la se realiza una actualizacién de este modelo. Los autores
analizan 105 estudios de imagenologia del 2010 en adelante que incluyen personas
con dependencia a distintas sustancias. En consumidores crénicos de
psicoestimulantes analizados en estado de reposo, hallaron una mayor conectividad y
acoplamiento entre regiones involucradas en la recompensa, saliencia, habitos,
interocepcién, memoria y aprendizaje; y también entre estas regiones y los circuitos de
funciones ejecutivas (ver regiones especificas en Figura 6). Por otro lado, también se
hallé una disminucién en el acoplamiento entre regiones de la corteza involucradas en
el control ejecutivo y la inhibicion de respuesta (Zilverstand y cols. 2018). Estos
resultados coinciden con el estudio de la perfusiéon cerebral en consumidores activos
de PBC mencionado previamente (Ferrando y cols. 2009), el cual reporta una
disminucion del flujo sanguineo en la PFC de dichas personas. La menor actividad de la
PFC podria reflejar un detrimento en el control inhibitorio, lo que a su vez podria
asociarse con la alta impulsividad y dificultad para limitar el consumo que caracteriza a
esta droga, particularmente durante la abstinencia precoz (Ferrando y cols. 2009). A su
vez, un trabajo reciente demostré una interocepcién aumentada en personas
dependientes a PBC (de la Fuente y cols. 2019), lo que también esta en concordancia
con los hallazgos de Zilverstand y cols. (2018), que implican una mayor preponderancia
y conectividad de la insula con el sistema mesolimbico en personas con adiccion (ver
Figura 6).
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Figura 6. Conectividad funcional alterada durante el estado de reposo en consumidores crénicos de
psicoestimulantes. Las redes de saliencia, recompensa, habitos y memoria tienen un mayor acomplamiento
funcional, mientras que se observé una disminucién en el acomplamiento funcional en la red de control ejecutivo.
aPFC, PFC anterior; OFC, corteza orbitofrontal, dACC/sgACC/rACC, corteza cingulada dorsal/subgenual/rostral; PCC,
corteza cingulada posterior. Tomado de Zilverstand y cols. 2018.
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En base a lo expuesto, resulta evidente que tanto el NAc como la PFC son regiones
protagdnicas en la accion de drogas adictivas y la transicién hacia la dependencia, y
sustratos esenciales en las teorias modernas de las bases bioldgicas de la adiccidn. El
NAc como centro de conectividad integrador dentro del circuito, y con un rol clave en
el efecto recompensante y la percepcidon de saliencia asociada; y la PFC como sustrato
de la inhibicion de respuesta, regulador de la saliencia de incentivo y el
comportamiento condicionado (Koob y Volkow 2016). Es asi que en este trabajo de
Tesis se priorizd el andlisis de estas regiones sobre los demas integrantes del circuito
motivacional. A continacion se resumen algunas caracteristicas morfoldgicas del NAc y
la PFC, asi como datos de su participacion en la mediacién de los efectos del consumo
de psicoestimulantes.

3.2.1. NAc: composicion celular y su rol en la accion de psicoestimulantes

El NAc es parte del estriado ventral, junto con el tubérculo olfatorio (Voorn y
cols. 2004). Aproximadamente el 90 - 95 % de las células que lo componen son
neuronas espinosas medias (MSNs) de proyeccion GABAérgica. El resto del contenido
neuronal lo componen interneuronas de circuitos locales, que incluyen neuronas
colinérgicas y tres tipos de interneuronas GABAérgicas definidas por su perfil de
expresion proteica: aquellas que expresan parvalbimina, las que expresan calretinina,
y las que coexpresan somatostatina y neuropéptido Y (Scofield y cols. 2016). El NAc
también posee células gliales, principalmente astrocitos, los cuales participan en la
regulaciéon de la sefal glutamatérgica de las aferencias excitatorias (Kalivas 2009).

Las MSNs pueden subdividirse en dos subpoblaciones distintas de acuerdo al tipo de
receptor DAérgico y neuropéptidos de expresidon preferencial. Una poblacion expresa
principalmente el receptor DAérgico D1, sustancia P y dinorfina, mientras que la otra
poblacién expresa preferencialmente receptores D2 y encefalina (Scofield y cols.
2016). D1 y D2 son receptores metabotrépicos con efectos opuestos en la cascada de
sefializacion intracelular, lo que hace que las MSNs respondan de forma diferente
frente a la DA, otorgdndole distintas propiedades fisiolégicas. Los receptores tipo D1
estdn acoplados a la familia de proteinas Gas/oir que estimulan la enzima adenilil ciclasa,
lo que promueve la formacién de AMP ciclico (cCAMP). El cAMP activa a su vez la
proteina quinasa dependiente de cAMP (PKA) y otras proteinas dependientes de
cAMP. Estas activardn distintas cascadas de sefiales que finalmente tendrdn un efecto
en la regulacién de la expresidn génica a través de factores de transcripcién, como por
ejemplo la proteina de unién al elemento de respuesta a cAMP (CREB) (Beaulieu and
Gainetdinov, 2011). La activacién del receptor D1, a su vez, repercute en un aumento
de la excitabilidad celular, dada por un incremento de las corrientes mediadas por
receptores ionotropicos glutamatérgicos, la activacion de canales de calcio voltaje-
dependientes (tipo L), y la inhibicién de canales de K* (Savica y Benarroch 2014). Los
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receptores de tipo D2, en cambio, estan acoplados a proteinas Gai/o, l0 que resulta en
la inhibicion de la adenilil ciclasa y la subsecuente producciéon de cAMP, con efectos
celulares opuestos en la senalizacidn intracelular y expresién génica respecto a los
inducidos por D1 (Beaulieu and Gainetdinov, 2011). Su activacién genera una
disminucion en la excitabilidad celular y la liberaciéon de neurotransmisor, dada por la
activacion de canales de K* e inhibicidon de los canales de calcio voltaje-dependientes
(Savica y Benarroch 2014). A nivel estriatal, esta distribucion diferencial de estos
receptores en las MSNs define las vias directa (MSNs con D1) e indirecta (MSNs con
D2). La activacion de la via directa suele asociarse a efectos recompensantes, mientras
que la activacién de la via indirecta con la reduccién de dichos efectos (Lobo y Nestler
2011).

Algunas poblaciones de neuronas del NAc también expresan receptores D3
(pertenecientes a la familia de receptores DAérgicos tipo D2), que pueden co-localizar
tanto con receptores D1 como D2 en las MSNs (LeMoine& Bloch 1996). Sin embargo,
es mas frecuente que se localicen en las MSNs con D1, pudiendo generar heterémeros
D1-D3 con interacciones sinérgicas a nivel intracelular (Marcellino y cols. 2008). La
estimulacion de D3 en estos heterédmeros, por lo tanto, potencia los efectos
comportamentales mediados por los receptores D1. Estas acciones del D3 estarian
mediadas por otras vias de sefializacidn intracelular, independientes a PKA (sobre la
cual tiene acciones opuestas a D1), como la activacién de la proteina quinasa activada
por mitégeno (MAPK) (Marcellino y cols. 2008).

Las MSNs del NAc expresan ademads los receptores de adenosina A1 y A2A de manera
diferencial. En particular, los receptores Al se localizan principalmente en las MSNs
gue contienen D1, mientras que los receptores A2A co-localizan sobre todo con el
receptor D2 (Ferré 2008). Estos receptores presentan efectos farmacolégicos
intracelulares opuestos: Al esta negativamente acoplado a la via de la adenilil ciclasa,
y reduce los niveles de cAMP, mientras que A2A favorece la actividad de la enzima y
produccién de cAMP, potenciando esta via de sefializacién (Ferré 2008). Por lo tanto,
la unidn de adenosina a sus receptores genera una accidon intracelular que se
contrapone a las sefiales iniciadas por la activacién de los receptores DAérgicos con los
gue co-localizan. La adenosina enddgena actuda aqui como un regulador importante de
la transmisién DAérgica (Cauli y Morelli 2005, Fisone y cols. 2004). A su vez, los
receptores Aly A2A son capaces de formar complejos heterémeros con los receptores
D1y D2 respectivamente. Al unirse la adenosina a estos complejos se ha registrado una
reduccion en la afinidad y eficacia de la unidn de la DA (y otros ligandos DAérgicos) a
sus receptores. Esto afiade otro nivel de regulacion al sistema, e incluso se ha
planteado la formacidon de estos heterémeros como una condicidon necesaria para
mantener las interacciones agonisticas entre los receptores acoplados a proteina Gs
(A2A 0 D1) y a proteinas Gi (D2 o A1) (Ferré y Ciruela 2019, Ferré y cols. 2018b).

23



Numerosas evidencias han mostrado que la administracion aguda o repetida de
cocaina y otras drogas psicoestimulantes aumenta los niveles extracelulares de DA en
el NAc, lo que refleja la activacién del sistema mesolimbico (Carboni y cols. 1989,
DiChiara e Imperato 1988, Volkow y cols. 2009). La actividad DAérgica en el NAc es
esencial para el procesamiento del efecto recompensante y reforzador de las drogas
adictivas, y como se menciond anteriormente, en favorecer la aparicion de
comportamientos orientados a la obtencidn de estimulos motivacionalmente
relevantes (Floresco 2014, Volkow y cols. 2019). Es importante sefialar, sin embargo,
que si bien el NAc posee lo que se conoce como hotspots heddnicos y participa en el
procesamiento del aspecto heddnico de la recompensa, este fendmeno no esta
mediado por la DA, sino por otros sistemas de neurotransmision, siendo el sistema
opioide el mas significativo (Berridge y Kringelbach 2015, Berridge y Robinson 1998,
Castro y Berridge 2014).

Aun asi, la estimulacion DAérgica repetida por las drogas de abuso genera
neuroadaptaciones en este sistema de transmisidn, repercutiendo indirectamente en
los aspectos heddnicos de la recompensa (Volkow y cols. 2019).

Mas alld del componente heddnico, la DA en el NAc es fundamental para la
recompensa, y en especial para la saliencia de incentivo, proceso que se encuentra en
la base del desarrollo adictivo (ver seccidn 3.1). Esta sefial es de gran relevancia ya que
con la administracion repetida de psicoestimulantes y otras drogas adictivas, se ha
descrito una disminucién progresiva del “liking” (heddnico) y un incremento del
“wanting” (saliencia de incentivo) (Berridge and Robinson 2016).

Evidencias pre-clinicas resaltan la importancia del incremento de DA en el NAc en el
efecto reforzador de los psicoestimulantes. Se ha reportado que el aumento en los
niveles de DA en el NAc inducido por cocaina se correlaciona significativamente con su
efecto psicomotor estimulante (Sellings y cols. 2006), asi como con las primeras etapas
del comportamiento de busqueda y autoadministracion de cocaina (D’Souza y
Duvauchelle 2006, Ikegami y Davauchelle 2004). Las evidencias indican ademas que,
para ejercer un efecto reforzador, el incremento de DA inducido por la droga debe ser
lo suficientemente grande y rdpido como para estimular a ambos tipos de receptores
DAérgicos. Esto se debe a que la DA tiene una mayor afinidad por los receptores D2
que los D1. Por lo tanto, frente a la actividad tdnica basal de las fibras DAérgicas se
activan principalmente los receptores D2, y su estimulacion no esta asociada a
recompensa (Caine y cols. 2002). Los receptores D1, en cambio, suelen activarse con
la actividad fasica de las fibras DAérgicas, cuando ocurren aumentos rapidos de DA, y
su sola estimulacién es suficiente para ejercer efectos recompensantes (Caine y cols.
2007). Sin embargo, los receptores D2 no estdn completamente ocupados con la DA
basal, y su activacién también incrementa con la DA fasica, de forma tal que la mayor
efectividad en el efecto recompensante ocurre cuando se activan los receptores D1y
D2 simultaneamente (Steinberg y cols. 2014).

24



Estas evidencias coindicen con datos de imagenologia cerebral en humanos, que
reportan que el incremento rapido de DA (<10 min) en el NAc generado por drogas
esta asociado a los reportes subjetivos de recompensa (sensaciéon de “high”). Si el
incremento de DA se realiza de forma gradual, incluso alcanzando los mismos niveles,
no se reporta sensacion de recompensa (Volkowy cols. 2000, Volkow y cols. 2009).
Esto puede explicar, en parte, por qué vias de administracion mas rdpidas como la
inhalacion pulmonar o la inyeccién intravenosa, son consideradas mas
recompensantes y adictivas que aquellas vias que resultan en una captacion mas lenta
y progresiva, como la administracion oral o intranasal.

La DA esta definida como un neurotransmisor modulatorio, por lo que su principal
funcién en el NAc se considera que es la modulacién del impacto de las aferencias
excitatorias sobre la actividad de las neuronas del NAc, principalmente las MSNs
(Floresco 2014). Estudios neuroanatdmicos, han mostrado que las aferencias
excitatorias convergen en la cabeza de las espinas dendriticas de las MSNs, mientras
gue las neuronas DAérgicas hacen sinapsis preferencialmente a la altura del cuello de
las espinas, una posicién clave en la regulacién de la relevancia de la sefal
glutamatérgica (Girault 2012). Las MSNs expresan receptores glutamatérgicos
metabotrdpicos e ionotrdpicos, tanto receptores de acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-
4-isoxazolpropidnico (AMPA), como de N-metil-D-aspartato (NMDA) (Scofield y cols.
2016). Esta sinapsis es un sustrato clave de procesos de plasticidad dentro del circuito
motivacional. La exposicion repetida a psicoestimulantes induce cambios duraderos en
la transmisidn y homeostasis glutamatérgica en el NAc (ver seccién 3.3. Sensibilizacién
comportamental), que alteran la comunicacién cortico-limbica, y se asocian al
establecimiento de la dependencia y la vulnerabilidad duradera a la recaida (Kalivas
2004, Kalivas 2009).

Por otra parte, el NAc no es una estructura homogénea, sino que comprende distintas
sub-regiones denominadas “shell” y “core”, las cuales se distinguen en sus aferencias y
proyecciones, microcircuiteria y rol funcional (Zahm 1999). Estudios anatdmicos y
funcionales indican que el NAc shell estd relacionado con la recompensa y las
respuestas no condicionadas a las drogas, mientras que el NAc core esta involucrado
en la ejecucion de las respuestas motoras frente a contextos o estimulos
motivacionalmente relevantes (lto y cols. 2000, Wolf 2010). En este sentido, el
aumento de DA en el NAc shell se ha asociado al efecto recompensante agudo de
psicoestimulantes, y a la asociacion de las propiedades sensoriales de estimulos
apetitivos novedosos con sus consecuencias bioldgicas (Di Chiara y cols. 2004). Esto
ultimo es de importancia para el establecimiento de asociaciones predictivas entre
dichos estimulos y su valor recompensante, una relacién necesaria para el inicio de la
busqueda vy el condicionamiento contextual (Berridge y cols. 2009). Por otro lado, la
hiperactividad DAérgica en el Nac core se halla implicada principalmente en los
aspectos motores de la recompensa, incluidos el aprendizaje entre una accién y su
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consecuencia reforzadora (condicionamiento operante o instrumental) y la facilitacidon
de la respuesta comportamental dirigida hacia la obtencion de recompensa (Di Chiara
y cols. 2004, Ito y cols. 2000).

3.2.2. mPFC: composicion celular y su rol en la accion de psicoestimulantes

La mPFC es un elemento clave del sistema mesocorticolimbico, y se ha

demostrado que participa en un amplio rango de funciones cognitivas y
comportamentales, como la atencién, aprendizaje y memoria, planificacién, inhibicién
de respuesta, flexibilizacion del comportamiento y toma de decisiones (Dalley y cols.
2004). La desregulacién de estas funciones altera el balance entre la ejecucion e
inhibicion del comportamiento, respuestas que forman parte integral del desarrollo
adictivo (Goldstein y Volkow 2011). Aunque esta regién se encuentra expandida en
humanos en relaciéon a roedores, existe una correspondencia en las caracteristicas y
vias neuroquimicas y moleculares de las distintas areas de la PFC. (ver Figura 7). Esto
permite el abordaje pre-clinico de los mecanismos corticales que participan en el
desarrollo adictivo, como la pérdida de control sobre los comportamientos de
consumo (Koob y Volkow 2016, Moorman y cols. 2015).
En ratas, la mPFC se refiere a las estructuras localizadas sobre la region medial de la
PFC, e incluye distintas subregiones definidas como corteza cingulada anterior (ACC),
corteza prelimbica (PrL) e infralimbica (IL) (Dalley y cols. 2004). La mPFC ejerce el
control ejecutivo sobre la seleccidn e iniciacién de comportamientos de busqueda y
consumo de la droga a través de sus proyecciones al NAc, el cual recluta estructuras
motoras tales como el DS y el palido ventral, como se describié anteriormente (Volkow
y cols 2019).
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Figura 7. Correspondencia entre zonas de la corteza prefrontal de ratas y humanos,
relevantes en la adiccidn. ACC=corteza cingulada anterior; PL= corteza prelimbica;
IL=corteza infralimbica; OFC=corteza orbitofrontal; INS=insula; dIPFC=corteza prefrontal
dorsolateral; vIPFC=corteza prefrontal ventrolateral; vmPFC=corteza prefrontal
ventromedial; DS=estriado dorsal; GP=globo palido; NAc=nucleo accumbens; BNST= nucleo
del lecho de la estria terminal; CeA=nlcelo central de la amigdala; HPC=hipocampo.
Tomado de Koob y Volkow 2016.
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La participacion de la mPFC en el efecto reforzador de psicoestimulantes esta bien
establecida. La administracion de cocaina facilita la autoestimulacién eléctrica
intracraneal de la mPFC en ratas (McGregor y cols. 1992), y a su vez, estos animales
son capaces de autoadministrase cocaina directamente en esta regién (Goeders y
Smith 1993). La infusién de DA y cocaina en la mPFC también es capaz de facilitar la
reinstalacion del comportamiento de busqueda de cocaina (McFarland y Kalivas 2001,
Park y cols. 2002).

Sin embargo, se ha descrito que las subregiones de la mPFC poseen distintos roles en
los comportamientos motivados, incluidos aquellos relacionados con el consumo de
drogas y la dependencia. En este sentido, se ha reportado que existen diferencias en el
patrén de proyeccién de la PrL e IL hacia las regiones del circuito de recompensa
(Figura 8). En cuanto al NAc, la PrL inerva preferencialmente el NAc core, mientras que
la IL proyecta principalmente al NAc Shell (Moorman y cols. 2015). En base a esta
inervacién diferencial, se ha propuesto un modelo dicotémico, que propone que la PrL
es esencial para el desarrollo de respuestas orientadas a una meta y la expresiéon de la
busqueda de recompensa, mientras que la IL participaria fundamentalmente en la
extincion del condicionamiento a estimulos apetitivos, incluyendo la restriccién de la
busqueda de droga (Gourley y Taylor 2016). En este sentido, estudios farmacolégicos
confirmaron que la inactivacion de la PrL con lidocaina (mediante la inhibicién de los
canales de sodio voltaje-dependientes) disminuyd el condicionamiento y el
comportamiento de busqueda de cocaina (Di Pietro y cols. 2006). Por el contrario, la
inactivacion de la IL, potencid la respuesta en la extincidon tardia a cocaina en un
modelo de autoadministracién (Peters y cols. 2008).

relimbic Projections:
Cortex: Striatum Thalamus:
ACC PL 1L NA core MD  IMD

MO Perirhinal cortex NAc shell (ventral PL) PVT Reuniens
Insular cortex (agranular) Caudate-putamen

VIA LC Raphe CeA PF LH

SN PAG BLA Supramammillary

Infralimbic Projections:

\

ACC PL L NAc shell MD IMD
MO Piriform cortex Caudate-putamen PVT Reuniens
Insular cortex (agranular)

Amygdala:
Entorhinal cortex =
Medial amygdala Hypothalamus:
Brainstem: Basomedial amygdala DMH PF
VIA Lc Cortical amygdala LH PH
SN PAG CeA Supramammiliary

Figura 8. Representacién esquemadtica delas proyecciones de la PL e IL a regiones relacionadas con la
recompensa. ACC/Cgl= corteza cingulada anterior; BLA= amigdala basolateral; CeA= amigdala
central; IL= corteza infralimbica; IMD= talamo intermediodorsal; LC= locus coeruleus; LH= hipotdlamo
lateral; MD= tdlamo mediodorsal, MO= corteza orbital medial; NA= nulcleo accumbens; PAG=
sustancia gris periacueductal; PF= area perifornical del hipotdlamo; PH= hipotadlamo posterior; PL=
corteza prelimbica; PVT= talamo paraventricular; SN= sustancia nigra; VTA= drea tegmental ventral.
Tomado de Moorman y cols. 2015.
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Por otro lado, hay reportes que sugieren que el rol de la PrL e IL puede variar de
acuerdo al modelo utilizado y la etapa del ciclo adictivo (Moorman y cols. 2015). En
otros experimentos, la activacion optogenética de la PrL en ratas expuestas a cocaina
previno la busqueda compulsiva de la droga, mientras que su inhibicidn la potencid
(Chen y cols. 2013). De hecho, existe evidencia consistente tanto a nivel clinico como
pre-clinico, que la exposicidn repetida a psicoestimulantes induce una disminucién en
la actividad y conectividad de la PFC, que se asocia al debilitamiento de los
mecanismos de autocontrol e inhibicion de respuesta, caracteristicos de la adiccidn
(Volkow y cols. 2019, Zilverstand y cols. 2018, Goldstein y Volkow 2011).

En roedores, existen reportes que sugieren que el condicionamiento y la recaida
inducida por una dosis de la droga involucran las proyecciones glutamatérgicas de la
mPFC al NAc, las cuales estan moduladas por los receptores tipo D1y D2 presentes en
la mPFC (Koob y Volkow 2016). En particular, los D1 y D2 se localizan tanto en las
neuronas piramidales como en las interneuronas distribuidas a lo largo de las capas Il a
la VI de la mPFC, siendo mas abundantes los D1 que D2 (Bisagno y cols. 2016). También
se ha descrito la presencia de receptores D2 y D3 a nivel pre-sindptico, donde su
activacion induce una disminucion en la sefial DAérgca (DeMei y cols. 2009). En la pre-
sinapsis glutamatérgica, de manera interesante, se ha descrito la presencia de D1, cuya
activacion también induce una disminucion de la liberacion de neurotransmisor, asi
como la presencia de receptores D2 (Gao y cols. 2001). La mayor concentracién de
estos receptores se encuentra en las espinas dendriticas, junto con las terminales
glutamatérgicas y DAérgicas, sitio clave en fendmenos de plasticidad sindptica (Yao y
cols. 2008). La actividad sostenida de D1 en esta regién puede incrementar la
expresion de receptores AMPA y NMDA, asi como su traslocacién a la sinapsis
glutamatérgica, y facilitar mecanismos de plasticidad a largo plazo (potenciacion a
largo plazo, LTP). Concomitantemente, la activacién de D2 disminuye la expresion y
translocacién de receptores AMPA. Los incrementos excesivos de DA inducidos por
psicoestimulantes como la cocaina, pueden generar cambios maladaptativos a través
de estos mecanismos de plasticidad (Bisagno y cols. 2016, Huang y cols. 2004).
Asimismo, los receptores D1 en la mPFC exhiben una curva de dosis-respuesta en
forma de “U”. Su activacion con cantidades éptimas de DA estd asociada a una
correcta funcion glutamatérgica y performance cognitivo, mientras que una activacion
subdptima o excesiva, como la inducida por psicoestimulantes, se asocia a una
disminucion de la sefial y excitabilidad de las neuronas glutamatérgicas (Goldman-
Rakic y cols. 2000). Esto coincide con la hipoactividad frontal hallada en consumidores
cronicos de cocaina (Volkow y Morales 2015).
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3.3. Sensibilizacion comportamental

La exposicidn repetida a psicoestimulantes genera un aumento progresivo y

duradero de sus efectos comportamentales y reforzadores, lo que se conoce como
sensibilizacion comportamental (Anderson y Pierce 2005). Este es un fendmeno comun
en el desarrollo adictivo, y si bien es caracteristico de los psicoestimulantes (cocaina,
anfetamina), también ha sido demostrado para otras drogas de abuso, como nicotina,
D-9-tetrahydrocannabinol (THC), morfina y alcohol (Nona y cols. 2018, Pierce y Kalivas
1997, Robinson vy Berridge 2008, Scofield y cols. 2016). La sensibilizacién
comportamental para psicoestimulantes se asocia directamente con la sensibilizaciéon
locomotora, ya que se caracteriza por la potenciacién de la respuesta locomotora
frente a una re-exposicion a la droga, luego de un tratamiento repetido y un periodo
de abstinencia (Pierce y Kalivas 1997, Vanderschuren y Kalivas 2000). La importancia
de este fendmeno radica en que el mismo refleja neuroadaptaciones persistentes
similares a aquellas que subyacen a comportamientos caracteristicos de la
dependencia, incluida la reinstauracion de los comportamientos de busqueda y
consumo de droga (Liu y Steketee 2016, Steketee y Kalivas 2011, Vanderschuren y
Kalivas 2000).
La secuencia de neuroadaptaciones que resultan en la sensibilizacién pueden
separarse en dos componentes temporales distintos: el desarrollo y la expresion. El
desarrollo de la sensibilizacidon se ve reflejado en el aumento progresivo de la actividad
locomotora durante el tratamiento repetido con la droga, en el cual se describe una
secuencia transitoria de eventos celulares, que llevard a los cambios en la funcién
neural responsables del aumento locomotor. La expresion, en cambio, se ve reflejada
en una hiperactividad persistente frente a la droga luego de un periodo de abstinencia,
y se asocia a alteraciones duraderas en la funcion neural que surgen del proceso de
desarrollo, las cuales median de forma directa la respuesta locomotora potenciada.
(Anderson y Pierce 2005, Pierce y Kalivas 1997).

La sensibilizacién comportamental inducida por cocaina se encuentra ampliamente
reportada y establecida en la literatura (Crombag y cols. 2002, Kalivas y Duffy 1993,
Kalivas y Stewart 1991, Kalivas y cols. 1988, Seymour y Wagner 2008). Las alteraciones
y neuroadpataciones asociadas a este fendmeno estdn mediadas por el circuito
mesocorticolimbico (Pierce y Kalivas 1997, Steketee y Kalivas 2011). En particular, la
potenciacién de la locomocidn observada en la expresidn de la sensibilizaciéon en
roedores (luego de la dosis desafio de la droga), se acompaia de una actividad
DAérgica aumentada en el NAc (Dos Santos y cols. 2018, Kalivas y Duffy 1993, Scofield
y cols. 2016). De hecho, se ha sugerido que las neuroadaptaciones en el NAc son las
responsables principales de la expresion de la sensibilizacion a cocaina (Anderson vy
Pierce 2005), junto con la disminucién de la modulacién inhibitoria sobre la
transmisién excitatoria proveniente de la mPFC (Stketee 2005). Dentro de las
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neuroadaptaciones descritas en el NAc se encuentran la presencia de hipersensibilidad
de los receptores DAérgicos postsindpticos D1 y D2, e hiposensibilidad de los
autoreceptores D2 (Vanderschuren y Kalivas 2000). También se ha descrito una
alteracion en la expresion de receptores tipo D1 y D2 luego del tratamiento repetido
con cocaina, aunque los resultados son contradictorios (Kleven y cols. 1990, Puig y cols
2012, Unterwald y cols. 1994), probablemente debido a diferencias en los protocolos
de administracion (Puigy cols. 2014).

Los cambios comportamentales persistentes observados en la sensibilizacidon a cocaina
también se han asociado a fendmenos de plasticidad estructural. Algunos de los
cambios mas significativos incluyen alteraciones en la morfologia e incremento en la
densidad de dendritas y espinas dendriticas de las MSNs (Robinson y Kolb 2004, Russo
y cols. 2010). Esto se acompafia de una reorganizacién de los receptores AMPA en las
espinas dendriticas y cambios en la corriente mediada por este receptor, usualmente
cuantificada como la relacion entre AMPA/NMDA (Russo y cols. 2010, Scofield y cols.
2016, Wolf y Ferrario 2010). El fortalecimiento de estos elementos y una mayor
expresion de receptores AMPA en las espinas dendriticas esta asociado a la induccién
de LTP, mientras que, por el contrario, la retraccidon de estos elementos se asocia a el
establecimiento de una depresién a largo plazo (LTD). Que predomine un proceso
sobre el otro dependera del protocolo utilizado y la etapa en la que se encuentre,
pudiendo incluso variar en la abstinencia temprana y tardia (Russo y cols. 2010).
Asimismo, el desafio con cocaina en animales sensibilizados a esta droga induce una
mayor liberacién de glutamato en el NAc (Pierce y cols. 1996, Cornish y Kalivas 2001).
De manera interesante, estos efectos en la transmision glutamatérgica resultan mas
robustos frente a la presencia de claves ambientales asociadas a la exposiciéon a
cocaina (Scofield y cols. 2016). La asociacion de contexto es un fenémeno comun en
los protocolos de sensibilizacidn con psicoestimulantes, y sefiala el reclutamiento de
circuitos relacionados con el aprendizaje asociado a recompensa y el estado de
busqueda/anticipacion de la droga (Vanderschuren y Pierce 2010). Si bien la asociacion
de contexto no es una condicion necesaria para el establecimiento de la
sensibilizacién, animales que reciben cocaina en su caja necesitan dosis mas altas y
tratamientos mas intensos que aquellos que reciben la droga en un ambiente
novedoso, que permite establecer asociaciones aprendidas de manera mds sencilla (Li
y cols. 2004).

Existen numerosos protocolos para estudiar la sensibilizacién comportamental a
psicoestimulantes, aunque generalmente se utilizan regimenes de inyecciones diarias
no contingentes, de 7 o mas dias de duracién, seguido de un periodo de abstinencia
variable (Crombag y cols. 2002, Pierce y Kalivas 1997, Seymour y Wagner 2008). La
abstinencia constituye una etapa crucial en el proceso de sensibilizacion, en la cual se
consolidan varias de las adaptaciones producidas por la droga mencionadas
previamente (Kuhar y Pilotte 1996, Pierce y Kalivas 1997). De esta forma, el tiempo de
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abstinencia repercute directamente en el resultado de los tratamientos repetidos,
habiéndose reportado una mayor respuesta e intensidad de la sensibilizacién con
periodos de abstinencia prolongados, superiores a 14 dias (Pierce y Kalivas 1997).

Las evidencias mencionadas arriba confirman a la sensibilizacién locomotora como un
modelo capaz de aportar informacion relevante sobre los efectos y mecanismos que
participan en el efecto reforzador de drogas psicoestimulantes, asi como las
neuroadaptaciones asociadas al desarrollo adictivo.

3.4. Condicionamiento y aprendizaje asociado a recompensa

Las asociaciones aprendidas entre los efectos de la droga y los estimulos
contextuales en el momento del consumo, son un componente central en la
adquisicion y mantenimiento del comportamiento de busqueda de droga, asi como en
la transicion del consumo controlado a la dependencia (Volkow y cols. 2019).

A medida que se desarrolla la dependencia, hay un aumento en el nimero de
estimulos que se asocian con la droga a través de la experiencia, pudiendo adquirir
algunos de ellos un caracter predictivo sobre la presencia de recompensa. Una vez
establecida esta relacion (condicionamiento), las claves contextuales asociadas a la
recompensa (estimulo condicionado) pueden adquirir saliencia y saliencia de incentivo,
y generar reacciones asociadas a recompensa similares a la droga. (Berridge vy
Robinson 2016, Volkow y cols. 2006). El condicionamiento puede instalarse para
muchos tipos de claves, incluidos lugares, personas y objetos asociados al consumo, e
incluso el estado mental y animico predominante al momento en el que se utilizo la
droga (Volkow y cols. 2019). Estas asociaciones perduran en el tiempo, y pueden
inducir la recaida incluso luego de meses o afios de abstinencia (O’Brien 1998). En este
sentido, la exposicion a claves asociadas a la cocaina (como imagenes de la
parafernalia utilizada para su consumo), e incluso el sélo hecho de relatar experiencias
pasadas de consumo, es capaz de inducir un fuerte craving en personas consumidoras
de cocaina (Volkow y cols. 2008, Wang y cols. 1999). También se ha evidenciado que
las personas con dependencia a cocaina poseen un sesgo en la atencién hacia aquellos
estimulos que tengan que ver con cocaina, sean positivos o negativos (Dunning y cols.
2011). Este sesgo atencional hacia estimulos capaces de inducir craving, fortalece y
confirma la importancia de los procesos de condicionamiento en la vulnerabilidad a las
recaidas.

El proceso de condicionamiento a los efectos recompensantes de las drogas de abuso
estd mediado por la actividad del circuito motivacional. Las claves condicionadas
pueden desencadenar un incremento de DA en el NAc, lo que participa en el sesgo
atencional y la atribucion de saliencia al estimulo condicionado. Con el tiempo esto
puede generar una transicién a conductas de bisqueda y acercamiento no ya al
estimulo recompensante, sino hacia la clave condicionada que anticipa la recompensa
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(Berridge y Robinson 2016, Volkowy cols. 2019). La capacidad de una droga de
establecer asociaciones condicionadas es, por lo tanto, un elemento importante a
tener en cuenta al estudiar su potencial y riesgo adictivo.

Un modelo ampliamente utilizado para el estudio del efecto reforzador de drogas de
abuso y su capacidad de establecer condicionamiento a claves contextuales, es el de
Condicionamiento de Preferencia de Lugar (CPP) (Tzschentke 2007). Este modelo se
basa en el concepto de aprendizaje asociado a recompensa, e involucra el
establecimiento de asociaciones entre el efecto de una droga (ya sea recompensante o
aversivo) y un ambiente con claves sensoriales especificas (Bardo y Bevins 2000).

