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RESUMEN.

La Pasta Base de Cocaina (PBC) es una droga psicoestimulante ilegal, que se consume
en nuestro pais desde el ano 2002. Si bien algunos de los efectos subjetivos y
fisiolégicos son similares a los inducidos por cocaina (clorhidrato), PBC genera una gran
dependencia, una serie de trastornos comportamentales tales como impulsividad/
agresividad, rotura de cddigos sociales y un gran deterioro cognitivo. Aun se
desconocen los factores que expliquen este perfil clinico caracteristico.

En general, se considera a la via de administracion como el principal factor que
explicaria las diferencias detectadas entre los consumidores de PBC y cocaina
(inhalacién pulmonar vs. intra-nasal). Sin embargo, hasta el momento no se habia
estudiado la incidencia de los componentes quimicos presentes en la PBC como un
factor adicional. Dado que PBC es el producto que se obtiene en las etapas tempranas
en el proceso quimico de extraccién del alcaloide cocaina a partir de las hojas de coca,
la droga contiene cocaina (base), componentes del proceso natural de manufactura de
la droga (impurezas) asi como compuestos quimicos. Sumado a esto, la PBC se vende
adulterada.

Antecedentes de nuestro grupo de trabajo, demostraron que una serie de muestras de
PBC incautadas en nuestro pais, contenian un porcentaje variable de cocaina base (20-
70 %), otros alcaloides (trans y cis-cinamoil cocaina) en cantidades muy bajas (0.1 - 4
%) y cafeina (1-15 %) como adulterante activo. Estos datos nos llevaron a proponer la
importancia de considerar la composicidon quimica de la PBC en sus acciones sobre el
Sistema Nervioso Central (SNC). Siendo cocaina y cafeina los principales componentes
detectados en la mayoria de las muestras de PBC analizadas, la hipdtesis de trabajo de
la presente Tesis de Maestria postula que ambos compuestos serian los principales
responsables de los efectos farmacoldégicos inducidos por la droga sobre el SNC.

El objetivo general del trabajo fue estudiar el papel de los componentes mayoritarios
presentes en la PBC en los efectos comportamentales inducidos por la droga, en
particular en su accién estimulante y sobre la conducta agresiva. Los cambios
neuroquimicos inducidos por la PBC sobre el sistema dopaminérgico y serotoninérgico
en regiones del circuito mesocorticolimbico también fueron estudiados.

Se caracterizd el efecto estimulante en ratas inducido por el tratamiento sistémico
agudo de tres muestras de PBC representativas de una composiciéon quimica diferente:
PBC 1, 5y 7. Se utilizé el campo abierto como modelo comportamental para evaluar la
propiedad estimulante de la PBC. Por otra parte, se caracterizd el efecto
comportamental inducido por el tratamiento sistémico agudo de una muestra de PBC
(PBC 1) sobre las conductas agresivas, utilizando el paradigma de agresidon por
aislamiento en ratas macho. Los cambios neuroquimicos fueron evaluados mediante el




uso de cromatografia liquida de alta resolucidon con deteccion electroquimica. Todos
los estudios fueron comparados con cocaina (pura) inyectada a dosis equivalentes y
bajo la misma via de administracion.

El efecto estimulante inducido por las muestras PBC 1, 5, 7 y cocaina fue dosis-
dependiente. La comparacion con cocaina (pura) demostré que el principal
responsable del efecto estimulante inducido por dichas muestras de PBC fue la cocaina
(base). Sin embargo, en las muestras PBC 1 y 7, y a determinadas dosis, la cafeina
indujo un efecto aditivo potenciando la accién estimulante de las mismas. Aunque de
manera indirecta, se confirmd que los otros componentes (impurezas) presentes en las
muestras de PBC no participaron en la accién estimulante.

Tanto PBC 1 como cocaina indujeron un bloqueo significativo en las conductas
agresivas. La actividad exploratoria (rearings) fue aumentada de manera similar por
ambas drogas. Esta respuesta conductual se asocié con una hiperactividad motora
inducida por ambos psicoestimulantes. Se observé un aumento de la neurotransmisién
dopaminérgica y serotoninérgica a nivel del circuito mesocorticolimbico, el cual fue
similar para PBC 1 y cocaina. Este resultado indicé una vez mas, que la cocaina (base)
presente en PBC 1 fue la responsable de la induccién de este efecto neuroquimico.
Adicionalmente, éstos resultados permitieron proponer que la activacion del sistema
dopaminérgico mesolimbico estaria en la base del efecto anti-agresivo observado. No
hubo efecto residual de ambas drogas.

Es importante mencionar que el presente trabajo de Tesis constituyé el primer
abordaje neurobiolégico pre-clinico en el Uruguay aportando informacién sobre una
serie de efectos centrales de la PBC y su comparacion con cocaina. Asimismo, estos
datos serdn la base para la profundizacién en el estudio de otros efectos de la PBC en
el SNC.
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PRESENTACION DE TESIS

La Pasta Base de Cocaina (PBC) es una droga de abuso ilegal cuya aparicién irrumpe en
nuestro pais en el afio 2002 asociado a una gran crisis econdmica (Junta Nacional de
Drogas, JND 2006). En ese momento, nada se conocia sobre dicha droga llevando
incluso a que se planteara a la PBC como una nueva droga de abuso. Sin embargo,
algunas evidencias aportaron que el consumo de PBC se extendia por varios paises de
América del Sur desde hacia ya varias décadas. En particular, desde 1970 existen
reportes de su uso en Peru, Bolivia, Colombia y Ecuador (Castafio 2000), demostrando
asi que la PBC no es una droga nueva en Latinoamérica. La eclosién de su consumo en
nuestro pais se produjo principalmente en individuos jovenes y de bajo nivel
socioecondmico y su correlato asociado a algunos casos de perfiles de violencia y
criminalidad generé un efecto de alarma publica sin precedentes (JND 2006). Los
actores involucrados en la asistencia de sus consumidores se enfrentaron
repentinamente a un perfil clinico dificil de diagnosticar y a una nueva situacién de
tratamiento de sintomas inducidos por la droga. Por lo tanto, el desconocimiento del
mecanismo de accién de la PBC a nivel del sistema nervioso central (SNC) generd la
necesidad de contar con informacién sobre sus efectos neurobiolégicos que
permitieran explicar las alteraciones fisicas y psiquicas observadas luego de su
consumo.

En este contexto, la presente Tesis se desarrolla en el marco de una linea de
investigacidon cuyo objetivo general es el de aportar informacién preclinica sobre los
efectos farmacoldgicos inducidos por la PBC en el SNC. Asi, esta tesis fue disefiada para
llevar a cabo parte de éste objetivo. En particular, se incluyé el estudio del efecto
estimulante inducido por diferentes muestras de PBC, asi como el efecto sobre la
respuesta comportamental de agresién.

En el capitulo de introduccién describiremos en primer lugar la definicion de PBC Yy las
caracteristicas principales de su consumo para luego presentar caracteristicas
generales sobre la adiccidon a drogas de abuso, las bases neurales de la adiccidn, los
cambios comportamentales y neuroquimicos subyacentes asi como la influencia de la
via de administracién en el potencial adictivo de drogas de abuso. A su vez,
presentaremos la relacién entre las conductas agresivas y el consumo de drogas de
abuso. Finalmente, introduciremos el concepto de los adulterantes como factor a
considerar en el efecto farmacoldgico de las drogas de abuso y presentaremos datos
de nuestro grupo de trabajo sobre el analisis de la composicién quimica de muestras
de PBC incautadas en nuestro pais.

Cabe sefialar que la mayoria de las evidencias estardn disponibles en relacion a la
cocaina considerada como droga paradigmdatica a comparar con los efectos estudiados
para PBC.



I. INTRODUCCION.

1. PASTA BASE DE COCAINA.

1.1 Definicion y elaboracion de Pasta Base de Cocaina.

La PBC es el producto que se obtiene en alguna de las etapas tempranas en el proceso
quimico de extraccion del alcaloide cocaina, a partir de las hojas de coca (del arbusto
Erythroxylon coca). En este proceso existen varias etapas de purificacidn, las que
generalmente finalizan con la obtencién de la cocaina en su forma de clorhidrato,
siendo el polvo blanco que se inhala (la via intra-nasal es la mas comun en el consumo
de cocaina). La PBC generalmente se obtiene al disolver en agua las hojas de coca
secas y de tratar ésta solucién con querosén o gasolina, sustancias alcalinas y luego
con permanganato de potasio y finalmente 4cido sulfurico (Figura 1). Este proceso
produce un polvo untuoso que puede contener un porcentaje diferente en cocaina en
su forma de base mezclado con diversas sustancias quimicas, entre las cuales se
encuentran las impurezas (definidas como componentes del proceso natural de
manufactura de la droga). Sumado a esto, la PBC se vende adulterada haciendo que la
composicidon de la misma resulte altamente variable (Jeri 1984; ElISohly y cols. 1991;
Castafio 2000; JND 2007).

Figura 1- PBC en el proceso de obtencion de clorhidrato de cocaina.
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Figura 1. En el esquema se muestra que PBC es el producto previo en el proceso de
elaboracion y purificacion de cocaina en su forma de clorhidrato a partir de las hojas de coca.

La PBC es una droga de muy bajo costo, se produce a través de procedimientos de
laboratorios muy simples, es de facil uso y posee una potente y breve accidon
estimulante. Estos factores favorecieron su rdpida instauracién y difusién en el
mercado del pais (Castaifio 2000; JND 2006). Se vende o se consume en forma de
“gota” o “lagrima”, siendo la forma de “tiza” la que se utiliza para su trafico
internacional (Figura 2). Su aspecto varia entre el color blancuzco, grisaceo al
amarillento, dependiendo de la cantidad del alcaloide cocaina o adulterante que
contenga.




Figura 2- Formas de PBC.

Figura 2. La foto representa una muestra de PBC en su formato de tiza (A) y gota (B).

1.2 Patrén de consumo y sintomatologia.

La PBC es una forma de cocaina alcalina o basica, que posee un punto de volatilizacién
bajo, lo cual le confiere la propiedad de ser fumada, por lo que se define como una
cocaina fumable. Se consume mediante pipas o dispositivos similares como latas o
inhaladores, y puede fumarse mezclada con tabaco o marihuana en forma de cigarrillo
(Castafio 2000; JND 2007). Su inhalacion hace que sus componentes pasen
directamente a los pulmones donde se absorben a gran velocidad, produciendo un
rapido efecto (euforia), muy intenso y una dependencia de extrema gravedad,
caracteristicas que le proporcionan un alto poder adictivo. La etapa de euforia se
caracteriza por alteraciones psicomotrices (hipertonia muscular y estereotipias),
aumento de la presién arterial, temperatura corporal, frecuencia respiratoria y
cardiaca e hipersensibilidad sensitiva. Luego de algunos minutos esta euforia es
reemplazada por una marcada ansiedad, miedo, depresion o apatia. Estos cambios no
deseados (disforia) llevan a que el individuo posea un deseo incontrolable de volver a
consumir, desencadenando el fendmeno de busqueda de la droga o craving. Esta
descrito que el consumo crénico de PBC produce una disminucién marcada de peso
corporal, con anorexia, astenia, insomnio e irritabilidad, alteraciones cognitivas
(alteraciones de memoria y concentracion), conductas antisociales o asociadas a actos
violentos, desinterés laboral y académico y un estado de psicosis paranoide
(Organizaciéon Mundial de la Salud 1987; Castro de la Mata 1989; Navarro 1989; Pérez
2003; JND 2006).

Dado que PBC es una cocaina fumable ha sido confundida con el crack, el cual se
clasifica como otra forma fumable de cocaina, aunque éste, a diferencia de la PBC,
constituye un paso posterior al clorhidrato de cocaina. El crack se obtiene mezclando
el clorhidrato de cocaina con sustancias alcalinas, como bicarbonato de sodio y
amoniaco y finalmente agua para convertirlo a base, dando lugar a las “rocas de
crack”. Es interesante mencionar que los sintomas clinicos que aparecen en los
consumidores de crack son similares a los descritos para PBC (Hatsukami y Fischman
1996; Cornish y O’Brien 1996; Castafio 2000 y Castafio comunicacion personal ).



Algunos de los efectos subjetivos o fisiolégicos producidos por PBC son similares a los
observados por cocaina en su forma de clorhidrato (aumento de alerta, euforia,
desinhibicion, disforia) o incluso por otras sustancias de abuso, tales como anfetamina.
Sin embargo, caracteristicas como la rotura de cddigos sociales, el deterioro cognitivo,
la alta impulsividad y agresividad, asi como el alto grado de dependencia distinguen un
perfil clinico caracteristico para los consumidores de PBC, a diferencia del observado
para otras drogas de abuso (Jeri 1978; Castro de la Mata 1989; JND 2006). Otra de las
diferencias clinicas observadas con cocaina es la aparicion de sintomas y signos de
intoxicacion aguda y el fenédmeno de tolerancia aguda y/o sensibilizacion que poseen
los consumidores de PBC, fendmeno que también aparece en consumidores de crack
(Castaio, comunicacion personal). El rapido pasaje que se observa del uso ocasional al
abuso de la droga estaria explicado, en parte, por la aparicion de estos fendmenos
(JND 2006).

2. ADICCION A DROGAS DE ABUSO.

Desde el momento que se trabaja con una droga de abuso, debemos conocer que
dependiendo de la modalidad o frecuencia de su uso, puede desencadenar la patologia
de la adiccién. Adiccién a drogas de abuso se considera un desorden compulsivo
caracterizado por el consumo crénico y la busqueda compulsiva de la droga, la pérdida
del control y la aparicion de un estado emocional negativo (disforia, ansiedad,
irritabilidad), reflejando un sindrome de abstinencia motivacional cuando es impedido
el acceso a la droga (DSM-IV 1994; Koob y Le Moal 1997; Koob y Volkow 2010). La
vulnerabilidad a la recaida en los adictos puede persistir durante afios, lo que implica
que la adiccidn causa cambios a largo plazo en la funcién cerebral como resultado del
consumo repetido de la droga, disposicidn genética y asociaciones ambientales con el
uso de la misma (aprendizaje). De esta manera, comprender las bases de la adiccidn
implica estudiar los mecanismos fisiolégicos que desencadenan las drogas de abuso en
el SNC luego de tratamientos agudos y crénicos.

A pesar de que se conoce el riesgo de desencadenar la patologia de la adiccion en la
exposicién repetida a drogas de abuso, paraddjicamente un bajo porcentaje de
individuos se convierten en adictos. Aun se desconocen los factores que desencadenan
esta situacion. Sin embargo, factores genéticos, ambientales y alteraciones en el
desarrollo del SNC podrian determinar que una persona despierte la patologia (Volkow
y cols. 2011).

En este contexto, es interesante destacar que en nuestro pais el consumo de PBC esta
concentrado geografica y socioculturalmente en las zonas mas vulnerables desde el
punto de vista econdmico de la capital, haciendo que los factores ambientales influyan
sustancialmente en la vulnerabilidad de los individuos para desencadenar la patologia.
A su vez, se ha constatado que el 60 % de los consumidores de PBC presentan signos
de alta dependencia, considerdndose a la PBC como la droga que genera el mayor




consumo problematico comparado con otras drogas de abuso (Observatorio Uruguayo
de Drogas 2007).

2.1 Bases neurales en la accion de drogas de abuso: sistema dopaminérgico.

Actualmente se conocen varios circuitos cerebrales involucrados en la neurobiologia
de la adiccion. A pesar de ello, el conocimiento de los sustratos neurobiolégicos
asociados a los efectos reforzadores de las drogas de abuso se logré a través de la
identificacion del sistema de motivacién o recompensa en el SNC (Kalivas y Volkow
2005, Figura 3). Este sistema estd conceptualizado como un mecanismo de control que
determina tanto el umbral como la intensidad de la respuesta conductual frente a un
estimulo determinado (Pierce y Kalivas 1997). Es asi que numerosas evidencias
vinculan este circuito con el inicio y el mantenimiento de respuestas conductuales
tanto hacia estimulos o reforzadores naturales asi como también a drogas de abuso
(Koob y Bloom 1988; Le Moal y Simon 1991; Hooks y Kalivas 1995).

Como se muestra en la Figura 3, este circuito incluye una red de regiones
interconectadas a través de sus proyecciones disefiada para optimizar la respuesta
conductual frente a la recompensa y a asociaciones aprendidas. Una de las principales
regiones involucrada en la propiedad reforzadora de drogas de abuso es el Area
Tegmental Ventral (ATV, definida como nucleo A10 por Dahlstrom y Fuxe 1964), area
que contiene entre un 60 y 65 % de neuronas dopaminérgicas (DAérgicas). Los cuerpos
de las neuronas DAérgicas, que se originan en el ATV, proyectan hacia el Nucleo
Accumbens (NAcc) conformando el sistema DAérgico mesolimbico. A su vez, se han
descrito también proyecciones DAérgicas reciprocas a la corteza prefrontal (CPF)
describiendo el circuito mesocortical (Carr y Sesack 2000). Ambos sistemas describen
el circuito meso-cortico-limbico involucrado en el control de la emocién y el
comportamiento, en la recompensa y la cognicién.

Existe un consenso general en la clinica y en estudios pre-clinicos que revela que la
dopamina (DA) media las propiedades reforzadoras de la cocaina. Se ha demostrado
que luego del tratamiento agudo o repetido de cocaina y otras drogas
psicoestimulantes (por ejemplo, anfetamina) aparece un aumento en los niveles
extracelulares de DA en el NAcc, reflejando la activacién del sistema dopaminérgico
mesolimbico (Di Chiara e Imperato 1987; Kalivas y Duffy 1990; Broderick y cols. 2004;
Koob y Volkow 2010).
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Figura 3- Circuito motivacional o de recompensa.
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Figura 3. En el esquema se muestra la relacion funcional entre las regiones que conforman el
llamado circuito motivacional o de recompensa. En rojo se muestran las proyecciones
glutamatérgicas, en verde se muestran las vias dopaminérgicas, en marrén la via GABAérgica
exclusivamente, mientras que en azul se muestran las proyecciones GABA y neuropeptidicas
entre las distintas regiones. Modificado de Kalivas y Volkow, 2005.

No solo el sistema DAérgico participa como neurotransmisor principal en la
neurobiologia de la adiccidn a drogas de abuso. El NAcc recibe informacién excitatoria
(glutamato) que proviene de la CPF lateral (CPF lat) y medial (CPFm), corteza entorrinal
y el subiculo ventral del hipocampo y amigdala basolateral, regiones pertenecientes al
sistema limbico. Las neuronas corticales promueven conductas con un fin dirigido,
mientras que el subiculo ventral del hipocampo provee informacién espacial vy
contextual. Asimismo, la amigdala basolateral envia informacion sobre asociaciones
condicionadas, asi como informacion afectiva. Por otra parte, el NAcc proyecta
(utilizando GABA como principal neurotransmisor) hacia el palido ventral, region que
se interconecta con divisiones del talamo, constituyendo la salida motora de este
circuito. Por lo tanto, el NAcc es una regidén donde se integran las motivaciones que
derivan de regiones limbicas con el circuito de control motor, para regular las
conductas dirigidas hacia una salida motivacional (Koob y Volkow 2010, Sesack y Grace
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2010; Volkow y cols. 2011). Por otra parte, la amigdala extendida (sistema que integra
a su vez varios nucleos) es una region que aporta informacion sobre factores de estrés,
ambientales e interoceptivos y que proyecta, a través de GABA, hacia el ATV.

Por otra parte, no podemos dejar de mencionar que la DA en el SNC proviene, ademas
del ATV, de otro grupo neuronal mesencefalico: la Sustancia Nigra compacta (SNc,
definida como grupo A9 por Dahlstrom y Fuxe 1964). Dichas neuronas proyectan
principalmente al cuerpo estriado dorsal (ED) describiendo el sistema DAérgico meso o
nigroestriatal. Si bien este sistema se lo vincula estrechamente con el control del
movimiento y patologias asociadas (por ejemplo la enfermedad de Parkinson), varias
evidencias muestran que dicho circuito también participa en la accién estimulante y
comportamientos estereotipados inducidos por drogas psicoestimulantes. De hecho, la
contribucién del sistema DAérgico en el NAcc y ED (sistema mesolimbico y
mesoestriatal, respectivamente) ha sido estudiada ampliamente, en particular en la
accion de drogas como anfetamina y cocaina. La administracion sistémica de ambas
drogas aumentan la liberacion de DA en el NAcc y ED, accidén que se ha correlacionado
con el efecto estimulante de las mismas (Creese e Iversen 1974; Kelly e Iversen 1976;
Cole 1978; Kuczenski y cols. 1991; Antoniou y cols. 1998).

2.2. Mecanismo de accion de cocaina.

La cocaina es una de las drogas de abuso mds comunes en todo el mundo. La mayor
parte de su produccidn se realiza en paises como Peru, Colombia, Bolivia y Ecuador. Su
consumo induce euforia, estado de alerta y autoconfianza. Su uso repetido puede
provocar irritabilidad, cambios de personalidad, y psicosis paranoide (Goldstein y cols.
2009). El mecanismo de accién de cocaina es principalmente a través del bloqueo de la
proteina transportadora de DA, facilitando asi la neurotransmision DAérgica (Ritz y
cols. 1990; Brown y cols. 2001). Existe suficiente evidencia que correlaciona el efecto
estimulante inducido por la cocaina y el bloqueo de la recaptacién de DA (Giros y cols.
1996; Feldman y cols. 1997; Hall y cols. 2009). Sin embargo, la inhibiciéon del
transportador de DA no es una accién selectiva, dado que cocaina también bloquea los
recaptadores de noradrenalina (NA) y serotonina (5-HT), con el consecuente aumento
de la neurotransmision monoaminérgica. Se ha demostrado incluso, que la interaccién
con el transportador de catecolaminas es mas potente que para el de 5-HT (Ritz y cols.
1990; Han y Gu 2006). En roedores, se ha encontrado que en las regiones NAccy ED, la
cocaina induce un aumento en la transmision DAérgica, mientras que induce un
aumento en la liberacién de 5-HT tanto en la CPF como en el nucleo dorsal del Rafe,
nucleo que agrupa la mayor cantidad de neuronas 5-HTérgicas del SNC (Kuczenski y
cols. 1991; Miiller y Huston 2006; Torregrosa y Kalivas 2007). Asimismo, la cocaina
administrada en forma sistémica y aguda induce un aumento en la frecuencia de
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rearings (parametro que refleja la actividad exploratoria de los animales) sumado a la
hiperactividad locomotora (Kuczenski y cols. 1991; Antoniou y cols. 1998).

Por otra parte, luego de una administracién repetida, cocaina puede inducir el
fendmeno de sensibilizacion comportamental. Dicho fendmeno se desarrolla y expresa
cuando, a corto y largo plazo, se desencadenan ciertos cambios neuroanatémicos en el
SNC. Dichos cambios se deberian a dos de los efectos de la cocaina los cuales se
superponen: la accion del bloqueo de la recaptaciéon de DA y la interaccién entre el
efecto farmacolégico y el ambiente del animal. Este fendmeno esta estrechamente
asociado con el potencial adictivo de una droga (Robinson y Berridge 1993; Pierce y
Kalivas 1997). A su vez se ha demostrado la propiedad reforzadora/adictiva de la
cocaina utilizando el modelo de Condicionamiento por preferencia de lugar (CPP), asi
como el de auto-administraciéon (Goeders y Smith 1986; Bedingfield y cols. 1998;
Ahmed y Koob 1999; Tzschentke 2007). Ambos modelos son comunmente utilizados
para evaluar la propiedad reforzadora inducida por una droga de abuso.

2.3. Vias de administracion de cocaina y su implicancia en adiccion.

Existen evidencias que postulan que cuanto mayor es la velocidad con la cual una
droga accede al SNC, mayor es el riego de abuso de dicha sustancia y aumenta su
poder adictivo, aunque aun no estan del todo claras las razones de este fenédmeno
(Samaha y Robinson 2005; Volkow y cols. 2011).

Se sabe que las diferentes vias de administracién de cocaina (oral, esnifada, fumada o
intravenosa) producen patrones temporales diferenciales en su absorcion y por lo
tanto en la obtencion de su contenido plasmatico (Figura 4).

Figura 4- Contenido plasmatico de cocaina luego de diferentes vias de administracién.
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Figura 4. El grafico representa las variaciones temporales en los niveles plasmaticos de cocaina
en humanos, administrada a dosis equimolares y a través de diferentes vias. Modificado de
Jones 1997.
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Como se puede observar, la administracién de cocaina fumada o inyectada por via
intravenosa produce un pico plasmatico de cocaina a los 30 min., en comparacién con
el obtenido por via nasal u oral, el cual aparece recién a los 60 min. Por otra parte, la
biodisponibilidad plasmatica de cocaina es mayor a través de la via intravenosa que
por la inhalacién pulmonar, mientras que la administracién nasal u oral presentan un
perfil de absorcidn de cocaina similar (Jones 1997; Lizasoain y cols. 2002).

Estudios recientes han demostrado que las distintas vias administracién de cocaina
producen un efecto reforzador subjetivo diferente, medido en niveles equivalentes del
bloqueo del transportador de dopamina. En estos estudios, Volkow y colaboradores
han demostrado que cuando la cocaina entra al sistema de forma rdpida (fumada o
intravenosa) produce efectos subjetivos mas fuertes (“high”) que cuando entra al
sistema en forma mas lenta (esnifada) (Volkow y cols. 2000). Estas evidencias sugieren
qgue la velocidad con que la droga accede al cerebro es importante para generar sus
efectos reforzadores (Volkow y cols. 2011).

Dada la ausencia de informacidn cientifica publicada sobre las acciones de PBC en el
SNC, hasta el momento se consideraba unicamente a la via de administracion como el
factor fundamental que podria explicar la alta dependencia y el perfil clinico
caracteristico de los consumidores PBC.

3. AGRESION Y DROGAS DE ABUSO.

Varios reportes epidemiolégicos vy clinicos han demostrado que el consumo de PBC se
asocia generalmente con un alto grado de agresividad e impulsividad, desencadenando
conductas delictivas, crimenes y violencia (JND 2006; Ferrando y cols. 2009; Triaca y
cols. 2009). Sin embargo, hasta el momento, no hay reportes publicados que aporten
evidencias directas de la accién de la PBC a nivel del SNC y la apariciéon de conductas
agresivas.

La agresidon es un componente normal de las conductas de los mamiferos. Para los
animales representa una ventaja adaptativa para defender el territorio, pelear por
recursos limitados, competir por la pareja sexual y proteger a las crias. Sin embargo, en
el contexto de la conducta humana, las motivaciones, acciones y limites de los actos
agresivos no son siempre claros. Las conductas agresivas inapropiadas en la forma de
violencia interpersonal representan tanto una enfermedad mental como un problema
social (Ferris y cols. 2008).

Varios estudios en humanos establecen una clara asociacién entre el consumo de
drogas de abuso y la agresividad/violencia (Miczek y Tidey 1989; Brodly 1990; Davis
1996; Brower y Price 2001). Una de las drogas de abuso frecuentemente asociadas con
las conductas violentas es el alcohol, aunque no estan claras las razones por las cuales
algunos individuos son especialmente proclives a presentar dichas conductas (Miczek y
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cols. 1992). También se ha asociado el uso de crack con un mayor indice de crimenes y
violencia con respecto a cocaina (Hatsukami y Fishman 1996). Por otra parte, se
conoce que la abstinencia a cocaina puede causar niveles elevados de ansiedad,
sintomas depresivos e irritabilidad, caracteristicas que podrian predisponer al
individuo a la apariciéon de conductas violentas (Perrine y cols. 2008). Sin embargo,
existen resultados contradictorios acerca de la relacion droga de abuso-agresividad. Se
desconoce si esta asociacidn se debe a un efecto farmacoldgico inducido por la droga,
a su abstinencia y/o a la combinacién del consumo y trastornos de personalidad de
base en los consumidores que podria exacerbar la agresividad (Brody 1990; Hatsukami
y Fischman 1996; Hoaken y Stewart 2003).

