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RESUMEN

Cannabidiol (CBD) es uno de los principales cannabinoides de la planta Cannabis
sativa, sin accion psicotomimética o reforzadora. Varios estudios preclinicos han reportado
que CBD posee propiedades beneficiosas como antiepiléptico, antidepresivo y ansiolitico,
antiinflamatorio y neuroprotector. Estas propiedades han despertado el interés en su uso
médico en varios desérdenes neurolégicos y neuropsiquiatricos entre las cuales se incluye

el trastorno por uso de sustancias (Substance Use Disorder, SUD).

El SUD es un trastorno crénico caracterizado por la busqueda compulsiva de drogas,
pérdida de control sobre su consumo y la aparicién de un sindrome de abstinencia cuando
se ve impedido el consumo de la sustancia. Cocaina es una droga de abuso,
psicoestimulante prototipica. Su prevalencia de consumo y sus efectos negativos son un
problema de salud a nivel mundial. El desafio principal se encuentra en la busqueda de
estrategias eficaces para el tratamiento del desorden de uso de drogas psicoestimulantes.
Desde hace varios anos, en nuestro laboratorio trabajamos con una forma fumable de
cocaina, la pasta base de cocaina (PBC). Reportamos que muestras de PBC incautadas en
Uruguay, tenian un contenido variable de cocaina, y estaban adulteradas con cafeina. En
modelos animales, demostramos que la presencia de cafeina potenciaba o aceleraba las
acciones de cocaina, entre las cuales se encuentra el fendmeno de sensibilizacion
locomotora. Existen reportes en la literatura que asocian este fendmeno inducido por
cocaina con la aparicion de procesos inflamatorios, sugiriendo que agentes antiinflamatorios
podrian ser utiles en el tratamiento del SUD. De manera interesante, demostramos que
CBD es capaz de atenuar la sensibilizacién locomotora inducida por la combinacién de
cocaina y cafeina (CocCaf) a las proporciones encontradas en las muestras de PBC.

Quedaba pendiente avanzar en los mecanismos subyacentes.

En este trabajo de tesis hipotetizamos que: 1) la sensibilizacién locomotora inducida
por la administraciéon repetida de CocCaf se asocia a la aparicibn de procesos
inflamatorios en regiones del circuito motivacional, y 2) CBD atenua la sensibilizacion
locomotora a través de su propiedad antiinflamatoria. Teniendo en cuenta que el bloqueo del
transportador equilibrativo de nucledsidos de tipo 1 (ENT1) se relaciona con la propiedad
antiinflamatoria de CBD evidenciada en modelos in vitro se comenzd a estudiar el papel de
esta proteina en la accién de CBD. El objetivo general de este trabajo fue evaluar la
capacidad de CBD de atenuar la sensibilizacién locomotora y los procesos inflamatorios
asociados, a través de su propiedad antiinflamatoria, via bloqueo de ENT1. Ratones
machos adultos fueron co-tratados con CocCaf (5 y 2.5 mg/kg/i.p.) y CBD (20 mg/kg) o sus

respectivos vehiculos en un protocolo de sensibilizacion locomotora de 5 dias. La actividad



locomotora fue evaluada cada dia en un campo abierto durante 60 min, mediante el
software de video seguimiento Ethovision XT17. Finalizado el experimento conductual, los
animales fueron incluidos en dos grupos experimentales a los que se les realizé: 1)
diseccion del cerebro para evaluar la reactividad microglial en el nucleo accumbens (NAcc)
por inmunofluorescencia para Iba-1 en criocortes y microscopia confocal; 2) obtencion de
muestras de plasma, para posteriormente cuantificar citoquinas plasmaticas pro- y
anti-inflamatorias mediante citometria de flujo. En un grupo independiente de animales, se
caracterizo el efecto agudo de Nitrobenzylthioinosine (NBTI), un inhibidor selectivo de ENT1
(20-0.1 mg/kg/i.p.), a través de una curva dosis-respuesta. Posteriormente, se evalu6 su

capacidad de atenuar la hiperactividad aguda inducida por CocCaf.

Los resultados indicaron que los animales tratados con CocCaf desarrollaron la
sensibilizacion locomotora. Dicho efecto se acompafid de un aumento en la
inmunorreactividad para Iba-1, en las subregiones core y shell del NAcc, sin alterar el
numero de células positivas para Iba-1. Aunque CBD no atenud, en términos generales, el
desarrollo de la sensibilizacion locomotora, en un analisis especifico se identificaron 3
grupos de animales en los que CBD parece atenuar, potenciar el efecto de CocCaf, o no
inducir ningun efecto. No se evidenciaron cambios significativos en la sefal Iba-1, ni en los
niveles de citoquinas plasmaticas. Por otro lado, unicamente las dosis de 0.1 y 0.5 mg/kg de
NBTI no indujeron un efecto per se, aunque no bloquearon la hiperactividad locomotora

inducida por el tratamiento agudo de CocCaf.

El conjunto de resultados presentados en esta tesis profundiza el estudio de los
efectos inducidos por la combinacién de cocaina y cafeina sobre el fendbmeno de la
sensibilizacion locomotora y los procesos inflamatorios asociados. Se destaca la
importancia de estudiar mas a fondo el efecto de CBD en ambos procesos, identificando la
necesidad de realizar otros protocolos experimentales que contemplen mayor duracion del
tratamiento o aumento de dosis de CBD, o la inclusién de un periodo de abstinencia y la
evaluacion de CBD en la expresion de la sensibilizacion. Los hallazgos de esta tesis sientan
las bases para estudios futuros que permitan comprender mejor el impacto de CBD en la

neurobiologia y tratamiento del SUD.



Presentacion de Tesis

En la ultima década, la investigacion sobre las propiedades terapéuticas de CBD ha
aumentado significativamente, habiendo alcanzado su aplicacion clinica para el tratamiento
de ciertos tipos de epilepsias. Por otro lado, varias evidencias preclinicas, y algunas
clinicas, han demostraron que CBD puede ser util para el manejo de estrés postraumatico,
ansiedad y psicosis, y escasos estudios preclinicos disponibles sugieren o hipotetizan un
papel prometedor de CBD en la farmacoterapia particularmente relacionados con el
trastorno por consumo de cocaina (CUD) y otras drogas psicoestimulantes. Esta Tesis se
basa en dicha hipétesis y se abordé mediante la evaluacion de los efectos de CBD sobre el
fendmeno de sensibilizacidon comportamental y procesos inflamatorios inducidos por la
combinacién de cocaina y cafeina, un modelo realista que refleja el contenido quimico de
muestras incautadas en el Uruguay de una forma fumable de cocaina, la pasta base de
cocaina. A su vez, esta tesis es parte de una serie de trabajos del laboratorio a través de los
cuales continuamos aportando conocimiento original sobre la neurobiologia asociada al
CUD vy su potenciacion por cafeina, y avanzo en la exploracion del potencial terapéutico de
CBD en el tratamiento del CUD.



INTRODUCCION

1. Resena historica del uso medicinal de Cannabis sativa

Cannabis sativa es una planta originaria de las regiones central y noroeste de Asia
que ha sido utilizada por la humanidad durante milenios debido a su versatilidad,
desempefando roles destacados en contextos medicinales, recreativos e industriales
(Elsohly y Slade, 2005; Fig. 1). Los registros mas antiguos de sus aplicaciones medicinales
se encuentran en tratados médicos y de farmacopea de la Antigua China (2737 a.E.C.), del
Antiguo Egipto (1550 a.E.C.) y de la Antigua India (1500 a.E.C.), donde se documenta su
uso para tratar sintomas de malaria, dolor, inflamacion, glaucoma, ansiedad y afecciones
respiratorias. Posteriormente, en el afio 1025 E.C., se contindan encontrando nuevas
referencias a sus propiedades analgésicas y antiinflamatorias en los registros de la
medicina islamica medieval (Hossain y Chae, 2024).
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Figura 1: A) La antigua diosa egipcia Seshat (diosa de la sabiduria, el conocimiento, la escritura y la
arquitectura) es representada posiblemente con una hoja de cannabis arriba de su cabeza (A;
tomado de Bonini y cols. 2018). B) Plantacion de cannabis en Uruguay bajo regulacion de la Ley
19.172 (fotografia de 2024).

Hacia el siglo XIX, la medicina occidental comenzé a reconocer el potencial
terapéutico de C. sativa (Cannabis sativa), en gran medida debido al avance en la
caracterizacion de su composicion quimica. Se han descubierto mas de 500 compuestos,
de los cuales aproximadamente 130 son cannabinoides, ademas de terpenoides,
flavonoides y otros (Odieka y cols. 2022). De estos compuestos, especialmente los
cannabinoides (también llamados fitocannabinoides) han sido propuestos como agentes
terapéuticos para diversas patologias (Murillo-Rodriguez y cols. 2021). Los primeros

cannabinoides aislados de la planta fueron cannabinol (CBN) en 1899 y cannabidiol (CBD)



en 1940 (Elsohly y Slade, 2005). En 1964, Gaoni y Mechoulam identificaron a
A°-tetrahidrocannabinol (THC), compuesto que se describié como el principal responsable
de los efectos psicotropicos de C. sativa (Di Marzo, 2006), definidos por la aparicién de

ansiedad, paranoia, alteraciones perceptivas y déficits cognitivos (Howlett y cols. 2004).

La presencia de estos efectos psicotrépicos condujo a la instauracion de
restricciones legales durante gran parte del siglo XX, limitando el uso medicinal de C. sativa,
a pesar de que tanto el acervo histérico como los avances cientificos sugerian su potencial
terapéutico (Hossain y Chae, 2024). Sin embargo, a principios de la década de 1990, el
descubrimiento del sistema endocannabinoide (SeCB) (Devane y cols. 1992; Matsuda y
cols. 1990), mediador de varias de las respuestas farmacolégicas del cannabis y
cannabinoides, marcé un punto de inflexion en la comprensién de sus mecanismos de
accion y renovo el interés en su aplicacion clinica (Di Marzo, 2006). Este interés se vio
reforzado en 1996 tras la legalizacion del cannabis con fines medicinales en California, EE.
UU. (Hossain y Chae, 2024). A su vez, el caso de Charlotte Figi, una nifa con sindrome de
Dravet que experimenté una reduccién drastica de sus convulsiones epilépticas tras el
tratamiento con una cepa rica en CBD, atrajo la atencién de la comunidad cientifica sobre el
potencial terapéutico del cannabis (Maa y Figi, 2014; Karimi-Haghighi y cols. 2022).
Ademas, este suceso contribuyo al desarrollo de Epidiolex, un extracto de CBD purificado,
aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) y la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) para el tratamiento de epilepsias resistentes, como los sindromes de
Dravet y Lennox-Gastaut (Peng y cols. 2022). Estos avances representan algunos de los

usos mas consolidados de CBD en la practica clinica actual.

En la siguiente seccion se presentara a CBD como un potencial agente terapéutico
de interés preclinico y clinico, abordando sus principales sitios de accién, tanto en el
sistema SeCB como en otros objetivos moleculares, junto con las propiedades terapéuticas

asociadas a dichos blancos en diversas neuropatologias y trastornos neuropsiquiatricos.
2. Cannabidiol (CBD): mecanismos de accion y potencial terapéutico

En las ultimas décadas, CBD, junto a THC han sido los fitocannabinoides mas
investigados debido a su abundancia relativa en la planta, y sus propiedades
farmacoldgicas unicas (Murillo-Rodriguez y cols. 2021). Aunque ambos comparten una
estructura quimica similar, pequefias variaciones en su configuracion determinan las
diferencias significativas en su actividad bioldgica (Martinez-Naya, 2024). Si bien, THC se
ha investigado por su utilidad en el manejo del dolor, las nauseas y el aumento del apetito

(Hossain y Chae, 2024), sus efectos psicotrépicos y reforzadores (Halbout y cols. 2023;



Orihuel y cols. 2021) han limitado su aplicacion clinica, desviando el interés hacia
fitocannabinoides que no presentan este efecto, como es el caso de CBD

(Gonzalez-Cuevas y cols. 2021; Izzo, 2009).

Estudios preclinicos confirmaron que CBD no presenta potencial de abuso, ya que
no induce preferencia por lugar condicionado, sintomas de abstinencia y no aumenta la
auto-administracion (Viudez-Martinez y cols. 2019). Ademas, estudios en humanos han
demostrado que CBD es bien tolerado incluso en dosis elevadas (hasta 1,500 mg/dia), sin
afectar parametros fisioldgicos como la frecuencia cardiaca, la presion sanguinea o la
temperatura corporal, y no altera funciones psicomotoras, ni psicolégicas como la ansiedad

(Machado Bergamaschi y cols. 2011).

El perfil seguro de CBD habilitd la investigacion de su potencial terapéutico en
diversas patologias, incluyendo trastornos inflamatorios, neurodegenerativos, psiquiatricos y
del dolor crénico (Campos y cols. 2016; Fiani y cols. 2020; Rezende, 2023). Entre sus
efectos fisioloégicos se destacan sus propiedades ansioliticas, neuroprotectoras,
antioxidantes, antiinflamatorias, antieméticas y antipsicéticas, reportadas tanto en estudios
preclinicos como en ensayos clinicos (Fiani y cols. 2020; Yndart Arias y cols. 2024). Estas
caracteristicas han posicionado a CBD como un compuesto de interés terapéutico en

diversos contextos clinicos, lo cual promovio el estudio de sus mecanismos de accion.
2.1 CBD y sistema endocannabinoide

Para comprender los efectos de CBD es fundamental considerar su interaccion con
el SeCB, un sistema de senalizacidén crucial en la regulacién de varios procesos fisioldgicos
y patofisiolégicos (Pacher y cols. 2006). El SeCB es un modulador esencial del sistema
nervioso central (SNC) y periférico (SNP), implicado en la regulacion de la liberacion de
neurotransmisores, la plasticidad sinaptica y las respuestas inflamatorias (Solinas y cols.
2008; Marco y cols. 2011). Esta compuesto principalmente por los receptores cannabinoides
CB1 y CB2, los endocannabinoides anandamida (AEA) y 2-araquidonoilglicerol (2-AG), y las
enzimas responsables de su sintesis y degradaciéon, como la amida hidrolasa de acidos
grasos (FAAH) y la monoacilglicerol lipasa (MAGL) (I1zzo y cols. 2009; Castillo-Arellano y
cols. 2023).

Los receptores cannabinoides de tipo 1 (CB1) y 2 (CB2) son proteinas acopladas a
proteinas G, localizados en su mayoria en la membrana presinaptica, que regulan la
liberacion de neurotransmisores en forma retrograda (Fiani y cols. 2020). Los receptores
CB1 se expresan predominantemente en el cerebro, modulando funciones como el estado

de animo, la memoria y la percepcion del dolor, mientras que los CB2 estan principalmente



en células inmunitarias, microglia y algunas neuronas, desempefando un papel clave en la

neuroinflamacion (Fiani y cols. 2020; Rezende, 2023).

A diferencia del compuesto THC, cuyo efecto psicotropico se debe a su agonismo
total sobre el receptor CB1 (McPartland y cols. 2007), CBD tiene una baja afinidad tanto por
CB1 como por CB2, lo que contribuye a su perfil seguro y no psicotrépico (Lago-Fernandez
y cols. 2021). En el caso del receptor CB2, aunque su afinidad es reducida, CBD actua
como un modulador alostérico negativo o agonista parcial (Fig. 2), lo que puede influir en la
migracién de células inmunitarias y en la modulacién de la inflamacion (Lago-Fernandez y
cols. 2021; Pertwee, 1997).

En lugar de unirse eficazmente a los receptores CB1 y CB2, CBD modula su
actividad de forma indirecta. Su accién incluye la inhibicion de FAAH y MAGL, enzimas
responsables de la degradacion de AEA y 2-AG, respectivamente (Fig. 2; Echeverry y cols.
2021). Esto se traduce en un aumento de los niveles de estos endocannabinoides,
modulando la sefalizacién del SeCB vy la interaccion de estos con otros receptores, como el
receptor de potencial transitorio vaniloide de tipo 1 (TRPV1) y los receptores activados por

proliferadores de peroxisomas (PPARYy) (Di Marzo, 2008).

Investigaciones recientes han identificado que, ademas de CB1 y CB2, otros
receptores acoplados a proteinas G, como GPR55, GPR3, GPR6, GPR12 y GPR19,
también pueden interactuar con los cannabinoides lo que ha ampliado significativamente la
comprension del SeCB. Esto llevd a algunos autores, como Echeverry y cols. (2021; 2023) a
incluir a GPR55 dentro del SeCB junto con CB1 y CB2, como se representa a la izquierda
de la Fig. 2. Ademas, CBD interactua con otros sistemas de sefializacion fuera del SeCB
segun autores como Echeverry y cols. (2012; 2023), como el receptor serotoninérgico

5-HT1A (representados a la derecha de la Fig. 2).
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Figura 2: El esquema representa los principales sitios de accion de CBD mediados por el SeCB

(izquierda) y los mecanismos no mediados por el SeCB (derecha) (tomado y modificado de

Echeverry y cols. 2023).