Si bien existen variaciones del modelo y de los protocolos utilizados, en términos
generales el procedimiento del CPP usualmente consiste en tres fases: pre-test o
habituacidn, condicionamiento, y test. Durante el pre-test el animal es colocado en el
modelo para que lo explore libremente. El mismo consta de dos cdmaras con claves
contextuales diferentes, y puede o no tener una tercera cdmara de conexién entre
ellas. En esta fase se cuantifica la preferencia inicial por uno de los compartimentos,
mediante el tiempo que pasa el animal en cada cdmara. Durante el condicionamiento,
una de las camaras es asociada con el efecto de la droga (generalmente la no
preferida), mientras que la otra es asociada con la administracion de salino. Este
entrenamiento implica varias sesiones durante algunos dias, dependiendo del
protocolo utilizado. Luego del condicionamiento, la preferencia se pone a prueba en el
test, en el que se permite que el animal explore libremente el modelo en un estado
libre de droga, y se cuantifica el tiempo en cada camara. Si el efecto reforzador de la
droga es suficiente para establecer asociaciones aprendidas entre el contexto y la
recompensa, se espera que incremente el tiempo en el compartimento asociado a la
droga, produciendo CPP (Bardo y Bevins 2000, Tzschentke 2007).

El modelo de CPP ha sido ampliamente utilizado para estudiar el efecto reforzador de
cocaina, bajo diferentes dosis y dias de condicionamiento (Bedingfield y cols. 1998,
Mueller y Stewart 2000, Seymour y Wagner 2008, Zavala y cols. 2003). A su vez, se ha
utilizado también para evidenciar la importancia de la via de administracidn, dado que,
la administracién de cocaina por una via de administracidon rapida como la via
intravenosa, facilita el establecimiento del CPP (Nomikos y Spyraki 1988).

La expresidn del CPP con cocaina se asocia a un incremento de la actividad DAérgica en
el NAc (Tzschentke 2007). De hecho, un estudio realizado por Tsai y colaboradores
(2009) sugiere que la sola actividad fésica de las células DAérgicas es suficiente para
generar el CPP. En dicho estudio, los autores realizan una estimulacién optogenética
de las células DAérgicas del VTA, sin la participacion de ninguna droga. Los resultados
indican que los animales generan una preferencia por el compartimento asociado a la
actividad fasica, con el correspondiente incremento de DA, en relaciéon al
compartimento asociado a la estimulacién tdnica (Tsai y cols. 2009). Aun asi, existen
evidencias que indican que la alta reactividad a claves contextuales asociadas con
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drogas depende del desbalance entre la sefializacion de D1 y D2 (Volkow y cols. 2019).
El receptor D1 parece tener un rol preponderante en este proceso, ya que la
administracion sistémica e intra-NAc del antagonista del receptor D1, SCH23390,
previene la expresion de CPP inducido por cocaina (Baker y cols. 1998, Cervo y
Samanin 1995). Las manipulaciones del receptor D2, en cambio, parecen ser menos
efectivas en alterar el CPP a psicoestimulantes (Baik 2013).

Por otro lado, los psicoestimulantes son drogas que, a las dosis apropiadas, pueden
actuar como potenciadores cognitivos y potenciar mecanismos de aprendizaje y
memoria (Bisagno y cols. 2016), lo que puede facilitar la instauracién del CPP. La mPFC
esta implicada en la evocacion de memorias y en el comportamiento de busqueda de
droga (Dalley y cols. 2004), y se ha demostrado que la misma participa en la
adquisicion y expresion del CPP a cocaina (Shinohara y cols. 2017, Zavala y cols. 2003).
Es importante, por lo tanto, considerar también las funciones de la mPFC en el
aprendizaje asociado a recompensa a la hora de estudiar el condicionamiento y efecto
reforzador de las drogas de abuso.

3.5. Mecanismos transcripcionales: genes inmediatos tempranos

El fenotipo de las distintas etapas y fendmenos incluidos en el ciclo adictivo,
dados por la exposicién crénica a drogas de abuso, se acompanan de adaptaciones
moleculares en las regiones del circuito de recompensa (Robinson y Nestler 2011). Eric
Nestler y su grupo, enfocados en los mecanismos transcripcionales de la adiccion,
propusieron que cambios en el potencial transcripcional de los genes (a través de la
accién de factores de transcripcidn, modificaciones en la cromatina y ARNs
regulatorios no codificantes) contribuyen sustancialmente al desarrollo y
mantenimiento de la dependencia (Nestler 2001, Nestler 2012). Segun este modelo
entonces, la exposicion repetida a drogas puede cambiar la capacidad de un gen de ser
inducido o reprimido en respuesta a otra dosis de la droga o un estimulo ambiental.
Esto provee un mecanismo, inducido por la administracion repetida de drogas, por el
cual se incrementa de forma sostenida la reactividad a una nueva exposicion a la droga
o a estimulos asociadas a la misma, favoreciendo la aparicién de los procesos de
sensibilizacidn y recaida (Robinson y Nestler 2011).

En este modelo, los genes inmediatos tempranos (IEGs) tienen un rol protagdnico
como uno de los pasos iniciales para la induccién de cambios a largo plazo que
producen las drogas en la funcidn neural. Seglin este el mecanismo de regulacion, las
drogas de abuso, al actuar en sus blancos sinapticos, alteran la cascada de sefializacién
intracelular, lo que lleva a la activacion o inactivacién de IEGs. Estos IEGs usualmente
codifican para factores de transcripcion y otros tipos de proteinas regulatorias, que en
ultima instancia favorecerdn o suprimirdn la expresion de otros genes y procesos
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celulares, lo que contribuye a los cambios a largo plazo asociados a la adiccion (Nestler
2012).

Dentro de la enorme variedad de IEGs, algunos de los mds estudiados en relacién a las
neuroadaptaciones inducidas por drogas son los genes de la familia Fos, que incluye a
c-Fos, FosB, y los antigenos relacionados a Fos (Fra), Fral y Fra2. Estas proteinas de la
familia Fos heterodimerizan con proteinas de la familia Jun (c-Jun, JunB y JunD) para
formar la proteina activadora 1 (AP1), un factor de transcripcién que se une al
promotor de ciertos genes y regula su transcripcion (Folleta 1996). Las proteinas de la
familia Fos se inducen rdpida y transitoriamente en regiones del circuito motivacional
después de la administracion aguda de drogas de abuso, siendo su efecto mas
significativo en el NAc (Nestler 2012).

Se encuentra bien establecido que la administracién aguda de cocaina induce la
expresion de la proteina Fos en el NAc y la mPFC (Johansson y cols. 1994, Torres y
Rivier 1994, Uslaner y cols. 2001). El tratamiento crénico con cocaina y el
condicionamiento a claves contextuales, en cambio, se ha asociado principalmente con
un incremento de Fos B en estas regiones, y en particular con la acumulacién sostenida
de AFosB, producto del splicing alternativo de FosB, y una forma mucho mas estable
de la proteina (Nestler y cols. 2001, Nygard y cols. 2015, Miller y Marshall 2005). Por
otro lado, la proteina Fra-2 posee la misma capacidad de unirse a proteinas Jun y
formar la AP1 que las proteinas Fos, aunque difiere en la capacidad de inducir y
reprimir algunos genes (Suzuki y cols. 1991), y su expresion exhibe una dindmica
temporal intermedia entre c-Fos y AFosB (Nestler y cols. 2001). En este sentido,
algunos reportes sefialan un incremento en la expresion del gen fra-2 en el estriado
(incluyendo el NAc) y PFC, luego de la administracidon aguda y repetida de cocaina
(Franklin y Druhan 2000, Liu y cols. 2005, Nye y cols. 1995). En cuanto a Fra-1, éste
muestra esencialmente las mismas propiedades regulatorias que Fra-2 (Suzuki y cols.
1991).

Ademas de los genes de la familia Fos, las neuroadaptaciones inducidas por cocaina se
han asociado también a la expresidon alterada de otros IEGs y otras proteinas
regulatorias (no IEGs) en el circuito mesocorticolimbico, muchas de las cuales estan
involucradas en la regulacion de los efectos de la cocaina, plasticidad sindptica,
aprendizaje y memoria (Nestler 2012). Entre ellos se encuentran, por ejemplo, CREB
(cCAMP response element-binding), CART (cocaine and amphetamine regulated
transcript), sinaptofisina, Egrl (early growth response gene 1) y Npas4 (neuronal Per-
Arnt-Sim domain protein 4) entre otros (Fritz y cols. 2011, Kuhar 2016, Nestler 2012).

De manera interesante, un estudio reciente de Bernardino y colaboradores (2019)
analiza el efecto de una muestra de PBC en comportamientos relacionados con la
ansiedad vy la expresidén de IEGs, y describe alteraciones significativas en la expresiéon
de algunos de los genes mencionados previamente. Especificamente, los autores
reportan un incremento en la expresion de Egrl, FosB y AFosB en el NAc, y una menor
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expresion de FosB y AFosB en la mPFC, asociados a un aumento de la ansiedad
experimental en los animales (Bernardino y cols. 2019). Sin embargo, hasta el
momento de esta Tesis no habia trabajos que abordaran los cambios en la expresién
de IEGs inducidos por PBC en procesos de sensibilizacion y condicionamiento.

4. TRATAMIENTO DE LA ADICCION A DROGAS: USO DE CANNABINOIDES

4.1. Sistema endocannabinoide como nuevo blanco terapéutico

Una de las mayores dificultades a las que se enfrentan las personas con
dependencia a drogas psicoestimulantes es que aln no se han alcanzado estrategias
exitosas para favorecer su tratamiento. Esto ha llevado a que en la mayoria de los
casos los tratamientos se centren principalmente en la disminucién sintomdtica de los
efectos agudos de la droga y la abstinencia temprana, y también, dada la alta
comorbilidad entre trastornos psiquidtricos y dependencia, en atenuar estados
asociados que facilitan las recaidas, como la depresién y la ansiedad (Koob y Mason
2016). Tradicionalmente la busqueda de nuevos tratamientos se basé en sitios de
accioén sobre los sistemas de neurotransmisiéon glutamatérgico y DAérgico, debido a su
rol central en los efectos reforzadores de las drogas de abuso y procesos de
dependencia y recaida (O’Brien y Gardner 2005). Sin embargo, la alteracion directa de
estos sistemas suele presentar serios efectos secundarios, lo que dificulta Ila
adherencia y permanencia en el tratamiento. Es en este contexto que el sistema
endocannabinoide (sECB) surge como un nuevo blanco terapéutico, ya que se ha
demostrado que el mismo participa en los mecanismos de recompensa, y que su
modulaciéon mediante el cannabis de uso medicinal, ha reportado efectos secundarios
muy bajos o nulos (Prud’homme y cols. 2015).

El sECB estd compuesto por un grupo de lipidos enddgenos llamados
endocannabinoides (ECB), los receptores cannabinoides con los cuales interactdan, y
las enzimas encargadas de su biosintesis y degradacién (Mechoulam y Parker 2013).
Los ECB son moléculas neuromoduladoras, en su mayoria derivadas del acido
araquiddnico, las cuales participan en varios de los procesos fisioldgicos del organismo,
incluyendo apetito, reproduccién, sensacién de dolor, memoria y motivacién, entre
otros (Mechoulam y Parker 2013). Los ECB mas estudiados y caracterizados hasta el
momento fueron también los primeros en describirse, y estos son la anandamida (AEA)
y el 2-araquidonilglicerol (2-AG) (Mechoulam y cols. 1998). Debido a su naturaleza
lipidica, los ECB no se almacenan en vesiculas, sino que se sintetizan “a demanda” a
través de la escisién de los precursores lipidicos de la membrana, y son
inmediatamente liberados a la hendidura sinaptica, actuando como mensajeros
retrogrados. Una vez realizada su accion, los ECB son rapidamente metabolizados por
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la amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH) y la monoacilglicerol lipasa (MAGL)
(Mechoulam y cols. 1998, Parson y Hurd 2015). Las acciones de los ECB son mediadas
por los receptores CB1 y CB2, ambos metabotrdpicos acoplados a proteina G
(Mechoulam y Parker 2013). Los receptores CB1 estan localizados fundamentalmente
en el SNC, dénde se distribuyen en dareas asociadas al control motor y funciones
cognitivas, emocionales y sensoriales, como corteza, cerebelo, hipocampo y ganglios
basales. Los receptores CB2 se expresan principalmente en células del sistema inmune,
aunqgue existe evidencia de que también se expresan en neuronas, glia, y células
endoteliales del SNC (Zou y Kumar 2018). Dada su distribucién diferencial, la mayoria
de los efectos psicotropicos y comportamentales de los cannabinoides exdgenos
(fitocannabinoides o cannabinoides sintéticos), incluyendo los comportamientos
motivados, estdn mediados predominantemente por la activacién del receptor CB1
(Zou y Kumar 2018).

A nivel celular, CB1 se expresa preferencialmente en la terminal pre-sindptica de
neuronas GABAérgicas y glutamatérgicas. Su activacidon por parte de los ECB genera
una inhibicion de la liberacion de neurotransmisores, siendo esta una de las acciones
principales del sECB (Mechoulam y Parker 2013). Para llevar a cabo este efecto, el
receptor CB1 estd acoplado a proteinas Gi,, por lo que su activacion genera una
disminucion de cAMP vy, en consecuencia, una menor fosforilacién de los canales de K*
de tipo A por parte de la PKA. Esto facilita el incremento de corrientes de K*, lo que
hace el potencial de membrana mas electronegativo, dificultando la liberacion de
neurotransmisor (Zou y Kumar 2018). La activacion de CB1 también lleva a la inhibicién
de los canales de Ca?* voltaje-dependientes, y a la estimulaciéon de los canales
rectificadores de K* (Zou y Kumar 2018). Sin embargo, estudios recientes sefialan que
los receptores CB1 pueden ademas generar sefiales a través de Gus/aq bajo ciertas
circunstancias (Wouters y cols. 2019).

Las vias de sefializacién de CB2 son muy similares a las de CB1, aunque difieren en la
capacidad de reclutar algunas vias de sefializacion intracelulares (Wouters y cols.
2019).

De manera interesante, los receptores CB1 se encuentran fuertemente expresados en
las regiones que conforman el circuito motivacional, incluido el NAc y la mPFC (Parson
y Hurd 2015). En el NAc, los CB1 presentes en las terminales de las aferencias
glutamatérgicas son capaces de regular la sefial excitatoria proveniente de mPFC,
amigdala basolateral e hipocampo (Peters y cols. 2020). La comunicacidn entre las
células de la mPFC también es regulada por los receptores CB1 presentes en las
sinapsis glutamatérgicas y GABAérgicas (Fitzgerald y cols. 2019), y lo mismo ocurre con
las células DAérgicas del VTA. Por lo tanto, el efecto final en la modulacién de la
actividad celular en regiones del circuito motivacional (neuronas piramidales en la
mPFC, DAérgicas en el VTA y MSNs en el NAc), dependerd del balance funcional entre
las sefiales excitatorias e inhibitorias, ambas inhibidas por ECB en distintas condiciones
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fisiologicas (Parson y Hurd 2015). Esta capacidad para influir sobre la actividad de
distintas regiones del circuito motivacional sugiere al receptor CB1 como posible
blanco terapéutico para el consumo abusivo de drogas y las recaidas (Janero y
Makriyannis 2007).

Actualmente, el potencial terapéutico del sECB para tratar la adiccién a diferentes
drogas se encuentra en plena exploraciéon. Una revisidn reciente sobre pruebas
controladas de medicacién con base de cannabis y el sECB como blanco, reporta
resultados promisorios para la dependencia a marihuana, opioides, y aunque con
menor cantidad de ensayos, tabaco y alcohol (Sloan y cols. 2017). Sin embargo, en el
caso particular de drogas psicoestimulantes, el uso del sECB como blanco terapéutico
presenta escasos datos e incluso contradictorios, probablemente debido a que los
psicoestimulantes actuan directamente en las terminales DAérgicas del NAc y no sobre
sitios de regulacidn directa de ECB (Parson y Hurd 2015). Aun asi, existen evidencias de
que el seCB puede influir en el efecto reforzador de la cocaina y algunos
comportamientos asociados al desarrollo adictivo. El antagonismo del receptor CB1
con rimonabant (SR141716, antagonista selectivo CB1 de alta afinidad), por ejemplo,
es capaz de reducir la reinstalacion de la busqueda de droga inducida por cocaina
luego de una abstinencia (Fattore y cols. 2007). A altas dosis, el rimonabant también
bloqued la expresion de la sensibilizaciéon comportamental a cocaina (Filip y cols. 2006,
Gerdeman y cols. 2008, Marinho y cols. 2017) y revirtié las alteraciones en la expresiéon
de c-Fos en el NAc y mPFC asociadas a la sensibilizacion (Marinho y cols. 2017). Por
otro lado, el rimonabant no demostré efectos el proceso de induccion de la
sensibilizacidn ni en la adquisicion de la autoadministracién (Arnold 2005, Filip y cols.
2006). Sus acciones atenuadoras se evidenciaron principalmente luego de
tratamientos repetidos y procesos de abstinencia (Filip y cols. 2006). Pero a pesar de
estos promisorios datos preclinicos, el potencial uso terapéutico del rimonabant no
cuenta con la aprobacién de la Food and Drug Administration (FDA) de Estados Unidos,
ya que su uso se ha asociado con fuertes efectos secundarios, incluido depresién y la
aparicién de pensamientos suicidas (Samy cols. 2011).

A nivel clinico, existen reportes observacionales en Brasil (Labigalini y cols. 1999), y
mas recientemente en Canada (Socias y cols. 2017), del uso exitoso de cannabis como
estrategia de reduccidon de dafios en personas con dependencia al crack. En estos
estudios el uso de cannabis logré reducir la frecuencia de consumo de crack, disminuir
los sintomas del craving, y disminuir las recaidas (Labigalini y cols. 1999, Socias y cols.
2017). Si bien estos resultados son prometedores, dada la variabilidad de compuestos
y concentraciones en la planta de cannabis, la eficacia real y las concentraciones
apropiadas para la terapéutica son dificiles de determinar, y pueden variar segun la
region, variedad de la planta utilizada y protocolo de administracién. Hace falta mas
informacién precisa de las dosis y efectos de sus componentes sobre las acciones de
los psicoestimulantes para avanzar hacia una terapéutica integral.
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4.2. Propiedades terapéuticas del Cannabidiol para la dependencia a
psicoestimulantes

Entre los compuestos que modulan el seCB, el delta-9-tetrahidrocannabinol
(THC) y el cannabidiol (CBD), principales componentes del cannabis, son los mas
conocidos y estudiados. CBD, a diferencia del THC, no posee efectos psicotrépicos ni
potencial de abuso, y ha probado tener efectos beneficiosos neuroprotectores, anti-
inflamatorios, ansioliticos, antidepresivos y antipsicéticos (Devinsky y cols. 2014,
Pisanti y cols. 2017). Asimismo, el CBD tiene un muy buen perfil de seguridad; la
administracion de CBD altamente purificado en humanos, a altas dosis, presenta
Unicamente efectos adversos leves a moderados, como dolor de cabeza, nauseas,
somnolencia y diarrea (Taylor y cols. 2018). Esto es muy importante, porque hace que
el CBD posea viabilidad de uso clinico, a diferencia del rimonabant.
En este contexto y frente al alto grado de problemas sociales y de salud que ocasiona
el consumo de cocainas fumables como PBC o crack, vale la pena mencionar que se
realiz6 una convocatoria a nivel internacional, para estudiar los posibles beneficios del
CBD en el tratamiento especifico a este tipo de drogas (Fischer y cols. 2015).

El CBD presenta una farmacologia compleja, con una gran variedad de efectos vy sitios
de accion dentro del SNC. En el sECB, el CBD posee una baja afinidad por el sitio activo
los receptores CB1 y CB2, actuando principalmente como un modulador alostérico
negativo del CB1, y un agonista parcial del CB2 (Calpe-Lépez y cols. 2019). CBD
también tiene un efecto inhibitorio en la recaptacion de AEA y en la accion de la FAAH,
promoviendo un aumento del tono ECB (Pisanti y cols. 2017). CBD actua ademds como
un antagonista de agonistas CB1/CB2 (como THC, por ejemplo) (Pertwee 2008). La
habilidad del CBD para modular la sefializacién ECB sin unirse al sitio activo del
receptor CB1, podria explicar su capacidad de disminuir la actividad este receptor sin
inducir los efectos secundarios descritos para su antagonista rimonabant (Calpe-Lépez
y cols. 2019).

Ademas del sECB, el CBD actia sobre receptores de otros sistemas de
neurotransmisién. CBD tiene propiedades agonistas sobre los receptores de serotonina
5-HT1a (Russo y cols. 2005), actia como un inhibidor no competitivo de los receptores
nicotinicos a7, y como modulador alostérico de los receptores mu- y delta-opioides
(Zlebnik y Cheer 2016). También se ha reportado un rol como agonista parcial de
receptores DAérgicos D2 (Seeman 2016). Finalmente, el CBD actia ademas como
agonista de los receptores de potencial transitorio A1 (TRPA1), V1 (TRPV1) y V2
(TRPV2), y es capaz de activar los receptores de glicina (Pisanti y cols. 2017, Zlebnik y
Cheer 2016).

Si bien existen pocos estudios de la accion de CBD sobre los comportamientos
adictivos inducidos por drogas psicoestimulantes, algunas evidencias colocan al CBD
como un candidato terapéutico interesante a explorar (Calpe-Lépez y cols. 2019). CBD
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es capaz atenuar el condicionamiento de lugar inducido por cocaina (Lujan y cols.
2018, Parker y cols. 2004) y disminuir la ansiedad durante la abstinencia, aunque su
administracion aguda no disminuye su efecto motivacional, evaluado durante la
autoadministraciéon de cocaina con un régimen de reforzamiento progresivo (Mahmud
y cols. 2016). Otros estudios recientes, en cambio, demostraron que la administracion
de CBD de manera repetida si fue capaz de disminuir la accion motivacional de la
cocaina, a la vez que redujo la ansiedad e impulsividad experimental (Gonzalez-Cuevas
y cols. 2018, Lujan y cols. 2018). En conjunto, los datos mostraron una reduccion de la
vulnerabilidad a la recaida en animales tratados con cocaina y CBD (Gonzalez-Cuevas y
cols. 2018). Por otro lado, las acciones del CBD sobre las propiedades motoras de los
psicoestimulantes han sido escasamente estudiadas. Dos estudios sefialan que el CBD
no es capaz de prevenir el desarrollo y expresion de la sensibilizacion comportamental
a cocaina (Gerdeman y cols. 2008, Lujan y cols. 2018), aunque su administracién
directamente en el NAc es capaz de revertir la sensibilizacion al psicoestimulante
anfetamina (Renard y cols. 2016). Son necesarios mas estudios para clarificar el efecto
del CBD sobre las acciones motoras de este tipo de drogas.

Los antecedentes presentados dejan de manifiesto la necesidad de contar con nuevos
apoyos terapéuticos para atenuar los efectos del consumo repetido de
psicoestimulantes. El potencial terapéutico de los cannabinoides conlleva un gran
interés internacional, y en particular, el CBD esta siendo evaluado actualmente como
agente terapéutico para la dependencia a varias drogas, incluyendo la cocaina
clorhidrato. Sin embargo, dada la regionalidad de la problematica del consumo de PBC,
aun no se ha estudiado su potencial terapéutico sobre las acciones de esta cocaina
fumable.

5. ANTECEDENTES DE TRABAJO

5.1. Composicion quimica de muestras incautadas de PBC

Interesados en la composicién quimica como factor que incide en el poder
adictivo de la PBC, hemos realizado la caracterizacion quimica de muestras de PBC por
un periodo de 10 afios (Abin-Carriquiry y cols. 2018, Lépez-Hill y cols. 2011, Meikle y
cols. 2009). Las mismas provinieron de incautaciones policiales de todo el pais, y
fueron proporcionadas por el Instituto Técnico Forense, con la autorizacion de la Junta
Nacional de Drogas y el Ministerio de Salud Publica. Es importante destacar que éstas
fueron muestras que potencialmente iban a ser consumidas por usuarios de PBC, lo
gue otorga un grado de originalidad a los estudios realizados y busca facilitar el
abordaje traslacional de los resultados.
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El analisis mas reciente consto de la caracterizacion de 306 muestras de PBC, mediante
el uso de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MC) para la
identificacidon cualitativa de las sustancias, y posterior cromatografia liquida de alta
resolucién con deteccién de arreglo de diodos (HPLC-DAD) para el analisis cuantitativo
de las mismas (Abin-Carriquiry y cols. 2018, Hynes y cols. 2016). De acuerdo a lo
esperado, la cocaina fue el alcaloide principal detectado, presente en la totalidad de
las muestras. La misma esta presente en un rango variable, aunque la mayoria de las
muestras contienen entre 30 y 60 % de cocaina (Figura 9). En algunas de las muestras
se encontraron también otros alcaloides relacionados con el metabolismo de la
cocaina, tales como trans- y cis-cinamoilcocaina, aunque los mismos estan presentes
en muy baja proporcion (0.1-4 %) en relacidn a cocaina.

En la caracterizacién quimica surgio la aparicion de otra serie de compuestos, definidos
como adulterantes. La inclusién de compuestos de este tipo estd de acuerdo a lo
reportado en la literatura forense sobre drogas de abuso de mercados ilicitos (Cole y
cols. 2010, Evrard y cols. 2010, Fukushima y cols. 2014, Pascale y cols. 2019). En estos
estudios, demostramos que la cafeina es uno de los adulterantes mas comunes y
abundantes en las muestras de PBC analizadas a lo largo de todo el periodo (Meikle y
cols. 2009, Hynes y cols. 2016). En particular, en el dltimo analisis aqui descrito, el 71 %
de las muestras analizadas estaban adulteradas con cafeina, y de éstas, la mayoria
contenia entre 20 y 40 % de esta sustancia (Figura 9, Abin-Carriquiry y cols. 2018).

Cocaina Cafeina
1004 . 100-
804 80 -
< =
— 607 = 604 IR
c 404 S 40-
(=]
3 3
20- 20-
eeot3S23 ..
o 2 0 el 17 L

T L
Consumption Consumption

Figura 9. Contenido de cocaina y cafeina en muestras de PBC incautadas
destinadas al consumo (chasquis). Tomado y modificado de Hynes y cols. 2016

La presencia de cafeina en las muestras de PBC coincide con lo reportado en la
literatura forense, en la cual la cafeina se sefiala como uno de los adulterantes mas
comunes agregados a drogas de abuso ilegales, principalmente por su bajo costo,
facilidad de obtencién (tiene caracter legal), y accién psicoestimulante (Cole y cols.
2010, Fukushima y cols. 2014, Pascale y cols. 2019). A su vez, la cafeina puede ser
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volatilizada (Galvalisi y cols. 2017, Klous y cols. 2006), lo que amplia su potencialidad
como adulterante en drogas cuyo consumo puede darse bajo distintas vias de
administracion.

Estas caracteristicas posicionan a la cafeina como un adulterante de especial interés
para el caso de la PBC, por lo que es importante considerar sus caracteristicas y
potencial impacto en las acciones centrales de esta droga.

5.2. Cafeina: mecanismo de accidn e interaccidn con cocaina

La cafeina es un alcaloide xantinico que es considerado por algunos autores
como una “droga de abuso atipica” (Daly and Fredholm 1998), ya que estrictamente
cumple algunos, aunque no todos los criterios de dependencia del DSM-V. De hecho, la
cafeina posee propiedades reforzadoras débiles, y existe poca evidencia de
dependencia clinica (Nehlig and Boyet 2000, Strain and Griffiths 1995).

La cafeina actua en el organismo como un antagonista competitivo no selectivo de los
receptores de adenosina (Fredholm y cols. 1999). La adenosina enddgena actia como
neuromodulador en varias funciones del organismo, incluido el suefio, la motivacién y
el comportamiento alimentario, entre otros, y es un regulador importante de la
transmision DAérgica (Fredholm 1995). La misma es sintetizada principalmente a partir
de AMP por la accidn de la enzima 5’nucleotidasa, tanto intra como extracelularmente,
y su concentracién extracelular estd regulada por la actividad del transportador
equilibrativo denucléosidos (ENT-1) (Ballesteros-Yanez y cols. 2018). Sus acciones
estan mediadas por la unién a tres tipos de receptores metabotrépicos: A1, A2 (A2A'y
A2B) y A3. Si bien todos ellos se expresan en el cerebro, el nivel extracelular de
adenosina en condiciones fisiolégicas es suficiente para activar Unicamente los
receptores Al y A2A. La adenosina posee baja afinidad por los receptores A2By A3, y
éstos se activan Unicamente con niveles altos de adenosina, posiblemente en
condiciones patoldgicas, por lo que su actividad en condiciones fisiolégicas se
considera despreciable (Ferré 2008, Fredholm 2010).

Como se mencioné anteriormente, los receptores Al y A2A poseen efectos
intracelualres opuestos, y co-localizan con los receptores DAérgicos D1 y D2 en las
MSNs del NAc de manera especifica (A1 con D1 y A2A con D2) (Ferré 2008). Esta
ubicacién determina que la unién de adenosina a sus receptores inicie una cascada de
sefiales que se contrapone a las iniciadas por la activacidn de los receptores DAérgicos
(Ver seccion 3.2.1). Por lo tanto, la cafeina, al bloquear los receptores de adenosina, es
capaz de remover el freno adenosinérgico y potenciar los efectos de la estimulacion
DAérgica (Ballesteros-Yafiez y cols. 2018, Fisone y cols. 2004). En este contexto, en
estudios previos hemos demostrado que la cafeina volatilizada es capaz de inducir un
efecto estimulante en ratas, expresado como un aumento significativo de la
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locomocidn, y el mismo se acompaiia de un incremento de la DA en el NAc shell
(Galvalisi y cols. 2017).

Tanto la cocaina como la cafeina, si bien por distintos mecanismos, poseen la
capacidad de facilitar la transmisién DAérgica. De hecho, la interaccidn entre cocaina y
cafeina se ha reportado en diversos modelos experimentales. A nivel motor, se ha
demostrado que la administracion de cafeina incrementa la hiperactividad locomotora
inducida por cocaina (Misra y cols. 1986), y que lo mismo ocurre cuando los animales
son expuestos de forma prolongada a concentraciones bajas de cafeina administrada
en forma oral (Gasior y cols. 2000). Asimismo, el tratamiento repetido con cafeina es
capaz de potenciar la expresion de la sensibilizacidn a cocaina (Kuribara 1994, Schenk y
cols. 1990, Simola y cols. 2006). Este fendmeno de sensibilizacidon cruzada resulta
interesante, pues sugiere un sustrato neural comun (Robinson y Berridge 1993). En
este sentido, un estudio demostré que la pre-exposicion a una dosis alta de cafeina no
indujo ningun incremento en la locomocidn de los animales al ser desafiados con una
dosis menor de cafeina, pero si logrd expresar la sensibilizacion al ser desafiados con
los agonistas de los receptores DAérgicos D1 y D2, SKF 77434 y quinpirol,
respectivamente (Cauli y Morelli 2002).

Ademas de la potenciacion locomotora, algunos estudios han demostrado una
contribucién de la cafeina al efecto reforzador de la cocaina. En particular, se ha visto
que la pre-exposicion a cafeina es capaz de acelerar la adquisicion de la
autoadministracion a cocaina (Horger y cols. 1991), y aumentar su respuesta en
protocolos de reforzamiento de proporcion fija (Schenk y cols. 1994). También se ha
reportado que el consumo de cafeina durante la adolescencia en ratas incrementa la
vulnerabilidad a la cocaina, expresado como una facilitacidon de la autoadministracion a
esta droga (Larson y cols. 2018). La cafeina también puede actuar como una clave para
las drogas psicoactivas, produciendo la reinstalacion del comportamiento de busqueda
de cocaina luego de una abstinencia (Green y Schenk 2002, Regier y cols. 2014, Schenk
y cols. 1996, Worley y cols. 1994), y fortalecer los efectos de la cocaina como estimulo
discriminativo (Collins y cols. 2016). Por ultimo, un estudio utilizando el modelo de CPP
demostrd que la combinacidn de cocaina y cafeina, a dosis bajas, es capaz de expresar
un efecto aditivo en este modelo, aumentando significativamente el tiempo de
permanencia de los animales en el compartimento condicionado en comparacién con
los animales tratados con cocaina sola (Bedingfield y cols. 1998). Estos antecedentes
de interacciones en el proceso de sensibilizacion, aprendizaje asociado a recompensa
(condicionamiento) y efecto reforzador, resultan de gran importancia al considerar que
cocaina y cafeina son los principales componentes de la PBC.
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5.3. Efecto farmacolégico agudo y motivacional de PBC

Debido al reiterado hallazgo de cafeina como principal adulterante de PBC, y a

las evidencias mencionadas sobre la interaccion entre cocaina y cafeina, comenzamos
a estudiar las acciones de la PBC en el SNC, y la influencia de la cafeina en dichos
efectos.
En primer lugar, se procedid a estudiar el efecto estimulante agudo inducido por una
serie de muestras de PBC con diferente composiciéon en cocaina y cafeina. Esto se
realizd a través del analisis de la actividad locomotora luego de la administracién
sistémica de las diferentes muestras de PBC, en comparacién con cocaina sola o su
combinacion con cafeina. Estos estudios demostraron por primera vez que la PBC
induce un efecto estimulante en roedores, y que la cafeina, cuando esta presente en
aquellas muestras adulteradas, es capaz de colaborar en el efecto farmacolégico de la
PBC, potenciando su efecto hiperlocomotor (Lépez-Hill y cols. 2011, Prieto y cols.
2012). El andlisis de curvas dosis-respuesta, confirmé que la co-administracién de
cocaina y cafeina, a las proporciones que aparecen en la serie estudiada de muestras
de PBC (2:1 de cocaina y cafeina), eran capaces de actuar en forma aditiva generando
un efecto estimulante mayor al de cocaina sola. En su conjunto, estos datos
demostraron que el efecto estimulante agudo inducido por PBC depende de su
contenido quimico y especificamente, en las muestras analizadas, de la proporcién de
cocaina y cafeina, descartando la participacion de las impurezas u otros posibles
alcaloides en dicha accién (Lépez-Hill y cols. 2011, Prieto y cols. 2012). Adicionalmente,
estos resultados permitieron evidenciar que la co-administracién de cocaina y cafeina
a las dosis equivalentes a su contenido en las muestras de PBC analizadas, es un
sustituto valido (simil o suceddneo) para estudiar otros aspectos comportamentales
inducidos por PBC.

