Tesis de Maestria en Ciencias Bioldgicas

PEDECIBA Biologia
Subdrea Neurociencias

ESTUDIO PRE-CLINICO DE LOS FACTORES IMPLICADOS EN LA
DEPENDENCIA A PASTA BASE DE COCAINA.
ROL DE LA CAFEINA COMO PRINCIPAL ADULTERANTE

Lic. José Pedro Prieto

Orientadora: Dra. Cecilia Scorza

Departamento de Neurofarmacologia Experimental
Instituto de Investigaciones Biologicas Clemente Estable

Junio 2015



AGRADECIMIENTOS

Que el trabajo condensado en esta Tesis, asi como la Tesis misma, se haya
podido realizar fue debido a los aportes y el apoyo de varias personas, con quienes
estoy enormemente agradecido.

Los miembros del tribunal, Pablo, Daniel y Rudy, se tomaron el tiempo de
corregir esta Tesis, realizaron contribuciones importantes y me marcaron caminos por
dénde seguir explorando.

Cecilia me dio la oportunidad de dedicarme a la investigacidon y desde hace
afios me impulsa a desarrollar mi vocaciéon. En este periodo he aprendido muchisimo
de ella, y me ha ayudado a superarme, confiando en que podria con desafios aun
cuando yo dudaba. Su preocupacion constante por que podamos trabajar en ciencia
hizo posible esta maestria.

Mis companeros de laboratorio, Jess, Xime, Martin, Analia, Gaby, las dos
Paolas, Mica y Mdnica me brindaron una ayuda inconmensurable en todos estos afios.
Me ensefaron y dieron una mano no sélo en los experimentos, sino en todas las tareas
asociadas a esta actividad. Les estoy agradecido por compartir los éxitos y dificultades
de la tarea cientifica, y buena disposicion de siempre.

Valentina, Giovanna, Valentina P, Gian Pietro y Fabio me recibieron en su
laboratorio como a un amigo cercano, y les debo una de las mejores experiencias que
tuve en el mundo de la ciencia. Gracias a ellos aprendi muchisimo y disfruté todavia
mas.

Héctor, Carmen y Martin se encargaron del cuidado de los animales. Su trabajo
fue crucial para el buen desarrollo de los experimentos.

Los amigos de dentro y fuera de la academia, quienes me han apoyado en este
proceso a veces hasta sin quererlo, desde el inicio hasta el final sus conversaciones y
apoyo me animaron a seguir adelante.

Mi familia, en especial mi madre, mi hermana y mi padre, y la familia Castrillejo
me dieron desde siempre un apoyo incondicional y una ayuda gigantesca que me
permitio en gran medida haber realizado esta maestria.

Mariana me acompand en este viaje y su apoyo va mas alla de lo que pueda
medir. Sobre todas las cosas le agradezco esa compaiiia, y que a su vez me permita
acompaniarla.

Se termina un viaje, empieza otro.



INDICE

RESUMEN ... cciiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieiieiieiiesieesieirasiresisesssssrassssssssssassrasssasssnses 1
PRESENTACION DE TESIS ...cccvtiiuriereiinneceesssneessesssseessessssssssessssssssessssssses 3
INTRODUCCION .......cucetreinnncnitsesneeeesssestsssssesstssssesetssssssesssssssasaesens 4
1. PASTA BASE DE COCAINA ......ocviiieeeitetete ittt sttt bbb bbb s snas 4
1.1 Definicidn de Pasta Base de COCAINA....c.uiiviieiiiriiieeciee et sieeeee e seeeiee e e e saee e s 4

1.2 Caracteristicas del consumo y formas de PBC ........ccoovciiiiiiciiiiiciiee e 5

1.3 Via de administracion, efectos centrales y periféricos ........cooccvvevieiiicieeeiiciiee e 6

2. ADICCION A DROGAS DE ABUSO ......oeeeieieieieiecieeeetete ettt sssessssssssssssasassssasesasanas 8
2.1 Definicidn de adiccidn y etapas del ciclo adictivo ......ccceceveeieciieieciec e 8

2.2 Neurobiologia de accion de drogas de abuso: circuito motivacional .........cccccceeeeunnenn. 9

2.3 Fendmeno de sensibilizacidn comportamental ........ccccvvveeeeiieiiiiiieeeee e 12

2.4 Efectos de la cocaina sobre la transmision DAérgica en el NACC......ccceeevvveeeecieeeeennnee, 13

2.5 ASPECTOS MOtIVACIONGIES...cciiiiieciiirieeee ettt e e e e e e e e eetbrreeeeeeeessaarsaeeeeeesennnns 14

3. ANTECEDENTES DE TRABAJO ..ttt ettt e e 15
3.1 Composicién quimica de muestras incautadas de Pasta Base de Cocaina................... 15

3.2 Efecto farmacoldgico agudo de PBC .....cceeieiiiiieee et 17

3.3 Mecanismo de accion de cafeina .......c.coceeveeiieriiiiere e 18

3.4 Interaccidon entre cocaina y Cafeina .....ccoccveeeicciiei e 19
HIPOTESIS DE TRABAJO ......ecveveuereneneeereesssesssssssssssssssesssessssnsnsssnsnsnsnens 21
OBJETIVO GENERAL......ccciteuiiiireiiiiiiiieireireireiinesinesresiressesisessssssasssnns 21
OBJETIVOS ESPECIFICOS .......coviurcrreirnsetretsnseesetsssetsesssssessssencns 22
MATERIALES Y METODOS ......ococueieeeresnecseissessesssessnessesssesssesssesssesssenses 23



OBJETIVO ESPECIFICO 2: Determinacién del fenémeno de sensibilizacién neuroquimica

inducido por el sUCEAANEO dE PBC.......coiiiiiiiiiiiie ettt critee et vee e s e e e s ebee e e e 27
OBJETIVO ESPECIFICO 3: Estudio de la propiedad motivacional del sucedaneo de PBC........ 30
RESULTADOS | ..cueiieiiiieiieiiieitecentettecestecesessocassossosassossssassssasssssssasssssssanss 35

1.1 Evaluacién del desarrollo y expresion de la sensibilizacién comportamental inducida por
una muestra de PBC con alto contenido en cocaina y cafeina (PBC1), mediante el andlisis de
la actividad locomotora en el modelo de CA. ........cooiiiiiiciii e e 35

1.2 Determinacién de la contribucién de cocaina y cafeina al fendmeno de sensibilizacidn

comportamental indUCIAa POT PBC. ...........cvv.crvveeeereeeeeeseeessesesssssesssssssesesssssesesssssesessssnnees 36
DISCUSION DE RESULTADOS L....ceecurieeeiinrecrensnnesssessssessssssssesssessssssssesans 40
RESULTADOS Il ..uiiiiiiiiiiiiiieiiiiieieieeiieiiaiieniasiasieiesssscsssssssssssssassassansassans 45
DISCUSION DE RESULTADOS Hl..ueeeeueiererereeerersseeessessseeessessseeessesssesensesans 50
RESULTADOS H ..cceeiieiiiiiiiieiiniiniiniiiieiieiienieiiaiisiisisisssessesressassassassassans 55

3.1 Evaluacion del efecto motivacional de la combinacion de cocaina y cafeina mediante la
evaluacion del comportamiento de busqueda de droga y su comparacion con cocaina,

utilizando el modelo de autoadministracion en ratas. .......ccoeceeeieriirienieeieee e 55
DISCUSION DE RESULTADOS Hl....ccccvererererreressesessessessessessessesssssessesenns 59
CONCLUSIONES GENERALES ........ccccoirtmuiiiiniinieniininiinieeineeeineensneene 62
PERSPECTIVAS. .....coeirrteirtiiniiiiinieeininasinssasisisssissssssisssssssesssissssssssenns 63
TRABAJOS CIENTIFICOS ....cc.eeeererreerenreceereeseesesssessesesssssssssssessessessssnsenes 65

REFERENCIAS......oteiiieiittiiiitiiiinieeiiieeeinieeiisteneiinssssestssssnssssssesnssenenes 66



ABREVIATURAS

5-HIIA: Acido 5-hidroxi-indolacético
ATV: Area Tegmental Ventral

BP: Breaking Point

CA: Campo Abierto

Caf: Cafeina

Coc: Cocaina

CPF: Corteza Prefrontal

DA: Dopamina

DAT: Transportador de Dopamina
DOPAC: Acido 3,4-dihidroxi-fenilacético
HVA: Acido Homovanilico

NAcc: Nucleo Accumbens

NEMs: Neuronas Espinosas Medias
NST: Nucleo Subtalamico

PBC: Pasta Base de Cocaina

PKA: Proteina Quinasa dependiente de AMPc
PP-1: Proteina fosfatasa 1

PVe: Palido Ventral externo

PVi: Palido Ventral interno

SNpc: Sustancia Nigra pars compacta
SNpr: Sustancia Nigra pars reticulata

SNC: Sistema Nervioso Central



RESUMEN

La Pasta Base de Cocaina (PBC) es una droga ilegal de abuso. Surge de las
etapas tempranas en el procesamiento quimico de las hojas de coca hasta la obtencion
final de la cocaina en su forma clorhidrato. Asi, el alcaloide cocaina (en su forma de
base) es uno de los principales componentes de la PBC.

El consumo crénico de PBC induce un perfil clinico caracterizado por la
aparicién de una rdpida y fuerte dependencia, junto a otras alteraciones conductuales
y fisioldgicas. Dicho perfil se diferencia al inducido por el clorhidrato de cocaina. Si bien
se ha avanzado en el estudio de algunos de los efectos que induce la PBC en el Sistema
Nervioso Central (SNC), ain no se conocen completamente los factores que expliquen
dicho perfil.

Interesados en la caracterizacidon de los efectos de la PBC en el SNC nuestro
grupo de trabajo estudio el efecto estimulante agudo en ratas inducido por muestras
incautadas de PBC, teniendo en cuenta la composicidn quimica de varias muestras. Los
resultados del analisis quimico mostraron que cocaina aparece en cantidades variables
en las muestras y que cafeina fue el principal adulterante activo encontrado en PBC. Si
bien ambos componentes resultaron ser los responsables del efecto estimulante, a
determinadas dosis se evidencié un efecto aditivo entre cocaina y cafeina. Basados en
estos antecedentes, el trabajo de tesis se centré en el estudio de los efectos
comportamentales y neuroquimicos inducidos por PBC utilizando modelos vinculados
a procesos de adiccién. Ademas se estudio el papel que juegan la cocaina y cafeina en
dichos efectos.

Para llevar a cabo este estudio se analizd la capacidad de la muestra incautada
PBC 1 y su sucedaneo de cocaina y cafeina de inducir el fendmeno de sensibilizacion
comportamental, en comparacidén con cocaina. Se cuantificd la actividad locomotora
de los animales bajo dos protocolos de administracidon repetida (5 y 3 dias) y un
periodo de abstinencia (5 dias). Ademas, se evalud el correlato neuroquimico de la
sensibilizacién comportamental mediante la cuantificacion de los niveles extracelulares
de dopamina (DA) en el Nucleo Accumbens core (NAcc core) luego del protocolo de
sensibilizacidon de 3 dias y un periodo de abstinencia (5 dias). Por otra parte, se utilizé
el modelo de autoadministracion intravenosa con régimen progresivo para evaluar el
comportamiento de busqueda de droga y la motivacion de los animales por obtener el
sucedaneo de PBC en comparacidn con cocaina.

Los resultados indicaron que, tanto PBC 1 como cocaina, indujeron el fendmeno
de sensibilizacion comportamental luego de 5 dias de tratamiento, siendo mayor la
expresion de la sensibilizacion en el grupo pre-tratado con PBC 1. La presencia de
cafeina fue capaz de potenciar y acelerar la sensibilizacién inducida por cocaina, de
forma tal que la combinacién de ambas (actuando como sucedaneo de la PBC) indujo
la sensibilizacion con sélo 3 dias de tratamiento, mientras que para cocaina, este



tiempo no fue suficiente para inducir el fenédmeno. Tanto el suceddneo de PBC como la
cocaina indujeron el fendmeno de sensibilizacion neuroquimica de manera similar. La
presencia de cafeina no incidié en la liberacién de DA en este nucleo.

Los experimentos de autoadministracion demostraron que animales tratados con la
combinacidon de cocaina y cafeina presentaron un mayor breaking point que los
animales tratados con cocaina, evidenciando una mayor motivacién por la obtencién
de la droga.

El conjunto de resultados resaltan la interaccidn entre cocaina y cafeina en los
efectos comportamentales vinculados al poder adictivo de la PBC. Ademas, sugieren
que la presencia de cafeina en muestras incautadas de PBC podria colaborar en la
fuerte dependencia inducida por esta droga.



PRESENTACION DE TESIS

La Pasta Base de Cocaina (PBC) es una droga ilegal de abuso cuyo consumo se
instaurd en el mercado de drogas de Uruguay en el afio 2002, asociado a una
importante crisis econémica (JND 2007). Su consumo crénico desencadena una fuerte
y rapida dependencia, lo que conlleva un fuerte impacto en la salud de sus usuarios
(Triaca y cols. 2009). En ellos se describe un perfil clinico caracteristico, que se
diferencia de otras drogas como la cocaina o el alcohol. A su vez, el consumo de PBC se
instaurd principalmente en individuos jovenes y en situaciones vulnerables, y
frecuentemente se lo asocia con actividades ilicitas y de violencia por parte de los
usuarios (Pascale y cols. 2014). La necesidad de contar con informacién sobre los
efectos neurobiolégicos inducidos por ésta droga impulsd nuestro interés por
investigar en este tema. Si bien hemos avanzado en el estudio de los efectos
farmacoldgicos de la PBC en sistema nervioso central (SNC), ain no conocemos los
factores que podrian explicar la alta dependencia inducida por esta droga.

Esta Tesis propone abordar esta interrogante mediante el analisis de procesos
directamente relacionados con el desarrollo de la adiccion, como lo son el fenémeno
de sensibilizacion comportamental, los cambios neuroquimicos asociados, y el estado
motivacional por la busqueda de la droga. La presente Tesis expone la importancia de
los adulterantes en las drogas de abuso, y en particular, el rol de la cafeina y su
interaccion con la cocaina presente en la PBC como uno de los factores que parece
contribuir al fuerte craving y busqueda experimentada por sus consumidores.



INTRODUCCION

1. PASTA BASE DE COCAINA

1.1 Definicion de Pasta Base de Cocaina

La Pasta Base de Cocaina (PBC) es una droga ilegal de abuso con propiedades
psicoestimulantes, consumida en varios paises de Sudamérica. La misma constituye un
producto intermedio en el proceso de extraccion del alcaloide cocaina (Figura 1), a
partir de las hojas de coca del arbusto Erythroxylum coca, hasta la obtencion final del
clorhidrato de cocaina (Castafio 2000). Dicho proceso generalmente implica la
maceracion de las hojas de coca en una solucion con amoniaco u otra sustancia
alcalina, solventes orgdnicos como Kerosene o gasoil, y acido sulfurico (Figura 1). La
mezcla resultante contiene un porcentaje variable de cocaina en su forma de base, e
impurezas que surgen del procesamiento quimico, como restos de solventes y
metabolitos de la planta (Castafio 2000; EISohly y cols. 1991; JND 2007). Finalizado este
proceso, la PBC tiene la apariencia de un polvo de consistencia pastosa y color blanco
amarillento o amarronado, dependiendo del grado de avance del proceso de
purificacidén y cantidad de cocaina e impurezas que contenga la mezcla.

A su vez, como todas las drogas ilicitas, la PBC se vende con el agregado de sustancias
adulterantes. Los adulterantes se clasifican en dos tipos: los inactivos, definidos como
aquellas sustancias que se agregan exclusivamente con el fin de aumentar su volumen
y asi aumentar el rédito econdmico del que las vende; y los activos, definidos como
aquellas sustancias que poseen la capacidad de imitar o potenciar los efectos de la
droga (Cole y cols. 2010). Estos ultimos pueden poseer un efecto psicoactivo, por lo
gue constituyen un factor relevante que debe ser considerado a la hora de estudiar los
efectos neurobioldgicos de drogas ilegales de abuso.

FAseE I FAsSE Il

+Acido clorhidrico +
amoniaco + permanganato

*Desecacidn y machacado

*Kerosene + amoniaco +

4cido sulfdrico de potasio
*Filtrado *Filtrado y secado
> >
Hojas de coca Pasta Base de Cocaina Clorhidrato de Cocaina

“Eritroxylum coca”

Figura 1. Esquema del proceso de elaboracion de pasta base de cocaina y clorhidrato de
cocaina en tres diferentes fases. Puede apreciarse la pasta base de cocaina como un producto
intermedio en la purificacion del alcaloide cocaina en su forma de clorhidrato, a partir de las
hojas de coca.



1.2 Caracteristicas del consumo y formas de PBC

El consumo de PBC en Latinoamérica estd reportado desde las décadas del 70 y 80, en
principio delimitado a los paises productores de clorhidrato de cocaina como
Colombia, Bolivia y Peru, siendo éste ultimo donde se describid el primer caso clinico
de adiccion a PBC (Jeri y cols. 1978; UNODC 2013). Posteriormente su consumo se
extendid hacia el sur, instaldndose en Paraguay, Chile, Brasil y Argentina,
probablemente impulsado por su bajo costo, facil acceso y la prohibicidon de venta de
precursores quimicos de clorhidrato de cocaina (Pascale y cols. 2014). En Uruguay
existen registros de la presencia de PBC desde el aino 2000, aunque su consumo se
expandid e instaurd definitivamente en el mercado de drogas a partir del afio 2002,
favorecido por la crisis econdmica y la ausencia de otras drogas como la cocaina y
marihuana en el periodo 2002-2004 (JND 2007; JND 2008).

De acuerdo con la 5ta Encuesta Nacional en Hogares sobre Consumo de Drogas (JND,
2012) el consumo de PBC en nuestro pais presenta una prevalencia anual de 0,4 %;
una prevalencia baja en comparacion con otras drogas de abuso como la cocaina y
marihuana. De hecho, la PBC ocupa el sexto lugar en la lista de drogas mas
consumidas, después del alcohol, tabaco, tranquilizantes, marihuana y cocaina. Aun
asi, es importante tener en cuenta que el consumo de PBC se encuentra
heterogéneamente distribuido en las diferentes regiones geograficas (segmentacion
territorial y socioecondmica), de forma que en zonas mds vulnerables, al norte y oeste
de Montevideo, su prevalencia anual alcanza el 4 % (JND, 2013). Pese a su baja
prevalencia, las caracteristicas y consecuencias de su consumo a nivel social y sanitario
hacen que la droga posea una alta visibilidad, y sea al dia de hoy uno de los principales
problemas en materia de drogas ilegales de nuestro pais.

La PBC se comercializa principalmente bajo dos formas: la “tiza” para el trafico
internacional, y “gota” o “chasqui”, que es la forma que se vende dosificada al
consumidor (Figura 2). Si bien es dificil constatar exactamente la cantidad que contiene
cada muestra, se considera que cada chasqui o “dosis” posee entre 0,1-0,5 gr. de PBC,
mientras que las tizas pesan entre 10-15 gr. Se ha estimado que los consumidores
dependientes de PBC pueden consumir mas de 20 dosis por dia, lo que daria un
consumo diario de hasta 10-20 gr.; una cantidad importante si se considera que entre
los consumidores de cocaina el maximo suele ser entre 2-3 gr. por dia (William Garzén,
comunicacion personal). Aln no estd claro si el alto consumo de dosis por dia se debe
al bajo contenido en cocaina que podrian contener las muestras de PBC, o si estd
asociado a un componente compulsivo de busqueda y consumo, caracteristico de la
adiccién.




Figura 2. Muestras representativas de PBC en su formato tiza (A) y chasqui (B)

1.3 Via de administracion, efectos centrales y periféricos

La PBC es una forma bdasica de cocaina, por lo que a diferencia del clorhidrato de
cocaina, posee un punto de volatilizacion bajo y ademas es sublimable. Estas
propiedades determinan que la via de consumo mas comun de la PBC sea la inhalacién
pulmonar, definiéndose asi como una cocaina fumable. La misma se consume
mediante pipas u otros dispositivos similares de fabricacidon casera, y puede fumarse
mezclada con otras drogas como tabaco y marihuana (Pascale y cols. 2010, Pascale y
cols. 2014).

La gran irrigacidn a nivel pulmonar facilita que luego de su inhalacién los componentes
de la PBC se absorban a gran velocidad y en alta cantidad. A su vez, su naturaleza
liposoluble le permite atravesar facilmente la barrera hematoencefalica, lo que en
conjunto determina que la PBC alcance el Sistema Nervioso Central (SNC) en pocos
segundos, generando un potente y veloz efecto euforizante (Lizasoain y cols. 2002).
Esta etapa inicial de euforia se caracteriza por la presencia de alteraciones
psicomotrices como hiperactividad motora, estereotipias, hiperexcitabilidad vy
aceleracién de los procesos del pensamiento, junto con aumentos en la presiéon
arterial, temperatura, frecuencia respiratoria y cardiaca. Sin embargo, su efecto
estimulante desaparece a los pocos minutos, reemplazado por sensaciones de
angustia, ansiedad, depresidon (en ocasiones con ideacidn suicida), miedo, apatia e
indiferencia sexual. Esta etapa de disforia suele venir acompafiada por un deseo
incontrolable de volver a consumir (craving), lo que desencadena la busqueda de la
droga. En muchas ocasiones esto resulta en un consumo ininterrumpido, a fin de evitar
el estado emocional negativo (Jeri 1984; Pérez 2003; Triaca y cols. 2009).