En este sentido, la relacion droga de abuso-agresividad se ha comenzado a estudiar
desde el punto de vista pre-clinico desde hace ya varias décadas. Se han utilizando
modelos de agresion en ratones, demostrando que a dosis bajas o moderadas, el
alcohol provoca una potenciacién de las conductas agresivas (Miczek y cols. 1992). Por
otro lado, algunos estudios reportaron que la cocaina administrada a altas dosis, tanto
en forma aguda como repetida, induce un bloqueo en la apariciéon de las conductas
agresivas. Especificamente, tanto en ratas como ratones, el tratamiento agudo con
cocaina a dosis de 5-30 mg/kg bloquea la frecuencia de ataques y posturas agresivas
(Miczek 1979, Darmani y cols. 1990, Long y cols. 1996; Estelles y cols. 2004) y aumenta
la latencia de apariciéon a la primera conducta agresiva (Darmani y cols. 1990). Sin
embargo, la administracion repetida de cocaina, a las dosis de 0.5 a 1 mg/kg, induce un
aumento en el nimero de ataques (Darmani y cols. 1990; Long y cols. 1996) mientras
gue disminuye la latencia de aparicién de la primera conducta agresiva (Darmani y
cols. 1990). Estas evidencias demuestran una relacidon directa entre la accién
farmacoldgica de la cocaina y la aparicidn de conductas agresivas.

3.1. Bases neurales de la agresion: regiones del SNC y neurotransmisores.

Los circuitos neurales compuestos por interconexiones entre varias regiones tales
como CPF, amigdala, hipocampo, area predptica media, sustancia gris periacueductal,
hipotalamo, corteza cingulada, corteza insular, nucleo de la stria terminalis, NAcc y
otras, han estado implicadas en el control de las emociones. Se ha descrito que las
alteraciones funcionales y estructurales en una o mas de estas regiones pueden
aumentar la susceptibilidad a las conductas agresivas y a la violencia. Si bien estas
areas forman parte de una red involucrada en el comportamiento agresivo la cual se
mantiene constante en mamiferos, su regulacién puede ser especie-especifica
(Davidson y cols. 2000; Raine y Yang, 2006; Miczek y cols. 2007; Nelson y Trainor 2007;
Ferris y cols. 2008). Existe la necesidad de comprender los mecanismos neurales que
contribuyan al comportamiento agresivo con el fin de desarrollar estrategias
farmacoldgicas mas especificas y reducir la incidencia de agresion e impulsividad.
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Es importante destacar que la mayoria de las regiones involucradas en la regulacion
del comportamiento agresivo son también el sustrato neural que subyace a la
recompensa o a las propiedades reforzadoras de las drogas de abuso (por ej., sistema
mesolimbico), asi como también en la fisiopatologia de la sintomatologia positiva de la
esquizofrenia (Louilot y cols. 1986; Tidey y Miczek 1996; Cabib y cols. 2000; Miller y
Cohen 2001; Berton y cols. 2006; Fuster 2007). En base a éste solapamiento, existe en
la literatura el gran desafio de elucidar la especializacion funcional en areas del
cerebro que participan en la expresion de diferentes componentes comportamentales.

En particular, una de las regiones mas estudiadas ha sido la CPF, ya que se ha
demostrado que es una region clave para la regulacion de las conductas sociales y de
agresion. Es asi que la lesidon prefrontal degenerativa o traumatica predispone al
comportamiento antisocial y violento o agresivo del tipo impulsivo (Miller y cols.
1997). Especificamente, estudios de neuroimagen han demostrado que pacientes
agresivos con desérdenes de personalidad muestran una hipofunciéon en la regién
orbitofrontal de la CPF (Seo y cols. 2008). Por otra parte, se ha visto que individuos
agresivos muestran una actividad reducida en la CPF y una actividad aumentada en el
sistema limbico y en los ganglios basales. Estos datos sugieren que la disfuncién en la
CPF limitaria la capacidad de controlar a las regiones subcorticales, llevando a la
aparicién de conductas agresivas. En roedores, se ha demostrado que aquellos que
presentan un alto nivel de agresién muestran un aumento en la activacion de c-fos en
neuronas piramidales corticales, principalmente en la regién de la CPF medial infra-
limbica, medial-orbital asi como en la lateral orbital. A su vez, en éstas regiones se
detectd una disminucién en la activacion de las células GABAérgicas posiblemente
contribuyendo a la desregulacién conductual (Halasz y cols. 2006).

Es interesante mencionar que en personas consumidoras de PBC se ha demostrado
una hipofuncién en la CPF dorsolateral, orbitofrontal y también en el giro cingulado
anterior (Ferrando y cols. 2009), la que podria explicar, en parte, las alteraciones
comportamentales observadas en los individuos. Sin embargo, estas mismas
alteraciones han sido descritas en consumidores activos de cocaina (Volkow vy cols.
2000), sugiriendo que las alteraciones en la CPF estdn asociadas tanto a la falta de
control comportamental que lleva a la compulsiéon por el consumo de la droga
(adiccidn) asi como también a las conductas agresivas. De todas maneras, no se conoce
aun las razones que expliquen por qué algunos individuos adictos no presentan
conductas agresivas y/o delictivas y viceversa.

Varios sistemas cldsicos de neurotransmisores han sido involucrados en la génesis de
las conductas agresivas. Sin embargo, abundante evidencia ha demostrado una
asociaciéon directa entre 5-HT y agresion (Nelson y Chiavegato 2000). De hecho, en
individuos con caracteristicas agresivas se han detectado niveles disminuidos de acido
5-hidroxi-indolacético en plasma (5-HIAA, principal metabolito de la serotonina;
Linnoila y Virkkunen 1992; Seo y cols. 2008). Asimismo, varios reportes han
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demostrado que pacientes que muestran agresion impulsiva presentan un déficit en la
transmisién 5-HTérgica en la CPF orbitofrontal y ventromedial, asi como en la corteza
cingulada. Como se menciond anteriormente, estas regiones estan implicadas en el
control inhibitorio emocional, la toma de decisiones y las conductas compulsivas e
impulsivas (Volkow y cols. 2000).

En estudios pre-clinicos, se ha demostrado que niveles disminuidos de 5-HT aumentan
la agresiéon mientras que aumentos de 5-HT la reducen (Vergnes y cols. 1986; Molinay
cols. 1987; Brunner y Hen 1997). A su vez, estrategias farmacoldgicas que aumentan la
transmisién 5-HTérgica, tales como la administracion de agonistas 5-HTérgicos de los
subtipos de receptores 5-HT;a y 5-HTys, asi como la de inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina (ISRS) han sido efectivas en reducir las conductas agresivas
en roedores (Olivier y Mos 1992; de Boer y Koolhaas 2005). Sin embargo, el
mecanismo exacto por el cual los agonistas 5-HTérgicos ejercen su accidn anti-agresiva
queda aun por resolverse (Miczek y cols. 2002).

Por otro lado, si bien la mayoria de los estudios se centran en la transmision 5-
HTérgica, existe evidencia pre-clinica que estudia el rol especifico del sistema DAérgico
en el comportamiento agresivo, aunque es menos conclusiva que la aportada para el
sistema 5-HT. Manipulaciones farmacolégicas de algunos receptores dopaminérgicos
pueden inhibir el comportamiento agresivo (Nelson y Trainor 2005). Cambios en la
neurotransmisién meso-cortico-limbica pueden asociarse con la anticipacién, la
ejecucidn y la recuperacién de la agresion evaluada en roedores (Miczek y cols. 1992).
Aumentos en la liberacidon de DA en el NAcc y en la CPF se han observado cuando los
animales residentes se los enfrenta a un oponente. A su vez, en esta situacion la 5-HT
cortical disminuye durante y luego de la confrontacién (van Erp y Miczek 2000).

Las evidencias presentadas nos sugieren que tanto el NAcc como la CPF son regiones
claves en las funciones relacionadas con el control de respuestas frente a estimulos
ambientales, con las conductas compulsivas-impulsivas y con la conducta de agresion.
A su vez, dada la interrelacion entre el sistema DAérgico y 5-HTérgico en el sistema
mesocorticolimbico, es esperable que cambios en la transmision monoaminérgica
inducidas por PBC modulen las conductas agresivas.

4. ADULTERANTES EN LAS DROGAS ILICITAS.

El estudio del contenido y pureza de las drogas de abuso ilegales proporciona datos
muy Uutiles con el fin de aumentar la conciencia entre sus usuarios y advertirlos del
dafio que pueden ocasionar el consumo de la droga y/o su abstinencia. Asi, existen
varias evidencias forenses que muestran que la mayoria de las drogas ilicitas se venden
en forma adulterada (Evrard y cols. 2010; Cole y cols. 2011). Los adulterantes son
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sustancias agregadas con el fin de aumentar el volumen de la droga, imitar o potenciar
su accién. Existen adulterantes inactivos y activos. Los llamados adulterantes inactivos
son utilizados con el fin de aumentar el volumen de la droga. En general no poseen un
gran impacto sobre la salud del consumidor, siempre que estén agregados a bajas
dosis. Los mds utilizados son la lactosa, manitol, talco y polvo de ladrillo. Estas
sustancias son baratas, facilmente accesibles y generalmente legales. Los adulterantes
denominados activos, pueden aumentar o imitar la accién del ingrediente principal de
la droga. Ejemplos de adulterantes activos mas comunes lo integran la cafeina, la cual
posee propiedades estimulantes similares aunque menos potentes que la cocaina y
anfetamina (Antoniou y cols. 1998), el paracetamol el cual posee propiedades
analgésicas al igual que la heroina, y lidocaina y anfetamina que potencian el efecto de
la cocaina (Simonsen y cols. 2003; Goldstein y cols. 2009; Evrarda y cols. 2010; Cole y
cols. 2011). Otros adulterantes pueden facilitar la administracion de la droga,
especialmente aquellos que pueden hacer que la volatilizacion de la droga sea mas
eficiente. Por ejemplo, se ha observado que tanto la cafeina como la procaina
vaporizan la heroina a una temperatura menor facilitando su consumo (Huizer 1987).
Los analisis publicados sobre drogas de abuso ilegales demuestran Unicamente la
presencia o ausencia de adulterantes, sin aportar datos sobre su cuantificacion. En
estos casos muchas veces no es posible distinguir entre la simple contaminacion
(durante el almacenado o transporte) o la adicién intencional del adulterante, dejando
en evidencia la necesidad de realizar un andlisis quimico mdas completo de las drogas
de abuso ilegales.

5. ANTECEDENTES PARTICULARES DE NUESTRO GRUPO DE TRABAJO.
Composicidon quimica de muestras de Pasta Base de Cocaina

Hasta nuestro conocimiento, el trabajo publicado por ElSohly y cols. era la Unica
evidencia cientifica que aportaba informacidon sobre el contenido quimico de muestras
de PBC provenientes de Peru y Colombia (ElSohly y cols. 1991). Estos autores
demostraron que las muestras contenian un alto porcentaje de cocaina asi como otros
alcaloides en menor proporcidn tales como ecgonina, benzoilecgonina, trans y cis-
cinamoil cocaina. A su vez, los autores identificaron acido benzoico, manganeso e
hidrocarburos aromaticos, similares a los presentes en la gasolina. Sin embargo, el
reporte de EISohly no menciona la presencia de adulterantes en las muestras de PBC.
Debido a la escasa evidencia publicada sobre la composicién quimica de muestras de
PBC, nuestro grupo de investigacion se centré en el analisis quimico de muestras del
Uruguay. Las mismas fueron proporcionadas, mediante un mecanismo legal, por el
Instituto Técnico Forense con la autorizacion de la Junta Nacional de Drogas. En
particular, las muestras provinieron de incautaciones realizadas en las fechas
24/12/2007, 8/2/2008, 11/3 y 14/7/2009. Se utilizaron dichas fechas para su
denominacion, asi como si correspondian a gotas o tizas (Tabla 1).
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Tabla 1- Denominacién de las muestras de PBC.

Fecha de Denominacion
Incautacion muestras
1) Gota 24/12/2007 PBC1
2) Tiza 24/12/2007 PBC 2
3) Gota 08/02/2008 PBC3
4) Tiza 08/02/2008 PBC4
5) Tiza 11/03/2009 PBC5
6) Tiza 11/03/2009 PBC6
7) Gota 14/07/2009 PBC7

El andlisis cualitativo de siete muestras de PBC provenientes de distintas incautaciones
(PBC 1-7) fue realizado utilizando el equipamiento institucional del Polo Tecnolégico de
Pando (Facultad de Quimica, UdelaR) en colaboracién con el Sr. Eleuterio Umpiérrez. El
mismo fue realizado a través de la técnica de cromatografia de gases acoplada a un
detector de masa (GC/MS). En todas las muestras de PBC se detectd cocaina como
principal alcaloide asi como también se detectd la presencia de otros alcaloides tales
como trans y cis-cinamoilcocaina y metil-ecgonina (Tabla 2). Por otra parte, cafeina fue
el Unico adulterante encontrado en estas muestras, mientras que no se evidencio la
presencia de lidocaina ni anfetamina.

Tabla 2- Analisis cualitativo de muestras de PBC.

Alcaloides Adulterantes
; Trans- Cis- !
Cocaina i . . i Metil- ; 3 ; .
Muestra cinamoil cinamoil X Cafeina Lidocaina Anfetamina
Base , B ecgonina
cocaina cocaina
PBC1 v v v v v ND ND
PBC2 v v v v v ND ND
PBC3 v v v v v ND ND
PBC4 v v v v v ND ND
PBC5 v Nd Nd Nd v ND ND
PBC6 v Nd Nd Nd v ND ND
PBC7 v Nd Nd Nd v ND ND

Tabla 2. Anélisis cualitativo de las 7 muestras de PBC (PBC 1-7) realizado mediante GC/MS. Se
utilizaron soluciones estandares para evaluar la presencia de alcaloides y adulterantes. ND: no
detectado; Nd: No determinado.
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Posteriormente se realizd un andlisis cuantitativo de las muestras mediante el uso del
equipamiento institucional del IIBCE en colaboracién con Dr. Q.F. Andrés Abin-
Carriquiry y la Bg. Marcela Martinez (Depto. de Neuroquimica, IIBCE). El mismo fue
realizado utilizando la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién con un
detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD).

Como se puede observar en la Tabla 3, el contenido de cocaina base en las muestras
de PBC varié entre un 20 y un 70 %, mientras que el contenido de cafeina estuvo en un
rango de 1 a 15 %. El andlisis también demostré que, en algunas muestras, los otros
alcaloides trans y cis-cinamoil cocaina y metil-ecgonina se detectaron en cantidades
muy bajas (0.1 - 4 %). Estos datos no se muestran en la Tabla 3 debido a que no
pudieron ser analizadas la totalidad de las muestras.

Tabla 3- Andlisis cuantitativo de muestras de PBC.

Muestra % cocaina base % cafeina base
PBC1 68.9+3.6 15.0+0.1
PBC 2 67.4+1.2 14.0+0.2
PBC3 59.3+0.6 14.0+0.1
PBC4 59.9+45 14.0+0.5
PBC5 68.2+2.0 1.0£0.5
PBC6 50.2+1.0 1.0+0.5
PBC7 20.7 £ 0.2 10.3+0.5

Cocaina 89.6 £ 0.0 -

Cafeina - 100.0+0.0

Tabla 3. Analisis cuantitativo de las muestras de PBC 1-7 realizado por HPLC-DAD. Los datos
estan expresados como Medias + EEM. La cuantificacién de cocaina y cafeina base se realizd
tomando como referencia soluciones estandares de cocaina y cafeina, respectivamente.

La informacién obtenida del analisis quimico realizado nos permitidé caracterizar
algunos componentes de la composiciéon quimica de muestras de PBC de nuestro pais,
proveyendo un analisis cuali y cuantitativo sobre el contenido de cocaina base,
impurezas y adulterantes (Moraes y cols. 2010). Dado que estas muestras son las que
potencialmente consumen los usuarios, también aportamos informacién sobre la
calidad del contenido de las mismas. El andlisis quimico de las muestras de PBC del
Uruguay reveld una similitud en su composicién con los resultados descritos por
ElSohly, sugiriendo que ambos tipos de muestras podrian tener un origen similar. Sin
embargo, aparece cafeina como adulterante en las muestras de PBC del Uruguay,
proporcionando un dato original. Siendo cocaina y cafeina dos psicoestimulantes con
actividad bioldgica conocida, es altamente probable que ambos componentes incidan
en el efecto farmacolégico inducido por la PBC.
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En base a todos los antecedentes mencionados, se hace evidente la necesidad de
aportar informacion pre-clinica que aborde el estudio de los factores y mecanismos que
subyacen a la alta y rdpida dependencia asociada a la PBC asi como aquellos que
intenten explicar el perfil clinico caracteristico que se genera luego de su consumo.
Considerando la variabilidad en la composicion quimica de la PBC y sumado al hecho de
que se vende adulterada, es indudable que ademds de la via de administracion, la
composicion quimica de las muestras de PBC podria ser un factor relevante a
considerar en las acciones farmacoldgicas de la droga y en el aporte de informacion
para explicar el perfil clinico caracteristico de sus consumidores.

Dado que hasta el momento no habia evidencias acerca de las acciones farmacoldgicas
de la PBC, es necesario comenzar con la caracterizacion del efecto estimulante inducido
luego de su administracion aguda asi como evaluar la participacion del sistema
DAérgico y 5-HTérgico en su mecanismo de accion. Esta serie de experimentos
permitirdn contar con una base de informacion para luego profundizar en otras
propiedades farmacoldgicas de la droga.

Il. HIPOTESIS de TRABAJO.

La hipdtesis de trabajo de la presente Tesis de Maestria se basa en que la composicion
guimica de la PBC es un factor que incide en sus acciones sobre el SNC. En particular,
siendo cocaina y cafeina los principales componentes detectados en la mayoria de las
muestras de PBC analizadas, postulamos que ambos compuestos serian los principales
responsables de los efectos farmacoldgicos inducidos por la droga.

lll. OBJETIVO GENERAL.

El objetivo general del trabajo fue estudiar el papel de la cocaina y la cafeina de la PBC
en los efectos comportamentales de la droga, en particular en su accion estimulante y
en la conducta agresiva. Adicionalmente, se evaluaron los efectos neuroquimicos de la
PBC sobre el sistema dopaminérgico y serotoninérgico en dos regiones cerebrales del
circuito mesocorticolimbico.
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IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1) CARACTERIZACION COMPORTAMENTAL DEL EFECTO FARMACOLOGICO DE
MUESTRAS DE PBC.

1.1. Caracterizacion del efecto estimulante en ratas inducido por la
administracion sistémica aguda de una serie de muestras de PBC con distinta
composicidon quimica mediante el uso del modelo de Campo Abierto.

1.1.1 Selecciéon de muestras de PBC (PBC 1, 5y 7) y realizacién de curvas
dosis-respuesta.

1.2. Caracterizacion de la conducta de agresion en ratas inducida por la
administracion sistémica aguda de una muestra de PBC (PBC 1) utilizando el
modelo de agresién inducido por aislamiento. Evaluacion del efecto residual.

1.2.1. Correlato comportamental de registro de locomociéon de los
residentes durante el modelo de agresion.

2) CARACTERIZACION NEUROQUIMICA DEL EFECTO FARMACOLOGICO DE PBC.

2.1. Determinacién de los cambios neuroquimicos sobre el sistema
dopaminérgico en el NAcc y serotoninérgico en la CPF inducidos luego de la
administracion sistémica aguda de PBC 1. Correlato neuroquimico de los
cambios observados en los animales residentes en el dia del Test en el modelo
de agresién por aislamiento.

2.2. Determinacién de los cambios neuroquimicos sobre el sistema
dopaminérgico en el NAcc y serotoninérgico en la CPF en los animales
residentes sometidos al dia Post-test en el modelo de agresién por aislamiento.




V. MATERIALES Y METODOS.

1. Animales.

Se utilizaron ratas macho de 2-3 meses de edad, de la cepa Wistar de 250-320 gramos
de peso (N=170). Los animales fueron obtenidos del Bioterio del IIBCE, mantenidos en
condiciones controladas de temperatura (22 + 2 °C), ciclo de luz-oscuridad (7:00 AM-
7:00 PM), alimentacion y agua ad libitum. Fueron criados y alojados en cajas de 48.0 x
37.5 x 21.0 cm en grupos de 6 animales, excepto en los experimentos de agresion en
los cuales se procedio al aislamiento individual de un grupo de animales (ver Objetivo
2, item 2.2). Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo a las normas éticas
establecidas y aprobadas por la Comision de Bioética del IIBCE (N2 de protocolo
001/03/2009) y de acuerdo con la Ley Nacional N2 18.611 de experimentacion animal.

2. Drogas.
2.1. Muestras de PBC.

Para la realizacion de los experimentos desarrollados durante la Tesis se seleccionaron
tres muestras de PBC (PBC 1, 5 y 7) de acuerdo a su contenido quimico. Para la
realizacion de los experimentos comportamentales y neuroquimicos las muestras de
PBC fueron disueltas en una solucién vehiculo de acido clorhidrico (HCl) al 2 % y agua
destilada (grupo control). La solucién fue llevada a un pH= 6.3 con hidréxido de sodio,
para su correcta administracidon sistémica en animales.

2.2. Cocaina y cafeina.

Tanto el alcaloide de cocaina (en su forma de clorhidrato) como la cafeina fueron
obtenidas de Sigma-Aldrich en estado puro (sin cortes ni adulteraciones). Para la
realizacion de los experimentos, ambas fueron disueltas en agua destilada como
vehiculo (grupo control).

3. Dosis de PBC y via de administracion.

La PBC fue inyectada a dosis equivalentes de cocaina base en un rango de 1-20 mg/kg,
tomando como referencia el porcentaje del alcaloide cocaina de cada una de las
muestras. Este rango de dosis fue seleccionado en base a la literatura existente para
cocaina evaluando sus efectos en distintos paradigmas, algunos de los cuales fueron
utilizados en el transcurso de esta Tesis (Miczek y O'Donnell 1978; Miczek 1979;
Darmani y cols. 1990; Kuczenski y cols. 1991; Bedingfield y cols. 1998). Esta estrategia
permitid estudiar directamente el papel del alcaloide cocaina en los efectos
farmacoldgicos inducidos por PBC e indirectamente el papel de los otros componentes
(impurezas y adulterantes) presentes en las muestras de PBC. En todos los
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experimentos, los animales fueron inyectados por via intraperitoneal (i.p.). El volumen
de inyeccion fue fijado en 1 ml/kg y se corrigié cuando se administraron las dosis
equivalentes de PBC.

4. Analisis estadistico.

Los datos fueron expresados como la Media + Error Estandar de la Media (EEM). La
distribucién de los datos fue evaluada a través del test Kolmogorov-Smirnov. Segun las
comparaciones, se utilizd el andlisis de varianza (ANOVA) de una via de muestras
independientes seguido del test de comparacién multiple Newman-Keuls, asi como el
Test t-Student para muestras pareadas o independientes. Los datos fueron analizados
y graficados utilizando el programa GraphPad Prism 5.01. La significancia estadistica
fue fijada en P < 0.05.
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OBJETIVO ESPECIFICO 1.

CARACTERIZACION COMPORTAMENTAL DEL EFECTO FARMACOLOGICO DE
MUESTRAS DE PBC.

1.1. Caracterizacion del efecto estimulante en ratas inducido por la administracion
sistémica aguda de una serie de muestras de PBC con distinta composicion quimica
mediante el uso del modelo de Campo Abierto.

Con el objetivo de caracterizar el efecto estimulante de la PBC y, a su vez, evaluar el
papel de la cocaina (base) y cafeina en su contenido, tres muestras de PBC fueron
seleccionadas como representativas de la composicién quimica diferente obtenida en
el analisis quimico (ver Tabla 3). La muestra PBC 1 fue seleccionada como
representativa de PBC con un alto contenido en cocaina base y cafeina (68.9 % y 15 %,
respectivamente); la muestra PBC 5 fue seleccionada como representativa de un alto
contenido en cocaina base (68.2 %) y bajo contenido en cafeina (1 %), mientras que la
muestra PBC 7 fue elegida por su bajo contenido en cocaina base (20.7 %) y alto
contenido en cafeina (10.3 %). A su vez, otros grupos experimentales fueron
inyectados con cocaina y cafeina puras asi como con la co-administracién de cocaina +
cafeina, los cuales fueron incluidos en la caracterizacién comportamental. Los animales
control fueron inyectados con sus respectivos vehiculos. Los grupos tratados asi como
las dosis inyectadas se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4- Grupos experimentales para el estudio del efecto estimulante inducido

por PBC.
GRUPOS EXPERIMENTALES
Tratamiento Dosis

PBC1 Equivalente a 1, 5, 10 y 20 mg/kg de cocaina base.
PBC5 Equivalente a 1, 5, 10 y 20 mg/kg de cocaina base.
PBC7 Equivalente a 1y 5 mg/kg de cocaina base.
Cocaina 1,5,10y 20 mg/kg.
Cafeina 2.5y 4.5 mg/kg.
Cocaina + Cafeina Coc (5 mg/kg) + Caf (2.5 mg/kg).

Coc (20 mg/kg) + Caf (4.5 mg/kg).

Tabla 4. La tabla muestra los diferentes grupos experimentales para las muestras de PBC 1, 5y
7, cocaina, cafeina y la co-administracién de cocaina + cafeina.
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Procedimiento experimental.

Los animales fueron trasladados en sus cajas desde el Bioterio al cuarto experimental,
pesados y marcados 24 hs. antes del inicio del experimento, permitiendo asi su
aclimatacién al ambiente nuevo. Las condiciones de temperatura (22 + 2°C) y ciclo de
luz-oscuridad (07:00-19:00) del cuarto experimental fueron similares a las del Bioterio.
Los animales fueron inyectados en forma i.p. con los diferentes tratamientos y 5 min.
después fueron colocados en el modelo de Campo Abierto (CA) con el fin de registrar
la actividad locomotora como un pardmetro indicativo del efecto estimulante
(Esquema 1). Los animales control fueron inyectados con los respectivos vehiculos.

Esquema 1- Protocolo experimental para evaluar el efecto estimulante de PBC.

| | /L >

| | ” i .
5 min. 60 min. Tiempo (min)
Inyeccion i.p. Entrada al Salida del
de drogas o CA. CA.
vehiculo.

Esquema 1. Protocolo experimental utilizado para evaluar el efecto estimulante inducido por
drogas (PBC 1, 5 y 7, cocaina, cafeina, co-administraciéon de cocaina y cafeina) y vehiculo
durante 60 min., utilizando el modelo de campo abierto (CA).

El CA consiste en exponer a un animal a una arena abierta y dejarlo que explore
libremente por un periodo de tiempo. El paradigma se basa en una situacion de
conflicto natural entre la exploracién del ambiente nuevo y la aversién que le provoca
al animal los espacios abiertos y luminosos (Montgomery y Monkman 1955; Archer
1973; Lamprea y cols. 2008). La arena consiste en una superficie cuadrada (60 x 60
cm), con paredes de acrilico rojas de 40 cm de alto. Los experimentos fueron filmados
mediante una cdmara asociada a un software de video-seguimiento llamado
Ethovision 7.0 (Noldus, The Netherlands). La actividad locomotora, medida a través de
la distancia total recorrida en metros (m), fue registrada automaticamente durante 60
min.

Al finalizar cada registro, la caja fue limpiada con alcohol al 30 %, antes de colocar el
siguiente animal. Los experimentos fueron realizados entre las 9:00 y las 14:00 hs. En
todos los experimentos, los animales fueron naive al CA y utilizados una Unica vez.
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1.2. Caracterizacion de la conducta de agresion en ratas inducida por la administracion
sistémica aguda de una muestra de Pasta Base de cocaina, PBC 1, utilizando el modelo
de agresion inducido por aislamiento. Evaluacion del efecto residual.

Para llevar a cabo estos experimentos utilizamos el modelo de agresién inducido por
aislamiento en ratas macho, mediante el cual se evalud la conducta agresiva de un
animal residente, generada por territorialidad. Este modelo es una variante del
paradigma residente-intruso (Olivier y Young 2002). Ambos modelos han sido muy
estudiados y utilizados para elucidar la accién de drogas de abuso en agresion y/o
déficits conductuales sociales (Miczek y O’Donnell 1978; White y cols. 1991; Rilke y
cols. 1998; Koike y cols. 2009). Para esta serie de experimentos, se seleccioné la
muestra PBC 1 con el fin de caracterizar su efecto comportamental sobre las conductas
agresivas luego de un tratamiento agudo y sistémico. A su vez, con el objetivo de
determinar el papel del alcaloide cocaina en el efecto inducido por PBC 1 sobre las
conductas agresivas, un grupo de animales fue inyectado con cocaina y su efecto
comportamental sobre la agresién también fue evaluado. El grupo control fue
inyectado con los respectivos vehiculos.

Procedimiento experimental.