Dado los multiples sitios de accion con los que interaccionan los mediadores del
SeCB mas allda de los receptores cannabinoides, se empleé el término
“endocannabinoidome” para incluir otros sistemas de sefalizacion (Cristino y cols. 2020;
Rezende, 2023). Este término se asocia al concepto de SeCB ampliado, en contraposicion
al SeCB clasico, el cual abarca una red extendida de mediadores relacionados, que incluye
enzimas, proteinas y otras vias metabdlicas que modulan su actividad y contribuyen a la
homeostasis del organismo (Cristino y cols. 2020). Dentro de este SeCB ampliado, diversas
moléculas endocannabinoides y afines, incluso CBD, pueden interactuar con blancos
moleculares adicionales, como GPR55, TRPV1 y PPARYy (Schouten y cols. 2024).

La complejidad del SeCB ampliado representa tanto un desafio como una
oportunidad para el desarrollo de farmacos selectivos, y en este contexto, el estudio de
compuestos como CBD, ha demostrado un potencial terapéutico relevante para trastornos
neuropsiquiatricos y neurodegenerativos (Cristino y cols. 2020). Esta perspectiva del SeCB

ampliado favorece el fin de comprender los efectos de CBD en contextos neuropsiquiatricos



y neuroinflamatorios (Rezende, 2023; Solinas y cols. 2008; Vecchini-Rodriguez y cols. 2021;

Cristino y cols. 2020) como en el que se enmarca esta tesis.

2.2 Potencial terapéutico de CBD en trastornos neuroldgicos y psiquiatricos, y

sus blancos asociados

Estudios preclinicos han identificado mas de 65 blancos moleculares de CBD en el
SNC, incluidos los receptores cannabinoides CB1 y CB2, el receptor TRPV1 y el receptor
5-HT1A (Castillo-Arellano y cols. 2023; Ibeas Bih y cols. 2015; 1zzo y cols. 2009). Esta
versatilidad farmacoldgica ha generado un interés creciente en su potencial terapéutico para
abordar condiciones como la epilepsia, la ansiedad, la depresion y el trastorno por uso de

sustancias (SUD por Substance Use Disorder) (Kessler y cols. 2021; Chye y cols. 2019).

Dentro del SeCB clasico, en el SNC, los efectos de CBD sobre CB1 se asocian con
la regulacién de la ansiedad y el dolor neuropatico, mientras que su modulacion alostérica
en CB2, predominantemente en células inmunes, esta vinculado a efectos antiinflamatorios
(Malvestio y cols. 2021; Pertwee, 2008).

Mas alla del SeCB clasico, en el SeCB ampliado, CBD ejerce efectos analgésicos en
modelos de dolor neuropatico a través de la desensibilizacion de los canales de potencial
transitorio (TRP), en particular TRPV1, TRPV2 y TRPA1 (Costa y cols. 2004; Muller y cols.
2019). Ademas, sus efectos antiinflamatorios han sido asociados con su acciébn como
antagonista de GPR55 (Lin y cols. 2011), mientras que su capacidad para modular la
inflamacién y la neuroproteccion se ha relacionado con su actividad como agonista parcial
de PPARYy (Esposito y cols. 2011). Asimismo, sus efectos ansioliticos y antidepresivos estan
mediados por su accidén agonista sobre el receptor 5-HT1A (Russo y cols. 2005), y sus
propiedades anticonvulsivas y ansioliticas han sido vinculadas con su modulacion alostérica

positiva de los receptores GABA-A (Bakas y cols. 2017).

El creciente cuerpo de evidencia preclinica y clinica sugiere que CBD podria ser una
herramienta terapéutica prometedora para el manejo del SUD, particularmente debido a su
capacidad para reducir la busqueda compulsiva (craving), la impulsividad y la vulnerabilidad
a la recaida (Gonzalez-Cuevas y cols. 2018; Chye y cols. 2019). En estudios clinicos, CBD
ha mostrado efectos beneficiosos al reducir el consumo y la sintomatologia de abstinencia
en personas con adiccion a cannabis y tabaco (Hindocha y cols. 2018; Freeman y cols.
2020), asi como el craving y la ansiedad inducidos en pacientes con trastorno por consumo
de heroina (Hurd y cols. 2019), lo que sugiere un posible rol en el tratamiento del SUD

(Schouten y cols. 2024; Fiani y cols. 2020; Navarrete y cols. 2021a).



No obstante, la traslacion de CBD al tratamiento clinico del SUD enfrenta desafios
importantes. En estudios preclinicos, la variabilidad en modelos experimentales y regimenes
de dosificacion limita la comparacién de los hallazgos. En estudios clinicos, aun no se ha
establecido una dosis éptima estandarizada, ya que los ensayos han utilizado rangos de
dosificacién muy amplios (por ejemplo, entre 200 mg y 800 mg/dia). Ademas, la necesidad
de ensayos clinicos controlados a gran escala representa otra barrera para su

implementacion terapéutica (Karimi-Haghighi y cols. 2022).

La proxima seccidn abordara los aspectos neurobioldgicos del trastorno por uso de
sustancias, SUD, con el objetivo de focalizar el potencial terapéutico de CBD en la adiccion

a psicoestimulantes.

3. Trastorno por uso de sustancias: enfoque en psicoestimulantes

El SUD constituye una de las principales preocupaciones en salud publica a nivel
mundial (WHO, 2024). Es una patologia cronica y multifactorial, caracterizada por la
busqueda compulsiva de la sustancia y un uso continuo a pesar de las consecuencias
negativas, con cambios a largo plazo en el cerebro (American Psychiatric Association, 2013;
Olsen, 2022). Clinicamente, el SUD implica un ciclo de tres etapas: (1) atracén/intoxicacion,
una persona consume Yy experimenta efectos gratificantes o placenteros, (2)
abstinencia/afecto negativo, la etapa en la que el individuo sufre un estado emocional
negativo, como anhedonia, ansiedad, irritabilidad y sintomas fisicos en ausencia de la
sustancia, (3) preocupacion/anticipacion en la que la persona busca la sustancia
nuevamente después de un periodo de abstinencia (Koob, 1997; Koob, 2010; Everitt, 2014;
Volkow y Blanco, 2023). Cada una de estas etapas estan asociadas a cambios en regiones

o circuitos especificos (Fig. 3).

Aunque las regiones cerebrales involucradas en el SUD estan fuertemente
interconectadas, se puede reconocer la participacion de vias neuronales especificas para
cada etapa. Ademas, cada etapa esta asociada principalmente con caracteristicas
conductuales como la recompensa y la motivacién, la persistencia para responder para
evitar el estado emocional negativo y la compulsividad o pérdida de control,
respectivamente (Maldonado y cols. 2021). La recompensa o motivacion por las drogas se
basa en la activacion de la via mesolimbica que involucra a las neuronas dopaminérgicas
ubicadas en el area tegmental ventral (ATV) y que se proyectan al nucleo accumbens
(NAcc). Este circuito esta involucrado criticamente en la conducta dirigida a objetivos ante
reforzadores naturales (p. ej., comida, sexo, interacciones sociales), y media los efectos

reforzadores y euforogénicos de cocaina (Kelley y Berridge, 2002; Nestler, 2005).
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Figura 3: Esquema simplificado de las regiones y circuitos que subyacen a las etapas de la adiccion
a drogas de abuso, en el cerebro de humano (A) y rata (B). Se destaca el circuito mesocorticolimbico
de recompensa conformado por NAcc, ATV y CPF. AMG, amigdala; BNST, nucleo del lecho de la
estria terminal; LDTg, nucleo tegmental laterodorsal; LH, hipotalamo lateral; PFC, corteza prefrontal;
VP, palido ventral; VTA, area tegmental ventral (izquierda tomado de Dichter y cols. 2012; derecha
tomado de Kauer y Malenka, 2007).

A medida que progresa el consumo de la sustancia, la motivacion cambia del
refuerzo positivo al refuerzo negativo. Durante la abstinencia, la reduccion en la actividad
del sistema de recompensa y la activacion de circuitos del estrés, como la amigdala
extendida, contribuyen a la persistencia del trastorno (Koob, 2010; Koob y Volkow, 2016).
Posteriormente, en la etapa de preocupacion/anticipacion, la activacion de la CPF, la
amigdala basolateral y el hipocampo facilita la restauracion del consumo ante estimulos
asociados a la droga, lo que aumenta la vulnerabilidad a la recaida (Everitt y Robbins, 2005;
Robinson y Berridge, 1993). Ademas, la disfuncién en los circuitos de control ejecutivo
compromete la inhibicion de impulsos, favoreciendo la busqueda compulsiva de la sustancia
(Everitt y Robbins, 2016).

Este ciclo perpetia el SUD, donde las modificaciones neurobiolégicas dificultan la
interrupcion del consumo y explican la elevada tasa de recaidas, que alcanza hasta un 75 %
de los casos (Andersson, 2019; Navarrete y cols. 2021a). Actualmente, aunque existen
tratamientos farmacoldgicos aprobados para ciertos trastornos por uso de sustancias, como
los opioides, las opciones para otras adicciones son limitadas y a menudo carecen de
eficacia suficiente para prevenir la recaida sin efectos adversos significativos (Volkow y
Blanco, 2023). Esta situacion resalta la necesidad de desarrollar nuevas estrategias

terapéuticas, incluyendo aquellas dirigidas a la modulacion de procesos neuroinflamatorios.

Entre las sustancias que representan un desafio creciente para la salud publica se

encuentran los psicoestimulantes de abuso, como la cocaina y las anfetaminas, debido a su



alta prevalencia y a las consecuencias neuropsiquiatricas asociadas, como la dependencia,
la recaida y el deterioro cognitivo (Volkow y cols. 2011). Se trata de un grupo de drogas de
abuso que incrementan la actividad del SNC, produciendo activacion conductual, aumento
del estado de alerta y de la actividad motora. Ademas de sus efectos sobre el SNC, estos
compuestos también poseen una accion simpaticomimética, lo que resulta en una activacion
del SNP con respuestas como el aumento de la frecuencia cardiaca, la presion arterial y la

vasoconstriccion (Koob y cols. 2020).

Dentro del espectro del SUD, el trastorno por uso de psicoestimulantes (PSUD)
involucra el uso de sustancias como la cocaina y las anfetaminas, y se caracteriza por
cambios persistentes en redes cerebrales relacionadas con la recompensa y el control de
impulsos. Estas modificaciones favorecen el consumo compulsivo y la recaida incluso tras
periodos prolongados de abstinencia (Volkow y Blanco, 2023). Entre estos cambios
neuroadaptativos, particularmente en el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico, estan
vinculados a fendmenos como la sensibilizacion locomotora y procesos patolégicos como la
inflamacién, que desempefan un papel clave en la progresion del PSUD (Kalivas y O'Brien,
2008; LaVoie y cols. 2004; Thomas y cols. 2008).

3.1 Modelo de sensibilizacion locomotora inducida por psicoestimulantes

En el amplio espectro de fendmenos conocidos como sensibilizacién
comportamental, la sensibilizacion locomotora es un modelo preclinico ampliamente
utilizado para estudiar la neuroadaptacion inducida por psicoestimulantes. Esta se define
como un aumento progresivo y sostenido de la actividad locomotora tras exposiciones
repetidas a una misma dosis de un compuesto psicoestimulante. Este fendmeno incluye una
fase de desarrollo, que comprende cambios moleculares inmediatos, principalmente en
neuronas dopaminérgicas del ATV, que inician la sensibilizacién. Posteriormente, tras un
periodo de abstinencia, se manifiesta la fase de expresién, de tal manera que cuando el
animal es re-expuesto a la droga, su actividad locomotora es significativamente mayor que
la de los animales que reciben la droga por primera vez. Esta fase refleja las consecuencias
a largo plazo de estos cambios y se asocia con una mayor liberacién de dopamina en el
NAcc y en el estriado dorsal (Kalivas y Stewart, 1991). La sensibilizacion locomotora se
considera un modelo preclinico relevante para estudiar la neuroplasticidad asociada al
PSUD, ya que refleja los cambios plasticos y duraderos producidos por psicoestimulantes
en el circuito motivacional que subyacen a los comportamientos adictivos (Pierce, Kalivas,
1997; Robinson y Berridge, 1993).



Ademas de los cambios neuroplasticos en el circuito dopaminérgico, la
sensibilizacién inducida por psicoestimulantes como la cocaina ha sido asociada con
alteraciones en la inmunorreactividad periférica. Estas incluyen cambios en la proliferacion
de linfocitos y en la produccion de citoquinas por esplenocitos, o que sugiere una posible
interaccion entre las adaptaciones conductuales y el sistema inmune periférico (Kubera y
cols. 2004).

4. Inflamacioén asociada al PSUD

La inflamacién es una respuesta biolégica compleja del sistema inmune frente a
estimulos nocivos, como infecciones, lesiones o toxinas, caracterizada por la activacion de
células inmunes, la liberacion de citoquinas proinflamatorias y cambios en la permeabilidad
vascular (Medzhitov, 2008). En el SNC, este proceso se conoce como neuroinflamacion e
implica un estado reactivo de células gliales, la produccién de mediadores inflamatorios
(como citoquinas y quimioquinas) y la disrupcion de la homeostasis neuronal, lo que puede
contribuir a la disfuncién sinaptica y a procesos neurodegenerativos (Martinez-Tapiaa y cols.
2018; Shabab y cols. 2017).

Evidencia preclinica y clinica sugiere que la inflamacion, tanto periférica como
central, juega un papel clave en la progresion del PSUD (Lacagnina, 2017; Tortorelli, 2015).
Se ha identificado que los consumidores cronicos de psicoestimulantes, como cocaina y
metanfetamina, presentan niveles elevados de citoquinas proinflamatorias en plasma y en
regiones cerebrales, sugiriendo que la activacion del sistema inmune podria estar implicada

en la persistencia del trastorno y en la vulnerabilidad a la recaida (Clark y cols. 2013).

4.1 Inflamacién sistémica inducida por PSUD

El impacto inflamatorio del consumo crénico de psicoestimulantes ha sido observado
en humanos. Estudios clinicos han identificado que los consumidores cronicos de cocaina y
metanfetamina presentan niveles elevados de citoquinas proinflamatorias en sangre, como
IL-1B8, TNF-a, IL-6 e IL-10, lo que sugiere un estado de inflamaciéon sistémica sostenida
(Clark y cols. 2013; Moreira y cols. 2016; Stamatovich y cols. 2020). En esta linea, se ha
encontrado una correlacion entre niveles elevados de citoquinas plasmaticas y sintomas
especificos asociados al PSUD. En consumidores de metanfetamina, los niveles de IL-6 se
han correlacionado con sintomas cognitivos. En el caso de la cocaina, se ha observado una
relacién entre niveles elevados de IL-8 con la intensidad de los sintomas de abstinencia, y
de IL-1B con la gravedad del trastorno por consumo de esta droga (da Silva y cols. 2023).

Araos y cols. (2014) también encontraron que consumidores de cocaina presentan



alteraciones en citoquinas plasmaticas y quimioquinas, con una correlacion positiva entre la
severidad del trastorno y niveles elevados de IL-1B, CX3CL1 (fractalkina) y CXCL12
(SDF-1).

A nivel preclinico, se ha demostrado en modelos animales que la exposicion a
psicoestimulantes induce una activacion periférica del sistema inmune, promoviendo un
perfil proinflamatorio en plasma (Clark y cols. 2013). Kubera y cols. (2004) encontraron que
la sensibilizacién locomotora inducida por cocaina en ratones se asocia con cambios en
sefales pro y antiinflamatorias en plasma, como por ejemplo, un aumento en la produccion
de IFN-y y una disminucion de IL-10, respectivamente, reflejando un desequilibrio
inflamatorio sistémico. Ademas, Tortorelli y cols. (2015) demostraron que la administracion
de cocaina junto con un estimulo inflamatorio sistémico, inducido por lipopolisacarido (LPS),
potencia la sensibilizacion locomotora, sugiriendo que la activacion periférica del sistema
inmune puede influir en la neuroplasticidad inducida por cocaina. Otros estudios preclinicos,
tanto in vitro como in vivo, han demostrado que la cocaina y la metanfetamina pueden
afectar la barrera hematoencefalica (BHE), facilitando la comunicacion entre inflamacién
sistémica y neuroinflamacion. En particular, se ha reportado que la cocaina activa la via de
sefalizacién c-Src kinase/NF-kB en pericitos de la BHE, promoviendo la secrecion de la
quimioquina CXCL10 (involucrada en la inflamacion de la BHE), lo que contribuye a la
alteracion de la integridad de la BHE (Niu y cols. 2019; Sil y cols. 2018).