Al consumirse en forma crénica, los reportes médicos describen un perfil clinico
caracteristico de los consumidores de PBC, el cual incluye la aparicion de insomnio,
anorexia, irritabilidad, alteraciones de memoria y concentracion, pensamiento rigido,
impulsividad y agresividad, ademas de los otros efectos ya mencionados. En algunos
casos también puede observarse la aparicién de psicosis paranoide y alucinaciones
dependiendo de la cantidad consumida, asi como conductas antisociales. Uno de los
hallazgos que podria explicar algunas alteraciones conductuales de los usuarios de



PBC, fue la demostracion de alteraciones en la funcionalidad de la corteza prefrontal
(CPF) de consumidores de PBC en comparaciéon con consumidores de cocaina
(Bojoérquez 1991; Ferrando y cols. 2009; Pérez 2003; Triaca y cols. 2009). Se sabe que la
CPF es una region clave en el control inhibitorio del comportamiento y en la capacidad
de toma de decisiones (Ridderinkhof y cols. 2004). Ambas funciones se encuentran
significativamente disminuidas en los usuarios de PBC en relacién a los de cocaina, lo
gue podria relacionarse con la predisposicidén a la conducta agresiva, particularmente
durante el consumo o la abstinencia precoz (Ferrando y cols. 2009; Triaca y cols. 2009).
A su vez, es importante mencionar que la abstinencia prolongada fue capaz de revertir
la hipofuncionalidad frontal en los consumidores de PBC (Ferrando y cols. 2009), lo que
descarta efectos neurotdxicos permanentes en esta region. Por otro lado, estos
resultados no pueden asociarse directamente a la droga en si misma, dado que los
usuarios de PBC son policonsumidores (Pascale y cols. 2010). Es necesario profundizar
sobre las posibles interacciones con otras drogas en relacién a estas alteraciones
funcionales.

En conjunto, ciertos efectos subjetivos y fisioldgicos producidos por PBC, como el
aumento de alerta, euforia y desinhibicidn, son similares a los observados por cocaina
en su forma de clorhidrato. Sin embargo, otras caracteristicas como el deterioro
cognitivo, rotura de cddigos sociales y conductas vinculadas con violencia, delinean un
perfil clinico diferencial para los consumidores de PBC (JND 2008; Pascale y cols. 2014).

Un aspecto de crucial importancia en el que la PBC se distingue del clorhidrato de
cocaina es en su poder adictivo. Los consumidores crénicos de PBC experimentan una
fuerte y rapida dependencia en comparacién con los consumidores de cocaina. Se ha
registrado que un 53 % de quienes consumieron PBC en el Gltimo ano tiene signos de
dependencia, mientras que para cocaina ese valor es de 34 % (JND 2012). Segun los
datos epidemiolégicos (JND 2013; Triaca y cols. 2009), esta diferencia podria deberse
en parte a que los consumidores de PBC suelen presentar mas factores de riesgo
(accesibilidad a las drogas, carencias econdmicas y sociales) y menos factores de
proteccion (vinculos laborales y académicos, redes sociales y sistemas de apoyo) que
los consumidores de cocaina. Sin embargo, hasta el momento de esta Tesis no habia
trabajos que abordaran directamente las posibles causas de este fendmeno.

Existen evidencias que demuestran que la velocidad con la cual la droga alcanza el
cerebro es uno de los factores fundamentales para determinar su efecto psicoactivo y
potencial adictivo (Gossop y cols. 1992; Samaha y Robinson 2005). Se ha argumentado
gue ésta puede ser la razén por la que el crack, otra cocaina fumable, es mas adictiva
que la cocaina esnifada (Gossop y cols. 1992; Hatsukami y Fischman 1996). En este
sentido, se piensa que su rapida via de administracién constituye uno de los factores
gue explicarian el perfil clinico diferencial observado en los consumidores de PBC. Sin
embargo, considerando que la PBC no es una droga pura, sus componentes podrian




promover distintos niveles de estimulacion en el SNC e incidir en el poder adictivo de
la droga, por lo que el factor “composicidon quimica” también debe considerarse.

2. ADICCION A DROGAS DE ABUSO

2.1 Definicion de adiccion y etapas del ciclo adictivo

La adiccién a drogas se define como un desorden de recaida cronica, caracterizado por
la busqueda compulsiva y consumo de la droga, pérdida de control en limitar su
consumo, y la emergencia de un estado emocional negativo (disforia, ansiedad,
irritabilidad) cuando el acceso a la droga es impedido (APA 2013; Koob y cols. 1998;
Koob y Le Moal 1997). Es importante destacar que sélo un porcentaje muy bajo de las
personas que consumen drogas desencadenan una adiccion (Anthony y cols. 1994;
Koob y Le Moal 2006). Aun no se conocen cuales son los determinantes de la transicién
del uso no problematico a la dependencia, aunque se cree que el grado de exposicion
a la droga y factores socio-vinculares, ambientales, genéticos y alteraciones en el
desarrollo del SNC pueden contribuir a la susceptibilidad de algunos individuos
(Deroche-Gamonet y cols. 2004; Kasanetz y cols. 2010; Koob y LeMoal 2001; Koob y Le
Moal 2006). En este contexto, llama particularmente la atenciéon que mas de la mitad
de quienes consumieron PBC en el ultimo afio presentan signos de dependencia (JND
2012).

Segun George Koob, la adiccién también puede ser entendida como un trastorno que
avanza desde aspectos impulsivos a compulsivos, a través de un ciclo adictivo que
involucra tres etapas: intoxicacién aguda/repetida, abstinencia/estado afectivo
negativo, y busqueda/anticipacién (Koob y Simon 2009; Wise y Koob 2014). La primera
etapa incluye los efectos centrales de la droga al consumirse de forma aguda o
repetida, y las consecuencias sobre el umbral de estimulacién de recompensa. La
etapa de abstinencia/estado afectivo negativo abarca todas aquellas modificaciones y
alteraciones conductuales y afectivas asociadas a la interrupcion del consumo.
Finalmente, la etapa de busqueda/anticipacién se caracteriza por un acrecentamiento
del craving y de la busqueda de droga, junto con una sensibilidad aumentada para
claves asociadas al consumo. Esta etapa del ciclo se considera una fase crucial para el
cambio en la motivacidén por las drogas, y las recaidas que caracterizan la adiccién
(Koob y Le Moal 2006; Koob y Volkow 2010). Cada una de estas etapas es mediada por
diferentes circuitos que involucran un juego de regiones del SNC asociadas a la
recompensa, motivacion, aprendizaje, funciones ejecutivas y motoras (Koob y Volkow
2010).

Comprender los efectos que genera una droga de abuso con alto poder adictivo, como
es el caso de la PBC, implica estudiar su accion en el SNC y las consecuencias que
induce en los procesos involucrados en las distintas etapas del ciclo adictivo.




2.2 Neurobiologia de accién de drogas de abuso: circuito motivacional

Una de las hipodtesis principales sobre el efecto reforzador de las drogas de abuso vy el
cambio inicial hacia la busqueda y obtencién de la droga, se basa en la
neuroplasticidad de las regiones involucradas en el llamado circuito motivacional o de
recompensa (Pierce y Kalivas 1997). Este circuito participa en la atribucién de saliencia
(valor o importancia) a un estimulo determinado, y en la modulacién de la respuesta
conductual frente al mismo. Es asi que este circuito resulta clave en la mediacién del
efecto motivacional y reforzador de estimulos recompensantes naturales, como lo son
la busqueda de pareja sexual y la conducta alimentaria, aunque también de las drogas
de abuso (Kalivas y Volkow 2005).

Como se observa en la figura 3, este sistema compromete varias regiones
interconectadas y los sistemas de neurotransmisién GABAérgico, glutamatérgico,
dopaminérgico (DAérgico) y peptidérgicos. Entre ellos se destaca particularmente el
sistema DAérgico mesolimbico, el cual posee un papel fundamental en el efecto
reforzador de drogas de abuso (Pierce y Kumaresan 2006). Este sistema esta formado
por neuronas DAérgicas cuyos somas estan ubicados en el drea tegmental ventral
(ATV) y sus axones se extienden hasta el nucleo accumbens (NAcc), amigdala, pélido
ventral e hipocampo. Las neuronas del ATV envian también conexiones reciprocas
hacia la CPF, conformando el circuito mesocortical. De esta forma, la actividad del ATV
es capaz de regular mediante sus proyecciones DAérgicas, el flujo de informacién entre
los distintos nucleos del circuito motivacional (Carr y Sesack 2000; Pierce y Kumaresan
2006; Sesack y Grace 2010).

Numerosas evidencias han mostrado que la administracion aguda o repetida de
cocaina y otras drogas psicoestimulantes aumenta los niveles extracelulares de DA en
el NAcc, lo que refleja la activacion del sistema mesolimbico (Carboni y cols. 1989, Di
Chiara e Imperato 1988; Volkow y cols. 2009). Cocaina actua principalmente mediante
el bloqueo del transportador de DA (DAT) en las terminales sindpticas, inhibiendo su
recaptacion. Esto resulta en la elevacién de la concentracién extracelular de DA, lo que
favorece la actividad DAérgica (Koob y Le Moal 2006; Lizasoain y cols. 2002). Estudios
en humanos utilizando técnicas de imagenologia mostraron un aumento de DA en el
nucleo caudado-putamen (incluyendo su region ventral, donde esta ubicado el NAcc)
inducido por cocaina, el cual estd asociado a los reportes subjetivos de recompensa
(euforia, sensacién de “high” o “viaje”) (Volkow y cols. 1997). De manera interesante,
este efecto imita y sobrepasa el aumento fisioldgico de DA que se genera por la
activacion fasica de las células DAérgicas frente a reforzadores naturales (Schultz 2002,
Volkow y cols. 2009).
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Figura 3. Esquema del circuito motivacional, indicando las conexiones entre las areas
involucradas. Tomado y modificado de Kalivas y Volkow 2005.

Ademas de su aferencia DAérgica, el NAcc recibe inervaciéon excitatoria desde la CPF,
amigdala e hipocampo (Kalivas y Volkow 2005; Sesack y Grace 2010). La activacién
cortical del NAcc se cree que esta relacionada con la desinhibicién de un plan motor
apropiado y dirigido hacia la adquisicion de recompensa. El hipocampo provee
informacién espacial y contextual al sistema, y se cree que es fundamental para el
aprendizaje condicionado caracteristico del proceso adictivo, el cual relaciona claves
del ambiente con la disponibilidad y los efectos de la droga (Everitt y Robbins 2005;
Koob y Volkow 2010). Por otro lado, la amigdala constituye una estructura critica en la
determinaciéon del valor motivacional y afectivo de un estimulo asociado a un evento
relevante. Su conexién con el NAcc puede estar relacionada con la saliencia otorgada a
un evento asociado con la recompensa, como puede ser la presencia o ausencia de la
droga (Cleck y Blendy 2008; Kalivas y Volkow 2005). La amigdala extendida también
participa de este sistema, aunque de manera indirecta a través de sus conexiones con
el ATV. La liberacion de GABA y polipéptidos como el factor liberador de corticotropina
sobre el ATV aporta informacidn sobre estrés y aspectos ambientales e introceptivos
de valencia negativa (Cleck y Blendy 2008).

La eferencia del NAcc es GABAérgica y proyecta hacia el palido ventral, region que se
interconecta con el talamo y constituye una via de informaciéon desde los ganglios
basales hacia la corteza (Koob y Volkow 2010).

Ademas de inervar el NAcc, la CPF, el hipocampo y la amigdala se encuentran
interconectados mediante proyecciones glutamatérgicas (Sesack y Grace 2010). Por lo
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tanto, estas cuatro estructuras estan integradas funcionalmente. Es asi que el NAcc
constituye una regién privilegiada para actuar como interfaz integrativa entre la
informacién motivacional de las regiones limbicas, las claves condicionadas del
hipocampo y el control motor de la corteza, y regular la salida comportamental
adecuada dirigida a una meta.

Por otra parte, el NAcc no es una estructura homogénea sino que comprende distintas
sub-regiones denominadas “shell” y “core”, las cuales se distinguen en sus aferencias y
proyecciones, microcircuiteria y rol funcional (Zahm 1999). Estudios anatémicos y
funcionales han determinado que, en términos generales, el NAcc shell esta
relacionado con la recompensa y las respuestas no condicionadas a las drogas,
mientras que el NAcc core estd involucrado en la ejecucion de las respuestas motoras
frente a contextos o estimulos motivacionalmente relevantes (Ito y cols. 2000; Wolf
2010).

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

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

El proceso adictivo involucra alteraciones en el circuito motivacional, y se cree que las
mismas estan relacionadas con el aumento de la motivacién y busqueda de la droga,
asi como la atribucién de una saliencia exagerada a la misma (Robinson y Berridge
1993; Robinson y Berridge 2008). Por lo tanto, el estudio del efecto repetido de una
droga de abuso y los cambios neuroquimicos asociados resulta fundamental para
comprender su potencial adictivo y sus acciones en el SNC. La mayoria de las
evidencias presentadas sobre la neurobiologia de accion de las drogas de abuso sobre
el circuito motivacional estan basadas en estudios de drogas como cocaina y
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anfetamina, opioides, nicotina y alcohol. Cada una de ellas aumenta directa o
indirectamente la transmisién DAérgica en el NAcc (Di Chiara e Imperato 1988; Volkow
y cols. 2009), efecto que se asocia con su propiedad reforzadora (Volkow y cols. 1999).
Sin embargo, hasta nuestro conocimiento no hay reportes en humanos sobre las
acciones de PBC en el circuito motivacional que expliquen el alto poder adictivo de la
droga que genera sobre sus consumidores. Ademas, hasta el inicio del presente trabajo
de Tesis, poco se conocia sobre las acciones de la PBC a nivel del SNC en animales.

2.3 Fenomeno de sensibilizacion comportamental

En animales de experimentacién, la administracién repetida de una droga
psicoestimulante sumado a un periodo de abstinencia, induce una potenciacién del
efecto hiperlocomotor cuando el animal es re-expuesto a la droga. Este fendmeno se
denomina sensibilizacion comportamental, y se estima que refleja los cambios
plasticos y duraderos en el SNC asociados al proceso adictivo (Pierce y Kalivas 1997;
Vanderschuren y Kalivas 2000).

Es importante destacar que este fendmeno involucra dos dominios temporales
distintos: el desarrollo y la expresiéon. El desarrollo de la sensibilizacién
comportamental se define como la secuencia transitoria de eventos celulares,
precipitados por la administracion repetida de psicoestimulantes, que lleva a los
cambios en la funcién neural responsables del aumento locomotor. Esta fase se ve
reflejada en el aumento progresivo de la actividad locomotora durante el tratamiento
repetido con la droga. La expresion, en cambio, se refiere a las alteraciones duraderas
de la funcién neural que surgen del proceso de desarrollo, y son las que median de
forma directa la respuesta locomotora potenciada. Esta fase se ve reflejada en la
hiperreactividad persistente a la droga luego de un periodo de abstinencia (Pierce y
Kalivas 1997).

Los circuitos involucrados en la sensibilizacion comportamental estan localizados en las
areas que integran el circuito motivacional y su salida motora, como la CPF, NAcc, ATV,
ED y amigdala, entre otras regiones (Kalivas y Volkow 2005; Pierce y Kalivas 1997).
Algunos de los cambios asociados al fendmeno de sensibilizaciéon en estas areas
incluyen alteraciones de la morfologia y densidad de dendritas y espinas dendriticas
(Robinson y Kolb 1999; Russo y cols. 2010), y aumentos en la expresion de proteinas
como la tirosina hidroxilasa y estatmina (Rodriguez-Espinoza y Fernandez-Espejo
2015). La tirosina hidroxilasa es la enzima limitante en la sintesis de catecolaminas, por
lo que su incremento se asocia a una mayor sintesis de DA (Feldman y cols. 1997); la
estatmina en cambio, actia como reguladora de la dindmica de los microtubulos, por
lo que el cambio en su expresidn estaria relacionado con las alteraciones en la
morfologia dendritica observadas durante la sensibilizacién (Rodriguez-Espinoza y
Fernandez-Espejo 2015). Otros cambios asociados a la sensibilizacién a
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psicoestimulantes comprenden hipersensibilidad de los receptores DAérgicos
postsindpticos, hiposensibilidad de los autoreceptores D, (Vanderschuren y Kalivas
2000), aumento en la densidad de receptores glutamatérgicos en el NAcc (Bordeau y
Wolf 2005) y aumento en la liberacion de algunos neurotransmisores, fenémeno que
se conoce como sensibilizacién neuroquimica. Particularmente, se ha evidenciado un
incremento en la transmision DAérgica mesolimbica (Pierce y Kalivas 1997) y una
mayor actividad de las proyecciones glutamatérgicas de la amigdala y corteza hacia el
NAcc (Kalivas 2004; Wolf 2010).

La sensibilizacion comportamental esta directamente relacionada a la expresién del
estado de busqueda/anticipacion, y al desarrollo de la adicciéon (Robinson y Berridge
1993; Vanderschuren y Pierce 2010). A su vez, la sensibilizacion inducida por cocaina,
se encuentra ampliamente reportada y establecida en la literatura (Crombag y cols.
2002; Kalivas y Duffy 1993; Kalivas y Stewart 1991; Kalivas y cols. 1988; Seymour vy
Wagner 2005). En estos estudios generalmente se utilizan protocolos de inyecciones
diarias durante 7 dias o mas, seguido de un periodo de abstinencia (Crombag y cols.
2002; Pierce y Kalivas 1997; Seymour y Wagner 2005). La abstinencia constituye una
etapa crucial en el proceso de sensibilizacion, en la cual se consolidan varias de las
adaptaciones producidas por la droga, mencionadas en el parrafo anterior (Kuhar y
Pilotte 1996; Pierce y Kalivas 1997). De esta forma, el tiempo de abstinencia repercute
directamente en el resultado de los tratamientos repetidos, habiéndose reportado una
mayor respuesta e intensidad de la sensibilizacion con periodos de abstinencia
prolongados, superiores a 14 dias (Pierce y Kalivas 1997).

Si bien se han aplicado una gran diversidad de protocolos y se ha evaluado la
relevancia de diferentes factores como el tiempo de tratamiento y abstinencia en la
sensibilizacién comportamental inducida por cocaina, aun no se ha evaluado la
induccion de este fendmeno luego de un tratamiento repetido con PBC.

2.4 Efectos de la cocaina sobre la transmision DAérgica en el NAcc

Estudios de microdidlisis intracerebral han demostrado que el tratamiento agudo vy
repetido de cocaina induce un aumento en los niveles extracelulares de DA en el NAcc
(Hurd y cols., 1989; Pettit y cols., 1990; Kalivas y Duffy 1993). No obstante, dicho
aumento de DA puede darse de manera diferencial en las subregiones del NAcc,
dependiendo del protocolo y la etapa del ciclo adictivo. El aumento de la DA en el NAcc
shell se ha asociado al efecto recompensante agudo de psicoestimulantes, y a la
asociacién de las propiedades sensoriales de estimulos apetitivos desconocidos e
impredecibles, con sus consecuencias bioldgicas (Di Chiara y cols. 2004). Esto ultimo es
de importancia para el establecimiento de asociaciones predictivas entre dichos
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estimulos y su valor recompensante, una relacién necesaria para el inicio de la
busqueda (Berridge y cols. 2009).

Por otro lado, la hiperactividad DAérgica en el Nacc core se halla implicada
principalmente en los aspectos motores de la recompensa, incluidos el aprendizaje
entre una accién y su consecuencia reforzadora (condicionamiento operante o
instrumental) y la facilitacion de la respuesta comportamental dirigida hacia la
obtencién de recompensa (Di Chiara y cols. 2004; Ito y cols. 2000). En acuerdo con esta
segregacion de funciones, reportes del grupo de Di Chiara muestran que dentro del
NAcc, la sensibilizacién comportamental inducida por cocaina estd asociada a un
incremento de los niveles extracelulares de DA Unicamente en el NAcc core (Cadoni y
cols. 2000; Cadoni y cols. 2003). Esto concuerda con otros trabajos en los que se
evidencia un incremento en la densidad de espinas dendriticas en el core, pero no en
el shell del NAcc, luego de la sensibilizacidn a cocaina (Li y cols. 2004).

Considerando la importancia de la sensibilizacion comportamental y su vinculacién con
el proceso adictivo, el estudio de los cambios neuroquimicos asociados a este
fenomeno es fundamental para comprender el potencial adictivo de la PBC y sus
acciones en el SNC.

2.5 Aspectos Motivacionales

La adiccién a drogas es delineada por algunos autores como un trastorno en la
motivacion (Kalivas y Volkow 2005; Robinson y Berridge 2008). Al dia de hoy, una de
las teorias biopsicoldgicas de la adiccidn mas aceptadas, es la llamada teoria de la
sensibilizacién de incentivo, presentada por Robinson y Berridge en 1993. Esta teoria
propone que la exposicidn repetida a drogas de abuso induce cambios en el circuito
motivacional, que se manifiestan en una hipersensibilidad hacia los estimulos
asociados con la droga y sus efectos sobre la motivacion de incentivo. La motivacién de
incentivo puede definirse como el priming o impulso por la obtencién de un estimulo
gue de otro modo seria neutro, pero que ha adquirido importancia motivacional a
través de asociaciones previas con una recompensa (Wise 2004). De manera mas
especifica, los autores se centran en uno de los procesos de la motivacion de incentivo:
la atribucion de saliencia de incentivo, o sea, la percepcidn de la relevancia que posee
un estimulo para el organismo (Robinson y Berridge 1993). Cuando un estimulo tiene
saliencia de incentivo, es atractivo para el animal y promueve conductas orientadas al
acercamiento o consumo de dicha recompensa.