Se utilizd el protocolo experimental de Banjaw y cols. (2006) con algunas
modificaciones (Esquema 2). Los animales seleccionados como residentes, de 3 meses
de edad, fueron aislados individualmente en cajas de acrilico (48.0 x 37.5 x 21.0 cm)
durante 12 dias. Con el fin de favorecer el desarrollo de territorialidad por
condicionamiento olfativo, durante ese periodo no se les realizé cambio de cama, ni
ninguna alteracion en su alojamiento, manteniéndoles Unicamente constante el libre
acceso a comida y agua.

Los encuentros entre el residente y el intruso se realizaron de la siguiente manera:

- Dia 7: el residente fue inmovilizado durante 1 min. y 9 min. después se
introdujo un animal intruso en su caja y se registraron las diferentes
conductas durante 10 min. (Encuentro basal 1, E1).

- Dia 9: se realizd el mismo procedimiento utilizado en el E1 y se registraron
las diferentes conductas durante 10 min. (Encuentro basal 2, E2).

- Dia 11: los residentes fueron inyectados con PBC 1 a una dosis equivalente
de cocaina base de 10 mg/kg, cocaina 10 mg/kg o sus respectivos vehiculos.
30 min. después se realizd el encuentro con un animal intruso y se
registraron las diferentes conductas durante 15 min. (Dia del Test, E3).

- Dia 12: los residentes fueron inmovilizados durante 1 min. y 9 min. después
se introdujo un animal intruso en su caja y se registraron las diferentes
conductas durante 10 min (Dia Post-test, E4). Este ultimo encuentro se
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realizd con el fin de evaluar el efecto residual de las drogas sobre las
conductas registradas el dia del Test. Al finalizar el encuentro, los residentes
fueron sacrificados y las regiones del NAcc y las CPF medial y lateral fueron
disecadas (ver objetivo 2.2).

La maniobra de inmovilizacién de los residentes (en los dias 7, 9 y 12) se realizé con el
fin de someter al animal al mismo efecto estresante que puede sufrir durante la
inyeccion de la droga o el vehiculo en el dia del Test. En cada uno de los encuentros y
con el fin de permitir su adaptacion al ambiente, los residentes e intrusos fueron
trasladados al cuarto experimental 45 min. antes del inicio de cada experimento. Al
finalizar cada uno de los encuentros basales, los animales fueron trasladados
nuevamente al Bioterio excepto en los dias del Test y Post-test. Los animales intrusos
tuvieron 1 mes de edad y 50 gr menos que los residentes. Asimismo, fueron agrupados
en cajas de a 5-6 animales que se limpiaron 3 veces a la semana. Durante el primer
encuentro los intrusos seleccionados no poseian experiencia de lucha. Para los
siguientes encuentros, no se repitid el mismo animal intruso para cada residente.
Todos los encuentros fueron filmados a través de una camara Sony. El registro de las
conductas se realizd posteriormente a través del andlisis de los videos. Cada video se
evalud dos veces consecutivas. Con el fin de corroborar las conductas observadas y
cuantificadas, algunos videos fueron seleccionados al azar para ser evaluados por otro
investigador.

Esquema 2- Protocolo experimental para evaluar el efecto de PBC 1 sobre la conducta
de agresion en ratas.

0 7 9 11 12

| 12 | | | | N

| 7/ | | | | ./ )

| | l Tiempo (dias)
Aislamiento Basal 1 Basal 2 Dia del Test. Dia Post-test.
de los Inyeccidn i.p. de Sin droga
residentes. Sin droga Sin droga PBC 1, cocaina o (efecto residual)
vehiculo.
10 min 10 min 30 min 10 min

Encuentro 1

Encuentro 2

Encuentro 3

Encuentro 4

(E1) (E2) (E3) (E4)
) - Sacrificio
Esquema 2. Protocolo experimental utilizado para evaluar el y diseccion
efecto comportamental sobre la agresion inducido por PBC 1y de NAccy
cocaina, en el modelo de agresién inducido por aislamiento. CPF
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En cada encuentro se registraron los siguientes parametros: 1) conductas agresivas, 2)
conductas no agresivas y 3) conducta exploratoria.

1) Las siguientes conductas agresivas fueron registradas en frecuencia y tiempo (Figura
5 A-E):

a) ataques, definiendo esta conducta cuando el residente ataca en el cuello o
en los flancos del intruso;

b) mordidas, identificadas cuando la boca del residente esta en contacto con el
cuerpo del intruso, y éste emite vocalizaciones;

c) enfrentamientos, identificando esta conducta como una postura erguida,
enfrentada y en posicién amenazante del residente al intruso, con o sin movimientos
de las patas delanteras del residente (incluye boxing y postura de ataque);

d) inmovilizaciones, definida como la posicidon que adopta el residente sobre el
intruso, manteniéndolo contra el suelo sin permitir su movimiento;

e) patadas, comunmente realizadas con las patas traseras.

Asimismo, se cuantificé la latencia de aparicidon de la primera conducta agresiva (en
segundos).

Figura 5- Comportamiento agresivo que adopta el residente en el modelo de agresidn
inducido por aislamiento.

Figura 5. Conductas agresivas desplegadas por el animal residente: inmovilizacion (A), mordida

(B), ataque (C), enfrentamiento (D) y patada (E). El animal intruso se identifica con marcador
azul en el lomo.
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2) Conducta no agresiva, registrada en tiempo (Figura 6 A): tiempo de investigacion
social, definido como olfateo corporal o anogenital.

3) Conducta exploratoria vertical o rearings (no dirigida al intruso) registrada como
frecuencia (Figura 6 B): se define como la conducta que refleja la actividad exploratoria
del residente.

Figura 6- Conducta no agresiva y de exploracién desplegadas por el animal residente,
en el modelo de agresién inducido por aislamiento.

Figura 6. Conducta no agresiva y de exploracidon adoptada por el animal residente: tiempo de
investigacion social (A) y rearings (B). El animal intruso se identifica con marcador azul en el
lomo.

Una vez finalizados los encuentros y analizados los videos, se consideré como criterio
de inclusién a aquellos residentes que tuvieron al menos una conducta agresiva
durante el E1 o E2. El resultado generd un grupo experimental de N=7 para cada
tratamiento.

1.2.1. Correlato comportamental de registro de locomocion de los residentes durante el
modelo de agresion.

El correlato comportamental de la actividad motora de los animales residentes
durante el dia del Test (E3) se extrajo del periodo comprendido entre los 25 y 40 min
de actividad de animales tratados con PBC 1 (dosis equivalente de 10 mg/kg de cocaina
base), cocaina (10 mg/kg) y vehiculo, registrada para el estudio del efecto estimulante
durante 60 min. El periodo seleccionado (15 min.) coincide con el tiempo de registro
de la conducta agresiva en animales residentes que fueron inyectados a las mismas
dosis que las utilizadas para el estudio del efecto estimulante (ver Objetivo 1.1).
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OBJETIVO ESPECIFICO 2.

CARACTERIZACION NEUROQUIMICA DEL EFECTO FARMACOLOGICO DE PBC.

2.1. Determinacion de los cambios neuroquimicos sobre el sistema dopaminérgico en el
NAcc y serotoninérgico en la CPF inducidos luego de la administracion sistémica aguda
de PBC 1, como correlato neuroquimico de los cambios observados en los animales
residentes en el dia del Test en el modelo de agresion por aislamiento.

Procedimiento experimental.

Para llevar a cabo esta serie de experimentos, se administré6 PBC 1 a una dosis
equivalente de cocaina base de 10 mg/kg. De modo comparativo, otra serie de
animales fueron inyectados con cocaina a una dosis de 10 mg/kg mientras que los
animales control fueron inyectados con sus respectivos vehiculos. Luego de 35 min. los
animales fueron sacrificados por decapitacién y las regiones de NAcc, CPF medial,
lateral y total fueron disecadas. Las muestras de tejido se almacenaron en freezer a -80
°C hasta el dia de su procesamiento (Esquema 3).

Esquema 3- Protocolo experimental para la evaluacion del efecto neuroquimico
inducido por PBC 1.

Inyeccién i.p. 30 min. Sacrificio y
de PBC 1, cocaina v/ diseccion de CPF  [=——> .
o vehiculo. y NAcc. Tiempo (min)

Esquema 3. Protocolo experimental utilizado para evaluar el efecto neuroquimico inducido por
la administracion sistémica de PBC 1 y cocaina.

Cabe sefalar que estos experimentos constituyeron el correlato de los cambios
neuroquimicos inducido por la PBC 1 en los animales residentes durante el dia del Test
(E3) en el modelo de agresion por aislamiento.

Para la cuantificacidn de DA en el NAcc y de 5-HT en la CPF medial, lateral y total se
utilizd la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién con deteccién
electroquimica (HPLC-DE). Las muestras de tejido fueron pesadas y posteriormente
sonicadas en un volumen de acido percldrico 0.1 M de acuerdo al peso de la muestra
(300 pl para CPF y 600 pl para NAcc). El homogenato fue centrifugado a 15.000 x g
durante 15 min a 49C. El sobrenadante fue inyectado en el HPLC-DE.

El sistema de HPLC (PM-80 BAS, West Lafayette, IN, USA) estd equipado con una
columna de fase reversa C-18 (particulas de 5 um, 150 mm x 34.6 mm; Phenomenex,
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USA), un detector amperométrico (BAS LC- 4C) equipado con un electrodo de trabajo
de carbon vitreo y un registrador grafico (BAS). El flujo de la fase mdvil fue fijado en 1.2
ml/min y su composicién, para un volumen de 1 |, fue la siguiente: acido citrico (0.15
M), octilsulfato de sodio (0.6 mM), 4 % de acetonitrilo y 1.6 % tetrahidrofurano a pH
3.0. La sensibilidad del detector se ajustd segun las necesidades entre 5 y 20 nA,
mientras que el potencial de oxidacion se fijé en 0.65 V, utilizando el electrodo de
trabajo y referencia de Ag/AgCl para mantener esa medida.

La DA, 5-HT y sus principales metabolitos, el acido 3,4-dihidroxi-fenilacético (DOPAC) y
el 5-HIAA, respectivamente, fueron calculados en nanogramos por gramo de tejido
(ng/gr). La relacién entre DOPAC/DA y 5-HIAA/5-HT fueron calculadas como
indicadores del recambio (turnover) dopaminérgico en el NAcc y serotoninérgico en la
CPF medial, lateral y total, respectivamente.

2.2. Determinacion de los cambios neuroquimicos sobre el sistema dopaminérgico en el
NAcc y serotoninérgico en la CPF en los animales residentes sometidos al dia Post-test
en el modelo de agresion por aislamiento.

Con el fin de estudiar el efecto neuroquimico residual de PBC 1, los animales
residentes fueron sacrificados por decapitacidon inmediatamente después de finalizado
el ensayo del Post-test en el modelo de agresién por aislamiento. Se disecaron las
regiones de NAcc y CPF medial y lateral, las cuales fueron almacenadas en un freezer a
-80°C hasta el dia de su procesamiento. Los niveles tisulares de DA y DOPAC en el NAcc
y de 5-HT y 5-HIAA en la CPF medial y lateral fueron cuantificados en condiciones
similares a las descritas en el item 2.1 (Esquema 3).
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VI. RESULTADOS.

CAPITULO |

CARACTERIZACION COMPORTAMENTAL DEL EFECTO FARMACOLOGICO DE
MUESTRAS DE PBC

1.1 Caracterizacion del efecto estimulante en ratas inducido por la administracion
sistémica aguda de una serie de muestras de PBC con distinta composicion quimica
mediante el uso del modelo de Campo Abierto.

La caracterizacidn del efecto estimulante de las muestras de PBC seleccionadas (PBC 1,
5y 7) se realizé en base a una curva dosis-respuesta de la actividad locomotora de los
animales registrada en un periodo de 60 min. El efecto inducido por cada dosis de PBC
fue comparado con cocaina (pura). Asi, los animales fueron tratados con las muestras
PBC 1 y 5 a las dosis equivalentes de 1, 5 y 10 mg/kg de cocaina base; PBC 7 fue
inyectada a las dosis equivalentes de 1 y 5 mg/kg de cocaina base, mientras que
cocaina fue inyectada bajo las mismas condiciones a las dosis de 1, 5 y 10 mg/kg. Los
resultados se muestran en las Figuras 7-14 para cada una de las muestras de PBC. Cabe
aclarar que los animales inyectados con el vehiculo de PBC y el de cocaina no
presentaron diferencias significativas en su actividad locomotora (49.8 + 4.8 y 59.1 +
8.2, respectivamente). Por lo tanto, la actividad de ambos grupos fue unificada
constituyendo el grupo control.

Como observacién general la distancia recorrida de los animales a lo largo del tiempo
registrado mostrd una tendencia a disminuir en forma dependiente del tiempo de
registro (Fig. 7-14). Este hecho refleja el proceso de habituacién de los animales al
campo abierto, siendo los mas activos los primeros 5 min. del registro (fase
exploratoria).

En la Figura 7 A-B se representa la actividad locomotora de animales tratados con PBC
1 a la dosis equivalente de 1 mg/kg de cocaina base. Como se puede observar, PBC 1
no afecté la distancia recorrida realizada por los animales respecto al grupo control.
Cocaina indujo un aumento significativo en la actividad locomotora (p < 0.05) y se
evidencio una diferencia significativa entre ambas drogas (p < 0.05; Fig. 7 B).
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Figura 7- Actividad locomotora inducida por PBC 1 (1).
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Figura 7. Actividad locomotora de animales inyectados con PBC 1 a la dosis equivalente de 1
mg/kg de cocaina base, cocaina 1 mg/kg o vehiculo expresada en intervalos de 10 min. (A) y en
los 60 min. totales de registro (B). Los datos estan expresados como la Media + EEM. ANOVA
de una via, seguido de Newman-Keuls. *= diferencia significativa vs grupo control; + =
diferencia significativa PBC 1 vs cocaina. No hubo diferencias significativas entre PBC 1 y
control. *, + = p < 0.05. N=6-7.

La actividad locomotora de animales tratados con PBC 1 a la dosis equivalente de 5
mg/kg de cocaina base se muestra en la Figura 8 A-B.

Figura 8- Efecto estimulante inducido por PBC 1 (5).
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Figura 8. Actividad locomotora de animales inyectados con PBC 1 a la dosis equivalente de 5
mg/kg de cocaina base, cocaina 5mg/kg o vehiculo expresada en intervalos de 10 min. (A) y en
los 60 min. totales de registro (B). Los datos estan expresados como la Media + EEM. ANOVA
de una via, seguido de Newman-Keuls. *= diferencia significativa vs grupo control. ***=p <
0.001. No hubo diferencias significativas entre PBC 1 y cocaina. N= 6-7.

PBC 1 indujo un aumento significativo en la locomocidn de los animales comparado
con el grupo control (p < 0.001), demostrando el efecto estimulante inducido por la
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droga. Asimismo, el grupo tratado con cocaina (5 mg/kg) aumentd significativamente
la distancia recorrida (p < 0.001). No se evidenciaron diferencias significativas entre
ambas drogas (Fig. 8 B).

La Figura 9 A-B muestra la actividad locomotora de animales tratados con PBC 1 a la
dosis equivalente de 10 mg/kg de cocaina base.

Figura 9- Efecto estimulante inducido por PBC 1 (10).
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Figura 9. Actividad locomotora de animales inyectados con PBC 1 a la dosis equivalente de 10
mg/kg de cocaina base, cocaina 10 mg/kg o vehiculo expresada en intervalos de 10 min. (A) y
en los 60 min. totales de registro (B). Los datos estan expresados como la Media + EEM.
ANOVA de una via, seguido de Newman-Keuls. *= diferencia significativa vs grupo control. *=p
< 0.05; **=p < 0.01. No hubo diferencias significativas entre PBC 1 y cocaina. N= 5-6.

Como se observa en la Figura 9, PBC 1 generd un efecto hiperlocomotor respecto al
grupo control (p < 0.01). De manera similar, cocaina administrada a la dosis de 10
mg/kg aumentd en forma significativa la locomocion de los animales (p < 0.05) y no se
observaron diferencias significativas entre ambas drogas (Fig. 9 B).

En las Figuras 10, 11 y 12 A-B se muestran los resultados de la actividad de los animales
inyectados con PBC 5 a las dosis equivalentes de 1, 5 y 10 mg/kg de cocaina base,
respectivamente.

El analisis estadistico reveld que la administracién de PBC 5 a la dosis equivalente de 1
mg/kg de cocaina base potencid significativamente la actividad locomotora de los
animales comparado con el grupo control (p < 0.05, Fig. 10). Este resultado pone en
evidencia el efecto estimulante de la PBC 5. Sin embargo, este aumento no fue
significativamente diferente al inducido por cocaina a la dosis de 1 mg/kg (Fig. 10 B).

35



Figura 10- Efecto estimulante inducido por PBC5 (1).
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Figura 10. Actividad locomotora de animales inyectados con PBC 5 a la dosis equivalente de 1
mg/kg de cocaina base, cocaina 1 mg/kg o vehiculo expresada en intervalos de 10 min. (A) y en
los 60 min. totales de registro (B). Los datos estan expresados como la Media + EEM. ANOVA
de una via, seguido de Newman-Keuls. *= diferencia significativa vs grupo control. *= p < 0.05.
No hubo diferencias significativas entre PBC 5 y cocaina. N= 5-7.

La Figura 11 A-B representa la distancia recorrida de animales tratados con PBC 5 a la
dosis equivalente de 5 mg/kg de cocaina base. Como se puede apreciar, PBC 5
potencid significativamente la actividad de los animales (p < 0.01). Este aumento no
fue significativamente diferente al inducido por cocaina inyectada a la dosis de 5
mg/kg (Fig. 11 B).

Figura 11- Efecto estimulante inducido por PBC5 (5).
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Figura 11. Actividad locomotora de animales inyectados con PBC 5 a la dosis equivalente de 5
mg/kg de cocaina base, cocaina 5 mg/kg o vehiculo expresada en intervalos de 10 min. (A) y en
los 60 min. totales de registro (B). Los datos estan expresados como la Media + EEM. ANOVA
de una via, seguido de Newman-Keuls. *= diferencia significativa vs grupo control. **= p <
0.01; ***=p < 0.001. No hubo diferencias significativas entre PBC 5 y cocaina. N= 6-7.
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En la Figura 12 A-B se muestra el efecto inducido por la PBC 5 inyectada a la dosis
equivalente de 10 mg/kg de cocaina base sobre la actividad locomotora.

Figura 12- Efecto estimulante inducido por PBC 5 (10).
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Figura 12. Actividad locomotora de animales inyectados con PBC 5 a la dosis equivalente de 10
mg/kg de cocaina base, cocaina 10 mg/kg o vehiculo expresada en intervalos de 10 min. (A) y
en los 60 min. totales de registro (B). Los datos estdn expresados como la Media + EEM.
ANOVA de una via, seguido de Newman-Keuls. *= diferencia significativa vs grupo control.
***=p < 0.001. No hubo diferencias significativas entre PBC 5 y cocaina. N= 6-7.

Al igual que lo obtenido para las dosis anteriores, PBC 5 incrementé significativamente
la actividad locomotora de los animales, comparado con el grupo control (p < 0.001).
Asimismo, cocaina indujo un efecto similar sin diferenciarse del inducido por PBC (Fig.
12 B).

En las Figuras 13 y 14 A-B se muestra el efecto inducido por la PBC 7 inyectada a la
dosis equivalente de 1 y 5 mg/kg de cocaina base sobre la actividad locomotora en
comparacion con la inducida por cocaina 1y 5 mg/kg.

37



Figura 13- Efecto estimulante inducido por PBC 7 (1).
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Figura 13. Actividad locomotora de animales inyectados con PBC 7 a la dosis equivalente de 1
mg/kg de cocaina base, cocaina 1 mg/kg o vehiculo expresada en intervalos de 10 min. (A) y en
los 60 min. totales de registro (B). Los datos estan expresados como la Media + EEM. ANOVA
de una via, seguido de Newman-Keuls. *= diferencia significativa vs grupo control. *= p < 0.05.
No hubo diferencias significativas entre PBC 5 y cocaina. N=6-7.

Figura 14- Efecto estimulante inducido por PBC 7 (5).
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Figura 14. Actividad locomotora de animales inyectados con PBC 7 a la dosis equivalente de 5
mg/kg de cocaina base, cocaina 5 mg/kg o vehiculo expresada en intervalos de 10 min. (A) y en
los 60 min. totales de registro (B). Los datos estan expresados como la Media + EEM. ANOVA
de una via, seguido de Newman-Keuls. *= diferencia significativa vs grupo control; +=diferencia
significativa entre PBC 7 vs cocaina. ++= p < 0.01; ***=p < 0.001. N=6-7.

Como se puede apreciar en la Figura 13, tanto PBC 7 como cocaina aumentaron en
forma significativa y similar la locomocién de los animales (p < 0.05). Sin embargo, de
manera interesante, en la Figura 14 se puede observar que PBC 7 y cocaina indujeron
un incremento en la actividad locomotora de los animales (p < 0.001 para ambos
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grupos), siendo significativamente mayor el efecto de PBC 7 comparado con cocaina (p
< 0.01 vs. cocaina, Fig. 14 B).

La caracterizacién del efecto estimulante de las muestras de PBC seleccionadas y su
comparacion con el efecto inducido por cocaina, permitié demostrar que el contenido
de cocaina base en las muestras PBC 1, 5 y 7 fue el principal responsable en la
respuesta comportamental de los animales. Sin embargo, a través de la PBC 7 se pudo
evidenciar que otros componentes (impurezas y/o adulterantes) podrian participar
también en el efecto estimulante, dado que presentd diferencias significativas con el
grupo inyectado con cocaina.

En base a este resultado, y con el objetivo de evaluar el papel de la cafeina en el efecto
estimulante inducido por PBC 7, se disefiaron la siguiente serie de experimentos.

En particular, se realizaron grupos experimentales en los cuales se co-administré una
solucién de cocaina y cafeina a las dosis mostradas en la Tabla 5. Cabe destacar que
para el caso de la PBC 1y 5 se incluyd una dosis mayor de 20 mg/kg en el disefio de los
experimentos. Los resultados se muestran en las Figuras 15-18 A-B.

Tabla 5- Dosis de cocaina y cafeina correspondientes a las dosis equivalentes de 5 o0 20
mg/kg de PBC 1,5y 7.

Muestra Dosis de cocaina Dosis de cafeina
base (mg/kg) base (mg/kg)

> 1.08
PBC1

20 4.35

> 0.07
PBC5

20 0.30
PBC7 5 548

Tabla 5. Dosis de cocaina y cafeina base calculadas en base a la dosis equivalente de cocaina a
la cual se administrd las muestras de PBC 1,5y 7.
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Experimento 1.

La Figura 15 A-B muestra la actividad locomotora de animales co-administrados con
cocaina 5 mg/kg y cafeina 2.5 mg/kg, comparado con los respectivos grupos controles.

Figura 15- Efecto estimulante inducido por cocaina (5) + cafeina (2.5).
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Figura 15. Actividad locomotora de animales inyectados con una solucién de cocaina (5) y
cafeina 2.5 (Coc + Caf), cocaina (Coc, 5 mg/kg), cafeina (Caf, 2.5 mg/kg) o vehiculo, expresada
en intervalos de 10 min. (A) y en los 60 min. totales de registro (B). Los datos estan expresados
como la Media £+ EEM. ANOVA de una via, seguido de Newman-Keuls. *= diferencia
significativa vs grupo control; += diferencia significativa vs cafeina; /= diferencia significativa vs
cocaina. No hubo diferencias significativas entre cafeina (2.5) y el grupo control. /= p < 0.05;
++=p < 0.01; ***, +++= p < 0.001. N= 5-6.

El analisis estadistico reveld que tanto cocaina (5 mg/kg) como la co-administracién de
cocaina (5) y cafeina (2.5), indujeron un aumento significativo en la distancia recorrida
de los animales comparados con el grupo control (p < 0.001 para ambos grupos).
Cafeina (2.5 mg/kg) no modificé significativamente la actividad locomotora. De manera
interesante, el aumento inducido por la co-administracién de cocaina y cafeina resulté
ser significativamente diferente al grupo inyectado con cocaina (p < 0.05), dejando en
evidencia el papel de la cafeina en el efecto estimulante obtenido.

Con el fin de comparar el efecto estimulante de los animales inyectados con PBC 7 (5) y
la co-administracion de cocaina (5) y cafeina (2.5), la Tabla 6 muestra los valores
medios de la actividad motora total producida por los distintos tratamientos.
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Tabla 6- Incidencia de la cafeina en la actividad estimulante de la PBC 7 (5).

. Medias + EEM de distancia
Tratamiento . .
recorrida (m) en 60 min.
Control 57.5+5.3
Cafeina (2.5) 86.2+10.9
Cocaina (5) 148.3+11.6
PBC 7 (5) 198.9+16.4
Coc (5) + Caf (2.5) 191.3+19.17

Tabla 6. Actividad locomotora de animales inyectados con PBC 7 equivalente a 5 mg/kg de
cocaina base, cocaina 5 y cafeina 2.5 mg/kg, cocaina 5 mg/kg, cafeina 2.5 mg/kg 6 vehiculo en
los 60 min. totales de registro. Los datos estan expresados como la Media + EEM. ANOVA de
una via, seguido de Newman-Keuls. *= diferencia significativa vs grupo control; += diferencia
significativa vs cafeina; /= diferencia significativa vs cocaina. /= p < 0.05; ++= p < 0.01; **¥*,
+++= p < 0.001. No hubo diferencias significativas entre PBC 7 y Coc (5) + Caf (2.5) ni entre
cafeina (2.5) y el control. N= 6-7.

Se puede apreciar que no hubo diferencias significativas entre el valor medio de la
distancia recorrida total de los animales tratados con cocaina (5) y cafeina (2.5) y los
tratados con PBC 7 inyectada a la dosis equivalente de 5 mg/kg de cocaina base.

En su conjunto, estos resultados demostraron que la cafeina presente en la muestra de
PBC 7 contribuyd sustancialmente en el efecto estimulante inducido por ésta muestra.

Experimento 2.

En base al resultado obtenido anteriormente, evaluamos la participacién de la cafeina
en las muestras de PBC 1 y 5 inyectadas a una dosis mayor, dado que fue evidente que
a las dosis ensayadas anteriormente la incidencia de la cafeina no fue apreciable.

La Figura 16 A-B muestra la distancia recorrida de animales tratados con PBC 1 a la
dosis equivalente de 20 mg/kg de cocaina base. El analisis estadistico reveld que los
animales tratados con PBC 1 aumentaron significativamente su locomocion respecto al
grupo control (p < 0.001). Cocaina también indujo un incremento significativo en la
actividad de los animales (p < 0.001). De manera interesante, se pudo apreciar una
diferencia significativa entre ambos grupos tratados (p < 0.01) demostrando el mismo
fenédmeno observado para la muestra PBC 7.
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Figura 16- Efecto estimulante inducido por PBC 1 (20).
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Figura 16. Actividad locomotora de animales inyectados con PBC 1 a la dosis equivalente de 20
mg/kg de cocaina base, cocaina 20 mg/kg o vehiculo, expresada en intervalos de 10 min. (A) y
en los 60 min. totales de registro (B). Los datos estan expresados como la Media + EEM.
ANOVA de una via, seguido de Newman-Keuls. *= diferencia significativa vs grupo control; +=
diferencia significativa entre PBC 1 vs cocaina. ++= p < 0.01; ***=p < 0.001. N= 6-7.

Con el fin de confirmar si la diferencia entre ambas drogas se debia al componente de
cafeina, se procedid a inyectar una solucién combinada de cocaina y cafeina a las dosis
de 20 y 4.5 mg/kg, de acuerdo a las dosis calculadas y mostradas en la Tabla 6. La
Figura 17 A-B muestra el resultado obtenido.

Figura 17- Efecto estimulante inducido por cocaina (20) + cafeina (4.5).
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Figura 17. Actividad locomotora de animales inyectados con una solucién de cocaina (20) y
cafeina (4.5) mg/kg (Coc + Caf), cocaina (Coc, 20 mg/kg), cafeina (Caf, 4.5 mg/kg) o vehiculo,
expresada en intervalos de 10 min. (A) y en los 60 min. totales de registro (B). Los datos estan
expresados como la Media + EEM. ANOVA de una via, seguido de Newman-Keuls.*= diferencia
significativa vs grupo control; += diferencia significativa vs cafeina; /= diferencia significativa vs
cocaina. No hubo diferencias significativas entre cafeina (2.5) y el grupo control. /= p < 0.05;
*** +4++4=p < 0.001. N=5-7.
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De manera similar a los resultados obtenidos en la Figura 15, el andlisis estadistico
demostré que tanto cocaina (20 mg/kg) como la co-administracién de cocaina (20) y
cafeina (4.5) indujeron un aumento significativo en la actividad locomotora de los
animales comparados con el grupo control (p < 0.001 para ambos grupos). Cafeina (4.5
mg/kg) tendié a aumentar la distancia recorrida aunque no resulté significativo el
cambio. El aumento inducido por la co-administracidon de cocaina y cafeina resulté ser
significativamente diferente al grupo inyectado con cocaina (p < 0.05), dejando en
evidencia el papel de la cafeina en el efecto estimulante obtenido.