En su conjunto, estos hallazgos refuerzan la hipétesis de que la inflamacion
sistémica podria ser un biomarcador del PSUD, ademas de contribuir a la persistencia del
trastorno. En linea con estos hallazgos, se ha reportado que niveles elevados de IL-6
periférica en consumidores de metanfetamina se correlacionan con alteraciones en la
conectividad funcional entre el NAcc, la amigdala y el hipocampo, lo que sugiere que la
inflamacién sistémica podria contribuir a la disfuncién neurocognitiva observada en el PSUD
(Kohno y cols. 2018).

4.2 Neuroinflamacion en el SNC inducida por PSUD

La inflamacion sistémica y la neuroinflamacién inducidas por psicoestimulantes
estan estrechamente relacionadas, promoviendo un estado reactivo de células gliales, lo

cual impacta en la plasticidad neuronal (Ahearn y cols. 2021).

En humanos, estudios de neuroimagen funcional han arrojado evidencia mixta
respecto a la activacion microglial inducida por psicoestimulantes. En consumidores
cronicos de metanfetamina, estudios de tomografia por emisién de positrones (PET)

revelaron un aumento marcado de la activacion microglial en el estriado, la corteza



orbitofrontal, la insula, el mesencéfalo y el talamo, incluso tras periodos prolongados de
abstinencia, indicando un estado neuroinflamatorio sostenido (Sekine y cols., 2008). Sin
embargo, la evidencia sobre cocaina es menos consistente que la de metanfetamina.
Mientras que estudios post mortem han reportado un aumento en la reactividad microglial
en el cerebro de usuarios de cocaina, estudios PET no han encontrado diferencias
significativas en los niveles de la proteina translocadora TSPO, una proteina altamente
expresada en microglias y astrocitos y considerada un biomarcador de neuroinflamacion. Se
ha propuesto que estas discrepancias podrian explicarse por variaciones en los patrones de
consumo, el tiempo de abstinencia y la presencia de policonsumo (Kohno y cols. 2019;

Narendran y cols., 2014).

Por su parte, Lewitus y cols. (2016) reportaron que la administracion repetida de
cocaina en ratones provoca un aumento en la reactividad microglial en el NAcc,
acompafado de una mayor produccion de TNF-a, un mediador inflamatorio que modula la
plasticidad sinaptica en el PSUD. Por otro lado, Muniz y cols. (2016) encontraron que la
exposicion crénica a cocaina y cafeina (un psicoestimulante legal, ampliamente consumido
y de bajo poder reforzador) induce astrogliosis en el estriado dorsal, lo que sugiere un

estado neuroinflamatorio sostenido (Daly y Fredholm, 1998; Fredholm y cols. 1999).

Otras evidencias utilizando modelos animales han identificado que la cocaina activa
el inflamasoma NLRP3 (complejo proteico que responde al estrés celular y contribuye a la
inflamacién) en microglia, promoviendo la liberacién de IL-13 e IL-18, citoquinas clave en la
respuesta neuroinflamatoria (Chivero y cols. 2021). Ademas, la activacion del receptor TLR4
(receptor de reconocimiento de patrones expresado en microglia, que responde a moléculas
asociadas a dafo celular, patdégenos y compuestos exdégenos) ha sido implicada en este
proceso, ya que su inhibicion reduce la expresion de IL-1B, sugiriendo una interconexion
entre TLR4 y NLRP3 en la neuroinflamacién inducida por cocaina (Chivero y cols. 2021).
Por otro lado, Northcutt y cols. (2015) encontraron que la administracién sistémica de
cocaina aumenta la expresion del ARN mensajero (ARNm) de IL-13 en el ATV y contribuye
a un aumento de dopamina en el NAcc, un efecto que puede ser bloqueado mediante la
administracion sistémica de un antagonista del receptor TLR4, como (+)-naloxona. Este
efecto redujo la auto-administracion de cocaina en modelos animales, por lo que estos
hallazgos sugieren que los farmacos dirigidos a TLR4 podrian representar una nueva
estrategia terapéutica para el PSUD (Northcutt y cols. 2015). Adicionalmente, se ha
propuesto que la activacién de TLR4 podria contribuir a la disrupcion de la BHE inducida por
cocaina, facilitando la infiltracion de células inmunes en el SNC y amplificando la

neuroinflamacion (da Silva y cols. 2023). Estos hallazgos sugieren que los farmacos



dirigidos a reducir la induccion de citoquinas proinflamatorias, por ejemplo via TLR4,

podrian representar una nueva estrategia terapéutica para el PSUD (Northcutt y cols. 2015).

Basandose en estudios previos sobre los efectos neuroinflamatorios de la cocaina,
Harricharan y cols. (2017) ilustraron la relacién entre la exposicion repetida a cocaina, la
activacion microglial y la produccion de citoquinas, evidenciando su contribucion a un

estado neuroinflamatorio y a la disfuncién de circuitos implicados en la adiccion (Fig. 4).
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Figura 4: Representacion esquematica de la activacion glial inducida por cocaina. La exposicion
repetida a cocaina induce una liberacion extracelular de glutamato, lo que contribuye a la activacién
microglial y la produccion de citoquinas proinflamatorias (IL-1B, TNF-a e IL-6). Estos procesos
generan un estado neuroinflamatorio que impacta la plasticidad neuronal y puede estar vinculado con
la induccion del factor de transcripcion AFosB, un factor clave en la neuroadaptacion a

psicoestimulantes (tomada de Harricharan y cols. 2017).

Dado que la neuroinflamacién y la activacion del sistema inmune juegan un papel
clave en la progresion del PSUD, su modulacion ha sido propuesta como una estrategia
terapéutica prometedora (Clark y cols. 2013). Sin embargo, actualmente no existen
tratamientos farmacoldgicos efectivos para la adiccion a psicoestimulantes (Ronsley y cols.
2020).

En este contexto, CBD ha surgido como un candidato prometedor debido a su
propiedad antiinflamatoria y su potencial para modular la activacién glial y la produccién de
citoquinas proinflamatorias (Dos-Santos-Pereira y cols. 2019; Navarrete y cols. 2021a). Sin
embargo, los estudios sobre su eficacia en el contexto del PSUD son contradictorios, lo que
resalta la necesidad de investigaciones adicionales para determinar su potencial terapéutico

en este trastorno.



5. Potencial terapéutico de CBD en el trastorno por uso de

sustancias psicoestimulantes (PSUD)

CBD ha emergido como un agente terapéutico prometedor en el tratamiento del
PSUD gracias a su perfil seguro y a sus efectos neuroprotectores, ansioliticos y
antiinflamatorios, al interactuar con multiples blancos moleculares y modular procesos
neurobioldgicos clave relacionados con la adiccion (Calpe-Lopez y cols. 2019; Chye y cols.
2019; Navarrete y cols. 2021a). Su capacidad para interactuar con multiples sistemas
neuroquimicos sugiere un potencial terapéutico amplio que podria contribuir a la reduccion
del craving, la prevencién de recaidas y la atenuacion de la sensibilizacion comportamental

inducida por psicoestimulantes (Kessler y cols. 2021).
5.1 Efectos conductuales de CBD en el PSUD

Estudios en humanos han reportado que CBD reduce el craving y la ansiedad
inducidos por sefales asociadas al consumo de heroina, lo que refuerza su potencial para
modular procesos implicados en contexto de adicciones, incluyendo potencialmente al
PSUD (Hurd y cols. 2019). Sin embargo, se requieren mas estudios sobre su efecto
beneficioso en consumidores de psicoestimulantes para confirmar el potencial terapéutico
en PSUD.

Estudios preclinicos evaluaron los efectos de CBD en las conductas
desencadenadas por drogas psicoestimulantes, como la cocaina y la anfetamina. Los
resultados han demostrado que CBD reduce la autoadministracion de las drogas, la
preferencia condicionada por el lugar (CPP) y la restauracién del comportamiento de
busqueda de drogas, lo que sugiere su potencial para disminuir el craving y prevenir
recaidas al inhibir la consolidacion de recuerdos relacionados con la droga, facilitando la
extincibon de memorias asociadas a su accion recompensante (Galaj y cols. 2020;
Gonzalez-Cuevas y cols. 2018; Lujan y cols. 2018; Parker y cols. 2004). Ademas, se ha
observado que el pretratamiento con CBD disminuye la sensibilizacion comportamental
inducida por la cocaina, un fenémeno vinculado a la plasticidad sinaptica y a la

vulnerabilidad a la recaida (Galaj y cols. 2020).

Estos efectos conductuales estan mediados, al menos en parte, por la accion de
CBD sobre diferentes sistemas neuroquimicos, como el dopaminérgico, serotoninérgico,
glutamatérgico, endocannabinoide entre otros. Un resumen de estos mecanismos puede
verse en la Fig. 5. Se ha observado que CBD atenua la senalizacion dopaminérgica

inducida por cocaina y anfetaminas en ratas, reduciendo la liberacién de dopamina en NAcc



y CPF, lo que sugiere una modulacién de los circuitos de recompensa, la motivacién y el
aprendizaje (Renard y cols. 2016; Galaj y cols. 2020). Ademas, se ha reportado que CBD
regula la expresion del transportador de dopamina (DAT), lo que podria contribuir a la
reduccién de la acumulacion de dopamina extracelular inducida por psicoestimulantes y a
una menor hiperactivacion del sistema mesocorticolimbico (Gasparyan y cols. 2020). Se ha
descrito que CBD actia como agonista del receptor PPAR-y, el cual ha sido identificado en
regiones cerebrales clave en la adiccion, como el ATV (Melis y cols. 2010; Moreno y cols.
2004). La activacion de PPAR-y ha sido propuesta como una estrategia terapéutica en el
tratamiento de la adiccion, y se ha reportado que su estimulacion con otros agonistas
atenua la sensibilizacion inducida por metanfetamina y cocaina en modelos preclinicos
(Maeda y cols. 2007; Miller y cols., 2018). En este contexto, CBD, como modulador de
PPAR-y (Jadoon y cols. 2016), podria desempefar un papel en la regulacion de la
plasticidad dopaminérgica inducida por psicoestimulantes, aunque se requieren mas
estudios para confirmar su relevancia especifica en el PSUD (Karimi-Haghighi y cols. 2022).
A su vez, el receptor CB2, tradicionalmente asociado al sistema inmunolégico, también ha
sido identificado en el sistema mesolimbico y parece desempefar un papel regulador en la
actividad dopaminérgica (Laksmidewi y Soejitno, 2021). Se ha encontrado que el bloqueo
farmacologico del CB2 en ratas anula los efectos CBD sobre la autoadministracién de
cocaina, lo que sugiere que CBD podria actuar en parte como un agonista funcional del

CB2 para modular la adiccion (Navarrete y cols. 2021b).

Otro sistema relevante en la modulacién del PSUD por CBD es el serotoninérgico.
Se ha encontrado que el receptor 5-HT1A, juega un papel clave en el desarrollo y
mantenimiento del SUD a través de la regulacion del estado de animo, la ansiedad y la
impulsividad (Navarrete y cols. 2021a). Esto ha sido revisado recientemente por
Castillo-Arellano y cols. (2023), quienes discutieron que la implicancia del receptor 5-HT1A
en los efectos antiadictivos de CBD es la unica que se ha demostrado desde un enfoque
farmacoldégico. En el contexto del PSUD, estudios preclinicos han demostrado que el
bloqueo selectivo de este receptor revierte los efectos de CBD sobre la autoadministracion
de cocaina y la modulacién del efecto de recompensa (Galaj y cols. 2020). Ademas, en
otros modelos de adiccion, como opioides y alcohol, el receptor 5-HT1A también ha sido
implicado en los efectos de CBD. En estos modelos, el bloqueo del receptor 5-HT1A previno
los efectos de CBD sobre la modulacién del refuerzo inducido por morfina en la
autoestimulacion intracraneal (ICSS) (Katsidoni y cols. 2013) y en la reduccion de la
autoadministracion de etanol (Viudez-Martinez y cols. 2018). Ademas de su accién sobre
los sistemas dopaminérgico y serotoninérgico, CBD influye en la plasticidad glutamatérgica

y la neurogénesis, mecanismos clave en la consolidacibn de memorias adictivas y la



vulnerabilidad a la recaida. En un modelo preclinico de autoadministracion de cocaina, se
ha demostrado que CBD reduce la ingesta voluntaria de cocaina y aumenta la neurogénesis
en el hipocampo, especificamente incrementando la proliferacién de células progenitoras
neuronales y la expresién del receptor CB1 en esta regién (Lujan y cols. 2018). Estos
efectos sugieren que CBD puede interferir en la consolidacion de memorias asociadas al
consumo de cocaina, promoviendo la flexibilidad cognitiva y facilitando el desaprendizaje de

asociaciones condicionadas con la droga.

Por ultimo, el receptor TRPV1 también ha sido implicado en los efectos de CBD
sobre el PSUD. Se ha reportado que el bloqueo de TRPV1 con un antagonista selectivo
previene los efectos de CBD sobre la autoadministracién de cocaina, lo que sugiere que la
activacion de este receptor contribuye a la modulacién de la recompensa y el
comportamiento de busqueda de drogas (lannotti y cols. 2014; Galaj y cols. 2020). Ademas,
se ha propuesto que CBD podria influir en los niveles de glutamato y GABA a través de la

activacion de TRPV1, aunque el mecanismo exacto sigue en estudio (Batalla y cols. 2021).

Si bien todos estos estudios aportan evidencia relevante sobre los efectos de CBD
en el PSUD asi como sus sitios de accién, escasos estudios han explorado su accion
comportamental en modelos animales in vivo con cocaina y que medien el sistema
adenosinérgico. Es importante tener en cuenta que los mismos han sido realizados en
modelos que no consideran la presencia de adulterantes activos, como la cafeina, que
interfiere con el sistema adenosinérgico a través del antagonismo de los receptores A1y
A2A (Ferré, 2016; Gorska y Gotembiowska, 2015). Esto resalta la necesidad de continuar

explorando otros blancos moleculares que puedan mediar los efectos de CBD en el PSUD.

5.2 Propiedad antiinflamatoria de CBD en modelos experimentales de PSUD

Dado que CBD se ha destacado por su potente accion antiinflamatoria, esta podria
ser clave para su eficacia en el manejo del PSUD, al reducir la sensibilizacion
comportamental y mitigar los efectos inflamatorios relacionados (Calpe-L6pez y cols. 2019;
Navarrete y cols. 2021a; Pavlovsky y cols. 2022). CBD ha demostrado propiedades
neuroprotectoras y antiinflamatorias en el SNC, promoviendo la neurogénesis y reduciendo
la inflamacién cerebral en diferentes modelos experimentales (Peng y cols. 2022; Schouten
y cols. 2024). Otros estudios preclinicos han evidenciado que CBD atenua déficits
cognitivos inducidos por metanfetamina y reduce la neuroinflamacién en el hipocampo
(Razavi y cols. 2020).
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Figura 5: Mecanismos neuroquimicos propuestos para CBD en el contexto del SUD. La imagen
ilustra la interaccion de CBD con distintos sistemas neurobioldgicos, incluyendo el sistema
endocannabinoide, dopaminérgico, serotoninérgico, glutamatérgico y TRPV1, entre otros. Ademas,
se muestra su papel en la promocion de procesos antiinflamatorios y la atenuacion de respuestas
neuroinflamatorias. Adaptado de Karimi-Haghighi y cols. (2022).

Estudios preclinicos han evidenciado que CBD regula la respuesta inflamatoria
inducida por psicoestimulantes. En un modelo de exposicidon a metanfetamina en ratas, el
tratamiento con CBD normalizé el aumento en la expresiéon génica de IL-1B, IL-6, IL-10 y
TNF-a en la corteza prefrontal e hipocampo de ratas (Karimi-Haghighi y Haghparast, 2019).
Otro estudio demostré que CBD redujo la reactividad microglial inducida por la abstinencia
de nicotina en ratones (Saravia y cols. 2019). Estos efectos sugieren que CBD podria
desempefar un papel neuroprotector al limitar la cascada inflamatoria desencadenada por
la exposicion a psicoestimulantes. Se ha planteado que estos efectos podrian depender, en
parte, de la capacidad de CBD para reducir la recaptacion de AEA y aumentar el tono
endocannabinoide, asi como de su accion moduladora en receptores TRPV1 y 5-HT1A

(Navarrete y cols. 2021a).