En este contexto resulta de utilidad resaltar que el concepto de recompensa se
constituye de tres componentes disociables entre si: el “aprendizaje”, referido a las
asociaciones predictivas entre estimulo-respuesta; el “liking”, asociado al impacto

Ill

heddnico del estimulo recompensante; y el “wanting”, que se refiere a la saliencia de

incentivo y busqueda de la recompensa (Berridge 2009; Berridge y cols. 2009).
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Robinson y Berridge hipotetizan que la desregulacién del circuito motivacional
generada por el consumo repetido de drogas hace que se le atribuya una saliencia de
incentivo desproporcionalmente grande a las drogas de abuso en relacién a los
reforzadores naturales. Esto generaria una motivacién y un “wanting” exagerado por
la droga, lo que explicaria el craving y la busqueda compulsiva, caracteristicas
definitorias de la adiccion (Berridge y cols. 2009; Everitt y Robbins 2005). Por lo tanto,
el estudio de la motivacion y el comportamiento de busqueda, es clave para
comprender el potencial adictivo de una droga de abuso.

Una forma de estudiar la sensibilizacion de incentivo y la busqueda de droga es
mediante el paradigma de autoadministracion (Robinson y Berridge 2008). Este
comportamiento ha sido ampliamente reportado para cocaina (Pettit y Justice 1989;
Roberts y cols. 1980; Vanderschuren y cols. 2005), donde se ha caracterizado el pasaje
de la busqueda de droga a la cualidad compulsiva de la misma, luego de exposiciones
prolongadas (Vanderschuren y Everitt 2004). A su vez, un estudio de imagenologia en
ratas con 2—[14C]deoxi—glucosa mostrd una disminucion de la actividad funcional basal
de regiones mesocorticolimbicas luego de 30 dias de autoadministracion a cocaina
(Macey y cols. 2004). Esto se corresponde con un trabajo reciente, el cual demuestra
una disminucion de la reactividad apetitiva de los animales frente a recompensas
naturales como alimento palatable (dulce), luego de 14 dias de autoadministracién
(Green y cols. 2015). Estas evidencias reflejan un cambio en la saliencia atribuida a los
estimulos naturales en relacién a la cocaina.

Por lo tanto, el modelo de autoadministracién puede resultar de gran utilidad para el
estudio de la saliencia de incentivo percibida por los animales y la motivacién por la
obtencidn de la droga.

3. ANTECEDENTES DE TRABAJO

3.1 Composicion quimica de muestras incautadas de Pasta Base de Cocaina

Considerando que el factor “composicién quimica” podia ser uno de los elementos
para comprender los efectos inducidos por PBC en el SNC, en primera instancia se
procedid a analizar quimicamente una serie de muestras de PBC de nuestro pais. Las
mismas provinieron de incautaciones policiales en Montevideo y fueron
proporcionadas por el Instituto Técnico Forense, con la autorizaciéon de la Junta
Nacional de Drogas y el Ministerio de Salud Publica. Es importante destacar que éstas
eran muestras que potencialmente iban a ser consumidas por el usuario de PBC.

El andlisis de las muestras incautadas de PBC se realizé en la Plataforma de Servicios
Analiticos bajo la responsabilidad del Dr. Andrés Abin-Carriquiry y la asistencia técnica
de la MSc. Marcela Martinez. Se analizaron 10 muestras mediante la técnica de
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cromatografia liquida de alta resoluciéon con deteccidon de arreglo de diodos (HPLC-
DAD) y cromatografia de gas y espectrometria de masa (GC-MS). El resultado de este
analisis se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1 | Analisis cuantitativo de muestras de PBC de Uruguay

Muestras Cocaina base Cis-cinamoil Trans-cinamoil Cafeina
de PBC (%) cocaina (%) cocaina (%) (%)
PBC 1 689+ 36 18+02 06=02 150=+0.1
PBC 2 674+12 42 +02 1902 140=x02
PBC 3 K583 +06 0902 04+02 140=+=01
PBC 4 599 +45 10+02 1402 140+x05
PBC &5 6B2+20 MNd MNd 10+05
PBC 6 B02+x10 MNd MNd 10+x05
PBC 7 207+02 MNd MNd 103 +05
PBC 8 64602 MNd MNd 19005
PBC 9 434 +02 MNd MNd 0000
PBC 10 E53+02 MNd MNd 15005

Analisis cuantitativo de las muestras de PBC 1-10 realizado por HPLC-DAD y GC-MS. Los
datos estdn expresados como Medias + EEM. La cuantificaciéon de cocaina, cis y trans-
cinamoil cocaina y cafeina se realizé tomando como referencia soluciones estandares de
cada una de las sustancias. Nd: no determinado. Tomado de Prieto y cols. 2012.

De acuerdo a lo esperado, la cocaina fue el alcaloide principal encontrado en las
muestras de PBC, y su contenido varié entre un 20 y 70 % dependiendo de la
incautacion estudiada. En algunas de las muestras se encontraron también otros
alcaloides relacionados con el metabolismo de la cocaina, tales como trans- y cis-
cinamoil cocaina, aunque los mismos estan presentes en muy baja proporcién (0.4 -
4.2 %). Estos resultados coinciden con el andlisis realizado por EISholy y colaboradores
(1991) sobre muestras de PBC provenientes de Peru y Colombia, lo que sugiere que las
muestras de PBC podrian tener un origen similar. Sin embargo, el reporte de EISholy no
consideraba la presencia de adulterantes. Lidocaina, fenacetina y cafeina constituyen
las sustancias adulterantes mas comunes de encontrar en drogas ilegales como la
cocaina, metanfetamina y heroina (Barat y Abdel-Rahman 1998; Cole y cols. 2011;
Fucci y De Giovanni 1998). Por lo tanto, en la caracterizacion quimica de PBC se ensayo6
la presencia de éstos adulterantes. De estas tres sustancias, el Unico adulterante activo
reconocido hasta el momento fue la cafeina, variando su contenido entre 1 y 15 %
(Lépez-Hill y cols. 2011; Meikle y cols. 2009, Moraes y cols. 2010). La cafeina suele ser
usada como adulterante en drogas ilicitas principalmente por su cardcter legal (lo que
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la hace mas facil de conseguir), su bajo costo y accién psicoestimulante (Cole y cols.
2011). Ademas, la cafeina puede ser volatilizada (Gostic y cols. 2009), lo que puede
explicar su uso como adulterante en las muestras de PBC.

De manera interesante, estudios pre-clinicos sugerian un rol importante de la DA en
las propiedades psicoestimulantes de la cafeina, y se ha demostrado que su
administracién incrementa la hiperactividad locomotora inducida por cocaina (Garrett
y Griffiths 1997, Misra y cols. 1986). Estas observaciones sugerian la existencia de una
interaccion entre los efectos de la cocaina y cafeina.

3.2 Efecto farmacolégico agudo de PBC

Una vez conocida su composicidon quimica y con el objetivo de comenzar a estudiar sus
acciones a nivel del SNC, se procedio a estudiar el efecto estimulante inducido por PBC,
y el rol de cafeina como principal adulterante. Para esto se seleccionaron tres muestras
representativas de la diversidad quimica de la PBC (Tabla 1): PBC 1 (alto contenido de
cocaina base y cafeina); PBC 5 (alto contenido de cocaina base, bajo contenido de
cafeina); y PBC 7 (bajo contenido de cocaina base, alto contenido de cafeina). El efecto
estimulante se evalué mediante el registro de la distancia recorrida, como indice de la
actividad locomotora inducida por la administracion sistémica aguda de las diferentes
muestras, a dosis equivalentes de cocaina base.

Como se observa en la Figura 4A, todas las muestras de PBC indujeron un efecto
estimulante, evidenciado por una mayor distancia recorrida respecto al control. La
hiperlocomocién inducida por PBC 1 y PBC 5 resultdé muy similar a los animales
inyectados con cocaina, lo que sugiere que la cocaina base presente en la PBC fue la
principal responsable de su accion estimulante. Sin embargo, la inyecciéon de PBC 7 a
una dosis equivalente de cocaina base de 5 mg/kg, indujo un aumento en la actividad
locomotora significativamente mayor al de cocaina. Esta diferencia indicé que ademas
de la cocaina base, otros compuestos participaban del efecto estimulante de la PBC 7.
Con el fin de confirmar si la cafeina era la responsable de este fenédmeno, se
administré la combinacidon de cocaina y cafeina a dosis equivalentes a su contenido en
la PBC 7 (5 vy 2,5 mg/kg, respectivamente; Figura 4B). La co-administracion de estas
drogas reprodujo el efecto hiperlocomotor de PBC 7, lo que demostrd que la cocaina 'y
cafeina fueron los principales responsables de su efecto estimulante agudo (Lopez-Hill
y cols. 2011; Prieto y cols. 2012), descartando la participacion de las impurezas en los
efectos observados.

Estos resultados demostraron ademds que la cafeina, cuando estd presente en
determinadas proporciones, es capaz de actuar de forma aditiva con la cocaina,
potenciando su efecto estimulante. Estos datos resaltaron la importancia de
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Distancia recorrida (m)

considerar el contenido quimico y las caracteristicas del adulterante a la hora de
estudiar las acciones de la PBC en el SNC.

Adicionalmente, estos resultados permitieron evidenciar que la co-administracidon de
cocaina y cafeina a las dosis equivalentes a su contenido en las muestras de PBC, es un
sustituto valido para estudiar otros aspectos comportamentales inducidos por PBC.
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Figura 4. A: Actividad locomotora inducida PBC 1, 5y 7 a dosis equivalentes de cocaina base (5
mg/kg) y cocaina (5 mg/kg), durante 60 min. B: Actividad locomotora inducida por cocaina (5
mg/kg), cafeina (2.5 mg/kg), y la co-administracion de cocaina (5 mg/kg) y cafeina (2.5 mg/kg),
durante 60 min. de registro. Media + EEM. ANOVA de una via - Test de Newman-Keuls. *=vs
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A nivel neuroquimico, estudios previos demostraron que administracion aguda de PBC
indujo un aumento en los niveles tisulares de DA en el NAcc (Meikle y cols. 2009), el
cual se correspondié con su efecto estimulante agudo. Estas observaciones reflejan un
aumento en la actividad del sistema DAérgico mesolimbico, probablemente mediada
por los mecanismos de accién de cocaina y cafeina. Sin embargo, aun no se ha
evaluado el impacto de la PBC en los niveles extracelulares de DA en las distintas
subregiones del NAcc y sus efectos asociados.

3.3 Mecanismo de accion de cafeina

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

La cafeina actua en el organismo como un antagonista competitivo no selectivo de los
receptores de adenosina (Fredholm y cols. 1999). La adenosina enddgena constituye
un regulador importante de la transmision DAérgica, la cual es sintetizada
principalmente a partir de AMP por la accién de la enzima 5’ nucleotidasa, tanto intra




como extracelularmente (Fredholm 1995). Aun asi, la concentracion de adenosina en
el fluido extracelular estd regulada por la accién del transportador equilibrativo de
nucléosidos, y su accién estd mediada por la uniéon a tres tipos de receptores
metabotrépicos: A;, A; (Aoay Azg) ¥ As. Si bien todos ellos se expresan en el cerebro, el
nivel extracelular de adenosina en condiciones fisiolégicas es suficiente para activar
Unicamente los receptores A; y Aja. Los receptores Ay y A3z presentan una baja
afinidad por la adenosina, y se activan sélo con niveles patoldgicos altos de adenosina,
por lo que su actividad en condiciones fisioldgicas se considera despreciable (Ferré
2008; Fredholm y cols. 1999). Por lo tanto, la cafeina ejerce sus acciones
principalmente a través de la interaccidn con los receptores adenosinérgicos A1 y Aja.
Estos dos receptores presentan efectos farmacolégicos opuestos: el A; reduce los
niveles celulares de AMPc, mientras que el Aa los incrementa (Fredholm y cols. 2001).
Los receptores A; y Aa co-localizan con los receptores DAérgicos D; y D, en las
neuronas espinosas medias (NEMs) del ED y NAcc de manera especifica, definiendo
dos poblaciones neuronales: las NEMs que contienen sustancia P y dinorfina, ricas en
receptores D; y Ay, y las NEMs que contienen encefalina, ricas en receptores D, y Aja
(Cauli y Morelli 2005; Fisone y cols. 2004; Fredholm y cols. 1999). A nivel pre-sinaptico,
se ha descrito que la adenosina es capaz de atenuar la liberacion de DA (Ferré 2008;
Ferré 2010), mientras que a nivel post-sindptico la misma disminuye la transmisidn
DAérgica mediante interacciones antagdnicas entre los receptores de adenosina y DA.
La unidén de adenosina a sus receptores inicia una cascada de segundos mensajeros
gue se contrapone a las sefales iniciadas por la activacion de los receptores DAérgicos;
y a su vez los receptores A; y A,n son capaces de formar heterémeros con los
receptores D; y D, respectivamente, lo que disminuye la afinidad de la DA por su
receptor (Ferré 2010; Fisone y cols. 2004; Fuxe y cols. 2005). Por lo tanto, al bloquear
los receptores de adenosina, la cafeina es capaz de remover el freno adenosinérgico y
potenciar los efectos de la estimulacion DAérgica (Fisone y cols. 2004).

Tanto la cocaina como la cafeina, si bien por distintos mecanismos, poseen la facultad
de facilitar la transmisién DAérgica, lo que puede explicar en parte su accién aditiva o
sinérgica al administrarse en forma conjunta.

3.4 Interaccidn entre cocaina y cafeina

La interaccién entre cocaina y cafeina se ha reportado en diversos modelos
experimentales. A nivel motor, se ha demostrado que la administracién de cafeina
incrementa la hiperactividad locomotora inducida por cocaina (Mirsa y cols. 1986), y
gue lo mismo ocurre cuando los animales son expuestos de forma prolongada a
concentraciones bajas de cafeina en forma oral (Gasior y cols. 2000). Asimismo, el
tratamiento repetido con cafeina es capaz de potenciar la expresion de la
sensibilizacidon a cocaina (Kuribara 1994; Schenk y cols. 1990; Simola y cols. 2006a).
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Este fendmeno de sensibilizacidén cruzada resulta interesante, pues sugiere un sustrato
neural comun (Robinson y Berridge 1993). En este sentido, un estudio demostrd que la
pre-exposicidén a una dosis alta de cafeina (15 mg/kg) no indujo ningun incremento en
la locomocion de los animales al ser desafiados con una dosis menor de cafeina (5
mg/kg), pero si logré expresar la sensibilizacidn al ser desafiados con los agonistas de
los receptores DAérgicos D; y D,, SKF 77434 y quinpirol respectivamente (Cauli y
Morelli 2002).

Estas interacciones en el proceso de sensibilizacién son de gran importancia si se
considera la presencia de cafeina como adulterante en varias drogas de abuso, y que
cocaina y cafeina son los principales componentes de la PBC.

Ademas de la potenciacion locomotora, algunos estudios han demostrado una
contribucién de la cafeina al efecto reforzador de la cocaina. En particular, se ha visto
que la combinacién de ambas drogas a dosis bajas (0,32 mg/kg) indujo un efecto
aditivo en el modelo de condicionamiento de preferencia de lugar, pasando mas
tiempo en el compartimento condicionado que los animales tratados con cocaina sola
(Bedingfield y cols. 1998). De manera interesante, también se han registrado
interacciones con la cafeina en el modelo de autoadministracién. Particularmente, se
ha visto que la pre-exposicion a cafeina es capaz de acelerar la adquisicién de la
autoadministracion a cocaina (Horger y cols. 1991), y aumentar su respuesta en
protocolos de reforzamiento de proporcion fija (para evaluar su efecto reforzador)
(Schenk y cols. 1994). La cafeina también puede actuar como una clave para las drogas
psicoactivas, produciendo la reinstalacion del comportamiento de busqueda de
cocaina luego de una abstinencia (Green y Schenk 2002; Schenk y cols. 1996; Worley y
cols. 1994). Sin embargo, aun no se ha estudiado el efecto de la interaccién de estas
dos drogas haciendo foco en la motivacién por la bldsqueda, mediante el uso de
protocolos especificos. Considerando que la cocaina y cafeina son los responsables
principales de los efectos comportamentales de la PBC, estos estudios podrian ser
importantes para comprender la fuerte dependencia y craving inducidos por su
consumo repetido.

En base a los antecedentes mencionados, se hace evidente la necesidad de conocer los
factores y mecanismos que subyacen a la rapida dependencia asociada al consumo de
PBC en relacidon con otras drogas de abuso como la cocaina. Si bien la via de
administracion es un factor importante en la determinacion del potencial adictivo de
una droga, los estudios previos de nuestro laboratorio evidenciaron que la
composicidon quimica de la PBC es un factor significativo que puede explicar algunos
aspectos del perfil clinico diferencial de sus consumidores. Esencialmente, la
interaccidon entre sus componentes principales, cocaina y cafeina, ha mostrado ser
determinante en los efectos agudos de la PBC. Resulta necesario en este contexto,
aportar informacién pre-clinica sobre los efectos de la PBC en el SNC vy el rol de sus
componentes luego de tratamientos repetidos. La evaluacion de aspectos fuertemente
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vinculados al proceso adictivo, como lo son la sensibilizacién comportamental y sus
consecuencias neuroquimicas, junto con la desregulacion motivacional por la
busqueda de droga, permitirdn avanzar en la comprensién de las causas que subyacen
al fuerte craving y consumo compulsivo de la PBC.

HIPOTESIS DE TRABAJO

La hipdtesis general de trabajo se basa en que la composiciéon quimica de la PBC
constituye un factor clave en la determinacidon de sus propiedades de incentivo y su
alto poder adictivo. En particular, consideramos que cocaina y cafeina son los
componentes principales que subyacen a los efectos comportamentales y
neuroquimicos vinculados a los procesos de adiccidn inducidos por PBC.

La hipdtesis especifica se basa en que el tratamiento repetido de PBC o su sucedaneo
de cocaina y cafeina genera un efecto mayor en la sensibilizacion comportamental y
neuroquimica DAérgica comparado con cocaina. Ademas, el sucedaneo de PBC induce
un mayor valor de incentivo y potencial adictivo que cocaina sola.

OBJETIVO GENERAL

Basados en los antecedentes de la tematica y en los resultados de nuestro grupo de
trabajo, la presente tesis pretende continuar aportando informaciéon vinculada al
fenédmeno de consumo de PBC. El objetivo general del trabajo consistié en profundizar
en el estudio de los efectos centrales de PBC, utilizando aproximaciones conductuales
y neuroquimicas vinculadas a los procesos de adiccidn. En particular, se estudio el
papel que juegan sus principales componentes, cocaina y cafeina, en la rdpida y alta
dependencia que genera la PBC.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudio del fendmeno de sensibilizacion comportamental inducido por PBC.

11

1.2

Evaluacién del desarrollo y expresion de la sensibilizacidn
comportamental inducida por una muestra de PBC con alto contenido en
cocaina y cafeina (PBC1), mediante el andlisis de la actividad locomotora
en el modelo de campo abierto.

Determinacién de la contribucién de cocaina y cafeina al fendmeno de
sensibilizacion comportamental inducida por PBC.

2. Estudio del fendomeno de sensibilizacion neuroquimica inducido por el sucedaneo

de PBC.

2.1

Determinacién del efecto neuroquimico de la combinacidon de cocaina y
cafeina sobre los niveles extracelulares de DA y sus metabolitos en el NAcc
core mediante la técnica de microdialisis intracerebral in vivo, utilizando el
tratamiento de sensibilizacion comportamental.

3. Estudio de la propiedad motivacional del sucedaneo de PBC.

3.1

Evaluacién del efecto motivacional de la combinacion de cocaina y cafeina
mediante la evaluaciéon del comportamiento de busqueda de droga y su
comparacidn con cocaina, utilizando el modelo de autoadministracién en
ratas.
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MATERIALES Y METODOS

1. Animales

En los experimentos asociados a los objetivos especificos 1 y 2 se utilizaron ratas
macho, cepa Wistar, de 2-3 meses de edad, pesando entre 250-320 gr. al inicio de los
procedimientos experimentales (N= 97). Los animales fueron criados en las
instalaciones del Bioterio del IIBCE, mantenidos en condiciones controladas de
temperatura (22 £ 2°C) y con un ciclo luz-oscuridad constante (luces prendidas de 7:00
AM - 7:00 PM). Fueron alojados en grupos de 6 animales, en cajas de pldstico
transparentes, con comida y agua ad libitum. Todos los procedimientos que se llevaron
a cabo se encuentran bajo las normas éticas establecidas y aprobadas por el Comité de
Etica en el Uso de Animales del IIBCE (CEUA-IIBCE), y de acuerdo con la Ley Nacional N°
18.611 de experimentacién animal.

En el experimento asociado al objetivo especifico 3 se utilizaron ratas macho, Sprague-
Dawley, provenientes de Laboratorios Harlan (Italia) (N= 32). Los animales tuvieron
entre 250-275 gr de peso al inicio de los procedimientos experimentales, y fueron
alojados en grupos de 4 en cajas de plastico transparente, con comida y agua ad
libitum, temperatura y ciclo luz-oscuridad controlados (23 * 2°C, luces prendidas 8:00
AM - 8:00 PM). Luego de la cirugia (ver Materiales y Métodos, Objetivo Especifico 3)
los animales fueron alojados de forma individual, manteniendo la comida y agua ad
libitum. Una vez iniciadas las sesiones de autoadministracidn se limitd el alimento a
una racién diaria de 20 gr de comida, disponible al culminar la sesidon experimental. El
control de la comida se utilizé para facilitar los comportamientos de busqueda en los
animales, principalmente en las primeras sesiones de entrenamiento. Todos los
procedimientos cumplieron las directrices y protocolos aprobados por la Unidn
Europea (Directiva del Consejo 86/609/EEC; Decreto Legislativo 27.01.1992, No 116) y
la Comisién de Etica en el Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Cagliari.