Con el fin de comparar el efecto estimulante de los animales inyectados con PBC 1 (20)
y la co-administracion de cocaina (20) y cafeina (4.5), la Tabla 7 muestra los valores
medios de la actividad motora total producida por los distintos tratamientos.

Tabla 7- Incidencia de la cafeina en la actividad estimulante de la PBC 1 (20).

. Medias + EEM de distancia
Tratamiento . .
recorrida (m) en 60 min.
Control 57.5%+5.3
Cafeina (4.5) 119.9+9.1
Cocaina (20) 323.0+25.8
PBC 1 (20) 42524222
Coc (20) + Caf (4.5) 414.9 +38.4

Tabla 7. Actividad locomotora de animales inyectados con PBC 1 equivalente a 20 mg/kg de
cocaina base, cocaina 20 y cafeina 4.5 mg/kg, cocaina 20 mg/kg, cafeina 4.5 mg/kg & vehiculo
en los 60 min. totales de registro. Los datos estan expresados como la Media + EEM. ANOVA
de una via, seguido de Newman-Keuls. *= diferencia significativa vs grupo control; +=
diferencia significativa vs cafeina; /= diferencia significativa vs cocaina. /= p < 0.05; ***, +++=p
< 0.001. No hubo diferencias significativas entre PBC 1 y Coc (20) + Caf (4.5) ni Cafeina (4.5) y el
grupo control. N=5-7.

No hubo diferencias significativas entre el valor medio de la distancia recorrida total de
los animales tratados con cocaina (20) y cafeina (4.5) y los tratados con PBC 1
inyectada a la dosis equivalente de 20 mg/kg de cocaina base (Tabla 7), demostrando
la incidencia de la cafeina en el efecto estimulante inducido por PBC 1.
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Experimento 3.

Otra manera de confirmar la incidencia de la cafeina en el efecto estimulante de las
muestras de PBC fue a través de la inyeccién de la muestra PBC 5 a la dosis equivalente
de 20 mg/kg de cocaina base. Los resultados se muestran en la Figura 18 A-B. Cabe
recordar que dicha muestra posee un contenido en cafeina muy bajo (ver Tabla 3).

Figura 18- Efecto estimulante inducido por PBC 5 (20).
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Figura 18. Actividad locomotora de animales inyectados con PBC 5 a la dosis equivalente a 20
mg/kg de cocaina base, cocaina 20 mg/kg o vehiculo, expresada en intervalos de 10 min. (A) y
en los 60 min. totales de registro (B). Los datos estan expresados como la Media + EEM.
ANOVA de una via, seguido de Newman-Keuls. *= diferencia significativa vs grupo control.
***=p <0.001. No hubo diferencias significativas entre PBC 5 y cocaina. N= 6-7.

Los resultados mostraron que PBC 5 potencié significativamente la actividad
locomotora de los animales, respecto al grupo control (p < 0.001). Asimismo, los
animales tratados con cocaina (20 mg/kg) aumentaron la actividad respecto al grupo
control (p < 0.001). Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre PBC 5 vy
cocaina. Este resultado demostré que la cafeina no incidid en el efecto estimulante
inducido por la PBC 5.

Con el fin de comparar el efecto estimulante de los animales inyectados con PBC 5 (20)
y la co-administracion de cocaina (20) y cafeina (4.5), la Tabla 8 muestra los valores
medios de la actividad motora total producida por los distintos tratamientos.
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Tabla 8- Actividad locomotora total de la PBC 5 (20).

: Medias + EEM de distancia
Tratamiento . X
recorrida (m) en 60 min.
Control 57.5+5.3
Cafeina (4.5) 119.9+9.1
Cocaina (20) 323.0+25.8
PBC 5 (20) 261.6+38.2
Coc (20) + Caf (4.5) 414.9 +38.4"

Tabla 8. Actividad locomotora de animales inyectados con PBC 5 equivalente a 20 mg/kg,
cocaina 20 y cafeina 4.5 mg/kg, cocaina 20 mg/kg, cafeina 4.5 mg/kg 6 vehiculo en los 60 min.
totales de registro. Los datos estdn expresados como la Media + EEM. ANOVA de una via,
seguido de Newman-Keuls. *= diferencia significativa vs grupo control; += diferencia
significativa vs cafeina; /= diferencia significativa vs cocaina; #= diferencia significativa vs PBC
5. /= p < 0.05; ++, ##= p < 0.01; ***, +++= p < 0.001. No hubo diferencias significativas entre
cafeina (4.5) y el grupo control. N= 5-7.

Como se observa en la Tabla 8, hubo diferencias significativas entre el valor medio de
la distancia recorrida total de los animales tratados con PBC 5 y cocaina (20) y cafeina
(4.5) (p < 0.01), demostrando que el bajo contenido en cafeina no alcanzé a incidir en
la respuesta locomotora observada luego del tratamiento con la PBC 5.

Los resultados obtenidos nos permitieron mostrar la dosis dependencia en el efecto
estimulante inducido por cada una de las drogas inyectadas (Fig. 19 A-D).

Como se puede apreciar en la Figura 19 A-C, las PBC 1, 5 y 7 potenciaron la actividad
locomotora de los animales a medida que se aumentd la dosis, demostrando un efecto
dosis dependiente.

Asimismo cocaina mostréd un perfil similar, demostrando también su dosis
dependencia sobre la actividad motora (Figura 19 D).
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Figura 19- Dosis-dependencia en el efecto estimulante inducido por muestras de PBC

y cocaina.
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Figura 19. Actividad locomotora de animales inyectados con PBC 1y 5 a la dosis equivalente de
1, 5, 10 y 20 mg/kg de cocaina base, cocaina 1, 5, 10 y 20 mg/kg, PBC 7 a la dosis equivalente
de 1y 5 o vehiculo, registrada durante 60 min. Los datos estdn expresados como la Media %
EEM. ANOVA de una via, seguido de Newman-Keuls o test t- Student no pareado para PBC 7.
*= diferencia significativa vs 1mg/kg; += diferencia significativa vs 5 mg/kg; /= diferencia
significativa vs 10 mg/kg. *, += p < 0.05; ** ++= p < 0.01; ***, ///=p < 0.001. N=5-7.
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1.2 Caracterizacion de la conducta de agresion en ratas inducida por la administracion
sistémica aguda de una muestra de PBC (PBC 1) utilizando el modelo de agresion
inducido por aislamiento. Evaluacion del efecto residual.

Con el objetivo de caracterizar el efecto de la PBC 1 sobre la conducta agresiva, sus
acciones fueron evaluadas utilizando el modelo de agresion por aislamiento. Asimismo
evaluamos el efecto residual de la droga, 24 hs después de su administracién. Se
inyecté PBC 1 a la dosis equivalente de 10 mg/kg de cocaina base y sus acciones fueron
comparadas con las inducidas por cocaina a 10 mg/kg.

La realizacion de dos encuentros basales (E1 y E2, ver esquema 2) entre el animal
residente y un intruso, permitid que los residentes adquirieran experiencia ganadora y
asi establecer un nivel basal de conductas agresivas en los residentes para evaluar el
efecto farmacolégico de PBC 1y cocaina.

En las Figuras 20 y 21 se muestra el efecto farmacoldgico inducido por PBC 1 a la dosis
equivalente a 10 mg/kg de cocaina base sobre las conductas agresivas, no agresiva y la
exploracién, en el dia del Test. Asimismo, se comparan sus efectos con los inducidos
por el grupo tratado con cocaina (10 mg/kg) y con vehiculo. Cabe aclarar que los
animales inyectados con el vehiculo de PBC y de cocaina presentaron un patrén
conductual similar por lo que fueron agrupados y se presentan en un Unico grupo

control.

Figura 20- Efecto de PBC 1 (10) sobre el patron de conductas agresivas: dia

del Test.
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Figura 20. Frecuencia y tiempo de las conductas agresivas (A y B, respectivamente) y latencia
de aparicion de la primera conducta agresiva (C) de residentes inyectados con PBC 1 a una
dosis equivalente de 10 mg/kg de cocaina base, cocaina 10 mg/kg o vehiculo, en los 15 min de
registro del dia del Test. Los datos estan expresados como la Media + EEM. ANOVA de una via,
seguido de Newman-Keuls. *= diferencia significativa vs grupo control; += diferencia
significativa vs PBC 1. *, + =p < 0.05; ***=p < 0.001. No hubo diferencias significativas entre los

tratamientos en el tiempo de agresion. N=7.
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El anadlisis estadistico revelé que los animales tratados con PBC 1 disminuyeron
significativamente la frecuencia de las conductas agresivas respecto al grupo control (p
< 0.05, Fig. 20 A). La misma respuesta se observd en los animales inyectados con
cocaina. No se evidenciaron diferencias entre ambas drogas. La consecuente
disminucion en el tiempo de las conductas agresivas inducidas por PBC 1 y cocaina no
resultd ser significativa (Fig. 20 B).

Por otra parte, PBC 1 aumento la latencia de aparicion a la primera conducta agresiva
(p < 0.05, Fig. 20 C), mientras que cocaina indujo un efecto similar aunque fue
estadisticamente diferente al observado en los animales tratados con PBC 1 (p < 0.05).
En su conjunto, estos resultados indicaron que el tratamiento con PBC 1 y cocaina
indujo un claro bloqueo de la conducta agresiva en los residentes.

La Figura 21 A-B muestra el tiempo de investigacidn social y la actividad exploratoria
vertical (rearings) de los residentes tratados con PBC 1 en el dia del Test,
respectivamente.

Figura 21- Efecto de PBC 1 (10) sobre la conducta no agresiva y de exploracion: dia

del Test.
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Figura 21. Tiempo de investigacion social (A) y frecuencia de rearings (B) de animales
residentes inyectados con PBC 1 a una dosis equivalente de 10 mg/kg de cocaina base, cocaina
10 mg/kg o vehiculo, en los 15 min. de registro del dia del Test. Los datos estan expresados
como la Media + EEM. ANOVA de una via, seguido de Newman-Keuls. *= diferencia
significativa vs grupo control. *= p < 0.05; **=p < 0.01. No hubo diferencias significativas entre
PBC 1y cocaina. N=7.

Los animales tratados con PBC 1 mostraron una leve tendencia a disminuir el tiempo
de investigaciéon social, mientras que el analisis estadistico revelé que cocaina
disminuyd significativamente este pardmetro respecto al grupo control (p < 0.05; Fig.
21 A). Por otra parte, la frecuencia de rearings de los residentes tratados con PBC 1
aumento significativamente respecto al grupo control (p < 0.01; Fig. 21 B). Asimismo,
cocaina potencié el numero de rearings (p < 0.01), sin mostrar diferencias con PBC.
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1.2.1. Correlato comportamental de registro de locomocion mediante el uso del modelo
de Campo Abierto.

La Figura 22 muestra la actividad locomotora registrada en el periodo de 25 a 40 min
(de un total de 60 min) de animales tratados con PBC 1 a una dosis equivalente de 10

mg/kg de cocaina base, cocaina (10 mg/kg) o vehiculo.

Figura 22- Actividad motora inducida por PBC 1 (10) registrada en un periodo

de 15 min.
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Figura 22. Actividad locomotora de animales inyectados con PBC 1 a una dosis equivalente a
10 mg/kg de cocaina base, cocaina (10 mg/kg) y vehiculo en el periodo de 25-40 min. extraido
de los 60 min. totales de registro en el campo abierto. Los datos estan expresados como la
Media + EEM. ANOVA de una via, seguido de Newman-Keuls. *=diferencia significativa vs
grupo control. ***=p < 0.001. No hubo diferencias significativas entre PBC 1 y cocaina. N= 5-6.

En concordancia con lo observado previamente (Fig. 9), PBC 1 y cocaina aumentaron
de manera similar y significativa la actividad locomotora de los animales (p < 0.001, Fig.
22). Este resultado nos permitié establecer una relaciéon con la activacion locomotora
inducida por PBC 1 y cocaina en los animales residentes en el dia del Test de agresidn.
Asi, la hiperactividad observada se relaciona con el aumento en la frecuencia de
rearings cuantificado en los animales tratados con PBC 1 y cocaina en el dia del Test.

Las Figuras 23 y 24 muestran el efecto residual de PBC 1 sobre la conducta agresiva, no
agresiva y exploratoria evaluado en el dia Post-test, es decir, 24 hs después de la
administracion de la droga. Asimismo, se comparan estos efectos con los inducidos por
el pre-tratamiento con cocaina y vehiculo. La Figura 23 A-C representa la frecuencia y
el tiempo de las conductas agresivas, asi como la latencia de aparicion de la primera
conducta agresiva, respectivamente, registradas en 10 min. de los residentes que
fueron pre-tratados con PBC 1 o cocaina. El analisis estadistico no revelé diferencias
significativas entre el grupo pre-tratado con PBC 1 o cocaina y el grupo control para
cada uno de los pardametros medidos (Fig. 23 A-C). Sin embargo, el grupo pre-tratado
con cocaina tendid a aumentar la latencia de apariciéon de la primera conducta
agresiva, aunque fue muy variable (Fig. 23 C).
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Figura 23- Efecto residual de PBC 1 sobre el patrén de conductas agresivas: dia Post-

clr o Zoedl
é: 1:: Z T g | Z //T é% 100- %
1717 N4 % e

0

Control Pre-Coc (10) EA Pre-PBC 1(10)

Figura 23. Frecuencia y tiempo de las conductas agresivas (A y B, respectivamente) y latencia
de aparicién de la primera conducta agresiva (C) de residentes inyectados el dia anterior con
PBC 1 a una dosis equivalente a 10 mg/kg de cocaina base, cocaina 10 mg/kg o vehiculo, en los
10 min de registro del dia Post-test. Los datos estdn expresados como la Media + EEM. ANOVA
de una via, seguido de Newman-Keuls. No hubo diferencias significativas entre los pre-
tratamientos en los pardmetros cuantificados. N=7.

De manera similar, el analisis estadistico no revelé diferencias significativas entre el
pre-tratamiento con PBC 1 o cocaina y el grupo control en el tiempo de investigacién
social (Fig. 24 A) o en la frecuencia de rearings (Fig. 24 B).

Figura 24- Efecto residual de PBC 1 sobre la conducta no agresiva y exploratoria: dia
Post-test.
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Figura 24. Tiempo de investigacién social (A) y frecuencia de rearings (B) de residentes
inyectados el dia anterior con PBC 1 equivalente a 10 mg/kg de cocaina base, cocaina 10 mg/kg
6 vehiculo, en los 10 min de registro del dia Post-test. Los datos estan expresados como la
Media + EEM. ANOVA de una via, seguido de Newman-Keuls. No hubo diferencias significativas
entre los pre-tratamientos. N=7.
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CAPITULOII
CARACTERIZACION NEUROQUIMICA DEL EFECTO FARMACOLOGICO DE PBC.

2.1 Determinacion de los cambios neuroquimicos sobre el sistema dopaminérgico en el
NAcc y serotoninérgico en la CPF inducidos luego de la administracion sistémica aguda
de PBC. Correlato neuroquimico de los cambios observados en los animales residentes
en el dia del Test en el modelo de agresion por aislamiento.

Con el fin de profundizar en la caracterizacion de los efectos farmacolégicos inducidos
por la PBC 1, y asi establecer un correlato neuroquimico con el dia del Test de
agresion, evaluamos sus acciones sobre el sistema DAérgico y 5-HTérgico en dos
regiones del sistema mesocorticolimbico, NAcc y CPF. Los animales fueron tratados en
forma aguda con PBC 1 a la dosis equivalente de 10 mg/kg de cocaina base vy
estudiamos sus efectos sobre el sistema dopaminérgico en el NAcc y serotoninérgico
en la CPF medial, lateral y total, luego de 30 min. de administrada la droga. Asimismo,
sus acciones fueron comparadas con cocaina a 10 mg/kg. Los resultados se muestran
en la Tabla 9.

Tabla 9- Efecto neuroquimico de PBC 1 (10) en el NAcc y en la CPF: correlato del dia del
Test de agresidn.

., Neurotransmisores :
Region : Tratamiento
y Recambio
Control PBC1 Cocaina
DA 6805 + 846 12182 +948.1+** 10789 + 640.4+**
DOPAC/DA 0.63 £0.05 0.28 £0.02 0.35+£0.03
570.5+37.2 671.8+£32.6 539.0 £ 46.6
5-HT
CPF
534.3+16.1 605.5 £ 38.9 541.7 £ 67.0
5-HT
CPF
980.8 + 74.5 1123.0+33.3 1169.0 + 60.6
5-HT
CPF
total 5-HIAA/5-HT 0.64 +£0.09 0.43 £0.02* 0.37 £ 0.009**

Tabla 9. Cuantificacion mediante HPLC-DE de niveles tisulares (ng/g tejido) y recambio
dopaminérgico en NAcc y serotoninérgico en CPF medial, lateral y total de animales inyectados

51



con PBC 1 equivalente a 10 mg/kg de cocaina base, cocaina 10 mg/kg 6 vehiculo. Los datos
estan expresados como la Media £+ EEM. ANOVA de una via, seguido de Newman-Keuls. *=
diferencia significativa vs grupo control. *= p < 0.05; **=p < 0.01; ***=p < 0.001. N= 3-7.

El analisis estadistico reveld que el tratamiento con PBC 1 aumentd significativamente
los niveles de DA en el NAcc (p < 0.01; Tabla 9). Cocaina indujo el mismo efecto,
mientras que no se evidenciaron diferencias entre ambas drogas. De manera
consecuente, tanto PBC 1 como cocaina disminuyeron significativamente el recambio
DAérgico en ésta region (p < 0.001). Ambos efectos neuroquimicos fueron los
esperables para ambas drogas de abuso (Kuczenski y cols. 1990).

Por otra parte, los niveles de 5-HT y el recambio serotoninérgico en la CPF medial y
lateral no fueron modificados significativamente por los tratamientos realizados. Este
resultado nos llevé a la pregunta de si el efecto farmacoldégico inducido por PBC o
cocaina podia haberse menospreciado por la diseccidn especifica de subregiones de la
CPF medial y lateral. Asi, otro grupo de animales fue inyectado con PBC 1 y cocaina
bajo las mismas condiciones anteriores y fue disecada la CPF total. De manera
interesante, el tratamiento con PBC 1 mostré una tendencia a aumentar los niveles de
5-HT en la CPF total, mientras que resulté ser significativa la disminucién en el
recambio 5-Hérgico (p < 0.05). Similarmente, los animales tratados con cocaina
mostraron el mismo perfil observado para PBC, sin evidenciarse diferencias entre
ambas drogas.

Estos resultados indican una relacién entre el efecto neuroquimico inducido por PBC 1
y cocaina en el NAcc y la CPF total y la respuesta comportamental que ambas drogas
indujeron en los animales residentes en el dia del Test de agresién, ya que ambos
grupos experimentales fueron tratados bajo las mismas condiciones farmacolégicas.

2.2 Determinacion de los cambios neuroquimicos sobre el sistema dopaminérgico en el
NAcc y serotoninérgico en la CPF en los animales residentes sometidos al dia Post-test
en el modelo de agresion por aislamiento.

Con el fin de evaluar el efecto neuroquimico residual del pre-tratamiento con PBC 1 en
el modelo de agresidn por aislamiento, cuantificamos los niveles tisulares de DA y 5-HT
y el recambio de ambos neurotransmisores en el NAcc y CPF medial y lateral,
respectivamente de animales residentes luego del ensayo del dia Post-test. Asimismo,
las acciones fueron comparadas en animales pre-tratados con cocaina a 10 mg/kg. Los
resultados se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10- Efecto neuroquimico residual de PBC 1 (10) en el NAcc y en la CPF: dia Post-

test.
.. Neurotransmisores :
Region X Tratamiento
y Recambio
Control PBC1 Cocaina
DA 8216 * 1135 8862+913.4 | 7680+401.4
NAcc
] 508.8 + 65.9 554.4+27.4 | 492.7+30.9
5-HT
CPF
medial 5-HIAA/5-HT 1.18+0.24 1.00+0.09 0.87 £0.07
) 521.0+56.5 563.0+37.9 533.2+36.9
5-HT
CPF
lateral 5-HIAA/5-HT 0.90+0.14 0.82 +0.06 0.57 +0.05

Tabla 10. Cuantificacién mediante HPLC-DE de niveles tisulares (ng/g tejido) y recambio
dopaminérgico en NAcc y serotoninérgico en CPF medial y lateral de residentes inyectados el
dia anterior con PBC 1 equivalente a 10 mg/kg de cocaina base, cocaina 10 mg/kg 6 vehiculo,
en el dia Post-test. Los datos estan expresados como la Media £+ EEM. ANOVA de una via,
seguido de Newman-Keuls. No hubo diferencias significativas entre los tratamientos en las
regiones estudiadas. N=7.

El analisis estadistico no reveld diferencias significativas entre los pre-tratamientos de
PBCy cocaina y el grupo control en los niveles tisulares de DA, asi como en el recambio
DAérgico en el NAcc (Tabla 10). Por otra parte, tampoco hubo diferencias significativas
entre los pre-tratamientos en los niveles de 5-HT y su recambio tanto en la CPF medial
como lateral. De manera interesante, estos resultados se correspondieron con la
ausencia de efecto residual observado en las conductas agresivas, de investigacion
social y de exploracion durante la sesion de Post-test (Fig. 23 y 24).
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VIl. DISCUSION

Durante el desarrollo de esta tesis se obtuvieron resultados sobre la caracterizacion
farmacolégica de los efectos comportamentales y neuroquimicos inducidos por
muestras de Pasta Base de Cocaina provenientes de distintas incautaciones realizadas
en el Uruguay. Los datos demostraron que la cocaina base, presente en las muestras
de PBC, fue en general el principal responsable de los efectos farmacolégicos inducidos
por la droga. Sin embargo, la presencia del adulterante activo, cafeina, colabord e
incluso potencié uno de los efecto farmacolédgico estudiados (accion estimulante). Los
resultados presentados constituyen la primera caracterizacién pre-clinica de algunas
acciones de muestras de Pasta Base de nuestro pais sobre el SNC.

Efecto estimulante de las muestras de PBC y la relevancia de la cafeina.

Los resultados obtenidos en esta serie de experimentos demostraron que las muestras
de PBC seleccionadas (PBC 1, 5 y 7) indujeron un efecto estimulante dosis-
dependiente. Este resultado no es sorprendente dado que PBC es una droga
estimulante y dicha propiedad ha sido ampliamente demostrada para otras drogas
psicoestimulantes (Sahakian y cols. 1975; Kuczenski y cols. 1991; Antoniou y cols.
1998). Sin embargo, nuestros resultados constituyen la primera caracterizacion pre-
clinica de dicha propiedad.

Los resultados comparativos con la accidn estimulante inducida por cocaina inyectada
a dosis equivalente con PBC revelaron que, la cocaina base presente en las muestras
de PBC, fue la principal responsable de la accién estimulante de las PBC seleccionadas.
Sin embargo, dependiendo de la muestra de PBC y la dosis ensayada se pudo
evidenciar que la cafeina generd un efecto aditivo a la cocaina base, explicando el
mayor efecto estimulante inducido por la PBC 1y 7. La comprobacidn de dicha accién
surgi6 de los experimentos en los que se co-administraron cocaina y cafeina a las dosis
equivalentes a las inyectadas para cada una de las muestras de PBC (ver Tabla 5).
Ambas combinaciones de cocaina y cafeina ensayadas (Coc 20 + Caf 4.5 mg/kg y Coc 5
+ Caf 2.5 mg/kg) reprodujeron el mismo efecto estimulante que la PBC 1 vy 7,
respectivamente (Tablas 6 y 7). De esta manera quedd demostrado el efecto aditivo de
la cafeina. A su vez, el hecho de que la PBC 5 (con muy bajo contenido en cafeina) no
revelara diferencias significativas con la propiedad estimulante inducida por cocaina, a
ninguna de las dosis administradas, apoya el papel directo de la cafeina en la
propiedad estimulante inducida por la PBC 1 y 7. Asimismo, aunque de manera
indirecta, se pudo demostrar que los otros componentes presentes en las muestras de
PBC (impurezas) no incidieron en la accidén estimulante de la droga.

Si bien estos resultados son interesantes y originales, cabe mencionar que no es
sorprendente que cafeina esté presente en las muestras de PBC, ya que es uno de los
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adulterantes mds comunes agregados a drogas de abuso ilegales. A continuacion
proponemos evidencias sobre su mecanismo de accidn que pudieran explicar la
potenciacion del efecto estimulante de PBC asi como su relevancia en el poder adictivo
de la misma.

Aunque es definida como la droga psicoestimulante mds consumida en todo el mundo,
la cafeina es mucho menos potente en términos comparativos con cocaina o
anfetamina (Antoniou y cols. 1998). Han sido descritos efectos positivos de la cafeina
en sus consumidores ya que aumenta la concentracion, alivia la fatiga y contribuye al
estado de alerta. Sin embargo, consumida a altas dosis produce ansiedad, nerviosismo,
alteraciones del suefio y palpitaciones cardiacas (Fredholm y cols. 1999; Cauli y Morelli
2005; Ferré 2008). La cafeina es un antagonista no selectivo de los receptores de
adenosina. La adenosina, aunque no se define como un neurotransmisor clasico, es
una purina que funciona como un inhibidor general de la actividad neuronal. Se une a
tres tipos de receptores metabotrdpicos Ai; Aya, A Y As. Mientras que éstos
receptores se expresan en el cerebro, la afinidad de adenosina por los receptores A,z y
A3z es baja y su actividad basal no se considera relevante. Se ha sugerido que bajo
condiciones fisioldgicas, la cafeina no ejerce sus acciones a través de dichos
receptores. Cafeina se une con alta afinidad a los receptores A; y A, y mediaria sus
acciones a través del bloqueo de los mismos. Estudios de inmunohistoquimica han
demostrado una alta expresidon de receptores A; en hipocampo, corteza y cerebelo y
baja concentracién en los ganglios basales. Se piensa que los efectos positivos de la
cafeina se deben al bloqueo de estos receptores. En contraste, la expresién de
receptores A, estd limitada a regiones de los ganglios basales, y en particular en
regiones altamente inervadas por fibras DAérgicas como son el ED y el tubérculo
olfatorio (Fredholm y cols. 1999; Fisone y cols. 2004). Se ha demostrado que el efecto
estimulante en roedores estd mediado especificamente a través del bloqueo del
receptor A, expresado en neuronas estriatales, reduciendo la inhibicidn ejercida por la
adenosina enddgena sobre la transmisiéon DAérgica (El Yacoubi y cols. 2000). Se ha
demostrado ademas que el antagonismo de este receptor aumenta la liberacidn de la
DA estriatal (Ferré y cols. 1997; Bedingfield y cols. 1998; Fredholm y cols. 1999; Cauliy
Morelli 2005).

Algunos estudios han reportado en diversos modelos comportamentales una
interacciéon (por adicién y/o sinergismo) entre los efectos inducidos por cafeina y
drogas psicoestimulantes. La cafeina administrada en forma aguda puede aumentar la
locomocién inducida por bajas dosis repetidas de anfetamina, o potenciar la
estereotipia inducida por cocaina y anfetamina (Poleszak y Maleck 2000; Cauli y
Morelli 2005). En este sentido, la accion potenciadora de la cafeina podria explicar los
resultados obtenidos en nuestros experimentos. Si bien el mecanismo de accion de la
cafeina es completamente diferente al de la cocaina, el aumento de la transmisién
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DAérgica inducida por ambas drogas en el circuito mesolimbico y nigroestriatal
(aunque con distinta potencia), resulta en una convergencia de ambos mecanismos
con un resultado comun, el de la potenciacién locomotora. Asi, esta combinacién de
mecanismos podria explicar la potenciacion del efecto estimulante en las PBC1y 7.