Ademas de estos mecanismos, Carrier y cols. (2006) han propuesto que CBD ejerce

parte de su accion antiinflamatoria a través de su accion sobre el transportador equilibrativo



de nucleésidos tipo 1 (ENT1), proteina que regula la recaptacion extracelular de adenosina,
un neuromodulador con propiedades antiinflamatorias bien establecidas (Cronstein, 1994).
Utilizando modelos in vitro de microglia y macréfagos, demostraron que la inhibicion de
ENT1 por CBD incrementé la disponibilidad extracelular de adenosina, facilitando la
activacion de los receptores A2A y promoviendo la supresion de la liberacion de citoquinas
proinflamatorias. En el mismo estudio, estos hallazgos fueron confirmados en un modelo in
vivo de inflamacion sistémica inducida por LPS en ratones, donde CBD también promovié
una mayor sefalizacién adenosinérgica a través del bloqueo de la recaptacion de
adenosina, reduciendo la inflamacion periférica (Carrier y cols. 2006). De manera similar, en
un modelo in vivo de inflamacién retiniana inducida por LPS, se ha reportado que CBD
redujo la reactividad microglial a través de este mismo mecanismo, sugiriendo un posible
papel neuroprotector (Liou y cols. 2008). Este estudio también demostré que la inhibicion de
ENT1 por CBD aumento la biodisponibilidad de adenosina en la retina, lo que facilito la
activacion de A2A y suprimié la produccion de TNF-a, un mediador clave de la
neuroinflamacion. Sin embargo, aun no se ha estudiado si este mecanismo opera en el
contexto del PSUD, lo que representa una brecha en el conocimiento que requiere mayor

investigacion.

Los receptores A2A han sido ampliamente estudiados en el contexto de la adiccién a
psicoestimulantes, debido a su capacidad para modular la neurotransmision dopaminérgica
a través de su interaccion con los receptores D2 en el NAcc (Ballesteros-Yafiez y cols.
2018). La activacion de A2A en esta regién se ha asociado con la reduccion de la
excitabilidad neuronal y la inhibicion de la neurotransmision dopaminérgica, lo que podria
contrarrestar la hiperactivacion del sistema mesocorticolimbico inducida por
psicoestimulantes como la cocaina y las anfetaminas (Ferre y cols. 2018). Adicionalmente,
la activaciéon de A2A en interneuronas glutamatérgicas podria desempefiar un papel en la
regulacién de la plasticidad sinaptica alterada por la exposicidn repetida a
psicoestimulantes, favoreciendo mecanismos de control homeostatico en los circuitos de
recompensa (Orru y cols. 2011). Si bien estad reportado que la activacion de A2A esta
involucrada en la reduccion de la sensibilizacion locomotora inducida por cocaina (Filip y
cols. 2006), aun no se ha estudiado en profundidad si estos efectos dependen de la
modulacion de ENT1, lo que representa una brecha en el conocimiento que requiere mayor

investigacion.



6. Antecedentes de trabajo

6.1 Formas de consumo de cocaina: composicion y efectos de la pasta base
de cocaina (PBC)

Este trabajo de tesis se enmarca en el estudio de los efectos neurobiolégicos
inducidos por una droga de abuso denominada pasta base de cocaina (PBC). Al igual que
el crack, PBC es una forma fumable de cocaina, ya que se consume a través de la via
inhalacién pulmonar (Hatsukami, 1996). Su origen es vegetal y, a diferencia del crack, la
PBC es uno de los productos intermedios obtenidos durante las fases iniciales de la
extraccion y purificacion del clorhidrato de cocaina, considerandose una droga
psicoestimulante de baja pureza (Castano, 2000). A diferencia del clorhidrato de cocaina, su
uso cronico resulta en un desarrollo mas rapido de la adiccion, altas tasas de recaida y un
deterioro psicofisico severo, que impacta negativamente en la salud del consumidor y su
entorno social (Pascale y cols. 2010; Triaca y cols. 2009). Esta via de administracion genera
un efecto inmediato y transitorio, lo que se asocia con un alto poder de refuerzo y una
mayor probabilidad de desarrollar dependencia en comparacion con otras vias de
administracién, como la intranasal (Strang y cols. 1998; Samaha y Robinson, 2005). Si bien
esta demostrado que la via de administracién es un factor que explica el poder adictivo de la
cocaina fumable, la composicién quimica también es un factor a tener en cuenta.
Resultados de nuestro grupo han determinado que la cafeina es un adulterante frecuente en
muestras de PBC incautadas en Uruguay y que influye significativamente en las
propiedades adictivas de cocaina (Abin-Carriquiry y cols. 2018; Lépez-Hill y cols. 2011;
Prieto y cols. 2015, 2016, 2020).

6.2 Rol de la cafeina, como adulterante, en la potenciacion de los efectos de
la PBC

La presencia de cafeina como adulterante frecuente de PBC captd el interés de
nuestro grupo de investigacion para estudiar su capacidad como potenciador de los efectos
farmacoldgicos de cocaina (Galvalisi y cols. 2017; Lopez-Hill y cols. 2011; Mudiz y cols.
2016; Scorza y cols. 2022). Su principal mecanismo de accion en el SNC es el antagonismo
sobre los receptores de adenosina A1 y A2 (Ferré, 2016). Cuando esta presente como
adulterante en la PBC, diversos resultados han demostrado que actia como un potenciador
de los efectos estimulantes de cocaina (Lopez-Hill y cols. 2011). Utilizando dosis de cocaina
y cafeina que refleja la proporcion mas representativa en las muestras de PBC incautadas
(2:1), animales fueron inyectados en forma sistémica aguda con la combinacioén de cocaina

y cafeina a dosis de 5 y 2.5 mg/kg, respectivamente (CocCaf). Se observo que la presencia



de cafeina potencié la activacion locomotora inducida por cocaina, generando un efecto
estimulante superior al de la cocaina sola. Ademas, se observo un incremento significativo
en la actividad locomotora en animales tratados con PBC adulteradas, con diferentes
cantidades de cafeina, confirmando que cafeina intensifica los efectos producidos por PBC
(Lopez-Hill y cols. 2011; Scorza y cols. 2023). A su vez, hemos demostrado que cafeina no
solo potencia la respuesta conductual a la cocaina, sino que también modula la expresion
de genes asociados a la plasticidad sinaptica en el nucleo accumbens, favoreciendo
adaptaciones neurobiolégicas que podrian contribuir a la dependencia (Prieto y cols.
2020a).

En otro estudio, evaluamos el efecto de la cafeina en la sensibilizacion locomotora
inducida por la cocaina en ratas (Prieto y cols. 2015). Administrando de forma repetida dos
dosis de cocaina, 10 y 5 mg/kg, i.p., combinadas respectivamente con cafeina (2.5 mg/kg,
i.p.), se observo el desarrollo y expresion de la sensibilizacion locomotora, la que no fue
inducida por la administracion de cocaina sola a la misma dosis. Estos hallazgos sugieren
que cafeina colabora con la induccion de los cambios neuroplasticos que llevan al desarrollo
y expresion de la sensibilizacion locomotora inducida por cocaina y podria desempefiar un

papel clave en la rapida dependencia observada en los consumidores de PBC.

En linea con estos hallazgos, en otro estudio, a través de un modelo de
autoadministracion intravenosa en ratas, también demostramos que la presencia de cafeina
es capaz de modular el refuerzo y la motivacién inducidos por la cocaina (Prieto y cols.
2016). Se encontré que la combinacién de CocCaf aumentd significativamente la motivacion
por la droga, evidenciado por un "breaking point" mas alto en el esquema de razon
progresiva en comparaciéon con la cocaina sola. Ademas, aunque la cafeina no mantuvo la
autoadministracion por si sola, si prolongo la busqueda de droga en la fase de extincion,
sugiriendo que puede actuar como un estimulo asociado a la recompensa de la cocaina.
Estos resultados refuerzan la idea de que la cafeina es un adulterante activo (Evrard y cols.
2010) sino que potencia el refuerzo y la motivacién por la cocaina, lo que sugiere que su
presencia podria contribuir a la alta dependencia observada en consumidores de PBC
(Prieto y cols. 2016).

La estrategia terapéutica actual para los usuarios de PBC es poco especifica y se
centra principalmente en el tratamiento de los sintomas, como la agitacion y la ansiedad
(Barrenechea y cols. 2007). Esto resalta la necesidad de desarrollar nuevas estrategias

terapéuticas que permitan un abordaje mas eficaz para esta poblacion.



6.3 Potencial terapéutico de CBD como tratamiento para el consumo de PBC

El uso de CBD con fines terapéuticos ha aumentado rapidamente luego de la
regulacion de varios mercados de cannabis en el mundo (Brown y Winterstein, 2019). En
este sentido, en los ultimos 10 afos, ha habido un gran aumento en los reportes sobre el
estudio de los efectos de CBD asociados a distintas patologias incluyendo el SUD
(Gonzalez-Cuevas y cols. 2023), consecuente con la necesidad de contar con evidencia
sélida y consistente para poder apoyar ensayos clinicos, y eventualmente su aplicabilidad

terapéutica en SUD.

En Uruguay, la ley de regulacion del mercado de cannabis promulgada en 2014, se
genero con el fin de contribuir en el control del mercado ilicito de cannabis, y también de
promover la investigacibn en cannabis y cannabinoides, facilitando el estudio de

compuestos como CBD y su potencial terapéutico en diversas patologias, incluyendo SUD.

Si bien se han realizado estudios sobre el papel de CBD en la adiccion a la cocaina,
estos no han considerado el impacto de los adulterantes presentes en la PBC. En particular,
dado que la cafeina puede potenciar los efectos neuroquimicos y conductuales de la
cocaina, su presencia en muestras de PBC podria influir en la eficacia de CBD como
posible estrategia terapéutica. Esto resalta la necesidad de estudios que evaluen cémo CBD
interactua con la combinaciéon de cocaina y cafeina, un factor aun poco explorado en la
literatura. En consecuencia, la investigacion sobre los efectos de CBD en modelos animales

expuestos a la combinacion de cocaina y cafeina sigue siendo limitada.

Interesados en estudiar el potencial efecto terapéutico de CBD para el PSUD, en
particular al inducido por PBC, recientemente hemos demostrado que el co-tratamiento con
CBD (20 mg/kg, i.p.) en ratas previene la expresion de la sensibilizacion locomotora
inducida por CocCaf (5 y 2.5 mg/kg, i.p.) y recuperd los cambios metabdlicos en el CPF
medial y el NAcc, (Prieto y cols. 2020b). Estos hallazgos reforzaron el concepto del
potencial terapéutico de CBD para el tratamiento del uso problematico de PBC, aunque el

mecanismo subyacente aun no ha sido completamente elucidado.

6.4 Mecanismo de accion de CBD: inhibicion del transportador de adenosina

y la relacion con su propiedad antiinflamatoria

Los niveles intra- o extracelulares de adenosina son controlados por su sintesis,
enzimas de degradacion y por la accién bidireccional de los transportadores ENT1/2 (Gray y
cols. 2004). Los receptores de adenosina A1 y A2A, acoplados a proteina G, median los

efectos inhibitorios y excitatorios, respectivamente. Ambos receptores estan expresados en



regiones del SNC vinculadas al control motor (estriado dorsal) y los efectos reforzadores
(NAcc) de drogas de abuso (Ferré y cols. 1997; Lopes y cols. 2011). Los receptores A2A
juegan un rol relevante en la regulacion de la sefalizacion dopaminérgica, influyendo en los
procesos reforzadores de drogas psicoestimulantes (Ferré y cols. 2016). De hecho, la
activacion de receptores A2A bloquea la sensibilizacion motora (Pierce, Kalivas, 1997),
sugiriendo un potencial terapéutico para los agonistas de receptores A2A en el tratamiento

del SUD asociado a cocaina (Filip y cols. 2006).

Se demostré que CBD posee una relacién indirecta con los receptores A2A, ya que
es capaz de modular el sistema adenosinérgico a través de su capacidad de unirse al
subtipo 1 de ENT (ENT1) bloqueandolo y asi inhibir la recaptacién de adenosina y activar de
forma indirecta los receptores A2A (Carrier y cols. 2006; Aso y cols. 2019; Pinto-Duarte y
cols. 2005). Es asi que, la inhibicion de ENT1 por CBD y la modulacion de la
neurotransmisién adenosinérgica, podrian asociarse a su potencial terapéutico para el
PSUD. Es plausible pensar que CBD, a través del bloqueo de ENT1 aumente la transmisién

adenosinérgica y atenuar las acciones estimulantes de cafeina.

A su vez, se sabe que los niveles endégenos de adenosina aumentan en sitios
inflamados (Brown y Short, 2008; Haskd y Cronstein, 2004). En este contexto, Carrier y
cols. (2006) demostraron que la inhibicion de ENT1 aumenta la disponibilidad de adenosina
(in vitro) y que el efecto de CBD en disminuir la produccion de TNF-alfa evocado por el
tratamiento in vivo con LPS es dependiente de receptores A2A y no A1 (Carrier y cols.
2006). Este estudio vincula fuertemente la propiedad antiinflamatoria de CBD mediada por
la transmision adenosinérgica, dependiente de receptores A2A. Todos estos datos se
relacionan con el planteo de Calpe-Lépez y cols. (2019) acerca de que compuestos con
acciones antioxidantes y antiinflamatorias podrian mostrar un potencial terapéutico para el
SUD (Calpe-Lépez y cols. 2019). Ademas, Clark y cols. (2013) proponen que el uso de
antiinflamatorios en la fase temprana de abstinencia a drogas podria atenuar la respuesta
microglial inducida, que lleva a la recaida (Clark y cols. 2013). Estudios sobre la accion
atenuadora de CBD sobre procesos de neuroinflamacion inducidos por drogas de abuso
son escasos, y la participacion del ENT1 en el potencial terapéutico de CBD en el SUD a

psicoestimulantes no ha sido investigada.



7. Hipotesis y Objetivos
7.1 Hipotesis

Basados en nuestros antecedentes y evidencias de la literatura, en el presente
proyecto hipotetizamos que: 1) la sensibilizacién locomotora inducida por la administracion
repetida de CocCaf se asocia a procesos inflamatorios; 2) CBD atenua la sensibilizacion
locomotora a través de su propiedad antiinflamatoria; 3) el bloqueo de ENT1 es un

mecanismo que media la accion de CBD sobre los efectos comportamentales de CocCaf.
7.2 Objetivo general

El objetivo de la presente Tesis fue estudiar los efectos comportamentales motores e
inflamatorios inducidos por el tratamiento repetido de la combinaciéon de CocCaf en ratones,
y evaluar la capacidad de CBD de atenuar ambos procesos a través de su propiedad

antiinflamatoria via el bloqueo de ENT1.
7.3 Objetivos especificos

1. Estudio del efecto comportamental motor inducido por el tratamiento repetido de CocCaf

y los procesos inflamatorios asociados.

1.1 Evaluacion de la induccion del desarrollo de la sensibilizacion locomotora
mediante el tratamiento repetido con CocCaf utilizando el modelo Campo Abierto
(CA).

1.2 Determinacion de la reactividad microglial en el NAcc mediante
inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo anti-lba-1 como marcador de

inflamacion.

2. Estudio de la accion de CBD sobre el efecto comportamental motor inducido por el

tratamiento repetido de CocCaf y los procesos inflamatorios asociados.

2.1 Evaluacién de la accién de CBD sobre la sensibilizacion locomotora inducida por

el tratamiento repetido de CocCaf utilizando el modelo CA.

2.2. Determinacion de la accion de CBD sobre la reactividad microglial en el NAcc,
mediante inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo anti-lba-1 como marcador de

inflamacion.



2.3 Determinacion de la accion de CBD sobre el efecto inducido por CocCaf sobre
los niveles plasmaticos de citoquinas pro- y antiinflamatorias mediante el uso de

citometria de flujo.

3. Estudio del papel de ENT1 en la accién de CBD mediante el uso de
Nitrobenzylthioinosine (NBTI), un inhibidor selectivo de ENT1.

3.1 Evaluacion del efecto comportamental motor de NBTI mediante el modelo CA.
Curva dosis-respuesta para la identificacion de una dosis que no altere la actividad

locomotora basal de los animales.

3.2 Evaluacion del efecto agudo de NBTI sobre la actividad locomotora inducidas por

el tratamiento agudo de CocCaf mediante el modelo de CA.



MATERIALES Y METODOS

1. Animales

Se utilizaron ratones machos de la cepa C57BL/6, de 10 a 12 semanas de edad con
un peso de entre 25 y 30 g, adquiridos de la Unidad de Reactivos y Biomodelos de
Experimentacion (URBE) de la Facultad de Medicina, Universidad de la Republica
(Montevideo, Uruguay). Los animales fueron mantenidos en condiciones de luz-oscuridad
12:12 (7:00 AM - 7:00 PM), con agua y alimento ad libitum.