2. Drogas

Para el desarrollo de este trabajo se considerd el contenido quimico de la muestra
PBC 1. El analisis quimico de la PBC 1 demostré que contiene un 68,9 % de cocaina
base y 15,0 % de cafeina (ver Tabla 1). La muestra de PBC proviene de incautaciones
policiales y fue suministrada por el Instituto Técnico Forense, con la autorizacién de la
Junta Nacional de Drogas. Para disolver la muestra de PBC se utilizd una solucién de
acido clorhidrico al 2 % y agua destilada, y se llevd a un pH Optimo para su
administracion sistémica (pH= 6-6,5) con hidroxido de sodio. El clorhidrato de cocaina
y cafeina se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Alemania), y ambas fueron disueltas en
salino.
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OBJETIVO ESPECIFICO 1: Estudio del fenémeno de sensibilizacién comportamental
inducido por PBC.

Grupos experimentales

Con el fin de evaluar el fendmeno de sensibilizacion comportamental inducido por
PBC, un grupo de animales fue tratado con la muestra PBC 1, a una dosis equivalente
de cocaina base de 10 mg/kg (dosis final 13 mg/kg). Otros grupos de animales fueron
tratados con cocaina, cafeina, y la combinacién de ambas drogas, para determinar el
rol de los componentes de la PBC en la sensibilizacion. Especificamente, la cocaina se
administré a una dosis de 10 y 5 mg/kg; cafeina a una dosis de 2,5 mg/kg; vy la
combinacion, cafeina a 2,5 mg/kg con cocaina 10 y 5 mg/kg, y cafeina 1 mg/kg con
cocaina 5 mg/kg. La dosis de cafeina fue calculada en base al contenido de cafeina en
la muestra PBC 1. Los animales controles fueron inyectados con el vehiculo
correspondiente, y el volumen de inyeccién fue de 1 mL/kg.

Como se menciond anteriormente, la combinacidn de cocaina y cafeina a dosis
equivalente a su contenido en la PBC, genera sus mismos efectos comportamentales,
demostrando que las impurezas no participan de sus efectos. Por lo tanto, dicha
combinaciéon puede usarse como sustituto para estudiar algunas propiedades de la
PBC (Lépez-Hill y cols. 2011; Prieto y cols. 2012). En este estudio utilizamos la
combinacion de cocaina (10 mg/kg) y cafeina (2,5 mg/kg) como sucedaneo de la PBC 1.

Paradigma comportamental

La sensibilizacién comportamental se evalua mediante el analisis de la actividad
locomotora, para lo cual se utilizé el modelo de campo abierto (CA). Este modelo
consiste en una arena grande, donde se sitla a los animales por un periodo de tiempo
determinado para observar su conducta. La arena es mas grande que su jaula, y
constituye en principio un ambiente novedoso para el animal, lo que favorece la
exploracién. Estas caracteristicas hacen que el CA, si bien fue originalmente disefiado
como un test de “emocionalidad” (Hall 1934), hoy sea extensamente utilizado para el
analisis de la actividad locomotora (Archer 1973; Razafsha y cols. 2013; Walsh y
Cummings 1976).

El CA consistid en una caja de 60 x 60 cm, con paredes de acrilico de 40 cm de altura.
Los experimentos fueron filmados mediante una cdmara colocada sobre el CA, vy
analizados con el software de video-seguimiento y andlisis de la actividad y patrén
locomotor animal Ethovision XT 7 (Noldus). Especificamente, se cuantifico la actividad
locomotora horizontal, definida como la distancia recorrida total en metros.
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Protocolo experimental

Para el estudio de la sensibilizacién inducida por PBC 1 y cocaina se utilizo el siguiente
protocolo experimental: el dia previo al inicio del tratamiento los animales fueron
habituados al CA por un periodo de 60 min. (Dia 0). Posteriormente, los animales
fueron asignados aleatoriamente a los diferentes grupos experimentales, los cuales
fueron tratados con PBC 1, cocaina y sus vehiculos respectivos, una vez por dia durante
5 dias (Protocolo |, ver Figura 5).

En los dias 1y 5, los animales fueron sometidos a una habituacion de 20 min. en el CA,
previo a la inyeccion del tratamiento. Las habituaciones previas disminuyen el estrés
de los animales al enfrentarse a un ambiente distinto, y facilita la asociacién de la
droga con el contexto, un aspecto fundamental para la induccion de la sensibilizacién
(Li y cols. 2004). Luego del ultimo dia de tratamiento los animales fueron puestos en
abstinencia por 5 dias. Finalizado este periodo (Dia 11), los animales fueron colocados
en el CA por 20 min. (habituacidon previa) y luego recibieron una dosis desafio de
acuerdo al pre-tratamiento recibido. La actividad locomotora se registré cada dia del
protocolo durante 30min, iniciando 5 min. después de la inyeccion de la droga. Este
protocolo experimental se esquematiza en la Figura 5A).

Para estudiar el rol de la cafeina en la expresion de la sensibilizacion inducida por PBC,
se ensayaron diferentes combinaciones de cocaina y cafeina, a dosis presentes en
muestras de PBC. Para esto se utilizd el siguiente protocolo: en el Dia 0 los animales
fueron habituados al CA por 60 min., y luego asignados aleatoriamente a los distintos
grupos experimentales, los cuales fueron tratados con cocaina (10 mg/kg), cafeina (2,5
mg/kg), y la combinacién de ambas, Cocg) + Cafj;s,, como suceddneo de la PBC 1.
Simultaneamente, otros grupos de animales fueron expuestos a una dosis menor de
cocaina (5 mg/kg), y a diferentes dosis de cafeina. Especificamente, estos animales
fueron inyectados con Cocs) + Cafy5) (esta combinacion coincide con el sucedaneo de
la muestra PBC 7, ver Tabla 1), y Cocs) + Caf(;) (sucedaneo de la PBC 1 a una dosis
equivalente a 5 mg/kg de cocaina). Los distintos tratamientos se administraron una vez
por dia, por tres dias consecutivos (Protocolo Il). En el Dia 1 los animales fueron
habituados al CA por 20 min, previo a la inyeccidén de la droga. Una vez culminados los
tres dias de pre-tratamiento, fueron dejados en abstinencia por un periodo de 5 dias.
En el Dia 9 los animales fueron expuestos al CA por 20 min (habituacion) y luego se les
inyectd una dosis desafio de la droga correspondiente, de acuerdo al pre-tratamiento
recibido. La actividad locomotora se registré cada dia del protocolo durante 60 min,
iniciando 5 min. después de la inyeccion de la droga. Este protocolo experimental se
esquematiza en la Figura 5B).

Durante todos los experimentos, el CA fue limpiado con alcohol al 30% antes de
colocar al siguiente animal.
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Todos los procedimientos experimentales se realizaron durante la fase diurna, entre
las 9:00 y 15:00 hs.

A

DIA 0 DIA 1 DIA 2 DIA3  DiA4 DIA 5 DIA 11 (desafio)
7 Z2 [ | i N " — | /i >

ﬁ ﬁf f f f M ! ﬁf 'Tiempo (dias)

B ﬁ Sesion habituacién CA (60 min)
DIA O DIA1 DIA 2 DIA 3 DIA 9 (desafio) 4 sesion habituacion CA (20 min)
7727777 | ] ___//_I:I_> 4 e ,
ﬁ ﬁf f f ﬁf i Inyeccién ip de droga o vehiculo
Tiempo (dias) Periodo de abstinencia (5 dias)

Figura 5. Protocolos experimentales para la sensibilizacién comportamental de PBC 1 y cocaina
(A), y de los sucedaneos de PBC (B). Los animales fueron tratados con las distintas drogas y sus
vehiculos correspondientes durante 5 o 3 dias [Protocolos | (A) y Il (B), respectivamente]. 5 dias
después los animales fueron desafiados con los tratamientos correspondientes.

Anadlisis Estadistico

Los datos se muestran como la Media + Error Estandar Medio (EEM), y fueron
analizados por un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias (tiempo y pre-tratamiento)
para medidas repetidas, y un ANOVA de una via para medidas independientes
(tratamiento), ambos seguidos del test de comparacion multiple Newman-Keuls. Los
datos fueron analizados y graficados utilizando el programa Statistica 10 y GraphPad
Prism 5.01, respectivamente. La significancia estadistica fue fijada en P < 0.05.
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OBJETIVO ESPECIFICO 2: Determinacion del fenémeno de sensibilizacion
neuroquimica inducido por el suceddneo de PBC.

Para la realizacion de este objetivo se utilizé la técnica de microdidlsis intracerebral in
vivo en animal despierto sin restriccion de movimiento. Esta técnica permite, mediante
la implantacién de una canula de didlisis en la regién de interés (NAcc core), colectar
moléculas presentes en el medio extracelular (DA) y determinar su variacion frente a la
administracion sistémica de distintas drogas (cocaina y la combinaciéon de cocaina +
cafeina). Se utilizé la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién con deteccién
electroquimica (HPLC-DE) para cuantificar los cambios en el nivel extracelular de DAy
sus metabolitos. Es importante considerar que los niveles extracelulares del
neurotransmisor que se dializa son el resultado de un balance entre los procesos de
liberacion y recaptacion (Plock y Kloft, 2005).

Protocolo Experimental

Con el fin de evaluar el correlato neuroquimico de la expresidn de la sensibilizacion, se
utiliz6 el mismo régimen de inyeccidn que los experimentos de sensibilizacidn
comportamental. Los animales fueron tratados por tres dias con salino, cocaina (5
mg/kg), o la combinacién cocaina (5 mg/kg) + cafeina (2,5 mg/kg). Inmediatamente
después de cada inyeccion (ip., 1 mL/kg) los animales fueron colocados en las cdmaras
de didlisis durante 60 min para su habituacidn y asociacién con el contexto. Luego del
ultimo dia de tratamiento se dejaron en abstinencia por 5 dias. En el 5to dia de
abstinencia se les realizd la cirugia esterotaxica para la implantacion de la canula de
microdialisis. Al dia siguiente se realizé la microdialisis, y los animales fueron
desafiados con una inyeccidn de cocaina (5 mg/kg) o cocaina (5 mg/kg) + cafeina (2,5
mg/kg) segun correspondiese.

Todos los procedimientos experimentales se realizaron durante la fase diurna, entre
las 9:00 y 15:00 hs.

Cirugia estereotdxica

Los animales fueron anestesiados con ketamina (90 mg/kg ip.) y xilasina (5 mg/kg ip.) y
operados mediante estereotaxia para la implantacidon de cdnulas de didlisis (BAS) de 2
mm de longitud de membrana y 350 um de didmetro en el NAcc core (coordenadas en
mm para rata: AP: +1.9; Lat:-1.8; DV:-7.4 a partir de Bregma segun el atlas de Paxinos
and Watson, 2005; ver Figura 6). Estos experimentos se realizaron en el NAcc core
debido a que el mismo estda asociado preferentemente a aspectos motores de la
busqueda de reforzadores, y su alteracién neuroquimica inducida por drogas como la
cocaina se ha correlacionado con la sensibilizacién locomotora (Cadoni y cols. 2000;
Cadoni y cols. 2003). Este abordaje permitid establecer el correlato neuroquimico de
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una serie de experimentos comportamentales incluidos en el Objetivo especifico 1.
Dado que los experimentos de dialisis fueron en animal no anestesiado, la canula fue
fijada al craneo con acrilico dental. La unién del acrilico al craneo se fortalecio
mediante la colocacion de 3 tornillos dispuestos en forma equidistante a la canula de
didlisis (Figura 6B). Luego de la intervencidon los animales fueron colocados en la
camara de didlisis (Figura 6D) hasta el dia del experimento y monitorizados durante su
recuperacion.

Perillas de
posicionamiento

>mm Bregma 1.92 mm ’.
Figura 6. (A) Esquema del aparato esterotaxico. (B) Diagrama de la cirugia esterotaxica. Se
muestra la localizacién de la canula de dialisis en relacion a Bregma y los puntos indican la
ubicacién de los tornillos que fortalecen la fijacién de la canula al craneo. (C) Diagrama de un
corte coronal del cerebro de rata. La flecha indica la localizacidn de la region de interés (NAcc
core). NAcc: Nucelo Accumbens; CP: Caudado-Putamen. Tomado de Paxinos y Watson, 2005.
(D) Setup experimental de la microdidlisis intracerebral en animal despierto y sin restriccion de
movimiento. Se puede apreciar la bomba de perfusion equipada con una jeringa Hamilton
conectada por tubings de plastico a la canula de dialisis. El soporte de los tubings contd con un
sistema anti-rolling para evitar que los mismos se enredasen durante la sesidén experimental.

Microdidlisis intracerebral

La canula de didlisis se conectd 24 hs después de la cirugia a una bomba de perfusién
por la cual se perfundié liquido cefaloraquideo artificial (LCRa; NaCl 125 mM, KCl 2.5
mM, MgCl2 1.18 mM, CaCl2 1.26 mM) a un flujo continuo de 1.5 pl/min. Pasados 100
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min. de estabilizacion se comenzd con la colecta de las muestras de didlisis cada 20
min. Luego de la colecta de 4 muestras basales se inyectdé en forma ip. cocaina (5
mg/kg) o cocaina (5 mg/kg) + cafeina (2,5 mg/kg), y se colectaron muestras durante
160 min. adicionales. Se cuantificaron los niveles de DA y sus metabolitos acido
dihidroxifenilacético (DOPAC) y acido homovanilico (HVA). También se analizaron los
niveles del acido 5-hidroxi-indoleacético (5-HIAA, metabolito de la serotonina), con el
fin de llevar un registro de posibles cambios a nivel de otros sistemas de
neurotransmision.

Sistema de andlisis de las muestras de microdialsis

Las muestras de dialisis fueron analizadas inmediatamente después de su colecta
mediante un sistema de HPLC-DE (Waters 2465) equipado con una columna C-18
(particulas 100 A, 100 mm x 2 mm; Phenomenex Luna) y un detector
electroquimico Epsilon eP5. El potencial de oxidacion fue fijado a +0.60 V de acuerdo al
electrodo de referencia Ag/AgCl. El limites de deteccidén de DA fue de 0,20 ng/mL. La
composicion de la fase moévil fue la siguiente: acido citrico (0.15 M), octil sulfato de
sodio (0.7 mM), acetonitrilo 3% y tetrahidrofurano 1,5% a pH = 3.0. El flujo de trabajo
fue de 0.3 mL/min. Se procesaron soluciones estandar diariamente para comprobar el
estado del equipo y la correcta deteccidén de las moléculas de interés.

Andlisis histoldgico para la verificacion de la localizacion de las canulas

Luego de finalizado cada experimento, los animales fueron anestesiados y sacrificados
por dislocacion cervical. Los cerebros fueron disecados y congelados a -20°C.
Posteriormente, se determind la localizacion de las cdnulas mediante el andlisis de
cortes histoldgicos, realizados con cridstato. Unicamente los datos provenientes de
animales que tuvieron una localizacién correcta de la canula fueron incluidos en los
resultados.

Andlisis Estadistico

Los datos se muestran como la Media * Error Estandar Medio (EEM), y fueron
analizados por un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias (muestras y tratamiento)
para medidas repetidas, seguido del test de comparacion multiple Newman-Keuls. Los
datos fueron analizados y graficados utilizando el programa Statistica 10 y GraphPad
Prism 5.01, respectivamente. La significancia estadistica fue fijada en P < 0.05.
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OBJETIVO ESPECIFICO 3: Estudio de la propiedad motivacional del sucedaneo de PBC.

Para la complecion de este objetivo se utilizd la técnica de autoadministracion
intravenosa en ratas. Este modelo se considera uno de los mas fiables y validados para
evaluar el valor motivacional y el comportamiento de busqueda de droga en ratas. El
mismo posee la ventaja de permitir la medicidn directa de la motivacidn del animal por
la obtencién de droga, ya que la administracién de la misma es contingente, o sea,
mediada por las acciones del animal y no por un investigador (O’Brien y Gardner,
2005).

La técnica de autoadministracién intravenosa no esta disponible en nuestro pais, por lo
gue estos experimentos se llevaron a cabo durante dos pasantias (octubre-noviembre
2013 y octubre 2014) en el marco de una colaboracién de nuestro laboratorio con la
Dra. Valentina Valentini del Departamento de Ciencias Biomédicas de la Universidad
de Estudios de Cagliari, Italia. Las pasantias fueron financiadas por el programa
“Pasantias en el Exterior” de PEDECIBA, y Fondo Clemente Estable - Modalidad II,
Proyecto 100466, ANIl. Debido a impedimentos legales del traslado de PBC a lItalia,
esta serie de experimentos fueron llevados a cabo Unicamente la combinacién de
cocaina y cafeina.

Grupos Experimentales

Los animales fueron asignados aleatoriamente a los siguientes grupos experimentales:
cocaina (0,25 o 0,125 mg/kg/infusidn, i.v.), cafeina (0,125 o 0,0625 mg/kg/infusidn,
i.v.) y cocaina + cafeina (0,25 mg/kg + 0,125 mg/kg o 0,125 mg/kg + 0,0625 mg/kg por
infusion, i.v.). Estas dosis se encuentran ajustadas para la administracién intravenosa,
pero se mantuvo la relacién 2:1 entre cocaina y cafeina que se analizé en los Objetivos
especificos 1y 2: cocaina (5 mg/kg) + cafeina (2,5 mg/kg), la cual se corresponde con el
sucedaneo de PBC 7.

Los animales fueron alojados de forma individual y manipulados diariamente una
semana antes del comienzo de las sesiones de autoadministracién.

Implantacion del catéter de administracion

Cinco dias antes del inicio del experimento, a los animales se les realizd una cirugia
para la implantaciéon de un catéter en la vena yugular derecha, a través del cual
recibiran la droga. Los catéteres fueron construidos en el laboratorio, tres dias antes
de la operacidn (Figura 7).
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Malla de
polipropileno

Segmento insertado

Basede [ Gota de silicona para en la vena yugular
resina 3 obturar la vena

Figura 7. Ejemplo de los catéteres utilizados en el experimento, fabricado en el
laboratorio de la Dra. Valentini.

Las ratas fueron anestesiadas con hidrato cloral diluido (400 mg/kg ip.) y se les expuso
la vena yugular derecha desde el lado ventral del animal. Se secciond una pared de la
vena para la implantacién del catéter, y la misma se sell6 mediante una gota de
silicona presente en el catéter, y posterior sutura. El catéter se dispuso de forma
subcutanea hacia el lado dorsal del animal, de forma que la entrada externa del mismo
se establecié en la regidn interescapular (Figura 8). La entrada se fijé a la espalda por
medio de una malla de polipropileno que permite una répida integracion con el tejido,
y disminuye la reaccién de cuerpo extrafio. Los detalles del procedimiento quirdrgico
efectuado pueden hallarse descritos en Thomsen y Caine, 2005.

Luego de la intervencidn, los animales fueron colocados en sus cajas y monitorizados
durante su recuperacion.

Desde el dia de la cirugia, hasta el final del experimento, los catéteres fueron tratados
diariamente con enrofloxacina (antibidtico) y salino heparinizado.
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Figura 8. (A) Incisidn ventral. (B) Exposicion de la vena
yugular derecha. (C) Implantacién del catéter en la vena.
(D) El catéter ya introducido en la vena. Se aprecia la gota
de silicona que se utilizara para obturar la vena. (E)
Fijacién de la entrada de la canula a la espalda del animal.
(F) La entrada del catéter una vez terminada la
operacion. (G) El animal recuperado, con el catéter.

Dispositivo de autoadministracion

El modelo de autoadministracién consistiéo en cdmaras de condicionamiento operante,
alojadas dentro de cajas a prueba de sonido. Cada cdmara de autoadministracién
contiene dos orificios, uno activo y otro inactivo, donde el animal puede introducir la
nariz (nose-poke). A su vez, cada orificio se encuentra iluminado con luces de distintos
colores que sirven como estimulo discriminativo para el animal. En este caso, el orificio
activo fue iluminado con luz verde y el inactivo con luz roja (Figura 9A).

Previo a cada sesidn diaria los catéteres fueron lavados con salino. Los animales eran
entonces conectados al tubo de administracién de la droga y colocados en la camara
de condicionamiento (Figura 9B). En cada sesidn se desarrollaban las siguientes fases:
1) fase de preparacién, la cual incluia la activacion de la bomba por 4 segundos para
llenar el catéter yugular con la droga (volumen muerto 50 pl). 2) fase de disponibilidad
de la droga, donde un nose-poke en el orificio activo podia resultar en el cambio a la
siguiente fase. 3) fase de infusién, que consistia en la infusién de la droga por 2
segundos (24 pl). 4) un periodo refractario de 20 segundos seguido a la infusion de la
droga, donde los nose-pokes se registraban pero no resultaban en infusiones
adicionales de la droga. Durante el periodo refractario la cdmara de condicionamiento
era iluminada y la luz de ambos orificios era roja. Una vez terminado este periodo, la
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luz de la cdmara se apagaba y la disponibilidad de droga era indicada por la luz verde

en el orificio activo.

Figura 9. Camara de condicionamiento operante para la autoadministracién intravenosa. A. Se
utilizaron luces como estimulos discriminativos, correspondiendo la luz verde para el orificio
activo y la roja para el inactivo. B. Animal con el catéter conectado al tubo de administracion, a
punto de comenzar la sesién.

Se cuantificaron las respuestas realizadas por cada rata en ambos orificios (nUmero de
nose-pokes activos e inactivos) y el correspondiente nimero de reforzadores recibidos
(ndmero de infusiones).

Protocolo Experimental

Durante los primeros 15 dias los animales tuvieron acceso a la droga en sesiones
diarias de una hora, bajo un régimen de Razdn Fija 1 o Fixed Ratio 1 (FR1). Bajo este
régimen, cada nose-poke en el orificio activo resultd en la inyeccién intravenosa de la
droga (cocaina: 0,25 mg/kg/infusion; cafeina 0,125 mg/kg/infusidn; cocaina + cafeina:
0,25 mg/kg + 0,125 mg/kg por infusién). De la 16™ a la 21"* sesidn los animales
continuaron bajo el mismo régimen de FR1, pero la dosis de las drogas administradas
se redujo a la mitad (cocaina: 0,125 mg/kg/infusion; cafeina 0,0625 mg/kg/infusion;
cocaina + cafeina: 0,125 mg/kg + 0,0625 mg/kg por infusidn). Los animales son capaces
de regular su nivel de consumo (Gerber y Wise 1989), por lo que la reduccién de la
dosis se utiliza para testear si los mismos adquirieron el comportamiento de busqueda,
y aprendieron la acciéon asociada a la recompensa durante la primera etapa del
protocolo.