Posteriormente, se estudié el efecto de la combinacién de cocaina y cafeina (en
proporciones presentes en la PBC), en el modelo de autoadministracion intravenosa en
ratas. Este modelo permite evaluar el efecto reforzador y la motivacion del animal por
la obtencion de la droga de una manera contingente. Dicho experimento demostré
gue los animales expuestos a la combinacién de cocaina y cafeina estaban dispuestos a
realizar un mayor esfuerzo por la obtencién de la droga que aquellos expuestos a
cocaina sola, efecto que se visualizé a través de un mayor punto de quiebre bajo un
protocolo de régimen progresivo (Prieto y cols. 2016). Este efecto demostré un mayor
comportamiento de busqueda por la combinacién cocaina-cafeina que por la cocaina
sola. A través de este resultado confirmamos que la cafeina presente en las muestras
de PBC es capaz de incrementar la motivacion por la busqueda de droga,
probablemente mediada por una accién aditiva con la cocaina. Este resultado es muy
relevante ya que podria ayudar a la comprensién de la intensa busqueda de droga o
craving experimentado por los consumidores de PBC.
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Estos datos destacan a la composicidon quimica como un factor relevante en la alta
dependencia asociada al consumo de PBC, y dejan en evidencia la importancia de
considerar los efectos proporcionados por los adulterantes sobre el impacto final de la
droga en el consumidor. Sin embargo, el efecto facilitador de la cafeina presente en la
PBC se ha comprobado hasta el momento en modelos animales que se asocian a las
primeras etapas del ciclo adictivo, tales como los efectos reforzadores iniciales y la
atribucién de una saliencia de incentivo, que se traducen en la motivacién por la
busqueda y consumo de la droga. Estudiar la interaccidn de estos dos componentes en
otras etapas del ciclo, como el establecimiento del aprendizaje condicionado asociado
a recompensa, puede contribuir en la comprension del papel de la cafeina como
facilitador de etapas claves del ciclo adictivo, y a comprender mejor el impacto de la
adulteracion con cafeina en la dependencia a PBC.

5.4. Sensibilizacion locomotora a PBC

Dada la relevancia del fendmeno de sensibilizacion en el proceso adictivo,

también se evalud la capacidad de PBC de generar el fendmeno de sensibilizacién
comportamental. En primera instancia, se evalué la capacidad de una muestra de PBC
adulterada con cafeina de inducir la sensibilizacion (PBC1; Figura 10) en comparacion
con cocaina sola (inyectadas a dosis equivalentes en cocaina base). Se utilizd6 un
protocolo estadndar que consistié de 5 dias de tratamiento, seguido por 5 dias de
abstinencia y la re-exposicion a la droga. Los resultados mostraron que PBC1 fue capaz
de expresar el fendmeno de sensibilizacién locomotora, y no sélo eso, sino que la
expresion de la sensibilizacion (manifestada en un incremento de la respuesta
locomotora) fue mayor que la inducida por cocaina sola (Figura 10). Este resultado
sugeria que la cafeina como adulterante podria estar potenciando la sensibilizacién
inducida por cocaina, hipétesis que confirmamos en sucesivos experimentos (Prieto y
cols. 2015).
Adicionalmente, en esta serie de experimentos se evidencié un pico maximo de
actividad en el dia 3 del pre-tratamiento con PBC1. Esto llevo a un siguiente
experimento con el fin de testear el alcance de la influencia de la cafeina en la
expresion de la sensibilizacién a PBC1. En dicho experimento evaluamos la capacidad
de la combinacién de cocaina 10 mg/kg y cafeina 2.5 mg/kg (como suceddneo de
PBC1), de inducir la sensibilizacién utilizando un protocolo de administracion de
Unicamente 3 dias de pretratamiento, manteniendo los mismos dias de abstinencia.
Los resultados confirmaron la participacion de ambos psicoestimulantes en la
induccidn rapida de la sensibilizacién comportamental de PBC (Prieto y cols. 2015).
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Figura 10. Desarrollo (A) y expresidn (B) de la sensibilizacién comportamental inducidapor una
muestra de PBC (PBC 1: 65 % de cocaina y 15 % de cafeina) y cocaina. Las dosis estan expresadas
enmg/kg y los respectivos vehiculos son mostrados entre paréntesis [PBC 1(eql0); Coc(10);
Veh(PBC1); Veh(coc)]. Los datos se expresan como la media £+ EEM. ANOVA de una y dosvias
seguidos de Newman-Keuls post hoc test. * = vs. cada grupo control; + = vs PBC1(eq10) ; / = vs.
Dia 1. ¥***=P < 0.001; **,++ =P < 0.01; *, +, / =P < 0.05. Prieto y cols. 2015.

A su vez, estos resultados llevaron a la evaluacién del fendmeno de sensibilizacién bajo
éste mismo protocolo, ensayando una dosis menor en la combinacién de cocaina y
cafeina, y con una proporcidn 2:1. Como se observa en la Figura 11, la combinacién de
cocaina 5 mg/kg y cafeina (2.5 mg/kg) fue capaz de inducir y expresar la sensibilizacion
comportamental. Los animales tratados con cocaina sola, en cambio, fueron incapaces
de expresar este fendmeno con sélo 3 dias de tratamiento. De hecho, cocaina sola a
esa dosis no se diferencia del grupo control durante la induccién de la sensibilizacién, y
al recibir una nueva dosis en el Dia Desafio, su actividad locomotora es igual a aquellos
animales que reciben la droga por primera vez (Figura 11). Es importante destacar que
cafeina a la dosis mencionada no genera efectos locomotores apreciables (Prieto y
cols. 2015).

En su conjunto, estos resultados demostraron que la cafeina presente en la PBC es
capaz de potenciar, y ademas facilitar la aparicion de la sensibilizacién
comportamental inducida por cocaina (Prieto y cols. 2015).

Este resultado es muy importante, pues dadas las evidencias existentes sobre el
fenédmeno de sensibilizacidn, sugiere que la adulteracién con cafeina puede tener
repercusiones en la induccién de neuroadaptaciones a largo plazo asociadas al
desarrollo adictivo. La aceleracién de los cambios plasticos que subyacen a la
sensibilizacién, dada por la cafeina, puede ayudar comprender otro aspecto del alto
potencial adictivo de la PBC.
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Figura 11. Desarrollo (A) y expresion (B) de la sensibilizacion comportamental inducida
porcocaina y la combinacién de cocaina + cafeina (suceddneo de PBC). Las dosis estan
expresadas en mg/kg y los respectivos vehiculos son mostrados entre paréntesis [Coc(5) +
Caff(2.5); Coc(5); Veh(coc+caff); Veh(coc)]. Los datos se expresancomo la media + EEM.
ANOVA de una y dos vias seguidos de Newman-Keuls post hoc test. * = vs. cada grupo control;
+ = vs Coc(5) + Caff(2.5); / = vs. Dia 1. ***, +++= P < 0.001; **,++,//= P < 0.01. Prieto y cols.
2015.

Teniendo en cuenta que la expresion de la sensibilizacién locomotora podria explicarse
por una diferencia en la transmision DAérgica preferencialmente en el NAc core (lto y
cols. 2000), evaluamos los niveles extracelulares de DA en esta regién durante la
expresion de la sensibilizacidon con la combinacién de cocaina y cafeina. Los resultados
mostraron que el tratamiento con la combinacién de cocaina y cafeina, asi como con
cocaina sola, indujeron un aumento similar en la liberacién de DA en el NAc (Prieto
2015). Este resultado indicé que la potenciacién locomotora ejercida por la cafeina
parece no explicarse por un incremento en la liberacion de DA en el NAc core, sino que
otros mecanismos o regiones del circuito motivacional podrian estar involucrados en
este fendmeno. En este sentido, restan por identificarse los cambios celulares y
moleculares que subyacen a la influencia potenciadora y facilitadora de la cafeinaen la
sensibilizacién locomotora inducida por PBC, asi como en el aumento del efecto
motivacional de la droga.

Algunas evidencias sugieren que el tratamiento repetido con cocaina o cafeina induce
cambios en la expresién de receptores de los sistemas de neurotransmision
involucrados (DA, adenosina y glutamato, entre otros) (Churchill y cols. 1998,
Marcellino y cols. 2007, Muiiiz y cols. 2016, Toda y cols. 2003). El analisis de la
expresion de estos receptores podria ayudar a dilucidar el mecanismo que subyace a la
facilitacion de la sensibilizacion comportamental inducida por cafeina.

Por otro lado, se ha hipotetizado que la induccién de IEGs por drogas de abuso, es uno
de los pasos iniciales de los cambios a largo plazo que producen las drogas en la
funcién neuronal. En este sentido, hay evidencia que sugiere que el gen fra-2 es
relevante en los procesos de plasticidad asociados a la sensibilizacion locomotora
inducida por cocaina (Liu y cols. 2005), por lo que resulta un candidato interesante a
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explorar. La evaluacién de la expresién de IEGs con cocaina, PBC, o su sucedaneo con
cocaina y cafeina puede resultar de utilidad para dilucidar las regiones del circuito
motivacional que participan en la accion potenciadora de la cafeina.

La identificacion de los mecanismos subyacentes a los cambios inducidos por PBC,
puede colaborar en la identificacion de potenciales sitios y oportunidades
terapéuticas.

5.5. Interaccion entre el sistema adenosinérgico y CBD

Tanto la adenosina como los ECB participan en la modulacién de la funcién
estriatal (Covey y cols. 2017, Ferré y cols. 2018a). En este sentido, se ha demostrado
que el receptor de CB1 se expresa en ambas poblaciones de MSNs del estriado (las
MSNs de dinorfina que expresan receptores D1 y Al, y las MSNs de encefalina que
expresan D2 y A2A) (Martin y cols. 2008). A su vez, la activacién del receptor CB1 en
este sistema es necesaria para mediar la accidn hiperlocomotora de antagonistas del
receptor A2A (como cafeina) (Lerner y cols. 2010) y la accidn de éstos en la
potenciacién de los efectos motores de la cocaina (Tozzi y cols. 2012). De manera
opuesta, la administracién de antagonistas del receptor CB1 es capaz de atenuar el
incremento de actividad locomotora inducido por antagonistas del receptor A2A
(Lerner y cols. 2010). Estas evidencias refuerzan la importancia del receptor CB1 en
sistemas relacionados con conductas motivadas y adiccién, y reafirman la necesidad de
explorar su posible uso terapéutico en la accién psicoestimulante de PBC o su
sucedaneo.

En este sentido, ademas de todos los sitios blancos mencionados para el CBD, existe un
sitio de accién de alta relevancia para este trabajo de tesis. CBD es capaz de inhibir el
transportador equilibrativo de nucledsidos 1 (ENT-1) (Carrier y cols. 2006), el cual
constituye el principal mecanismo de remocion de la adenosina extracelular (Eltzschig
2009). La inhibicion de este transportador podria incrementar los niveles
extracelulares de adenosina y disminuir competitivamente la accion de la cafeina sobre
los receptores Aly A2A, disminuyendo su accién potenciadora/facilitadora.

Es relevante en este contexto, considerar la potencialidad del CBD para atenuar el
efecto potenciador/facilitador de la cafeina sobre el fenédmeno de sensibilizacién
locomotora inducido por PBC.
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En base a los antecedentes mencionados, se hace evidente que la cafeina,
siendo uno de los adulterantes mas frecuentes en las muestras de PBC, es capaz de
potenciar y facilitar algunos procesos asociados al desarrollo adictivo, como la
motivacidon por la busqueda de la droga y la sensibilizacion comportamental. La
expresion de estos fendmenos se asienta en neuroadaptaciones inducidas por las
drogas en el circuito motivacional. El estudio de los cambios funcionales y
moleculares que ocurren en distintas escalas temporales, subyacentes a dicho efecto
facilitador de la cafeina, asi como su participacién en otros fendmenos del proceso
adictivo (como el condicionamiento y aprendizaje asociado a recompensa), es
fundamental para la comprension de las causas detras del craving y consumo
compulsivo de PBC. En particular, el analisis de la expresion de IEGs, receptores de
sistemas de neurotransmision y moléculas asociadas a procesos de plasticidad, en
regiones claves del circuito motivacional, puede aportar informacién muy relevante
sobre las adaptaciones a corto y mediano plazo detras del efecto facilitador de la
cafeina. De forma complementaria, el analisis de la actividad metabolica en estas
regiones puede proveer datos sobre posibles cambios regionales en la actividad
funcional inducidos por la combinacién de cocaina y cafeina a mediano y largo plazo.
Por otro lado, se ha explicitado que existe una alta demanda y necesidad de apoyos
terapéuticos efectivos y seguros para la dependencia a psicoestimulantes, y en
particular para PBC. Sin embargo, a pesar de la investigacion creciente sobre el uso
de cannabinoides, y las evidencias que sugieren un potencial terapéutico del CBD en
el desérden de abuso de sustancias, existe escasa informacion sobre su potencial
para la dependencia a psicoestimulantes, y alin menos para cocainas fumables.
Resulta entonces de gran importancia iniciar la evaluacion preclinica del potencial
del CBD como herramienta terapéutica, que colabore a evitar las recaidas y a la
recuperacion de las personas con dependencia a PBC.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

En base a las evidencias y antecedentes mencionados, el presente trabajo esta
enmarcado en la siguiente hipdtesis de trabajo:

La administracion repetida de PBC o la combinacién de sus principales componentes,
cocaina y cafeina, genera cambios funcionales y moleculares en regiones del circuito
motivacional en roedores que se distinguen de los inducidos por cocaina sola. Ademas,
proponemos que CBD posee potencial terapéutico a través de su capacidad de atenuar
la accién potenciadora de cafeina.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo se centré en determinar los cambios funcionales y
moleculares inducidos por PBC o la combinacion de cocaina y cafeina (como
sucedaneo de PBC) en el circuito motivacional, para colaborar en la comprensién del
alto poder reforzador de la PBC; y adicionalmente, evaluar el potencial terapéutico del
CBD.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar los cambios celulares y moleculares de regiones del circuito
motivacional que subyacen a la potenciacion de la sensibilizacion comportamental
inducida por cafeina.

1.1. Evaluar la expresion de la proteina Fra-2 en el NAc y mPFC luego de un
tratamiento de sensibilizacion locomotora inducido por la administracion
repetida del sucedaneo de PBC.

1.2. Evaluar los cambios en la expresién de genes asociados a las acciones de
drogas psicoestimulantes en el NAc y mPFC, luego de un tratamiento de
sensibilizacion comportamental inducido por una muestra de PBC adulterada
con cafeina.

2. Determinar la influencia de la cafeina en el aprendizaje asociado a recompensa
inducido por el sucedaneo de PBC.

2.1. Evaluar si la cafeina es capaz de potenciar el aprendizaje condicionado a
cocaina en el paradigma de Condicionamiento de Preferencia de Lugar, y si eso
conlleva una expresién génica diferencial en el NAc y mPFC.

3. Determinar el potencial terapéutico del CBD sobre un fendmeno asociado al
desarrollo adictivo de la PBC

3.1. Evaluar la capacidad del CBD de atenuar el fendmeno de sensibilizaciéon

comportamental inducido por el suceddaneo de PBC, y sus acciones sobre la
actividad metabdlica regional asociada, en el NAc y mPFC.
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MATERIALES Y METODOS

ANIMALES

Ratas

En los experimentos asociados a los Objetivos Especificos 1.1 y 3 se utilizaron ratas
macho, cepa Wistar, de 2-3 meses de edad, pesando entre 270-320 gr. al inicio de los
procedimientos experimentales. Los animales fueron criados en las instalaciones del
Bioterio del IIBCE, mantenidos en condiciones controladas de temperatura (22 £ 2°C) y
con un ciclo luz-oscuridad constante (luces prendidas de 7:00 AM - 7:00 PM). Fueron
alojados en grupos de 6 animales, en cajas de plastico transparentes, con comida y
agua ad libitum. Todos los procedimientos que se llevaron a cabo se encuentran bajo
las normas éticas establecidas y aprobadas por el Comité de Etica en el Uso de
Animales del 1IBCE (CEUA-IIBCE), y de acuerdo con la Ley Nacional N° 18.611 de
experimentacion animal.

Ratones

En los experimentos asociados a los Objetivos Especificos 1.2 y 2 se utilizaron ratones
macho de la cepa C57BL/6, de 2-3 meses de edad. Aquellos asociados al objetivo
especifico 1.2, fueron obtenidos de la Unidad de Animales Transgénicos y de
Experimentacidon del Instituto Pasteur de Montevideo; mientras que los ratones
utilizados en el objetivo especifico 2, fueron obtenidos de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires, Argentina. En ambos casos los
animales fueron alojados en un cuarto con el ciclo de luz-oscuridad y temperatura
controladas (ciclo de luz-oscuridad de 12hs, 22°C) y con acceso a comida y agua ad
libitum.

Todos los procedimientos con animals fueron efectuados de acuerdo con el
“Guidelines for the Care and Use of Mammals in Neuroscience and Behavioral
Research” (National Research Council (US) Committee on Guidelines for the Use of
Animals in Neuroscience and Behavioral Research, 2003). Los procedimientos
asociados al Objetivo Especifico 1.2, realizados en Uruguay, fueron aprobados por el
Comité de Etica en el Uso de Animales del IIBCE (CEUA-IIBCE), de acuerdo con la Ley
Nacional N° 18.611 de experimentacién animal. Los procedimientos asociados al
Objetivo Especifico 2, realizados en Argentina, fueron aprobados por el Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de
Farmacia y Bioguimica de la Universidad de Buenos Aires.
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DROGAS

Las muestras de PBC utilizadas, CP-1 y CP-2 (del inglés Coca-Paste, denominadas asi en
los articulos publicados), provienen de incautaciones policiales, y fueron suministradas
por el Instituto Técnico Forense, con la autorizacidn de la Junta Nacional de Drogas y el
Ministerio de Salud Publica. El andlisis quimico de estas muestras indicé que CP-1
contiene 60 % de cocaina base y no estd adulterada con cafeina, mientras que CP-2
contiene 63,8 % de cocaina base y 36,2 % de cafeina. No se detectd la presencia de
otros adulterantes, y la cantidad de impurezas fue despreciable (Tabla 1, Abin-
Carriquiry y cols. 2018). Estas muestras forman parte de la pasada caracterizacién
quimica de muestras de PBC (Abin-Carriquiry y cols. 2018), y fueron seleccionadas en
base a nuestros datos previos, de forma de mantener la relacion de cocaina/cafeina
bajo la cual la cafeina probd tener una accién potenciadora sobre el efecto de cocaina
(Lépez-Hill y cols. 2011, Prieto y cols.2015). Para disolver las muestras de PBC se utilizé
una solucién vehiculo de dacido clorhidrico al 2 % y agua destilada, y suficiente
hidréxido de sodio para alcanzar un pH éptimo para su administracion sistémica (pH=
6-6,5). Es importante mencionar que resultados previos confirman que no existen
diferencias en los efectos comportamentales entre los animales tratados con salino y
el vehiculo de PBC (Lépez Hill y cols. 2011, Prieto y cols. 2012).

El clorhidrato de cocaina se obtuvo de Sigma-Aldrich (EUA) y a través de una donacién
de Verardo y Cia (Argentina). La cafeina se obtuvo de Sigma-Aldrich (EUA) y el CBD fue
donado por Phytoplant Research (Espaiia). El clorhidrato de cocaina y cafeina se
disolvieron en salino, mientras que el CBD se disolvié en Tween 80 al 3% en salino. La
baja concentracién de Tween 80 permite la disolucion del compuesto y evitar efectos
locomotores por parte del Tween 80.

Tabla 1. Andlisis quimico de las muestras de PBC utilizadas

Muestras mg/g de cocaina y adulterantes activos
PBC
Cocaina Cafeina Fenacetina Lidocaina Aminopirina Benzocaina
CP-1 600 n.d. n.d n.d n.d n.d
CP-2 638 362 n.d n.d n.d n.d

La tabla muestra el analisis quimico de las dos muestras de PBC utilizadas en este estudio. Se observa,
especificamente, el contenido de cocaina base y de los adulterantes activos mas comunes. Los datos se
expresan como mg de cada compuesto/ g de PBC. Estas dos muestras fueron seleccionadas de la serie de
306 muestras de PBC analizadas en un estudio previo (Abin-Carriquiry y cols. 2018). Las cuantificaciones
se realizaron mediante el uso de soluciones estandar como referencia. N.d.: niveles no detectables.
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OBJETIVO ESPECIFICO 1.1

Analizar la expresion de la proteina Fra-2 en el NAc y mPFC luego de un tratamiento
de sensibilizacion locomotora inducido por la administracion repetida del sucedaneo
de PBC.

Para el abordaje de este objetivo se realizd el analisis de la inmunoreactividad de la
proteina FRA-2 en regiones del circuito motivacional (NAc y mPFC) inducida por el
sucedaneo de PBC en comparaciéon con cocaina, luego de un tratamiento de
sensibilizacion comportamental utilizado en estudios previos del laboratorio.

Sensibilizacion locomotora — grupos experimentales

Para evaluar el fenémeno de sensibilizacion locomotora se empleé el modelo de
campo abierto u Open Field (OF); modelo ampliamente utilizado para analizar la
actividad locomotora horizontal (Razafsha y cols. 2013, Walsh y Cummings 1976).

Se utilizé el mismo protocolo de sensibilizacion aplicado en estudios previos del
laboratorio (Prieto y cols. 2015), el cual se esquematiza en la Figura 12. En el Dia O,
previo al inicio del pre-tratamiento, los animales fueron habituados al OF durante 60
min. A continuacién, los animales se asignaron aleatoriamente a los distintos grupos
experimentales, y fueron inyectados intraperitonealmente (i.p.) una vez por dia,
durante 3 dias, con cocaina (5 mg/kg), la combinacidn de cocaina y cafeina (5 mg/kg y
2.5 mg/kg respectivamente), o salino. Finalizado el pre-tratamiento, los animales se
dejaron en abstinencia por 5 dias, y al dia siguiente (Dia 9), fueron desafiados con una
inyeccion de cocaina (5 mg/kg) o cocaina + cafeina (5 mg/kg + 2.5 mg/kg), segun
correspondiese de acuerdo al pre-tratamiento recibido. En los Dias 1y 9, previo a la
administracion de la droga, los animales fueron expuestos al OF para su habituacidn,
por 20 minutos. La habituacion previa facilita la asociacion de la droga con el contexto,
lo que favorece la induccién y expresion de la sensibilizacion (Li y cols. 2004).

Es importante recalcar que las dosis seleccionadas son las mismas que se utilizaron en
estudios anteriores (Lopez-Hill y cols. 2011, Prieto y cols. 2015; ver Antecedentes de
Trabajo, secciones 5.3 y 5.4), reproducen el contenido de estas sustancias en muestras
de PBC, y esta relacion cocaina/cafeina ha demostrado ejercer un efecto facilitador
sobre la sensibilizacion (ver seccién 5.4).

Todo el experimento fue filmado y analizado mediante el software de video-
seguimiento y analisis automatizado Ethovision XT 12 (Noldus). Especificamente, se
cuantifico la actividad locomotora horizontal, definida como la distancia recorrida total
en metros, cada dia del protocolo durante 60 minutos, iniciando inmediatamente
después de la inyeccién de la droga.

En estos ensayos se utilizé un OF de 60 x 60 x 40 cm, y el mismo se limpid con alcohol
al 30% al finalizar cada prueba, antes de colocar el siguiente animal. Todos los
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procedimientos experimentales se realizaron durante la fase diurna, entre las 9:00 y
16:00 hs.

1} Sesion habituacion OF (60 min)

DiA 0 DiA 1 DiA 2 DiA 3 DIA 9 (desafio) {} sesion habituacion OF (20 min)
L2 f Inyeccion ip de droga o vehiculo

7 o o .
ﬁ ﬁ ' ' ' {} ' Tiempo (dias) Periodo de abstinencia (5 dias)

Pre-tratamiento Desafio Grupo Experimental
Salino Coc 5 mg/kg Sal-Coc

Coc 5 mg/kg Coc 5 mg/kg Coc-Coc

Salino Coc (5Smg/kg) + Caf (2.5mg/kg) Sal-Coc+Caf

Coc 5 mg/kg + Caf 2,5 mg/kg Coc (5mg/kg) + Caf (2.5mg/kg) Coc+Caf-Coc+Caf
Salino Salino Sal-Sal

Figura 12. Protocolo experimental utilizado para la sensibilizacion locomotora. Los animales fueron
tratados con las distintas drogas y sus vehiculos por 3 dias; 5 dias después fueron desafiados con los
tratamientos correspondientes.

Obtencion y procesamiento del tejido para el andlisis de la proteina Fra-2

Luego de 120 minutos de la ultima inyeccion (dosis desafio de la sensibilizacion) y ya
finalizada la evaluacién comportamental en el OF, los animales fueron anestesiados
con uretano (1.2 g/kg, i.p.). A continuacion, se les realizdé una perfusidn transcardiaca
de 250 mL de salino heparinizado (0.4 mL/L), seguido de 650 mL de paraformaldehido
(PFA) al 4% en buffer de fosfatos (PBS, 0.1 M, pH=7.3).

Una vez finalizado el procedimiento, los cerebros fueron disecados y crioprotegidos
mediante su inmersion en soluciones de PBS con sucrosa (20 % sucrosa por 24 horas,
seguido de 30% sucrosa por 48 hs). A continuacién, los cerebros fueron congelados
con hielo seco en blogues con medio de inclusidn (Tissue-Tek), y cortados en secciones
coronales de 40 um de ancho en cridéstato (Leica Biosystems, USA). Los cortes
obtenidos se transfirieron a una solucién crioprotectora y fueron almacenados a -202C
hasta el momento del ensayo inmunohistoquimico.

Las regiones de interés para el andlisis inmunohistoquimico de Fra-2 fueron
determinadas en base el atlas de Paxinos y Watson (2005). El nivel de corte de las
regiones analizadas, de acuerdo a bregma, fueron las siguientes: mPFC, +3.24 mm; y
NAc, +1.80 mm.
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Inmunohistoquimica para la deteccion de Fra-2

El dia previo al ensayo, se seleccionaron cortes de las regiones de interés (2 cortes
adyacentes por regidn, de cada animal) y se colocaron en pocillos con PBS. Los ensayos
de inumnoreactividad a la proteina Fra-2 se realizaron con los cortes en flotacidn. Los
mismos fueron pretratados con perdxido de hidrégeno al 0.3 % (bloqueo de la
peroxidasa enddgena), y luego con suero normal de cabra al 1.5 % (bloqueo de
proteinas tisulares inespecificas), preparada en PBS con 0.3 % Tritén X-100 (PBST). A
continuacion, se procedié a la incubacion con el anticuerpo anti-Fra-2 (conejo; 1:8000,
Laboratorios Santa Cruz, USA) en PBST, durante toda la noche, a temperatura
ambiente. Al dia siguiente los cortes fueron expuestos al anticuerpo secundario
biotinilado anti-conejo (cabra; 1:400 Vector Labs, USA), seguido de la incubacién en
solucién ABC estandar (1:300 Vector Labs, USA). Finalmente, los cortes fueron tratados
con 3,3'-diaminobenzidine (DAB), y también con niquel, para incrementar la intensidad
de la marcacién. Especificamente, los cortes se sumergieron en PBS con 0.02 % de
DAB, 0.6 % de niquel y 0.03 % de perdxido de hidrégeno, por 4-5 min.

En cada ensayo se incluyd un control negativo, omitiendo el anticuerpo primario. De
acuerdo a lo esperado, siempre resultd en la ausencia absoluta de sefial, confirmando
la especificidad del anticuerpo secundario y la marcacion. A su vez, todos los animales
fueron analizados con el mismo lote de anticuerpos.

Cuantificacion de la inmunoreactividad a la proteina Fra-2

Todas las secciones fueron examinadas utilizando un microscopio de luz transmitida
Nikon E800. Las imdagenes de las regiones cerebrales de interés se obtuvieron con un
objetivo x10, y fueron capturadas y analizadas mediante el software Image-ProPlus
(Media Cybernetics, EUA). Para la cuantificacion de los nucleos inmunorreactivos a Fra-
2, los nucleos positivos para Fra-2 se contabilizaron mediante un procedimiento
automatizado seleccionando las particulas del tamafio apropiado. Se consideré que la
sefial de Fra-2 era positiva cuando estaba al menos tres veces por encima del fondo.
Para el analisis cuantitativo, se definieron dreas de muestreo acordes y representativas
para las regiones de interés: NAc shell, NAc core, ACC, PrL e IL. La dimensidn del area
de muestreo se basd en los trabajos de Hervig y cols. 2016, y Zlebnik y cols 2014. En
particular, en el NAc se utilizaron grillas de 300x600 um para el NAc shell y 300x300
um para el NAc core, mientras que, en la mPFC, se utilizaron grillas de 500x600 pum
para la CCA, 650x650 um para la PrL, y 500x500 pum para la IL (Figura 13).
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Bregma +3.24 Bregma: +1.80

Figura 13. Regiones en las cuales se determind la inmunoreactividad a Fra-2
porinmunohistoquimica. Los recuadros marcan la ubicacién y forma aproximada de
las grillas utilizadas. fmi, fornix menor; CCA, corteza cingulada anterior; PrL, corteza
prelimbica; IL, corteza infralimibica; NAc, nucleo accumbens; co, NAc core; sh, NAc
shell; cc, cuerpo calloso.

Andlisis estadistico

Los datos se muestran como la Media + Error Estandar Medio (EEM). Los resultados
comportamentales fueron analizados mediante andlisis de varianza (ANOVA) de dos
vias (dia y tratamiento) para medidas repetidas, seguido del test de comparacion
multiple de Tukey. También se utilizé6 un ANOVA de una via, seguido del test de Tukey,
para datos comportamentales y para el analisis inmunohistoquimico. Los datos fueron
analizados y graficados utilizando el programa Statistica 10 y GraphPad Prism 7
respectivamente. La significancia estadistica fue fijada en P < 0.05.
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OBJETIVO ESPECIFICO 1.2

Evaluar los cambios en la expresion de genes asociados a las acciones de drogas
psicoestimulantes en el NAcc y mPFC, luego de un tratamiento de sensibilizacién
comportamental inducido por una muestra de PBC adulterada con cafeina.

Para la realizacion de este objetivo se cuantificaron los cambios en la expresion de
ARNm en el NAc y mPFC asociados a la sensibilizacién comportamental inducida por
una muestra de PBC adulterada con cafeina, en relacion a una muestra sin adulterar.
Esta evaluacidn, en particular, se centrd en el analisis de genes de algunas subunidades
de receptores de distintos sistemas de neurotransmision involucrados en el circuito
motivacional, asi como genes involucrados en mecanismos de plasticidad y en el efecto
reforzador de las drogas adictivas.

Sensibilizacion locomotora — grupos experimentales

Para la induccion del fendmeno de sensibilizacion locomotora, se utilizd el mismo
protocolo de 3 dias de tratamiento, descrito previamente en la metodologia del
Objetivo Especifico 1.1 (Figura 14). En este experimento se utilizaron 4 grupos
experimentales asignados aleatoriamente, que constaron de ratones inyectados i.p.
con CP-1 o CP-2 (a una dosis equivalente a 5 mg/kg de cocaina base), cocaina (5
mg/kg), o salino. Finalizado el pre-tratamiento, los animales se dejaron en abstinencia
por 5 dias, y al dia siguiente (Dia 9), fueron desafiados con una nueva inyeccién de su
tratamiento.

Todo el experimento fue filmado y analizado mediante el software de video-
seguimiento y analisis automatizado Ethovision XT 12 (Noldus). Especificamente, se
cuantifico la actividad locomotora horizontal, definida como la distancia recorrida total
en metros, cada dia del protocolo durante 60 minutos, iniciando inmediatamente
después de la inyeccién de la droga

Se utilizaron OF de 30 x40 x 35 cm, y los mismos fueron limpiados con alcohol al 30%
antes de colocar el siguiente animal. Todos los procedimientos experimentales se
realizaron durante la fase diurna, entre las 9:00 y 16:00 hs.

Extraccion y preservacion de tejido para el andlisis de expresion génica

Una vez finalizado el test conductual en el Dia 9, los animales fueron inmediatamente
sacrificados por dislocacién cervical, y se diseccionaron las regiones de interés: NAc y
mPFC. El tejido se guardd en ARN-later (solucién utilizada para evitar la degradacién
del ARN presente en el tejido) y se almacend a -80°C para su conservacion hasta su

procesamiento y analisis.
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Figura 14. Protocolo experimental y grupos experimentales utilizados. Los animales fueron tratados con
las distintas drogas o salino por 3 dias; 5 dias después fueron desafiados con una nueva dosis de su
tratamiento. Inmediatamente después de finalizar la evaluacion comportamental, los animales se

sacrificaron y se disecaron el NAc y la mPFC para los ensayos moleculares.

Real-Time PCR

El ARN total fue aislado con TRIZOL (Invitrogen) de acuerdo al protocolo del fabricante.
500ng de ARNfueron tratados con DNAsa | (Invitrogen) para asegurar la eliminacion de
ADN molde que pudiera estar presente, y luego retrotranscriptos a ADNc usando la
transcriptasa reversa M-MLV (Promega) y hexdmeros al azar (Biodynamics).

Para el analisis cuantitativo por real-time PCR se disefiaron primers especificos para los
siguientes genes murinos: 1) subunidades de los receptores de dopamina D1 (Drd1a),
D2 (Drd2) y D3 (Drd3); 2) subunidades de los receptores de adenosina Al (Adoral) y
A2A (Adora2a); 3) subunidad del receptor cannabinoide CB1 (Cnrl); 4) subunidades de
los receptores glutamatérgicos AMPA (Grial) y NMDA (Grinl); 5) factor de
transcripcion CREB (Creb); 6) neuroproteina Cocaine and amphetamine regulated
transcript, CART (Cart); 7) proteina sinaptofisina (Syn). Se utilizé la expresién del gen
de beta-actina (Actb) como gen control de expresidn constitutiva (housekeeping gene).
Las secuencias de los primers utilizados se detallan en la Tabla 2.