Todo el cuidado y manejo de los animales se llevd a cabo conforme a la Ley
Nacional N°18.611 de experimentacion animal de Uruguay, y el protocolo experimental
contd con la aprobacién del Comité de Etica en el Uso de Animales (CEUA) del Instituto de

Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE).
2. Drogas

Se utilizé una combinacion de clorhidrato de cocaina (5 mg/kg) y cafeina (2.5 mg/kg)
(CocCaf), a dosis equivalentes a las proporciones detectadas en muestras incautadas de
PBC en Uruguay, segun estudios previos de nuestro laboratorio (Abin-Carriquiry y cols.
2018; Prieto y cols. 2015; Prieto y cols. 2016). Estas drogas fueron adquiridas de
Sigma-Aldrich (USA), disueltas en solucion salina estéril y administradas a un volumen de

inyeccion de 4 mL/kg. Las alicuotas de CocCaf se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

CBD, con una pureza del 95%, fue donado por Phytoplant Research S.R.L. y se
prepard segun estudios previos a una dosis de 20 mg/kg en una soluciéon de Tween 80 al
3% en salino estéril (vehiculo), 24 horas antes de su uso (Prieto y cols. 2020b). Asimismo,
Nitrobenzylthioinosine (NBTI), un inhibidor selectivo de ENT1, se obtuvo de Sigma-Aldrich
(USA) y se prepar6 bajo las mismas condiciones 24 horas antes de su administraciéon y se

administro a un volumen de inyeccion de 4 mL/kg.
3. Evaluacion comportamental

3.1 Modelo de Campo Abierto

El modelo de CA se utilizé para evaluar la actividad locomotora de los animales tras
la administracion farmacolégica de las drogas de interés (Gould y cols. 2009; Walsh y
Cummins, 1976). ElI CA consiste en una caja de acrilico de 30 cm x 40 cm x 35 cm de alto,
donde cada ratén se desplaza libremente. Se dispuso de cuatro cajas de CA para utilizar en

simultaneo, permitiendo administrar y registrar cuatro ratones por cada ensayo experimental



(Fig. 6). ElI CA fue limpiado con etanol al 30 % entre cada ensayo, para evitar que los
rastros de animales anteriores interfirieran con los resultados. Los tratamientos y las
evaluaciones comportamentales se realizaron diariamente entre las 9:00 y las 15:00 h,
correspondientes al periodo entre ZT2 y ZT8 (segun Zeitgeber Time, donde ZTO marca el

inicio del ciclo de luz).
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Figura 6: Configuracion del test de campo abierto (CA) y del sistema de seguimiento automatizado
EthoVision XT 17. La foto muestra una captura de pantalla del software con la vista aérea de los
cuatro CA utilizados simultaneamente en cada tanda experimental. El esquema representa la camara
de video conectada a una computadora que ejecuta el software de analisis. Se registraban cuatro
ratones por tanda, colocando a cada uno en una arena independiente para registrar la distancia
recorrida. Para evitar interacciones visuales entre los animales, la parte externa de las paredes de

cada CA fueron cubiertas con papel.
3.2 Cuantificacion de la actividad locomotora mediante EthoVision

El CA estaba equipado con una camara de video conectada al software de
seguimiento automatizado EthoVision XT 17 (Noldus), utilizado para registrar y cuantificar la
distancia recorrida como parametro de actividad locomotora (Fig. 6). La distancia recorrida
se cuantificé en bloques de 5 min, lo que permitié analizar tanto la distancia total en cada

sesion, como la dinamica temporal de la locomocion en intervalos mas pequefos.

3.3 Protocolo experimental de sensibilizacion locomotora

El paradigma experimental de sensibilizacion locomotora, adaptado de estudios
previos (Prieto y cols. 2015, 2020b), consistioé en la administracion intraperitoneal (i.p.) diaria
de CocCaf o solucion salina (control) durante 5 dias (dia 1 hasta dia 5), seguida del registro
de la distancia recorrida en un CA durante sesiones de 60 min. En los dias 1y 5, se registro

la actividad locomotora basal en un periodo de habituacion de 15 min previos a la



administracién de CocCaf, antes del inicio de la sesiéon de 60 min. Veinticuatro horas antes
de la primera administracion, los animales fueron habituados al CA durante 60 min (dia 0)
(Fig. 7). Todos los animales fueron llevados al cuarto de experimentacion 24 hs antes de dar
inicio a los experimentos para que se habituen al lugar. Los grupos experimentales fueron:
Veh/Salino y Veh/CocCaf.

Los animales fueron sacrificados inmediatamente después del quinto dia de
administracién para evaluar reactividad microglial como indicador de inflamacion (ver
seccion 4). Se optd por omitir la fase de abstinencia y reexposicion, dado que esta podria

interferir con los procesos inflamatorios inducidos por CocCaf.

60 min 15min__ 60 min 60 min 60 min 60 min 15min__ 60 min
[ Dia0 | [Hat]| Dia1 | [ Dia2 | | Dia3 | | Dia4 | |Hab| Dia5 | , & i[‘
]
Habituacién Tratamiento: cocaina (5,0 mg/kg) y cafeina (2,5 mg/kg), i.p. Tiempo '

Figura 7: Esquema del protocolo experimental para evaluar la sensibilizacion locomotora y procesos
inflamatorios inducidas por la combinacion de cocaina y cafeina (CocCaf). El protocolo incluye un dia
0 de habituacion y cinco dias de tratamiento diario con la combinacién o solucién salina. En el dia 0,
y durante los 5 dias inmediatamente después de la administracién, se registra la actividad locomotora
en un CA durante 60 min. Ademas, en los dias 1 y 5 se registran los 15 min previos a la
administracion de CocCaf. Al finalizar la evaluacion comportamental, los cerebros se disecaron para
evaluar la reactividad microglial en el nucleo accumbens mediante inmunofluorescencia, como sefal

de inflamacion.
3.4 Protocolo experimental: efecto de CBD en la sensibilizacion locomotora

Para evaluar el efecto de CBD en el desarrollo de la sensibilizacién locomotora
inducida por CocCaf, se utilizé el mismo protocolo descrito en el apartado 3.3, con la
diferencia de que los animales recibieron una administracion i.p. de CBD (20 mg/kg) o su
vehiculo 30 min antes de cada administracion de CocCaf o solucién salina. Se mantuvieron
las mismas condiciones de habituacién y registro de actividad locomotora (Fig. 8). Los

grupos experimentales fueron: Veh/Salino, CBD/Salino, Veh/CocCaf y CBD/CocCaf.

Los animales fueron sacrificados inmediatamente después del quinto dia de
administracién para evaluar reactividad microglial y los niveles plasmaticos de citoquinas

como indicadores de inflamacion (ver secciones 4 y 5, respectivamente).
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Habituacion Tratamiento: CBD (20,0 mg/kg) + cocaina (5,0 mg/kg) y cafeina (2,5 mg/kg), i.p. Tiempo

Figura 8: Esquema del protocolo experimental para evaluar los efectos de cannabidiol (CBD) sobre
la sensibilizacidon locomotora y procesos inflamatorios inducidos por la combinacién de cocaina y
cafeina (CocCaf). El protocolo incluye un dia 0 de habituacién y cinco dias de tratamiento diario con
CBD o su vehiculo, seguido 30 min después de una administracién de CocCaf o solucién salina, e
inmediatamente se registra la actividad locomotora en un CA durante 60 min. Ademas, en los dias 1
y 5 se registran los 15 min previos a la administracion de CocCaf. Al finalizar la evaluacion
comportamental, los cerebros se disecaron para evaluar la reactividad microglial en el nucleo
accumbens mediante inmunofluorescencia, y se colecté sangre para medir los niveles plasmaticos de

citoquinas mediante citometria de flujo.

3.5 Protocolo experimental: efecto agudo de NBTI en la hiperlocomocion

inducida por CocCaf

En un grupo independiente de animales, se caracterizé el efecto agudo del NBTI
sobre la actividad locomotora mediante una curva dosis-respuesta en un rango de dosis
bajas (0,1, 0,5, 2,5, 5,0 mg/kg, i.p.) y uno de dosis altas (10,0 y 20,0 mg/kg, i.p.), siguiendo
protocolos previos para la inhibicion de ENT1 (Xu y cols. 2015; Huang y cols. 2017). Treinta
minutos después de la administracion de NBTI, se registré la distancia recorrida en un CA

durante sesiones de 60 min (Fig. 9A).

A B
60 min 60 min
Efecto agudo Efecto agudo
| > | >
Tratamiento: NBTI Tratamiento: NBTI
(0,1;0,5;2,5; 5,0; (0,1; 0,5; mg/kg), i.p.
10,0; 20,0 mg/kg), i.p. I

Cocaina (5,0 mg/kg) y
cafeina (2,5 mg/kg), i.p.

Figura 9: Esquema del protocolo experimental para evaluar el efecto agudo de Nitrobenzylthioinosine
(NBTI; un inhibidor selectivo de ENT1) sobre la actividad locomotora. (A) Para evaluar su efecto per
se, los animales recibieron una administracién de NBTI, y 30 min después se registro la actividad
locomotora en un CA durante 60 min. (B) Para evaluar su efecto sobre la hiperlocomocién inducida
por la combinacion de cocaina y cafeina (CocCaf), los animales recibieron una administracién de
NBTI, seguido 30 min después de una administracién de CocCaf, e inmediatamente se registro la

actividad locomotora en un CA durante 60 min.



A partir de la curva dosis-respuesta, las dosis que no tuvieron un efecto per se sobre
la actividad locomotora, fueron seleccionadas para evaluar su interaccion con la
administracion aguda de CocCaf. Para ello, dos grupos de animales fueron administrados
con CocCaf 30 min después de la administracion de las dosis de NBTI sin efecto locomotor
per se (0,1 y 0,5 mg/kg), y se registré la distancia recorrida en un CA durante sesiones de
60 min con el objetivo de analizar su efecto sobre la hiperlocomocion inducida por la
combinacion (Fig. 9B). Los grupos experimentales fueron: Veh/Salino, NBTI/Salino,
Veh/CocCaf y NBTI/CocCaf.

4. Evaluacion de la reactividad microglial mediante

inmunofluorescencia para lba-1

4.1 Obtencion y procesamiento de los tejidos

La reactividad microglial en el NAcc se evalub mediante la técnica de
inmunofluorescencia en flotacion libre utilizando un anticuerpo especifico para la proteina
adaptadora de union al calcio ionizado 1, Iba-1, un marcador especifico de microglia (lto y
cols. 1998), siguiendo protocolos ya establecidos en el laboratorio (Richeri y cols. 2005; Fig.
10).

Perfusnop’transcirdlaca, Secci6n coronal Inmunofluorescencia Microscopia confocal Andlisis
diseccion cerebral y de tejido indirecta cuantitativo
crioproteccion

- - e —

. 7%
N\ .‘,., 1! ‘ \

Figura 10: Esquema de los materiales y procedimientos utilizados en la evaluacién de la reactividad
microglial en el NAcc. (1) Se realiz6 perfusion transcardiaca con PFA al 4 %, seguida de diseccién
cerebral y crioproteccidn en sacarosa. (2) Se obtuvieron secciones coronales de 40 ym del core y
shell del NAcc mediante criostato. (3) Se realizé inmunofluorescencia indirecta anti-lba-1, con
deteccion mediante anticuerpos secundarios conjugados a Alexa Fluor 488. (4) Las imagenes se
adquirieron mediante microscopia confocal (LSM ZEISS 800), obteniendo mosaicos y z-stacks. (5)
Se realizé el andlisis cuantitativo de intensidad de fluorescencia y conteo celular utilizando el software

ImagelJ.

Para ello, al finalizar los ensayos comportamentales, los animales fueron

anestesiados con uretano (2,0 ml/kg, i.p.) y se realiz6é una perfusién transaértica con 40 mL



de PFA al 4 % en PBS a un flujo de administracion de 5 ml/min. Posteriormente se
disecaron los cerebros y se sometieron a crioproteccion con sacarosa (20 % en PBS a 4 °C
por 24 horas, y 30 % en PBS por 72 horas), tras la cual fueron congelados a -80 °C en
bloques con medio de inclusién (Tissue-Tek). Secciones coronales de 40 um de espesor
que contenian al NAcc (de acuerdo a Bregma +1,42 segun el atlas de Paxinos y Franklin,
2007) fueron obtenidas utilizando un criostato (Leica Alemania) a -22 °C. Las secciones
fueron recolectadas en PBS 1x y sometidas a tres lavados de 5 min cada uno. Luego, las
secciones se dejaron en medio OLMOS a 4 °C durante toda la noche y posteriormente se

almacenaron a -20 °C hasta su posterior procesamiento.

4.2 Deteccion de Iba-1 mediante inmunofluorescencia indirecta

El dia previo al ensayo, los cortes seleccionados se trasladaron a PBS a 4 °C
durante toda la noche, para eliminar el OLMOS. El dia del ensayo, se realizaron tres

lavados en PBS de 10 min cada uno.

Para la permeabilizacién de las membranas, las secciones fueron incubadas con
PBS + Triton 0,5 % (Sigma-Adrich) (PBST) durante 30 min a temperatura ambiente (Tamb.).
Posteriormente se realizd el bloqueo para evitar uniones inespecificas de los anticuerpos
secundarios, mediante incubacion con suero normal de cabra 10 % (Gibco) + BSA 2 % +
PBST durante 60 min a Tamb.

A continuacion las secciones fueron incubadas con el anticuerpo primario anti-lba-1
generado en conejo (#019-19741, Wako, EE.UU.), a una concentracion de 1:2000 en PBS +
Tritén 0,2 %, durante toda la noche a 4 °C. Luego de 3 lavados de 15 min en PBS, se
incubaron con un anticuerpo secundario anti-conejo generado en cabra y conjugado al
fluoréforo Alexa Fluor 488 (A11008; Invitrogen, EE.UU.) a una concentracion de 1:400 en
PBST, durante 60 min a Tamb. Las secciones fueron sometidas a 3 lavados de 15 min en
PBS, y durante el segundo lavado se incubaron con Hoechst 33258 (marcador nuclear) (1

ng/mL) a Tamb.

Finalmente, las secciones fueron montadas en portaobjetos de vidrio cargados y se
dejaron secar durante 2 horas. Una vez secas, fueron cubiertas con medio de montaje
Citifluor AF1 (UK) y cubreobjetos lavados con alcohol al 95 %, para su posterior

almacenamiento a -20 °C hasta la adquisicién de imagenes por microscopia confocal.



4.3 Adquisicion y analisis de imagenes

Las imagenes se adquirieron utilizando un microscopio confocal LSM ZEISS 800 de
la Plataforma de Microscopia Confocal y Epifluorescencia del IIBCE utilizando un objetivo
40X para obtener z-stacks de secciones Opticas de 1 um de una grilla de 200x200 ym. Para
cada animal, se adquirieron imagenes de ambos hemisferios en conjunto, de las
subregiones core y shell del NAcc, en tres secciones de la regidon cerebral de interés (Fig.
11). Para identificar las subregiones se tomaron en cuenta estructuras anatomicas como la
comisura anterior, los ventriculos laterales y la forma y tamafo del cuerpo calloso (Fig 11;
Paxinos y Franklin, 2007). La visualizacion de la marcacion de nucleos con Hoechst también

se utilizé para la identificacion de las subregiones.

Se cuantificéd la intensidad media de fluorescencia (mean gray value, en unidades
arbitrarias, u.a.) para Iba-1. El numero total de células positivas para Iba-1 se cuantificd
manualmente tomando en cuenta la co-localizacion de Iba-1 y Hoechst, y se promediaron
las tres secciones de un mismo animal para obtener un promedio de cada individuo. El
analisis cuantitativo de las imagenes se realiz6 a ciegas, utilizando el software ImageJ
(Schindelin y cols. 2012).

NAcc core NAcc shell

Bregma +1.42mm

Figura 11: Region en las cuales se determind la inmunorreactividad para Iba-1 por
inmunofluorescencia. Los recuadros marcan la ubicacion y forma aproximada de las grillas utilizadas.
El area gris representa a las subregiones core (izquierda) y shell (derecha) del nucleo accumbens

(NAcc). CC: Cuerpo calloso; VL: Ventriculo lateral; CA: Comisura anterior.



5. Evaluacion de la concentracion de citoquinas plasmaticas

5.1 Obtencion de plasma

Se evaluaron los niveles plasmaticos de citoquinas plasmaticas pro- y
antiinflamatorias utilizando un inmunoensayo multiplex adecuadas para su uso en citometria

de flujo. Este ensayo multiplex permite analizar multiples citoquinas en una muestra.

Para la cuantificacién de citoquinas pro- y antiinflamatorias mediante citometria de
flujo, se realizd la extraccion de sangre directa del corazéon inmediatamente después de
haber realizado la dislocaciéon cervical (Bricefio y cols. 2018) en tubos con EDTA como
anticoagulante. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 2000 rpm durante 15
min a 4 °C, y el plasma obtenido fue almacenado a -80 °C hasta el dia del ensayo multiplex

para determinar la concentracién de citoquinas.