A pesar de ser una droga con un bajo potencial adictivo, se ha demostrado las
propiedades reforzadoras de cafeina utilizando el paradigma CPP. Se observd que los
animales tratados con bajas dosis de cafeina desarrollan preferencia de lugar
(Bedingfield y cols. 1998; Patkina y Zvartau 1998). A su vez, algunos estudios han
demostrado la contribucidn de cafeina al efecto reforzador de cocaina. La auto-
administracion combinada de cocaina y cafeina potencia la auto-administracion de
bajas dosis de cocaina (Schenk y cols. 1994), mientras que la co-administracion de
dosis bajas de cocaina y cafeina indujo un efecto aditivo en el modelo de CPP
(Bedingfield y cols. 1998). Estas evidencias demuestran que la presencia de cafeina
potencia el efecto reforzador de la cocaina, dato que muestra gran relevancia para
explicar el poder adictivo de la PBC.

Si bien hasta el momento se consideraba a la via de administracion como el factor
clave para explicar el perfil clinico caracteristico de los consumidores de PBC, nuestro
trabajo demuestra que los adulterantes en las muestras de PBC también contribuyen
en el efecto farmacoldégico de la droga. Especificamente, demostramos que en
muestras de PBC con alto contenido en cafeina y dependiendo de la dosis
administrada, ésta ejerce un efecto aditivo en la accidén estimulante inducida por la
cocaina base. Un hallazgo muy interesante es el hecho de que cafeina es una sustancia
gue puede ser volatilizada (Huizer 1987; Gostic y cols. 2009). En base a este hallazgo y
teniendo en cuenta la comprobacion de una accidon aditiva entre cocaina (base) y
cafeina, sumada a una via de administracion rdpida (inhalacién pulmonar),
proponemos que la cafeina presente en las muestras de PBC, es un factor que podria
colaborar con la gran dependencia y toxicidad generalizada que aparece en los
consumidores de PBC. Serd necesario realizar futuros experimentos para abordar el
estudio esta hipotesis.

Sin embargo, dado que la PBC es una droga fumable, no podemos descartar que al
momento de consumirla se formen productos de combustidn que puedan tener accién
sobre el SNC (Lizasoain y cols. 2002; Moraes y cols. 2010) y colaborar asi en el perfil
clinico de los consumidores. De todas maneras, serian muy dificiles de determinar,
dado que los productos de pirdlisis varian con las condiciones de temperatura a las que
se quema la PBC para ser volatilizada (Gostic y cols. 2009).

Efecto anti-agresivo inducido por PBC 1 y cambios neuroquimicos asociados.
Dos de los modelos mas utilizados para evaluar el efecto de drogas de abuso en las

conductas agresivas son el de induccién de agresion por aislamiento social y el de
residente-intruso (Olivier y Mos 1992; Olivier y Young 2002). En estos modelos
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generalmente se utilizan ratones macho, dado que presentan un patrén conductual
mas agresivo que las ratas. Por otro lado, existe variabilidad en los procedimientos
experimentales, los que generalmente utilizan entre 4-6 semanas de aislamiento de los
animales y/o la presencia de una hembra para logar altos niveles de agresividad en los
animales residentes (Miczek 1979; Darmani y cols. 1991; Banjaw y cols. 2006; de
Almeida y cols. 2010). Sin embargo, en nuestro laboratorio hemos implementado el
modelo de agresidn por aislamiento en ratas adaptado a nuestras posibilidades.
Utilizamos Unicamente una semana de aislamiento de los residentes y en ausencia de
una hembra. Los resultados demostraron que siete dias de aislamiento y dos
encuentros basales previos al dia del Test, fueron suficientes para establecer un nivel
basal de conductas agresivas, los cuales nos permitieron evidenciar cambios en las
respuestas conductuales bajo el efecto de las drogas. De manera interesante, nuestros
resultados concuerdan con datos ya establecidos en la literatura en los cuales se
demostré que la administracién sistémica aguda y en altas dosis de cocaina, genera un
bloqueo significativo de la conducta agresiva de residentes (Miczek 1979; Darmani y
cols. 1990; Long y cols. 1996; Estelles y cols. 2004). Esta evidencia indica la
reproducibilidad del resultado a pesar de las modificaciones impuestas en nuestro
protocolo.

La administraciéon aguda de PBC 1 indujo una respuesta conductual similar a la
producida por cocaina. Este resultado sugiere que la cocaina base presente en esta
muestra de PBC es la principal responsable de la accién antiagresiva observada. La
cafeina presente en la PBC 1 no pareceria aportar al efecto antiagresivo. Sin embargo,
en la literatura algunas evidencias establecen una relacion entre la cafeina y el
aumento en la agresidn. Estd descrito que ratones knock-out para el subtipo de
receptor A;a presentan un aumento de conductas agresivas frente a un intruso en el
modelo residente-intruso. Por otra parte, dosis bajas de cafeina en un tratamiento
agudo (2.5-5 mg/kg) potencian moderadamente las conductas agresivas (Ledent y cols.
1997; Wilson y cols. 2000). Basados en estos hallazgos es necesario realizar otro disefio
experimental que nos permita evidenciar el papel de la cafeina en los efectos de la PBC
en relacion a la conducta agresiva.

El bloqueo de la agresidn se reflejé en una disminucidn en la frecuencia y tiempo de las
conductas agresivas asi como en un aumento en la latencia de aparicion de la primera
conducta agresiva de los residentes. Sin embargo, en éste Ultimo parametro se
observé una diferencia significativa entre ambas drogas. Este hecho podria explicarse
por la mayor variabilidad que aparece en el grupo de residentes inyectados con PBC,
siendo mds homogéneo el grupo de cocaina en relacidn a los animales que no
mostraron conductas agresivas.

A diferencia de lo reportado por otros autores, el efecto que obtuvimos con cocaina no
fue especifico sobre las conductas agresivas de los residentes ya que la droga también
redujo el tiempo de interaccion social (en relacion al intruso) mientras que aumenté la
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actividad exploratoria. En este sentido, cabe mencionar que la disminucién en la
interaccion social con el intruso se la ha relacionado con un aumento en la ansiedad de
los animales (Blanchard y Blanchard 1999; Estelles y cols. 2004). Este hecho, sumado a
que la interaccidn social es parte del repertorio conductual inicial de los residentes
frente al intruso para comenzar a desplegar las conductas ofensivas (Koolhaas y cols.
1980; Banjaw y cols. 2006), indicaria que, la disminucion en el tiempo de interaccién
social podria contribuir a la reduccién en la aparicién de las conductas agresivas. Por
otra parte, algunos autores han demostrado que cocaina administrada a dosis altas
(10-20 mg/kg) y en tratamientos agudos, induce un efecto ansiogénico en el modelo
de Laberinto en cruz elevado (Rogerio y Takahashi 1992; Yang y cols. 1992). Este efecto
estaria en concordancia con la observacion de que una disminucién en la ansiedad
(efecto ansiolitico) podria favorecer a la expresion de conductas agresivas. De hecho,
esta evidencia ha quedado demostrada en ratas hembras lactantes y en una cepa de
ratas con baja ansiedad denominada “low anxiety-related behavior” (LAB) (Ferreira y
cols. 2002; Neumann y cols. 2010). A pesar de estas evidencias, seria necesario realizar
un experimento en el que se evaluara el grado de ansiedad que poseen animales
residentes inyectados con cocaina o PBC luego de haber sido sometidos al protocolo
de agresioén inducido por aislamiento.

Por otra parte, el aumento en la actividad exploratoria (rearings) observada en los
residentes tratados con PBC 1 y cocaina estuvo en concordancia con el aumento en la
locomocién registrada en otro grupo de animales tratados bajo las mismas
condiciones. Es posible que el estado hiperactivo de los residentes haya predominado
sobre las otras conductas agresivas y de interaccién social impidiendo que éstas se
expresen.

El efecto estimulante estuvo en relacidén con el aumento en los niveles tisulares de DA
y con la concomitante disminuciéon del recambio DAérgico en el NAcc de animales
tratados con PBC 1 y cocaina, parametros cuantificados en otro grupo de animales
tratados bajo las mismas condiciones (ver Tabla 9). Los cambios neuroquimicos sobre
el sistema DAérgico resultaron los esperados de acuerdo al mecanismo de accién de
drogas estimulantes como la cocaina. De hecho, el aumento en la transmisidon
DAérgica se ha correlacionado ampliamente con el efecto estimulante y reforzador
inducido por la droga (Kuczenski y cols. 1991; Feldman y cols. 1997; Torregrosa y
Kalivas 2007). PBC 1 indujo la misma modificacidn que cocaina, sugiriendo
nuevamente que la cocaina base, presente en esta muestra, seria la responsable
principal de dicho cambio neuroquimico. Este resultado constituye, a su vez, la
caracterizacidn pre-clinica del cambio neuroquimico mas tipico de una droga de abuso.

Varias evidencias implican la via DAérgica mesocorticolimbica en la conductas
agresivas (Miczek y cols. 2002; Miczek y Fish 2005). Existen trabajos que muestran que
el antagonista selectivo del receptor DAérgico D,, haloperidol, o antipsicéticos atipicos
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(risperidona, clozapina) con afinidad por receptores DAérgicos, han sido utilizados
efectivamente por décadas, e incluso actualmente, para tratar a pacientes agresivos,
especialmente aquellos que padecen psicosis (Nelson y Trainor 2007). En modelos pre-
clinicos, antagonistas de receptores DAérgicos D; y D, también han demostrado
efectos anti-agresivos en modelos animales de agresion. Por otro lado, se ha descrito
que animales residentes entrenados para confrontar a un intruso, poseen un aumento
de DA en el NAcc previo al momento de la contienda y luego de finalizada la misma
(van Erp y Miczek 2000; Ferrari y cols. 2003) demostrando que un aumento en la
transmision DAérgica estaria en la base de las conductas agresivas.

Nuestra estrategia experimental, permitié establecer una relacién entre el bloqueo de
la agresion observada en los residentes tratados con PBC 1 y cocaina y el aumento de
DA que generan ambas drogas en el NAcc. Estos datos apoyan la participacion del
sistema DAérgico en la conducta agresiva, aunque paradéjicamente a lo descrito, una
sobre-activacién del circuito mesocorticolimbico estaria afectando el despliegue
agresivo bloqueando la respuesta. Esta discrepancia pone de manifiesto la necesidad
de profundizar en el estudio del papel de la DA en la agresion.

A diferencia de la DA, el papel de la 5-HT en la agresion esta bien caracterizado. Una
amplia evidencia sostiene que el aumento de 5-HT a nivel central se relaciona con una
disminucion de las conductas agresivas (Molina y cols. 1987; Brunner y Hen 1997; van
Erp y Miczek 2000). Como se mencioné anteriormente, el mecanismo de accion de
cocaina implica un bloqueo de la proteina transportadora de 5-HT, efecto que se
corresponde con un aumento en la neurotransmision 5-HTérgica y su concomitante
disminucion en el recambio del neurotransmisor (Ritz y cols. 1990; Miiller y Huston
2006). Nuestros resultados muestran que la administracién de PBC 1 y cocaina tendi6 a
aumentar los niveles de 5-HT en la CPF total y a disminuir el recambio 5-HTérgico.
Estos cambios neuroquimicos se corresponderian con el bloqueo de las conductas
agresivas observado en los residentes.

Es importante mencionar, que los cambios en el sistema 5-HTérgico no fueron
significativamente evidentes en las secciones de la CPF medial y lateral luego del
tratamiento con PBC 1 y cocaina. Parece indudable que la funcionalidad de la CPF se
modifica cuando se diseca en sub-secciones, siendo necesario el estudio de la CPF total
para determinar los cambios neuroquimicos inducidos por PBC 1 y cocaina. Hasta
nuestro conocimiento, en la literatura no habia suficiente informacion que asociara el
blogueo del patrén agresivo inducido por cocaina en ratas macho con el aumento de la
actividad locomotora y del sistema DAérgico y 5-HTérgico en regiones que integran el
circuito mesocorticolimbico. En este sentido, nuestros datos aportan informacidn a la
tan compleja relacién droga de abuso-conducta agresiva, y en particular, aportamos
datos originales sobre las acciones de PBC en esta respuesta conductual. Finalmente,
no hay que perder de vista que la asociacidén entre PBC y el patron de agresividad en
sus consumidores se evidencia generalmente luego del consumo repetido y de la
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abstinencia a la droga. Sera necesario realizar futuros experimentos para abordar este
estudio.

Efecto residual en el dia Post-test.

La evaluacion de las conductas agresivas en el dia del Post-test permitié evidenciar que
el pre-tratamiento de PBC 1 y cocaina no generd un efecto residual, confirmando asi
que los cambios conductuales observados el dia del Test fueron producto
exclusivamente del efecto farmacoldgico de ambas drogas. A su vez, la ausencia de
efecto residual estd de acuerdo con la cinética de la cocaina ya que se ha demostrado
que la vida media de la cocaina es de 40 a 60 min en animales tratados a altas dosis en
forma subcutanea (Nayak y cols. 1975).

La evaluacién neuroquimica realizada en los residentes inmediatamente después de
finalizado el Post-test, demostré que el cambio neuroquimico en el sistema DAérgico
en el NAcc inducido por las drogas no se mantuvo a las 24 hs. de evaluacion. Es decir,
no hubo efecto residual sobre el sistema DAérgico por parte de ambas drogas. En
forma indirecta, esta evaluacién nos permiti6 confirmar que los cambios
neuroquimicos sobre el sistema DAérgico estuvieron en la base de la propiedad anti-
agresiva inducida por ambas drogas. Sin embargo, es importante mencionar que no se
han podido obtener las mismas conclusiones para el sistema 5-HTérgico. Las regiones
de la CPF medial y lateral en los animales residentes luego de realizado el Post-test no
nos permiten determinar si hubo o no efecto residual de las drogas. No contamos con
un correlato exacto del efecto de las drogas luego de la sesién del Test, dado que con
el tratamiento agudo no se evidenciaron diferencias significativas en los niveles
tisulares de 5-HT en dichas regiones. Sera necesaria la diseccién de la CPF total para
demostrar si existe efecto residual de las drogas a nivel neuroquimico.

Finalmente, la similitud en los valores de DA y 5-HT de los grupos controles mostrados
en las Tablas 9 y 10, sugieren que la neurotransmision monoaminérgica basal no fue
modificada por los encuentros de agresidn. Aunque de manera indirecta, estos
resultados apoyan el correlato neuroquimico mostrado para los animales residentes en
el dia del Test.
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VIIl. CONCLUSIONES.

Se caracterizd, desde el punto de vista pre-clinico, la propiedad estimulante
aguda de muestras de PBC con distinta composicidon quimica. La misma resultd
ser dependiente de la dosis.

El efecto estimulante dependid principalmente del contenido en cocaina base
en las muestras. Sin embargo, la presencia de cafeina en determinadas
muestras demostrd un efecto aditivo generando una potenciacién del efecto
estimulante. Indirectamente, se descartd la participacién de las impurezas en el
efecto estimulante obtenido. Si bien la via de administracién es un factor clave
a considerar en el perfil caracteristico de los consumidores de la PBC, la
presencia de cafeina en las muestras de PBC parece ser relevante en el efecto
estimulante inducido por la droga.

PBC 1 indujo un bloqueo del patréon agresivo de los animales, conjuntamente
con un aumento de la actividad exploratoria. Esta respuesta conductual se
relaciond con un estado hiperactivo asi como con cambios en la
neurotransmisiéon DAérgica y 5-HTérgica en el circuito mesocorticolimbico.
Estos datos confirman la participacion de éste circuito en la modulacidn de las
conductas agresivas. Asimismo, dado que estas acciones fueron similares a las
inducidas por cocaina, se sugiere que la cocaina base en la muestra de PBC 1
fue la principal responsable de sus efectos conductuales y neuroquimicos.

No hubo efecto residual de PBC 1 y cocaina, confirmando que los cambios
conductuales en el dia del Test fueron desencadenados especificamente por
ambas drogas. A su vez, estos resultados apoyan la hipdtesis de que una sobre-
activacion del sistema DAérgico subyaceria a la conducta anti-agresiva.

En su conjunto, los datos presentados en el desarrollo de esta Tesis constituyen
el primer trabajo pre-clinico realizado sobre los efectos farmacolégicos de PBC
a nivel del Sistema Nervioso Central. Asimismo, estos datos seran la base a
partir de la cual se profundizara en otros efectos de la PBC sobre el SNC.

61



IX. PERSPECTIVAS.

Es necesario realizar un analisis quimico cuantitativo de un mayor nimero de
muestras de PBC del Uruguay. Este andlisis permitira conocer si existe un
patréon determinado en la composicidn quimica de las muestras que circulan en
nuestro pais.

Es necesaria la realizacion de futuros experimentos para la evaluacion de la
interaccidn ente cocaina y cafeina sobre el efecto estimulante en muestras de
PBC volatilizadas. Este estudio combinard los factores de la via de
administracion y la composicidén quimica para testear la potenciacion del efecto
estimulante de la PBC. A su vez, este experimento sentard las bases para
proponer que la cafeina puede ser responsable del mayor efecto
reforzador/adictivo de la PBC. Una vez comprobado, deberdn realizarse
estudios utilizando un modelo especifico para evaluar el potencial reforzador
de la PBC (por ejemplo CPP).

Se estudiard si PBC con distintas composiciones quimicas es capaz de
desencadenar el fendmeno de sensibilizacion comportamental. Estos
experimentos proporcionaran informacién sobre el poder adictivo de la PBC.

Sera necesario realizar protocolos que impliquen tratamientos repetidos y a
bajas dosis para evidenciar aumentos de la agresion bajo el efecto de PBC (con
y sin cafeina) y compararlos con los inducidos por cocaina. A su vez, incorporar
en el protocolo de agresidon un periodo de abstinencia a la droga, nos permitira
evaluar su participacidn en la aparicidén de conductas agresivas, profundizando
el estudio de la relacién drogas de abuso-agresion.
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Primer estudio pre-clinico de la acciéon de pasta base
de cocaina en el sistema nervioso central

Resumen

El consumo de pasta base de cocaina (PBC)
constituye un serio problema en varios paises de
Latinoamérica, incluyendo Uruguay. Actualmente,
no hay evidencias cientificas publicadas sobre la
accion de PBC en el sistema nervioso central (SNC)
que expliquen la sintomatologia que aparece en
sus consumidores. La PBC es una forma fumable
de cocaina. Aunque algunos de los efectos sub-
jetivos de la PBC son similares a los observados
por cocaina en su forma de clorhidrato (CC; esti-
mulacién, des-inhibicion), varias caracteristicas
las distinguen clinicamente: rotura de cédigos
sociales, impulsividad, agresividad y un alto grado
de dependencia. La cocaina es una potente droga
estimulante del SNC. Sus propiedades adictivas
en humanos se basan principalmente en su accion
neurobiolégica sobre el sistema mesolimbico (area
tegmental ventral - nicleo accumbens; NAcc),
causando un aumento en la transmision dopami-
nérgica (DAérgica). Este efecto neuroquimico es
esencial para que las drogas de abuso induzcan
el comportamiento reforzador y asi promuevan la
aparicion de la adiccién. Con el objetivo de comen-
zar la caracterizacion de las acciones centrales de
PBC, en el presente trabajo se estudia sus efectos
sistémicos en agudo sobre el sistema DAérgico
mesolimbico. En primer lugar, se realizé un anélisis
quimico de la muestra de PBC (gota), que mostré
un alto contenido en cocaina base (68%). Luego
de la administracion sistémica aguda en ratas, la
PBC indujo un aumento en la transmision DAérgica
evidenciada por la estimulacién locomotora y un
aumento en los niveles tisuales de DA en la region
del NAcc. Inyectada a dosis equimolares con CCy
usando una misma via de administracion, la PBC
no mostré diferencias con las acciones inducidas
por CC, indicando que el contenido en cocaina
base presente en la muestra de PBC podria ser la
responsable de los efectos observados. Seran nece-
sarios futuros experimentos para determinar cual es
el papel neurobiolégico de los otros componentes
presentes en la muestra de PBC. Los presentes
resultados permitiran avanzar en el conocimiento
del mecanismo de accion de la PBC, aportando
evidencias para alcanzar un tratamiento especifico
y eficaz para sus consumidores.

Summary

Cocaine base paste, CBP (the acronym in Spanish
for “pasta base de cocaina”) consumption is a
major health and social problem in several Latin-
American countries, including Uruguay. Currently,
there are no published scientific evidences of CBP
central actions that may explain the syntomatology
observed in its consumers.

CBP is a cocaine-smoking form. Although subjective
effects induced by CBP are shared with those of
cocaine in its hydrochloride form - C-hy- (stimulation,
des-inhibition), its consumers present distinctive
clinical features like a breach of social codes,
behavioral changes, impulsivity, aggressiveness
and a greater abuse liability. Cocaine is a potent
stimulant of the central nervous system (SNC). Its
addictive properties in humans are mainly based on
its neurobiological actions on the mesolimbic system
(Ventral Tegmental Area - Nucleus Accumbens;
NAcc), causing an increase in the dopaminergic
(DAérgic) transmission. This neurochemical effect
is essential for the behavior reinforcement of the
drug, promoting addiction.

In order to start the characterization of CBP cen-
tral actions, in the present work we studied its
systemic acute effects on the mesolimbic DAérgic
system. First, a chemical analysis of a CBP sample
(“gota”) was performed, showing a high content
in cocaine base (68%). When CBP was acutely
administered to rats, it induced an increase of
DAérgic transmission, evidenced by locomotor
stimulation and increased DA tissue levels in the
NAcc region. When injected at equimolar doses of
C-hy and using the same administration route, CBP
didn’t show any differences with the C-hy-actions,
indicating that the cocaine base present in the
CBP sample might be responsible of the observed
effects. Further experiments will be necessary to
determine the neurobiological role of other com-
ponents present in CBP sample. These data will
improve the knowledge about the CBP mechanism
of action, contributing to achieve an effective and
specific treatment to CP consumers.
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Palabras clave

Pasta base de cocaina
Clorhidrato de cocaina
Estimulante
Dopamina

Ndcleo accumbens

Introduccion

Problematica en el consumo de pasta
base de cocaina

El consumo de pasta base de cocaina
(PBC) aparece en varios paises de Latinoamé-
rica a partir de los afnos 70 y constituye un
serio problema de salud publica desde hace
varias décadas!*. Sin embargo, el consumo de
PBC en Uruguay, como un problema social
importante, surge recién en los Gltimos afos,
marcadamente asociado a la crisis econémica
del ano 20025, Esta situacion favoreci6 una
alta disponibilidad de PBC en el contexto de
las drogas ilegales, debido a su bajo costo y
dada la obtencién de la misma a través de
procesos de laboratorio muy simples. Estas
caracteristicas hicieron que el consumo de
PBC tuviera una rapida instauracién en el
mercado generando un gran impacto en la
poblacién en general.

El consumo de PBC sostenido en el tiempo
causa cuatro fases claramente distinguibles
en la clinica: euforia, disforia, alucinaciones,
psicosis paranoide; puede producir una severa
intoxicacion (donde predomina la angustia y
una fuerte compulsion por consumir), psicosis
prolongada o recaidas de psicosis y en algu-
nos casos, la muerte. También se describe
una devastacion cada vez més intensa en los
héabitos de la alimentacién y de la higiene
personal®. La marcada disminucion en el peso
corporal se utiliza en la clinica como marcador

Key words

Cocaine basic paste
Cocaine hydrochloride
Stimulant

Dopamine
Accumbens nucleus

de consumo activo; también aparece insom-
nio e irritabilidad, alteraciones cognitivas
(alteraciones de memoria y concentracion),
conductas antisociales o asociadas a actos
violentos, desinterés laboral y académico.

Si bien algunos de los efectos subjetivos
inducidos por PBC (euforia, desinhibicion,
disforia post-consumo) son compartidos con
los observados por cocaina en su forma de
clorhidrato (CC), o con otras sustancias de
abuso (anfetamina), algunas de las carac-
teristicas que distinguen clinicamente el
consumo de PBC del de otras sustancias de
abuso, son la rotura de cédigos sociales, los
cambios de conducta y una gran impulsividad
y agresividad?*.

Los actores involucrados en la asistencia
de los consumidores de PBC se vieron enfren-
tados a una nueva situaciéon de diagnéstico y
al tratamiento de sintomas inducidos por esta
droga. El desconocimiento del mecanismo de
acciéon de PBC a nivel del sistema nervioso
central (SNC) genero la necesidad inmediata
de contar con informacién sobre sus efectos
neurobiolégicos y las alteraciones fisicas y
psiquicas luego del consumo crénico.

{Qué es la pasta base de cocaina?

La PBC, conocida también como pasta
de coca, pasta base o simplemente pasta
es el primer producto de extraccién cruda
obtenido durante el proceso de purificacién
y obtencion del alcaloide cocaina en su forma
de clorhidrato (Esquema 1).

.........................................................................



Esquema 1 | Proceso para la obtencion de clorhidrato de cocaina

> Pasta base de

Hoja de coca 7
cocaina

Via de administracion

Fumable

El esquema muestra que la PBC es un paso
intermedio y temprano en el procesamiento de
la hoja de coca para la obtencion del clorhidrato
de cocaina y que el crack es un paso posterior®.
La PBC es una de las cocainas fumables, al
igual que el crack o también denominada como
cocaina base libre, a diferencia del clorhidrato
de cocaina que se consume principalmente
por via intra-nasal.

Se obtiene de la maceracién de las hojas del
arbusto Erythroxylon coca con acido sulfirico
u otros productos quimicos alcalinos, solven-
tes organicos, amoniaco. La mezcla posee un
color amarillento o amarronado, semisélido,
conteniendo cocaina —en forma de sal y base
libre—, otros alcaloides, residuos de queroseno,
acido sulftrico (de ahi el nombre de sulfato de
cocaina), ademas de otras impurezas’.

La proporcién del alcaloide cocaina en
muestras de PBC varia desde 40% a 70%,
dependiendo del origen de la planta (las
hojas de plantas provenientes de Bolivia,
Pert y Ceilan contienen menos alcaloides
pero una proporcion superior de cocaina)®. La
PBC se vende/consume en forma de “gota” o
“lagrima”, siendo su forma “tiza” la que se
utiliza en el transporte de trafico internacio-
nal (Figura 1).

La figura muestra la PBC en sus formas
de “tiza” (A) y “gota” (B) proporcionadas
por el Instituto Técnico Forense del Uruguay
con la autorizacién de la Junta Nacional de
Drogas.

>

Crack o cocaina

Clorhidrato de >
base libre

cocaina

Intra-nasal Fumable

Figura 1 | PBC en sus formas de tiza y gota

Diferentes vias de administracion de
cocaina

LaPBC, al igual que el crack, es una forma
fumable de cocaina (Esquema 1). Su punto
de sublimacién es bajo a diferencia del de
CC, cuyo punto de volatilizacién es muy alto,
lo que impide su sublimacién y por lo tanto
no se puede fumar dado que seria destruida
por el calor®.

Se sabe que la cantidad de cocaina que
se absorbe a nivel sistémico depende fun-
damentalmente de su via de administraciéon
(Figura 2). Por lo tanto, comenzar por estu-
diar la accién de PBC sobre el SNC implica
conocer si la via de administracién es o no
un factor importante para considerar sus
efectos farmacoldgicos. En este sentido, ya se
ha publicado la velocidad con que alcanzaria
la cocaina el SNC luego de diferentes vias de
administracién (Figura 2).

Trabajos originales
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Figura 2 | Niveles plasméticos de cocaina base libre luego de diferentes vias de administracién

Cocaina intravenosa 0.5 mg/kg
Cocaina fumada 100 mg
Cocaina esfinada 2 mg/kg
Cocaina oral 2 mg/kg
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La grafica muestra las diferencias tempo-
rales en el contenido de cocaina en plasma
humano luego de su administracién a dosis
equimolares y por diferentes vias de adminis-
tracion. Modificado de Jones RT °.

La Figura 2 muestra cémo la absorcion
de cocaina consumida por via nasal u oral es
similar, aunque mas lenta cuando se fuma o
después de la administracién intravenosa.
Bajo estas formas de administracion (nasal
u oral) el pico plasmatico de cocaina se pro-
duce a los 60 minutos, a diferencia de los 30
minutos que demora en aparecer luego de
la administracién intravenosa. Las formas
fumables de cocaina generan un pico plas-
matico rapido, a los 30 minutos aunque de
mas baja bio-disponibilidad en comparacién
con la via intravenosa.