Los receptores seleccionados pertenecen a sistemas de neurotransmisién del sistema
de recompensa que estdn involucrados en los efectos de cocaina y cafeina. CREB
contribuye a la sensibilizacién comportamental por psicoestimulantes (Peng y cols.
2014), CART tiene efectos sobre la recompensa inducida por drogas (Jaworski y Jones
2006), y sinaptofisina es considerado un indicador molecular de densidad sindptica y
plasticidad (Rodriguez-Espinosa y Fernandez-Espejo 2015).
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Tabla 2. Secuencias de los primers

Gen NUmero de acceso Primer forward Primer reverse
Drdla NM_010076 TTCTTCCTGGTATGGCTTGG GCTTAGCCCTCACGTTCTTG
Drd2 NM_010077 TATGCCCTGGGTCGTCTATC AGGACAGGACCCAGACAATG
Drd3 NM_007877 AGATTCGTGAAGCAGGATAA CGATGACAATTCTCTGTGTG
Grial NM_001113325  CTGTGAATCAGAACGCCTCA TCACTTGTCCTCCACTGCTG
Grinl NM_008169 ACTCCCAACGACCACTTCAC GTAGACGCGCATCATCTCAA
Adoral NM_001039510  TAGACAGTTCAGGTGGCCAG AGTACATTTCCGGGCACAGA
Adora2a NM_009630 CGCAGAGTTCCATCTTCAGC ACGTCCTCAAACAGACAGGT
Cnrl NM_ 007726 CCGTGCTTACTTAGTTTGCT CTGCAGCGATAGACTTTCTT
Crebl NM_ 001037726 CCTGTTACGGTGGAGAATGG CTTGAGGGCAGAAGTGGAAG
Cart NM_ 013732 CGAGAAGAAGTACGGCCAAG GGAATATGGGAACCGAAGGT
Syn NM_ 009305 TGACTTTTTCCCCCTTCCTT TTGGCTGACTGGTCCTCTCT
Actb NM_007393 TGTTACCAACTGGGACGACA GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

Cada muestra fue analizada por duplicado utilizando 4 pmol de cada primer, 1 x SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems), y 2-20 ng de DNAc en un volumen total de 13
pL. Las amplificaciones se llevaron a cabo con un Sistema de Deteccidén de Secuencias
ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems).

Anadlisis estadistico

Los datos se muestran como la Media * Error Estandar Medio (EEM). La actividad
locomotora se analizdé mediante ANOVA de dos vias (tiempo y tratamiento) para
medidas repetidas, seguido del test de Tukey. La expresién de ARN fue analizada por
ANOVA de una via seguido del test de Tukey. Con aquellos datos que no cumplieron
con los supuestos de las pruebas paramétricas (homogeneidad de varianza y
distribucién normal), se utilizé el test de Kruskal-Wallis. Los datos fueron analizados y
graficados utilizando el programa Statistica 10 y GraphPad Prism 7 respectivamente. La
significancia estadistica fue fijada en P < 0.05.
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OBJETIVO ESPECIFICO 2.1

Determinar si la cafeina es capaz de potenciar el aprendizaje condicionado a cocaina en el
paradigma de Condicionamiento de Preferencia de Lugar, y si eso conlleva una expresion
génica diferencial en el NAc y mPFC.

Para el cumplimiento de este objetivo se utiliz6 el paradigma de CPP en animales
expuestos a cocaina o la combinacién de cocaina y cafeina, seguido del analisis de la
expresion génica en el NAc y mPFC asociada al condicionamiento. Se focalizé en los
niveles de expresion de algunos IEGs involucrados en la accién de drogas, aprendizaje y
memoria. A su vez, para distinguir los cambios moleculares asociados al
condicionamiento de aquellos inducidos por la accién de la droga per se, se analizd la
expresion génica en animales que recibieron el mismo tratamiento, pero en su caja, sin
la exposicidn a un ambiente diferente que se asocie a los efectos de la droga.

Paradigma comportamental

El paradigma de CPP es un modelo utilizado para el estudio del aprendizaje asociado a
recompensa. Se basa en el condicionamiento a claves contextuales previamente
pareadas con un estimulo reforzador (Tzschentke 2007). El aparato de CPP utilizado en
estos experimentos consistid en dos cdmaras de igual tamafio (25 x 20 x 20 cm)
conectadas por una cdmara mas pequefia (25 x 7.5 x 18 cm) (Figura 15). Entre las
camaras habia puertas guillotina que se mantuvieron cerradas durante el
condicionamiento, y abiertas en el pre-test y el test. El CPP fue del tipo no-sesgado, lo
qgue significa que las caracteristicas del mismo no facilitaban inicialmente una
preferencia clara y predecible por uno de los compartimentos (como ocurre con un
compartimento claro y otro oscuro, por ejemplo). En particular, cada camara contenia
tres claves contextuales (visuales, tactiles y olfativas) diferentes entre si: una camara
tenia el piso rugoso, el patrén de las paredes rayado, y esencia de rosas, mientras que
la otra cdmara tenia el piso liso, las paredes con puntos, y aroma a canela.

Los experimentos fueron filmados mediante una camara colocada sobre el CPP, y
analizados con el software Ethovision XT (Noldus). Se cuantificé automaticamente la
distancia recorrida durante el condicionamiento, y el tiempo que pasé cada animal
dentro de los distintos compartimentos del CPP.
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Figura 15. Modelo de CPP utilizado. Se observan las dos camaras conectadas por una
tercera mas pequefa. Se aprecia la diferencia en las claves visuales dadas por el
patron de las paredes de las cdmaras.

Protocolo experimental — grupos experimentales

El protocolo utilizado para evaluar el CPP, asi como los grupos experimentales, se
esquematizan en la Figura 16A. En primera instancia, los animales fueron manipulados
dos veces por dia, durante dos dias, previo al inicio del experimento. La manipulacién
previa de los animales disminuye el estrés de los mismos, reduce el impacto de la
manipulacién por parte del investigador en el desarrollo del experimento, y disminuye
la variabilidad entre los animales (Gouveia y Hurst 2017, Grabus y cols. 2006). En la
sesidn de pre-test, los animales se colocaron en la cdmara central y se les permitid
explorar todo el modelo durante 15 minutos, para establecer las preferencias basales.
La preferencia de cada animal por cualquiera de los compartimentos se definié en base
al tiempo de permanencia en cada uno de ellos.

Al dia siguiente inicié el condicionamiento, que consistié en dos sesiones de 30
minutos por dia, durante 3 dias, en los cuales los animales fueron restringidos a cada
una de las cdmaras de forma alternada. En la cdmara inicialmente no-preferida se les
administré el tratamiento con la droga: cocaina 10 mg/kg, o cafeina 5 mg/kg, o cocaina
10 mg/kg + cafeina 5 mg/kg (camara CS+, conditionedstimulus +). En la cdmara
preferida, se les administré salino (cdmara CS-). El grupo control recibid salino en
ambos compartimentos. Las inyecciones se realizaron de forma i.p., en el momento
previo a colocar los animales en las camaras CS+ o CS-. La sesién (momento del dia,
manana y tarde) en que los animales fueron expuestos a la camara CS+ se dispuso de
forma contrabalanceada entre y dentro de los grupos experimentales.

La sesidon del test se realizd 48 hs luego del condicionamiento, en un estadio libre de
droga. En esta instancia se dejé nuevamente a los animales explorar la caja durante 15
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minutos, y se cuantificd el tiempo de permanencia en cada compartimento. El
condicionamiento fue evaluado mediante un indice de CPP (CPP score), definido como
el tiempo de permanencia en el compartimento CS+, menos el tiempo de permanencia
en el compartimento CS-, en el dia del test.

En cada instancia del protocolo, todo el modelo fue limpiado con alcohol al 30% antes
de colocar el siguiente animal.

Handling Pre-test Conditioning off Test _’s:rlrsn::lji‘:lg
1 l | 1 | | l
| | | | | | | | |
I 1 1 I 1 | | I 1
pay -1 0 1 2 3 4 5 6 7
Session 1 > A R Experimental Groups
Session 2 ﬁ f f Saline

Cocaine (10 mg/kg)

Caffeine (5 mg/kg)

B Homecage
Cocaine (10 mg/kg) + Caffeine (5 mg/kg)

Handling Off
| | | | | l | 1 |
1 | 1 | | I | 1 I )
pay -1 0 1 2 3 4 5 6 7T — T'SS*I{G
samplin
Session 1 f f f pine
Session 2 f ﬁ f

Figura 16. A. Protocolo de CPP utilizado, el cual consté de dos dias de manipulacion previa, un pre-
test, 3 dias de condicionamiento, y un test 48 horas después. Las sesiones se realizaron en la
mafiana y en la tarde. La recoleccion de tejido se realizd inmediatamente después del test B.
Protocolo de experimento control para separar los cambios inducidos por el condicionamiento de
los efectos de la droga per se. Se realizd el mismo protocolo de administracion, pero sin fase de
condicionamiento; los animales recibieron las drogas en su caja. Se indican los grupos
experimentales en el recuadro.

Con el fin de diferenciar aquellos cambios en la expresidon génica dados por el proceso
de condicionamiento de aquellos inducidos por la sola administracién de la droga, se
realizd un segundo experimento, esquematizado en la Figura 16B. El mismo consistid
en un protocolo de administracién de las drogas idéntico al utilizado para el CPP,
manteniendo los mismos dias y horarios de administracion, con la salvedad que los
animales no fueron expuestos al aparato del CPP en ningin momento, y todas las
inyecciones se realizaron en su caja.

Extraccion y preservacion de tejido

Una vez finalizado el test conductual, los animales fueron inmediatamente sacrificados
por dislocacién cervical, y se diseccionaron las regiones de interés: NAc y mPFC. El
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tejido se guardd en ARN-later y se almacend a -80°C para su conservacién hasta su

procesamiento y analisis.

Real-Time PCR

El andlisis cuantitativo por real-time PCR se realizd siguiendo el mismo protocolo
descrito para el Objetivo Especifico 1.2.

En este caso se disefiaron primers especificos para los siguientes genes murinos: 1)
subunidades de los receptores de dopamina D1 (Drd1a) y D2 (Drd2); 2) subunidades de
los receptores de adenosina Al (Adoral) y A2A (Adora2a); IEGs cFos, FosB, clun, Ergl,
Npas4. Se utilizd la expresién del gen de beta-actina (Actb) como gen control de
expresion constitutiva (housekeeping gene). Las secuencias de los primers utilizados se
detallan en la Tabla 3.

Andlisis estadistico

Los datos se muestran como la Media + Error Estandar Medio (EEM). Los datos fueron
analizados por ANOVA de una via seguido del test de Tukey. Con aquellos datos que no
cumplieron con los supuestos de las pruebas paramétricas (homogeneidad de varianza
y distribucion normal), se utilizé el test de Kruskal-Wallis. La actividad locomotora se
analizé mediante ANOVA de dos vias (tiempo y tratamiento) para medidas repetidas,
seguido del test de Bonferroni. Los datos fueron analizados con los softwares
estadisticos Infostat e IBM SPSS Statistics. La significancia estadistica fue fijada en P <
0.05.

Tabla 3. Secuencias de los primers utilizados

Gen NUmero de acceso Primer forward Primer reverse
Drdla NM_010076 TTCTTCCTGGTATGGCTTGG GCTTAGCCCTCACGTTCTTG
Drd2 NM_010077 TATGCCCTGGGTCGTCTATC AGGACAGGACCCAGACAATG
Adoral NM_001039510  TAGACAGTTCAGGTGGCCAG AGTACATTTCCGGGCACAGA
Adora2a NM_009630 CGCAGAGTTCCATCTTCAGC ACGTCCTCAAACAGACAGGT
cFos NM_ 010234 TCCCCAAACTTCGACCATGA AGTTGGCACTAGAGACGGAC
FosB NM_ 008036 ACAGATCGACTTCAGGCGGA GTTTGTGGGCCACCAGGAC
cJun NM_ 010591 CATAGCCAGAACACGCTTCC TTGAAGTTGCTGAGGTTGGC
Egrl NM_ 007913 GATGGTGGAGACGAGTTAT GATTGGTCATGCTCACG
Npas4 NM_ 153553 CATCTGGGCCACTCTATGGT AGGGGTCTCTTCTCTCCAGT
Actb NM_007393 TGTTACCAACTGGGACGACA GGGGTGTTGAAGGTCTCAA
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OBJETIVO ESPECIFICO 3.1

Evaluar la capacidad del CBD de atenuar el fendmeno de sensibilizacion
comportamental inducido por el suceddaneo de PBC, y sus acciones sobre la actividad
metabdlica regional asociada, en el NAc y mPFC.

Para abordar este objetivo se administrd CBD durante el desarrollo de la sensibilizacion
locomotora a la combinacién de cocaina y cafeina, y se evalud si el mismo era capaz de
impedir el efecto facilitador de la cafeina en la expresion de la sensibilizacién. A su vez,
se evalué el efecto de este tratamiento en la actividad metabdlica regional en el NAc y
mPFC mediante histoquimica de la enzima citocromo oxidasa.

Protocolo experimental — grupos experimentales

Para la induccion del fendmeno de sensibilizacion locomotora, se utilizd el mismo
protocolo que en los Objetivos Especificos 1.1 y 1.2, descrito previamente. En este
experimento los animales recibieron durante los tres dias de pre-tratamiento, una
inyeccién i.p. de CBD o su vehiculo respectivo (Veh-CBD, Tween 80 al 3% en salino) 30
minutos antes de ser tratados con la combinacién de cocaina 5 mg/kg y cafeina 2.5
mg/kg (Coc+Caf) o su vehiculo (salino). Finalizado el pre-tratamiento, los animales
quedaron en abstinencia por 5 dias, y al dia siguiente todos los grupos fueron
desafiados con una dosis de Coc+Caf.

Se utilizaron OF de 30 x 45 x 55 cm, y se cuantificd la actividad locomotora cada dia
durante 60 minutos, luego de la segunda inyeccidn (tratamiento) o luego de la dosis
desafio (Dia 9).

Todo el experimento fue filmado y analizado mediante el software de video-
seguimiento y analisis automatizado Ethovision XT 12 (Noldus). Especificamente, se
cuantifico la actividad locomotora horizontal, definida como la distancia recorrida total
en metros, cada dia del protocolo durante 60 minutos, iniciando inmediatamente
luego de la segunda inyeccién (tratamiento) o luego de la dosis desafio (Dia 9).

Se utilizaron OF de 30 x 45 x 55 cm, y los mismos fueron limpiados con alcohol al 30%
antes de colocar el siguiente animal. Todos los procedimientos experimentales se
realizaron durante la fase diurna, entre las 9:00 y 16:00 hs.

El protocolo utilizado y los grupos experimentales se esquematizan en la Figura 17.

Obtencion y procesamiento del tejido para el andlisis funcional
Inmediatamente luego del fin de la evaluacién comportamental en el dia desafio (Dia
9), los animales fueron sacrificados y sus cerebros rapidamente disecados. Los

cerebros fueron luego cortados en 3 trozos mds pequeiios mediante dos cortes
coronales, realizados antero-posteriormente a nivel del quiasma dptico y el inicio del
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cerebelo. Estos trozos fueron expuestos a una fijacion débil por inmersién en PFA 4%
en PBS (0.1M, pH= 7.4) por 15 hs. Luego, los trozos de cerebro fueron transferidos a
una solucién de 30 % sucrosa en PBS por 48 hs para su crioproteccion. Pasado ese
tiempo, los fragmentos fueron congelados y se realizaron cortes coronales de 40 um
de ancho con cridstato (Leica Biosystems, USA) de las regiones de interés: NAc y mPFC.
Los cortes obtenidos se guardaron en una solucion crioprotectora y se almacenaron a -
20 °C hasta la realizacion de los ensayos histoquimicos.

Pre-treatment Challenge ——— Tissue Sampling
[ | Withdrawal 1' " NAc
DAY 0 DAY 1 DAY 2 DAY 3 DAY 9 e mMPFC
Z 1 [ | T // // > .
Time (days)
Pre-treatment Challenge Experimental group
nomenclature

Vehicle (3% Tween 80) _30min_,  saline Coc (5 mg/kg) + Caf (2.5 mg/kg) Veh-Sal
CBD (20 mg/kg) —30min_,  sline Coc (5 mg/kg) + Caf (2.5 mg/kg) CBD-Sal
Vehicle (3% Tween80) _30min_,  CoC (5 me/ke) + Coc (5 mg/kg) + Caf (2.5 mg/kg) Veh-Coc+Caf

Caf (2.5 mg/kg)

Coc (5 mg/kg) +

30 min
CBD (20 mg/kg) — " caf(2.5mg/kg)

Coc (5 mg/kg) + Caf (2.5 mg/kg) CBD-Coc+Caf

Figura 17. Protocolo de sensibilizaciéon utilizado detallando el pre-tratamiento recibido por cada
grupo experimental. Cada dia del pre-tratamiento los animales recibieron Veh-CBD o CBD, y 30 min
después fueron inyectados con salino o Coc+Caf. Fueron dejados en abstinencia por 5 dias, y en el
dia 9 (desafio) todos los animales fueron desafiados con una dosis de Coc+Caf. El tejido se recolecté
inmediatamente después de finalizada la prueba comportamental.

Histoquimica de la enzima citocromo oxidasa

La citocromo oxidasa | (CO-l) es la subunidad principal del complejo citocromo ¢
oxidasa, también llamado complejo respiratorio IV. Este se ubica en la membrana
interna de las mitocondrias de todos los eucariotas, y constituye la enzima final de la
cadena de transporte de electrones mitocondrial acoplada a la fosforilaciéon oxidativa.
En particular, la citocromo oxidasa cataliza la transferencia de un electrén desde su
sustrato reducido ferrocitocromo c al oxigeno molecular para formar agua (Letts y
Sazanov 2017, Wong-Riley 1989)

A nivel del sistema nervioso, las necesidades energéticas de las neuronas se apoyan
casi por completo en el metabolismo oxidativo, por lo que la actividad de CO-I
neuronal se correlaciona positivamente con su nivel de actividad funcional. De esta
forma, la actividad de la CO-lI puede utilizarse como un marcador endégeno de
actividad metabdlica neuronal (Wong-Riley 1989).
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Para el ensayo histoquimico de la CO-lI nos basamos en el protocolo descrito por
Wong-Riley 1979 y Tseng y cols. 2006. Los cortes se montaron en portaobjetos
doblemente gelatinizados y se deshidrataron a temperatura ambiente durante 30 min.
Los portaobjetos fueron luego incubados por 60 minutos a 37 2C en PBC 0.1M con
0.5g/L de DAB (Sigma-Aldrich), 0.33 g/L de citocromo c de corazén de caballo (Sigma-
Aldrich), 44g/L de sucrosa (Carlo Erba), y 0.2g/L de catalasa (Sigma-Aldrich). El tiempo
de incubacion se determind en base a la realizacidn previa de una curva de calibracién
para cada region de interés, considerando diferentes tiempos, de modo de obtener
una marcacién éptima que permitiera reconocer tanto un incremento como una
disminucion del marcado.

Luego de la incubacion y deshidratacién, los cortes fueron digitalizados con un escaner
FLA-9000 (FUJIFILM, Japdn). Las imdagenes se convirtieron a escala de grises y la
actividad de CO-l en las regiones de interés fue inferida a través de la cuantificacién de
la densidad dptica con el software Imagel (NIH, USA). La densidad éptica relativa (ROD)
por pixel se determind mediante la resta de la densidad 6ptica de las estructuras de
interés y la del fondo. Las estructuras de interés fueron las siguientes: mPFC total, ACC,
PrL e IL; NAc total, NAc shell y core. La densidad dptica del fondo se midié en regiones
de sustancia blanca, a nivel del férceps menor del cuerpo calloso en los cortes de
mPFC, y a nivel del cuerpo calloso en los cortes del NAc. Para cada animal, se obtuvo
un Unico valor por estructura promediando las medidas de ambos hemisferios en tres
cortes consecutivos.

Anadlisis estadistico

Los datos se muestran como la Media * Error Estandar Medio (EEM). La actividad
locomotora se analizd6 mediante ANOVA de dos vias (tiempo y tratamiento) para
medidas repetidas seguido del test de Tukey, y ANOVA de una via seguido del test de
Tukey. La histoquimica de CO-I se analizé6 mediante ANOVA de una via y test de Tukey.
Los datos fueron analizados y graficados utilizando el programa Statistica 10 vy
GraphPad Prism 7 respectivamente. La significancia estadistica fue fijada en P < 0.05.
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RESULTADOS |

Objetivo 1.1. Analizar la expresion de la proteina Fra-2 en el NAc y mPFC luego de un
tratamiento de sensibilizacion locomotora inducido por la administracion repetida
del sucedaneo de PBC.

En primer lugar, se evalud la sensibilizacion locomotora inducida por 3 dias de
tratamiento con cocaina (Coc, 5 mg/kg), la combinacion de cocaina y cafeina (Coc+Caf,
5 mg/kg y 2.5 mg/kg respectivamente) o salino, seguido de 5 dias de abstinencia (Ver
Figura 12 en Materiales y Métodos).

Como se observa en la Figura 18A, los animales tratados con Coc+Caf exhibieron un
incremento marcado de la actividad locomotora durante el desarrollo de la
sensibilizacidn, diferencidandose del resto de los grupos a partir del segundo dia del
pre-tratamiento. Los animales tratados con cocaina, en cambio, no se diferenciaron de
los grupos tratados con salino, a estas dosis.
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Figura 18. Sensibilizacion comportamental inducida por la combinacién de cocaina y cafeina. A.
Desarrollo de la sensibilizacién durante el pre-tratamiento. (=) Salino-Salino; (=) Salino - Cocaina
(5 mg/kg); (-#) Cocaina (5 mg/kg) - Cocaina (5 mg/kg); (=) Salino — Cocaina (5 mg/kg)+Cafeina (2,5
mg/kg); (—d) Cocaina (5 mg/kg)+Cafeina (2,5 mg/kg) - Cocaina (5 mg/kg)+Cafeina (2,5 mg/kg). B.
Actividad locomotora en el Dia Desafio (expresién de la sensibilizacidn). Valores expresados como
media + EEM. ###p<0.001, diferente al resto de los grupos experimentales; $5$p<0.001, diferente a Dia 0 y Dia
1; ¥**p<0.001, **p<0.01, diferente a Sal-Sal; +++p<0.001, diferente a Coc+Caf-Coc+Caf; &p<0.05, diferente a Sal-
Coc+Caf. n=5-7.

Al ser desafiados con una dosis de la droga (Dia Desafio, Figura 18B), los animales pre-
tratados y desafiados con Coc+Caf mostraron una actividad locomotora
significativamente mayor que aquellos que recibieron la droga por primera vez (grupo
Sal-Coc+Caf), lo que demuestra la expresion de la sensibilizacién locomotora. Por otro
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lado, los animales pre-tratados y desafiados con cocaina tuvieron una actividad
locomotora muy similar al grupo Sal-Coc, que recibié cocaina una Unica vez, en el dia
desafio. Esto indica que cocaina sola no fue capaz de expresar la sensibilizacién
locomotora a estas dosis y con sélo 3 dias de tratamiento. Estos resultados se
encuentran segun lo esperado y reportado previamente (Prieto y cols. 2015).

Finalizada la evaluacion comportamental, se realizd el andlisis cuantitativo de la
inmunohistoquimica para la deteccidén de la proteina Fra-2 en el NAc y mPFC (Figura
19).

COC+CAF - COC+CAF

SAL - SAL SAL-COC COC-COoC

mPFC

Figura 19. Nucleos neuronales inmunoreactivos a Fra-2 en el ndcleo accumbens (NAc) shell y core, y en las
subregiones de la corteza prefrontal medial (mPFC, corteza cingulada anterior, ACC; corteza prelimbica,
PrL; y corteza infralimibca, IL), de los grupos experimentales luego del protocolo de sensibilizacién
comportamental. Barra de escala= 100um

68



como aquellos pre-tratados y desafiados con cocaina (Coc-Coc), exhibieron un
incremento en la expresion de Fra-2 en el NAc shell en relacién al grupo control, de
magnitud similar (Figura 20A). El mismo perfil se observa en el grupo Sal-Coc+Caf, no
diferencidndose de Sal-Coc ni Coc-Coc. Por otro lado, los animales tratados y
desafiados con Coc+Caf, que expresaron la sensibilizacion locomotora, presentaron
una inmunoreactividad a Fra-2 similar al grupo control Sal-Sal, y la misma fue
significativamente menor a la inmunoreactividad de los demds tratamientos. En el NAc
core, por el contrario, no se observaron diferencias entre los grupos experimentales
(Figura 20B).

Al considerar el NAc de forma integra, la inmunoreactividad a Fra-2 muestra un perfil
semejante al observado en el NAc shell, en el cual el grupo Coc+Caf-Coc+Caf, siendo el
Unico capaz de expresar la sensibilizacion, no se diferencia del grupo control. A su vez,
en los demas grupos experimentales (Sal-Coc, Coc-Coc y Sal-Coc+Caf), el desafio con la
droga indujo un incremento en el nimero de células Fra-2 positivas en relacién al
control y a Coc+Caf-Coc+Caf (Figura 20C).
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media + EEM. *p<0.05, **p<0.01, diferente de
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Desafio Sal Coc Coc Coc+Caf Coc+Caf Coc+Caf-Coc+Caf. N=5-6.
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El analisis de la mPFC, expuesto en la Figura 21, mostrd que los tratamientos indujeron
efectos similares sobre la inmunoreactividad a Fra-2 en las distintas subregiones de la
corteza prefrontal. El grupo Sal-Coc tendié a un incremento en la expresién de Fra-2,
pero sin llegar a diferenciarse estadisticamente del control en ninguna de las
subregiones analizadas (Figura 21A-C). Coc-Coc y Sal-Coc+Caf, a su vez, presentaron
marcadas tendencias de una mayor inmunoreactividad a Fra-2 en las cortezas PrL e IL
en relacién al control, y un incremento significativo en la ACC. Por otro lado, el grupo
tratado y desafiado con la combinacién de cocaina y cafeina (Coc+Caf-Coc+Caf) fue el
Unico que mostré un incremento significativo de marcacion de Fra-2 en todas las
subregiones de la mPFC.

Al considerar la mPFC en su totalidad, observamos que todos los tratamientos excepto
aquel que incluia una Unica dosis de cocaina (Sal-Coc) indujeron un incremento
significativo de la inmunoreactividad a Fra-2 en relacion al control, lo que refleja en
cierta medida la potencia de la combinacién de Coc+Caf.
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Figura 21. Nimero de células inmunoreactivas para la proteina Fra-2 en la (A) corteza cingulada
anterior, ACC, (B) corteza prelimbica, PrL, (C) corteza infralimbica, IL, y (D) corteza prefrontal medial
total, mPFC, de animales tratados con salino — cocaina 5 mg/kg (Sal-Coc), cocaina 5 mg/kg — cocaina
5 mg/kg (Coc-Coc), salino — cocaina 5mg/kg + cafeina 2,5 mg/kg (Sal-Coc+Caf) y cocaina 5 mg/kg +
cafeina 2,5 mg/kg — cocaina 5 mg/kg + cafeina 2,5 mg/kg (Coc+Caf — Coc+Caf). Valores expresados
como media + EEM. *p<0.05, diferente de Sal-Sal. N=5-6.

70



Discusion

Los resultados mostraron un incremento significativo en la expresidon de Fra-2 en el
NAc de todos los grupos que recibieron psicoestimulantes, excepto en el Unico grupo
capaz de expresar la sensibilizacidon, el grupo pre-tratado y desafiado con la
combinacion de cocaina y cafeina (Coc+Caf).

El aumento de la induccién de IEGs luego de la administracién aguda de cocaina
(especialmente c-fos y también fra-2) se encuentra ampliamente reportado vy
establecido en la literatura (Johansson y cols. 1994, Liu y cols. 2005, Nye y cols. 1995,
Torres y Rivier 1994, Uslaner y cols. 2001). De esta forma, el incremento en la
inmunoreactividad a Fra-2 observada en los animales que recibieron una Unica dosis
de cocaina (Sal-Coc) es consistente con dichas evidencias previas. Lo mismo ocurre con
los animales tratados y desafiados con cocaina (Coc-Coc); al no desarrollar ni expresar
la sensibilizacion, cuando fueron desafiados con una nueva dosis luego de un periodo
de abstinencia, su respuesta fue indistinguible a aquellos que recibieron la droga por
primera vez (Sal-Coc). La cafeina sola, por otro lado, tiene un efecto menor en la
induccion de IEGs en el NAc, generando un incremento en su expresion sélo a dosis
extremadamente altas, a partir de los 75 mg/kg (Bennet y Semba 1998). Dada la baja
dosis de cafeina utilizada en este estudio (2.5 mg/kg), es esperable entonces, un
aporte indetectable de la cafeina en la inmunoreactividad a Fra-2, al administrar de
forma aguda la combinacion de Coc+Caf. Esto explica los niveles similares de expresion
de Fra-2 del grupo Sal-Coc+Caf a los grupos tratados con cocaina sola.

Sin embargo, pese a esta falta de accidn de la cafeina aguda sobre los IEGs, el
tratamiento repetido con Coc+Caf generd un efecto diferencial sobre la expresiéon de
Fra-2. Mientras que su actividad locomotora en el dia desafio fue mayor al resto de los
grupos, logrando expresar la sensibilizaciéon comportamental, la inmunoreactividad a
Fra-2 en el NAc no se diferencié del grupo control. De manera interesante, efectos
similares sobre IEGs se han descrito para tratamientos crénicos de psicoestimulantes
gue resultan en la sensibilizacion locomotora. En particular, un trabajo realizado por
Marinho y colaboradores (2017) reporta una atenuacién en la expresion de c-Fos en
animales desafiados con cocaina, luego de un tratamiento intermitente con dicha
droga durante 15 dias. A su vez, un régimen de administracién mas cercano al utilizado
en nuestros experimentos, con 5 dias de administracién y 4 dias de abstinencia, pero
con una dosis superior (40 mg/kg, 8 veces mayor que los 5 mg/kg utilizados aqui),
disminuyd tanto el ARNm de c-fos como la expresién de la proteina c-Fos (Rosen y cols.
1994). En otro estudio, el tratamiento diario con metanfetamina durante 15 dias
indujo una potente sensibilizacion locomotora, acompanada de niveles de
inmunoreactividad a c-Fos indistinguibles del salino, y significativamente menores a los
inducidos por el desafio agudo de la droga (McCoy y cols. 2011). Exactamente el
mismo perfil se observa para la expresion de Fra-2 en el NAc luego del tratamiento
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cronico con metanfetamina, en relacién al control y a la administracién aguda (McCoy
y cols. 2011, Saint-Preux y cols. 2013).

El tratamiento repetido con cocaina también se ha asociado a niveles de
inmunoreactividad a Fra-2 similares al control, particularmente en la regidén rostral del
NAc (Franklin y Druhan 2000) y en otras porciones discretas del mismo (Todtenkopf y
cols. 2002). Al respecto, vale la pena destacar que la expresidon de IEGs inducida por
cocaina puede variar entre las distintas subregiones del NAc dependiendo de las dosis
utilizadas, tiempos de abstinencia y el régimen de administracion (Larson y cols. 2010,
Rosen y cols. 1994, Todtenkopf y cols. 2002); lo que podria explicar la diferencia en la
respuesta observada entre el NAccore y shell. Aun asi, al considerar el NAc en su
totalidad, podemos apreciar que la menor respuesta en la expresién de Fra-2 del grupo
sensibilizado con Coc+Caf en relacion a los grupos tratados no sensibilizados, estd en
concordancia con lo reportado para protocolos robustos de sensibilizacién a
psicoestimulantes. Tomando en cuenta estas evidencias, la respuesta en el NAc
obtenida en estos experimentos resulta destacable, considerando que la misma se
generé con sélo 3 dias de pre-tratamiento. Esto sugiere que la adulteracion con cafeina
es capaz de promover temprana y eficazmente la cascada de adaptaciones
moleculares que inicia con la induccion de IEGs.

Respecto a los mecanismos y causas de la menor respuesta de Fra-2 en el NAc de
animales que expresan la sensibilizacion, es importante considerar que las evidencias
mencionadas describen este efecto tanto para Fra-2 como para c-Fos, ambos IEGs con
picos de expresidn relativamente tempranos y una cinética de unién a proteinas Jun
similar (Suzuki y cols. 1991). En este sentido, se ha reportado que la atenuacién de c-
Fos inducida por la administracidn crénica de anfetamina es mediada por procesos de
desensibilizacidn epigenética, debido a la acumulacién de AFosB (Renthal y cols. 2008).
La proteina AFosB presenta una gran estabilidad y la misma se acumula de manera
gradual con las sucesivas administraciones de la droga (Nestler 2012). Esta
acumulacién de AFosB se ha propuesto como uno de los mecanismos que le otorgan
cronicidad a la dependencia, y mediante el cual se mantiene la vulnerabilidad a las
recaidas, incluso luego de abstinencias prolongadas (McClung y Nestler 2003, Nestler y
cols. 2001, Robinson y Nestler 2011). Podemos hipotetizar, entonces, la posibilidad de
que las acciones de c-Fos y Fra-2 en la sensibilizacidn con psicoestimulantes sean
requeridas principalmente al inicio o en las fases agudas, pero que, una vez
consolidado el fendmeno, la relevancia de las mismas decaiga progresivamente.

Por otro lado, la sensibilizacién locomotora a cocaina puede acompanarse de una
reduccion del glutamato basal extracelular y de la fuerza sindptica en el NAc, asociada
a procesos de LTD (Pierce y cols. 1996, Thomas y cols. 2001). c-Fos y Fra-2 son
considerados marcadores de activacion neural, y por lo tanto influenciados por Ia
fuerza sindptica (Kovacs 2008), por lo que un proceso de LTD en el NAc podria reducir
su expresion. Nuestros resultados concuerdan con estos datos, al observar un menor
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nivel de expresion de Fra-2 en los animales sensibilizados en relacién a los no
sensibilizados, en el NAc.