5.2 Determinacion de la concentracion de citoquinas mediante citometria de

flujo

La cuantificacion de 6 citoquinas plasmaticas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-183, IL-1a,
MCP-1, IL-23 e IL-6) y una anti-iflamatoria (IL-10) se realizé utilizando el kit Mouse
Inflammation Panel 13-plex (Biolegend, San Diego, EE.UU.), segun las instrucciones del
fabricante. Este ensayo multiplex emplea perlas de poliestireno marcadas con anticuerpos
especificos para cada citoquina de interés, permitiendo su deteccién mediante citometria de
flujo (Fig. 12).

En la placa de 96 pocillos con fondo en V se incubaron 25 uL de plasma con las
perlas durante 2 horas a temperatura ambiente. Al finalizar las 2 horas se realizé un lavado
con la solucién de lavado proporcionada por el kit, y se agrego el anticuerpo de deteccioén.
Se dejé incubar una hora para permitir la formacién del complejo antigeno-anticuerpo.
Posteriormente se anadié estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE) para marcar los complejos
antigeno-anticuerpo. Finalmente, las muestras fueron resuspendidas y la intensidad de
fluorescencia emitida por los complejos antigeno-anticuerpo fue analizada mediante

citometria de flujo.

5.3 Adquisicion y analisis de concentraciones de citoquinas

Las mediciones de fluorescencia se adquirieron en un citdmetro de flujo Attune NxT
(Thermo Fisher Scientific) equipado con un autosampler, perteneciente a la Plataforma de

Citometria de Flujo del Institut Pasteur Montevideo. Para la deteccion de perlas se utilizo el



laser de 638 nm con el filtro de banda 670/14 (canal de clasificacion de perlas) y el laser de
561 nm con el filtro de banda 585/16 (canal de cuantificacién de los analitos). Para cada
muestra, se adquirieron 4000 eventos totales, seleccionados en funcién de su perfil en un
grafico de dispersion frontal (FSC, Forward Scatter) versus dispersién lateral (SSC, Side
Scatter). En este gréfico, el parametro FSC refleja el tamafio relativo de las particulas,
mientras que el SSC indica su complejidad estructural o granularidad. Esta estrategia
permite discriminar las perlas fluorescentes de posibles artefactos o detritos, garantizando

una adquisicién precisa de los datos.

Para el analisis cuantitativo, los datos obtenidos fueron analizados con el software
LEGENDplex™ de BioLegend, generando curvas estandar para calcular las

concentraciones de citoquinas expresadas en pg/mL.
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Figura 12: Esquema del ensayo multiplex y obtencion y analisis de datos para la cuantificacion de
citoquinas plasmaticas mediante citometria de flujo usando el Mouse Inflammation Panel
(BioLegend). 1a) Las perlas marcadas con diferentes intensidades de fluorescencia se unen a
citoquinas especificas presentes en la muestra de plasma. 1b) Se afiade un anticuerpo de deteccién
biotinilado, seguido de  Estreptavidina-Ficoeritrina  (SA-PE), formando el complejo
perla-citoquina-anticuerpo. 2) La muestra es analizada en un citémetro de flujo, donde un laser excita

cada perla, identificando su fluorescencia y permitiendo la deteccion simultdnea de multiples



citoquinas. 3) Los datos obtenidos son procesados mediante el software de BioLegend, generando

curvas estandar para cuantificar las concentraciones de citoquinas en pg/mL.

6. Analisis estadistico

Todos los datos se expresan como media % el error estandar de la media (EEM) y
fueron analizados por un analisis de varianza (ANOVA) de una via (tratamiento) o dos vias
(tiempo y tratamiento) seguido de la prueba de Tukey para comparaciones mdultiples. En
algunos casos se utilizd la prueba t de Student para datos no pareados. Cuando la
distribucién de los datos no fue normal, se utilizé la prueba no paramétrica Kruskall Wallis
seguida de una prueba de Dunn. Los datos fueron analizados y graficados utilizando el
software GraphPad Prism 7.0 para Windows. La significancia estadistica fue considerada

con un P < 0.05.



RESULTADOS

1. Objetivo especifico: estudio del efecto comportamental motor
inducido por el tratamiento repetido de CocCaf y los procesos

inflamatorios asociados.

1.1 Evaluacion de la induccion del desarrollo de la sensibilizacion locomotora

mediante el tratamiento repetido con CocCaf utilizando el modelo CA

En la Fig. 13 se muestran los resultados de la evaluacién de la actividad motora
luego del tratamiento repetido con CocCaf y el grupo control. Se observé que CocCaf indujo
un aumento significativo en la distancia recorrida total (0-60 min) de los animales en cada
uno de los 5 dias del ensayo en comparacién con el grupo control, la cual a su vez fue
aumentando a lo largo de los dias (Fig. 13 A) consistente con el desarrollo del fendmeno de
sensibilizacién locomotora. Complementando el analisis, si se compara la distancia
recorrida del grupo tratado con CocCaf del dia 1 al 5, se observa una diferencia significativa
entre ambos, caracteristica del desarrollo de la sensibilizacién locomotora (Fig. 13 Ay B). El
aumento en la actividad locomotora alcanzé la significancia estadistica con respecto al
control unicamente en el dia 5, tanto en el acumulado de 60 min (Fig. 13 B), como en dos
periodos de 30 min (Fig. 13 D y F). Para visualizar estos resultados, en el siguiente enlace
se puede acceder a un video representativo de 5 min de registro de la actividad locomotora
en el ultimo dia de tratamiento, comparando los grupos experimentales tratados con CocCaf

y Salino: www.youtube.com/watch?v=5PajC-YoWng.

De manera interesante se puede observar que los animales tratados con CocCaf
muestran un aumento desde el dia 1 al 3 respecto al control, diferenciandose en forma
estadisticamente significativa a partir del dia 3 con respecto al primer dia de tratamiento
(Fig. 13 A). Este efecto se observa en el periodo total de registro, de 0-60 min, asi como en
el periodo de 0-30 min (Fig. 13 C), tendiendo a desaparecer entre los 30-60 min (Fig. 13 E)
Este efecto sugiere que los cambios para desarrollar la sensibilizacion se hacen notorios a

partir del dia 3, manteniéndose hasta el dia 5.
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Figura 13: Efecto del tratamiento repetido de CocCaf (5 y 2,5 mg/kg) o salino (grupo control) sobre la
actividad motora durante los 5 dias de registro (A-F). El registro de la distancia recorrida se realiz6 de
0-60 min y fue analizada en tres periodos: 0-60 min (A y B), 0-30 min (C y D) y 30-60 min (E y F). Los
tratamientos se compararon en los dias 1y 5 (B, D, F). Los puntos indican los sujetos individuales.
Datos expresados como Media + EEM. ANOVA de una o dos vias seguido del test de Tukey. * = vs

Salino; + = vs CocCaf dia 1. *, + = p < 0.05; **

experimental.
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En forma complementaria, la Fig. 14 muestra la actividad de los animales tratados
con CocCaf en comparacién con el grupo control en cada uno de los dias de la evaluacién y
60 min de registro. Se puede apreciar que la activacién significativa de los animales del
grupo CocCaf comienza en forma significativa a partir del dia 2 (Fig. 14 B) y se mantiene
hasta el dia 5 (Fig. 14 C-E), confirmando la accion estimulante del tratamiento y el
desarrollo de la sensibilizacién. La actividad del grupo control es relativamente estable a lo
largo del tiempo y de los dias (Fig. 14 A-F), sugiriendo que el efecto novedad al ambiente no

esta influyendo en el resultado del tratamiento.
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Figura 14: Efecto del tratamiento repetido de CocCaf (5 y 2,5 mg/kg) o salino (grupo control) sobre la
actividad locomotora durante los 5 dias de registro (A-E). El registro de la distancia recorrida se
realizé de 0-60 min En el inset se muestra la actividad motora total del grupo salino y CocCaf. Los
puntos indican los sujetos individuales. Datos expresados como Media + EEM. ANOVA de dos vias
seguido del test de Tukey. Insets analizados por Student t-fest. * = vs Salino. * = p < 0.05; ** =p <

0.01, ** = p < 0.001. N = 8 por grupo experimental.

Por otro lado, si analizamos los primeros 5 min de registro, en los que podria estar

influyendo la novedad del ambiente, se observd que los animales del grupo control no



cambian su actividad a lo largo de los dias, mientras que, el efecto significativo del

tratamiento comienza a evidenciarse en el dia 2 con respecto al grupo control, siendo el dia

3 el que demuestra el cambio significativo en el grupo tratado con CocCaf (Tabla 1).

Tabla 1- Promedio de actividad motora en los primeros 5 min de registro

Tratamiento Tiempo
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Salino 546.8 + 93.1 912.7 + 108.1 934.0 + 64.9 901.0+79.4 691.3 £ 84.6
CocCaf 1180.5 + 157.1 | 2067.2 + 207.9** 2163.0 £ 2177.0 £ 2279.0 £
207.8***+ 324.3**+ 3744+

Tabla 1: Efecto del tratamiento repetido de CocCaf (5 y 2,5 mg/kg) o salino (grupo control) sobre la
actividad locomotora durante los 5 min iniciales de registro en los dias 1 al 5. Datos estan expresados
como Media + EEM. ANOVA de una via seguido del test de Tukey. * = vs. Salino (grupo control); + =
vs. CocCaf. *, + = P < 0.05; **, ++ = P < 0.05; *** = p < 0.001.

Adicionalmente se analizaron los datos en relacién a la habituacion de los animales
al CA. Se sabe que la sensibilizacion locomotora se evidencia cuando los animales
desarrollan el fendmeno de la asociacién al contexto o condicionamiento al ambiente
(Robinson & Berridge, 1993). La Fig. 15 muestra el analisis de la actividad locomotora basal
registrada antes de la administracion de CocCaf los dias 0, 1y 5. La Fig. 15 A muestra que
24 h antes de recibir salino o CocCaf, los animales no poseen diferencias significativas en
su actividad motora registrada en 60 min Se puede apreciar que ambos grupos
experimentales poseen el mismo perfil de habituacion al CA ya que disminuyen
significativamente su actividad motora basal a lo largo del tiempo de registro (dia 0, Fig. 15
A). Este dato complementa lo observado para el grupo control en la Tabla 1, ya que una vez
que el animal se habitua, no modifica su actividad a lo largo de los dias de registro. A su
vez, confirma que el efecto del aumento de la actividad durante los dias de tratamiento
corresponde al efecto farmacolégico de CocCaf y no al efecto novedad del ambiente. Al
analizar los dos periodos adicionales de habituacion de 15 min de registro del dia 1y 5, se
observa que ambos grupos disminuyen progresivamente su actividad en ambos dias de
forma significativa (Fig. 15 B y C). Ademas, se observa que los animales tratados con
CocCaf desarrollan el fenédmeno de asociacién de contexto evidenciado por un aumento

significativo en la actividad motora entre el dia 1 y 5 (Fig. 15 D).
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Figura 15: Actividad locomotora basal registrada durante el periodo de habituacién al CA en el dia 0

(A; 60 min) y en los dias 1y 5 (B y C; 15 min) previos a la administracion CocCaf. En D, los puntos

indican los sujetos individuales. Datos expresados como Media £+ EEM. ANOVA de una o dos vias

seguido del test de Tukey. + =vs dia 0, 1y 5 para grupo salino; / = vs. dia 0, 1 y 5 grupo CocCaf. # =

vsdia1.+,/,#=P <0.05; ++ =P <0.01; /// = p <0.001. N = 8 por grupo experimental.



1.2 Determinacion de la reactividad microglial en el nucleo accumbens
mediante inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo anti-lba-1 como

marcador de inflamacién

La Fig. 16 muestra el efecto del tratamiento con CocCaf sobre la reactividad glial
evaluada a través de la inmunorreactividad para el anticuerpo anti-lba-1 en el NAcc core y
shell. El analisis de cuantificacion mostré que el tratamiento de los animales con CocCaf no
indujo diferencias significativas en el niumero total de células positivas para lba-1 en NAcc
shell o core (Fig. 16 B) en relacién al grupo control. Sin embargo, los animales tratados con
CocCaf evidenciaron un aumento significativo en la intensidad media de fluorescencia,
expresada como porcentaje respecto a la media del grupo control indicativo de una mayor

inmunorreactividad para Iba-1 (Fig. 16 B).
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Figura 16: Efecto del tratamiento repetido de CocCaf (5 y 2,5 mg/kg) o salino (grupo control) sobre la
reactividad de la microglia a través de la inmunorreactividad para iba-1 en nucleo accumbens core (NAcc core)
y shell (NAcc shell). En A se muestra un diagrama esquematico de seccion coronal del hemicerebro de ratén
sefialando las 4reas muestreadas de NAcc core y shell (rectangulo verde) y las imagenes de microscopia
confocal de NAcc core (arriba) y NAcc shell (abajo); barra de calibracién de 20 um. En B, se muestra la
evaluacién cuantitativa utilizando el software Imagel; los puntos indican los sujetos individuales. Datos
expresados como promedio + EEM para el nimero de células iba-1y % respecto a la media del control para la

intensidad de fluorescencia iba-1. Student t-test. *= vs salino; p <0.05; N = 3-5 por grupo experimental.



2. Objetivo especifico: estudio de la accién de CBD sobre el efecto
comportamental motor inducido por el tratamiento repetido de

CocCafy los procesos inflamatorios asociados.

2.1 Evaluacion de la accion de CBD sobre la sensibilizacion locomotora

inducida por el tratamiento repetido de CocCaf utilizando el modelo CA

En la Fig. 17 se muestran los resultados de la accion de CBD en el desarrollo de la
sensibilizaciéon locomotora inducida por CocCaf. El tratamiento repetido con CocCaf indujo
un aumento significativo en la distancia recorrida total (0-60 min) en cada uno de los 5 dias
del ensayo, en relacion con el grupo control (Fig. 17 A). Si se compara la distancia recorrida
del dia 1 vs. dia 5 de los animales tratados con CocCaf, se observa un cambio significativo,
consistente con el desarrollo del fenédmeno de sensibilizacion comportamental identificado
en el objetivo 1 (Fig. 13 A-F). El tratamiento con CBD no indujo cambios significativos en
relacion al control, indicando que la dosis seleccionada del compuesto no genera un efecto
per se. Contrario a lo esperado, CBD no atenud el efecto sensibilizador inducido por
CocCaf. Dicho efecto se puede apreciar en la Fig. 17 A, donde el grupo co-tratado con CBD
y CocCaf mantiene un aumento significativo en cada uno de los 5 dias del ensayo en
comparacion con el grupo control, al igual que sucede con el grupo tratado solo con CocCaf.
Ademas, esta diferencia de ambos grupos respecto al control, se mantiene si se analizan
los registros de 0-30 y 30-60 min (Fig. 17 C y E). Para visualizar estos resultados, en el
siguiente enlace se puede acceder a un video representativo de 5 min de registro de la
actividad locomotora en el ultimo dia de tratamiento, comparando los grupos experimentales
tratados con CBD+CocCaf y Veh+CocCaf: www.youtube.com/watch?v=GgN1RF7GoE8.

Complementando este analisis, si se compara la distancia recorrida de 0-60 min
para ambos grupos tratados con CocCaf del dia 1 al 5, se observa que ambos muestran un
incremento significativo respecto a su respectivo dia 1, caracteristico de la sensibilizacion
locomotora (Fig. 17 B). Este incremento se mantiene para ambos grupos en los periodos de

0-30 y 30-60 min, tendiendo a desaparecer en el segundo periodo (Fig. 17 Dy F).

En conjunto, estos resultados refuerzan la observacion de que la administracion
repetida de CocCaf gener6 un aumento sostenido en la actividad locomotora y que el

co-tratamiento con CBD no parece alterar este incremento.
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Figura 17: Efecto de la accion de CBD (20 mg/kg) sobre el desarrollo de la sensibilizacion
locomotora inducida por CocCaf (5 y 2,5 mg/kg) durante los 5 dias de registro. El registro de la
distancia recorrida se realizé durante 60 min y fue analizada en tres periodos: 0-60 min (A y B), 0-30
min (C y D) y 30-60 min (E y F). Los tratamientos se compararon en los dias 1y 5 (B, D y F). Los
puntos indican los sujetos individuales. Datos expresados como Media £+ EEM. ANOVA de una o dos
vias seguido del test de Tukey. * = vs. Veh+Salino; + = vs. Veh-CoCaf; / = vs CBD+CocCaf. * = p <
0.05; **; ++; // = p < 0.01; ***; +++; /// = p < 0.001. N = 9-12 por grupo experimental.