Factor “via de administracion” en la
generacion de adiccién

Los circuitos neurales que subyacen y
promueven la apariciéon del fenémeno de
adiccion son aquellos que median los efectos
motivacionales y reforzadores de las drogas
de abuso. Dichos circuitos involucran princi-
palmente a regiones cerebrales tales como el
nucleo accumbens (NAcc), asi como también
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al estriado dorsal (ED) y la corteza prefron-
tal (PFC)1%16, En la investigacion pre-clinica
sobre adiccién esta ampliamente aceptado
que cuanto méas rapido una droga de abuso
alcanza el cerebro, mayor potencial adictivo
posee, aunque aun se desconoce las causas!® 17,
Una posibilidad proviene de la idea de que la
adiccion sea debida, en parte, a la capacidad
de las drogas de abuso de reorganizar circuitos
en las regiones del NAcc, ED y/o PFC. Esta
reorganizacion se manifiesta a nivel conduc-
tual como una respuesta de sensibilizaciéon
psicomotora o comportamental producida
por la repetida administracién de la droga;
respuesta que modelaria el comportamiento
de craving (o busqueda de drogas) que aparece
en humanos'* %, Es decir, que las diferencias
en las vias de administracién con las que las
drogas adictivas son administradas, podrian
determinar su capacidad de producir sensi-
bilizacién comportamental y probablemente
los cambios neurobiolégicos en las regiones
mencionadas anteriormente!’. En este sentido,
estudios en roedores evidenciaron que la admi-
nistraciéon intraperitoneal de cocaina, en su
forma clorhidrato, indujo cambios metabdlicos
(aumento en la utilizacién de glucosa) prime-
ramente en estructuras relacionadas con el
circuito motor nigro-estriatal (sustancia nigra,
SN - ED), pero no en el sistema motivacional
meso-cortico-limbico (area tegmental ventral,
ATV - PFC - NAcc; Esquema 2).

..............................



Esquema 2 | Regiones involucradas en los efectos motivacionales y reforzadores de drogas de abuso

GLU

g /.

Esquema de los principales circuitos que
integran el sistema motivacional o de recom-
pensa de la rata: sistema meso-cértico-limbico
formado por las regiones: area tegmental
ventral (ATV), corteza prefrontal (PFC)
y nicleo accumbens (NAcc). El esquema
incluye sistemas relacionados, tales como el
nigro-estriatal formado por sustancia nigra
(SN) y el estriado dorsal (ED). Se marcan
también los principales neurotransmisores
mediadores de las acciones de los circuitos:
DA, dopamina; GLU, glutamato. Modificado
de Kalivas y O’Brien®®.

Sin embargo, la administracion intravenosa
de CC aument6 la utilizacién de glucosa en
ambos circuitos, sugiriendo que la cocaina
activaria diferentes circuitos neuronales depen-
diendo de la via por la cual es administrada y
que las diferencias se deben principalmente a
factores farmacocinéticos'’. Un desafio para la
neurobiologia es determinar los mecanismos
por los que las distintas vias de administra-
cién inducen diferentes caminos o cascadas
de eventos intracelulares que terminan en el
reclutamiento de distintos circuitos neuronales
y su subsecuente plasticidad!’.

Mecanismo de accién de cocaina: bloqueo
de la recaptacion de DA

La cocaina y las anfetaminas son los
psicoestimulantes del SNC mas potentes

>

DA

que se conocen. Comparten la propiedad de
causar adicciéon en humanos y de activar el
sistema mesolimbico aumentando la trans-
misién dopaminérgica en el NAce, a través
del bloqueo de la recaptacion de dopamina
(DA). Este efecto neuroquimico es esencial
para que las drogas de abuso induzcan el
comportamiento reforzador y asi generar adic-
ci6on'4 120 En roedores, ademas de aumentar
la transmision del sistema DAérgico en el
NAcc, ambos psicoestimulantes inducen un
efecto de hiperactividad locomotora, luego
de una tnica administracién, y producen el
fenémeno de sensibilizacién comportamental
luego de su administracién crénica, indicativo
del potencial adictivo de las drogas.

Hasta el momento tinicamente existen
evidencias publicadas sobre aspectos epide-
miolégicos y clinicos del consumo de PBC, asi
como algunas sobre su composicién quimica. Sin
embargo, existe escasa informacién cientifica
publicada sobre las acciones neurobiol6gicas
de esta droga, que pudieran explicar su gran
potencial adictivo y el deterioro cognitivo que
genera en sus usuarios luego del consumo
crénico. Queda en evidencia que es necesario
conocer los mecanismos subyacentes a la
accion de PBC en el SNC para poder desa-
rrollar tratamientos especificos y efectivos
para sus consumidores. En este sentido,
estamos llevando a cabo un estudio neuro-
biolégico pre-clinico sobre PBC. En la linea
de investigacion general, planteamos que no
se puede asumir a priori que las diferencias

Trabajos originales
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entre PBC y CC se deban exclusivamente a
las diferentes vias de administracién (fumada
vs. nasal). Proponemos, entonces, que otros
componentes presentes en la muestra de
PBC, diferentes al alcaloide cocaina, podrian
contribuir en las acciones centrales de PBC y
responder, en parte, a las diferencias clinicas
encontradas con CC.

Por lo tanto, los experimentos del presente
trabajo fueron disenados para analizar quimi-
camente la muestra de PBC y comparar los
efectos inducidos por PBC con una muestra
de CC pura, administrada bajo las mismas
condiciones. Estos experimentos permitiran
evidenciar posibles diferencias farmacologicas
entre ambas formas de cocaina (base y clor-
hidrato). En este sentido, se caracterizaran:
1)la alteracién de la transmisiéon DAérgica en
el NAcc y 2) los cambios en la actividad loco-
motora en animales de experimentacion, luego
de la administracion sistémica aguda de PBC
(gota). A través de estos ensayos se estudiara
dos de las propiedades mas comunes de las
drogas de abuso: el aumento en la transmisién
DAérgica y el efecto estimulante.

Material y método

Animales

En este estudio fueron utilizadas ratas
macho cepa Wistar (250-300 g) obtenidas
del Bioterio del IIBCE. Fueron alojadas en
grupos de a 6 animales por cajas transparen-
tes (50 x 30 x 20 cm) con comida y agua ad
libitum en condiciones de temperatura y luz
controladas (temperatura de 22 +22C, ciclo
de luz-oscuridad de 12 horas, encendiéndose
la luz a las 7:00 a. m.).

Los experimentos fueron conducidos de
acuerdo con las normas éticas del Comité de
Bioética del IIBCE, basados en las normativas
éticas vigentes de la Ordenanza Universitaria
CDC Exp. 4332/99, Diario Oficial N2 25467,
Feb.21/00 UdelaR.

Muestra de PBC y de CC

Para este estudio se utiliz6 una muestra
de PBC gota proveniente de incautaciones
realizadas por la policia luego de procedi-
mientos de allanamientos. La muestra ha sido
proporcionada por el Instituto Técnico Forense
(ITF) con la autorizacién de la Junta Nacional
de Drogas (JND) y de los Juzgados penales
correspondientes al lugar de la incautacién
de la droga. La muestra de clorhidrato de
cocaina ha sido comprada en Sigma-Aldrich,
con su correspondiente legalizacién a través
del Ministerio de Salud Publica y la Drug
Enforcement Administration (DEA).

Anélisis quimico de la muestra de PBC

Para la determinacion de la composicion
quimica de la muestra de PBC incautada se
realiz6 un ensayo de quimica himeda, cro-
matografia en capa fina (TLC), cromatografia
de gases acoplada a espectrémetro de masas
(GC/MS) y posteriormente cromatografia
liquida (CL y/o HPLC). Se realiz6 un analisis
cualitativo de las muestras de PBC y secunda-
riamente uno cuantitativo, para determinar
el porcentaje del alcaloide cocaina y de las
posibles sustancias adulterantes (cafeina,
lidocaina).

Procedimiento experimental

Para la realizacion de los experimentos
conductuales y neuroquimicos la muestra
de PBC debi6 ser disuelta en una solucién
de acido clorhidrico (HCI) 2%, agua destilada
y cantidad suficiente de hidréxido de sodio
50% hasta llevar la solucién a un pH= 6.3.
En cambio, la muestra de CC se disolvié rapi-
damente en agua destilada y fue preparada
fresca el dia de cada experimento.

Previo a la realizacion de estos experimen-
tos, la muestra de PBC gota fue analizada
quimicamente para determinar su contenido
en cocaina base y posibles adulterantes. El
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contenido de cocaina base en la muestra de
CC (89,6%) fue utilizado como referencia.
Una vez terminado este anélisis, la muestra
de PBC fue fraccionada y mantenida a -202C
hasta su utilizacion.

Dosis. La dosis para la administraciéon
sistémica de PBC y CC fue de 10 mg/kg's 2.
Ambas drogas fueron inyectadas por via
intraperitoneal (i. p.) en animales naive. El
volumen de inyeccién fue de 1 ml/kg. En el
caso de los experimentos con dosis equimolares
se inyect6 una cantidad de la solucién de PBC
de 13,2 mg/kg, valor calculado a partir del
analisis cuantitativo del contenido de cocaina
base en la muestra de PBC en relacion con el
contenido de cocaina base en la muestra de
CC. Los animales control fueron inyectados
i.p. con los vehiculos correspondientes de
PBCy CC.

Estudios de la actividad locomotora.
La actividad locomotora del animal es el
parametro que refleja el efecto estimulante
de PBC y CC. Se utiliz6 el modelo de campo
abierto u open field, el cual consiste en una
caja cuadrada (60 x 60 cm) con paredes de
acrilico rojas de 40 cm de alto. Al nivel de la
base esta equipado con un sistema éptico de 8
fotoceldas por lado (64 en total) que registran
automaticamente la actividad locomotora del
animal a través de una interfase conectada
a una computadora equipada con el software
Motor Behaviour Monitor (MBM). El nGmero
de cruces de fotoceldas registrado representa
la actividad motora del animal durante el
tiempo de registro?.

Los animales fueron inyectados con droga
o vehiculo e inmediatamente ingresados al
campo abierto donde se registré su actividad
durante 30 minutos. Antes del registro de la
actividad, la caja se cubre con una capa uni-
forme de viruta y una vez finalizado el mismo
se la retira y se limpia con alcohol al 30% para
luego colocar el siguiente animal.

Los experimentos fueron realizados entre
las 8:00 y las 13:00 horas y en cada uno de
ellos los animales fueron trasladados al cuarto

de experimentacién (con condiciones de luz
y temperatura iguales a las del Bioterio),
pesados e identificados un dia antes para su
adaptacién al ambiente.

Cuantificacion de los niveles de DA. Los
cambios en los niveles tisulares de DA son
indicativos del estado de la transmisiéon
DAérgica.

Una vez terminados los experimentos
comportamentales, los animales fueron sacri-
ficados inmediatamente por decapitacion. El
NAcec fue disecado y posteriormente guardado
a-702 C hasta el dia de su procesamiento. Para
la cuantificaciéon del contenido de DA en el
NAcec se utilizé la técnica de cromatografia
liquida de alta resolucion con deteccién elec-
troquimica (HPLC-DE)?.

Analisis estadistico

Los datos de actividad locomotora fueron
expresados como la media * error estandar
de la media (EEM) del namero de cruces en
funcion del tiempo. Los niveles tisulares de
DA en el NAcc también fueron expresados
como la media + EEM, en nanogramos (ng)/
gramo de tejido hiumedo.

La comparacion estadistica de los datos
obtenidos fue realizada utilizando un ANOVA
de una via de muestras independientes, seguido
del test de comparacién miltiple de medias de
Newman Keuls. El nivel de significacién fue
considerado para un valor de p < 0.05.

Resultados

Para llevar a cabo los experimentos com-
portamentales y neuroquimicos, primeramente
se realizé el analisis quimico de la muestra
de PBC con el fin de determinar el contenido
del alcaloide cocaina, ademas de la presencia
de otras sustancias. En la Tabla 1 se muestra
los resultados del analisis cuantitativo y cua-
litativo de la muestra de PBC gota.
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Tabla 1 | Analisis cuati y cualitativo de la muestra de PBC, teniendo como referencia la muestra de CC

Trans-cinamoil  Cis-cinamoil Sustancias adulterantes

ecgonina ecgonina Cafeina  Lidocaina

Clorhidrato de cocaina 89,6 + 0% - - - - -

Muestras Cocaina base Ecgonina

El andlisis cuantitativo de la muestra de PBC gota evidencié que la media del contenido de cocaina base estuvo en
un 68% y cafeina en un 15%. El analisis cualitativo demostré la presencia (+) de sustancias como ecgonina, trans-
cinamoil ecgonina, cis-cinamoil ecgonina, mientras que no se detect6 (-) lidocaina como sustancia adulterante adicional
a cafeina. El anélisis se hizo por triplicado.

El analisis cualitativo de la muestra de
PBC demostro la presencia de cocaina y otros
compuestos relacionados con su metabolismo,
tales como ecgonina, trans-cinamoil ecgonina
y cis-cinamoil ecgonina. Como sustancia adul-
terante se detect6 cafeina pero no lidocaina.

a la de los inyectados con el vehiculo de CC
(1.333,1 + 236,2vs 1.140,0 + 278,4; p > 0.05).
Por lo tanto, se utiliz6 como grupo control a
los animales inyectados con el vehiculo de
PBC para comparar los efectos observados
en los demas tratamientos.

El contenido de cocaina base fue de un 68,1%
(calculado a partir del contenido en cocaina
base de la muestra de CC), mientras que el
de cafeina fue de un 15%.

La Figura 3 muestra la actividad motora
inducida por la administracién sistémica de
la dosis de 10 mg/kg de PBC gotay CC. Como
es de esperar para las drogas estimulantes,
PBC gota indujo un aumento significativo
de la actividad locomotora de los animales
comparado con el grupo control (p < 0.05),
evidenciando un efecto estimulante. Similar-
mente, CC produjo un efecto de hiperactividad
(p < 0.01; Figura 3A). La comparacién entre
ambos tratamientos reflejé que la actividad

Efecto comportamental y neuroquimico
inducido por PBC gota y CC (10 mg/kg)

La actividad locomotora de los animales
inyectados con vehiculo de PBC fue similar

Figura 3 | Actividad motora inducida por la administracién sistémica de PBC gota y CC
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Actividad locomotora inducida por PBC y clorhidrato de cocaina (A) en funcién del tiempo a la dosis de 10 mg/kg.
Los datos estan expresados como la media + EEM del nimero de cruces registrados en el campo abierto durante 30
minutos. En (B) se muestra la actividad locomotora total de PBC gota comparando con la inducida por clorhidrato de
cocaina. ANOVA de una via seguido por el test de Newman Keuls. *= vs control. *= p < 0.05; **=p < 0.01. No
hubo diferencias entre PBC vs CC (p > 0.05). n.s. = no significativo. N=5-6.
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locomotora inducida por CC tuvo una tenden-
cia a ser mayor a la inducida por PBC (p >
0.05; Figura 3B).

La Figura 4 muestra el efecto de PBC gota
y CC sobre los niveles tisulares de DA en el
NAcc. Unicamente CC indujo un aumento
significativo en los niveles de DA en el NAcc
(p < 0.05) comparado con el grupo control; sin
embargo, no alcanz6 significancia estadistica
comparado con el grupo de PBC (p > 0.05).

Efecto comportamental y neuroquimico
inducido por PBC gota y CC a dosis
equimolar

La Figura 5 muestra la locomocién inducida
por PBC gota a una dosis equimolar (13,8 mg/
kg) con respecto a la dosis de CC (tomando
como referencia la dosis de 10 mg/kg). Podemos
observar como PBC gota indujo un aumento
significativo en la actividad locomotora de los
animales (p < 0.001) de forma similar a CC
(p < 0.001; Figuras 5A 'y B).

Figura 4 | Efecto de PBC gota y CC sobre los niveles tisulares de DA en el NAcc
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datos estan expresados como la media
+ EEM de los niveles tisulares de DA
(ng/gr de tejido) ANOVA de una via
seguido por el test de Newman Keuls.
*= vys control; *= p < 0.05. No
hubo diferencias entre PBC vs control
y PBC vs CC (p > 0.05). n.s. = no
significativo. N=5-6.

Il Corhidrato de Cocaina

Figura 5 | Locomocion inducida por PBC gota y CC
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Actividad locomotora inducida por PBC y clorhidrato de cocaina (A) en funcién del tiempo a una dosis equimolar
de PBC con clorhidrato de cocaina (dosis referencia 10 mg/kg). Los datos estan expresados como la media = EEM
del nimero de cruces registrados en el campo abierto durante 30 minutos. En (B) se muestra el efecto comparativo
entre PBC y clorhidrato de cocaina. ANOVA de una via seguido por el test de Newman Keuls. *= vs control; ***= p
< 0.001. No hubo diferencias entre PBC vs CC (p > 0.05). n.s. = no significativo. N=5-6.
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Figura 6 | Niveles tisulares de DA en el NAcc inducido por PBC gota y clorhidrato de cocaina
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Il Clorhidrato de cocaina

Por otro lado y a diferencia de lo observado
en la Figura 4, PBC gota inyectada a una
dosis equimolar logré inducir un aumento
significativo en los niveles tisulares de DA
en el NAcc (p < 0.01), sin mostrar diferencia
significativa con CC (p > 0.05; Figura 6).

Discusion

El cuerpo de resultados presentados en
este trabajo forma parte del primer estudio
pre-clinico en Uruguay y Latinoamérica,
caracterizando los efectos comportamentales
y neuroquimicos de una muestra de PBC.
Ademaés, este estudio permitié identificar el
contenido quimico de una muestra de PBC
gota, que eventualmente podria llegar a indi-
viduos consumidores.

Los experimentos realizados permitieron, en
primer lugar, evidenciar el efecto estimulante
de la muestra de PBC estudiada. Aun mas,
este efecto se vio igualado a la hiperactividad
inducida por la muestra de CC luego de la
inyeccion de PBC a una dosis equimolar en
contenido de cocaina base. Este resultado
indica fuertemente que el contenido en cocaina
en la muestra de PBC estaria en la base de la
respuesta comportamental de estimulacion
locomotora observada en los animales.

En segundo lugar, PBC a la dosis de 10 mg/
kg (no equimolar) no modificé los niveles
tisulares de DA en el NAcc, efecto que si se

Los datos estan expresados como la media =
EEM de los niveles tisulares de DA. ANOVA
de una via seguido por el test de Newman
Keuls. *= vs control; **= p < 0.01; ***=
p < 0.001. No hubo diferencias entre PBC
vs CC (p > 0.05). N=5-6.

observé en los animales inyectados con CC a
la misma dosis. Sin embargo, luego de la dosis
equimolar de PBC se produjo un aumento
significativo en la transmisién DAérgica en esa
region. Aligual que para el efecto estimulante,
este resultado demuestra que el contenido
de cocaina presente en la muestra de PBC
tendria un papel preponderante en el cambio
neuroquimico inducido por la droga.

Hasta nuestro conocimiento existe un
Gnico trabajo cientifico publicado, que reporta
el contenido quimico de muestras de PBC
provenientes de Colombia y Perda. En dicho
estudio, a través de la metodologia de GC-Masa,
se identificaron sustancias en diferentes frac-
ciones: en la fraccion de alcaloides se observo
cocaina como principal alcaloide, ecgonina
metil ester, tropacocaine, cis-cinamoilcocaina,
trans-cinamoil cocaina, etc., y residuos de
manganeso y plomo. En la fraccién de hidro-
carburos se identificaron compuestos tales
como etilbenceno, xileno’. Consideramos
dicho trabajo una importante referencia,
dado que el analisis quimico realizado en la
muestra de PBC gota de la incautacién pro-
porcionada por el ITF, demostré la presencia
de otros compuestos, aparte de cocaina: ecgo-
nina, trans-cinamoil ecgonina y cis-cinamoil
ecgonina, de forma similar a lo descrito por
Elsohly’. Destacamos que aparecié cafeina
como principal adulterante y no lidocaina,
como esperabamos, dado que es el principal
adulterante utilizado para “cortar” drogas
como cocaina. Futuros experimentos nos

.........................................................................



permitiran cuantificar dichos compuestos asi
como, también, residuos de 4cidos y solventes
organicos necesarios para el procesamiento
de la extraccion de la cocaina.

En este estudio pudimos comprobar que,
con la misma via de administracién e igual
contenido en cocaina base, PBC gota indujo un
efecto estimulante y neuroquimico similar al
de CC. No es extrano que el alcaloide cocaina
esté en la base de los efectos centrales de PBC,
dado que su contenido alcanza valores tan
altos como un 68%. Si bien hasta el momento
no se pudo cuantificar el contenido de los
otros compuestos presentes en muestras de
PBC, no descartamos que estos u otros aiin
sin determinar, puedan ser responsables de
la aparicién de otras propiedades de la droga
que puedan explicar la sintomatologia de sus
consumidores. Tal vez, los trastornos descritos
en la clinica, tales como el deterioro cognitivo,
puedan ser atribuidos al potencial neurotéxico
de la droga. La realizacién de futuros experi-
mentos neurobiolégicos permitira corroborar
dicha propiedad.

A pesar de no mantener la via de admi-
nistracién utilizada en el consumo de PBC
(fumada) o CC (nasal) en los experimentos
disenados, la inyeccién sistémica permitié
identificar dos de las propiedades que carac-
terizan a las drogas de abuso: el aumento de
la transmision DAérgica en el NAcc y el efecto
estimulante, validando el uso de la misma para
el estudio pre-clinico de las acciones centrales
de PBC. No obstante, es necesario caracteri-
zar los efectos inducidos por un tratamiento
crénico en modelos experimentales validados
para determinar la propiedad adictiva, tales
como la sensibilizacién comportamental y
neuroquimica.

Por dltimo, no hay que dejar de mencionar
que los resultados obtenidos en este estudio
nos llevarian a pensar que el potente efecto
adictivo observado en los consumidores de
PBC y sus diferencias con los consumidores
de CC podria ser explicado principalmente por
la via de administracién utilizada (fumada vs.
nasal). En este sentido, como hemos mencio-
nado en la introduccién, cuanto mas rapido
una droga de abuso alcanza el cerebro, mas
potencial adictivo posee. Sin embargo, no
podemos descartar atn que la presencia de

otras sustancias participe también del gran
potencial adictivo de PBC. Son necesarios més
experimentos para llegar a responder esta
interrogante. Comprender los mecanismos
neurobioldgicos de la adiccion inducida por
PBC permitira seleccionar farmacoterapias
mas efectivas.
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Coca-paste (CP) is a drug of abuse that so far has not been extensively characterized. CP is an intermediate
product of the cocaine alkaloid extraction process from coca leaves, hence it has a high content of cocaine
base mixed with other chemical substances (impurities) and it is probably adulterated when it reaches
the consumers. Despite its high prevalence and distribution through South America, little is known about
its effects on the central nervous system.

geywordst: In the present study, a chemical analysis of CP samples from different police seizures was performed
Cgi:ﬁ:_shi drochloride to determine the cocaine base content and the presence and content of impurities and adulterants. Some
Caffeine CP representative samples were selected to study the effects on the locomotor activity induced after

acute systemic administration in rats as a measure of its stimulant action. The behavioral response was
compared to equivalent doses of cocaine.

As expected, cocaine was the main component in most of the CP samples assayed. Caffeine was the only
active adulterant detected. Interestingly, several CP samples elicited a higher stimulant effect compared to
that observed after cocaine when administered at equivalent doses of cocaine base. Combined treatment
of cocaine and caffeine, as surrogate of different CP samples mimicked their stimulant effect.

We demonstrated that cocaine and caffeine are the main components responsible for the CP-induced
stimulant action while the contribution of the impurities was imperceptible.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

Locomotor activity

1. Introduction

CocaPaste (CP)is anillicit drug of abuse that is mainly consumed
in several South American countries [1-5]. CP users have frequently
been associated with crime and violence bringing on serious social
and public health problems [5,6]. CP is one of the forms of cocaine
used for smoking. In humans, its consumption produces an intense
euphoria and a very fast stimulant effect, psychomotor alteration
as well as high dependence. Although physiological or subjec-
tive effects induced by CP consumption could be similar to those
induced by cocaine in its hydrochloride form (e.g. hyperstimula-
tion, disinhibition) one of the most clinically distinctive features
of CP consumption compared with cocaine users is the breach
of social norms, severe behavioral changes like impulsivity and
aggressiveness, cognitive impairment (memory and concentration

* Corresponding author. Tel.: +598 2487 1616x115; fax: +598 2487 5548.
E-mail address: scorza@iibce.edu.uy (M.C. Scorza).
1 These authors contributed equally to this work.

0166-4328/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbr.2011.03.005

alterations) and antisocial behavior [2-8]. Despite that several
reports focused on the study of the psychomotor alteration in CP
consumers have been published [2,4-6,9], the general background
or the underlying neural mechanisms that explain the differences
with cocaine users remain unknown. To our knowledge, there is
only one preclinical study published by our research group in which
some pharmacological aspects of the CP effects on the central ner-
vous system (CNS) were investigated [10].

CP is one of the earliest intermediate products obtained dur-
ing any of the preliminary phases of cocaine alkaloid extraction
from coca leaves (from Erythroxylon coca bush). This process
involves several purification steps, which generally ends in the
obtainment of cocaine in its salt form as hydrochloride, being
the white powder to be insufflated [5,11]. Consequently, CP is
a non-purified extract of coca leaves with a variable content of
cocaine (base), mixed with other chemical substances (impurities,
defined as substances present in the drug as a natural result of
the manufacturing process). In addition, it is most likely that CP
is sold adulterated, which might lead to an increase in its addic-
tive profile and may disguise the clinical picture [6]. So far, the
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contribution of CP adulterants on its central action has not been
studied.

Caffeine, amphetamine and lidocaine are very common active
adulterants found in illicit drugs, including cocaine [12-17]. Par-
ticularly, caffeine is the most consumed psychoactive drug in the
world. In human, low non-toxic doses of caffeine produce positive
effects on arousal, vigilance and attention whereas higher doses
cause anxiety, nervousness, impaired thinking, sleep disturbance,
heart palpitations and stomach irritation; toxic doses provoke
seizures [18-20]. In rodents, the ability to enhance motor activ-
ity as a measure of its stimulant property has received a great deal
of attention [20-23]. Also, early preclinical studies have shown that
acute systemic administration of caffeine can increase the cocaine-
induced locomotor stimulant activity indicating an additive action
of both drugs [13]. A combination of low doses of cocaine and caf-
feine (0.32 mg/kg) appeared to be additive since they were found
to induce place preference and stimulate locomotor activity [23].
In addition, acute or chronic caffeine exposure can potentiate the
behavioral effects of amphetamine and cocaine in rats responding
to food reinforcement and discriminative-stimulus [24-27].

We had previously observed that the systemic administration of
CP to rats induced a significant increase in the locomotor activity,
reflecting its stimulant effect. Interested in whether the stimulating
effect was due exclusively to the cocaine base content, we studied
the locomotor activity induced by a seized CP sample and cocaine
injected at an equivalent dose of 10 mg/kg of cocaine base under
the same administration route. The results demonstrated that both
drugs induced a similar behavioral response suggesting that the
cocaine base content, but not the other compounds, mediated the
CP hyperactivity [10]. However, in that report only one dose of a sin-
gle CP was assayed. We must keep in mind that CP samples from
different seizures may vary in their chemical content (i.e. in sort and
quantity of impurities as well as adulterants) and thus might dif-
fer in their central actions. Consequently, other samples and doses
must be evaluated to determine if the cocaine content in CP samples
always mediates its behavioral effects.

The aims of the present study were to chemically analyze CP
samples from different police seizures and to investigate the stim-
ulant effect induced after their acute systemic administration in
rats. This effect was compared to that induced by cocaine under the
same administration conditions. The contribution on the CP stim-
ulant effect of caffeine, the main adulterant found to be present in
CP samples, was also investigated.

2. Materials and methods
2.1. Subjects

Seventy-five adult male Wistar rats, each weighing 260-320¢g, bred in the
[IBCE animal facilities (Montevideo) were employed in the study. The animals were
housed in groups of 6 in plastic cages (50 cm x 37.5 cm x 21 cm) with food and water
available ad libitum and kept under controlled conditions (temperature 22 +2°C,
12-h day-night cycle, lights on at 7:00 am). All procedures were carried out in
accordance to the IIBCE Bioethics Committee’s requirements and under the cur-
rent ethical regulations of the national law on animal experimentation No. 18.611.
Adequate measures were taken to minimize discomfort or stress of the animals, and
all efforts were made in order to use the minimal number of animals necessary to
produce reliable scientific data.