Sin embargo, en la mPFC se observé un aumento significativo en la inmunoreactividad
a Fra-2 inducida por el tratamiento repetido con Coc+Caf, en todas las subregiones
analizadas. La administracién aguda de Coc+Caf, y el pre-tratamiento y desafio con
cocaina, también generaron un incremento de Fra-2 en algunas subregiones de la
mPFC, de magnitud similar al grupo sensibilizado. EI aumento de la expresidn de los
IEGs c-fos y fra-2 en la mPFC por el tratamiento repetido con cocaina se encuentra
reportado en la literatura (Franklin y Druhan 200, Liu y Matsumoto 2008, Marinho y
cols. 2017, McDougall y cols. 2009) y coincide con los resultados obtenidos, por lo que,
en principio, parece no haber una reduccién de la activacién neural asociada a Fra-2 en
esta region. Esto puede parecer inconsistente con la hipdtesis de una reduccién del
glutamato basal proveniente de la mPFC en el NAc, esbozada mas arriba. No obstante,
la actividad de la inervacion glutamatérgica cortical sobre el NAc se encuentra regulada
por los receptores cannabinoides CB1 presentes en sus terminales sindpticas. La
activacion de los receptores CB1 en las aferencias glutamatérgicas del NAcc pueden
reducir la liberacion de glutamato y facilitar la LTD en esta regidn (Robbe y cols. 2001,
Robbe y cols. 2002). Esto podria generar una atenuacion de las eferencias GABAérgicas
de las MSNs hacia el VTA, y repercutir en una desinhibicion de la regulacién DAérigica
dada por el circuito VTA-NAc (Szabo y cols. 2002).

Si bien observamos que la sensibilizacién inducida por la Coc+Caf se acompaiia de una
expresion diferencial de Fra-2, cambios en la expresiéon génica de receptores de
sistemas de neurotransmision involucrados en la sensibilizacion, asi como en
moléculas involucradas en procesos de plasticidad, podrian estar mediando dicho
fenémeno.
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Objetivo 1.2 Evaluar cambios en la expresion de genes asociados a las acciones de
drogas psicoestimulantes en el NAc y mPFC, luego de un tratamiento de
sensibilizacion comportamental inducido por una muestra de PBC adulterada con
cafeina

Los resultados obtenidos referentes al Objetivo Especifico 1.2 fueron incluidos en la
publicacidn cientifica 1, adjunta a continuacion.

Articulo cientifico 1: Prieto JP, Gonzalez B, Muiz J, Bisagno V, Scorza C. (2020)
Molecular changes in the nucleus accumbens and prefrontal cortex associated with the
locomotor sensitization induced by coca paste seized samples. Psychopharmacology
(Berl), Epub ahead of print. doi: 10.1007/s00213-020-05474-3
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Abstract

Rationale In previous studies, we have demonstrated that seized samples of a smokable form of cocaine, also known as coca
paste (CP), induced behavioral sensitization in rats. Interestingly, this effect was accelerated and enhanced when the samples were
adulterated with caffeine. While the cocaine phenomenon is associated with persistent functional and structural alterations in the
prefrontal cortex (PFC) and nucleus accumbens (NAc), the molecular mechanisms underlying the CP sensitization and the
influence of caffeine remains still unknown.

Objective We examined the gene expression in NAc and mPFC after the expression caffeine-adulterated and non-adulterated CP
locomotor sensitization.

Methods The locomotor sensitization was established in C57BL/6 mice, repeatedly treated with a CP-seized sample adulterated
with caffeine (CP-2) and a non-adulterated one (CP-1). We then assessed the mRNA expression of receptor subunits of the
dopaminergic and glutamatergic systems in the medial PFC (mPFC) and NAc. Other molecular markers (e.g., adenosinergic,
endocannabinoid receptor subunits, and synaptic plasticity-associated genes) were also analyzed.

Results Only CP-2-treated mice expressed locomotor sensitization. This phenomenon was associated with increased Drdla,
Grial, Cnrl, and Syn mRNA expression levels in the NAc. Drd3 mRNA expression levels were only significantly increased in
mPFC of CP-2-treated group.

Conclusions Our results demonstrated that caffeine actively collaborates in the induction of the molecular changes underlying CP
sensitization. The present study provides new knowledge on the impact of active adulterants to understand the early dependence
induced by CP consumption.

Keywords Dopamine - Glutamate - Adenosine - Endocannabinoids - Caffeine - Addiction

Introduction

Understanding the neuroadaptations induced by chronic ex-
posure to drugs of abuse provides essential clues about the
drug addiction process. Behavioral sensitization is a useful
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animal paradigm to study behavioral and neural changes as-
sociated with drug addiction (Robinson and Berridge 2008),
since it underlies similar neuroadaptations to behaviors in-
volved in drug addiction, including the reinstatement of the
drug-seeking and drug-taking behavior (Vanderschuren and
Kalivas 2000; Steketee and Kalivas 2011; Liu and Steketee
2016). In animal studies, sensitization is expressed as a pro-
gressive and long-lasting enhancement in locomotor activity
following repeated psychostimulant pretreatment, a withdraw-
al period, and the animal re-exposure to the drug (Kalivas
et al. 1993; Pierce and Kalivas 1997). Mesocorticolimbic do-
paminergic system, arising from the ventral tegmental area
(VTA) and projecting to limbic and cortical brain regions such
as the nucleus accumbens (NAc) and prefrontal cortex (PFC),
is a crucial player in the effects induced by repeated exposure
to drugs of abuse (Pierce and Kalivas 1997; Nestler 2005;
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Steketee and Kalivas 2011). Short- and long-term neural ad-
aptations in cellular and molecular levels of the
mesocorticolimbic circuit (e.g., gene and protein expression)
have been widely demonstrated after repeated exposure to
psychostimulants (Pierce et al. 1996; Nestler and Aghajanian
1997; Hearing et al. 2012).

Cocaine is an alkaloid extracted from coca leaves
(Erythroxylum coca bush) through a chemical process that
ends with the obtainment of the cocaine hydrochloride.
Since cocaine hydrochloride is hydrophilic, this constitutes
its intranasal or intravenous form of consumption. However,
other forms of cocaine (base) are used through the pulmonary
inhalation route. Crack and coca paste (CP) or cocaine paste
base are the most known smokable forms of cocaine
(Hatsukami and Fischman 1996). CP is consumed mainly in
Latin American countries (United Nations Office on Drugs
and Crime, UNODC 2013; Pascale et al. 2014) and it is de-
fined as the earliest intermediate product of the mentioned
cocaine alkaloid extraction process (Castaiio 2000; United
Nations Office on Drugs and Crime, UNODC 2013). Like
crack, the consumption of CP elicits a rapid and strong depen-
dence due to smoke inhalation (Jeri 1984; Gossop et al. 1992;
Samaha and Robinson 2005), and, in the case of CP, the pres-
ence of active adulterants in its content may collaborate in its
abuse liability (Lopez Hill et al. 2011; Prieto et al. 2016). As a
common phenomenon in the illicit drugs market, substances
including cocaine hydrochloride, crack, and CP are sold adul-
terated (Evrard et al. 2010; Lopez Hill et al. 2011; Prieto et al.
2012; Sabogal and Urrego 2012; Fukushima et al. 2014;
Broséus et al. 2016; Abin Carriquiry et al. 2018). Based on
forensic data from drug-seized samples, we have reported that
caffeine is one of the most common adulterants found in CP-
seized samples (Abin Carriquiry et al. 2018). We have previ-
ously demonstrated that the repeated intraperitoneal treatment
of CP elicited locomotor sensitization in rats and the presence
of caffeine accelerated and enhanced its expression (Prieto
et al. 2015). Using the same proportions of cocaine and caf-
feine found in CP-seized samples, we demonstrated that caf-
feine is able to stimulate the acute motor stimulation of co-
caine (Lopez Hill et al. 2011) and increase the reinforcing and
motivational value of cocaine in the self-administration para-
digm (Prieto et al. 2016). Moreover, caffeine potentiates co-
caine reward-associated learning in the conditioning place
preference test (Muiiiz et al. 2017) and enhances the acute
wake-promoting effect of cocaine (Schwarzkopf et al. 2018).
Accordingly, other studies reported that the combined and
repeated administration of cocaine and caffeine (at similar
proportion to those found in CP-seized samples) in a binge-
like regimen resulted in striatal reactive astrocytosis, suggest-
ing maladaptive changes in striatal function (Muiiz et al.
2016). Besides, a clinical study was recently published show-
ing neurocognitive markers of interoception signal increased
in smoked cocaine consumers compared to control and
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cocaine (hydrochloride). Although the contribution of adulter-
ants was not studied, this work provides relevant information
about the psychophysiological and neurocognitive adapta-
tions triggered by CP addiction (de la Fuente et al. 2019).
All these findings give support to understand the prototypical
clinical profile observed in CP abusers (Jeri 1982; Ferrando
et al. 2009; Pascale et al. 2010; Pascale et al. 2014).

There is a growing body of scientific evidence demonstrat-
ing that repeated psychostimulant exposure including cocaine
induces changes in the expression of receptors belonging to
many neurotransmistter systems. However, data are still not
available showing the molecular changes underlying the CP
sensitization. It is widely known that cocaine behavioral sen-
sitization has been associated with changes in dopamine re-
ceptor expression (Puig et al. 2014), especially in those highly
present in mesocorticolimbic projection areas, like D1, D2,
and D3 receptors (Volkow et al. 2009; Steketee and Kalivas
2011; Sokoloff and Le Foll 2017). Enduring changes in glu-
tamatergic neurotransmission were also reported after cocaine
sensitization with a key role of AMPA and NMDA receptors
(Boudreau and Wolf 2005; Wolf and Ferrario 2010; Steketee
and Kalivas 2011). Moreover, it has been demonstrated that
cocaine sensitization decreases the endocannabinoid (eCB)
signaling and promote a hyperglutamatergic state in the PFC
(Blanco et al. 2014), as well as increase the AMPA/NMDA
receptor ratio in NAc (Kourrich et al. 2007). Adenosine has
been implicated in the reward-related behavior and is able to
modulate the DA neurotransmission through the adenosine
receptors Al and A2A (Filip et al. 2012; Ballasteros-Yaiez
et al. 2018). Interestingly, caffeine (antagonist of A1 and A2A
receptors) is able to modulate cocaine locomotor effects
(Ballasteros-Yafiez et al. 2018).

As little is known about the neuroplastic events in-
duced by adulterants that are commonly added to CP sam-
ples, like caffeine, the present study was designed to ex-
plore plasticity changes elicited by the repeated treatment
of a CP-seized sample adulterated with caffeine (CP-2)
and a non-adulterated one (CP-1) in mice following a
locomotor sensitization regime. mRNA expression of do-
paminergic, glutamatergic, adenosinergic, and eCB recep-
tor subunits, together with synaptic plasticity-associated
genes (cCAMP-response element binding protein, Crebl;
cocaine- and amphetamine-regulated transcript, Cart; and
synaptophysin, Syn), was assessed in the NAc and mPFC.

Materials and methods
Animals
Male C57BL/6 mice (10-12 weeks old) from the Institut

Pasteur of Montevideo animal facilities were employed. All
animals were housed in a light- and temperature-controlled
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room with a 12-h light/dark cycle (lights on at 7:00 am) and
had free access to food and water. All experimental procedures
were conducted in agreement with the National Animal Care
Law (No. 18611) and with the “Guide to the care and use of
laboratory animals™ (8th edition, National Academy Press,
Washington DC, 2010). Furthermore, the Institutional
Animal Care Committee approved the experimental proce-
dures. Efforts were made to use the minimal number of ani-
mals necessary to obtain reliable scientific data.

Drugs and doses

CP-seized samples (CP-1 and CP-2) were supplied by the
Technical Forensic Institute (Uruguay), with the authorization
of the National Drug Board and the Ministry of Public Health
(Uruguay), from a seized drug shipment targeted for the
Uruguayan illicit drug market. Table 1 shows the substances
present in CP-1 and CP-2 (cocaine and active adulterants)
after a chemical analysis previously performed and reported
in Abin Carriquiry et al. (2018). The chemical analysis indi-
cated that CP-1 contained 60% of cocaine base and was not
adulterated with caffeine, while CP-2 had 63.8% of cocaine
base and 36.2% of caffeine (Abin Carriquiry et al. 2018). No
other active adulterants were found in any of the samples
(Table 1), and the number of impurities (i.e., substances pres-
ent in the drug as a natural result of the manufacturing process)
was negligible. Both samples were selected based on previous
published data regarding the acute effects and the locomotor
sensitization elicited by CP-seized samples with the same
cocaine/caffeine ratio (Lopez Hill et al. 2011; Prieto et al.
2015). Cocaine hydrochloride (pure) was generously donated
by Verardo & Cia Laboratory (Argentina). CP was dissolved
in a vehicle solution containing 2% hydrochloric acid (HCI)
and enough sodium hydroxide to titrate the solution to a pH of
6.3. Cocaine hydrochloride was dissolved in saline. In previ-
ous studies, we confirmed that the CP-vehicle administration
did not induce any physiological effect and was indistinguish-
able of saline (Lopez Hill et al. 2011). CP-1- and CP2-seized
samples were intraperitoneally injected at an equivalent co-
caine dose of 5 mg/kg, and cocaine was administered at
5 mg/kg. Control animals were injected with saline.

Despite that our laboratory has provided strong evidence
demonstrating that the combination of cocaine and caffeine is
a valid surrogate of caffeine-adulterated CP samples (Lopez
Hill et al. 2011; Prieto et al. 2012; Meikle et al. 2013; Prieto
et al. 2015; Prieto et al. 2016; Muiiz et al. 2017; Abin
Carriquiry et al. 2018; Schwarzkopf et al. 2018), a routine
pilot study was included in the present work, in order to con-
firm that the combination of cocaine and caffeine and
caffeine-adulterated CP samples exert similar biological ef-
fects within the context of the current work. Specifically, the
locomotor effect elicited by the acute administration of each
chosen CP samples (at an equivalent cocaine dose of 5 mg/k)
in comparison with that induced by cocaine (5 mg/kg) or the
combination of cocaine (5 mg/kg) plus caffeine (2.5 mg/kg)
was performed. Results are shown as a supplementary mate-
rial (see Online Resource 1). As expected, CP-1-treated group
showed a similar activity to the cocaine-treated group (CP-1
surrogate), and similarly, CP-2-treated group motor activity
was indistinguishable from the group injected with the com-
bination of cocaine plus caffeine (CP-2 surrogate).

Behavioral assays: locomotor sensitization

Mice were moved to an experimental room with controlled
conditions 24 h previous the beginning of the experiments.
Measurement of locomotor sensitization was carried out
using the Open Field (OF) paradigm, consisting of 30 x
40 x 35-cm acrylic boxes. The experiments were recorded
and analyzed with the Ethovision XT12 video-tracking soft-
ware (Noldus, the Netherlands). We measured the horizon-
tal locomotor activity, defined as the total distance moved in
meters (m). Animals were randomly assigned to different
experimental groups which received CP-1, CP-2, cocaine
(COC), or saline. The experimental schedule is shown in
Fig. 1. Based on a previous study (Prieto et al. 2015), 1-
day preceding drug treatment, animals were habituated to
the OF over a 60-min period (day 0) in which basal loco-
motor activity was recorded. Then, animals were treated for
3 days, once a day, and distance moved was assessed each
day for 60 min after the drug (CP-1, CP-2, COC) or saline
administration. After that, animals were kept in their home

Table 1 Chemical analysis of

both CP-seized samples CP samples mg/g of cocaine and active adulterants
Cocaine Caffeine Phenacetin Lidocaine Aminopyrine Benzocaine
CP-1 600 n.d. n.d n.d nd nd
CP-2 638 362 n.d n.d nd n.d

Table shows the chemical analysis of both CP samples used in this study showing the content of cocaine and main
active adulterants. Data are expressed as mg of each compound/g of CP. These two samples were selected from a
complete chemical analysis of a series of 306 samples previously analyzed (Abin-Carriquiry et al. 2018).
Quantifications were calculated taking standard solution of all the compounds as reference

N.d. non-detectable levels
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Fig. 1 Schematic representation of the experimental protocol used in this
study. Mice were treated with CP-1 and CP-2, cocaine or saline during
3 days, and the locomotor activity was recorded each day. Five days later

cages for a 5-day withdrawal period. On day 9, mice were
challenged with a new injection of the corresponding treat-
ment (CP-1, CP-2, or COC), and locomotor activity was
recorded for 60 min. On days 1 and 9, before drug injection,
animals were put in the OF for 15-min habituation period, to
assess the basal locomotion before and after the drug treat-
ment and context association effects. During the experi-
ments, the OF was cleaned with alcohol 30% after each
session, before placing the following animal.

Molecular assays: real-time PCR

Immediately after the end of the last behavioral session
(day 9), mice were sacrificed, and its brain rapidly re-
moved. mPFC and NAc were dissected out, placed on
dry ice, and then stored at —80 °C in RNA later until
further assays. Total RNA was isolated using TRIZOL
reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s pro-
tocol. Five hundred nanograms (ng) of RNA were treated
with DNAse I (Invitrogen) and reverse-transcribed in a
20-puL reaction using M-MLV reverse transcriptase
(Promega) and random hexamer (Biodynamics). For
quantitative real-time PCR primers, sets were designed
for the specific amplification of murine Drdla, Drd?2,
Drd3, Grial, Grinl, Adoral, Adora2a, Cnrl, Crebl,
Cart, Syn, and Actb as a housekeeping control gene
(sequences listed in Table 2). Each sample was assayed
in duplicate using 4 pmol of each primer, 1x SYBR Green
Master Mix (Applied Biosystems), and 2-20 ng of cDNA
in a total volume of 13 pL. Amplification was carried out
in an ABI PRISM 7500 Sequence Detection System
(Applied Biosystems).

Statistical analysis

Data are given as mean + standard error of the mean
(SEM). Locomotor activity was analyzed by two-way
(time and pretreatment) ANOVA with repeated measures
followed by Tukey post hoc test. RNA expression was
analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey post
hoc test. Before performing ANOVAs, data sets of each
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(withdrawal period), animals were challenged (day 9) with the corre-
sponding treatments. Tissue samples were taken immediately after the
end of the behavioral testing on the challenge day (day 9)

of the different experimental variables were inspected for
homogeneity of variances and normal distribution among
the four experimental groups. Kruskal-Wallis ANOVA on
ranks was performed when data did not comply with the
assumptions of parametric tests. STATISTICA 10 soft-
ware was used for the analysis. Statistical significance
was set at p <0.05.

Results
Locomotor sensitization induced by CP-2 but not CP-1

Figure 2 a shows the effect of CP-1, CP-2, and COC treat-
ment in locomotor activity during the first day and the chal-
lenge day of the protocol. All animals had similar basal
activity measured on the day preceding the beginning of
drug treatment (data not shown). Locomotor sensitization
was defined as a greater total distance moved after drug
injections on the challenge day (day 9) compared to the first
drug exposure (day 1). Repeated measures two-way
ANOVA revealed a significant effect of treatment
[F(3.20)=0.67, p<0.01] and day [F 29)=10.16, p <0.01],
but not for treatment x day interaction [F(3 29)=2.75,
p>0.05]. As shown in Fig. 2 a, Tukey post hoc analysis
showed that only the CP-2 group achieved locomotor sen-
sitization, since an increased distance moved on day 9 was
observed compared to the day 1 (p < 0.05). No changes were
observed in both days in COC- and CP-1-treated groups.
The locomotor activity of vehicle and treated groups for
each day is shown in Table 3. Figure 2 b shows the distance
moved of animals in the 15-min habituation period on days
1 and 9, before the drug administration. Repeated measures
two-way ANOVA showed no significant treatment effects
[F(3,20)=0.70, p>0.05], but significant day [F( 29)=
32.86, p<0.001] and treatment x day interaction [F(3 29, =
5.02, p <0.01] effects. Only CP-2-treated mice exhibited a
higher locomotor activity when re-exposed to the OF on day
9 in a drug-free state than they did on day 1 (p <0.05). This
result suggests an emergence of drug-context association
during the repeated treatment only for CP-2.
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Table 2  Primer sequences

Gene Ac. Number Primer forward Primer reverse

Drdla NM 010076 TTCTTCCTGGTATGGCTTGG GCTTAGCCCTCACGTTCTTG
Drd2 NM 010077 TATGCCCTGGGTCGTCTATC AGGACAGGACCCAGACAATG
Drd3 NM_007877 AGATTCGTGAAGCAGGATAA CGATGACAATTCTCTGTGTG
Grial NM 001113325 CTGTGAATCAGAACGCCTCA TCACTTGTCCTCCACTGCTG
Grinl NM_008169 ACTCCCAACGACCACTTCAC GTAGACGCGCATCATCTCAA
Adoral NM 001039510 TAGACAGTTCAGGTGGCCAG AGTACATTTCCGGGCACAGA
Adora2a NM_ 009630 CGCAGAGTTCCATCTTCAGC ACGTCCTCAAACAGACAGGT
Cnrl NM 007726 CCGTGCTTACTTAGTTTGCT CTGCAGCGATAGACTTTCTT
Crebl NM 001037726 CCTGTTACGGTGGAGAATGG CTTGAGGGCAGAAGTGGAAG
Cart NM 013732 CGAGAAGAAGTACGGCCAAG GGAATATGGGAACCGAAGGT
Syn NM 009305 TGACTTTTTCCCCCTTCCTT TTGGCTGACTGGTCCTCTCT
Actb NM 007393 TGTTACCAACTGGGACGACA GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

Changes in gene expression induced by CP-1 and CP-2
in the NAc and mPFC

We evaluated the gene expression profile of different genes
that are responsive to psychostimulant action in the NAc and

a Drug-induced locomotion

300+
1 Day 1

Bl Day 9
200+

100 ﬂ'
0

Vehicle CcO

Distance moved (m)

C CP-1 CP-2

mPFC, including neurotransmitter receptors like dopamine
receptors Drdla, Drd2, and Drd3, adenosine receptors
Adoral and Adorala, glutamate receptor subunits AMPA-
type Grial and NMDA-type Grinl, cannabinoid receptor
Cnrl, transcription factors like Crebl, neuropeptides like
Cart, and the marker of synaptic plasticity Syn.
CP-2-treated mice expressing locomotor sensitization
showed specific changes in the expression of some molec-
ular markers in NAc in comparison with the control group
and other treated groups (Fig. 3 a—k). ANOVA analysis
showed significant differences across treatments for
Drdla [F;320y=7.61, p<0.01], AMPA-type Grial
[F(3,20) =9.79, p< 0001], Cnrl [F(3’20) =3.75, p< 005],
and Syn [F(320)=5.70, p<0.01]. Tukey post hoc test re-
vealed an increased expression of Drdla only in CP-2
group compared to saline, COC, and CP-1 (p <0.05). No
changes were observed in the other dopamine receptor sub-
units. Interestingly, NMDA-type Grinl showed reduced
expression in animals treated with COC and CP-1, but

b Basal locomotion not with CP-2 (Kruskal-Wallis H=14.08, p <0.01). For

50+ adenosine receptor subunits, there were no changes in

# 1 Day1 R

A o B Day o Adoral gene expression, whereas an overall te.nden(.:y to
= a reduced expression of Adora2a can be appreciated in all
% 30- treated groups compared to saline [F3 29, =3.55, p <0.05],
£ although Tukey post hoc showed that only CP-1 group
S 204 reached statistical significance (p <0.05). Significant dif-
fg ferences among treatments were also found in Cart
= 101 [F3.20,=5.68, p<0.01]. Mice treated with CP-1 showed

i increased Cart mRNA expression compared to saline and

Vehicle cocC CP-1 CP-2

Fig. 2 Effect of cocaine, unadulterated CP sample (CP-1) and caffeine-
adulterated CP sample (CP-2) on locomotor sensitization. a Total distance
moved on day 1 and day 9 of the sensitization protocol. b Distance moved
during the 15-min habituation to the open field prior to the drug injection
on day 1 and day 9. Data are expressed as mean + SEM. Two-way
repeated measures ANOVA followed by Tukey post hoc test. *p < 0.05
different from day 1. N=8

CP-2 (p<0.05). No significant changes in Crebl expres-
sion were found in the NAc after any treatment.
CP-2-treated mice expressing locomotor sensitization
showed fewer changes in the expression of the molecular
markers in the mPFC than those found in NAc (Fig. 4 a—
k), suggesting that mPFC was less responsive to the sen-
sitization treatment used in this study than NAc. ANOVA

@ Springer



Psychopharmacology

Table 3 Locomotor activity for

each day of the sensitization Treatment Day 1 Day 2 Day 3 Day 9
protocol, induced by cocaine, CP-
1 and CP-2 Saline 105.33+18.57 107.86 + 14.02 110.71 + 14.24 99.41 + 10.17
cocC 110. 61+£22.38 144.91 = 17.05 153.47 +20.14 144.78 + 14.62
CP-1 96.47+£9.32 121.53 + 10.38 116.58 + 13.56 111.18 £ 9.93
CP-2 148.79 +£22.45 192.77 + 19.73" 219.23 +20.42 77 218.04 + 26.53

Table shows the locomotor effect of the systemic administration of COC, CP-1, and CP-2 (5 mg/kg) on each day
of the sensitization protocol, during the 60 min. Data are expressed as mean + SEM. Two-way repeated measures
ANOVA followed by Tukey post hoc test. Only comparisons between groups on the same days are shown.
*p <0.05, ++p < 0.01 different from saline (control group); ##p < 0.01 different from CP-1. N=8

followed by Tukey post hoc analysis showed significant
differences across treatments solely for Drd3 [F(3 0=
8.13, p<0.001] and Crebl [F(20y=5.95, p<0.01]. For
Drd3, CP-2 induced a marked increase of Drd3

NAc

expression compared to saline, COC, and CP-1
(p<0.01). For Crebl, all treatments showed a higher level
of mRNA expression compared to saline (p <0.05), with
no differences among them.
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Fig. 3 Gene expression changes in the NAc induced by CP sensitization.
Analysis of mRNA levels by RT-PCR of a dopamine D1 (Drdla), b D2
(Drd2), ¢ D3 (Drd3), d AMPA (Grial), e NMDA (Grinl),tf Al (Adoral),
g A2A (Adora2a), and h CB1 (Cnrl), i CREB (Crebl), j CART (Cart),
and k synaptophysin (Syn) genes. Data are expressed as mean = SEM.
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Fig. 4 Gene expression changes in the mPFC induced by CP
sensitization. Analysis of mRNA levels by RT-PCR of a D1 (Drdla), b
D2 (Drd2), ¢ D3 (Drd3), d AMPA (Grial), e NMDA (Grinl), f Al
(Adoral), g A2A (Adora2a), and h CBI1 (Cnrl), i CREB (Crebl), j

Discussion

The present study shows that locomotor sensitization induced
by a CP-seized sample adulterated with caffeine is accompa-
nied by increases in Drdla, Grial, Cnri, and Syn mRNA
expression in the NAc and Drd3 expression in the mPFC,
two brain areas which integrate the mesocorticolimbic dopa-
minergic system intimately involved in the neurobiological
processes of cocaine abuse (Steketee and Kalivas 2011).

We observed the expression of sensitization only in CP-2-
treated mice in comparison with CP-1 or COC, which did not
evoke the behavioral response. In accordance with our previ-
ous study (Prieto et al. 2015), present results reinforce the idea
that caffeine (in CP-2) has a relevant role in the elicitation of
those molecular changes which underlie the sensitization phe-
nomenon, although not due to an effect per se but to its
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CART (Cart), and k synaptophysin (Syn) genes. Data are expressed as
mean + SEM. One-way ANOVA followed by Tukey post hoc test.
“p<0.05, “p<0.01 different from saline (control group); *p<0.01,
different from COC; *p <0.01 different from CP-1. N=6

interaction with cocaine action. This assumption is strongly
supported by two findings. First, the behavioral response ob-
served here was mimicked in a previous study (Prieto et al.
2015) using the combination of cocaine plus caffeine at the
proportion found in CP-2 (5 and 2.5 mg/kg, respectively).
Second, the repeated treatment with caffeine alone at
2.5 mg/kg was behaviorally indistinguishable from saline
(Prieto et al. 2015) and changes in gene expression were only
observed from 5-mg/kg dose of caffeine and more intensive
protocols (Muiiiz et al. 2016; Muiiiz et al. 2017). Overall, the
assayed dose of caffeine is enough to interact and collaborate
with cocaine action to elicit significant changes in some of the
analyzed molecular markers.

Caffeine is an unspecific antagonist of adenosine Al and
A2A receptors (Fisone et al. 2004; Ferré¢ 2016), although
some pieces of evidence suggest a predominant role of A2A
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receptors, especially at low caffeine doses (Yacoubi et al.
2000). Filip et al. (2006a) showed that the A2A antagonist
MSX-3 increases cocaine locomotor activation, explained by
the antagonistic interaction between A2A and D2 receptors
(Ferré 2016). A similar neurochemical effect is probably in-
volved during the sensitization induced by the caffeine-
adulterated CP observed here and in our previous study
(Prieto et al. 2015). However, the underlying molecular
changes of this phenomenon remained to be reported.

Here, we found distinct changes in the expression of some
receptor subunits and synaptic plasticity genes that were pres-
ent solely in the CP-2-treated group, which could be related to
its differential behavioral response. In NAc, a specific in-
creased Drdl mRNA expression was observed, while other
dopamine receptor subunits genes analyzed (Drd2 and Drd3)
were unchanged. While it has been reported that different
patterns of cocaine administration (intermittent vs. binge pat-
tern) induced different modifications in dopaminergic recep-
tors (Puig et al. 2014), the relevance of D1 receptors in cocaine
locomotor sensitization is well established. This phenomenon
can be blocked by the D1 receptor antagonism (Pierce and
Kalivas 1997) and is absent in D1 receptors knockout mice
(Xu et al. 2000). Our results imply a predominant role of D1
receptors in CP-2 sensitization since it was the only one af-
fected by the treatment. Low dose of cocaine alone (both in
COC- or CP-1-treated group) seems not to be large enough to
elicit change in the expression of these receptors. Interestingly,
Zhang et al. (2017) showed that D1 receptor activation pro-
motes cocaine-induced synaptic plasticity of the glutamatergic
signaling in the NAc. Actually, long-lasting changes in gluta-
mate transmission in this region are critical for cocaine-
induced behavioral sensitization (Wolf 1998; Allain et al.
2017). Zhang et al. (2017) demonstrated an increased number
of asymmetrical synapses and postsynaptic density length in
NAc neurons after the repeated treatment with cocaine, which
was inhibited by D1 receptor antagonist SCH23390.
Consistent with this evidence, and the fact that in the NAc
and the dorsal striatum, most asymmetric synapses are gluta-
matergic in nature (Johnson et al. 1994; Pinto et al. 2003), we
found an increased synaptophysin and GLURI mRNA ex-
pression in CP-2-sensitized animals.

Synaptophysin is an integral membrane glycoprotein of the
presynaptic vesicles that is often used as an indicator of syn-
aptic density and plasticity (Rodriguez-Espinosa and
Fernandez-Espejo 2015). Our results agree with Zhang et al.
(2017) and suggest plasticity mechanisms occurring in sensi-
tized animals, which can be glutamatergic, considering the
increased Grial expression. Similar results were obtained by
Churchill et al. (1999), who observed enhanced expression of
GLURI in the NAc only in those animals which developed
behavioral sensitization. In contrast to GLUR1, CP-2 did not
induce any change in NMDA receptor subunit I (NMDAR1)
mRNA expression, while COC and CP-1 decreased it,

@ Springer

suggesting a differential AMPA/NMDA subunit composition
(Yamamoto and Zahniser 2012) following the treatment with
adulterated and non-adulterated CP.

We also found increased levels of CB1 mRNA expres-
sion in CP-2-sensitized animals, suggesting that the eCBs
system participates in the behavioral response. Several
reports support an essential role of this system over co-
caine use disorder and cocaine-induced plasticity (Fattore
et al. 2007; Filip et al. 2006b; Blanco et al. 2014; Mereu
et al. 2015). Specific mechanisms involving eCBs in the
striatum have been proposed to explain motor stimulation
induced by combined co-administration of cocaine and
A2A-R antagonists (e.g., caffeine). Both compounds lead
to a Ca®>"-mediated and retrograde release of eCBs, which
can also modify the excitatory transmission by the stimu-
lation of CBI1 receptors located on presynaptic gluta-
matergic terminals (Tozzi et al. 2012). Moreover, CB1
receptor activation on glutamatergic innervation in NAc
can facilitate long-term synaptic depression (LTD) and
reduce glutamate release (Robbe et al. 2001; Robbe
et al. 2002), which in turn can attenuate the GABAergic
output (from the medium spiny neurons) to the VTA and
cause a disinhibition of dopaminergic VTA-NAc pathway
(Szabo et al. 2002). In addition to these findings, experi-
ments using the self-administration paradigm showed that
yoked animals which passively received cocaine for
14 days had increased CB1 receptor expression in NAc
(Adamczyk et al. 2012; Bystrowska et al. 2018).
Remarkably, we found a similar increase of CB1 mRNA
expression in CP-2-sensitized animals after a shorter ad-
ministration regime, suggesting that the composition of
CP-2 facilitates the onset of plasticity mechanisms involv-
ing changes in the eCBs system, as well as in dopaminer-
gic and glutamatergic signaling pathways. This interpre-
tation is supported by the results from COC- or CP-1-
treated group, in which we did not observe any of the
changes described.

Significant changes in adenosine receptors were not ob-
served under this treatment, indicating that the CP-2-induced
sensitization is not mediated by changes in the adenosinergic
system. It is likely that the amount of caffeine present in CP-2
be enough to boost the behavioral response but not to alter the
expression of this type of receptors.

CART is a critical regulatory peptide that can reduce co-
caine actions and decrease dopamine release in NAc (Kuhar
2016; Rakovska et al. 2017). CART exhibits an interesting
expression dynamic: its expression is augmented after acute
or short cocaine administration protocols, mediated predomi-
nantly by D1 receptors (Hu et al. 2015), but after a repeated
treatment, the over-expression of CART is gradually reduced,
along with its attenuating locomotor effects, ultimately
reaching basal levels in fully sensitized animals (Hu et al.
2015; Job et al. 2013). The loss of the CART’s negative
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regulatory effects on the reward pathway after the repeated
drug administration has been hypothesized to be part of the
addictive process (Kuhar 2016). Hu et al. (2015) described an
increased CART mRNA levels in mice treated with 15 mg/kg
of cocaine for 5 days, which returned to basal levels on the 7th
day of treatment. In our study, CP-1 showed an increased
CART mRNA expression after the treatment as expected,
while CP-2 had no difference with the saline group, suggest-
ing an early loss of CART regulatory actions accompanying
the locomotor sensitization. CREB, on the other hand, is in-
volved in the regulation of CART gene expression (Lakatos
et al. 2002), and its upregulation in NAc by cocaine mediates
tolerance to its reinforcing effects (Bilbao et al. 2014;
McClung and Nestler 2003). We did not observe any changes
in Crebl expression, as was not expected to see any tolerance
effects with the treatment and doses used.