En forma complementaria, la Fig. 18 muestra los resultados del efecto de CBD en el
desarrollo de la sensibilizacién locomotora inducida por CocCaf en cada uno de los dias de
la evaluacion y 60 min de registro. A partir del primer dia de tratamiento, se observé un
incremento en la actividad locomotora en ambos grupos que recibieron CocCaf en
comparacion con el control (Fig. 18 A). Esta diferencia fue mas pronunciada en los dias
sucesivos, donde la distancia recorrida por ambos grupos tratados con CocCaf se mantuvo
elevada en comparacion con los grupos salinos (Fig. 18 B-E). Ambas observaciones son

caracteristicas de la sensibilizacién locomotora.
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Figura 18: Efecto de la accion de CBD (20 mg/kg) sobre el desarrollo de la sensibilizacion
locomotora inducida por CocCaf (5 y 2,5 mg/kg) durante los 5 dias de registro (A-E). El registro de la
distancia recorrida se realizé6 de 0-60 min En el inset se muestra la actividad motora total de los
grupos experimentales. Los puntos indican los sujetos individuales. Datos expresados como Media +
EEM. ANOVA de una via (insets) o de dos vias seguido del test de Tukey. * = vs. Veh+Sal. * = p <
0.05; ** = p < 0.01, *™* =p <0.001. N = 9-12 por grupo experimental. Por claridad, Unicamente se

muestran las diferencias significativas en relacién a la variable tratamiento.

Por otro lado, si analizamos los primeros 5 min de registro, en los que podria estar

influyendo la novedad del ambiente, se observé que los animales del grupo control y del



grupo CBD no cambian su actividad a lo largo de los dias, mientras que, el efecto
significativo de ambos grupos tratados con CocCaf respecto al grupo control se evidencia

en los 5 dias de tratamiento (Fig. 18 A-E).

Los resultados de la Fig. 18 mostraron que los grupos tratados con CocCaf
presentaron un aumento sostenido en la actividad locomotora a lo largo del protocolo en

comparacion con sus respectivos controles.

Si bien no se evidencié un efecto significativo de CBD en la atenuacion de la
sensibilizacion locomotora inducida por CocCaf (Fig. 17 A y B y Fig. 18), un andlisis
adicional permitié identificar que algunos animales respondieron de manera diferente al
co-tratamiento con CBD, detectandose tres subgrupos de animales segun su nivel de

actividad locomotora en relacion al grupo CocCaf (Veh+CocCaf) (Esquema 1).

Esquema 1
Dia 1 CBD+CocCaf Dia 5 CBD+CocCaf
2
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Esquema 1: Efecto de CBD (20 mg/kg) sobre el desarrollo de la sensibilizacion locomotora inducida
por CocCaf (5 y 2,5 mg/kg) durante los 60 min de registro en el CA en los dias 1y 5 de tratamiento.
En comparacion con el promedio del grupo tratado con CocCaf, se identifican tres tipos de respuesta
en los animales co-administrados con CBD: 1) Actividad disminuida, 2) Sin efecto, 3) Actividad

aumentada. Los puntos indican los sujetos individuales.

Para la clasificacion, se establecio un criterio basado en la desviacion estandar del
promedio del grupo CocCaf. Se identificaron tres subgrupos de animales co-tratados con
CBD-CocCaf: 1) Con disminucion de la actividad locomotora, cuando la distancia recorrida
fue menor en mas de una desviacion estandar respecto al promedio del grupo CocCaf, 2)
Sin efecto aparente, cuando la distancia recorrida se mantuvo dentro del rango de una
desviacion estandar del promedio del grupo CocCaf y 3) Con aumento de la actividad
locomotora, cuando la distancia recorrida superé en mas de una desviacién estandar el
promedio del grupo CocCaf. Estos resultados indican una variabilidad interindividual en
respuesta a CBD durante los dias 1 y 5 del tratamiento que podria explicarse por varios

factores (ver seccion Discusion).



Adicionalmente se analizaron los datos en relacion a la habituacion de los animales
al CA. La Fig. 19 A-D muestra el andlisis de la actividad locomotora basal registrada antes

de la administracion de CBD y/o CocCaf, los dias 0, 1y 5.

En el dia 0, correspondiente al periodo de habituacion al CA, no se observaron
diferencias evidentes en la actividad locomotora entre los grupos experimentales. La Fig. 19
A muestra que los animales que van a ser inyectados con CBD y/o CocCaf no poseen
diferencias significativas en su actividad motora registrada en los 60 min. Se aprecia que los
cuatro grupos experimentales poseen el mismo perfil de habituacion al CA ya que
disminuyen significativamente su actividad motora basal a lo largo del tiempo de registro.
Este resultado confirma que el efecto del aumento de la actividad corresponde al efecto

farmacoldgico del tratamiento CBD y/o CocCaf y no al efecto novedad del ambiente.

Al analizar los dos periodos adicionales de habituacién de 15 min de registro del dia
1y 5, se observa que los cuatro grupos disminuyen progresivamente su actividad en ambos
dias (Fig. 19 B y C). Ademas, se observa que los animales tratados con CBD y/o CocCaf
desarrollan el fenédmeno de asociacion de contexto mediado por un aumento significativo en

la actividad motora entre el dia 1y 5 (Fig. 19 D).
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Figura 19: Actividad locomotora basal registrada durante el periodo de habituacién al CA en el dia 0
(A; 60 min) y en los dias 1y 5 (B y C; 15 min) previos a la administracion de CBD (20 mg/kg) y
CocCaf (5 y 2,5 mg/kg). En D, los puntos indican los sujetos individuales. Datos expresados como
Media + EEM. ANOVA de una o dos vias seguido del test de Tukey. + = vs dia 0, 1 y 5 para grupo
salino; / = vs dia 0, 1 y 5 grupo CocCaf. # = vs dia 0, 1 y 5 CocCaf. & = vs dia 0, 1 y 5 grupo
CBD+CocCaf. +, /, #, & =P < 0.05; ++, //, && =P < 0.01. N = 9-12 por grupo experimental.



2.2 Determinacion de la accion de CBD sobre la reactividad microglial en el
nucleo accumbens, mediante inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo

anti-lba-1 como marcador de inflamacion

La Fig. 20 muestra el efecto del co-tratamiento repetido de CBD y CocCaf o salino
(grupo control) sobre la reactividad microglial evaluada a través de la inmunorreactividad

para Iba-1 en el NAcc core y shell.

Las imagenes representativas de la Fig. 20 A ilustran la inmunorreactividad
promedio para Iba-1 en las subregiones core y shell del NAcc en los cuatro grupos de
tratamiento. El analisis de cuantificacion de las imagenes mostré que el tratamiento de los
animales con CBD y/o CocCaf no indujo diferencias significativas en el numero total de

células positivas para Iba-1 en NAcc core o shell (Fig. 20 B) en relacién al grupo control.

Tampoco se evidenciaron diferencias significativas en la intensidad media de
fluorescencia de Iba-1, expresada como porcentaje respecto a la media del grupo control,

entre los grupos tratados con CBD y/o CocCaf (Fig. 20 B).
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Figura 20: Efecto del co-tratamiento repetido de CBD (20 mg/kg) y CocCaf (5 y 2,5 mg/kg) o salino
(grupo control) sobre la reactividad de la microglia a través de la inmunorreactividad para iba-1 en
nucleo accumbens core (NAcc core) y shell (NAcc shell). En A se muestra un diagrama esquematico
de seccidn coronal del hemicerebro de raton sefialando las areas muestreadas de NAcc core y shell
(rectangulo verde) y las imagenes de microscopia confocal de NAcc core (arriba) y NAcc shell
(abajo). En B, se muestra la evaluacion cuantitativa utilizando el software ImageJ; los puntos indican
los sujetos individuales. Kruskall Wallis seguido del test de Dunn. Datos expresados como promedio
+ EEM para el numero de células iba-1 y % respecto a la media del control para la intensidad de

fluorescencia iba-1. N = 4 por grupo.



2.3 Determinacion de la accion de CBD sobre el efecto inducido por CocCaf
sobre los niveles plasmaticos de citoquinas pro- y antiinflamatorias mediante

el uso de citometria de flujo

La cuantificaciéon de citoquinas proinflamatorias a nivel plasmatico (TNF-a, IL-1p,
IL-1a, MCP-1, IL-23, IL-6, IL-27), no mostré diferencias estadisticas entre los cuatro grupos
experimentales (Fig. 21 A-G). Sin embargo, en el grupo tratado con CocCaf se puede
observar una tendencia hacia un aumento en el nivel de IL-27 (Fig. 21 G), y una tendencia
hacia la baja en el nivel de TNF-a (Fig. 21 A) en comparacién con el control tratado con
salino. Mientras que en el grupo coadministrado con CBD y CocCaf, se puede observar una
tendencia hacia un aumento en los niveles de TNF-qa, IL-13, MCP-1 e IL-23 (Fig. 21 A-B,
D-E), y una tendencia hacia la baja en los niveles de IL-1a e IL-6 (Fig. 21 C y F) en

comparacion con el control tratado con salino.

En la evaluacién de la citoquina antiinflamatoria IL-10, no se observaron diferencias

significativas entre los grupos experimentales (Fig. 21 H).

Ademas, para el grupo tratado solamente con CBD se puede observar una
tendencia hacia un aumento en los niveles de citoquinas proinflamatorias TNF-a, IL-1,
IL-1a, MCP-1, IL-23 e IL-27 (Fig. 21 A-E y G), y una tendencia hacia la baja en el nivel de
IL-6 (Fig. 21 F). Mientras que para el nivel de la citoquina antiinflamatoria IL-10 (Fig. 21 H)

se puede observar una tendencia hacia un aumento.

Si bien algunas de estas tendencias sugieren posibles variaciones en la
concentracién de ciertas citoquinas en respuesta al tratamiento con CocCaf o al
co-tratamiento con CBD, estas diferencias no alcanzaron significancia estadistica en las

condiciones evaluadas.
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Figura 21: Efecto del co-tratamiento de CBD (20 mg/kg) y CocCaf (5 y 2,5 mg/kg) sobre los niveles
plasmaticos de seis citoquinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1b, IL-1a, MCP-1, IL-23, IL-6, IL-27, IL-10)
y una antiinflamatoria (IL-10), determinados mediante un ensayo multiplex por citometria de flujo. Los
puntos indican los sujetos individuales. Los resultados se expresan como concentraciones en pg/mL
para cada grupo experimental. Datos expresados como promedio + EEM. ANOVA de una via seguido

del test de Tukey. N = 3-7 animales por grupo experimental.



3. Objetivo especifico: estudio del papel de ENT1 en la accion de
CBD mediante el uso de Nitrobenzylthioinosine (NBTI), un
inhibidor selectivo de ENT1.

3.1 Evaluacion del efecto comportamental motor de NBTI mediante el modelo
CA. Curva dosis-respuesta para la identificacion de una dosis que no altere la

actividad locomotora basal de los animales

La Fig. 22 representa la curva dosis-respuesta para NBTI. Los primeros resultados
obtenidos, en la Fig. 22 A, muestran que las dosis mas altas, de 10,0 y 20,0 mg/kg indujeron
la mayor reduccion de la actividad motora basal de los animales. Dado que aun las dosis
mas bajas afectaron per se la actividad locomotora (Fig. 22 B), se eligieron dosis de orden
de magnitud menores para evaluar el efecto agudo de NBTI sobre la hiperlocomocién

inducida por CocCaf.
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Figura 22: Caracterizacion de la curva dosis-respuesta en el efecto agudo de NBTI (2,5; 5,0; 10,0;
20,0 mg/kg) evaluada a través de la actividad locomotora basal. Los puntos indican los sujetos
individuales. Datos expresados como promedio £+ EEM. ANOVA de una via seguido del test de Tukey.

*=vs Veh. *=P <0.05; ** =p <0.001. N = 4-6 animales por grupo experimental.

3.2 Evaluacion del efecto agudo de NBTI sobre la actividad locomotora

inducidas por el tratamiento agudo de CocCaf mediante el modelo de CA

En la Fig. 23 A se observa que en este protocolo de doble administracién, las dosis
de 0,1 y 0,5 mg/kg no tuvieron efecto per se sobre la actividad locomotora, por lo que fueron

seleccionadas para evaluar su impacto sobre la accion psicoestimulante de CoCaf. La Fig.



23 B muestra el efecto de NBTI a las dosis de 0,1 y 0,5 mg/kg sobre la hiperlocomocién

inducida por la administracién aguda de CocCaf.

El analisis de la actividad locomotora evidencié que la administracion aguda de
CocCaf indujo un aumento significativo en la distancia recorrida en comparacién con los
grupos control. Y contrario a lo esperado, la coadministraciéon en agudo de NBTI, a las dosis
ensayadas, no produjo reduccion significativa de la hiperlocomocion inducida por CocCaf.
Los valores de distancia recorrida en estos grupos fueron comparables a los del grupo

CocCaf, sin evidenciar reducciones marcadas en la actividad motora.
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Figura 23: Efecto agudo de las dosis de NBTI (0,1 y 0,5 mg/kg) sobre la actividad locomotor per se
(A) y sobre la hiperlocomocién inducida por CocCaf (B). Los puntos indican los sujetos individuales.
ANOVA de una via seguido del test de Tukey. Datos expresados como promedio + EEM. * =

Veh+Salino. * = P < 0.05; ** = P < 0.01. N = 4-6 animales por grupo experimental.



DISCUSION

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el potencial terapéutico de CBD en
un modelo preclinico basado en la administracién repetida de CocCaf, disefiado para inducir
sensibilizacion locomotora y procesos inflamatorios, y asi aportar conocimiento a las
neuroadaptaciones asociadas al PSUD. Se postuld que la administracion repetida de
CocCaf induciria sensibilizacion locomotora y reactividad microglial, que CBD atenuaria
estos efectos debido a su propiedad antiinflamatoria, y que ENT1 jugaria un papel clave en

esta modulacion.

Nuestros hallazgos confirmaron que el protocolo experimental fue adecuado para
inducir sensibilizacion locomotora y cambios en la reactividad microglial, validando el
modelo empleado. Sin embargo, el co-tratamiento con CBD no previno la aparicion del
desarrollo de la sensibilizacion locomotora inducida por CocCaf. En cuanto a la reactividad
microglial inducida por CocCaf, no se logré replicar su induccion en el experimento del
segundo objetivo como si se habia observado en el primer objetivo. Tampoco se
identificaron cambios en los niveles de citoquinas plasmaticas. Por estas razones no fue
posible evaluar si CBD atenuaba la inflamacion. Por otro lado, dentro del rango de dosis
probadas de NBTI no se logré establecer una dosis que permitiera evaluar el papel de ENT1
en la sensibilizacion locomotora sin alterar la actividad basal de los animales. A
continuacién, se discuten la relevancia de estos hallazgos en el contexto de la literatura

existente y sus implicancias en la comprension del papel de CBD en el PSUD.

1. Sensibilizacion locomotora e inflamacién inducidas por CocCaf
(Objetivo 1)

El protocolo de administracion repetida de CocCaf indujo un aumento progresivo en
la actividad locomotora, confirmando el desarrollo de la sensibilizacién locomotora. Este
efecto es consistente con los mecanismos de plasticidad neuronal asociados a la exposicion
repetida a psicoestimulantes. Estos resultados coinciden con estudios previos de nuestro
grupo, los cuales han demostrado que la coadministracion de cocaina con cafeina potencia

la sensibilizacién locomotora en un modelo murino (Prieto y cols. 2015).

Asimismo, se observdé un aumento en la inmunorreactividad para el marcador
microglial Iba-1 en el NAcc, sin cambios en el numero total de células microgliales. Este
hallazgo sugiere que la exposicién repetida a CocCaf induce un fenotipo microglial reactivo
sin proliferacién celular evidente. Esta activacion microglial podria estar asociada a cambios

en la plasticidad sinaptica inducidos por CocCaf, en concordancia con estudios previos que



demostraron que esta combinacién modula la expresion de genes en el NAcc (Prieto y cols.
2020a). Dichas modificaciones moleculares podrian estar vinculadas con la activacion
microglial observada en el presente estudio, sugiriendo una interaccién entre la
neuroinflamacion y la plasticidad sinaptica en el contexto del PSUD. Aunque Prieto y cols.
(2020a) no evalué directamente microglia, otros trabajos han reportado que la activacion
microglial inducida por cocaina puede estar relacionada con cambios en la plasticidad
sinaptica y la progresiéon del PSUD (Lewitus y cols.2016; Harricharan y cols. 2017; Da Silva
y cols. 2023).