2.2. Drugs

Seven CP samples (named CP 1-7) from different seizures, made by the local
police after raid procedures during the period of 2007-2009, were used. These are
samples that could be possibly consumed by drug users. CP samples were supplied
by the Technical Forensic Institute (Montevideo-Uruguay) with the authority of the
National Drugs Board. Cocaine hydrochloride, caffeine, lidocaine and amphetamine
were from Sigma Aldrich (Germany and USA). The standard solutions of cis- and
trans-cinnamoylcocaine and metilecgonine were purchased in the National Mea-
surement Institute of the Department of Innovation, Industry, Sciences and Research
of Australia.

CP samples were dissolved in hydrochloric acid (HCI) 2% and distilled water and
enough sodium hydroxide to titrate the solution to a pH = 6.3 was used (CP-vehicle).
Cocaine and caffeine were dissolved in distilled water (cocaine/caffeine-vehicle).
Drugs were injected by intraperitoneal (i.p.) route. The volume of injection was set
at 1 ml/kg and corrected when equivalent doses were administered.

2.3. Chemical analysis of CP samples

A first step of identification of cis- and trans-cinnamoylcocaine, metilecgonine,
cocaine and adulterants in CP samples was performed using a Gas Chromatograph
with a Mass selective detector (Agilent 5890 II plus/5972). The conditions were:
HP-5MS 30m x 0.25 mm x 0.25 wm and the temperature of the Injection Port was
250°C. The initial oven temperature was 90 °C, the ramp rate was 5 °C/min to a final
temperature of 230°C and held for 5 min. The carrier was helium at a constant flow
of 0.9 ml/min. Transfer line was set at 250 °C. Mass conditions were: EI 70 eV, Scan
from 45 to 450, dwell time 100.

A high performance liquid chromatography with Diode Array Detector (HPLC-
DAD) was performed to quantify the percentage of cocaine and caffeine in each CP
sample. An HPLC-DAD system (pump 1525, autosampler 717 plus and DAD 2998,
Waters, MA, USA) equipped with a C-18 column (5 wm particles, 150 mm x 34.6 mm;
phenomenex, USA) and operated isocratically at a flow rate of 1.0 ml/min was used.
The mobile phase was composed of acetate buffer (25 mM, pH 3.6), sodium octylsul-
phate (0.6 mM) and 35% methanol. The content of cocaine and caffeine in CP samples
were calculated using a standard solution of each substance as a reference.

2.4. Behavioral experiments

Rats were moved in their home cages to the experimental room, identified
and weighed one day before the behavioral experiments to allow acclimation to
the test environment. The experimental room was under controlled temperature
(22 +£2°C). The stimulant effect was determined by measuring the animal locomo-
tor activity starting 5 min after drugs or vehicle administration using the Open Field
(OF) paradigm, as previously described ([28], with modifications). OF consisting of a
square box (60 cm x 60 cm) with red 40-cm-high acrylic sides was used. Locomotor
activity (quantitative and qualitative) was recorded automatically during 60 min
by a camera connected to a computer equipped with the Ethovision software 7.0
(Noldus, The Netherlands). Using this video-tracking software we specifically mea-
sured the following variables: horizontal locomotor activity defined as the total
distance moved in meters (m), the velocity of movements (m/s) and the animals’
behavioral pattern (locomotor pattern).

After recording the activity of the animal, the box was cleaned with alcohol 30%
before placing the following rat. Experiments were performed between 9:00 am and
02:00 pm. In all the experiments rats were naive to the OF and were used only once.

2.5. Experimental groups

Cocaine was administered at 5 and 20 mg/kg (N =8-7, respectively). These doses
had previously been reported to induce a stimulant effect [29,30]. CP samples were
injected at equivalent cocaine dose of 5 and 20 mg/kg (N=6 per group). Caffeine
at 2.5 and 4.5 mg/kg doses was administered alone (N=6-5, respectively) or in
combination with cocaine (5 and 20 mg/kg respectively; i.e. Coc (5) +Caf (2.5), Coc
(20)+Caf (4.5); N=5-6 per group). These caffeine doses were calculated based on
the percentage of caffeine content of the CP samples. Control animals were injected
with the corresponding vehicles mentioned above (N =38).

2.6. Data analysis

Data are given as Mean + Standard Error of the Mean (SEM) and were analyzed
by One-way (treatment) or Two-way (time and treatment) analysis of variance
(ANOVA) ofindependent or repeated measures followed by post hoc Newman-Keuls
multiple comparison test. Statistical significance was set at P<0.05.

3. Results
3.1. Chemical analysis of CP samples

Table 1 shows that among the seven analyzed CP samples,
cocaine base content varied between 20 and 70%, most of them
presenting cocaine levels above 50%. Additionally, caffeine content
varied between 1 and 15%. Some impurities, like alkaloids cis- and
trans-cinnamoylcocaine and metilecgonine, were also detected at
very low levels (less than 4%; data not shown). According to these
results, CP samples contained at least one active adulterant since
neither lidocaine nor amphetamine were detected in any of the CP
samples.
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Table 1
Chemical analysis of seven seized CP samples.

Samples Cocaine base (%) Caffeine base (%)
CP1 68.9+3.6 15.0+£0.1

CP2 674+1.2 14.0+£0.2

CP3 59.3+0.6 14.0+0.1

CP4 59.9+45 14.0+£0.5

CP5 68.2+2.0 1.0+05

CP6 50.2+1.0 1.0+05

CcP7 20.7+0.2 10.3+0.5
Caffeine - 100.0+0.0
Cocaine 89.6+0.0 -

Table shows the chemical analysis of the seven CP samples studied. It showed that
cocaine base content varied between 20 and 70% whereas caffeine base content
was between 1 and 15%. Cocaine and caffeine base quantity were calculated taking
standard solution of cocaine or caffeine base as reference, respectively.
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Fig. 1. A: Locomotor activity induced by systemic administration of CP 1, 5 and
7 at an equivalent dose of cocaine base (5mg/kg) and cocaine (5mg/kg) dur-
ing 60 min. B: Effect of the treatments on distance moved (m) expressed in two
periods: 0-30 min and 30-60 min. All data are expressed as mean =+ SEM. Two-
way ANOVA followed by Newman-Keuls test.  =denotes statistical differences vs.
control group; * =denotes statistical differences vs. cocaine; # =denotes statistical
differences between vs. CP 1; / =denotes statistical differences between vs. CP 5.
#Hk)I = P<0.001; T =P<0.01; "*=P<0.05. There was no difference between
CP 1 and CP 7 in the 0-30 min period neither by cocaine vs. CP 1 nor CP 5 in the
30-60 min period. N=6-8.

3.2. Stimulant effect induced by CP 1, 5, 7 samples vs. cocaine

According to the chemical analysis results (Table 1), CP sam-
ples with different proportions of cocaine and caffeine base
content were selected in order to study the CP-induced stimu-
lant effect. Thus, CP 1 was chosen as a representative of a CP
sample with high cocaine (68.9%) and caffeine (15%) base con-
tent, CP 5 for high cocaine (68.9%) and low caffeine (1%) and
CP 7 for low cocaine content (20%) and a similar content in caf-
feine than CP 1 (10%). Then, the effect on the locomotor activity
induced by CP 1, CP 5 and CP 7 was evaluated and compared
to that induced by cocaine administered at equivalent dose of
5 mg/kg of cocaine base. Results are shown in Fig. 1A and B. Ani-
mals injected with CP-vehicle or cocaine/caffeine-vehicles were
pooled forming the control group since they did not show any

Table 2

Effects on distance moved and velocity of movement induced by systemic admin-
istration of CP samples, cocaine, caffeine or the combination between cocaine and
caffeine treatments at different doses.

Treatment Mean + SEM of distance Mean + SEM of
moved (m) velocity (m/s)
Control 55.6 + 4.3 0.01 + 0.001
Cocaine (5) 1434 £ 111" 0.04 + 0.003™"
CP1(5) 167.6 £ 9.1 0.05 + 0.002™"
CP5(5) 1339 + 11.87 0.03 + 0.004™
CP7(5) 198.9 + 16.4™" /I 0.06 + 0.004""+*/
Coc (5)+Caf (2.5) 191.3 + 19.17"+### 0.06 + 0.005" " ++###
Caffeine (2.5) 86.2 +£ 10.9" 0.02 + 0.003**
Cocaine (20) 323.0 + 25.8 0.09 + 0.007™"
CP1(20) 4252 + 222"+l 0.12 + 0.006""+*/ll
CP 5 (20) 261.6 + 382" 0.07 £ 0.010™"
Coc (20)+Caf (4.5) 414.9 + 38.4" "+ 0.12 + 0.010""+###
Caffeine (4.5) 119.9 £ 9.1 0.03 + 0.002***

Table shows the effect of the systemic administration of CP 1, 5, 7 samples at
equivalent doses of cocaine base (5 and 20 mg/kg); Cocaine at 5 and 20 mg/kg;
Caffeine at 2.5 and 4.5mg/kg; Cocaine at 5mg/kg combined with Caffeine at
2.5mg/kg, Coc (5)+Caf (2.5) and Cocaine at 20 mg/kg combined with Caffeine at
4.5 mg/kg, Coc (20)+Caf (4.5), on the distance moved and movement velocity dur-
ing 60 min. All data are expressed as mean =+ SEM. One-way ANOVA followed by
Newman-Keuls test. " =denotes statistical differences vs. control group; * = denotes
statistical differences vs. Cocaine (5 or 20 mg/kg). / = denotes statistical differences
between CP samples.” = denotes statistical differences vs. Caffeine (2.5 or 4.5 mg/kg).
relll### = p<0.0001; *H =P<0.01; *=P<0.05. N=5-8.

significant difference for the distance moved or the velocity of
movement.

Fig. 1A shows the locomotor profile induced by the drugs regis-
tered during 60 min. Two-way ANOVA revealed a significant effect
for time (F;553=114.79; P<0.0001) indicating that in all groups
locomotion decreased along time of the experimental session. This
may reflect the typical habituation process observed in the OF.
In addition, there was a significant treatment effect (F4 53 =35.66;
P<0.0001) and time x treatment interaction (F4 53 =2.53; P<0.05).
As expected for a stimulant drug, all treatments increased the loco-
motor activity of animals. Therefore, post hoc analysis revealed
significant differences between CP 1, CP 5, CP 7 and cocaine vs.
control group either in the 0-30min or the 30-60 min period
(Fig. 1B). Particularly, CP 1 produced a significant increase in loco-
motion compared to cocaine- and CP 5-injected animals in the first
period (0-30 min) whereas no significant difference was observed
in the second period between the three groups (30-60 min, Fig. 1B).
While CP 5-treated animals behaved similarly to the animals
injected with cocaine in both registered periods, CP 7 induced a
higher stimulant effect compared to cocaine or CP 5 administra-
tion in both periods registered and compared to CP1 in the second
period (Fig. 1B). When the total distance moved (0-60 min) and
velocity of movement were considered, CP 7 was the only CP
sample that was significantly different compared with all treat-
ments (Table 2). Importantly, CP 7 compared to CP 1 and CP 5,
was the sample that resulted in the highest caffeine dose admin-
istered (Table 3). Overall, these results indicated that, at 5 mg/kg
dose, the cocaine base content was the responsible of the stimu-

Table 3
Doses of caffeine calculated based on cocaine and caffeine contents of three CP
samples assayed.

CP samples Doses of cocaine (mg/kg) Doses of caffeine (mg/kg)
CP1 5 1.08
20 435
CP5 5 0.07
20 0.30
CcP7 5 248

Table shows the doses of caffeine calculated based on the cocaine doses at which CP
samples were injected.
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Fig. 2. A: Locomotor activity induced by systemic administration of CP 1 and 5
at an equivalent dose of cocaine base (20 mg/kg) and cocaine (20 mg/kg) during
60 min. B: Effect of the treatments on distance moved (m) expressed in two periods:
0-30min and 30-60 min. All data are expressed as mean 4+ SEM. Two-way ANOVA
followed by Newman-Keuls test. " = denotes statistical differences vs. control group;
* = denotes statistical differences vs. cocaine; ¢ = denotes statistical differences vs. CP
1.779$¢=P<0.001; 9% =P<0.01; * =P<0.05. There was no difference between CP
5 and cocaine in the first registered period (0-30 min). N=6-8.

lant effect induced by CP 1 and CP 5 samples while the stimulant
effect induced by CP 7 cannot be explained only by its cocaine
base content. The amount of caffeine may play an important role
in the enhancement of the locomotion induced by this CP sam-
ple.

Based on this partial result, in a second experiment we increased
CP 1 and CP 5 doses to determine if the interaction cocaine-caffeine
could be also evidenced. Fig. 2A and B shows the distance moved
after CP 1, CP 5 and cocaine administration at equivalent dose of
20 mg/kg. The resulting caffeine doses administered for each CP
sample are shown in Table 3.

The locomotor profile induced by these drugs registered during
60 min is shown in Fig. 2A. Two-way ANOVA revealed a sig-
nificant effect for time (Fj46=48.37; P<0.0001) and treatment
(F3.46=74.72; P<0.0001) but not for time x treatment interac-
tion (F3 46 =2.71; P=0.06). Post hoc Newman-Keuls test indicated
that all treatments induced a significant hyperlocomotion com-
pared with the control group either in the 0-30 min or 30-60 min
period (Fig. 2B). CP 1 induced a significant increase in the
locomotion compared to the cocaine and CP 5 administration
whereas the effect of CP 5 treatment was similar to cocaine in
the first period, but less during the second period (30-60 min,
Fig. 2B). Besides, total distance moved (0-60min) and velocity
of movement revealed a significant difference induced by CP 1
compared with all treatments (Table 2). Animals treated with CP
5 showed a stimulant effect similar than the ones treated with
cocaine.

Overall, the higher stimulant activity induced by CP 1 could be
the result of an additive action between cocaine and caffeine which
became evident when the dose of CP 1 was increased to 20 mg/kg.
On the other hand, CP 5 may behave similar to cocaine because of
its low caffeine content.

-~ Control group
A 304 < Cocaine (5)
‘g -k Caffeine (2.5)
= -4 Coc (5) + Caf (2.5)
@ 204
>
]
E
@
g 10-
=
i
[=]
-7
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Time (min)
B - Y 3 Control group
150 ey Cocaine (5)
.é.. E3 Caffeine (2.5)
= ' == Coc (5)+Caf (2.5)
@ 100 e
>
o
£
@
g -
s
2 +
o

30-60 min

Fig. 3. A: Locomotor activity induced by systemic administration of cocaine
(5 mg/kg), caffeine (2.5 mg/kg) and cocaine at 5 mg/kg combined with caffeine at
2.5mg/kg, Coc (5)+Caf (2.5), during 60 min. B: Effect of the treatments on dis-
tance moved (m) expressed in two periods: 0-30min and 30-60 min. All data
are expressed as mean + SEM. Two-way ANOVA followed by Newman-Keuls test.
" =denotes statistical differences vs. control group; * = denotes statistical differences
vs. cocaine; ¥ =denotes statistical difference vs. caffeine (2.5). ""***¥¥ =P<0.001;
“#*=pP<0.01; "* =P<0.05. There was no difference between caffeine (2.5) and con-
trol group in the first registered period (0-30 min). N=5-8.

3.3. Stimulant effect induced by cocaine and caffeine
combinations vs. cocaine

To confirm that the amount of caffeine contributes to the stim-
ulant effect of CP samples, a third series of experiments was
conducted. Thus, animals were injected with cocaine at 5 mg/kg,
caffeine at 2.5 mg/kg or the combination of both. These values were
calculated from the contents of both stimulants present in CP 7 at
the equivalent dose of 5 mg/kg of cocaine base; Coc (5)+ Caf (2.5)
group (see Table 3).

Fig. 3A and B shows the results related to the stimulant effects
of these treatments; the locomotor profile induced by treatments
along 60 min is provided in section A. Two-way ANOVA revealed
a significant difference for time (Fj45=101.07; P<0.0001) and
treatment (F345=66.08; P<0.0001) but not for the interaction
(F3,45=2.05; P=0.11). Post hoc analysis showed a significant effect
between cocaine (5) and Coc (5)+Caf (2.5) vs. control group in
both registered periods (0-30 and 30-60 min, Fig. 3B) whereas
caffeine (2.5) only reached a significant effect in the first period
(0-30min, Fig. 3B). In addition, Coc (5) + Caf (2.5)-combined treat-
ment produced a significant rise in the locomotion compared to
the cocaine (5)- or caffeine (2.5)-injected animals in both periods
(0-30 and 30-60 min, Fig. 3B). Animals treated with caffeine (2.5)
showed a significant lower stimulant effect than the ones treated
with cocaine (5). Considering the effect of these treatments on
total distance moved (0-60 min) and velocity of movement, one-
way ANOVA and post hoc analysis revealed significant differences
between Coc (5)+Caf (2.5)-treated animals vs. control, caffeine
(2.5) and cocaine (5) groups (Table 2). Moreover, caffeine (2.5)
was significantly different vs. cocaine (5) but not vs. the control
group. This result confirms that, at the dose assayed (at equivalent
dose of 5 mg/kg of cocaine base), the caffeine content of CP 7 con-
tributed to the hyperlocomotion observed after its injection. Note
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Fig. 4. A: Locomotor activity induced by systemic administration of cocaine
(20 mg/kg), caffeine (4.5 mg/kg) and cocaine at 20 mg/kg combined with caffeine
at 4.5 mg/kg, Coc (20)+Caf (4.5), during 60 min. B: Effect of the treatments on
distance moved (m) expressed in two periods: 0-30 min and 30-60 min. All data
are expressed as mean =+ SEM. Two-way ANOVA followed by Newman-Keuls test.
" =denotes statistical differences vs. control group; * = denotes statistical differences
vs. cocaine; ¥ =denotes statistical difference vs. caffeine (4.5). “"**¥¥¥ = P<0.001;
"=P<0.01; *=P<0.05. There was no difference between caffeine (4.5) vs. control
group in the first registered period. N=5-8.

that the mean value of the distance moved induced by Coc (5) + Caf
(2.5) and CP 7-treated animals was very similar (191.34+19.1 and
198.9 + 16.4, respectively).

Similarly, to determine if the amount of caffeine was responsible
of the higher stimulant effect observed after CP 1 administration at
equivalent dose of 20 mg/kg of cocaine base, other animals were
injected with cocaine at 20 mg/kg combined with a dose of caf-
feine at 4.5 mg/kg, an approximate value calculated according to
the caffeine content in CP 1 when was administered at an equiv-
alent dose of 20 mg/kg of cocaine base; Coc (20)+ Caf (4.5) group
(see Table 3). Results are presented in Fig. 4A and B; section A shows
the locomotor profile induced by the treatments. Two-way ANOVA
revealed a significant effect for time (F; 44 =42.92; P<0.0001) and
treatment (F3 44 =106.55; P<0.0001) but not for the interaction
(F3,44=2.33; P=0.08). Post hoc analysis showed a significant effect
between cocaine (20) and Coc (20)+ Caf (4.5) vs. control group in
both registered periods (0-30 and 30-60 min, Fig. 4B). Locomo-
tion was increased in caffeine (4.5)-treated animals only in the
first period (0-30min, Fig. 4B). Moreover, the stimulant effect
induced by Coc (20)+ Caf (4.5)-combined treatment was signifi-
cantly higher than the observed in cocaine (20)-injected animals
and also with those treated with caffeine (4.5) in both periods (0-30
and 30-60 min, Fig. 4B). The stimulant effect induced by caffeine
(4.5) was significantly lower than the cocaine (20) treatment in
both registered periods. For total distance moved (0-60 min) and
velocity of movement, one-way ANOVA showed a significant effect
of the treatments assayed. Post hoc analysis revealed significant
differences between Coc (20)+Caf (4.5)-treated animals vs. con-
trol, caffeine (4.5) and cocaine (20) groups (Table 2). Caffeine (4.5)
did not reach a significant difference to the control group but its
effect was significantly lower than cocaine (20).

Conclusively, the high hyperlocomotion observed after CP 1
injection compared to that induced by cocaine (20) indicates that
the caffeine content strongly contribute to the stimulant effect of
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CP 1 when is injected at equivalent dose of 20 mg/kg of cocaine
base. Note that the mean value of the distance moved induced
by Coc (20)+Caf (4.5) and CP 1-treated animals was very similar
(414.9+38.4 and 425.2 + 22.2, respectively).

3.4. Locomotor pattern induced by all treatments during 60 min

Fig. 5 shows representative tracks of the animals’ movement
patterns treated with CP 1, 5 and 7 samples, cocaine and caffeine
only or the combination of cocaine plus caffeine. Tracks from con-
trol animals displayed a typical pattern of movement with high
peripheral activity and less central activity in the OF. According to
the total distance moved shown in Table 3 and as expected for psy-
chostimulant drugs it can be observed that the movement pattern
of almost all treatments was clearly different from that observed in
control animals, even reaching very high levels of intensity in some
traces along the field. The comparison of these qualitative results
with the absolute values of the distance moved of each treatment
is presented in Table 2.

4. Discussion

The present work reports the chemical analysis of CP samples
obtained from different seizures and preclinical studies showing
the stimulant effect elicited by them.

4.1. Chemical analysis of CP samples: cocaine and caffeine as
main components

The chemical analysis of the CP samples showed that cocaine
was the main component in most of them (above 50% except one
sample) and caffeine was the most frequently detected active adul-
terant (between 1 and 15%) while lidocaine or amphetamine were
not detected in any of the samples. It is not surprising to find that
the CP samples were adulterated, since this is a common finding in
the analysis of illicit drugs, e.g. illicit cocaine is rarely sold in pure
form and is usually adulterated with other substances thereby vary-
ing in purity. Adulterants (substances deliberately added to mimic
or to boost the effects of the drug), impurities (defined above)
and diluents (inert substances added as bulking agents) are fre-
quently detected in street cocaine [17,31,32]. Particularly, caffeine
and amphetamine have been described as active adulterants in
illicit cocaine and other psychotropic drugs [12,16,17,33].

To our knowledge, the report by ElSohly and colleagues is the
only published chemical analysis of CP samples, in this case com-
ing from Colombia and Peru. These authors reported that cocaine
was the main component and that the impurities in CP samples
included benzoic acid and alkaloids like ecgonine, benzoylecgo-
nine, cis- and trans-cinnamoylcocaine [34]. The cocaine and some
impurities contents match with our results, although adulterants
are neither mentioned nor quantified in that report [34]. Therefore,
our results contribute to the knowledge of the chemical composi-
tion of this type of drugs of abuse at the level of the consumer’s
market.

4.2. Stimulant effect of CP samples and the relevance of caffeine

In regard to the behavioral effect, we found that depending
on the CP sample and the administered dose (equivalent of 5 or
20 mg/kg of cocaine base content) the animals treated with adulter-
ated CP samples with a high proportion of caffeine had significantly
greater locomotor activity than those treated with equivalent doses
of cocaine only. By the co-administration of cocaine and caffeine we
reproduced the behavioral responses of these CP samples, demon-
strating that caffeine is an active adulterant responsible for the
greater locomotor activity observed.
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Fig. 5. Pattern of movement induced by cocaine, CP 1, CP 5, CP 7 or combined treatment of cocaine plus caffeine, at different doses. Red traces represent the animal locomotion
under each treatment (a-1) recorded during 60 min. a: control group; b: caffeine (2.5); c: cocaine (5); d: CP 1 (5); e: CP 5 (5); f: CP 7 (5); g: Coc (5)+Caf (2.5); h: caffeine (4.5);
i: cocaine (20); j: CP 1(20); k: CP 5(20); I: Coc (20) + Caf (4.5). Numerical data corresponding to each trace are showed in Table 2. (For interpretation of the references to color

in this figure legend, the reader is referred to the web version of the article.)

We have previously published data on the behavioral and neu-
rochemical effects induced by one CP sample that corresponds to
CP 1 included in this report. Those data showed that after acute
administration at an equivalent dose of 10 mg/kg of cocaine base,
the CP sample tested did not show any difference with cocaine
on locomotion or dopamine metabolism in the nucleus accumbens
[10]. Nevertheless, further experiments were necessary to obtain
a more conclusive picture of the neurobiological effect of CP 1 and
to extrapolate the conclusions to other CP samples seized. In the
present study we investigated the chemical composition of seven
CP samples and the contribution of the adulterants in the resul-
tant CP stimulant effect. The cocaine together with the caffeine
content appeared as the major difference between the samples.
Thus, we selected some representative ones to continue the study
of their stimulant effect. All CP samples assayed elicited a stimulant
effect maintained along the registered time, and importantly this
effect was similar or higher than cocaine administered at equiva-
lent doses. Specifically, animals treated with CP 7 at an equivalent
dose of 5 mg/kg of cocaine base, had significantly greater locomo-
tor activity than cocaine. Moreover, when CP 1 was injected at a
dose of 20 mg of cocaine base/kg (but not at 5 mg/kg or 10 mg/kg)

a higher stimulant effect than the induced by cocaine only at an
equivalent dose was achieved. Results indicated that these CP sam-
ples contained one or more components different from cocaine that
contributed to the stimulant effect. Caffeine seemed to be the active
adulterant that contributed to the coca-paste stimulant effect, since
after its combination with cocaine at the same percentage mea-
sured in CP 7 or CP 1, a similar behavioral profile was obtained. Thus,
our results demonstrate that the caffeine content found in several
CP samples is enough to potentiate the stimulant effect attributed
to cocaine base content. This statement was strongly supported by
the fact that low caffeine content in CP 5 produced similar loco-
motor effects than cocaine at equivalent doses. Moreover, these
behavioral results indirectly indicate that the pharmacological inci-
dence of impurities present in the CP samples was imperceptible.
In the present study, we did not study the specific mechanisms
that could explain the contribution of caffeine in the potentiation
of the CP stimulant effect. The main caffeine mechanism of action
in the brain seems to be a nonselective competitive blockade of
adenosine receptors, in particular adenosine A; receptors and Aja
receptors [35,36]. Actually, increasing evidence indicates that caf-
feine exerts its motor stimulant effect by acting on striatal medium
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spiny neurons blocking A, receptors and thus reducing the inhi-
bition exerted by endogenous adenosine on striatal dopaminergic
transmission [20,37]. On the other hand, the stimulant effects pro-
duced by drugs like cocaine or amphetamine are exerted mainly by
interfering with the dopamine transport system, thereby increas-
ing the mesolimbic and striatal dopaminergic neurotransmission
[38-40], both involved in the control of the spontaneous and drug-
stimulated motor activity. Therefore, although the mechanisms of
action of caffeine and cocaine are substantially different, they could
lead to an increase in both dopaminergic neurotransmission sys-
tems explaining the great stimulant action induced by CP 1 or 7
samples at doses of 20 and 5 mg/kg respectively.

So far there are no published preclinical or clinical data on CP
central effects that explain its high potential for addiction and the
clinical picture observed among its consumers. Here we report that
caffeine present in CP samples may contribute to the motor stimu-
lant effect when administered via a systemic intraperitoneal route,
discarding the contribution of other impurities. Cocaine hydrochlo-
ride cannot be smoked because it is decomposed at temperatures
required to volatilization; cocaine base, however, can be easily
smoked. Thus, when CP is smoked, cocaine reaches the brain more
rapidly than when the hydrochloride is insufflated [41-43] and
results in more intense subjective effects which may contribute
to the greater addictive potential of CP. In addition to cocaine base
in CP, caffeine could also be volatilized [44] and rapidly reach the
brain when is smoked contributing to the CP central effects. There-
fore, according to our results it is important to consider that the
combination of cocaine base and caffeine in a smoked drug (CP)
could boost its stimulant effect and this may contribute to its high
dependence and the differential clinical picture observed among
its consumers. Nevertheless, additional studies are needed to elu-
cidate the pharmacodynamic nature of the interaction between
cocaine and caffeine and to confirm the potentiation of both drugs
in the CP stimulant effect using the volatilization as a route of
administration. Moreover, further preclinical studies should be
done to examine how CP chemical composition contributes to its
addictive properties and which are the consequences of the stim-
ulants interaction on the health of consumers.

4.3. Conclusions

The current data provide information about the composition
of CP samples and clearly demonstrate that cocaine and caffeine
contents contribute to the stimulant effect of CP. Additionally, we
provide useful information to the scientific and clinicians’ commu-
nity about the importance of the adulterants in illicit drugs that
might have considerable impact on consumer’s addictive profile.
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Abstract

The drugs of abuse-aggression/violence relationship has been recognized but
its nature is often complex. We are interested in the study of the
pharmacological action of coca-paste (CP), an illicit drug of abuse widespread
in Latin America which consumption has been usually associated with
aggressiveness/violence. However, little is known about preclinical effects of CP
and aggressive behavior.