En una tercera etapa, de la 22" a la 28" sesidn, los animales se autoadministraron la
droga bajo un régimen progresivo denominado progressive ratio 3-4 (PR 3-4). Bajo este
régimen, para obtener las sucesivas inyecciones de la droga el animal debia alcanzar
un numero acumulativo creciente de nose-pokes en el orificio activo, determinado por
la siguiente ecuacidn:
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(nimero de inyeccion x 0,2)] -5

Numero de nose-pokes necesarios = [5e

De esta forma, el protocolo de inyeccidn del PR 3-4 estd definido por la siguiente serie
nose-pokes necesarios para las inyecciones sucesivas: 1, 2, 4, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 32,
40, 50, 62,77, 95, 118, 145, 178, 219, 268, 328, 402, 492, 603... Notese que para la
tercer inyeccion son necesarios 4 nose-pokes, lo que determina el nombre del
protocolo (PR 3-4). Durante el PR 3-4 las sesiones fueron mas prolongadas, de forma
tal que los animales permanecieron en la caja de condicionamiento con acceso a la
droga hasta que se cumpliera una de dos condiciones: el animal no alcanzara ninguna
infusién en un lapso de 1 hora; luego de un tiempo limite de 5 horas. Este régimen
permite cuantificar el comportamiento de busqueda de droga y es utilizado para
modelar la alta motivacion por la obtencidn de drogas caracteristica de la adiccion
(Deroche-Gamonet y cols. 2004).

Con los datos obtenidos en esta fase se calculd el lamado punto de quiebre o breaking
point (BP). Este parametro se define como el nimero de nose-pokes correspondiente a
la ultima infusién lograda dentro del régimen progresivo, antes de cesar las respuestas
del animal. El BP es interpretado como un indicador del estado motivacional, del
esfuerzo maximo que estd dispuesto a realizar el animal para la obtencion de una
infusidn de la droga (Richardson y Roberts, 1996).

Todos los procedimientos experimentales se realizaron durante la fase diurna, entre
las 8:00y 17:00 hs.

Andlisis Estadistico

Los datos se muestran como la Media + Error Estandar Medio (EEM), y fueron
analizados por un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias (régimen y tratamiento)
para medidas repetidas, y ANOVA de una via para medidas independientes
(tratamiento), ambos seguidos del test de comparacién multiple Newman-Keuls. El t-
Student test se utilizd para comparar los nose-pokes activos vs inactivos. Los datos
fueron analizados y graficados utilizando el programa Statistica 10 y GraphPad Prism
5.01, respectivamente. La significancia estadistica fue fijada en P < 0.05.
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RESULTADOS |

1. Estudio del fendmeno de sensibilizacion comportamental inducido PBC.

1.1 Evaluacion del desarrollo y expresion de la sensibilizacion comportamental inducida
por una muestra de PBC con alto contenido en cocaina y cafeina (PBC1), mediante el
andlisis de la actividad locomotora en el modelo de CA.

En primer lugar se evalud la sensibilizacion comportamental inducida por 5 dias de
tratamiento con PBC 1 (a dosis equivalente de cocaina base de 10 mg/kg) y un periodo
de abstinencia (Protocolo I, Figura 5A en Materiales y Métodos).

Como se observa en la Figura 10A, la inyeccidn repetida de PBC 1 y cocaina indujo un
incremento gradual en la distancia recorrida en relacion a sus controles respectivos, lo
que sugiere que ambos grupos fueron capaces de desarrollar la sensibilizacion
comportamental. Sin embargo, también se observaron algunas diferencias entre PBC 1
y cocaina en este proceso. Los animales pre-tratados con PBC 1 incrementaron su
actividad locomotora de manera pronunciada, diferencidandose estadisticamente de su
control desde el segundo dia en adelante, mientras que el pre-tratamiento con cocaina
no alcanzé un efecto significativo sino hasta el ultimo dia de tratamiento. Asimismo, el
grupo pre-tratado con PBC 1 presentd un pico de actividad al tercer dia, donde se halla
la separacién maxima entre ambas drogas (p<0.05), y luego decae hasta alcanzar el
mismo valor que el grupo de cocaina (Figura 10A).
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Figura 10. Desarrollo (A) y expresidn (B) de la sensibilizacion comportamental inducida
por PBC 1y cocaina en animales expuestos al Protocolo I. Las dosis estan expresadas en
mg/kg y los respectivos vehiculos son mostrados entre paréntesis [PBC 1(eq10); COC(10);
Vehpgcr); Veh(eogl. Los datos se expresan como la media + EEM. ANOVA de una y dos
vias seguidos de Newman-Keuls post hoc test. * = vs. cada grupo control; + = vs PBC
1(eq10); / =vs. Dia 1. ***=P < 0.001; **,++ =P < 0.01; *, +, / =P < 0.05. N= 4-6.
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La Figura 10B muestra la actividad locomotora de los animales al recibir una dosis
desafio de la droga, luego de 5 dias de abstinencia. Tanto el grupo de PBC 1 como el de
cocaina expresaron la sensibilizacién comportamental, ya que ambos presentaron una
distancia recorrida mayor a sus respectivos controles, que recibieron la droga por
primera vez. A su vez, el efecto locomotor del desafio de PBC 1 en los animales pre-
tratados con PBC fue significativamente mayor al inducido por una inyeccién de
cocaina en los animales pre-tratados con cocaina (p < 0.01), lo que sugiere una mayor
expresion de la sensibilizacion. Los controles por otro lado, no mostraron diferencias
significativas entre ellos en ninguna de las dos fases: durante el desarrollo al ser pre-
tratados con los vehiculos, ni en la expresion al recibir una inyeccién de ambas drogas
(Figura 10 Ay B).

1.2 Determinacion de la contribucion de cocaina y cafeina al fenémeno de
sensibilizacion comportamental inducida por PBC.

Interesados en el pico de actividad en el dia 3 y la expresién aumentada exhibida por
los animales tratados con PBC en relaciéon a los de cocaina(Figura 10), se buscé
confirmar si la presencia de cafeina en la PBC 1 explicaba las diferencias en desarrollo y
expresion de la sensibilizacién observadas. Con este fin, se aplicdé un protocolo de
sensibilizacidon abreviado de sélo 3 dias de tratamiento (Protocolo Il, Figura 5B en
Materiales y Métodos), en el cual se administré de forma repetida la combinacion de
cocaina y cafeina a una dosis equivalente a su contenido en PBC 1.

Los resultados mostraron que la inyeccion repetida del suceddneo de PBC 1 y cocaina
fue capaz de inducir un aumento gradual y significativo de la distancia recorrida a lo
largo de los dias, en comparacién con sus respectivos grupos controles (Figura 11A),
demostrando el desarrollo de la sensibilizacién. Una maxima diferencia entre las
drogas se pudo evidenciar en el segundo dia de tratamiento (p < 0.01).

En el Dia Desafio se pudo observar que mientras los animales tratados con cocaina
desarrollaron la sensibilizacién, no lograron expresarla cuando fueron desafiados con
una inyeccion de cocaina (Fig. 11B), indicando que tres dias de tratamiento no fueron
suficientes para el establecimiento de la sensibilizacion comportamental. En contraste,
un efecto significativo fue observado en aquellos animales tratados con el sucedaneo
de PBC 1 en comparacion con su respectivo grupo control (p < 0.05), demostrando que
estos animales alcanzaron la expresiéon de la sensibilizacién con sélo tres dias de
tratamiento. Adn mas, el suceddaneo de PBC 1 indujo un efecto mas robusto en
comparacion con los animales pre-tratados y desafiados con cocaina (p < 0.05) (Figura
11B). Por lo tanto, estos resultados mostraron que la presencia de cafeina fue capaz de
acelerar y potenciar la expresién de la sensibilizacion inducida por el sucedaneo de PBC
1. No hubo diferencia estadistica durante la fase de desarrollo o expresidon de la
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sensibilizacion entre los animales pre-tratados con vehiculo y desafiados con las
respectivas drogas (Figura 11 Ay B).

Junto con estos experimentos se llevd a cabo un grupo experimental tratado con
cafeina (2,5 mg/kg) a modo de control, cuyo resultado por razones de claridad se
muestra por separado (Figura 11 Cy D). Durante del desarrollo de la sensibilizacién, los
animales pre-tratados con cafeina exhibieron una mayor distancia recorrida en
comparacion con el grupo control en el Dia 1 (p < 0.05), en concordancia con su
propiedad psicoestimulante. Sin embargo, no se observé un incremento de la actividad
locomotora en los dias posteriores, no diferenciandose estadisticamente del control
(Figura 11C). Tampoco se encontraron efectos significativos en el Dia Desafio (Figura
11D). En conjunto, estos resultados indican que la cafeina sola, a la dosis ensayada, no
es capaz de inducir el fendmeno de sensibilizacion comportamental con tres dias de
tratamiento.
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Figura 11. Desarrollo y expresidon de la sensibilizacion comportamental inducida por el
sucedaneo de PBC 1 (Coc + Caf), cocaina (A-B) y cafeina (C-D) (Protocolo Il). Las dosis estan
expresadas en mg/kg y los respectivos vehiculos son mostrados entre paréntesis
[Cocig+Caf(ys); Cocpe); Cafips); Vehiocraan Vehoo; Veh(apl. Los datos estan expresados como
media * EEM. ANOVA de dos y una seguidos de Newman-Keuls post hoc test (A-C) o t-
Student test (D). * = vs. cada grupo control; + = vs Coco+Caf(ps) ; / = vs. Dia 1. *** =P <
0.001; **,++ =P <0.01; *, +, / =P < 0.05. N=4-6.
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Considerando el hallazgo obtenido anteriormente, y con el fin de continuar el estudio
del rol de la cafeina en la sensibilizacidn inducida por cocaina (e indirectamente, por
PBC), otro grupo de animales fue tratado durante 3 dias con la combinacién de cocaina
y cafeina, pero con una dosis menor de cocaina (5 mg/kg) y la misma dosis de cafeina
(2.5 mg/kg). Los resultados mostraron que Unicamente los animales inyectados con
cocaina + cafeina aumentaron la actividad locomotora durante el pre-tratamiento,
diferencidndose significativamente del grupo control (p < 0.001) y del grupo pre-
tratado con cocaina (p < 0.01) (Figura 12A). Cocaina (5 mg/kg) en cambio, no modificé
la locomocidn de los animales durante los 3 dias.
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Figura 12. Desarrollo (A) y expresién (B) de la sensibilizacion comportamental inducida por
cocaina y la combinacién de cocaina + cafeina en animales expuestos al Protocolo Il. Las
dosis estan expresadas en mg/kg y los respectivos vehiculos son mostrados entre paréntesis
[Cocs) + Caffiys); Coc(5); Vehcocreatny VED(cog)]. LOS datos se expresan como la media + EEM.
ANOVA de una y dos vias seguidos de Newman-Keuls post hoc test. * = vs. cada grupo
control; + = vs Cocs) + Caff(,5); / = vs. Dia 1. *** +++= P < 0.001; **,++,//= P < 0.01. N= 4-6.

Al evaluar la fase de expresidon se observdé que, de acuerdo a lo esperado, el pre-
tratamiento con cocaina (5 mg/kg) fue incapaz de inducir el fendmeno de
sensibilizacién comportamental (Figura 12B). Por otro lado, los animales pre-tratados y
desafiados con cocaina + cafeina exhibieron una fuerte expresidn de la sensibilizacién,
manifestada por un aumento significativo de la distancia recorrida en comparacion con
su grupo control (p < 0.01) y el grupo tratado con cocaina sola (p < 0.001). Estos
resultados confirmaron que la presencia de cafeina facilitd la expresiéon de la
sensibilizacién incluso en animales tratados con una dosis menor de cocaina. No se
hallaron diferencias significativas durante la fase de desarrollo o expresién de la
sensibilizacidn entre los animales controles, pre-tratados con vehiculo y desafiados con
cocaina o la combinacién de cocaina y cafeina (Figura 12 Ay B).

A continuacién se ensayd el mismo protocolo de inyeccién de 3 dias pero con una
combinacion diferente de cocaina y cafeina, con el propdsito de corroborar los efectos
observados. Especificamente, se evalud si el tratamiento con la combinacién de la
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misma dosis de cocaina (5 mg/kg) y una dosis menor de cafeina (1 mg/kg) era capaz de
reproducir la sensibilizacion comportamental demostrada previamente. Es importante
destacar que las dosis utilizadas se basan en las proporciones de cocaina y cafeina
presentes en las muestras de PBC.

Como se observa en la Figura 13, los animales tratados con Cocs) + Caf(1) presentaron
una mayor actividad locomotora que sus controles durante el desarrollo de la
sensibilizacion (Figura 13A), pero en el Dia Desafio su efecto fue el mismo que los
animales que recibieron la droga por primera vez (Figura 13B). Por lo tanto, la
combinacion de Coci + Cafy) fue incapaz de expresar la sensibilizacion
comportamental con 3 dias de pre-tratamiento. Este resultado reafirma que para que
se evidencie un efecto potenciador de la sensibilizaciéon inducida tanto por cocaina
como por PBC, es necesaria la presencia de cafeina a determinadas proporciones.
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Figura 13. Evaluacion del desarrollo (A) y expresiéon (B) de la sensibilizacién
comportamental inducida por la combinacidon de cocaina (5) + cafeina (1) en animales
expuestos al Protocolo Il. La dosis estd expresada en mg/kg y el vehiculo respectivo se
muestra entre paréntesis [Cocs) + Cafjy); Vehc.pl. Los datos se expresan como la media *
EEM. ANOVA de dos vias seguidos de Newman-Keuls post hoc test, y t-Student * = vs.
control; / =vs. Dia 1. **, //=P < 0.01; * = P<0.05. N= 6.
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DISCUSION DE RESULTADOS |

El primer objetivo del trabajo de Tesis se centré en el estudio del fendmeno de
sensibilizacién comportamental evidenciado luego del tratamiento repetido con una
muestra de PBC, con el fin de profundizar en los efectos neurobioldgicos inducidos por
su consumo. A su vez, se disefiaron experimentos para evaluar la contribucién de
cocaina y cafeina en este fendémeno.

Los resultados obtenidos en estos experimentos demostraron que el tratamiento
repetido con PBC fue capaz de generar sensibilizacion comportamental. Si bien este
resultado era esperable, puesto que la PBC es un psicoestimulante y la capacidad de
inducir sensibilizacién es una propiedad que ha sido extensamente comprobada en
otras drogas estimulantes (Kalivas y Duffy 1993; Kalivas y cols. 1988; Hook y cols. 1991;
Robinson y Becker 1986), estos datos constituyen el primer reporte pre-clinico de
sensibilizacion comportamental inducida por PBC.

Simultdneamente, se observd que los animales tratados con PBC exhibieron una
sensibilizacion mdas robusta que aquellos animales tratados con cocaina, lo que sugiere
una accién aditiva entre sus principales componentes, cocaina y cafeina. Estas
observaciones concuerdan con estudios previos del laboratorio que mostraron que la
cafeina presente en la PBC es capaz de potenciar su efecto estimulante agudo, y
generar una respuesta locomotora mayor a cocaina y PBC no adulterada con cafeina
(Lopez-Hill y cols. 2011; Prieto y cols. 2012).

El grupo tratado con PBC 1 se distinguié del grupo cocaina incluso en los primeros dias
de tratamiento (ver Figura 10). De manera interesante, durante el desarrollo de la
sensibilizacién de PBC 1 los animales mostraron un incremento progresivo de la
distancia recorrida hasta el tercer dia de tratamiento, dénde se registré un pico de
actividad locomotora. En los dias siguientes la actividad disminuyd hasta alcanzar el
mismo nivel que los animales tratados con cocaina. Este perfil puede explicarse por la
aparicidon de tolerancia a la cafeina asociada a su administracion repetida. En este
sentido, varios estudios han demostrado que el efecto motor de la exposicién a cafeina
depende del protocolo de administraciéon. Regimenes de inyecciones diarias resultan
en tolerancia a su efecto estimulante, mientras que la administracién intermitente, dia
por medio, resulta en sensibilizacion locomotora (Holtzman y Finn 1988; Simola y cols.
2006a; Simola y cols. 2006b). Es posible que luego del tercer dia de tratamiento con
PBC se haya desarrollado una tolerancia gradual a la cafeina, disminuyendo asi su
impacto en el efecto locomotor de la droga. En el quinto dia del protocolo parece
haber una tolerancia total al contenido de cafeina presente en la PBC 1, siendo en ése
dia la cocaina base el uUnico componente activo responsable de su respuesta
comportamental. Esto explicaria por qué en el quinto dia el efecto de la PBC 1 fue igual
al de cocaina sola. Sin embargo, este fendmeno no abolid la expresidn potenciada de la
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sensibilizacion, evaluada en el Dia Desafio. Probablemente el periodo de abstinencia,
el cual constituye una etapa clave en la consolidacién de los cambios neurales
asociados a la sensibilizacidon (Pierce y Kalivas 1997), fue suficiente para revertir el
proceso de tolerancia.

La sensibilizacion comportamental tiene un rol clave en la teoria de la sensibilizacion
de incentivo, y su ocurrencia se asocia fuertemente con el desarrollo del proceso
adictivo (Robinson y Berridge 2008; Vanderschuren y Kalivas 2000). Por lo tanto,
nuestros resultados parecen aportar informacion relevante para la comprensién de los
mecanismos que subyacen a la alta dependencia observada en los consumidores de
PBC. A su vez, se ha propuesto que la aparicidon del fendmeno de sensibilizaciéon puede
predecir la capacidad de una droga de promover la recaida y la reinstalacién del
comportamiento de busqueda de droga (De Vries y cols. 1998; Stekeete y Kalivas
2011). La consideracion de los resultados aqui expuestos contribuiria en la
planificacion y seguimiento de la historia clinica de los consumidores, especialmente
durante la abstinencia.

En este trabajo se demostré también que la sensibilizacion comportamental se
desencadena incluso en animales tratados con el sucedaneo de PBC 1 durante sélo 3
dias. Cocaina, por otro lado, no fue capaz de expresar la sensibilizacidn. Al considerar
el desarrollo de la sensibilizacion, podemos afirmar que este protocolo abreviado evité
la aparicion de tolerancia a la cafeina. Es importante destacar que la Unica diferencia
entre los dos grupos tratados con droga fue la cafeina, lo que confirma que este
adulterante presente en la PBC 1 fue el responsable de la potenciacidon locomotora, y
no algln otro compuesto o impureza de la misma.

La asociacidn entre cocaina y cafeina no es nueva, y otros estudios ya han demostrado
su interaccién en el fendmeno de sensibilizaciéon (Horger y cols. 1991; Kuribara 1994;
Schenk y cols. 1990). Sin embargo, en estos estudios se han utilizado protocolos
diferentes al ensayado en esta tesis, los cuales implican la pre-exposicién a la cafeina
en vez de su co-administracidon con cocaina, asi como el uso de dosis mayores a las
ensayadas aqui. A su vez, es importante destacar que la gran mayoria de los estudios
de sensibilizacién realizan tratamientos mas largos, que involucran de 5 a 15 dias de
exposicidon a la droga y entre 7 a 30 dias de abstinencia (Crombag y cols. 2002; Kalivas y
Duffy 1993; Kalivas y cols. 1993; Seymour y Wagner 2005). En este trabajo, sin
embargo, la combinacién de cocaina y cafeina actuando como sucedaneo de la PBC,
logré inducir sensibilizacién con sdélo 3 dias de tratamiento y 5 dias de abstinencia. Este
hecho distingue al sucedaneo de PBC de la cocaina sola, y sugiere que la cafeina, como
adulterante activo de la PBC, es capaz de acelerar el establecimiento de la
sensibilizacién comportamental. El rapido desarrollo de este fendmeno constituye un
hallazgo muy relevante, ya que se estima que la sensibilizacion refleja alteraciones
duraderas en dreas del circuito motivacional asociadas al estado de
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busqueda/anticipacion (Kalivas y cols. 1993; Vanderschuren y Pierce 2010). Que una
droga sea capaz de inducir alteraciones duraderas en este sistema en tan corto plazo
podria tener repercusiones importantes en su potencial adictivo, asi como también en
el craving experimentado por sus consumidores.

Vale la pena mencionar brevemente que si bien el protocolo de 3 dias de tratamiento
con cafeina evita la aparicidon del fendmeno de tolerancia, el mismo no fue capaz de
inducir sensibilizacién comportamental (ver Figura 11 C-D). Este resultado se
encuentra dentro de lo esperado, puesto que la cafeina tiene propiedades
reforzadoras débiles (Daly and Fredholm 1998) y los reportes que han demostrado la
sensibilizacidon a cafeina usan protocolos mas largos, administracion intermitente y
dosis mads altas (Cauli y cols. 2003; Hooks y cols. 1992; Simola y cols. 2006a; Zancheta y
cols. 2012).