Molecular changes in the mPFC were restricted to
Drd3 and Crebl genes, but only Drd3 changes were ex-
clusive of the CP-2 sensitized group, suggesting a signif-
icant role of this receptor (Filip et al. 2002). It has been
postulated that D3 receptors in PFC can modulate reward-
related learning induced by low doses of cocaine (Kong
et al. 2011), and notably, CP-2 group was the only one
showing context-association effects (Fig. 2b). Besides, D3
receptors also participate in other drug-evoked effects,
including cocaine sensitization (Filip et al. 2002), and its
activation in PFC has been associated with the weakened
inhibitory control from PFC which characterize chronic
cocaine consumption (Baler and Volkow 2006; Chen
et al. 2011). Although the precise role of D3 receptors
in the CP-2 sensitization is challenging to establish, our
results indicate that further attention should be paid to
these receptors in mPFC when studying chronic
psychostimulants consumption. Alterations at the tran-
scriptional level should be interpreted carefully, since the
protein level may differ by post-transcriptional regulation
mechanisms (Tobén et al. 2015). However, our results
provide strong evidence that CP-2 sensitization is accom-
panied by changes in the expression of genes related to
long-term drug-induced plasticity, usually associated with
chronic cocaine intake, and increased vulnerability to
drug-induced reinstatement of drug-seeking behavior (De
Vries et al. 1998). Interestingly, our results are comple-
mentary with a current work which reported changes in
the expression of immediate-early genes associated to
specific behavioral effects induced by a CP-seized sample
and related to CP addiction (Berardino et al. 2019).

In conclusion, our study provides novel evidence about
molecular mechanisms associated to the behavioral sensitiza-
tion induced by caffeine-adulterated CP. Unraveling these un-
derlying mechanisms will help to understand the impact of
active adulterants in the early and strong dependence observed
in CP users.
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RESULTADOS II

Objetivo 2.1 Determinar si la cafeina es capaz de potenciar el aprendizaje
condicionado a cocaina en el paradigma de Condicionamiento de Preferencia de
Lugar, y si eso conlleva una expresidn génica diferencial en el NAc y mPFC

Los resultados obtenidos del desarrollo del Objetivo Especifico 2.1 fueron incluidos en
la publicacidn cientifica 2, adjunta a continuacion.

Es importante mencionar que en dicho articulo cientifico se incluye una serie mas
extensa de resultados, que superan los incluidos en este trabajo de Tesis. En particular,
el articulo incluye un experimento enfocado en la evaluacidn de la expresion génica
luego de una unica sesidn de condicionamiento. En funcidn de la hipdtesis de la Tesis y
la pregunta particular asociada al Objetivo Especifico 2.1, los resultados que forman
parte de esta tesis son aquellos que se enfocan en el proceso completo de
condicionamiento (Experimento 1 en el articulo), y el experimento control en dénde se
administré el mismo tratamiento, pero sin la exposicibn a un ambiente
novedoso/diferente (Experimento 3 en el articulo).

Articulo cientifico 2: Muiiz J*, Prieto JP*, Gonzalez B, Sosa M, Cadet JL, Scorza C,
Urbano F, Bisagno V. (2017) Cocaine and caffeine effects on the conditioned place
preference test: concomitant changes on early genes within the mouse prefrontal
cortex and nucleus accumbens. Frontiers in Behavioral Neuroscience, 11:200. doi:
10.3389/fnbeh.2017.00200
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Caffeine is the world’s most popular psychostimulant and is frequently used as an
active adulterant in many illicit drugs including cocaine. Previous studies have shown
that caffeine can potentiate the stimulant effects of cocaine and cocaine-induced drug
seeking behavior. However, little is known about the effects of this drug combination on
reward-related learning, a key process in the maintenance of addiction and vulnerability
to relapse. The goal of the present study was thus to determine caffeine and cocaine
combined effects on the Conditioned Place Preference (CPP) test and to determine
potential differential MRNA expression in the Nucleus Accumbens (NAc) and medial
prefrontal cortex (MPFC) of immediate-early genes (IEGs) as well as dopamine and
adenosine receptor subunits. Mice were treated with caffeine (5 mg/kg, CAF), cocaine
(10mg/kg, COC), or their combination (caffeine 5 mg/kg + cocaine 10 mg/kg, CAF-COC)
and trained in the CPP test or treated with repeated injections inside the home cage.
NAc and mPFC tissues were dissected immediately after the CPP test, after a single
conditioning session or following psychostimulant injection in the home cage for mRNA
expression analysis. CAF-COC induced a marked change of preference to the drug
conditioned side of the CPP and a significant increase in locomotion compared to
COC. Gene expression analysis after CPP test revealed specific up-regulation in the
CAF-COC group of Drd1a, cFos, and FosB in the NAc, and cFos, Egr1, and Npas4 in
the mPFC. Importantly, none of these changes were observed when animals received
same treatments in their home cage. With a single conditioning session, we found
similar effects in both CAF and CAF-COC groups: increased Drd7a and decreased cFos
in the NAc, and increased expression of Drd7a and Drd2, in the mPFC. Interestingly,
we found that cFos and Npas4 gene expression were increased only in the mPFC
of the CAF-COC. Our study provides evidence that caffeine acting as an adulterant
could potentiate reward-associated memories elicited by cocaine. This is associated
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Caffeine and Cocaine alter IEGs

with specific changes in IEGs expression that were observed almost exclusively in mice
that received the combination of both psychostimulants in the context of CPP memory
encoding and retrieval. Our results highlight the potential relevance of caffeine in the
maintenance of cocaine addiction which might be mediated by modifying neural plasticity
mechanisms that strengthen learning of the association between drug and environment.
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INTRODUCTION

Addictions are brain disorders that affect neural pathways
involved in reward, motivation, and memory (Volkow et al.,
2012). Recent neurobehavioral studies have shown that drug
users show a number of cognitive deficits that may be secondary
to drug-induced changes in brain structure and function (Cadet
and Bisagno, 2016). Learned associations between the rewarding
effects of a drug, and contextual stimuli present at the time of
drug use, are a central component of acquiring and maintaining
drug seeking behavior, and are capable of inducing relapse
(Volkow et al,, 2012). Understanding the mechanisms that
underlie these unwanted memories should provide insight into
effective therapies aimed at reducing context-induced relapse.

Cocaine is a highly addictive psychostimulant and is rarely
obtained on the illegal market in its pure form (Cole et al,
2011). Forensic analyses of seized illicit cocaine samples usually
report variable quantities of caffeine (Lopez-Hill et al., 2011;
Sena et al,, 2017). Caffeine deserves a special consideration on
its own. Energy drinks marketed as dietary supplements or
beverages usually contain caffeine as their active ingredient (Sena
et al., 2017). Such supplements are taken to enhance cognitive
performance but might also influence mood and sleep (Childs,
2014). In clinical settings, caffeine intake is positively correlated
with substance-use disorders (Kendler et al., 2006) and has been
shown to increase illicit drug use (Miller, 2008).

In preclinical studies, we have previously demonstrated that
caffeine can potentiate cocaine-mediated motor (Prieto et al.,
2015; Muiiz et al.,, 2016) and motivational effects (Prieto et al.,
2016). Also, caffeine potentiates striatal reactive astrocytosis
induced by cocaine (Muiiiz et al., 2016) or MDMA (Khairnar
et al., 2010) and cocaine-mediated testicular toxicity (Gonzalez
et al., 2015).

Expression of immediate-early genes (IEGs) has been shown
to be induced by activity-dependent synaptic plasticity or
behavioral training and is thought to play an important role
in memory storage (Cruz et al., 2015). IEGs encode regulatory
transcription factors and a variety of proteins that act on diverse
cellular processes (Cruz et al., 2013). Several IEGs have been of
particular interest due to their association with synaptic plasticity
and learning. These include Egrl (early growth response gene 1)
(Veyrac et al., 2014) or Npas4 (neuronal Per-Arnt-Sim domain
protein 4) (Spiegel et al., 2014).

Findings  reviewed above suggest that  distinct
neuroadaptations can emerge in the central nervous system
(CNS) with the combination of caffeine and cocaine. At the
basis of such neuroadaptations lie changes in the expression
of IEGs. However, information is scarce regarding potential
additive effects of these two psychostimulants on transcriptional

regulators controlling genomic responses of activated neurons
within the mesolimbic circuit. Therefore, in the present study
we investigated changes in expression of IEGs (cFos, FosB, cJun,
Egrl, Npas4) as well as Dopamine and Adenosine receptor
subunits mRNA changes in the Nucleus Accumbens (NAc)
and medial Prefrontal Cortex (mPFC), as a consequence of
combined administration of caffeine and cocaine. We compared
molecular changes induced by associative learning with both
psychostimulants, using the conditioned place preference
(CPP) test, with those obtained after repeated psychostimulant
injections given in the home cage.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Male C57BL/6 mice (10-12 weeks old) from the School of Exact
and Natural Sciences of the University of Buenos Aires (UBA)
were housed in a light- and temperature-controlled room. Mice
had free access to food and water. We followed “Guidelines for
the Care and Use of Mammals in Neuroscience and Behavioral
Research” (National Research Council (US) Committee on
Guidelines for the Use of Animals in Neuroscience and
Behavioral Research, 2003) and approved by IACUC Committee
of the Faculty of Pharmacy and Biochemistry, Universidad de
Buenos Aires (Protocol Number: EXP_UBA N° 40944/20151).
Mice were euthanized by cervical dislocation performed by an
individual proficient in this technique.

Pharmacological and Physiological

Procedures

Cocaine hydrochloride and caffeine were purchased from Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO. Animals were assigned to four different
groups: COC (Cocaine-only, 10 mg/kg), CAF (Caffeine-only, 5
mg/kg), CAF-COC (Combined, 10 mg/kg + Caffeine 5 mg/kg),
both dissolved in sterile saline and co-administered in a single
injection) or Control (sterile saline), see Figure 1.

Brain tissue, mPFC and NAc, were obtained immediately after
CPP test ended (Experiment #1), or just after first conditioning
session of the CPP test (Experiment #2). For Experiment #3,
animals were injected with the same number of injections (saline
and/or drug) used for CPP experiments but injections were made
inside their home cage, and animals were sacrificed 48 h after last
injection (following the same time schedule used for CPP, see
Figure 1).

Behavioral Analysis

Conditioned Place Preference

A detailed plan of the training schedule is shown in Figure 1.
CPP test was done in a custom-made plastic apparatus consisting
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FIGURE 1 | Schematic representation of the experimental treatments for Experiments #1, #2, and #3 Male C57BL/6 mice were subjected to CPP learning with
caffeine 5 mg/kg (CAF), cocaine 10 mg/kg (COC), and their combination (5 mg/kg caffeine + 10 mg/kg cocaine, CAF-COC). Tissue samples for RT-PCR were taken
immediately after the first conditioning CPP session, (Experiment #2), or immediately after CPP test session, (Experiment #1). For Experiment #3, brain tissue was

of two equal size chambers (25 x 20 x 20 cm) connected by
a smaller center chamber (25 x 7.5 x 18 cm) (see Figure 2B).
Between the chambers were guillotine doors that were closed on
the conditioning days and opened on the pretest and testing days.
Both conditioning compartments had different visual, tactile and
olfactory cues following a procedure previously described by
Aguilar-Valles et al. (2014). First, animals were handled twice
a day for 2 days before pretest trial. On the pretest session,
animals were placed in the center chamber and allowed to explore
freely for 15min in order to establish the baseline preferences.
Preference bias for any of the two conditioning compartments
was declared based on the time spent in each compartment
during the pretest session. Drug injections were paired with the
initially non-preferred side (CS+ chamber), and saline was given
in the preferred side (CS— chamber). On the following day,
CPP conditioning started consisting in three consecutive training
days with two daily training sessions (30 min). Injections were
given just prior to placing the animal in the CS+ chamber and
saline prior to the CS— chamber (chambers and time of day were
counterbalanced between and within groups). Control animals
received saline in both CS+ and CS— compartments. Forty-eight
hours after the final training session, testing (15 min) consisted of

giving mice free access to the apparatus in a drug-free state. CPP
score was expressed as the time spent in the CS+ minus CS—
compartments.

Experiment #2 was aimed to investigate changes during
the initial encoding of the drug-context association. In this
experiment, animals were exposed to the pretest session and then
24 h later received one CS+ pairing session in the morning. Brain
tissue was collected immediately after the end of the first exposure
to CS+.

Time spent in each chamber was recorded and analyzed using
EthoVision XT 7.0 (Noldus) and confirmed by experimenter
observation. Locomotor activity (total distance in cm) was
recorded for all sessions while animals were inside CPP
compartments.

Real Time PCR

Brain tissues were extracted after CPP test (Experiment #1),
after CPP first conditioning (Experiment #2), or 48h after
last injection in the home cage (Experiment #3). Mouse
brains were rapidly removed. mPFC and NAc were dissected,
placed on dry ice, and then stored at —70°C in RNAlater
(Qiagen) until further assays. Total RNA was isolated using
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TRIZOL reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s
protocol. Five hundred nanograms of RNA were treated
with DNAsel (Invitrogen) and reverse-transcribed in a 20 pL
reaction using M-MLV reverse transcriptase (Promega) and
random hexamer (Biodynamics). For quantitative real-time
PCR primers sets were designed for the specific amplification
of murine Drdla, Drd2, Adoral, Adora2a, cFos, FosB, cJun,
Egrl, Npas4, and Actb as a housekeeping control gene
(sequences listed in Table1). Each sample was assayed in
duplicate using 4 pmol of each primer, 1X SYBR Green
Master Mix (Applied Biosystems), and 2-20 ng of cDNA in
a total volume of 13pL. Amplification was carried out in
an ABI PRISM 7500 Sequence Detection System (Applied
Biosystems).

Statistical Analysis

Several statistical analyses were performed with ANOVAs in
order to detect and better characterize possible differences
between the experimental conditions. Before performing
ANOVAs, data sets of each of the different experimental
variables were inspected for homogeneity of variances and
normal distribution among the four experimental groups.
Transformation of data was applied to bring data to normal
distribution when required. Kruskal Wallis ANOVA on Ranks
was performed when data did not comply with the assumptions
of parametric tests. When one-way ANOVA was performed,
Tukey was used as the post-hoc test (http://www.infostat.com.
ar/). Infostat software by default applies Tukey-Kramer test
for unbalanced designs when needed. Data are expressed as
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FIGURE 2 | Behavioral changes induced by caffeine, cocaine or the combination of both psychostimulants. (A) CPP score calculated as follows: CPP score (s) = time
spent in the CS + chamber — time spent in the CS — chamber. Values indicate mean + SEM. One-way ANOVA-Tukey: **p < 0.001 different from Control.

(B) Representative track plots (screen-captured from Ethovision file) of mice during CPP test. (C) Psychostimulant treatments induced locomotor activity during the
conditioning phase in the CS+ chamber. Two-way ANOVA with repeated measures followed by Bonferroni test, CAF-COC **p < 0.001 different from Control,
###p < 0.001 different from CAF and $$$p < 0.001 different from COC. (D) Locomotor activity measured on the first conditioning day session in the CS+ chamber.

One-way ANOVA-Tukey. ***p < 0.001 different from Control; $%p < 0.01, $%3p < 0.001 different from COC.

TABLE 1 | Primer sequences.

Gene Ac. Number Primer forward Primer reverse

Drd1a NM_010076 TTCTTCCTGGTATGGCTTGG GCTTAGCCCTCACGTTCTTG
Drd2 NM_010077 TATGCCCTGGGTCGTCTATC AGGACAGGACCCAGACAATG
Adorat NM_001039510 TAGACAGTTCAGGTGGCCAG AGTACATTTCCGGGCACAGA
Adora2a NM_009630 CGCAGAGTTCCATCTTCAGC ACGTCCTCAAACAGACAGGT
cFos NM_010234 TCCCCAAACTTCGACCATGA AGTTGGCACTAGAGACGGAC
FosB NM_008036 ACAGATCGACTTCAG GCGGA GTTTGTGGGCCACCAGGAC
cJdun NM_010591 CATAGCCAGAACACGCTTCC TTGAAGTTGCTGAGGTTGGC
Egr1 NM_007913 GATGGTGGAGACGAGTTAT GATTGGTCATGCTCACG
Npas4 NM_153553 CATCTGGGCCACTCTATGGT AGGGGTCTCTTCTCTCCAGT
Actb NM_007393 TGTTACCAACTGGGACGACA GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA
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the mean + SEM. Differences were considered significant if
p <0.05.

For statistical analysis of locomotor activity of Experiment
#1, two-way ANOVA with repeated measures (treatment and
day effects) followed by Bonferroni test was applied using the
software IBM SPSS Statistics V20.0.0. Bonferroni correction
allows controlling o error by adjusting the level of significance
of each individual contrast according to the number of
comparisons.

RESULTS

Experiment #1: Cocaine and
Caffeine-Induced Behavioral and

Molecular Effects following the CPP Test
1a. CPP

All animals established a preference for one of the two
conditioning compartments of the CPP box at the pretest day,
i.e., before place conditioning was initiated. Animals assigned
to the drug group were conditioned with drugs to the non-
preferred compartment (CS+ chamber). As shown in Figure 2A,
mice in the COC group developed a positive CPP for the cocaine
associated compartment at the CPP test day [F(3 35y = 14.48
p < 0.001, N = 9-11, Tukey: p < 0.001 different from Control].
CAF-COC also induced a positive CPP demonstrated by a
marked preference for the initially non-preferred side following
association with drug administration (Tukey: p < 0.001 different
from Control). For caffeine treated mice, no statistical differences
were found compared to the Control group (Tukey: p > 0.05).
Figure 2B shows representative track plots (screen-captured
from EthoVision file) of mice during CPP test. Previous work
has indicated that when combined, low-doses of cocaine and
caffeine enhance approach behavior to cues paired with their
administration in rats, suggesting that reinforcement induced by
these drugs may be additive (Bedingfield et al., 1998). Our results
also show a tendency of caffeine to increase CPP score values
(compared with cocaine values) but the doses tested in this study
did not show a clear additive effect (Figure 2A).

In addition, locomotor activity was measured during the
conditioning phase in the CS+4 chamber (Figure 2C). Two-
way ANOVA with repeated measures showed significant main
treatment effect [F(3 49) = 29.18, p < 0.001, Bonferroni test
for multiple comparisons: CAF-COC p < 0.001 different from
Control; p < 0.001 different from CAF; p < 0.001 different from
COC; COC p < 0.001 different from Control]. However, no
significant effect of day [F(,, g9y = 0.86, p > 0.05, N = 10-12],
or day by treatment interaction [F g9y = 1.62, p > 0.05]
were observed. As depicted in Figure 2D, mice receiving the
combination of CAF-COC on day one of conditioning were
significantly more active than animals administered with any
other treatment.

1.b. Gene Expression Changes Induced by Caffeine
and Cocaine-Associated Memory Retrieval in the
CPP Test

Tissue samples from the mPFC and NAc were obtained for gene
expression analysis immediately following CPP testing, as shown

in Figure 1. We measured mRNA expression of Dopamine and
Adenosine receptor subunits and IEGs that are sensitive to drug
exposure and associated with neuronal activation, plasticity and
memory.

mPFC

Figure 3 shows gene expression effects following CPP with
caffeine, cocaine, and their combination on Dopamine and
Adenosine receptor subunit and IEGs mRNA expression in
the mPFC. One-way ANOVA-Tukey indicated that cocaine
given alone decreased Dopamine receptor subunits, Drdla
[F3,19) = 7.88, p < 0.01, N = 5, Tukey: p < 0.01 different
from Control] and Drd2 [F3 51y = 5.73, p < 0.01, N = 5-6,
Tukey: p < 0.05 different from Control], in the mPFC. For
the Adenosine receptor subunits, both groups that were trained
in the CPP with caffeine had increased expression of Adoral
[F@3,21) = 6.97, p < 0.01, N = 5-6, Tukey: CAF p < 0.05, CAF-
COC p < 0.01 different from Control; CAF p < 0.05, CAF-
COC p < 0.01 different from COC], whereas there were no
changes in Adora2a gene expression [F(3 ;) = 0.82, p > 0.05
N = 5-6]. Interestingly, three out of five IEGs including cFos,
Egrl, and Npas4 showed significant increases solely in the group
that was trained with the combination of both psychostimulants
{cFos [F(322 = 1841, p < 0.001, N = 5-6, Tukey: p < 0.001
different from Control; p < 0.001 different from COC]; Egrl
[F(3,23) = 527, p < 0.01, N = 6, Tukey: p < 0.01 different from
Control; p < 0.05 different from COC]; Npas4 [F3, 23y = 10.57,
p < 0001 N = 6, Tukey: p < 0.001 different from Control;
p < 0.001 different from COC]}. No significant differences were
found for cjun [F3, ) = 0.42, p > 0.05, N = 5-6] and FosB
[F(3, 22) = 0.64, p > 0.05, N = 5-6] expression in the mPFC.

NAc

Figure 4 shows gene expression effects following CPP with
caffeine, cocaine, and their combination on Dopamine and
Adenosine receptor subunit and IEGs mRNA expression in
the NAc. Caffeine or cocaine given alone did not modify
Dopamine receptor subunits Drdla but the combination of both
drugs (CAF-COC) induced and increase in Drdla expression
[F3, 19y =3.31,p < 0.05, N = 4-5, Tukey: p < 0.05 different from
Control]. For Drd2, both COC and CAF-COC groups induced an
increase in Drd2 [Kruskal-Wallis H = 11.68, p < 0.01, N = 4-5,
paired comparisons: p < 0.05 different from Control] suggesting
a cocaine-mediated effect. We did not find any significant effects
for Adenosine receptor subunits Adoral [F(3, 59y = 0.87, p > 0.05,
N =5-6] and Adora2a [F 3, 19y =0.22,p > 0.05, N = 4-6] for any
experimental group in the NAc.

FosB and cFos only increased in the group that received the
combination of both psychostimulants [FosB F3 9 = 5.272,
p < 0.05, N = 5-6, Tukey: p < 0.05 different from Control;
p < 0.05, different from COC. cFos F(3 59) = 18.41, p < 0.01,
N = 5-6, Tukey: p < 0.05 different from Control]. Also,
both COC and CAF-COC groups showed increased Egrl
[F(3,19) = 5.27, p < 0.01, N = 4-6, Tukey: p < 0.01 different
from Control]. CAF-COC treatment did not produce significant
changes in Npas4 and cJun expression [Npas4 F(3 0 = 1.17,
p > 0.05, N = 5-6; cJun F(3, 21y = 045, p > 0.05, N = 5-6].
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FIGURE 3 | Gene expression changes induced in the mPFC by caffeine and cocaine-associated memory retrieval in the CPP. Dopamine receptor subunits Drd7a and
Drd2; adenosine receptor subunits Adoral and Adora2a; IEGs FosB, cFos, cJun, Egr1, Npas4. The values indicate mean + SEM. One-way ANOVA-Tukey:
*p < 0.05, *p < 0.01, **p < 0.001 different from Control; $p < 0.05, $%p < 0.01, $88p < 0.001 different from COC.

Experiment #2: Cocaine and
Caffeine-Induced Behavioral and
Molecular Effects following a Single
Conditioning Session of the CPP Test

2a. Single Conditioning Session of the CPP Test

Mice were handled for habituation, exposed to CPP pre-
test and then exposed to CPP first conditioning session 24h
later, see Figurel. We measured mRNA levels of the same

genes previously described in the mPFC and NAc but in this
experiment brain tissues were obtained immediately after first
CPP conditioning session. The main goal of this new experiment
was to compare gene expression profile from a single exposure to
the context with the drug or saline to the one observed following
a full CPP test.

Treatments with both psychostimulants induced locomotor
activity on the first conditioning session in the CS+ chamber, see
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FIGURE 4 | Gene expression changes induced in the NAc by caffeine and cocaine-associated memory retrieval in the CPP. Dopamine receptor subunits Drd7a and
Drd2; adenosine receptor subunits Adora? and Adora2a; IEGs FosB, cFos, cJun, Egr1, Npas4. Values indicate mean + SEM. One-way ANOVA-Tukey. Kruskal-Wallis
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Figure 2D. One-way ANOVA-Tukey [F(3, 26) = 87.20, p < 0.001,
N = 6-7] indicated that all groups showed increased locomotion
compared to Control (p < 0.001 different from Control). Also,
CAF and CAF-COC groups were different from COC group
(p < 0.01 and p < 0.001 respectively).

2b. Gene Expression Changes following a Single
Conditioning Session of the CPP Test

mPFC

Figure 5 shows gene expression changes following a single CPP
encoding session with caffeine, cocaine, and their combination

on Dopamine and Adenosine receptor subunits and IEGs mRNA
expression in the mPFC. One-way ANOVA-Tukey indicated that
groups that received caffeine, given alone or in combination
with cocaine, showed significant increase in Dopamine receptor
subunits Drdla and Drd2 in mPFC [Drdla F(3 ;1) = 8.43,
p < 0.01, N = 5-6, Tukey: CAF p < 0.05, CAF-COC p < 0.01
different from Control; CAF p < 0.01 different from COC; Drd2
F@3,21) = 23.09, p < 0.001, N = 5-6, Tukey: CAF and CAF-
COC p < 0.001 different from Control; p < 0.001 different
from COC]. For Adoral we found increased expression in
the CAF group [F(3 21y = 6.75, p < 0.01, N = 5-6 Tukey:
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FIGURE 5 | Gene expression changes in the mPFC following a single conditioning session of the CPP. Dopamine receptor subunits Drd7a and Drd2; adenosine
receptor subunits Adoral and Adora2a; IEGs FosB, cFos, cJun, Egr1, Npas4. Values indicate mean + SEM. One-way ANOVA-Tukey: *p < 0.05, **p < 0.01, *p <
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p < 0.01 different from Control; p < 0.05 different from COC].
No changes were observed in Adora2a gene expression in any
groups [F(3 25y = 0.35, p > 0.05, N = 5-6]. Concerning IEGs
expression, for cFos and Npas4 we observed the same trend that
the one observed following full CPP, meaning that only groups
that received the combination of CAF-COC showed increased
expression [cFos F(3 50y = 4.73, p < 0.05, N = 5-6, Tukey:
p < 0.05 different from Control; Npas4 F(3 27 = 6.46, p < 0.01,

N = 5-6, Tukey: p < 0.01 different from Control]. No significant
differences were found for cJun, Egrl or FosB expression in the
mPFC [cJun F(3 53y = 1.82, p > 0.05, N = 6; Egrl F(3 »3) = 2.55,
p > 0.05,N = 6; FosB F(3, 23 = 0.77, p > 0.05, N = 6].

NAc
Figure 6 shows gene expression changes following a single CPP
encoding session with caffeine, cocaine, and their combination
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FIGURE 6 | Gene expression changes in the NAc following a single conditioning session of the CPP. Dopamine receptor subunits Drd7a and Drd2; adenosine
receptor subunits Adora? and Adora2a; IEGs FosB, cFos, cJun, Egr1, Npas4. Values indicate mean + SEM. One-way ANOVA-Tukey: *p < 0.05 different from

on Dopamine and Adenosine receptor subunits and IEGs mRNA
expression in the NAc. Overall, we found fewer gene expression
changes (compared to the profile obtained after CPP test).
The only genes that showed changes were Drdla and cFos.
For Drdla, we found that caffeine induced increases in Drdla,
given alone or in combination [F(3 50y = 5.68, p < 0.01, N
= 4-6, Tukey: CAF and CAF-COC p < 0.05 different from
Control]. For cFos, we also observed a caffeine-mediated effect

but in this case, caffeine-treated groups showed a decrease
in its expression compared to COC group [F3 19y = 5.87,
p < 0.01, N = 4-6, Tukey: p < 0.05 different from COC].
We did not observe any other significant change on other
genes: Adoral [F3 19y = 1.43, p > 0.05, N = 4-5]; Adora2a
[F(3’ 20) = 0.65, p > 0.05, N = 4-6); Drd2 [F(3’ 18) = 1.11,
p > 0.05, N = 4-5]; FosB [F(3,21) = 0.17, p > 0.05, N = 5-
6]; cJun [F(3’ 20) = 0.46, p > 0.05, N = 4—6]; Egrl [F(3’21) =
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093, p > 0.05, N = 5-6; Npas4 [F(3 51y = 0.37, p > 0.05,
N =5-6].

Experiment #3: Gene Expression Changes
Induced by Caffeine and Cocaine

Repeated Treatment in the Home Cage

In Experiment #3, mice received the same handling and the
same doses and number of injections (one injection with saline
plus one injection with drug or saline per day, for 3 consecutive
days) as the groups that were trained and tested in the CPP
(Experiment #1) but injections were given in the home cage,
see Figure 1. Following the CPP protocol, animals were left
undisturbed in their home cage for 2 days. Animals were
sacrificed 24 h later (in a drug free state) and brain tissue collected
for gene expression analysis. The objective of the Experiment
#3 was to investigate whether changes observed following the
CPP test (i.e., in Experiment #1) were dependent on context or
linked to drug administration (i.e., a consequence of repeated
drug injection).

mPFC

Figure 7 shows changes in gene expression following a 3-day
repeated treatment given in the home cage with caffeine, cocaine,
and their combination in the mPFC. We measured Dopamine
and Adenosine receptor subunits and IEGs mRNA expression
from brain tissues obtained 48h after the last injection, in a
drug-free state. We have found decreased Drd2 expression for
all treatments [F(3 51y = 6.64, p < 0.01, N = 5-6, Tukey: p <
0.05 and p < 0.01 different from Control] and decreased Adora2a
expression in cocaine treated groups [F(3 1) = 4.62, p < 0.05,
N = 5-6, Tukey: p < 0.05 different from Control]. Also, the
group injected with the combination of CAF-COC showed a
significant decrease in cJun mRNA in the mPFC [F(3 ,3) =3.28,p
< 0.05, N =6, Tukey: p < 0.05 different from Control]. No other
significant changes were observed for Adoral [F 1) = 1.17,
p > 0.05, N = 5-6], Drdla [F(3,27) = 0.60, p > 0.05, N = 5-
6], FosB [F(3) 21) = 2.10, p > 0.05, N = 5-6], cFos [F(:;, 21) = 0.22,
p > 0.05, N = 5-6], Egrl [F(3, 50) = 0.29, p > 0.05, N = 5-6] and
Npas4 [F(3, 21) = 0.48, p > 0.05, N = 5-6].

NAc

Figure 8 shows gene expression changes following repeated
treatment given in the home cage with caffeine, cocaine, and
their combination, in the NAc. We measured Dopamine and
Adenosine receptor subunits and IEGs mRNA expression from
brain tissues obtained 48h after the last injection, in a drug-
free state. Overall, in Experiment #3 few changes were found
on gene expression. No changes were found in many of the
gene expression tested except for FosB. One-way ANOVA-Tukey
indicated that the only gene demonstrating significant changes
was FosB, a significant decrease was found [F(3 3) = 4.42, p <
0.05, N = 6 Tukey: p < 0.05 different from Control]. No other
significant changes were observed for Adoral [F ;3 = 0.21,
p > 0.05, N = 6], Adora2a [F, 50 = 0.78, p > 0.05, N = 5-
6], Drdla [F3, 19y = 0.55, p > 0.05, N = 5]; Drd2 [F3, 50) = 0.79,
p > 0.05,N = 5-6], cFos [F(3, 25y = 1.01, p > 0.05, N = 5-6], cJun

[F(3’ 22) = 2.23,p > 0.05,N = 5-6], ng’] [F(3) 23) = 0.06, p > 0.05,
N = 6] and Npas4 [F(3, 1) = 0.45, p > 0.05, N = 5-6].

Gene expression data for all experimental conditions are
summarized in Table 2.

DISCUSSION

We report three main findings of the present study.
(1) Combined administration of caffeine and cocaine induced
a marked change of preference to the drug conditioned side of
the CPP and a significant increase in locomotion. (2) Molecular
changes observed at the time of CPP memory retrieval revealed
specific effects on IEGs mRNA that were present almost
exclusively in mice that received the combination of both
psychostimulants. (3) Neuroadaptations mediated by both
psychostimulants implicated different changes in mPFC or
NAc, and were dependent on context (CPP or home-cage
administration). These findings are of interest as neuroimaging
studies involving human subjects have associated functional
changes in the mPFC (Volkow et al., 2005) and NAc (Risinger
etal., 2005) with cocaine craving.

Psychostimulants are drugs that can act as cognitive enhancers
and potentiate learning and memory (Bisagno et al., 2016).
Positive effects of caffeine are well known and include enhanced
wakefulness, increased concentration, and stimulated activity
(Daly and Fredholm, 1998). It is also known that the drug
administration environment is critical in determining which
neuronal ensembles are activated during cocaine treatment
(Mattson et al., 2008). Moreover, formation and storage of
memory representations rely on activity-driven changes in
synaptic plasticity of neural networks mediated by IEGs (Veyrac
et al., 2014). We found distinct changes in a subset of IEGs
(cFos, FosB, cJun, Egrl, and Npas4) induced by caffeine and
cocaine administration in the mouse brain that may underlie
neuroplasticity in the NAc and mPFC circuits. The potential
implications for these differential changes in gene expression are
discussed below.

NAc

The NAc modulates the brain’s natural reward system through
changes in accumbal Dopamine released in response to
rewarding stimuli that include motivation and incentivized
learning (Cadet and Bisagno, 2016). CPP test trial responses
depend on whether the animal remembers and/or retrieves
the respective associations established during the drug-pairing
sessions. In the present study we report that, while both groups
that received cocaine showed positive CPP scores, only the group
that received the combination of both psychostimulants during
CPP training showed increased cFos and FosB mRNA in the
NAc. These changes appear to be context-induced since they did
not occur in the groups treated with the same drug doses and
schedule but in their home cage. In fact, we only found reduced
FosB mRNA levels in the NAc of animals that received home cage
treatment.