We study the effect induced after acute administration of one CP seized sample
(CP 1) on aggressive behavior using the isolation-induced aggression paradigm
in male rats. A comparison with cocaine injected at equivalent dose of cocaine
base (10 mg/kg) was included.

In the test session, CP 1 and cocaine significantly inhibited the aggressive
behaviors (number and time) whereas exploratory activity (rearings) was
increased. Social investigation time was slightly reduced only by cocaine. No
residual effect of both drugs was obtained during the post-test session. A
hyperactive state was provoked by both drugs. Neurochemical correlation
revealed a significant increase of dopamine (DA) tissue levels in Nucleus
accumbens (NAcc) and tended to increase serotonin (5-HT) levels into the
Prefrontal Cortex (PFC). DAergic and 5-HTergic turnover in both areas were
consequently decreased.

We demonstrated that, CP 1 behaved similarly to cocaine. Stimulation of the
mesolimbic system, reflected by a hyperactive state and DA levels increased
after CP 1 and cocaine treatment could be involved specifically in the impaired
animal aggressive performance. Additionally, the absence in a reduction in PFC
5-HT levels could also contribute to the anti-aggressive effect induced by CP 1

and cocaine.

Kewords: aggression, coca-paste, rats, cocaine, dopamine



1. Introduction

Coca-Paste (CP) is an illicit drug of abuse. Its consumption has been extended
in several South American countries for many years (Jeri 1982, Castro de la
Mata R 1989; Navarro 1989; Pérez 2003; National Drugs Board 2008). Despite
that, its pharmacological effects on the central nervous system (CNS) had not
been studied so far. Accordingly, we have started to carry out a preclinical
characterization of the effects induced by this drug to elucidate the neural basis
involved in the clinical profile of CP consumers. We had already described the
stimulant effect induced by the acute systemic administration of CP samples
from different police seizures in comparison with the effect induced by cocaine
(Meikle et al. 2009; Lopez-Hill et al. 2011); however other CP central actions
remain to be addressed.

CP is one of the earliest intermediate products obtained during any of the
preliminary phases of cocaine alkaloid extraction from coca leaves (from
Erythroxylon coca bush) (Paly et al. 1982; National Drugs Board 2008). It is a
non-purified extract of coca leaves with a high (although variable) content of
cocaine (base) mixed with a low proportion of impurities (e.g. other alkaloids)
and adulterants (Triaca et al. 2009; Lopez-Hill et al. 2011). CP is one of the
forms of cocaine used for smoking (Castafio 2000). In humans, its consumption
produces an intense euphoria and a very fast stimulant effect, psychomotor
alteration as well as high dependence. After CP consumption several behavioral
alterations like impulsivity and aggressiveness usually emerge (Jeri 1978;
Castro de la Mata R 1989; Navarro 1989; Pérez 2003; National Drugs Board
2008; Triaca et al. 2009; Ferrando et al. 2009) and likewise crack addicts,
people who consume CP have frequently been associated with crime and
violence (Hatsumaki and Fischman 1996; Cornish and O’Brien 1996; Triaca et
al. 2009).

Although, several reports have associated the consumption of different
drugs of abuse with heightened violence, the consistency of this relationship still
remains in doubt (Brody 1990; Miczek 1993; Hoaken and Steward 2003).
Specifically, studies from animals concerning the relationship between cocaine
and aggression have discrepant outcomes. Depending of the specie, doses,
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length of dosing regimen and paradigms utilized the reported results have been
different (Hadfield 1982a; Hadfield et al. 1982b; Darmani et al. 1990, Long et al.
1996). Consequently, a further preclinical characterization studying the
relationship between cocaine and aggression appears to be needed.
Additionally, no behavioral studies have been done yet regarding whether CP
induces aggressive behavioral responses.

Many evidences support the involvement of dopamine (DA) and
serotonin (5-HT) as essential neurotransmitters in the control of aggressive
behavior. Several studies implicate the mesocorticolimbic dopamine system in
the preparation, execution and recovery of aggressive acts (van Erp and Miczek
2000; Miczek et al. 2004; de Almeida et al. 2005). To our knowledge, the effect
on aggression induced by acute administration of psychostimulant drugs has
not been correlated with acute changes on DA and 5-HT tissue levels.

Based on all mentioned above, the current study was conducted to
investigate the pharmacological effect induced by acute administration of a
seized CP sample (CP 1) on aggressive behavior in rats using the isolation-
induced aggression paradigm. CP 1-induced response was compared to that
elicited by cocaine injected at an equivalent dose of cocaine base. The animal
motor activity and dopamine (DA) and serotonin (5-HT) tissue levels in the
nucleus accumbens (NAcc) and prefrontal cortex (PFC) respectively, were also
assessed.

2. Methods

2.1. Subjects

Adult Wistar male rats weighing 250 to 320 g, bred in the IIBCE animal facilities
(Montevideo) were employed in the study. Firstly, the animals were divided into
residents and intruders. Each resident was housed isolated in clear plastic and
standard cages (50 x 37.5 x 21 cm) whereas intruders were maintained in
groups of 6, also in standard plastic cages. All animals were housed under 12-h
day-night cycle (lights on at 7:00 AM) and in a temperature-controlled
environment (22 + 2 °C) with food and water available ad libitum. All procedures
were carried out in accordance to the IIBCE Bioethics Committee's
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requirements and under the current ethical regulations of the national law on
animal experimentation N°18.611. Adequate measures were taken to minimize
discomfort or stress of the animals, and all efforts were made in order to use the

minimal number of animals necessary to produce reliable scientific data.

2.2. Drugs and dosage

A Coca-paste sample (CP 1) was obtained from a seizure made by the
local police after raid procedures in 2007. This is a sample that could have been
possibly consumed by drug users. CP 1 was supplied by the Technical Forensic
Institute (Montevideo-Uruguay) with the authority of the National Drugs Board.
Cocaine hydrochloride was obtained from Sigma Aldrich (Germany and USA).
CP 1 was dissolved in hydrochloric acid (HCI) 2 % and enough sodium
hydroxide to titrate the solution to a pH= 6.3; whereas cocaine was dissolved in
distilled water.

A previous chemical analysis indicated that CP 1 contained 68.9 % of
cocaine base and 15.0 % of caffeine. In addition, some impurities like alkaloids
cis- and trans-cinnamoylcocaine were also detected at very low levels, 0.6 + 0.2
and 1.8 = 0.2, respectively (Moraes et al. 2010; Lopez-Hill et al. 2011).

CP 1 and cocaine were injected intraperitoneally (i.p.). Cocaine was
administered at 10 mg/kg (N = 6) whereas CP 1 was injected at equivalent
cocaine dose of 10 mg/kg (N = 6). Control animals were injected with the
corresponding vehicles (N = 6). The volume of injection was set at 1 ml/kg and

corrected when equivalent doses were administered.

2.3. Procedures of behavioral experiments

2.3.1. Aggressive behavior

The effect of acute administration of CP 1 and cocaine on individually housed
rats was investigated in the isolation-induced aggression paradigm originally
based on the resident-intruder paradigm. The isolation-induced aggression has
been extensively studied and used as an animal model for elucidating drug
action on aggression and/or social behavioral deficits reflecting intra-specific
aggression (Mizcek 1979; Koolhaas and Bohus 1991; Ferrari et al. 2005;
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Miczek and de Boer 2005). Our experiments were specifically based on
procedures described by Banjaw et al. (2006) with some modifications which
were able to reach a baseline level of aggression in residents against intruders
when encountered in their resident cage. Basically, after 7 days of individual
male housing (residents) the baseline aggressive behavior of the isolated rats
were monitored (design first encounter: E 1) during 10 min. Two days after,
baseline aggressive behavior in resident rats was monitored (design second
encounter: E 2) during 10 min. On the 11" day (Test day session) residents
were randomly assigned to be injected with CP, cocaine or vehicle (control
group). After 30 min, an encounter with an intruder (E 3) was registered during
15 min. All intruders were tested under drug-free conditions. A Post-test session
(E 4) was performed 24 h later to determine the residual effect of the drugs.
Resident home cages were not washed for at least 12 days to assure the
aggression territoriality. Social encounters were performed and arranged to
ensure that each of the resident rats encountered a different intruder rat from
the corresponding intruder group over four test sessions. Frequency and time of
the aggressive behaviors (attack-bites, chasing, kicks and keep down) were
measured. Time of non-aggressive behaviors (social investigation time) and

frequency of rearings activity (exploratory activity) were also recorded.

2.3.2. Motor activity

In a different set of experiments, grouped animals were treated with the same
doses of CP 1 and cocaine than those treated for the aggression experiments.
Locomotion was measured using an Open Field (OF) paradigm as previously
described (Scorza 2008, with modifications). OF consisting of a square box (60
x 60 cm) with red 40-cm-high acrylic sides was used. Locomotor activity
(quantitative and qualitative) was recorded automatically during 60 min by a
camera connected to a computer equipped with the Ethovision software 7.0
(Noldus, The Netherlands). Using this video-tracking software we specifically
measured the following variables: horizontal locomotor activity defined as the
total distance moved in meters (m), the velocity of movements (m/sec) and the
time spent in movement, as previously used (Lopez-Hill et al. 2011). The
animals were tested during the light phase of the photo cycle between 9 A.M.
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and 2 P.M. with the experimental room under temperature-controlled

environment (22 + 2 °C).

2.4. Procedures of neurochemical experiments

To determine the neurochemical changes induced by the acute administration
of CP 1 and cocaine, DA and 5-HT tissue levels of NAcc and PFC were
evaluated in a third group of animals acutely injected with CP 1 and cocaine at
the same doses than those administered for the aggression experiments. 35-40
min after drugs injection rats were sacrificed by decapitation and their brains
dissected. This evaluation time is in accordance with the time used to evaluate
the aggression behaviors in residents during the test session. PFC and NAcc
were dissected and then stored at -70 °C until the day of processing. Tissue
samples were weighed, sonicated in perchloric acid (0.1 M) and centrifuged
(15.000 g; 4 °C) for 15 min. The supernatants were then injected into an High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) system (PM-80 BAS, West
Lafayette, IN, USA) equipped with a C18 column (5 um particles, 150 mm x
34.6 mm; Phenomenex, USA) with electrochemical detection consisting in an
electrochemical detector (LC-4C BAS) with oxidation potential set at +0.75 V
(glassy carbon working electrode versus a Ag/AgCI reference electrode). The
mobile phase was composed of citric acid (0.15 M), sodium octylsulphate (0.6
mM), 4 % acetonitrile and 1.6% tetrahydrofuran at pH 3.0; with a flow rate of 1.0
ml/min (Costa et al. 2001). DA and 5-HT were calculated as nanogram per
gram wet tissue (ng/g). 3,4-dihydrox-yphenylacetic acid (DOPAC) and 5-
hydroxy-indoleacetic acid (5-HIAA) were quantified as nanogram per gram wet
tissue (ng/g) to determine the DOPAC/DA ratio and 5-HIAA/5-HT as DAergic

and 5-HTergic turnover, respectively.

2.5. Data analysis

Data are given as Mean = Standard Error of the Mean (SEM) and were
analyzed by One-way (treatment) analysis of variance (ANOVA) of independent
measures followed by post-hoc Newman-Keuls multiple comparison test.
Student t-test of paired measures was also used. Statistical significance was set
at P <0.05.



3. Results
3.1. Baseline isolation-induced aggression

Figure 1 A-C shows the results obtained from the evaluation of the
baseline aggression at the 7" and 9" day of the resident isolation after the
introduction of the intruder (E 1 and E 2, respectively) registered during 10 min.
Particularly, the number of aggressive behaviors was significantly increased (P
< 0.05; Fig. 1A) whereas the time of aggressive behaviors did not show any
significant difference between E 1 and E 2 (Fig. 1B). Latency to the first attack
was significantly lower during E 2 than during E 1 (P < 0.05; Fig. 1C). On the
other hand, residents showed a time spent in social investigation and a number
of rearings during E 1 similar to the ones observed during E 2 (Table 1).
Overall, these results indicated that the aggressive behaviors displayed by
resident animals were significantly increased from E 1 to E 2 without exhibiting

any changes in the non-aggressive response and the exploratory activity.

3.2. Effect of CP 1 and cocaine in isolation-induced aggression: Test day

session

Animals injected with CP-vehicle or cocaine-vehicle were pooled forming the
control group since they did not show any significant difference for aggressive,
no-aggressive behaviors and motor activity parameters. Figure 2 A-C shows the
results related to the aggressive behaviors induced by the CP 1 and cocaine at
the 11" day of the resident isolation after the introduction of the intruder (Test
day session or E 3) registered during 15 min. Both CP 1 and cocaine produced
a significant decrease in the number of aggressive behavior compared to the
control group (P < 0.05), whereas no significant difference was observed
between both drugs (Fig. 2A). Although the duration of aggressive behaviors
tended to decrease after drugs treatment, it did not reach statistical significance
(Fig. 2B). In contrast, CP 1 and cocaine induced a significant increase in the

latency to the first attack in comparison with the control group (P < 0.05);



however this augment was significantly different between both drugs (P < 0.05;
Fig. 2C), being the latency induced by cocaine longer than the induced by CP 1.

Table 1 also shows the social investigation time and the number of
rearings during E 3. Cocaine-treated residents showed a significant decrease in
the social investigation time compared with the control group (P < 0.05) while
the effect induced by CP 1 tended to be lower than the cocaine. Besides,
exploratory activity was significantly higher in residents treated with CP 1 and
cocaine than the one observed in vehicle-treated animals (P < 0.01). CP 1 and

cocaine did not show statistical differences in all these parameters (Table 1).
3.3. Effect of CP 1 and cocaine on animal-motor activity

Figure 3 A-C shows the motor activity induced by CP 1 and cocaine compared
with the control group. Distance moved, velocity of movement (speed) and time
spent in movement were registered. Because 30 min after the drugs injection is
the period correlated with the resident-motor activity elicited during the isolation-
induced aggression paradigm we only consider the motor activity recorded in a
period between 30 to 45 min (shaded area in inset graph of Fig.3A). Regarding
this, CP 1 and cocaine acute administration evoked a significant increase in the
distance moved (P < 0.01; Fig. 3A), velocity of movement (P < 0.01; Fig. 3B)
and time spent in movement (P < 0.01; Fig. 3C) compared to the control group.
Overall, these results indicated that at the doses injected, CP 1 and cocaine
induced a clear hyperactive or stimulant effect. Interestingly, this effect
correlates with the high exploratory activity elicited by CP 1- and cocaine-
treated residents during the isolation-induced aggression paradigm (see Table
1).

3.4. Residual effect of CP 1 and cocaine in isolation-induced aggression: Post-

test day session

In order to detect a residual effect of both drugs, Figure 4 A-C shows the results
related to the aggressive behaviors of residents pre-treated with CP 1, cocaine
or vehicle on the 12" day of the resident isolation after the introduction of the
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intruder (post-test day session or E 4) registered during 10 min. Despite the
variability, no residual effect seems to be elicited neither by CP 1 or cocaine in
any of the three parameters measured (e.g. number and time of aggressive
behavior and latency of the first attack; Fig 3 A-C, respectively). Additionally,
Table 1 shows that the mean value of the duration of social investigation was
very similar between treated and control groups. The increase in the number of
rearings induced by resident-drugs treated compared with the control group

observed during E 3 was substantially attenuated during E 4.

3.5. Effect of CP 1 and cocaine in DA and 5-HT tissue levels in NAcc and PFC.

Table 2 displays the DA and 5-HT tissue levels in NAcc and PFC, respectively
induced by CP 1 and cocaine compared with the control group. It could be
observed that, as expected, CP 1 and cocaine significantly increased DA tissue
levels in NAcc (P < 0.001 and P < 0.01, respectively) and tended to increase 5-
HT tissue levels in PFC (Table 2). Moreover, DAergic and 5-HTergic turnover in
both brain regions was also measured. A significant decrease in DAergic
turnover was elicited by CP 1 and cocaine (P < 0.001 and P < 0.01,
respectively); 5-HTergic turnover was also decreased after both drugs injection
(P <0.01, CP 1 and P < 0.05, cocaine). No differences between drugs were

observed in any of the parameters measured (Table 2).

4. Discussion

The present study constitutes the first preclinical characterization of the
effect induced by acute administration of a CP seized sample on aggressive
behavior. This response was elicited by territoriality in isolated male rats and
was also compared with that induced by cocaine.

Residents acutely injected with CP 1 demonstrated a clear anti-
aggressive effect and accordingly with others works an anti-aggressive action
was also observed after cocaine acute administration (Miczek, 1979; Darmani
et al. 1990; Long et al. 1996; Estelles et al. 2004). Basically, CP 1-treated
animals behaved similarly to cocaine-treated residents, suggesting that cocaine
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base is the main component responsible for the anti-aggressive action induced
by CP 1. The blockage of the aggressive behavior was generally evidenced by
a decreased number of attacks, a diminution in the time spent in attack and an
increased latency to the first attack (reduced impulsivity). Moreover, the
residents treated with CP 1 and cocaine also exhibited an increase in the
exploratory activity (reflected by an increase in the number of the rearings) and
a decrease in the social investigation time supporting CP 1 and cocaine’s
nonselective anti-aggressive effects. These results are in accordance with
previous studies which reported that residents receiving an acute administration
of high doses of cocaine spent less time in social investigation or in aggressive
contact with the intruder (Blanchard and Blanchard 1999; Estelles et al. 2004).
These behavioral responses could be associated with an alteration in the
anxiety levels of the animals or an increased exploratory activity. However,
further preclinical studies should be done to examine the anxiogenic effect
induced by CP 1 or cocaine in these conditions.

As expected, CP 1 and cocaine administered in a different group of
animals, but at the same dose used for resident’s treatment, induced a
hyperactive state i.e. enhanced locomotor activity, velocity of movement and
spent time in movement. Moreover, the hyperlocomotion obtained confirmed
that the increase in the rearing behavior was induced specifically for both drugs
and not only as a cause of the isolation housing. Obviously, the hyperactive
state could interfere with the aggressive performance of the animals blocking
the baseline aggression. Interestingly, no residual effect of CP 1 and cocaine
was observed during the post-test session, confirming that the anti-aggressive
effect was specifically induced by the drugs.

It should be mentioned that our results revealed that only one week of
isolation and two resident-intruder encounters (E1-E2) were enough to obtain a
baseline level of aggression in animal residents to test the effects of both drugs.
This is a very important issue to be taken into account because there are a lot
of discrepancies in published results considering the use of a variety of test
paradigms and different types of aggression assessments.

Several evidences support the involvement of DA and 5-HT as essential
neurotransmitters in the control of aggressive behavior (Yudofsky et al. 1987;
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Brizer 1988; Ferrari et al. 2005; Nelson and Trainor 2007). Particularly, several
studies implicate the mesocorticolimbic DA system in the preparation, execution
and recovery of aggressive acts. Besides, several 5-HT receptor subtypes are
distributed in mesocorticolimbic structures, which are critical for the display of
aggressive behavior patterns (van Erp and Miczek 2000; Miczek et al. 2002;
Miczek et al. 2004; de Almeida et al. 2005). Therefore, aggressive or anti-
aggressive actions seem to depend on alterations in the DAergic and 5-HTergic
systems’ function. In this sense, increased levels of aggression are associated
with a reduced 5-HT levels in the prefrontal cortical area, an increased DA
release in NAcc or with the systemic pharmacological activation of DAergic (e.g.
D2) and 5-HTergic (e.g. 5-HT1a and 5-HTig) receptors (Citrome and Volavka
1997; Miczek et al. 2002; de Boer and Koolhaas 2005). In contrast, reduced
aggression was obtained after the blockade of these 5-HT receptors (van Erp
and Miczek 2000; Miczek et al. 2002; Schwartzer et al. 2009) or after acute
administration of fluoxetine, a selective serotonin reuptake inhibitor which
increases the 5-HTergic neurotransmission (Fuller 1996; Sanchez et al. 1993;
Sanchez and Meier 1997; Miczek et al. 2002). Because the dose and evaluation
time were similar to those used to study the effect induced by CP 1 and cocaine
on the residents during the isolation-induced aggression paradigm, the
monoamine changes evaluated in other group of animals were considered as a
neurochemical correlation of the behavioral responses. A significant increase of
DA tissue levels in NAcc after CP 1 and cocaine treatment paradoxically
suggests that the suppressed aggression observed in CP 1 and cocaine-treated
residents during the test session may be a result of an overactivation of the
accumbal DAergic neurotransmission. This neurochemical effect was expected
because cocaine inhibits the dopamine transporter (DAT; Brown et al. 2001)
preventing the reuptake of dopamine into the nerve terminal. The inhibition of
the DAT results in increased levels of DA in the synaptic cleft, an action that is
thought to mediate the motor stimulant (Le Moal and Koob 2007). Cocaine also
interacts with the vesicular monoamine transporter 2, favoring the storage of
catecholamines inside synaptic vesicles (Brown et al. 2001). It has been
suggested that cocaine-induced inhibition of the DAT and increased vesicular
sequestration of DA cause a shift in the ratio of cytoplasmic to vesicular DA,
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increasing the amount of neurotransmitter packaged in each vesicle before its
release (Brown et al. 2001). According to this biochemical effect, an increase of
DA tissue levels was demonstrated in NAcc after acute injection of cocaine with
a concomitant decrease in the DAergic turnover (DOPAC/DA ratio), reflecting
an alteration on the DAergic metabolism (Altar et al. 1987; Costa et al. 2001).
Likewise, after acute injection of CP 1 we observed a similar neurochemical
profile as that detected after cocaine administration indicating that cocaine base
was also responsible for this effect. Cocaine can also block the reuptake of 5-
HT back into monoamine nerve terminals (Ritz et al. 1987), explaining that 5-HT
levels into PFC tended to increase after CP 1 or cocaine treatment. We also
observed that both drugs consequently reduced the level of 5-HTergic turnover
(5-HIAA/5-HT ratios) compared with the control group.

Although we demonstrated an anti-aggressive effect associated to the acute
administration of CP 1, we have to take into account that chronic consumption
of the drug leads to the aggressive/violent behaviors (Jeri 1978; Castro de la
Mata R 1989; Navarro 1989; Pérez 2003; National Drugs Board 2008; Triaca et
al. 2009; Ferrando et al. 2009). Therefore, further experiments will have to be

conducted to elucidate this issue.

The current study demonstrates for the first time the presence of a relationship
between a blockade in aggression behavior and the level of DA and 5-HT
neurotransmission induced by CP 1 and compared with cocaine. It may be
possible that a predominant role of the mesolimbic DA system underlies the
anti-aggressive responses. Finally, our findings can help to clarify existing
inconsistencies in the literature about the relation of the pharmacological action

of drugs of abuse and aggression/violence in humans.
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Table 1. Effects of CP 1 and cocaine on behaviors registered in residents

during the isolation-induced aggression paradigm.

) Number
. Social
Resident ) ) of
Treatment Investigation :
Encounter : Rearings
Time (sec)
E 1 (10 min.) No-drug 345+3.6 514+1.9
E 2 (10 min.) No-drug 28.4+1.3 453+15
E 3 (15 min.) Control 30.2+4.6 69.0 £ 8.0
CP1 235+5.9 105.3 + 10.3"
Cocaine 11.3+1.8 110.0+5.17
. Pre-
E4(10min) @ retreated 275+3.1 37.8+3.8
vehicle
Pre-treated
CP 1 26.5+43 48.6 +4.82
Pre-treated 26.6 +3.7 52.71+7.1
cocalne

Table 1- Values represent the mean = SEM of the social investigation time (a
non aggressive behavior) and number of rearings (exploratory activity) during
four different encounters (E1-E4) between isolated rats and intruders. E1 and E
2 were analyzed during 10 min in absence of drugs. E 3 represents the test day
session in which residents were injected with CP 1 (at an equivalent dose of
cocaine base of 10 mg/kg) and cocaine (10 mg/kg) and registered during 15
min. E4 represents the post-test day session, was performed during 10 min in
absence of drugs. Paired Student t-test was applied for comparison between E
1 vs. E2 and no statistical differences were obtained. One-way ANOVA followed
by Newman Keuls test was applied for comparisons in E 3 and E 4. In E 3
asterisks indicate values differ from control group (= P < 0.05; ~ = P < 0.01);
there was no difference between cocaine and CP. There were no differences

between control group and treatments during E 4 (Residual effect). N= 5-6.
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Table 2- Neurochemical effects on DA and 5-HT in NAcc and PFC,

respectively induced by CP 1 and cocaine.

Treatment NAcc PFC
DA DOPAC/DA 5-HT 5-HIAA/5-HT

Control 6.805 + 846 0.63 +0.05 980.8+74.5 0.64+0.09

CP1 12.182 +948.1" 0.28+0.02™ 1123.0+33.3 0.43+0.02

Cocaine 10.789 +640.4" 0.35+0.03™ 1169.0+60.6 0.37 +0.009"

Values represent the mean + SEM of DA or 5-HT and their respective
metabolites (DOPAC and 5-HIAA) tissue levels expressed in ng/gr wet weight.
DA turnover was calculated as DOPAC/DA ratio and 5-HT turnover was
calculated as 5-HIAA/5-HT ratio. Animals were injected with CP 1 (at an
equivalent dose of cocaine base of 10 mg/kg), cocaine (10 mg/kg) or vehicle
(control group) and 35 min later were scarified; NAcc and CPF were dissected.
One-way ANOVA followed by Newman-Keuls test. Control group represents the
animals injected with vehicle. * = denote statistical differences between control
vs. treatments (CP 1 and cocaine). = P < 0.05; "= P < 0.01; "= P < 0.001.
DOPAC: 3,4-dihydroxy-phenylacetic acid; 5-HIAA: 5-hydroxy-indoleacetic acid
(N =5-7).
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Figure Legend

Figure 1 A-C. Aggressive behaviors of resident animals in a baseline
sampling, e.g. in two encounters, E 1 and E 2, in which residents were no
injected. Aggressive behaviors were evaluated during 10 min. A represents
data expressed as Mean + SEM of number of aggressive behaviors; B
represents data expressed as Mean + SEM of time (sec) of aggressive
behaviors and C represents data expressed as Mean = SEM of latency (sec) to
the first attack. Paired Student t-test; = denote statistical differences between E
1 and E 2. © = P < 0.05. No difference was observed in the time (sec) of

aggressive behaviors. N = 6-5.

Figure 2 A-C. Aggressive behaviors of resident animals registered in Test
day session (E 3). Residents were injected systemically with cocaine (10
mg/kg) and CP 1 at an equivalent dose of cocaine base (10 mg/kg) and 30 min
later aggressive behaviors were evaluated during 15 min. A represents data
expressed as Mean + SEM of number of aggressive behaviors; B represents
data expressed as Mean = SEM of time (sec) of aggressive behaviors and C
represents data expressed as Mean + SEM of latency (sec) to the first attack.
One way ANOVA followed by Newman Keuls test. ‘= denote statistical
differences vs. control group; “= denotes statistical differences between cocaine
vs. CP. "= P < 0.05. There was no difference between cocaine and CP in
number of aggressive behaviors and no differences were obtained in time of

aggressive behaviors. N = 6-5.

Figure 3 A-C. Motor activity of animals induced by systemic
administration of cocaine (10 mg/kg) and CP 1 at an equivalent dose of
cocaine base (10 mg/kg). Animals were injected and 30 min later the motor
activity was registered in the OF. A effect of the treatments on distance moved
(m), B effect of the treatments on velocity of movement (m/sec) and C effect of
the treatments on the time (sec) spent in movement. A registration period of 15
min (between 30-45 min after drug injection) was chosen to show the three
parameters measured The inset graph showed the distance moved during 60
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min whereas the shaded area indicates the period of 30-45 min considered for
the study. All data are expressed as mean =+ SEM. One way ANOVA followed
by Newman Keuls test. = denote statistical differences vs. control group. = P <
0.05. There was no difference between cocaine and CP in each parameter. N =
6-5.

Figure 4 A-C. Aggressive behaviors of resident animals registered in post-
day session (E 4). Residual effect of drugs was evaluated in residents pre-
treated with vehicle, cocaine and CP and aggressive behaviors were evaluated
during 10 min. A represents data expressed as Mean + SEM of number of
aggressive behaviors; B represents data expressed as Mean = SEM of time
(sec) of aggressive behaviors and C represents data expressed as Mean *
SEM of latency (sec) to the first attack. All data are expressed as mean + SEM.
One way ANOVA followed by Newman Keuls test. There were no differences

detected in each parameter. N = 6-5.
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