De manera interesante, al reducir la dosis de cocaina a la mitad (5 mg/kg), el
sucedaneo de PBC aun logré desarrollar y expresar la sensibilizacion. Esto significa que
la presencia de cafeina podria estar compensando este decremento mediante la
potenciacién del efecto de la cocaina, y facilitando la aparicidon de la sensibilizacién
incluso con cantidades menores de la misma. Considerando que la adulteracién
involucra el agregado intencional de sustancias farmacoldgicamente activas, con la
intencidén de usar menor cantidad de una droga particular sin que el consumidor sea
consciente de ello, este resultado demuestra la eficacia de cafeina como adulterante
en la PBC, e indirectamente la importancia de los mismos en los efectos
neurobioldgicos del consumo de drogas. Por otro lado, parece ser necesaria la
presencia de cierta cantidad o proporcion de cafeina para que aparezca este efecto
facilitador, ya que al disminuir la dosis de cafeina (1 mg/kg) el sucedaneo fue incapaz
de inducir la sensibilizacion (Figura 13). De forma mds especifica, esta combinacién
inicid el desarrollo de la sensibilizacidon, pero no logrd su expresion, por lo que el
tratamiento no fue suficiente para consolidar los cambios neurales durante la
abstinencia asociados a la misma. Este resultado deja en evidencia la disociacién que
puede existir entre los mecanismos que subyacen a las dos fases de la sensibilizacidn,
asi como también la importancia de la abstinencia, ya sea para afianzar o revertir las
adaptaciones producidas por la droga (Pierce y Kalivas 1997).

La potenciacién motora observada en los animales tratados con PBC 1 y Ia
combinacidon de cocaina y cafeina puede explicarse por la interaccion entre los
sistemas DAérgico y adenosinérgico en los circuitos de los ganglios basales asociados al
control del movimiento, especialmente a nivel del NAcc y el ED (Fisone y cols. 2004). El
95 % de las neuronas de estas dos regiones consisten en NEMs GABAérgicas, las cuales
reciben inervacion excitatoria glutamatérgica desde la CPF, e inervacién modulatoria
DAérgica desde el ATV en el caso del NAcc, y desde la SNpc en el ED (Lee y cols. 2006,
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Zahm 2000). Como se menciond anteriormente, estas neuronas pueden dividirse en
dos sub-poblaciones: las NEMs que contienen sustancia P y dinorfina, ricas en
receptores D; y Ay, y las NEMs que contienen encefalina, ricas en receptores D, y Aja
(Cauli y Morelli 2005). A nivel del ED, estas sub-poblaciones dan origen a la via directa
e indirecta respectivamente, las cuales son responsables del control motor. La via
directa proyecta a la sustancia nigra pars reticulata (SNpr) y al palido ventral interno
(PVi), mientras que la indirecta proyecta al pdlido ventral externo (PVe, nucleo
entopeduncular en roedores) y al nucleo subtaldmico (NST) antes de alcanzar la
SNpr/PVi. Las neuronas de la SNpr/PVi proyectan a su vez al tdlamo, el cual conecta
con la corteza, cerrando asi el circuito de los ganglios basales y desencadenando la
ejecucion del programa motor. En términos generales, la activacién de la via directa
desinhibe las neuronas talamo-corticales y facilita la actividad motora, y la activacion
de la via indirecta tiene el efecto opuesto, potencia la inhibicién de estas neuronas
tdlamo-corticales y reduce la actividad motora (Ferré 2010; Fisone y cols. 2004; Lobo y
Nestler 2011). La DA, actuando sobre los receptores D; y D, de las NEMs, tiene un rol
critico en la regulacion del movimiento. Debido su distribucion diferencial, la activaciéon
de los receptores D, estimula las neuronas de la via directa, mientras que la activacién
del receptor D; inhibe las neuronas de la via indirecta. Debido al control opuesto de las
vias directa e indirecta sobre las neuronas tdlamo-corticales, el efecto neto del
aumento de DA, ya sea de forma natural o inducido por drogas como la cocaina, es la
estimulacion locomotora (Lobo y Nestler 2011; Surmeier y cols. 2007). Sin embargo, la
adenosina endégena actuando como regulador, amortigua este efecto mediante su
accién sobre los receptores A; y A,a, Ya que la activacion de estos receptores tiene
efectos antagdnicos a los receptores DAérgicos con los cuales co-localizan. La cafeina
presente en la PBC bloquearia estos receptores, contrarrestando el control inhibitorio
ejercido por la adenosina sobre el efecto DAérgico. El resultado final es una mayor
desinhibicion de las neuronas talamo-corticales, y la subsecuente potenciacién
locomotora (Ferré 2010; Fisone y cols. 2004). El mismo fendmeno ocurre en el NAcc,
particularmente en el NAcc core. También en esta regidn se ha descrito una via directa
gue proyecta hacia la SNpr y posteriormente al tdlamo, y un circuito indirecto que pasa
por el PVe y el NST antes de alcanzar la SNpr (Heimer y cols. 1997; Sesack y Grace
2010). La activacion de las neuronas del NAcc core, a diferencia de las neuronas
estriatales, se ha asociado principalmente a la desinhibicion de planes motores
especificos para la obtencién de recompensa o la evitacion de un estimulo dafiino
(Sesack y Grace 2010).

En el NAcc shell, si bien existen algunas teorizaciones al respecto, la division de sus
neuronas en una via directa e indirecta es compleja y no se encuentra claramente
establecida debido a su naturaleza hibrida: parte del NAcc shell es considerado de los
ganglios basales y otra parte del sistema limbico (Sesack y Grace 2010).
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Es importante mencionar que si bien la contribucidn relativa de los receptores A; y Axa
a la potenciacion locomotora inducida por cafeina no se encuentra completamente
dilucidada, algunas evidencias sugieren un rol predominante de los receptores A,,,
especialmente a bajas dosis de cafeina (Yacoubi y cols. 2000). La expresidon de estos
receptores estd enriquecida y delimitada a zonas densamente inervadas por fibras
DAérgicas, como el ED, NAcc y tubérculo olfatorio. Los receptores A; en cambio, se
encuentran distribuidos por todo el cerebro, presentando una baja expresién en estas
areas (Ferré y cols. 1997). Ademas, se ha demostrado que el antagonista especifico del
receptor A, SCH 58261 fue capaz de aumentar la actividad locomotora en ratas de
forma similar a la cafeina, mientras que la administraciéon de DPCPX (antagonista del
receptor A;) no alteré la locomocion (Svenningsson y cols. 1997). El receptor Aja
también ha mostrado tener un papel importante en la sensibilizacion locomotora. En
concordancia con nuestros resultados, un trabajo publicado por Filip y colaboradores
(2006) demostré que la inyeccion de un agonista del receptor A,s inhibe Ia
sensibilizacion comportamental inducida por cocaina, y lo contrario ocurre al inyectar
un antagonista. En el mismo sentido y de forma mas reciente, Hobson y colaboradores
(2012) comprobd que la inyeccion local de un agonista Aa en el NAcc core también es
capaz de inhibir la expresion de la sensibilizacion a cocaina. Estas evidencias
acompafnan nuestros hallazgos y resaltan la importancia de la regulacién
adenosinérgica en el proceso de sensibilizacién. Sin embargo, es importante destacar
gue en estos estudios se utilizaron moléculas especificas para los distintos receptores a
dosis de laboratorio, mientras que nosotros nos enfocamos en un antagonista no
selectivo, a dosis equivalentes a su contenido en una droga de abuso. Finalmente,
ambos autores proponen una explicacion de este efecto mediante un mecanismo
basado en la interaccidn entre los receptores A,x y D, que coincide con el mecanismo
detallado previamente.
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RESULTADOS II

2. Estudio del fendmeno de sensibilizacién neuroquimica inducido por el sucedaneo
de PBC.

2.1. Determinacion del efecto neuroquimico de la combinacion de cocaina y cafeina
sobre los niveles extracelulares de DA y sus metabolitos en el NAcc core mediante la
técnica de microdidlisis intracerebral in vivo, utilizando el tratamiento de sensibilizacion
comportamental.

Interesados en el correlato neuroquimico de la sensibilizacion comportamental
descrita previamente, en esta serie de experimentos se evalud la sensibilizacién
neuroquimica inducida por el tratamiento repetido de cocaina (5 mg/kg) o cocaina (5
mg/kg) + cafeina (2,5 mg/kg). Con este propdsito se cuantificd la liberacion de DA en el
NAcc core al recibir un desafio de la droga, luego de 3 dias de tratamiento y un periodo
de abstinencia (Protocolo Il).

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 14. La inyeccion de cocaina (5
mg/kg) indujo un aumento significativo en la liberacion de DA en ambos grupos
experimentales respecto a sus niveles basales, que luego decae gradualmente con el
tiempo (Figura 14A). Este resultado se encuentra en concordancia con lo descrito en la
literatura (Di Chiara e Imperato 1988; Pettit y cols. 1990; Kalivas y Duffy 1993). Sin
embargo, los animales pre-tratados con cocaina exhibieron un aumento de DA
significativamente mayor a los animales pre-tratados con salino (p < 0.05). Este
resultado demuestra que el pre-tratamiento con cocaina (5 mg/kg) fue capaz de
inducir sensibilizacion neuroquimica (Figura 14A). Esta diferencia se hizo evidente a los
40 minutos de la inyeccidn de la droga, y se mantuvo por 80 minutos (muestras 6-9).
Teniendo en cuenta que cocaina a ésta misma dosis y protocolo de tratamiento no
indujo sensibilizacion comportamental (ver Figura 12), la sensibilizacion neuroquimica
observada no acompana el efecto comportamental inducido por la droga. Este
resultado complejiza el fendmeno de sensibilizacidn, y descarta una asociacién simple
entre los niveles extracelulares de DA y la sensibilizacién comportamental.

En la Figura 14B se observa que el desafio con cocaina (5 mg/kg) + cafeina (2,5 mg/kg)
indujo un aumento en la liberacion de DA en ambos pre-tratamientos respecto a sus
niveles basales. Al igual que lo ocurrido con cocaina (5 mg/kg), los animales pre-
tratados con cocaina + cafeina presentaron un incremento en la DA extracelular mayor
gue los animales pre-tratados con salino, por lo que podemos afirmar que esta
combinacion también indujo en fendmeno de sensibilizacién neuroquimica. Aunque a
diferencia de cocaina (5 mg/kg), el efecto de la combinacion de las drogas se diferencia
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estadisticamente de su control Unicamente en la muestra 6, 40 minutos luego de la
inyeccion (p<0.01). Con motivo de fortalecer la claridad y comprensién de los datos, en
esta seccién la comparacion entre los grupos tratados con las drogas se muestra en
una nueva grafica, por separado (Figura 14C).
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Figura 14. Niveles extracelulares de DA en el NAcc core luego de un tratamiento de
sensibilizacion (Dia Desafio). Luego de 4 muestras basales se inyectd (A) cocaina (5 mg/kg) o
(B) cocaina (5mg/kg) + cafeina (2,5mg/kg). (C) Comparacion entre ambos grupos
experimentales. Los datos estan expresados como porcentaje de DA respecto a los niveles
basales (Media + EEM). ANOVA de 2 vias seguido de Newman-Keuls post hoc test. *=vs
valores basales; +=vs tratamiento. *,+=p<0,05; **,++=p<0,01; ***=p<0,001. N=4-6



niveles extracelulares de DA con respecto al grupo pre-tratado con cocaina (5 mg/kg).
AUn maids, se puede observar una leve tendencia del grupo cocaina + cafeina a
presentar una menor liberacion de DA que el grupo tratado con cocaina (190 % vs 225
% respectivamente). Dado que la dosis de cocaina es la misma en ambos casos, y que
el grupo cocaina + cafeina si fue capaz de inducir sensibilizacién comportamental
(Figura 12), este resultado sugiere la existencia de algin mecanismo alterno a la
liberacion de DA no considerado inicialmente, probablemente relacionado con la
alteracion de la transmision adenosinérgica inducida por la cafeina.
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Figura 15. Niveles extracelulares de DOPAC y HVA en el NAcc core luego de un tratamiento
de sensibilizaciéon (Dia Desafio). Luego de 4 muestras basales se inyecté (A-B) cocaina (5
mg/kg) o (C-D) cocaina (5mg/kg) + cafeina (2,5mg/kg). (E-F) comparacién entre ambos
grupos experimentales. Los datos estan expresados como porcentaje de DA respecto a los
niveles basales (Media + EEM). ANOVA de 2 vias seguido de Newman-Keuls post hoc test.
*=vs valores basales. *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001. N=4-6
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También se registraron los niveles extracelulares de DOPAC y HVA, principales
metabolitos productos del catabolismo de DA (Figura 15). Como era esperado, el
desafio de cocaina (5 mg/kg) indujo una caida en los niveles de ambos metabolitos
(Figura 15A-B). Sin embargo, a pesar de que los animales pre-tratados con cocaina
presentaron una liberacion aumentada de DA (Figura 14A), no se observaron
diferencias en los niveles extracelulares de sus metabolitos con respecto a los animales
pre-tratados con salino.

El mismo fendmeno se observd en los animales inyectados con cocaina + cafeina
(Figura 15C-D). El desafio con la droga indujo una caida de ambos metabolitos de
magnitud cercana al inducido por cocaina (5 mg/kg), conformando un perfil muy
similar al mismo. No se apreciaron diferencias en los niveles extracelulares de DOPACy
HVA entre los grupos pre-tratados con la droga (Figura 15E-F).

Estos resultados indican que la cafeina presente en la PBC parece no contribuir de
manera significativa al catabolismo de la DA.

Por dltimo, se analizd el 5-HIAA para evaluar la participacion de otras monoaminas.
Como se puede observar en la Figura 16A, luego de la administracién de cocaina (5
mg/kg) no se registré ningun efecto significativo sobre los niveles extracelulares de 5-
HIAA en relacién a sus basales y al grupo pre-tratado con salino. El mismo resultado se
obtuvo de los animales desafiados con cocaina (5 mg/kg) + cafeina (2,5 mg/kg) (Figura
16B). Tampoco se apreciaron diferencias al comparar los grupos pre-tratados con la
droga (Figura 16C). Estos resultados muestran de forma consistente que ninguno de
los pre-tratamientos afectd la transmisidn serotoninérgica en el NAcc core.
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Figura 16. Niveles extracelulares de 5-HIAA en el NAcc core luego de un tratamiento de
sensibilizacion (Dia Desafio). Luego de 4 muestras basales se inyectd (A) cocaina (5 mg/kg) o
(B) cocaina (5mg/kg) + cafeina (2,5mg/kg). (C) comparacién entre ambos grupos
experimentales. Los datos estan expresados como porcentaje de DA respecto a los niveles
basales (Media + EEM). ANOVA de 2 vias seguido de Newman-Keuls post hoc test. N=4-6
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DISCUSION DE RESULTADOS I

El segundo objetivo de la Tesis se centré en la evaluacién de la sensibilizacion
neuroquimica del sucedaneo de PBC a través de la cuantificacion de DA y sus
metabolitos en el NAcc core. En estos experimentos se utilizd el mismo protocolo de
sensibilizacidon usado en el Objetivo 1 (Figura 5, Protocolo Il), con el fin de establecer
un correlato neuroquimico de los resultados observados previamente.

Los resultados obtenidos mostraron que el desafio con una inyeccién de cocaina indujo
un aumento en los niveles extracelulares de DA tanto en el grupo pre-tratado con
cocaina como en el grupo control, lo que se explica por la accién de la cocaina sobre
los DAT. La cocaina bloquea los DAT presentes en la terminal pre-sindptica evitando su
remocién de la hendidura sindptica, lo que genera la acumulacién de DA en el espacio
extracelular (Lizasoain y cols. 2002; Volkow y cols. 1997).

Llamativamente, el tratamiento con cocaina también demostrdé la induccién de la
sensibilizacién neuroquimica, manifestada por un aumento de DA mayor al de los
animales pre-tratados con salino. Esto resulté un hallazgo inesperado, dado que el
mismo tratamiento fue incapaz de expresar la sensibilizacion comportamental.
Numerosos reportes muestran la capacidad de cocaina de generar una potenciacion
DAérgica y su asociacién con la sensibilizacién comportamental (Cadoni y cols. 2000;
Cadoni y cols. 2004; Kalivas y Stewart 1991; Pettit y cols. 1990), aunque en los mismos
se utilizan protocolos mas largos de administracién de la droga. Luego de tratamientos
y abstinencias cortas como las utilizadas en esta Tesis (menor a 1 semana), se ha
observado aumento, disminucidn y ausencia de cambios en la capacidad de
psicoestimulantes como cocaina y anfetamina de elevar la DA extracelular (Pierce y
Kalivas 1997). Durante la abstinencia temprana comienzan a desarrollarse cambios en
la neurotransmision de los nucleos involucrados en el circuito motivacional, que
pueden diferir con periodos de abstinencia prolongados, cuando ya se encuentran
consolidados los cambios asociados a la sensibilizacion (Pierce y Kalivas 1997). En este
sentido, resulta interesante el trabajo de Vanderschuren y colaboradores (1999), el
cual muestra que con pocos dias de abstinencia luego de una inyeccién de anfetamina
(3 dias) existe una marcada hiperreactividad y liberacion de DA en el NAcc, pero sélo
un incremento marginal en la locomocidn. Al evaluar estos parametros luego de una
abstinencia prolongada (3 semanas), se observa una mayor liberacion de DA y una
fuerte potenciacién locomotora. Los autores explican este fendmeno a través de
transmisién DAérgica en la CPF. Ellos encuentran un incremento importante en la
liberacion de DA en la CPF a los tres dias de abstinencia, que decae luego de la
abstinencia prolongada. El aumento de la transmisién DAérgica en la CPF actuando a
través de los receptores D; es capaz de inhibir la locomocion inducida por
psicoestimulantes (Vezina y cols. 1991), por lo que los autores proponen que la
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hiperactividad DAérgica en la CPF estaria ejerciendo una influencia inhibitoria en la
expresion de la sensibilizacién comportamental, a pesar de tener niveles elevados de
DA en el NAcc (Vanderschuren y cols. 1999). Un efecto similar podria estar ocurriendo
en los animales tratados con cocaina por 3 dias, y evaluados luego de 5 dias de
abstinencia. Un incremento en la transmisién DAérgica en la CPF podria estar
enmascarando los efectos locomotores del aumento en la DA extracelular registrada
en el NAcc core. Sin embargo, con los datos presentados aqui no podemos afirmar esta
teoria; hace falta la realizacién de nuevos experimentos para evaluar la veracidad de
esta explicacion. Uno de los mads sencillos para contestar esta pregunta podria ser la
realizacion de microdialisis intracerebral en la CPF para evaluar los niveles de DA
extracelular en esta region con el mismo protocolo de sensibilizacion utilizado aqui, o
evaluar si la inyeccidn local de un antagonista de los receptores de DA D; en la CPF en
el Dia Desafio permite la aparicion de un aumento en la locomocién.

El tratamiento con la combinacién de cocaina y cafeina también generd una
sensibilizacion neuroquimica, la cual si se acompafié de la sensibilizacién
comportamental (ver Figura 12). Sin embargo, esta mayor liberacidon de DA en el NAcc
core no parece ser la responsable de la potenciacién locomotora observada, puesto
que el incremento de DA registrado en estos animales es similar al inducido por
cocaina sola, la cual no se asocid a un aumento de la locomocién. Aln mas, los
resultados mostraron que el grupo desafiado con cocaina + cafeina tendid a presentar
una menor liberacion de DA que el grupo tratado con cocaina (ver Figura 14C).

Si bien en una primera instancia puede parecer un resultado contradictorio dada la
relacién entre la transmision DAérgica en el NAcc core y la expresion de sensibilizacidon
comportamental (Cadoni y cols. 2000), no constituye un resultado sorprendente si se
considera las caracteristicas de los receptores de adenosina y el mecanismo de accién
de la cafeina. A nivel celular, la mayoria de los receptores A; se localizan a nivel de la
membrana pre-sindptica de las neuronas DAérgicas y glutamatérgicas, donde median
la inhibicion de la liberacidon de neurotransmisores ejercida por la adenosina. Este
efecto es mediado por la activacién de canales de potasio dependientes de proteina-G,
lo que hiperpolariza la membrana celular, o por la inhibicién de los canales de calcio, lo
que evita la fusion de las vesiculas sindpticas (Fredholm y cols. 1999). Sin embargo, los
receptores A; se expresan solo de forma moderada en el NAcc (Ferré y cols. 1997), y se
estima que no participan de manera significativa en los efectos de la cafeina sobre el
sistema DAérgico (Fisone y cols. 2004; Fredholm y cols. 1999). La actividad del receptor
A; se piensa que es responsable de los efectos de la cafeina sobre la atencién y la
vigilia, actuando principalmente sobre las proyecciones colinérgicas mesopontinas
(Rainnie y cols. 1994). Por otro lado, los receptores A;,, fuertemente expresados en el
NAcc y vinculados a la accion de la cafeina sobre la locomocién y transmisién DAérgica,
se localizan en su mayoria a nivel post-sinaptico (Fredholm y cols. 1999; Hobson y cols.
2012). Esto significa que los efectos de la activacién de los receptores A, no son
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mediados por alteraciones en la liberacién de dopamina, sino por la activacion de
sefiales intracelulares a nivel post-sindptico. Los receptores A,, estan acoplados a las
proteinas Gy Gs, las cuales aumentan la produccion de AMPc mediante la activacién
de la enzima adenilato ciclasa. Esto lleva a la activacion de la proteina quinasa
dependiente de AMPc (PKA), la cual es capaz de regular y controlar el estado de
fosforilaciéon de muchas fosfoproteinas. Una de las mads relevantes en esta via es la
fosfoproteina DARPP-32 (dopamine and cAMP regulated phosphoprotein of 32 kDa).
Cuando la PKA fosforila la DARPP-32 en la Thr34, ésta se convierte en un inhibidor
selectivo de la proteina fosfatasa-1 (PP-1), lo que reduce la desfosforilacién de otras
proteinas. De esta forma, la DARPP-32 amplifica los efectos bioquimicos de la PKA, lo
que esta asociado a la activacién de la via indirecta y disminucién de la actividad
locomotora (Ferré 2010; Fisone y cols. 2004; Lindskog y cols. 2002). Estos efectos son
opuestos a los generados por la activacion del receptor D,, con los cuales los Aya co-
localizan en las NEMs del NAcc y ED. El receptor D, esta negativamente acoplado a la
actividad de la adenilato ciclasa, por lo que la respuesta intracelular final es un balance
entre la accion DAérgica y la regulacion adenosinérgica (Fisone y cols. 2004). A su vez,
la activacién de los A, es capaz de reducir la afinidad del receptor D, por la DA a
través de interacciones intramembranosas entre los receptores (Ferré y cols. 1991). De
esta forma, la cafeina anula las respuestas intracelulares de la adenosina, y favorece
los efectos de la transmision DAérgica, lo que en ultima instancia culmina en la
desinhibicion de las neuronas tdlamo-corticales y la activacién locomotora (Fisone y
cols. 2004). Por lo tanto, la cafeina podria estar potenciando la sensibilizacién
comportamental a través de sus acciones post-sinapticas sin alterar la transmisién
DAérgica.