Drug-induced Dopamine can synergistically enhance cFos
promoter activation in striatal neurons and those Fos-expressing
neurons may act as a unit to form neuronal ensembles that
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FIGURE 7 | Gene expression changes in the mPFC induced by caffeine and cocaine repeated treatment in the home cage. Dopamine receptor subunits Drd7a and
Drd2; adenosine receptor subunits Adora7 and Adora2a; IEGs FosB, cFos, cJun, Egr1, Npas4. Values indicate mean + SEM. One-way ANOVA-Tukey: *p < 0.05,
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encode conditioned drug behaviors (Cruz et al., 2015). AFosB,
encoded by the FosB gene, is a member of the Fos family
of IEGs induced in the NAc by the repeated administration
of cocaine (Alibhai et al., 2007). It is important to note that
the ability of AFosB to accumulate after a single exposure to
cocaine is dependent on both the strength and duration of the
stimulus (Kelz et al., 1999). This suggests that neuronal activity

must reach a threshold for AFosB to accumulate in the NAc.
This “all or nothing” theory was suggested for cFos since it
is likely that only a small proportion of neurons experience
enough strong activation so that calcium concentration surpasses
the threshold for induction of cFos and other IEGs (Cruz
et al, 2015). Our results suggest that the association of context
with reward was not robust enough in mice receiving only
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FIGURE 8 | Gene expression changes in the NAc induced by caffeine and cocaine repeated treatment in the home cage. Dopamine receptor subunits Drd7a and
Drd2; adenosine receptor subunits Adoral and Adora2a; IEGs FosB, cFos, cJun, Egr1, Npas4. Values indicate mean + SEM. One-way ANOVA-Tukey: **p < 0.01
different from Control.

one psychostimulant (at the doses used in the present study)
to increase cFos or FosB. Accordingly, CPP training with the
combination of caffeine plus cocaine is likely to produce a
stronger stimulus that is sufficient to induce expression of these
IEGs.

Expression of Egrl in the NAc was shown to be responsive to
CPP training with cocaine (Fritz et al., 2011). Our results are also

in agreement with a recent report by Li et al. (2016) who showed
that Egrl and FosB in the NAc mediate memory of cocaine-place
association. Moreover, these authors suggest that both D1 and
NMDA receptors regulate these two IEGs during drug memory
consolidation (Li et al., 2016). Interestingly, we also found that
following CPP, only caffeine plus cocaine treated animals showed
increased D1 receptor mRNA in the NAc.

Frontiers in Behavioral Neuroscience | www.frontiersin.org

12

October 2017 | Volume 11 | Article 200


https://www.frontiersin.org/journals/behavioral-neuroscience
https://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/journals/behavioral-neuroscience#articles

Muhiz et al.

Caffeine and Cocaine alter IEGs

TABLE 2 | Gene expression change for all experimental conditions: FC (first conditioning CPP session), CPP (CPP test session) or HC (injections in home cage).

mPFC FC

CPP HC

Coc Caf-Coc

Caf

Coc Caf-Coc Caf Coc Caf-Coc

Drd1a
Drd2
Adoral
Adora2a

cFos
FosB

cdun
Egri

Npas4

- -

=P | |
-
-

NAc Drd1a

Drd2
Adoral
Adora2a

cfos

FosB
cdun

Egr1
Npas4

G .

- -

—> |

t

Symbol order: first symbol (1, increase; |, decrease or —, no change) relates to Caffeine (green), second symbol to Cocaine (blue) and third symbol to Caffeine-Cocaine (red) groups.

Regarding caffeine-mediated effects, we found a decrease in
cFos gene expression in the NAc of animals exposed to the first
conditioning session that might be related to a decrease in NAc
activation mediated by caffeine. It is important to note that the
caffeine dose used in our study (5 mg/kg) is considered to be
in the low range and other studies have reported that only high
caffeine doses (i.e., 75 mg/kg) increase IEGs expression in the
NAc (Bennett and Semba, 1998). In addition, significant increases
in AFosB expression were observed in the NAc from animals
exposed to caffeine mixed with alcohol, but not mice exposed
to alcohol or caffeine (15 mg/kg) alone (Robins et al., 2016).
These authors suggested that the combination of both drugs, i.e.,
caffeine and alcohol, increased Dopamine in the NAc to a higher
degree than the stimulation produced by caffeine alone thereby
increasing AFosB expression (Robins et al., 2016). We have also
observed changes in the mRNAs for Adenosine and Dopamine
receptors that appear to be sensitive to psychostimulants in
striatal tissue (Ferré et al., 2010; Volkow et al., 2015; Muniz et al.,
2016).

mPFC

Ample evidence indicates that the mPFC has a significant role in
the development and persistence of addictive behavior (Volkow
et al.,, 2012). By integrating input from cortical and subcortical
areas and conveying excitatory output to the NAc, the mPFC is
thought to exert control over the motor circuitry to regulate drug

responses and drug-associated stimuli (Cadet and Bisagno, 2013).
In preclinical models, mPFC is associated with reward, including
cocaine-CPP, (Tzschentke and Schmidt, 1999) and salience- and
novelty-detection (Dalley et al., 2004).

In the present study, we found that a combination of
psychostimulants influenced the outcome of CPP. Molecular
results from this study suggest that caffeine might strengthen
environment-drug association within the mPFC-NAc network.
Indeed, we found a pattern of IEGs mRNA expression
similar to the one obtained from NAc tissue, i.e., increased
mRNA of cFos and Egrl in the mPFC in the group that
received the combination of both psychostimulants during CPP
training. cFos levels are reported to be increased in mPFC
neurons following exposure to a cocaine-associated environment
(Slaker et al., 2015). In addition, cocaine-conditioned stimuli
were associated with increased Egrl expression in the PFC
(El Rawas et al., 2012).

In addition, we observed a cocaine-mediated decrease
in Drd2 mRNA following CPP and after chronic treatment
in the home cage (in Experiment #3, all psychostimulants
reduced Drd2 expression in the mPFC). This finding is
probably linked to chronic cocaine effects, in agreement
with previous studies demonstrating a decrease in D2
receptor function in the mPFC is related to cocaine-
induced sensitization (Beyer and Steketee, 2002). However,
following acute psychostimulant administration, on the first
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conditioning day, we only found caffeine-mediated effects
on Drdla and Drd2. Both groups receiving caffeine, but
not the group receiving cocaine alone, showed increased
mRNA of these receptors in the mPFC. The differences
in gene expression patterns seen in this study following
acute and chronic drug administration suggest that
specific neuroadaptations occurred in between those time
points.

Among the differentially expressed IEGs seen in the mPFC
compared to the NAc is Npas4. This IEG is expressed throughout
the brain at a low level, though it is enriched in the frontal,
parietal, and entorhinal cortices (Maya-Vetencourt et al., 2012;
Spiegel et al., 2014). In our study, Npas4 was only increased in the
group that was injected with both psychostimulants during CPP
training and following a single pairing CPP session, suggesting
increases in mPFC activation.

Specific roles for Npas4 in cocaine-mediated adaptations
were reported by Ye et al. (2016). These authors demonstrated
that there are brain-wide projection patterns separating mPFC
cells responding to positive and negative experiences and
that there was enrichment of Npas4 expression in mPFC
cells responding to cocaine. These authors also demonstrated
that cocaine-induced increase of Npas4 expression in mPFC
is very rapid, within 30min (Ye et al, 2016). It was
proposed that Npas4, by controlling distinct networks of
genes, differentially regulated synaptic input to excitatory and
inhibitory neurons in order to facilitate circuit responses to
sensory experience (Spiegel et al., 2014). Cognitive impairments
are associated with decreased Npas4 mRNA expression in
the mouse frontal cortex (Qiu et al, 2016). Our results
showing an association of CPP learning and increases in Npas4
mRNA levels complement the decreases observed in cognitive
decline.

We provide evidence here that caffeine may affect
neuroplasticity through IEGs expression in circuits that are
activated by drug use and associative learning. Our results
also show that IEGs changes are specific to environmental
context and that they are brain-region dependent. It is
important for us to refocus from using these genes as activity
markers, as has been done in the past, to exploring the role
of these gene in establishing memory in mPFC cortical and
cortical-subcortical circuits. Whilst this study describes specific
changes in some early genes previously linked to memory
and reward, it is difficult to establish the specific contribution
of each of these genes to learning and memory since they
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RESULTADOS IlI

Objetivo 3.1 Evaluar la capacidad del CBD de atenuar el fendmeno de sensibilizacion
comportamental inducido por el sucedaneo de PBC, y sus acciones sobre la actividad
metabdlica regional asociada, en el NAc y mPFC.

Los resultados obtenidos referentes al Objetivo Especifico 3.2 fueron incluidos en la
publicacidn cientifica 3, la cual se adjunta a continuacion.

Articulo cientifico 3: Prieto JP, Lépez Hill X, Urbanavicius J, Sanchez V, Nadal X, Scorza
C. (2020) Cannabidiol prevents the expression of locomotor sensitization and
the metabolic response in the nucleus accumbens and prefrontal cortex elicited
by the combined administration of cocaine and caffeine in rats. Neurotoxicity
Research, doi: 10.1007/s12640-020-00218-9
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Abstract

In the last years, clinical and preclinical researchers have increased their interest in non-psychotomimetic cannabinoids, like
cannabidiol (CBD), as a strategy for treating psychostimulant use disorders. However, there are discrepancies in the pharmaco-
logical effects and brain targets of CBD. We evaluated if CBD was able to prevent the locomotor sensitization elicited by cocaine
and caffeine co-administration. The effect of CBD on putative alterations in the metabolic activity of the medial prefrontal cortex
(mPFC) and nucleus accumbens (NAc), and its respective subregions (cingulated, prelimbic, and infralimbic cortices, and NAc
core and shell) associated to the behavioral response, was also investigated. Rats were intraperitoneally and repeatedly treated
with CBD (20 mg/kg) or its vehicle, followed by the combination of cocaine and caffeine (Coc+Caf; 5 mg/kg and 2.5 mg/kg,
respectively) or saline for 3 days. After 5 days of withdrawal, all animals were challenged with Coc+Caf (day 9). Locomotor
activity was automatically recorded and analyzed by a video-tracking software. The metabolic activity was determined by
measuring cytochrome oxidase-I (CO-I) staining. Locomotion was significantly and similarly increased both in Veh-Coc+Caf-
and CBD-Coc+Caf-treated animals during the pretreatment period (3 days); however, on day 9, the expression of the sensitization
was blunted in CBD-treated animals. A hypoactive metabolic response and a hyperactive metabolic response in mPFC and NAc
subregions respectively were observed after the behavioral sensitization. CBD prevented almost all these changes. Our findings
substantially contribute to the understanding of the functional changes associated with cocaine- and caffeine-induced sensitiza-
tion and the effect of CBD on this process.

Keywords CBD - Cytochrome oxidase-I - Psychostimulants - Behavior - Motivational circuit - Metabolic activity

Introduction

The search for efficient treatments for substance use disorders
(SUDs), especially for psychostimulant drugs, is still a signif-
icant challenge for clinical and preclinical research (Czoty
et al. 2016; Mariani and Levin 2012). Cocaine is one of the
most powerful psychostimulants in which abuse and
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dependence continue eliciting public health problems, with
no effective pharmacological or psychological therapies iden-
tified to date (Jordan et al. 2019; Rachid 2018). Besides, co-
caine dependence could be faster and stronger depending on
the form of consumption—e.g., snorted vs. smoked or intra-
venous route of administration—(Castafio 2000; Gossop et al.
1992; Hatsukami and Fischman 1996; Samaha and Robinson
2005), and the interaction with active adulterants, like caffeine
(Abin Carriquiry et al. 2018; Broseus et al. 2016; Evrard et al.
2010; Fukushima et al. 2014; Sabogal and Urrego 2012).

In previous behavioral studies, we have demonstrated that
caffeine can enhance several pharmacological effects induced
by acute or repeated injections of cocaine. For example, we
have shown that caffeine stimulates the acute motor stimula-
tion of cocaine (Lopez-Hill et al. 2011; Prieto et al. 2012) and
increases the reinforcing and motivational value of cocaine in

@ Springer
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the self-administration paradigm (Prieto et al. 2016).
Moreover, caffeine potentiates cocaine reward—associated
learning in the conditioning place preference test (Muiiz
et al. 2017) and enhances the acute wake-promoting effect
of cocaine (Schwarzkopf et al. 2018). The repeated treatment
with the combination of cocaine and caffeine also elicited the
locomotor sensitization phenomenon, an effect that was not
observed on cocaine-treated animals under the same protocol
schedule (Prieto et al. 2015). This long-lasting phenomenon is
thought to share neuroadaptations with SUDs and craving in
humans (Di Chiara 1995; Robinson and Berridge 1993). We
have also recently demonstrated that the behavioral sensitiza-
tion response induced by a repeated administration of
caffeine-adulterated coca-paste-seized samples (i.e., CP, a
smokable form of cocaine; Perez 2003), containing specific
ratios of cocaine and caffeine (Abin Carriquiry et al. 2018), is
accompanied by molecular changes in the medial prefrontal
cortex (MPFC) and nucleus accumbens (NAc), two relevant
brain areas of the mesocorticolimbic dopaminergic system
and intimately involved in the neurobiological processes of
cocaine abuse (Prieto et al. 2020; Steketee and Kalivas
2011). In line with this last result, we have suggested that
the combination of these two psychostimulants is enough to
evoke rapid enduring neuroplastic events that may contribute
to cocaine dependence (Prieto et al. 2020).

Cannabidiol (CBD) is one of the most abundant and stud-
ied non-psychotomimetic cannabinoids present in the
Cannabis sativa L. plant. In the last years, the vast pharmaco-
logical potential of CBD in several psychiatric conditions has
led the clinicians and preclinical researchers to propose it as a
putative strategy for treating SUDs (Calpe-Lopez et al. 2019;
Chye et al. 2019; Lujan et al. 2018; 2019; Ware 2018; Wenzel
and Cheer 2018). Accordingly, a call to investigate the poten-
tial therapeutic benefits of cannabinoids for crack-cocaine use,
another smokable form of cocaine (Hatsukami and Fischman
1996), which also is sold containing active adulterants like
caffeine (Fukushima et al. 2014), was reported based on prom-
ising studies (Fischer et al. 2015). However, research on CBD
and psychostimulant-induced behavioral effects have revealed
contradictory results (Calpe-Lopez et al. 2019; Lujan et al.
2018). Some of these discrepancies may be explained by the
multiple pharmacological effects described for CBD and its
diverse brain targets depending on the CBD-injected doses
used and regimen of administration and the different experi-
mental approaches and models used, among other factors.

The present study was performed to investigate whether the
combination of cocaine- and caffeine-induced locomotor sen-
sitization could be prevented by repeated treatment of CBD. By
assessing cytochrome oxidase-I (CO-I) histochemistry, we also
characterized the putative alterations in the metabolic activity of
the mPFC and the NAc as a result of the repeated cocaine and
caffeine or CBD exposure. CO-I activity is a marker for meta-
bolic activity of brain regions (Wong-Riley 1979), and levels of

@ Springer

cytochrome oxidase reaction are intimately associated with the
neuron metabolic machinery, which is in turn closely related to
the levels of neuronal activity (Vélez-Hernandez et al. 2014;
Wong-Riley 1979). Thus, the metabolic response may collab-
orate either in the understanding of the functional state of these
brain regions involved in the behavioral sensitization induced
by these and other psychostimulant drugs, and to shed light on
CBD pharmacological actions and targets.

Materials and Methods
Animals

Male Wistar rats (IIBCE animal facilities, Montevideo)
weighing 300-400 g were employed. All animals were
housed in a light- and a temperature-controlled room with a
12-h light/dark cycle (lights on at 7:00 am), with free access to
food and water. All experimental procedures were conducted
according to the National Animal Care Law (No. 18611) and
the “Guide to the care and use of laboratory animals” (8th
edition, National Academy Press, Washington DC, 2010).
Furthermore, all experimental protocols had been approved
by the IIBCE Animal Care Committee. Efforts were made to
use the minimal number of animals necessary to obtain reli-
able scientific data.

Drugs and Doses

Cocaine hydrochloride was generously donated by Verardo &
Cia Laboratory (Argentina), and caffeine was purchased from
Sigma-Aldrich (Germany). Both cocaine and caffeine were
dissolved in sterile saline. CBD was kindly donated by
Phytoplant Research (Spain) and diluted in 3% Tween 80 in
sterile saline (vehicle). Cocaine and caffeine were intraperito-
neally (i.p.) co-administered at 5 mg/kg and 2.5 mg/kg, re-
spectively. These doses were selected based on previously
published data regarding the acute and facilitating effects of
caffeine on cocaine locomotor sensitization (Lopez Hill et al.
2011; Prieto et al. 2015; Prieto et al. 2020). CBD was i.p.
injected at 20 mg/kg. The volume of injection was 1 ml/kg.

Behavioral Assays: Locomotor Sensitization

The rats were moved to an experimental room with con-
trolled conditions 24 h previous to the beginning of the
experiments. Measurement of locomotor sensitization was
carried out using the open field (OF) paradigm, consisting
of 30 x45 x 55 cm acrylic boxes. The animal behavior
was recorded and analyzed with the Ethovision XT12
video-tracking software (Noldus, the Netherlands). We
measured the horizontal locomotor activity, defined as
the total distance moved in meters (m).
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The experimental schedule was based on previous studies
(Prieto et al. 2015; Prieto et al. 2020), and it is shown in Fig. 1.
One day preceding drug treatment, animals were habituated to
the OF for 60 min (day 0), in which basal locomotor activity
was recorded. Then, animals were pretreated for 3 days, once
a day. Animals received an injection of CBD or its respective
vehicle (Veh), and 30 min later were injected with the combi-
nation of cocaine and caffeine (Coc+Caf) or its respective
control group (saline). Distance moved in the OF was assessed
each day for 60 min after the second injection. After that,
animals were kept in their home cages for a 5-day withdrawal
period. On day 9, all rats received a challenge dose of Coc+
Caf, and locomotor activity was recorded for 60 min. On days
1 and 9, before the second injection, animals were placed into
the OF for 20-min habituation period (Fig. 1).

During the experiments, the OF was cleaned with alcohol
30% after each session, before placing the following animal.

Tissue Preparation

Immediately after the end of the last behavioral session (day
9), the rats were sacrificed, and their brains rapidly removed.
The brain was sectioned in three smaller chunks (2 coronal
cuts, at the optic chiasma and cerebellum antero-posterior lev-
el) and exposed to a light fixation by immersion in 4% para-
formaldehyde in phosphate buffer (PB 0.1 M, pH=7.4) for
15 h. Then, the brain was transferred to a PBS with 30%
sucrose solution for cryoprotection. Forty-eight hours later,
the brain fragments were frozen on dry ice, and the regions
of interest (i.e., mPFC, NAc; Fig. 1) were sectioned into
40-um coronal sections by a cryostat (Leica Biosystems,
USA). The tissue was then placed in an anti-freeze solution
and stored at —20 °C until the histochemical assays.

Pre-treatment
[ [

Cytochrome Oxidase Histochemistry and Data
Analysis

Histochemistry of CO-I was performed following the protocol
of Wong-Riley (1979) and Tseng et al. (2006). Tissue sections
were mounted onto double gelatin-coated glass slides and
dehydrated at room temperature for 30 min. Slides were then
incubated for 60 min at 37 °C in PBS 0.1 M containing 0.50 g/
1 of 3,3-diaminobenzidine (Sigma-Aldrich, USA), 0.33 g/l of
horse heart cytochrome ¢ (Sigma-Aldrich), 44 g/l of sucrose
(Sigma-Aldrich), and 0.2 g/l of catalase (Sigma-Aldrich).
After incubation, the slides were digitalized using a FLA-
9000 scanner (FUJIFILM, Japan). Images were converted to
grayscale, and the CO-I activity in the regions of interest was
inferred by measuring the optical density with ImageJ software.
The mean relative optical density (ROD) per pixel was deter-
mined by subtracting the optical density of the structures of
interest to the background. The structures of interest were
mPFC (total activity) and cortical subregions (i.e., anterior cin-
gulate, Acg; infralimbic, IL; and prelimbic, PrL), and the NAc
(total activity) and specific subregions like NAc core and shell
(NAc,co and NAc,sh). Background optical density was mea-
sured at the level of the corpus callosum for NAc sections, and
the forceps minor of the corpus callosum for the mPFC sections.
For each animal, a single value per structure was obtained by
averaging measurements from both hemispheres of three con-
secutive sections. A representative coronal brain section show-
ing the CO-I activity in regions of interest is illustrated in Fig. 2.

Statistical Analyses

Data are expressed as mean + standard error of the mean
(SEM). Locomotor activity was analyzed by two-way (time
and pretreatment) analysis of variance (ANOVA) for repeated

Challenge —— Tissue Sampling

Y

* NAc

Withdrawal
DAY 0 DAY 1 DAY 2 DAY 3 DAY 9 et mPFC
v 71 1/ 5 S
Time (days)
Pre-treatment Challenge Experimental group
nomenclature
Vehicle (3% Tween 80)  —30min_,  ggline Coc (5 mg/kg) + Caf (2.5 mg/kg) Veh-Sal
CBD (20 mg/kg) _30min_,  sgline Coc (5 mg/kg) + Caf (2.5 mg/kg) CBD-Sal
Vehicle (3% Tween 80) _30min_, Coei(smgikel s Coc (5 mg/kg) + Caf (2.5 mg/kg) Veh-Coc+Caf
Caf (2.5 mg/kg)

CBD (20 mg/kg) _30min_, Cox {5 me/ie) Coc (5 mg/kg) + Caf (2.5 mg/kg) CBD-Coc+Caf

Caf (2.5 mg/kg)

Fig. 1 Schematic representation of the experimental protocol used in this
study and the detailed experimental groups, treatment, and nomenclature.
Rats were pretreated with CBD or its vehicle (Veh-CBD, 3% Tween 80),
and 30 min later received an injection of Coc+Caf or saline for 3 days.

Five days later (withdrawal period), animals were challenged (day 9) with
a dose of Coc+Caf. Tissue samples were taken immediately after the end
of the behavioral testing on the challenge day (day 9)
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Bregma 1.56 mm

Bregma 3.00 mm

Fig. 2 Representative examples of coronal hemicerebral sections at the
level of the mPFC (a) and NAc (b) showing CO-I staining after 60 min of
incubation. Representative sections are shown at different bregma levels,
according to Paxinos and Watson, 2005. ACg, anterior cingular cortex;
PrL, prelimbic cortex; IL, infralimbic cortex; fmi, anterior forceps of the
corpus callosum; NAc sh, NAc shell; NAc co, NAc core; cc, corpus
callosum

measures followed by Tukey’s post hoc test and by one-way
ANOVA for independent measures (treatment) followed by
Tukey’s post hoc test. CO-I histochemistry was analyzed by
one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test. The
analysis was performed with STATISTICA 10 software.
Statistical significance was set at p < 0.05.

Results
Locomotor Sensitization Induced by the Co-
administration of Cocaine and Caffeine and the Effect

of CBD

Figure 3 shows the effect of different treatments on animal
motor activity during the 3 days of pretreatment period

a Pre-treatment
150-
3 - -O- Veh-sal
g 100 i -7 cBD-sal
% 1 = 4 Veh-Coc+Caf
£ = = -~ CBD-Coc+Caf
[}
Q Fkk
§ 50+
] 929
Q
0 T T T
1 2 3
Days

Fig.3 Effect of CBD pretreatment on the pretreatment period (a), and the
challenge day induced by Coc+Caf (b). Data are expressed as mean =+
SEM. Two-way repeated measures ANOVA and one-way ANOVA
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(Fig. 3a) and on challenge day (Fig. 3b). In Fig. 3a, two-way
ANOVA revealed a significant effect of the treatment
[F(2’63) =6.27, p< 001] and time [F(3,63) =73.78,
p<0.0001] but not for the treatment x time interaction
[F6,63y=0.39, p=0.88]. Results of the Tukey post hoc test
demonstrated a gradual rise and a significant increase
(p<0.001) in the total distance moved after the repeated in-
jection of Veh-Coc+Caf, which remained high from day 1 to
day 3 in comparison with the respective control group (Veh-
Sal). CBD-Coc+Caf-treated animals showed a similar pattern
than that observed in the Veh-Coc+Caf group, indicating that
the treatment with CBD did not prevent the significant incre-
ment in the animal locomotion induced by the combination of
the psychostimulant drugs (Fig. 3a). There were no significant
changes in total locomotor activity between day 1 and day 3 in
Veh-Sal or CBD-Sal-treated animals (Fig. 3a). For data illus-
trated in Fig. 3b, one-way ANOVA revealed a significant ef-
fect of treatment [F(3 24y = 8.58, p < 0.05] and the Tukey post
hoc test showed that the Veh-Coc+Caf-treated group was able
to express the sensitization phenomenon since the effect of the
challenge treatment (Coc+Caf) on the Veh-Coc+Caf group
was significantly higher than that observed on the Veh-Sal
group (p <0.05). Interestingly, the pretreatment with CBD
blunted the expression of sensitization, since the distance
moved shown by CBD-Coc+Caf-treated animals was not sta-
tistically different from that observed in the Veh-Sal group
(67.9+3.7 vs. 56.5+8.8, p=0.79). Moreover, no statistical
differences were observed in comparison with the CBD-Sal-
treated group either (67.9 £3.7 vs. 44.8+6.2, p=0.27).

Metabolic Response in mPFC and NAc Associated to
the Locomotor Sensitization and the Effect of CBD

Figures 4 and 5 show the effect of treatments on CO-I
activity of the mPFC and NAc, respectively. For the
mPFC, one-way ANOVA revealed a significant effect of

b

Challenge Day

150 -
E 3 Veh-Sal
= =3 cBD-Sal
? 100-
% Em Veh-Coc+Caf
£ N CBD-Coc+Caf
]
£ 50- T
8
2
D

L—— coc+Caf ——

followed by Tukey’s post hoc test. *p <0.05 and ***p <0.001 different
from Veh-Sal; ++p < 0.01 different from CBD-Sal. N=6-7
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0.3

0.2+
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Fig. 4 CO-I activity after the Coc+Caf expression of locomotor
sensitization and CBD pretreatment, in total mPFC (a), anterior
cingular cortex (Acg; b), prelimbic cortex (PrL; ¢), and infralimbic
cortex (IL; d). Data of relative optical density (ROD) are expressed as

treatment [F(3 24y = 6.45, p <0.01], and the Tukey post hoc
multiple comparisons test showed a significant decrease
in the metabolic activity of CO-I of the Veh-Coc+Caf-
treated animals in comparison with the Veh-Sal group
(p <0.05; Fig. 4a). This result indicated that the combina-
tion of cocaine and caffeine had significant effects on the
functional activity of this region. Moreover, CBD did not
per se modify the metabolic activity of the mPFC
(p >0.05), although it could significantly prevent the
hypometabolic response observed in the Veh-Coc+Caf
group (p<0.01). Results also showed that this
hypometabolic effect of repeated cocaine and caffeine
co-administration persisted when mPFC subregions were
individually analyzed, as illustrated in Fig. 4b—d. One-
way ANOVA revealed a significant effect of treatment
for the ACg [F(3,24) =6.18, p< 001], PrL [F(3’24) =5.44,
p<0.01], and IL cortices [F(324)=6.29, p<0.01].
Specifically, the Tukey post hoc test also demonstrated a
significant decrease in metabolic activity of Acg (Fig. 4b;
p<0.01), PrL (Fig. 4c; p<0.01), and IL cortical subre-
gions (Fig. 4d; p <0.01) of the Veh-Coc+Caf group while
the pretreatment with CBD did not per se induce changes
in this parameter. However, CBD significantly prevented
the hypometabolic response induced by the combination

0.3

0.2

0.1

0.0

0.3

0.2+

0.1

0.0

Acg
3 Veh-Sal
=1 CBD-Sal
# E= Veh-Coc+Caf
- +
T ok I CBD-Coc+Caf
IL

mean + SEM. One-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test.
*p <0.05 and **p <0.01 different form Veh-Sal; +p <0.05 and
++p <0.01 different from CBD-Sal; #p <0.05 and ##p <0.01 different
from Veh-Coc+Caf. N=6-7

of cocaine and caffeine in the Acg and PrL cortices (Fig.
4b, c¢; p<0.05), but not in the IL cortex (Fig. 4d;
p>0.05).

An opposite effect was observed on the metabolic activity
of'the NAc (Fig. 5), demonstrating a hypermetabolic response
associated with the locomotor sensitization. One-way
ANOVA revealed a significant effect of treatment on the
CO-I activity of the NAc [F(324y=3.73, p<0.05], and the
Tukey post hoc test revealed a significant difference between
Veh-Coc+Caf and Veh-Sal-treated animals (p < 0.05), indicat-
ing that the repeated treatment of cocaine and caffeine co-
administration also had significant effects on the functional
activity of this region. Moreover, CBD could significantly
prevent this effect (p <0.05), without per se induced
changes in this parameter, as illustrated in Fig. 5a. A sim-
ilar pattern was observed for both analyzed NAc subre-
gions (Fig. 5b, ¢), in which one-way ANOVA also revealed
a significant effect of treatment for NAc,co [F324y=5.01,
p<0.01] and NAc,sh [F(324)=4.98, p <0.01]. The Tukey
post hoc test demonstrated a significant increase in the CO-
I activity of NAc,co (Fig. 5b, p <0.05) and NAc,sh (Fig.
5¢, p <0.05) of the Veh-Coc+Caf group which was signif-
icantly blunted by CBD (p < 0.01 for NAc,co and p <0.05
for NAc,sh).
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Fig. 5 CO-I activity after the Coc+Caf expression of locomotor
sensitization and CBD pretreatment, in the total NAc (a), NAc core
(NAc,co; b), and NAc shell (NAc,sh; ¢). Data of relative optical density
(ROD) are expressed as mean = SEM. One-way ANOVA followed by
Tukey’s post hoc test. ¥p <0.05 different form Veh-Sal; #p <0.05 and
##p < 0.01 different from Veh-Coc+Caf. N=6-7

Discussion

This study shows that animals repeatedly treated with co-
caine and caffeine co-administration displayed locomotor
sensitization when compared to their vehicle counterparts,
and this phenomenon was associated with significant
changes in the metabolic activity of the mPFC and NAc,
two relevant brain regions closely involved in the expres-
sion of this behavioral response. In addition, our results
demonstrated that repeated treatment with CBD blunted
the behavioral response and the metabolic changes ob-
served in both brain regions.
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Here, we used the combined administration of cocaine and
caffeine after a previously established protocol in rats in which
locomotor sensitization was observed (Prieto et al. 2015). This
particular combination reflected the chemical composition of
specific CP-seized samples (Lopez Hill et al. 2011; Prieto
et al. 2015; Prieto et al. 2016; Pricto et al. 2020). CP is a
smokable cocaine form commonly consumed in several
South American countries with a high abuse liability (Abin
Carriquiry et al. 2018; Castafo 2000; Jeri 1982; Perez 2003).
We recently demonstrated that specific caffeine-adulterated
CP-seized sample evoked the behavioral sensitization in ani-
mals, in comparison with those treated with the non-
adulterated counterpart, which was unable to express this be-
havioral response (Prieto et al. 2020). In the sensitized ani-
mals, we identified molecular changes involving the mRNA
expression of receptor subunits of the dopaminergic and glu-
tamatergic systems in the mPFC and NAc, as well as other
molecular markers (e.g., adenosinergic, cannabinoid receptor
subunits, and synaptic plasticity—associated genes). Besides
the identification of these molecular mechanisms, the present
study revealed that the co-administration of cocaine and caf-
feine induced specific metabolic changes in mPFC and NAc
regions, which may contribute to the understanding of the
mesocortical system functional state related to locomotor
sensitization.

It is widely accepted that cocaine addiction is associated
with dysfunction of the PFC, which facilitates relapse, com-
pulsive drug-taking, and loss of inhibitory control (Allen et al.
2019; Chen et al. 2013; Goldstein and Volkow 2011; Volkow
et al. 1993). Accordingly, the observed hypoactivity in mPFC
and its subregions has presumably resulted as consequence of
a reduced energy demand after the repeated treatment of both
psychostimulants. It may be possible that the combination of
both psychostimulants impairs mPFC functionality, which
may contribute to the expression of the locomotor sensitiza-
tion. Interestingly, reduced CO-I activity in the mPFC induced
by cocaine has been previously reported, but only after higher
doses and more prolonged treatment (Vélez-Hernandez et al.
2014; Walker and Sevarino 1995) in comparison with those
used in the present study. Thus, our results highlight the high
efficacy of the combination of low doses of cocaine and caf-
feine at the behavioral and functional level (Prieto et al. 2015;
Prieto et al. 2016).

In addition to mPFC, several studies have shown NAc as a
relevant brain substrate involved in the expression of
psychostimulant-induced behavioral sensitization (Churchill
et al. 1999; Pierce et al. 1996). We observed increased CO-I
activity only in the NAc of sensitized animals, which suggests
an augmented energy demand implicating a consequent neuro-
nal activation. These results could be related to the increased
glutamatergic and dopaminergic input to the NAc from the
mPFC and ventral tegmental area (VTA), respectively, broadly
associated with behavioral responses after repeated cocaine
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administration (Cornish and Kalivas 2001; Dos Santos et al.
2018; Scofield et al. 2016). Moreover, our data are in accor-
dance with the study reported by Walker and Sevarino (1995),
who reported that CO-I activity increased in the NAc and de-
creased in the mPFC after a chronic treatment of cocaine at high
doses and a withdrawal period (Walker and Sevarino 1995).