El presente estudio, adaptado de Prieto y cols. (2015, 2020b), se disefid para
evaluar la inflamacién inducida por CocCaf inmediatamente después del tratamiento
cronico, omitiendo la fase de abstinencia y la reexposicion a la droga. La decision
metodoldgica de diseccionar los cerebros el quinto dia de tratamiento responde a la
necesidad de capturar los cambios inflamatorios asociados al desarrollo de la
sensibilizaciéon locomotora sin una posible reversién de los procesos inflamatorios que
podria ocurrir tras la interrupcién del tratamiento. En modelos de dolor inflamatorio, se ha
reportado que la reactividad microglial y astrocitaria puede modificarse con el tiempo tras la
eliminacion del estimulo inflamatorio (Romero-Sandoval y cols. 2008). Si bien los
mecanismos involucrados en la inflamacién inducida por psicoestimulantes pueden diferir de
otros modelos inflamatorios, este antecedente apoya la eleccién del protocolo de 5 dias

para evaluar la neuroinflamacién en la fase de desarrollo de la sensibilizacién locomotora.

Nuestros resultados del objetivo 1 refuerzan la utilidad del modelo preclinico basado
en la administracién repetida de CocCaf para evaluar la capacidad terapéutica de CBD para
mitigar tanto la sensibilizacién locomotora como los procesos inflamatorios relacionados con
el PSUD.

2. Efecto de CBD en la sensibilizacion locomotora y en marcadores

inflamatorios (Objetivo 2)

2.1 Falta de efecto de CBD en bloquear la sensibilizacion locomotora

El presente estudio encontr6 que CBD no atenud la sensibilizacion locomotora
inducida por CocCaf en los 5 dias de tratamiento. Por una parte, esto es consistente con el
resultado obtenido por Lujan y cols (2018) donde CBD no atenué la sensibilizacion
locomotora inducida por cocaina durante los 5 dias de tratamiento. Por otro lado, este
hallazgo refuerza el resultado de Prieto y cols. (2020b), donde se vio que CBD no atenud la

sensibilizacién locomotora inducida por CocCaf en un protocolo de 3 dias de tratamiento. En



particular, Prieto y cols. (2020b) utilizaron un modelo de coadministracion de CocCaf en
ratas, similar al modelo validado en la presente tesis, reforzando la solidez del hallazgo.
Estos resultados sugieren que, al menos durante la fase inicial de administracion de la
droga, CBD no modula significativamente los mecanismos neuroadaptativos que subyacen

al desarrollo de la sensibilizacién locomotora.

Sin embargo, estudios previos han sugerido que CBD podria tener efectos en etapas
mas tardias de la adiccion. Prieto y cols. (2020b) encontraron que CBD atenua la expresién
de la sensibilizacién locomotora tras un periodo de abstinencia, lo que indica que su accion
podria estar mas relacionada con la plasticidad neuronal a largo plazo. Ledesma y cols.
(2021) también reportaron que CBD reduce los efectos locomotores estimulantes de la
cocaina y previene el restablecimiento de la CPP inducida por cocaina, pero sin afectar su
adquisicion o expresion. Si bien en esta tesis se extendio el protocolo utilizado por Prieto y
cols. (2020b) de 3 a 5 dias de tratamiento, esto no fue suficiente para que CBD atenue el
desarrollo de la sensibilizaciéon locomotora inducida por CocCaf. En este estudio, la
evaluacion se centrd en la fase de desarrollo de la sensibilizacion locomotora, sin incluir una
etapa de abstinencia que interfiera en los procesos inflamatorios subyacentes, lo que podria
explicar la ausencia de efectos de CBD en este contexto. A su vez, es posible que CBD
presente un efecto a nivel de los procesos inflamatorios que puedan estar subyaciendo al
desarrollo de la sensibilizacion y que a nivel comportamental se evidencie en la fase de

expresion de la sensibilizacion.

En relacién con la asociacion de contexto, estudios previos han reportado que CBD
modula este proceso en la prueba de CPP inducida por cocaina. Por ejemplo, Lujan y cols.
(2018) encontraron que CBD bloquea la CPP, sugiriendo que podria interferir con la
formacion o expresion de asociaciones contextuales con la droga. Chesworth y Karl (2020)
reportaron un efecto similar en la consolidacién de la memoria asociada a la cocaina en
etapas tardias, mientras que Ledesma y cols. (2021) encontraron que CBD previene el
restablecimiento de la CPP inducida por cocaina, aunque no afecta su adquisicién ni
expresion. Sin embargo, Brianis y cols. (2024) no encontraron un efecto significativo de
CBD en la CPP, lo que sugiere que su eficacia podria depender del modelo experimental y
las condiciones del tratamiento. Aunque la presente tesis no utilizé un protocolo disefiado
para evaluar la CPP, si se observé que los animales tratados con CocCaf desarrollaron una
asociacion de contexto reflejada en el aumento de la actividad locomotora basal entre los
dias 1 y 5. La coadministracién de CBD no bloque6 este fendmeno, lo que sugiere que bajo

estas condiciones experimentales CBD no previno la asociacion entre el contexto y el efecto



de la droga. Esto refuerza la importancia de explorar en qué condiciones CBD puede influir

en la memoria asociada a las drogas de abuso (Ledesma y cols. 2021; Lujan y cols. 2018).

En concordancia con nuestros datos, Lujan y cols. (2018) tampoco encontraron
efectos atenuadores de CBD sobre la sensibilizacién locomotora inducida por cocaina y
sugirieron que este resultado podria deberse a una baja biodisponibilidad de CBD. Nosotros
descartamos que la biodisponibilidad de CBD fuera un factor limitante en este estudio, ya
que algunos animales tratados con CBD si presentaron efectos. Esto también puede sugerir
que el tiempo de administracion podria no haber sido el adecuado para modular el

fendmeno de sensibilizacion, y seria necesaria la fase de abstinencia.

Desde esta perspectiva, el analisis de los subgrupos identificados en el Esquema 1
revela que CBD no ejerce un efecto uniforme sobre la sensibilizaciéon locomotora inducida
por CocCaf, sino que su impacto varia entre individuos. Esto sugiere que existen factores
biolégicos que modulan la respuesta al CBD, como diferencias en la expresion de
receptores 0 en la farmacocinética del compuesto. Este hallazgo es consistente con el
estudio de Chesworth y Karl, (2020) quienes propusieron que los efectos de CBD sobre la
locomocién inducida por cocaina pueden ser bifasicos, con una fase inicial de aumento en
la actividad seguida de una disminucion en fases posteriores. Si CBD modula la
sensibilizacion locomotora de manera bifasica o si su accion depende de la fase del proceso
adictivo, es posible que los efectos no hayan sido completamente capturados en este
estudio, que se centrd en la fase inicial de la sensibilizacion. En este sentido, nuestros
resultados resaltan la necesidad de estudios adicionales para caracterizar mejor los factores
que determinan la direccionalidad del efecto de CBD en cada individuo. Identificar
marcadores biolégicos que predigan la respuesta diferencial al CBD podria ser clave para
su potencial uso terapéutico en el PSUD. A su vez, la dosificacion plasmatica o cerebral de

CBD sera necesaria en proximos experimentos.

2.2 Falta de efecto de CBD en atenuar la inflamacion

Los resultados obtenidos en el objetivo 2 no replicaron el aumento de reactividad
microglial inducido por CocCaf observado en los experimentos del objetivo 1. Esto puede
deberse principalmente a que en la inmunofluorescencia del objetivo 2 se utilizd un lote de
anticuerpos diferentes al utilizado en el objetivo 1, cuya sensibilidad haya sido distinta entre
experimentos. Ademas, el grupo tratado solo con CocCaf tampoco mostré cambios en los
niveles plasmaticos de citoquinas, lo que sugiere que este modelo podria no haber
generado una inflamacion sistémica suficientemente robusta como para ser detectada

mediante esta metodologia.



Si bien estudios preclinicos han propuesto que la sensibilizacién locomotora inducida
por psicoestimulantes esta estrechamente relacionada con la activacion microglial y la
produccién de citoquinas proinflamatorias en el SNC ( ), en este estudio
no se detectaron cambios significativos en los niveles plasmaticos de citoquinas tras la
administracién de CBD. No obstante, en el objetivo 1, se validé este modelo tanto para la
sensibilizacion locomotora como para la inflamacion, lo que indica que la falta de efecto de

CBD no se debe a una ausencia de respuesta inflamatoria inducida por CocCaf.

La falta de cambios en citoquinas plasmaticas sugiere que los efectos de CBD
podrian depender de un contexto inflamatorio mas pronunciado, lo cual no se evidencio a
nivel sistémico. Sin embargo, no se evaluaron los niveles de citoquinas a nivel cerebral, lo
que representa una limitacion, ya que CBD podria haber modulado la neuroinflamacion de
manera localizada en regiones especificas como el NAcc. Estudios previos han demostrado
que los psicoestimulantes pueden inducir una respuesta neuroinflamatoria en esta region,
ya sea modulada por la activacion de la microglia, lo cual confirmamos en el objetivo 1, asi
como en la produccion de citoquinas proinflamatorias (Araos y cols. 2015; Lewitus y cols.
2016). Dado que la cocaina aumenta la expresion de IL-13 en el NAcc y la corteza
prefrontal (Araos y cols. 2015), evaluar estos cambios a nivel cerebral proporcionaria una

mejor comprensién del impacto de CBD en la neuroinflamacion inducida por CocCaf.

Ademas, estudios previos de nuestro laboratorio han reportado que CBD previene
alteraciones metabdlicas en el NAcc inducidas por la coadministracion de CocCaf (Prieto y
cols. 2020b), lo que sugiere que su accion moduladora podria extenderse a otros procesos

fisiopatoldgicos relevantes en el PSUD.

Si bien CBD ha demostrado propiedades antiinflamatorias y neuroprotectoras en
otros modelos experimentales, la mayoria de estos estudios se han realizado en modelos
de inflamacion sistémica o neuroinflamacién inducida por LPS (Dos-Santos-Pereira y cols.
2019), y no en modelos especificos de psicoestimulantes. Esto subraya la necesidad de
explorar diferentes dosis, protocolos de administracién mas prolongados o la inclusién de un
periodo de abstinencia para evaluar su impacto en la sensibilizacién locomotora y los

marcadores inflamatorios asociados al PSUD.

3. Implicancias del papel de ENT1 y dificultades con NBTI (Objetivo
3)

En este estudio, la inhibicion de ENT1 por NBTI no mostré un efecto sobre la

hiperlocomocion inducida por CocCaf. Se ha propuesto que la inhibicién de ENT1 aumenta



la disponibilidad de adenosina extracelular, promoviendo la activacion de los receptores
A2A, lo que podria reducir la sensibilizacion locomotora inducida por psicoestimulantes
(Sanchez-Fernandez y cols. 2024). Sin embargo, la capacidad de CBD para influir en este
mecanismo aun es debatida. Aunque estudios in vitro han demostrado que CBD inhibe
ENT1 y potencia la senalizacion adenosinérgica (Carrier y cols. 2006; Pandolfo y cols.
2011), estudios en modelos in vivo no han logrado replicar este efecto de manera

consistente (Xiao y cols. 2023).

Una posible explicacién para estas discrepancias es que la funcién de ENT1 podria
depender del contexto fisiologico y de su interaccién con otros sistemas neuroquimicos,
como los receptores CB1 y A2A (Carriba y cols. 2007; Ferré y cols. 2010; Aso y cols. 2019).
En futuras investigaciones, el uso de modelos genéticos para manipular la actividad de
ENT1 en el NAcc y la evaluacion de otros biomarcadores de la actividad adenosinérgica
podrian proporcionar una mejor comprension del papel de ENT1 en la neuroinflamacién y la
sensibilizacion locomotora. Ademas, el bloqueo de ENT1 podria requerir un tratamiento
repetido para generar efectos significativos sobre la sensibilizacién locomotora inducida por
CocCaf. Alternativamente, el uso de otros inhibidores como el Dipyridamole, cuya capacidad
para bloquear ENT1/2 in vivo en ratones ha sido reportada previamente (Noji y cols. 2002),

podria ayudar a esclarecer este mecanismo.
4. Relevancia y limitaciones del estudio

Este estudio aporta nueva evidencia sobre la accion de CBD en la sensibilizacion
locomotora y la inflamacién inducida por psicoestimulantes. Aunque no se logré determinar
un efecto claro sobre estos procesos, nuestros hallazgos sugieren que su accion podria ser
dependiente del contexto, la fase del trastorno y la dosis empleada. La falta de efecto de
CBD en la sensibilizaciéon locomotora no descarta su posible influencia en ofras

manifestaciones del PSUD, como la memoria asociativa o la neuroinflamacion.

Entre las limitaciones del estudio, se destaca la necesidad de evaluar si diferentes
esquemas de administracion, incluyendo tratamientos mas prolongados o la evaluacién en
periodos de abstinencia, podrian revelar efectos que no fueron evidentes en este disefo
experimental. Ademas, la ausencia de cambios en citoquinas plasmaticas sugiere que
futuras investigaciones deberian incluir andlisis a nivel cerebral para comprender mejor la

accion de CBD en la neuroinflamacién inducida por CocCaf.

En conjunto, estos resultados refuerzan la importancia de continuar explorando el

potencial terapéutico de CBD en el PSUD, considerando no solo su accion en la



sensibilizacién locomotora, sino también su impacto en otras alteraciones neurobiologicas

subyacentes al trastorno.



CONCLUSIONES

> Este estudio evalud el potencial terapéutico de CBD en la sensibilizacion locomotora
inducida por la combinacién de CocCaf, su posible interaccion con la inflamacion neuroglial

y el papel de ENT1.

> Se confirmoé que este modelo fue efectivo para inducir sensibilizacion locomotora y
cambios en la reactividad microglial, validando su utilidad para estudiar las

neuroadaptaciones asociadas al PSUD.

> Los resultados indican que CBD no previno el desarrollo de la sensibilizaciéon
locomotora inducida por CocCaf. Sin embargo, un analisis complementario revelo
variabilidad interindividual, identificando subgrupos en los que CBD atenud, potencié o no
tuvo efecto sobre la sensibilizacion locomotora. Esto sugiere que su impacto podria
depender de factores bioldgicos individuales, como diferencias en la expresion de sus

dianas moleculares o su farmacocinética.

> Ademas, no se detectaron cambios en citoquinas plasmaticas, lo que sugiere que los
efectos de CBD sobre la neuroinflamacion podrian depender del contexto experimental y

requerir evaluaciones a nivel cerebral.

> El analisis del papel de ENT1 en la sensibilizacion locomotora tampoco mostro
resultados concluyentes, ya que la inhibicion de este transportador mediante NBTI no logré
modular la hiperlocomocion inducida por CocCaf. Esto plantea la necesidad de explorar su

contribucidon mediante enfoques alternativos o en diferentes condiciones experimentales.

> En conjunto, estos resultados refuerzan la idea de que CBD puede no ser efectivo
para atenuar el desarrollo inicial de la sensibilizacion locomotora, pero dejan abierta la
posibilidad de que ejerza efectos en fases tardias del PSUD, como la expresion de la
sensibilizacién o la neuroinflamacién. Ademas, estos resultados resaltan la importancia de
considerar la heterogeneidad biolégica en la evaluacion de CBD como potencial tratamiento
para el PSUD, ya que su efecto podria no ser uniforme en todos los individuos. El disefio de
futuros estudios que evaluen estos aspectos permitira determinar con mayor precision el
potencial terapéutico de CBD en el contexto del consumo de psicoestimulantes adulterados

con cafeina.



PERSPECTIVAS

Una de las principales direcciones a considerar es la evaluacion del efecto de CBD
en la fase de expresiéon de la sensibilizacion locomotora tras un periodo de abstinencia,
dado que estudios previos han reportado que su impacto podria ser mas evidente en etapas
tardias del proceso adictivo. Futuros estudios también deberian centrarse en identificar los

factores que determinan la variabilidad en la respuesta a CBD.

Asimismo, el presente estudio no encontré cambios en citoquinas plasmaticas tras la
administracién de CocCaf y CBD, lo que sugiere que futuros estudios deberian evaluar
biomarcadores inflamatorios a nivel cerebral. La medicién de citoquinas y la activacion
microglial en regiones clave del circuito de recompensa, como el NAcc y la corteza
prefrontal, permitiria esclarecer el impacto de CBD sobre la neuroinflamacion inducida por

psicoestimulantes.

Otra linea de investigacion importante es el papel de ENT1 como mediador de los
efectos de CBD en la sensibilizacion locomotora y la inflamacién. Si bien en este estudio la
inhibicion de ENT1 con NBTI no mostré un efecto modulador, la posibilidad de que CBD
influya en este sistema aun no se descarta. Estudios futuros podrian considerar
tratamientos mas prolongados con inhibidores de ENT1 o utilizar modelos genéticos para

evaluar su contribucién en el PSUD.

Por ultimo, es fundamental explorar diferentes dosis y esquemas de administracion
de CBD. La evidencia sugiere que su efecto puede ser dependiente de la dosis y el contexto
experimental. La evaluacion de protocolos con administracion cronica o dosis ajustadas en
funcién de la progresion del trastorno podria ofrecer una mejor comprension de su potencial

terapéutico en el PSUD.
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