Estas nociones son reforzadas por el hecho de que las acciones de la cafeina contienen
ademas un componente independiente de |la DA, indicado por la observacion de que el
bloqueo de los receptores A, en animales deficientes de DA, aunque de forma leve
aun estimula la actividad locomotora a través de sus acciones post-sindpticas y sus
implicancias en la via indirecta (Cauli y Morelli 2005).

De todas formas, hacen falta mdas experimentos para comprobar que la potenciacion
observada se debe efectivamente a los efectos post-sinapticos del receptor Aja. La
cuantificacién del nivel de fosforilacion de la DARPP-32 puede aportar pistas
relevantes en este sentido.

Por otro lado, la cafeina incrementa los niveles de la vigilia (Feldman y cols. 1997), lo
gue podria promover la apariciéon de respuestas motoras. Ademas la misma se
administré en forma sistémica, por lo que no se descarta la participacion de otras
regiones del SNC en la potenciacion locomotora observada. La accion de la cafeina
sobre areas del sistema activador ascendente que participan en los comportamientos
activos de vigilia como el nucleo tegmental pedunculo pontino (PPT) y el hipotalamo,
podrian facilitar la respuesta locomotora de los animales (Ferré 2010).
Particularmente, se ha evidenciado que la cafeina es capaz de remover la accién
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inhibitoria de la adenosina sobre las neuronas colinérgicas del PPT que proyectan hacia
el tdlamo (Feldman y cols. 1997; Ferré 2010) y potenciar la actividad histaminérgica y
orexinérgica en el hipotalamo (Ferré 2010; John y cols. 2014). Estas acciones favorecen
los comportamientos de vigilia, por lo que deben ser considerados al estudiar el efecto
locomotor integral de la cafeina.

Finalmente, vale la pena destacar un trabajo reciente de Malave y Broderick (2014), en
el cual reportan una atenuacién en la liberaciéon de DA inducida por la cocaina luego de
la administracion de cafeina. Este fendmeno podria explicar la tendencia del grupo
cocaina + cafeina a presentar una menor liberacion de DA que el grupo cocaina. Sin
embargo, en este estudio utilizan altas dosis de cafeina, las cuales los autores
hipotetizan que puede alterar la respuesta sobre los receptores A;, generando la
reduccion en la liberacién de DA (Malave y Broderick 2014). Son necesarios nuevos
experimentos con antagonistas especificos para A1 para confirmar si el efecto que
observamos luego del pre-tratamiento con cocaina (5 mg/kg) + cafeina (2,5 mg/kg) se
debe efectivamente a la accién sobre estos receptores.

El andlisis de los metabolitos de DA revelé una caida en los niveles extracelulares de
DOPAC y HVA de magnitud similar en todos los pre-tratamientos, no observandose
diferencias entre los grupos pre-tratados con cocaina y la combinacién de cocaina +
cafeina, o entre ellos y sus controles respectivos. Esto se explica por el hecho de que la
mayoria del catabolismo de la DA es mediado por la accién de la enzima monoamina
oxidasa (MAO), la cual se encuentra en la membrana externa de las mitocondrias
dentro de la terminal sinaptica. Sin importar el pre-tratamiento, luego del desafio con
una inyeccién de cocaina o cocaina + cafeina, los DAT se encuentran bloqueados, lo
gue impide el ingreso de la DA al terminal sindptico. De esta forma la DA se vuelve
inaccesible para la MAO, disminuyendo consecuentemente los niveles de sus
metabolitos (Garrett y Soares-da-Silva 1990; Feldman y cols., 1997). Por otro lado, la
DA también puede ser metabolizada por la enzima catecol-o-metiltransferasa (COMT)
presente en las células gliales, lo que resulta en la formacién de HVA (Meiser y cols.
2013). La disminucién de los niveles de HVA indica que la cocaina también podria estar
dificultando la recaptacion de la DA por las células gliales.

Asimismo, considerando que no se encontraron diferencias entre los grupos de
cocaina y cocaina + cafeina, este resultado sugiere que la cafeina presente en la PBC
no contribuye de manera significativa al catabolismo de la DA.

La cocaina es capaz de bloquear el transportador de serotonina, y algunos estudios
reportan que el tratamiento repetido con cocaina es capaz de incrementar serotonina
en el NAcc (Parsons y Justice 1993), aunque su relacién en la expresidon de la
sensibilizacién aun no se encuentra bien establecida (Pierce y Kalivas 1997). Con el
protocolo utilizado en esta Tesis, no se registré ninglin cambio en el metabolito de la
serotonina 5-HIAA (también generado a partir de la enzima MAO), en ninguno de los
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tratamientos, por lo que los mismos parecen no afectar la transmisidn serotoninérgica
en el NAcc core.
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RESULTADOS Il

3. Estudio de la propiedad motivacional del sucedaneo de PBC.

3.1 Evaluacion del efecto motivacional de la combinacion de cocaina y cafeina
mediante la evaluacion del comportamiento de busqueda de droga y su comparacion
con cocaina, utilizando el modelo de autoadministracion en ratas.

En este experimento se evalud la propiedad motivacional del suceddneo de PBC en
comparacion con cocaina. Para llevar a cabo este objetivo se utilizé6 un protocolo de
autoadministracion intravenosa con régimen progresivo en animales expuestos a
cocaina (0,25 mg/kg/infusidn), cafeina (0,125 mg/kg/infusién) o cocaina + cafeina (0,25
mg/kg + 0,125 mg/kg/infusidon). Como se menciond anteriormente, estas dosis,
ajustadas para la administracion intravenosa, mantienen la relacién 2:1 de cocaina y
cafeina evaluada en los objetivos anteriores.

La Figura 17 muestra el promedio del numero acumulativo de nose-pokes activos
realizados por los animales (Figura 17A) y el correspondiente nimero de infusiones de
la droga recibidas (Figura 17B), durante la primer parte del protocolo.

En los primeros 15 dias los animales estuvieron sometidos a un régimen de FR1, en el
cual cada nose-poke en el orificio activo durante la fase de disponibilidad de la droga
se correspondid con una infusién de la misma (ver Materiales y Métodos, Protocolo
experimental). Como se observa en la Figura 17, los animales expuestos a cocaina y
cocaina + cafeina realizaron un mayor niumero de nose-pokes, asociado a un mayor
numero de infusiones, que los animales expuestos a cafeina. Esto sugiere la presencia
de procesos de aprendizaje y asociacidn entre las claves sensoriales y la accidn
comportamental (nose-poke) con el efecto reforzador de la droga. Es importante
destacar que el numero de nose-pokes es superior al numero de infusiones
correspondiente en cada grupo experimental. Esto se debe a que el numero
acumulativo de nose-pokes incluye aquellos correspondientes a todas las fases de las
sesiones experimentales (disponibilidad de la droga, infusién y periodo refractario),
mientras que para lograr las infusiones sélo cuentan los nose-pokes en la fase de
disponibilidad de la droga.
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Figura 17. Promedio del numero acumulativo de nose-pokes activos (A) e infusiones
alcanzadas (B) durante la fase de razén fija 1 (FR 1; dias 1-15) y FR1 con la mitad de la dosis
(FR1 % dosis; dias 16-20). Los datos se expresan como la media + EEM. ANOVA de dos vias
seguido de Newman-Keuls post hoc test. *=vs cafeina; +=vs FR1; #=vs cocaina + cafeina.
**=P<0,01;*** +++ #H##=P<0.001. N=9-12
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Al reducirse la dosis a la mitad (FR1 '/, dosis) se registré un incremento significativo del
numero de nose-pokes de los grupos cocaina y cocaina + cafeina en relacién al FR1 (p <
0.001), indicando que los animales adquirieron el comportamiento de
autoadministracion. El efecto de ambas drogas fue de magnitud similar. Los animales
expuestos a cafeina en cambio, mantuvieron un nimero constante de nose-pokes
tanto antes como después de la reduccion de la dosis (Figura 17A). El mismo perfil
general se observa al considerar las infusiones (Figura 17B), aunque de manera
interesante y a diferencia de lo anterior, los animales expuestos a cocaina + cafeina
alcanzaron en esta etapa mas infusiones que el grupo cocaina (p<0.001).

Debido a que todas las drogas ensayadas generan hiperlocomocidn, se cuantificé
ademas el niumero de nose-pokes realizados en el orificio inactivo, con el objetivo de
descartar posibles interferencias locomotoras en el analisis motivacional (Tabla 2).
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Tabla 2. Promedio del numero de nose-pokes realizados durante la primer

parte del protocolo de autoadministracion

FR1 FR1 % dosis

Tratamiento . . . .
Inactivo Activo Inactivo Activo

cocaina + cafeina 9,6 +1,2*** 31,7+3,1 6,9+ 0,9*** 78,1+4,6
cocaina 6,8+ 0,6*** 26,9+4,6 5,3 +0,4%** 69, 6+3,7
cafeina 8,5+ 0,6%** 15,3+£0,8 6,9 £ 0,8%** 149+1,3

Comparacion del promedio del nimero de nose-pokes realizados en cada orificio de la caja
de autoadministracion., durante el régimen FR 1 y FR 1 % dosis. Los datos estan
expresados como Medias + EEM. t-Student test. *=vs Activo. ***=P<0.001. N=9-12

Los resultados mostraron que en todos los casos, los animales realizaron un nimero
significativamente menor de nose-pokes en el orificio inactivo en relacion al activo (p <
0.001), lo cual es un indicio de que los datos obtenidos no se deben meramente a una
sobre-estimulacion locomotora.

Luego del entrenamiento de los animales en la camara de condicionamiento y la
instauracién del comportamiento de autoadministracién, se cambié el régimen del
mismo a un régimen progresivo 3-4 (PR 3-4; ver Materiales y Métodos, Protocolo
Experimental). Como se puede observar en la Figura 18A, este cambio indujo un
incremento importante en el nimero de nose-pokes realizados por los animales
expuestos a cocaina y cocaina + cafeina en relacion a la cafeina (p < 0.001). A su vez, el
grupo de cocaina + cafeina alcanzé un mayor nimero de nose-pokes que el grupo
expuesto a cocaina sola (p < 0.001). El mismo perfil se observé al analizar las infusiones
alcanzadas (Figura 18B). El grupo cocaina + cafeina recibié mas infusiones que el grupo
cocaina (p < 0.001), y ambos alcanzaron mas infusiones que la cafeina (p < 0.001).
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Figura 18. Promedio del nimero acumulativo de nose-pokes activos (A) e infusiones
alcanzadas (B) durante la fase de régimen progresivo 3-4 (PR 3-4; dias 21-27). Los datos
se expresan como la media + EEM. ANOVA de una via seguido de Newman-Keuls post
hoc test. *=vs cafeina; +=vs cocaina. ***,+++=P<0.001. N=9-12
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La cuantificacion de los nose-pokes realizados en el orificio inactivo mostré que, al
igual que en el régimen FR 1, durante el PR 3-4 todos los grupos efectuaron
significativamente menos respuestas en el orificio inactivo que en el activo (Tabla 3).

Tabla 3. Promedio del nimero de nose-pokes

realizados durante el régimen progresivo

PR 3-4

Inactivo Activo

Tratamiento

cocaina + cafeina 55,9+ 4,9*** 753 4+56,8
cocaina 31,2+3,7*** 352,6,9+53,5
cafeina 9,0+1,0*%* 31,5+4,6

Comparacion del promedio del nimero de nose-pokes
realizados en cada orificio de la caja de autoadministracién.,
durante el PR 3-4. Los datos estan expresados como Medias
+ EEM. t-Student test. *=vs Activo.**=P<0.01; ***=P<0.001.
N=9-12

Finalmente, durante el PR 3-4 se calculd el breaking point, un pardmetro importante
para la medicién del estado motivacional por la busqueda de droga. Este resultado se
muestra en la Figura 19. De acuerdo a lo esperado, cocaina y cocaina + cafeina
tuvieron un breaking point mayor al de cafeina (p < 0.001). Asimismo, el breaking point
del grupo cocaina + cafeina fue significativamente mas alto al de los animales
expuestos a cocaina sola (p<0.001).

En conjunto, estos resultados demuestran que la combinacidon de cocaina + cafeina
actuando como sucedaneo de PBC, fue capaz de inducir una mayor busqueda de la
droga que cocaina sola.
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Figura 19. Promedio del Punto de quiebre o Breaking Point de las sesiones
de régimen progresivo. Los datos se expresan como la media £ EEM.
ANOVA de una via seguido de Newman-Keuls post hoc test. *=vs cafeina;
+=vs cocaina. ***,+++=P<0.001. N=9-12
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DISCUSION DE RESULTADOS Il

En el tercer objetivo del trabajo de Tesis se utilizé el modelo de autoadministracion
intravenosa para para evaluar la propiedad motivacional de la combinacion de cocaina
y cafeina, en comparacidn con la cocaina.

Las propiedades reforzadoras de la cocaina, asi como su capacidad para generar el
comportamiento de autoadministraciéon se encuentran bien establecidas (Pettit y
Justice 1989; Roberts y cols. 1980; Vanderschuren y cols. 2005). De acuerdo con esto,
durante la primer etapa del protocolo los animales expuestos a cocaina y cocaina +
cafeina realizaron un nimero mayor de nose-pokes y alcanzaron mas infusiones que
los animales expuestos a cafeina. Este resultado sugiere también que ambos
tratamientos, a las dosis ensayadas, resultan recompensantes y reforzadoras para el
animal. Estos dos conceptos, a menudo utilizados de manera intercambiable, hacen
referencia a procesos diferentes aunque relacionados, y ambos son importantes para
la instauracion del comportamiento de autoadministracién. La conceptualizacion de la
recompensa abarca los componentes de aprendizaje, “liking” y “wanting”, los que se
manifiestan a nivel fisioldgico con efectos placenteros, la posterior asociacién entre el
estimulo y la consecuencia, y respuestas de acercamiento hacia ese estimulo. El
reforzamiento se refiere a la tendencia de un estimulo de fortalecer las asociaciones
estimulo-respuesta aprendidas, por lo que un elemento reforzador (positivo) aumenta
las probabilidades de que se realicen comportamientos orientados hacia la obtencién
de dicho estimulo (Berridge y Robinson 2003; White 1989). De esta forma, que la
droga resulte recompensante es fundamental para que el animal inicie su busqueda y
los procesos de asociacién entre los efectos de la droga, las claves sensoriales y la
accién comportamental. El efecto reforzador también se manifiesta en esta etapa,
siendo el mismo muy importante para facilitar y adquirir las conductas de
autoadministracion, especialmente en las primeras etapas del protocolo, bajo
regimenes fijos de reforzamiento (Pickens y cols. 1978).

En la primera parte del protocolo con FR1, que incluye el entrenamiento de los
animales para que aprendan la tarea, no se observaron diferencias entre los grupos
tratados con cocaina y cocaina + cafeina. La cocaina, presente en ambos grupos, posee
fuertes propiedades reforzadoras (Volkow y cols. 1999; Volkow y cols. 2006), por lo
gue no es esperable que ambos tratamientos se diferencien en esta etapa inicial.

Los animales expuestos a cafeina realizaron un nimero significativamente menor de
nose-pokes en relacion a los otros grupos experimentales, lo que concuerda con su
propiedad reforzadora débil (Strain y Griffiths 1995) y estudios de autoadministracién
gue muestran que la cafeina, a diferencia de otras drogas de abuso, es
autoadministrada de forma consistente sélo por un porcentaje pequefio de ratas (Cauli
y Morelli 2005).
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El protocolo inicial de FR1 probé ser suficiente para que los animales aprendieran la
tarea y adquirieran el comportamiento de autoadministracion, ya que al desafiar a los
mismos mediante la reduccién de la dosis a la mitad (FR1 % dosis), los grupos cocaina 'y
cocaina + cafeina incrementaron sus respuestas de manera significativa. Este
incremento estd en concordancia con los reportes que indican que los animales son
capaces de regular y mantener su consumo dentro de limites estables (Gerber y Wise
1989; Richardson y Roberts 1996). Al reducirse la dosis, se hizo necesario alcanzar un
mayor numero de infusiones para conservar el nivel de consumo anterior. Los
animales expuestos a cafeina en cambio, mantuvieron un numero constante de
infusiones tanto antes como después de la reduccién de la dosis, lo que implica una
menor busqueda de la droga que los animales expuestos a cocaina y cocaina + cafeina.
De manera interesante, durante el régimen de FR1 % dosis los grupos de cocaina y
cocaina + cafeina presentaron un numero similar de nose-pokes, pero el grupo cocaina
+ cafeina alcanzé mas infusiones que cocaina (ver Figura 17). La diferencia en las
infusiones sugiere un mayor poder reforzador por parte de la combinacién de cocaina
+ cafeina, aunque esto no se acompafia del nimero de nose-pokes. Esta discrepancia
puede reflejar una diferencia en la eficacia del aprendizaje operativo entre ambos
grupos experimentales. Aunque realizan un nimero similar de nose-pokes totales, los
animales expuestos a cocaina + cafeina podrian estar realizando un mayor nimero de
nose-pokes en el momento apropiado (fase de disponibilidad de la droga) que el grupo
cocaina, lo que al tratarse de un régimen de FR1, repercutiria directamente en el
numero de infusiones logradas. Esta observacién no es menor, ya que la formacién de
habitos asociados al consumo y su transformacion progresiva en conductas
compulsivas constituye una caracteristica clave del proceso adictivo. Una adquisicién
mas efectiva del habito motor relacionado con la administracién de la droga puede
contribuir a la determinacién un alto nivel de dependencia (Everitt y Robbins 2005;
Wise 2004; Wise 2002). Sin embargo, hacen falta protocolos mas largos y el andlisis de
patron temporal de los nose-pokes en las distintas sesiones experimentales para
estudiar adecuadamente el pasaje del habito motor al habito-compulsivo (Wise 2002).
De todas formas, dado que el poder reforzador de las drogas influye en gran medida el
aprendizaje operante, este resultado sugiere un mayor poder reforzador del grupo
tratado con la combinacién de cocaina + cafeina.

Es importante tener en cuenta que todos los tratamientos utilizados en este estudio
generan hiperactividad locomotora (Feldman y cols. 1997; Hall y cols. 2009; Misra y
cols. 1986), lo cual potencialmente podria interferir en el analisis del comportamiento
de busqueda de droga, realizando nose-pokes independientes del estado motivacional.
Este no es el caso de los resultados presentados en esta Tesis, ya que los animales
realizaron significativamente menos nose-pokes en el orificio inactivo (ver Tabla 2), lo
gue comprueba que los datos obtenidos no se deben a la realizaciéon azarosa de nose-
pokes sobre el orificio activo.
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La implementacion del régimen progresivo 3-4 permitié diferenciar el estado
motivacional por la obtencién de la droga inducido por los distintos tratamientos.
Puesto que durante este régimen cada infusion de la droga exige un nimero mayor de
nose-pokes, es importante aclarar que los animales no logran alcanzar el nivel de
consumo anterior, y es esto lo que los mantiene motivados por la busqueda de la
droga (Richardson y Roberts 1996).

Durante el PR 3-4, los animales expuestos a cocaina y cocaina + cafeina buscaron
activamente la droga y demostraron estar motivados por obtenerla, evidenciado por
un incremento importante en el numero de nose-pokes realizados. De manera
interesante el grupo cocaina + cafeina exhibié una mayor busqueda de la droga, y
consecuentemente, un numero mayor de infusiones que el grupo cocaina. Este
resultado se relaciona directamente con breaking point, uno de los pardmetros que
mejor refleja el estado motivacional de los animales por autoadministrarse la droga
(Stafford y cols. 1998). El breaking point del grupo cocaina + cafeina demostrd ser
mayor al de cocaina, lo que se traduce en que los animales expuestos a cocaina +
cafeina realizaron un mayor esfuerzo por alcanzar una infusién de la droga que los
animales entrenados con cocaina. Esto indica que la cafeina podria estar
incrementando la saliencia otorgada a la droga y potenciando su busqueda, lo cual
puede acarrear consecuencias sustanciales considerando su uso como adulterante.
Estos resultados concuerdan con estudios que demuestran que la administracion
sistémica de agonistas del receptor de adenosina A, reduce el breaking point de la
cocaina (Wydra y cols. 2015), y atenua la reinstalacion del comportamiento de
busqueda inducida por cocaina (Bachtell y Self 2009; Wydra y cols. 2014). Por otro
lado, en el trabajo de Wydra y colaboradores (2015) no hallaron cambios en la
autoadministracion a cocaina con la administracién de antagonistas especificos del
receptor A,a. A diferencia de este trabajo, en la presente Tesis se utilizé cafeina, la cual
bloquea de forma no selectiva los receptores de adenosina. Es posible que sea
necesario el reclutamiento de ambos tipos de receptores para evidenciar la
acentuacion de los comportamientos dirigidos a una meta, asociados al modelo de
autoadministracion. Hacen falta nuevos experimentos con antagonistas especificos
para A,a Yy A; para comprobar este fendmeno.