Remarkably, the repeated treatment of CBD blunted not only
the expression of the behavioral sensitization but also the meta-
bolic changes observed in mPFC and NAc subregions. Chen and
collaborators (2013) reported that optogenetic rescuing of the
cocaine-induced mPFC hypoactivity in a rat model of compul-
sive drug-seeking was able to prevent the cocaine-seeking be-
havior and diminish craving (Chen et al. 2013). Therefore, we
may speculate that the CBD treatment, which can prevent the
metabolic hypoactivity of these cortical networks, might be use-
ful to blunt the drug-seeking and psychostimulant craving. The
lack of effect of CBD to prevent the IL hypoactivity was unex-
pected, although it may be possible that this result reflects differ-
ences among CBD brain targets expressed in each mPFC subre-
gion. Alternatively, a distal effect of CBD modulating the activity
of neurons from other brain regions involved in psychostimulant-
induced behavioral sensitization (e.g., VTA) should be consid-
ered (Norris et al. 2016; Renard et al. 2016). Modulation of
functionally and molecularly diverse neurons in VTA (Lammel
et al. 2008) could result in a differential response of each mPFC
subregion, especially of IL. It will be necessary to characterize
the differential contribution of PrL. and ACC cortices in compar-
ison with IL in the mechanism of action behind the CBD thera-
peutic potential in psychostimulant addiction.

As in the mPFC, the functional activation of accumbal
networks underlying the sensitization could be regulated after
CBD treatment. In support of that, the capacity of CBD to
reverse the increase in the activity of the mesolimbic DA
reward system induced by amphetamine was recently reported
(Renard et al. 2016).

While CBD reduced the behavioral response in sensitized
animals, a non-significant effect was exerted by CBD during
the pretreatment or acquisition phase, suggesting relevant differ-
ences in those neurobiological processes which are prevented by
CBD. Although the mechanisms involved in this difference are
not known, our data agree with previous studies reporting that
CBD can reverse or prevent neuroadaptations induced by co-
caine repeated administration without altering cocaine reinforc-
ing or rewarding properties (Calpe-Lopez et al. 2019). Moreover,
it has been reported that CBD is more effective in promoting the
extinction of cocaine in the conditioned place preference than
blocking its acquisition (Parker et al. 2004).

Multiple targets involving the mechanism of action of CBD
to prevent both behavioral and functional responses may be
engaged. A previous preclinical study demonstrated that treat-
ment with the CB1 receptor antagonist rimonabant blocked
cocaine-induced hyperlocomotion and behavioral sensitiza-
tion in mice (Marinho et al. 2015). Thus, it may be possible

that the CB1 receptor mediates the effect of CBD on attenu-
ating cocaine- and caffeine-induced sensitization. It was wide-
ly accepted that CBD has very low affinity for this receptor
(Pertwee, 2008); however, recent studies describe that CBD
has affinity at physiological-relevant concentrations for allo-
steric sites of both cannabinoid CB1 (Laprairie et al., 2015)
and CB2 receptors (Martinez-Pinilla et al. 2017; Tham et al.
2019), and skews biased agonism in both receptors in pres-
ence of other ligands (Navarro et al. 2018) that support the
relevance of this mechanism of action. Even that, we cannot
exclude that alternative mechanisms could be involved (e.g.,
5-HT1A, D2, u- and delta-opioid, «-7, or peroxisome
proliferator—activated receptors; Pisanti et al. 2017; Russo
et al. 2005). Among all these multiple sites of action, and in
addition of a putative CBI1 receptor-mediated mechanism,
there is one of particular interest to our study. The equilibrative
nucleotide transporter 1 (ENT1; adenosine uptake protein) is
the primary mechanism of adenosine reuptake and one of the
several brain targets underlying the mechanism of action of
CBD (Carrier et al. 2006). ENT1 inhibitors, such as CBD,
could enhance endogenous activity at adenosine receptors
(Carrier et al. 2006; Noji et al. 2002). Although the inhibition
of ENT1 was proposed to mediate the anti-inflammatory ef-
fect of CBD (Carrier et al. 2006), we cannot discard this brain
target to explain, at least in part, our results. Actually, caffeine
is an Al and A2 receptor antagonist (Ferré 2016), and it was
reported that caffeine increases cocaine locomotor activation
mainly through the A2A antagonism (Filip et al. 2006). Thus,
it may be possible that a competitive action could emerge
between the increased levels of adenosine, evoked by CBD,
and caffeine for the adenosine receptors binding site, resulting
in an attenuation of caffeine action. Whether this mechanism
is mediating the CBD’s attenuation of sensitization remains to
be elucidated. Moreover, the antioxidant and neuroprotective
properties of CBD or even its anti-inflammatory action cannot
be excluded of putative mechanisms of action to prevent the
behavioral response and the associated metabolic changes,
since preclinical studies have demonstrated that drugs of
abuse induce inflammatory effects and disrupt glutamate ho-
meostasis through their interaction with microglia and astro-
cytes (Bachtell et al. 2017; Calpe-Lopez et al. 2019).

Conclusions

This study shows that CBD treatment blunted the expression
of the locomotor sensitization induced by the combination of
cocaine and caffeine, together with the associated metabolic
changes found in the mPFC and NAc. While evidence of
CBD efficacy for psychostimulant use is inconsistent, our re-
sults help to understand under which experimental conditions
CBD may reduce long-lasting effects that lead to
psychostimulant-induced behavioral sensitization. Moreover,
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it seems that CBD could attenuate those neuroplastic events
involved during the expression of sensitization, after a with-
drawal period, without altering the effects of the initial repeat-
ed exposure during the pretreatment period.

Overall, this study contributes to the understanding of the
CBD role on particular behavioral and functional effects in-
duced by psychostimulants, revealing an advantageous thera-
peutic opportunity for psychostimulants dependence.
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DISCUSION GENERAL

En el presente trabajo de Tesis se investigaron dos procesos intimamente

relacionados con el desarrollo adictivo: la sensibilizacion comportamental y el
aprendizaje asociado a recompensa. Respecto a la sensibilizacién, los resultados
comportamentales se encontraron de acuerdo a lo esperado y reportado previamente
(Prieto y cols. 2015). Tanto la combinaciéon de cocaina y cafeina (Coc+Caf; a dosis
equivalentes a su contenido en muestras de PBC), como la muestra de PBC adulterada
con cafeina, lograron expresar el fendmeno de sensibilizacién locomotora con un
protocolo de administracion corto de 3 dias de pre-tratamiento. La cocaina sola y la
muestra de PBC sin cafeina, por otro lado, no lograron expresar la sensibilizacién con
dicho protocolo, a las dosis ensayadas. Estos resultados, junto con el fuerte
condicionamiento generado por Coc+Caf en el modelo de CPP, resaltan el alto impacto
a nivel comportamental que genera la administracion simultanea de estas drogas en
relacién a cada una por separado, cuando se administran a las dosis y proporciones
adecuadas.
En el desarrollo de esta linea de investigacion, hemos demostrado repetidamente que
los efectos comportamentales de PBC se reproducen de forma consistente al
administrar inicamente la combinacidn de sus elementos activos principales, cocaina 'y
cafeina, a dosis correspondientes con su contenido en las muestras de PBC (Lépez-Hill
y cols. 2011, Prieto y cols. 2012, Prieto y cols. 2015, Schwarzkopf y cols. 2018). Por lo
tanto, a los efectos de esta discusién general, la PBC y la combinacién de Coc+Caf,
mantenida en esta Tesis en la proporcidon 2:1 presente en la PBC utilizada, se
considerardn como equivalentes.

Neuroadaptaciones asociadas al efecto facilitador de la cafeina sobre la accion
reforzadora de PBC

Una primera parte de este trabajo se centrd en el estudio de las acciones
funcionales y moleculares que acompafian la accién potenciadora de la cafeina, sobre
el efecto reforzador de la cocaina presente en la PBC. Los resultados obtenidos
sugieren, en su conjunto, que dicho efecto potenciador parece no estar mediado por el
reclutamiento de mecanismos y vias adicionales y diferenciales, inducidas por la
cafeina per se, sino por la facilitacidon y aceleracion dada por la cafeina de cambios ya
descritos para tratamientos crénicos de cocaina, asociados al desarrollo de la
dependencia.
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En este sentido, la expresidon de la sensibilizacién locomotora inducida por Coc+Caf se
acompafié de la expresion diferencial de Fra-2 en el NAc, lo que sugiere diferencias en
la cascada de adaptaciones moleculares que inicia con la induccidn de IEGs. Esta
expresion diferencial puede involucrar mecanismos de desensibilizacion rapida
mediada por AFosB o procesos de LTD en las terminales glutamatérgicas del NAc
facilitados por la activacion de receptores CB1 (ver Disusidon parcial de RESULTADOS I).
En este contexto, existen evidencias que muestran que los tratamientos largos con
cocaina (14 dias) son capaces de inducir un incremento del receptor CB1 en el NAc
(Adamczyk y cols. 2012, Bystrowska y cols. 2018). De manera interesante, los datos del
anadlisis de expresion génica en el NAc y mPFC luego de la sensibilizacién a PBC
evidenciaron un incremento en los niveles de ARNm del receptor CB1 en el NAc,
Unicamente en el grupo que logré expresar la sensibilizacion, tratado con PBC con
cafeina (CP-2). Frente a este resultado, sin embargo, es importante considerar que el
receptor CB1 también se expresa en las terminales de interneuronas GABAérgicas en el
NAc, y su activacion esta relacionada con distintos aspectos del desarrollo adictivo que
los CB1 presentes en terminales glutamatérgicas (Martin-Garcia y cols. 2016, Melis y
Pistis 2012). Estudios con el modelo de autoadministracion a cocaina demostraron que
los receptores CB1 en terminales GABAérgicas participan en el control de la liberacién
de DA inducida por esta droga, mientras que los CB1 de las terminales glutamatérgicas
son fundamentales en el control de la relacion entre receptores AMPA/NMDA (Martin-
Garcia y cols. 2016). En este sentido, nuestros resultados apuntan hacia procesos de
plasticidad en el NAc de naturaleza glutamatérgica, ya que se encontré un incremento
también en la expresién de sinaptofisina y GLUR1 en los animales sensibilizados con
CP-2. De todas formas, no puede descartarse que ambos mecanismos de plasticidad
(potenciacion de la sefial glutamatérgica y LTD) estén ocurriendo de manera
simultanea, ya que distintas subpoblaciones de MSNs proyectan hacia el palido ventral
y el VTA (Baimel y cols. 2019, Yang y cols. 2018), y se ha reportado que las
adaptaciones inducidas por la cocaina en estas neuronas dependen de sus inputs y
outputs especificos (Baimel y cols. 2019). También se han descrito procesos de LTP y
LTD inducidos por cocaina de manera diferencial sobre las MSNs que expresan D1y D2
respectivamente (Creed y cols. 2016). Estos procesos simultdneos potenciarian la via
de las MSNs-D1 y debilitarian la via de MSNs-D2, lo que en conjunto resultaria en un
incremento de las acciones reforzadoras y motivacionales de la cocaina (Lobo y Nestler
2011).

Los datos obtenidos son coherentes con estos mecanismos, y reflejan procesos de
plasticidad especificos a mediano y largo plazo. Resulta destacable que las
neuroadaptaciones mencionadas han sido descritas principalmente para tratamientos
cronicos con cocaina, mientras que con los protocolos utilizados pudimos observar
estos cambios bien definidos, con sdlo tres dias de tratamiento. Esto sugiere que los
mismos pueden ser facilitados por la adulteracion con cafeina. Por lo tanto, la accidn
potenciadora de la cafeina no sélo se expresa a nivel comportamental, como ya ha sido
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demostrado en estudios previos del laboratorio, sino que también se refleja en los
tiempos de inicio de adaptaciones a nivel funcional y molecular.

Una respuesta similar se observé en el CPP, sobre el cual la combinaciéon de Coc+Caf
indujo un fortalecimiento del comportamiento, y el mismo se asocié a respuestas
especificas y diferenciales en el perfil de expresién de los genes analizados. El andlisis
génico realizado en relacién al CPP, a diferencia de la sensibilizacién, se centrd
principalmente en IEGs. La expresion diferencial de algunos genes en el grupo tratado
con la combinacién de Coc+Caf se relaciond sobre todo a la exposicion al ambiente
previamente asociado con la droga y procesos de evocacion de memoria. Esto coincide
con los datos sobre la relevancia del NAc y mPFC en el aprendizaje asociado a
recompensa, la atribucion de saliencia al estimulo condicionado, y el sesgo atencional
hacia el mismo (Berridge y Robinson 2016, Leeman y cols. 2014, Volkowy cols. 2019).
Los cambios inducidos en estas regiones por ambos psicoestimulantes (cocaina vy
cafeina) son, por lo tanto, altamente dependientes el contexto.

Con estos experimentos, sumados al trabajo previo mencionado en los antecedentes
de trabajo, confirmamos la acciéon potenciadora de la cafeina sobre varias fases claves
del proceso adictivo: las acciones agudas, el consumo repetido, la motivacién por la
busqueda e instauracion del comportamiento del consumo, la sensibilizaciéon a
acciones de la droga, y ahora también el condicionamiento asociado a recompensa.
Todas estas etapas forman parte del ciclo adictivo descrito anteriormente, y pueden
continuarse con la instalaciéon de habitos y progresar luego al uso compulsivo y
adiccioén (ver Figura 4; Everitt 2014). El hecho de que la cafeina pueda ejercer su accién
potenciadora en varias de estas etapas y procesos secuenciales, puede significar que la
misma, de forma global, sea capaz de precipitar y propulsar el transito a través de las
fases del ciclo adictivo. Esto puede tener consecuencias muy relevantes a nivel clinico,
y ayudar a explicar en parte, la rdpida dependencia de los consumidores de PBC.

La cafeina ejerce sus efectos, incluyendo las acciones facilitadoras descritas, mediante
el antagonismo de los receptores adenosinérgicos A1l y A2A (Fredholm y cols. 1999).
Por esto mismo, llama la atencidn que pese al gran impacto que tiene como
adulterante a nivel comportamental y molecular, en ambos estudios de expresién
génica realizados en esta Tesis, su efecto sobre los receptores adenosinérgicos fue
menor o nulo. Es probable que las bajas dosis de cafeina utilizadas sean suficientes
para potenciar la respuesta de la cocaina, pero no para alterar la expresion de este tipo
de receptores. Esto sugiere que la potenciacién en la sensibilizacion vy
condicionamiento inducido por la PBC adulterada con cafeina no se encuentra
mediada por cambios en la abundancia de los receptores de adenosina. Resulta
factible que sus acciones en la regulacion de la sefial DAérgica a nivel intracelular, y a
través de la formacién de heterémeros A1-D1 y A2A-D2, sean suficientes para
potenciar los efectos de la cocaina (Ferré y Ciruela 2019, Ferré y cols. 2018b, Fisone y
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cols. 2004). También vale la pena mencionar, considerando los resultados obtenidos,
qgue se ha propuesto la existencia de heterdmeros A2A-CB1 en las terminales
glutamatérgicas cortico-estriatales que hacen sinapsis en las MSNs (Ferré y cols. 2010).
Sumado a esto, recientemente un estudio in vitro comprobd que dichos heterémeros
son capaces de regular la liberacién de glutamato en el estriado, incluyendo el NAc
(Kofalvi y cols. 2020). En este trabajo, ademas, la administracion de un antagonista de
A2A (SCH58261) contrarrestd alostéricamente la inhibicion de la liberacién de
glutamato mediada por un agonista CB1 (Kofalviy cols. 2020).

Las técnicas utilizadas en esta Tesis no permiten determinar si los heterémeros A2A-
CB1 participan en los resultados observados. Pero aun asi, nuestros datos sobre la
accion de cafeina y el incremento en la expresion del receptor CB1 en el NAc, sugieren
gue es necesario considerar mas en detalle la interaccién entre el sistema
adenosinérgico y sECB al estudiar la potenciacion de la cafeina sobre el efecto
reforzador de cocaina.

En cuanto a la transmisidn DAérgica, brevemente, los resultados de los estudios de
sensibilizacién y CPP senalan un rol preponderante del receptor D1 en el NAc, sobre los
efectos inducidos por la combinacién de Coc+Caf. Esto coincide con los datos
reportados sobre la relevancia del receptor D1 en mediar los efectos de la cocaina en
cuanto a su accién recompensante (Caine y cols. 2007), la sensibilizacion
comportamental (Pierce y Kalivas 1997), la induccién de Fra-2 (Zhang y cols. 2002) y la
expresion de IEGs en procesos de memoria (Li y cols. 2016). Nuevamente, se refuerza
la idea de que los rapidos y fuertes efectos inducidos por la PBC adulterada con cafeina
estan mediados por mecanismos ya descritos para cocaina, pero reclutados de forma
temprana, a bajas dosis y tratamientos mas cortos.

Evaluacion del CBD como potencial tratamiento para los efectos inducidos por PBC

Una segunda parte de esta Tesis se centrd en evaluar la capacidad del CBD de
atenuar el efecto potenciador de la cafeina en la sensibilizacion locomotora, con el fin
de comenzar a indagar su potencial terapéutico para la dependencia a PBC.

Los resultados obtenidos demostraron que el pre-tratamiento con CBD fue capaz de
prevenir la expresion del fendmeno de sensibilizacién en los animales tratados con el
sucedaneo de PBC. Estos datos constituyen la primera evidencia pre-clinica que
apoyaria el potencial propuesto de CBD como herramienta terapéutica para los
consumidores de PBC. Los mismos adquieren particular relevancia en el contexto
actual de alta demanda de asistencia y tratamientos para la dependencia a PBC (OUD
2017), junto con la exploracion en marcha a nivel mundial del uso de cannabinoides
para la adiccion a drogas (Epstein 2019, Galaj y Xi 2019, Chye y cols. 2019). El alto perfil
de seguridad de CBD (Taylor y cols. 2018), y el hecho de que ya se estén realizando
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pruebas clinicas con esta sustancia (Epstein 2019), facilita la consideracién traslacional
de este y futuros estudios, especialmente para la disminucién de la frecuencia e
intensidad de las recaidas en el consumo de PBC.

La evidencia cientifica disponible sobre la eficacia del CBD para contrarrestar las
acciones de drogas psicoestimulantes es inconsistente, con varios reportes sefialando
un efecto nulo sobre la sensibilizacion locomotora inducida por cocaina (Chye y cols.
2019, Gerdeman y cols. 2008, Lujan y cols. 2018). Sin embargo, en el ensayo realizado
en esta Tesis, el CBD fue efectivo en evitar la expresidon de la sensibilizacidén, asociada
con efecto potenciador de la cafeina. Estos resultados pueden ayudar a comprender
las condiciones experimentales bajo las cuales el CBD podria tener efectos beneficiosos
para la dependencia a psicoestimulantes, y también refuerza la importancia de
considerar a los adulterantes en el estudio de las acciones de drogas de abuso ilegales.
Esto es muy importante, ya que a nivel pre-clinico, las drogas adictivas suelen
estudiarse de forma aislada, si bien las mismas llegan al consumidor con distintos
niveles de adulteracion (Cole y cols. 2011, Pascale y cols. 2019). Es por esto que, a lo
largo del desarrollo de esta linea de investigacion, hemos hecho hincapié en la
relevancia de incluir los adulterantes mas frecuentes en los estudios de drogas de
abuso ilegales. Como se refleja en los resultados de esta Tesis, la adulteracién con
cafeina es capaz de alterar los efectos de la PBC, facilitando procesos que forman parte
del desarrollo adictivo. De la misma forma, el estudio de las acciones del CBD,
considerando la presencia del adulterante cafeina, permitié reconocer una
oportunidad terapéutica que quizds no hubiese estado disponible de haber
considerado Unicamente a la cocaina como componente activo principal de la PBC.

Ademas de evaluar el potencial del CBD sobre los efectos comportamentales de
Coc+Caf, se analizd su accién sobre la actividad metabdlica del NAc y mPFC asociada a
la expresién de la sensibilizacién. De manera interesante, la sensibilizacion locomotora
con Coc+Caf se acompafié de un incremento en la actividad metabdlica en el NAc, y un
descenso de la misma en la mPFC, pudiendo ambos efectos ser prevenidos con el pre-
tratamiento con CBD.

Los efectos de la sensibilizacién con Coc+Caf en la marcacién de la actividad de la
enzima CO-l, como indicador enddgeno de actividad metabdlica neuronal, pueden dar
la impresién de contradecirse con los datos de la expresién de Fra-2, obtenidos luego
del mismo tratamiento y protocolo experimental. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que la informacién que brinda la actividad de CO-lI es muy diferente a la
informacién basada en la expresion de IEGs como c-fos y fra-2, e incluso otros
marcadores metabdlicos como la 2-deoxiglucosa (Wong-Riley 1989). Mientras que los
IEGs como fra-2 se asocian a eventos evocados proximos, y reflejan la actividad neural
en un rango de minutos o pocas horas, la CO-I refleja cambios a largo plazo en la
capacidad metabdlica neuronal, que se acumula a lo largo de varias horas a dias
(Hevner y cols. 1995, Wong-Riley 1989). La actividad global de la CO-l estd
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determinada principalmente por la abundancia de esta enzima en la mitocondria, y la
expresion de la misma responde, a su vez, a los cambios en la actividad neural (Hevner
y Wong-Riley 1993, Zhang y Wong-Riley 2000). De esta forma, la abundancia y
actividad de la CO-I estd estrechamente ligada a la demanda energética, aunque para
evidenciar efectos apreciables por histoquimica son necesarios ajustes sustanciales en
la actividad y cantidad de la enzima. Estos ajustes implican procesos de sintesis,
degradacidon o modificacion enzimatica, por lo que requiere un tiempo mayor para
consolidarse y evidenciarse que los IEGs (Hevner y Wong-Riley 1993, Wong-Riley
1989). Por esta razén, los cambios observados en el metabolismo regional cerebral por
histoquimica de la CO-l, son interpretados a modo de cambios instaurados como
consecuencia de protocolos o procesos particulares, mas que la respuesta especifica
frente al estimulo previo a la colecta del tejido. Es asi que, a nivel del comportamiento,
se ha propuesto que los cambios en la actividad de CO-Il pueden relacionarse mas con
diferencias en propensiones conductuales especificas generadas por una condicién o
tratamiento, que a comportamientos particulares (Sakata y cols. 2005). Esto aporta
una dimensién muy relevante en relacién a los resultados obtenidos, ya que, por
ejemplo, la disminucion de actividad metabdlica en la mPFC generada por el
tratamiento repetido con Coc+Caf puede relacionarse con una mayor propensiéon a
comportamientos impulsivos asociados a la recompensa. Estos, a su vez, pueden
facilitar y desencadenar una recaida (Perry y cols. 2011, Zilverstand y cols. 2018).

Por lo tanto, los resultados de la actividad de Fra-2 y CO-l nos aportan informacién
complementaria sobre los mecanismos detras del mismo fenédmeno, que operan en
espacios temporales diferentes.

Los resultados de la actividad de CO-lI en los animales sensibilizados con Coc+Caf
concuerdan con lo reportado para tratamientos de sensibilizacién con cocaina a nivel
pre-clinico (Vélez-Hernandez y cols. 2014, Walker y Sevarino 1995). En particular, el
aumento de CO-| en el NAc puede estar relacionado con el incremento sostenido de la
sefial glutamatérgica desde la mPFC que ocurre luego de la administracién de la droga,
asociada a la sensibilizacion (DosSantos y cols. 2018, Scofield y cols. 2016). Esta
interpretacidon es apoyada por los datos de expresidon génica repasados mas arriba, y
discutidos en el Articulo Cientifico 1 (Objetivo Especifico 1.2), que sefialan mecanismos
de plasticidad glutamatérgica en el NAc luego del mismo tratamiento con PBC
adulterada con cafeina.

Por otro lado, la hipofuncionalidad prefrontal inducida por cocaina se encuentra
ampliamente reportada luego de tratamientos crdnicos con cocaina y un periodo de
abstinencia, tanto a nivel pre-clinico como en personas con dependencia a dicha droga
(Gobin y cols. 2019, Kalivas y cols. 2005, Vélez-Hernandez y cols. 2014, Zilverstand y
cols. 2018). Es esperable que frente a una hipoactividad frontal disminuya la demanda
metabdlica de esta regién, reflejado en la menor marcacién de CO-I observada.
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La funcionalidad reducida de la PFC inducida por el consumo repetido de drogas, se ha
relacionado con el detrimento del control inhibitorio que caracteriza a la adiccién
(Zilverstand y cols. 2018). En el mismo sentido, la disminucién del flujo sanguineo en la
PFC de roedores genera un escalado en la busqueda de cocaina, y la instauracién de un
comportamiento de consumo del tipo compulsivo en el modelo de autoadministracién
intravenosa (Du y cols. 2018). El aumento de la transmisién DAérgica en la PFC como
resultado de la administracién crdnica de cocaina tiene un rol importante en este
fenédmeno. En particular, se ha evidenciado que la activacion del receptor D3 se asocia
a una disminucion del volumen sanguineo cerebral en la PFC, y el subsiguiente
debilitamiento del control inhibitorio (Chen y cols. 2011, Choi y cols. 2006). De manera
interesante, en nuestros estudios observamos un marcado incremento en la expresion
de receptores D3 en la mPFC de los animales sensibilizados con PBC con cafeina. Esto
se complementa con la disminucién de la actividad de CO-l observada en esta region, y
sugiere que el receptor D3 puede tener un rol relevante en la potenciacién del efecto
reforzador de la cafeina.

El pre-tratamiento con CBD, por su parte, logré prevenir de manera significativa las
alteraciones metabdlicas descritas previamente, asociadas a la expresion de la
sensibilizacion. Este resultado es muy relevante, ya que muestra que las acciones del
CBD al evitar los efectos potenciadores de la cafeina a nivel comportamental, no estan
dados por una simple atenuacidn de la locomocidn, sino que se asocian a un efecto
protector sobre las adaptaciones metabdlicas duraderas inducidas por Coc+Caf en
regiones claves del circuito motivacional. Esta accién podria tener fuertes
consecuencias a nivel de tratamiento, especialmente en el craving y el riesgo de
recaidas. Esta afirmacidn se sustenta en un estudio de Chen y colaboradores (2013), en
el cual comprueban que la estimulacion optogenética de la mPFC de ratas expuestas a
cocaina previne la busqueda compulsiva de la droga, mientras que su inhibicién, por el
contrario, la potencia (Chen y cols. 2013). Dicho “rescate” o reversiéon de la
hipoactividad de la PFC, es una estrategia que también se ha utilizado en humanos
como tratamiento para la dependencia de sustancias. Existen reportes que indican que
el uso de estimulacidon magnética transcraneana para estimular la PFC de personas con
dependencia a cocaina, resulté en una reduccién significativa del consumo y un mayor
control sobre el craving durante la abstinencia (Bolloni y cols. 2016, Rapinesi y cols.
2016). Si bien estos ensayos en humanos son preliminares, la recuperacion de la
actividad de la PFC parece ser esencial en la recuperacion de las personas con
dependencia a psicoestimulantes, y nuestros datos pre-clinicos sugieren un potencial
del CBD que podria contribuir en ese sentido.

Los mecanismos por lo cuales el CBD logra prevenir la expresion de la sensibilizacién y
las alteraciones en la actividad metabdlica del NAc y mPFC son dificiles de establecer,
principalmente por los multiples sitios de accion y compleja farmacologia de esta
molécula. Por un lado, los datos de expresién génica obtenidos en esta Tesis sugieren
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una participacion importante del receptor CB1 en las acciones de la PBC adulterada
con cafeina. CBD puede actuar como un modulador alostérico negativo del CB1
(Laprairie y cols. 2015), por lo que es posible que este receptor medie, al menos en
parte, algunas de las acciones del CBD en la atenuacién de los efectos de Coc+Caf. A su
vez, ademads de los mecanismos ya discutidos en el Articulo Cientifico 3, CBD también
puede actuar directamente sobre todos los complejos de la cadena de transporte de
electrones, incluido el complejo IV (citocromo c oxidasa) (Busquets-Garcia y cols. 2018,
Singh y cols. 2015). La administracion de CBD en ratas, tanto de forma aguda como
repetida, es capaz de inducir un incremento en la actividad del complejo IV (Valvassori
y cols. 2013). Sin embargo, es poco probable que esta accién tenga un rol
preponderante los resultados observados, ya que la actividad de CO-I del grupo control
pre-tratado con CBD no se distinguié del grupo control sin CBD. También, las acciones
agudas sobre la CO-I se observaron sdlo a dosis mas altas (30 y 60 mg/kg frente a los
20 mg/kg utilizados aqui), y el tratamiento repetido consté de 14 dias de tratamiento,
mucho mayor a los 3 dias del protocolo incluido en esta Tesis (Valvassori y cols. 2013).
Es probable que varios mecanismos mediados por CBD estén actuando de forma
simultdnea en las acciones protectoras registradas. Por ejemplo, se ha propuesto que
la capacidad del CBD para prevenir algunas neuroadaptaciones inducidas por
psicoestimulantes, constituye uno de los mecanismos generales mds importantes que
subyacen a su utilidad para el tratamiento de la dependencia a este tipo de drogas
(Calpe-Lopez y cols. 2019). Esto se encuentra en sintonia con nuestros datos. Sin
embargo, no podemos desconocer que el tratamiento repetido con cocaina (y con
cafeina) podria generar procesos inflamatorios en el SNC (Bachi y cols. 2019,
Periyasamy y cols. 2016, Sil y cols. 2019), por lo que las fuertes propiedades
antiinflamatorias del CBD podrian participar de igual forma en la normalizacién de las
alteraciones inducidas por psicoestimulantes (Batchell y cols. 2017, Calpe-Lépez y cols.
2019). Van a ser necesarios otros estudios para identificar los mecanismos que
subyacen a la accién atenuadora del CBD sobre el efecto potenciador de la Coc+Caf.

Si bien los resultados obtenidos son prometedores en relacién al potencial terapéutico
del CBD para atenuar algunas acciones del consumo de PBC, tanto nivel
comportamental como funcional, este trabajo constituye un primer estudio inicial al
respecto. Nuestros resultados promueven la investigacién pre-clinica y clinica basada
en CBD como tratamiento para el consumo de PBC, apoyandola como una opcién
factible de poseer eficacia real para las personas con dependencia a esta droga.

Tomados en conjunto, los hallazgos descritos en esta Tesis contribuyen a la
comprensién de algunos mecanismos detras de la contribucién del adulterante cafeina
a la répida dependencia inducida por PBC, y propone un camino a explorar en la
busqueda de tratamientos seguros y eficaces para la dependencia a esta droga.
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CONCLUSIONES GENERALES

El desarrollo de esta Tesis permitid la obtencién de las siguientes conclusiones

generales:

La cafeina, como adulterante, es capaz de facilitar y acelerar procesos
comportamentales, asi como neuroadaptaciones (celulares, moleculares vy
funcionales) en dos regiones claves del circuito motivacional, inducidas por
tratamientos cronicos de cocaina. El rapido inicio e instauracién de estos
procesos, producto de la interaccion farmacolégica entre cocaina y cafeina,
podria explicar en parte, la temprana y fuerte dependiencia inducida por PBC.

Los resultados obtenidos permitieron identificar el potencial terapéutico de
CBD sobre un fendmeno asociado al desarrollo adictivo de la PBC.

Los resultados de esta Tesis colaboran en la comprension del rapido desarrollo
de la adiccidn a PBC, y en comenzar a sentar las bases pre-clinicas para posibles
ensayos clinicos con CBD como tratamiento para la dependencia en
consumidores de PBC.
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PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en la presente Tesis dieron lugar a una serie de perspectivas,

dentro de las que se destacan las siguientes:

Nuestro estudio de la expresion génica asociada a la rdpida sensibilizacion de PBC
adulterada con cafeina, indic6 mecanismos de plasticidad de naturaleza
glutamatérgica. Sin embargo, en dicho estudio, de espectro amplio, se consideraron
Unicamente dos subunidades de receptores glutamatérgicos (una de receptores
AMPA y otra de NMDA) dentro de la vasta diversidad receptores de glutamato,
incluyendo los receptores de kainato y receptores metabotépicos. Distintas
evidencias sefalan que los receptores metabotrdpicos de glutamato, en especial el
mGIuRS5, tienen un rol importante en los efectos reforzadores de la cocaina (de Laat
y cols. 2018, Li y cols. 2018). También se ha descrito que el tratamiento crénico con
cocaina puede inducir un cambio en la composicién de subunidades de los
receptores ionotrdpicos, alterando las propiedades de los mismos, y relacionandose
con diferentes fendmenos del ciclo adictivo (Liu y cols. 2016, Smaga y cols. 2019).
Nuestros resultados nos impulsan continuar con el estudio de las
neuroadaptaciones asociadas al efecto potenciador de la cafeina, con un foco mas
especifico y profundo en el sistema glutamatérgico, incluyendo distintas
subunidades de los receptores ionotrdpicos y a los receptores metabotrdpicos.

Habiendo observado un potencial efecto beneficioso del CBD sobre la facilitacién de
la cafeina a nivel comportamental, y sobre neuroadaptaciones a largo plazo en el
circuito de recompensa, resulta interesante poner a prueba dicha accién en otros
modelos. En particular, seria de gran interés evaluar su potencial terapéutico
utilizando paradigmas comportamentales en los que ya tengamos evidencias
previas de las acciones de Coc+Caf, y que permitieran, a su vez, estudiar de forma
mas precisa los comportamientos de busqueda de droga, abstinencia y recaida. Un
buen modelo para esto es la autoadministracidn intravenosa. Previamente hemos
demostrado que la cafeina es capaz de potenciar la motivacién por la busqueda de
droga, y también retrasar la extincién de la busqueda durante la abstinencia (Prieto
y cols. 2016). Seria interesante ver si el CBD puede evitar la accion potenciadora de
la cafeina también en estos procesos.
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e Es importante ahondar en los mecanismos detrds del efecto del CBD sobre la
sensibilizacidn inducida por Coc+Caf, para comprender el alcance de sus acciones
protectoras. Como se describié anteriormente, uno de los mecanismos propuestos
del potencial terapéutico del CBD para la dependencia a drogas es a través de su
capacidad antiinflamatoria. Nos proponemos, por lo tanto, comenzar con el estudio
del rol de este mecanismo en los efectos observados en nuestros experimentos.
Para esto se realizard una caracterizacion de las vias de inflamacidn inducidas por la
sensibilizacidon de Coc+Caf, mediante el uso de RT2 Profiler PCR Arrays, y se evaluara
el efecto del pre-tratamiento con CBD en las mismas. Cabe mencionar que estos
experimentos se encuentran programados dentro de un Proyecto Fondo Clemente
Estable modalidad Il, por lo que los mismos constituyen la perspectiva mas préoxima
a ser abordada por nuestro grupo de trabajo.
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