En conjunto, estos hallazgos son de gran importancia, pues sugieren que los animales
expuestos a cocaina + cafeina (suceddneo de PBC) presentan una mayor motivacién
por la busqueda y obtencién del sucedaneo que los animales expuestos a cocaina sola.
Estos resultados pueden colaborar a la comprensidon de algunas de las diferencias
entre el perfil clinico de los consumidores de PBC y cocaina, como la rdpida
dependencia e intensa busqueda o craving inducida por la PBC.
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CONCLUSIONES GENERALES

El desarrollo de esta Tesis permitid la obtencion de las siguientes conclusiones:

1) Se demostré que la administracion sistémica repetida de PBC 1 generd el fendmeno
de sensibilizacién comportamental.

2) Se profundizé en el rol de cafeina como adulterante, y se determind que la cafeina
presente en la PBC aceleré el desarrollo de la sensibilizacion y potencid su expresion.
Se destaco la importancia de los adulterantes en los efectos de las drogas de abuso
ilicitas.

3) Se evidencid que la administracién sistémica repetida del suceddaneo de PBC indujo
el fendmeno de sensibilizacién neuroquimica DAérgica en el NACC core

4) Los resultados neuroquimicos sugieren que la potenciacidon locomotora mediada por
la cafeina no esta mediada por un incremento en la transmision DAérgica en el NAcc
core. Posiblemente, este efecto estaria involucrando mecanismos post-sindpticos que
no impliquen cambios en los niveles extracelulares de DA. No se descarta que la
potenciacién DAérgica ocurra en otras regiones del SNC involucradas con la transicion
entre un consumo no problematico y uno dependiente.

5) El uso del modelo de autoadministraciéon demostré que la combinacién de cocainay
cafeina, como sucedaneo de PBC, posee un alto valor recompensante y reforzador
para los animales, asi como también un valor de incentivo: los animales buscan la
droga y estan motivados por obtenerla.

6) El analisis del breaking point comprobd que la combinaciéon de cocaina y cafeina
indujo una mayor motivacién por la blisqueda de droga que la cocaina sola, reflejando
una mayor saliencia de incentivo.

7) Los resultados obtenidos permiten afirmar que la composiciéon quimica de la PBC es
un factor importante que contribuiria al potencial adictivo de esta droga. Asimismo la
cafeina, como adulterante principal, es capaz de facilitar y potenciar fenémenos claves
del proceso adictivo como los son la sensibilizacion y la motivacidén por la obtencion de
la droga, hecho que colaboraria en la comprensién de la alta dependencia inducida
por la PBC.

8) Aunque de forma indirecta, este trabajo apoya el agonismo adenosinérgico como
posible estrategia terapéutica para la adiccién a PBC.
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PERSPECTIVAS

Los resultados de la presente Tesis contribuyeron a ampliar el conocimiento sobre las
acciones de la PBC en el SNC haciendo foco en los factores que contribuyen a su alto
nivel de dependencia, y sobre la importancia de la cafeina en este proceso, como
principal adulterante de esta droga. Como resultado de esta Tesis surgieron una serie
de perspectivas a futuro, las cuales se resumen a continuacién:

1) Habiéndose comprobado la sensibilizacién comportamental a PBC y una fuerte
influencia de la cafeina en este fendmeno, resulta de interés diseccionar el rol de cada
receptor de adenosina en la potenciacidon observada, mediante el uso de antagonistas
especificos. Se espera evidenciar un rol protagénico del receptor A, en este
fendmeno.

2) Queda pendiente indagar los mecanismos celulares de la potenciacion de la
sensibilizacion y comprobar si la misma se debe a las acciones post-sindpticas de la
cafeina. Para esto se planea cuantificar los niveles de la proteina DARPP-32 fosforilada
en el NAcc luego del tratamiento repetido con PBC y la correspondiente combinacién
de cocaina y cafeina. Se espera observar una disminucién del nivel de fosforilacién de
DARPP-32 en la Thr34 luego del tratamiento repetido con PBC y su suceddneo,
respecto a animales tratados con cocaina sola.

3) Ademas de la DA, la transmisidn glutamatérgica en el circuito motivacional también
juega un rol muy importante en los procesos asociados a la busqueda de droga y la
instalacion de los comportamientos adictivos (Gipson y Kalivas 2014; Kalivas y Volkow
2005). El estudio de la transmision glutamatérgica en el NAcc mediante microdialisis
intracerebral, luego del tratamiento repetido con PBC y la correspondiente
combinacidn de cocaina y cafeina, es fundamental para avanzar en el conocimiento de
las alteraciones neuroquimicas inducidas por esta droga. Se espera registrar un
incremento en los niveles extracelulares de glutamato en el NAcc luego de ambos
tratamientos.

4) Con el fin de continuar profundizando en las causas de la alta dependencia inducida
por PBC, se planea analizar el efecto recompensante y reforzador inducido por esta
droga en relacidn a cocaina. Para esto utilizaremos el modelo de vocalizaciones
ultrasdnicas de roedores, el cual permite la medicién del estado afectivo y emocional
de los animales en relacidon a distintos estimulos externos, incluyendo las drogas de
abuso (Burgdorf y Panksepp 2006; Simola y cols. 2012).

Se ha caracterizado que las ratas emiten vocalizaciones (respuesta no condicionada) en
el rango de 55 KHz en presencia de estimulos apetitivos y/o placenteros, y se ha visto

63



que las drogas de abuso pueden alterar el nimero y caracteristicas de las mismas
(Simola y cols. 2012; Wright y Gourdon 2010). Estos experimentos requieren un
complejo andlisis de los sonogramas, por lo que se realizé una estadia de
adiestramiento (Noviembre 2014) en el Departamento de Ciencias Biomédicas de la
Universidad de Estudios de Cagliari, Italia, bajo la colaboracién de la Dra. Micaela
Morelli y el el Dr. Nicola Simola, quienes poseen una vasta experiencia en la aplicacion
de este modelo para el estudio de drogas de abuso (Simola y cols. 2012; Simola y cols.
2013).

Esperamos determinar un mayor efecto recompensante de PBC y su suceddneo en
relacién a cocaina, evidenciado por un mayor nimero de vocalizaciones de 55KHz.
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Background and Objectives: Caffeine is an active adulterant found
in several drugs of abuse including coca paste (CP). We had
previously demonstrated that caffeine potentiated the acute stimulant
effect induced by CP seized samples. The role of caffeine in the
expression of sensitization elicited by a CP seized sample (CP1) was
here evaluated.

Methods: CP1 (equivalent dose of 10 mg/kg of cocaine), cocaine
(pure, 10 mg/kg), a combination of cocaine 10 mg/kg plus caffeine
2.5 mg/kg (CP1-surrogate) and saline (control) were intraperitoneally
injected in male rats under two different sensitization schedules.
Ambulatory locomotion was recorded in 58 animals.

Results: After five daily CP1 injections and 5 days of withdrawal,
CP1-challenged animals displayed a more robust sensitization than
cocaine-treated animals. When a 3 injections-regime of CP1-
surrogate or cocaine was assayed, only CP1-surrogate was able to
elicit sensitization.

Discussion and Conclusions: Caffeine enhances and accelerates the
CP1-induced sensitization.

Scientific Significance: Results may shed light on the fast and high
dependence observed in CP users. (Am J Addict 2015;XX:XX —XX)

INTRODUCTION

Coca paste (CP) is an illicit drug of abuse which
consumption has increased in recent years. Whilst worldwide

Received January 1, 2015; revised April 14, 2015; accepted
April 26, 2015.

José P. Prieto and Martin Galvalisi contributed equally to this
work.

Maria N. Meikle’s present address: Institut Pasteur de Mon-
tevideo, Uruguay

Address Correspondence to Cecilia Scorza, Departamento de
Neurofarmacologia Experimental, Instituto de Investigaciones
Bioldgicas Clemente Estable. Avenida Italia 3318. 11600. Montevi-
deo, Uruguay. E-mail: cscorza@iibce.edu.uy/scorzacecilia@gmail.com

crack is the most well-known form of cocaine used for
smoking, CP is another smoked cocaine form commonly used
in several South America countries.'™ CP can be differ-
entiated from crack since CP is one of the earliest intermediate
products obtained during the extraction of the alkaloid cocaine
from coca leaves (Erythroxylon coca)." As a result of this
chemical process, cocaine hydrochloride is reached. In
contrast, cocaine hydrochloride is used as a precursor for
crack preparation.*® CP contains a high, although variable
amount of cocaine (base), low proportions of chemical
substances such as kerosene, sulfuric acid, benzoic acid, and
other alkaloids which occur as a natural result of the extraction
process."’

Like crack, CP is a low price drug, and although illegal, is
readily available. In humans, consumption of CP produces an
intense feeling of euphoria combined with psychomotor
alterations. Common users of CP quickly develop a high level
of dependence with high rates of relapse. Behavioral
alterations such as cognitive deficits, increased levels of
impulsivity, aggressiveness and sleep disturbances are also
seen. These behavioral traits conform a clinical profile shared
by all CP users.>®

It has been proposed that the propensity to develop
addiction to a particular drug depends on how fast the
substance reaches the brain, determining the relevance of the
route of administration.”'® This might be one reason why, for
example, crack is thought to be more addictive than sniffed
cocaine.”!! Although other factors should not be ruled out, it is
possible that the pulmonary inhalation used to consume CP
could partially explain the high dependence/high rates of
relapse observed in CP users.

We have previously reported that, as it happens with other
illicit drugs of abuse,'? CP seized samples contain passive
(innocuous) and active adulterants.'? Among active adulter-
ants, caffeine, a natural xanthinic alkaloid, is one of the most



commonly found."® In rodents, we have shown that the acute
systemic administration of a series of CP seized samples
obtained from police drug raids, has a significantly higher
stimulant effect compared with purified cocaine (hydro-
chloride) administered under similar conditions (without
adulterants). Interestingly, we determined that those CP
seized samples adulterated with a high caffeine proportion
induced the higher stimulant effect. We have proposed that the
content of caffeine in CP seized samples should be taken into
consideration when analyzing the pharmacological effects of
cp.”

Caffeine is a legal substance consumed worldwide to
improve attention and overall performance. Extensive use of
caffeine may lead to the development of mild psychological
and physical dependence.'* Caffeine is found in many
commercial products, but it is also used as an active adulterant
in drugs of abuse.®'>">"!7 It has been reported that street
cocaine and methamphetamine contain caffeine not only to
increase the volume and/or weight, but probably to enhance
the reinforced property as well as the stimulant effect.'*'® In
addition, caffeine can be volatilized,'® which would be one of
the reasons why it is found as an adulterant in CP samples.
However, little research on the consequences induced by
caffeine in CP seized samples and the expression of the clinical
profile seen in patients is available.

It is known that an initial exposure to cocaine results in an
increased motor activity, which is further enhanced after
repeated administration and a following withdrawal period.
This phenomenon known as sensitization can produce
enduring molecular, cellular and behavioral changes that
resemble some addiction-related features seen in humans'®>2
and can predict the ability of the drug to reinstate drug-seeking
behavior in rats.?’** The process of sensitization has an
initiation phase in which animals display a gradual increase in
the locomotion following daily cocaine administration. A
second phase is characterized by a persistent hyper-respon-
siveness to the drug after cessation of administration and
includes certain neuroadaptative modifications.?'~>*

The present work was designed to determine if a selected
CP seized sample was able to evoke locomotor sensitization
after a repeated administration schedule. As caffeine was the
only active adulterant found in this CP seized sample,'? its role
in the rat’s locomotor sensitization was also evaluated.

METHODS

Animals

Wistar male rats (IIBCE animal facilities, Montevideo)
weighing 250-310 g were employed. All animals were housed
in groups of five in plastic cages (50cm x 37.5cm x 21 cm)
and kept under controlled conditions (temperature 22 &+ 2°C,
12-hr day-night cycle, lights on at 7:00 am) with food and
water available ad libitum. All procedures were approved by
the IIBCE Bioethics Committee’s requirements and carried
out under the current national ethical regulations.

2 Caffeine and Locomotor Sensitization

Drugs

CP was supplied by the Technical Forensic Institute
(Uruguay) from a seized drug shipment targeted for the
Uruguayan illegal drug market, with the authorization of the
National Drugs Board and the Ministry of Public Health
(Uruguay). In the present study, CP1 was selected among a
group of CP seized samples. Cocaine hydrochloride (pure)
was generously donated by Laboratory Verardo & Cia
(Argentina) and caffeine was obtained from Sigma Aldrich
(Germany). CP1 was dissolved in a vehicle solution
containing 2% hydrochloric acid (HCI) and enough sodium
hydroxide to titrate the solution to a pH of =6.3. Cocaine
hydrochloride and caffeine were dissolved in saline. A
previous chemical analysis indicated that CP1 contained
68.9% of cocaine base and 15.0% of caffeine. No other
adulterants were found in CP1 and impurities were present in a
very low proportion.13 We have previously published data
regarding the acute stimulant and neurochemical effect
induced by this CP sample."?

Experimental Groups

CP1 was injected at an equivalent cocaine dose of
10mg/kg (final dose 13.0 mg/kg) and cocaine was admin-
istered at 10 and 5 mg/kg. Caffeine was administered alone
at a dose of 2.5mg/kg and the same dose (2.5 mg/kg) in
combination with cocaine 10 or 5mg/kg, respectively.
Control animals were injected with the corresponding
vehicles. The volume of injection was set at 1ml/kg
and corrected when equivalent doses were administered.
Caffeine dose was calculated based on the percentage of
caffeine content of CP1."> A previous study showed that
combination of cocaine and caffeine at doses equivalent to
their content in CP1 exerted the same stimulant effect and
that can be used as a valid surrogate to study its effects.'?
Here, we used the combination of cocaine (10 mg/kg) and
caffeine (2.5 mg/kg) as a CP1-surrogate.

Behavioral Assays

Measurement of locomotor sensitization was carried out in
an Open Field (OF) paradigm (a square box of 60 x 60 cm with
red 40-cm-high acrylic sides) in a quiet experimental room
with controlled temperature (22 2°C). Locomotor activity
was recorded automatically by a camera connected to a
computer equipped with the Ethovision XT 7.0 software
(Noldus, the Netherlands). Using this video tracking software
we specifically measured the horizontal locomotor activity
defined as the total distance moved in meters (m).

To study the sensitization induced by CP1 and cocaine the
following experimental protocol was applied: one day
preceding drug treatment, animals were habituated to the
OF over a 60 min period (day 0) in which basal locomotor
activity was recorded. Later, animals were randomly assigned
to different experimental groups which received CP1, cocaine
and their respective vehicles daily for five days (Protocol I).
On day 1 and 5, before the drug or vehicle injection, animals
were allowed a 20 min habituation period in the OF prior drug
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injection. Locomotor activity was assessed each day for
30 min starting 5 min after the drug or vehicle administration.
After the last treatment, rats were kept in their home cages for a
5 days withdrawal period. On the eleventh day, animals were
put in the OF for 20 min (habituation prior the drugs injection)
and then received a challenge injection according the rat
pretreatment. Locomotor activity was recorded for 30 min
starting Smin after the drug or vehicle administration
(Fig. 1A shows the experimental schedule).

To study the role of caffeine in the expression of the CP1-
induced sensitization a surrogate of CP1 was administered.
The following experimental protocol was applied: one day
preceding drug treatment animals were habituated to the OF
over a 60 min period (day 0) in which basal locomotor
activity was recorded. Later, animals were randomly
assigned to the different experimental animal groups which
received cocaine (10), caffeine (2.5 mg/kg) and a combina-
tion of cocaine and caffeine i.e. Coc(g)+ Caffys) (as a
surrogate of CP1 at an equivalent cocaine dose of 10 mg/kg]
and their respective vehicles daily for 3 days (Protocol II).
Only on day 1 animals were allowed a 20 min habituation
period in the OF prior drug injection. Locomotor activity
was recorded each day for 60min starting 5Smin after
the drug or vehicle administration. After the last treatment,
the rats were kept in their home cages for a 5days
withdrawal period. On the ninth day, animals were put in
the OF for 20 min (habituation prior the drugs injection)
and then received a challenge injection according the rat
pretreatment. Locomotor activity was registered for 60 min,
5 min after the drug or vehicle administration (Fig. 1B shows
the experimental schedule).

During all experiments the OF was cleaned with alcohol
30% before placing the following rat. All experiments were
done between 9 am and 3 pm

Statistical Analysis

Data are given as Mean =+ Standard Error of the Mean
(SEM) and were analyzed by two-way (time and pretreatment)
analysis of variance (ANOVA) for repeated measures

followed by post hoc Newman-Keuls multiple comparison
test and by one-way ANOVA for independent measures
(treatment) followed by Newman-Keuls test. Statistical
significance was set at p < 0.05.

RESULTS

CP1- and Cocaine-Treated Animals Developed and
Expressed Sensitization

Figure 2A and 2B show the effect of CP1 and cocaine
treatment in locomotor activity during 5 days and on
challenge day. In Fig. 2A, two-way ANOVA revealed a
significant effect of the treatment [F5)=35.92,
»<0.0001] but not for time [Fyg0)=2.05, p=0.09] or
the treatment x time interaction [F(;¢0)=1.37, p=0.20].
Results of post-hoc Newman—Keuls suggest that a develop-
ment of sensitization was achieved after the repeated
injection of CP1 and cocaine since a gradual rise in the
distance moved was observed in both groups in comparison
with their respective controls (Fig. 2A), although some
differences were observed. In the case of CPl-treated
animals the increase in the locomotor activity reached
statistical significance from the second to the fifth day,
whereas in cocaine-pretreated animals the effect was
statistically significant only on the last day of the treatment.
Additionally, a maximum difference between drugs was
evidenced on the third day (Fig. 2A). In Fig. 2B, one-way
ANOVA followed by Newman—Keuls revealed that both
CP1- and cocaine-treated animals (p <0.01 and p <0.05,
respectively) were able to express the sensitization phenom-
enon. However, a significant difference between CP1 and
cocaine p < 0.01) could be observed. The effect of the CP1
challenge on the locomotor activity of the CP1-pretreated
animals was significantly higher than that induced by
cocaine injection in cocaine-pretreated animals (Fig. 2B).
There were no statistical differences during the initiation or
expression phase in vehicle-treated animals and challenged
with both drugs (Fig. 2A and 2B).

& iin ) L) 1t

corresponding vehicles during 5 (A; protocol ) or 3 days (B; protocol |
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FIGURE 1. Experimental protocols for CP1- cocaine- and CP1 surrogate-induced sensitization. Rats were treated with the different drugs and

were challenged at days 11 or 9 (protocol | and Il, respectively) with the corresponding treatments.
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1) and the locomotor activity was recorded each day. Five days later, animals
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FIGURE 2. Initiation (A) and expression (B) of sensitization induced by CP1 and cocaine in pretreated rats with CP1 and cocaine or vehicle
(protocol I). Doses expressed in mg/kg and the respective vehicles are shown in parentheses [CP1(eq10); Coc(10); Veh(CP1); Veh(coc)]. Data
are expressed as mean +—SEM. Two-way and one-way ANOVA followed by Newman-Keuls test. *=denotes statistical differences vs. each
control group; + = denotes statistical differences between CP1(eq10) and Coc(10); / = denote statistical differences versus day 1. *** p < 0.001;
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Caffeine accelerated and enhanced the
sensitization induced by cocaine

In order to confirm whether the presence of caffeine in CP1
could accelerate and enhance the development and expression
of sensitization, another group of animals was treated with a
combination of cocaine and caffeine at doses equivalent to
their content in CP1 (i.e., CP1-surrogate) and the effect of its
repeated administration on animal locomotion was compared
with that induced by cocaine alone (Fig. 3A and 3B). In
Fig. 3A, two-way ANOVA revealed a significant effect of the
treatment  [F(314y=13.31,p<0.001] but not for time
[Fo28)=3.10, p=0.06] or the treatment X time interaction
[F6,28)=1.19, p=0.33]. Post-hoc Newman—Keuls showed

that the repeated injection of CP1 surrogate or cocaine was
able to induced a gradual and significant increase in the
distance moved along the days in comparison with their
respective control groups (Fig. 3A), demonstrating a develop-
ment of sensitization. A maximum difference between drugs
was evidenced on the second day (p < 0.01; Fig. 2A). In
Fig. 3B, one-way ANOVA followed by Newman—Keuls
revealed that while cocaine-treated animals seemed to develop
sensitization (Fig. 3A) these animals did not express
sensitization when challenged with cocaine (Fig. 3B). In
contrast, a significant effect on the locomotor activity of CP1-
surrogate-treated animals was observed compared with the
control group (p < 0.05). Moreover, CP1-surrogate induced a
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FIGURE 3. Initiation (A) and expression (B) of sensitization induced by CP1 surrogate and cocaine in pretreated rats with CP1 surrogate
[Coc(10) + Caff(2.5)] and cocaine or vehicle (protocol Il). Doses expressed in and the respective vehicles are shown in parentheses
[Coc(10) + Caff(2.5); Coc(10); Veh(coc + caff); Veh(coc)]. Data are expressed as mean + SEM. Two-way and one-way ANOVA followed by
Newman—Keuls test. *=denotes statistical differences versus each control group; + =denotes statistical differences between Coc(10) +
Caff(2.5) and Coc(10); /=denote statistical differences versus day 1. *** p <0.001; ++, ** p <0.01; *,+, / p <0.05. N=4-6.
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more robust effect on animal locomotion compared with
cocaine-challenged animals, demonstrating a great influence
of caffeine in the expression of the sensitization elicited by
CP1 surrogate (Fig. 3B). There were no statistical differences
during the initiation or expression phase in saline-treated
animals challenged with cocaine or CP1 surrogate (Fig. 3A
and 3B). Moreover, sensitization was not observed in animals
pre-treated with caffeine (2.5 mg/kg) or vehicle and chal-
lenged with caffeine (2.5 mg/kg; data not shown).
Accordingly with the finding obtained above and in order to
continue studying the influence of caffeine in the development
and expression of sensitization induced by cocaine (and
indirectly by CP1), another group of animals was treated with
a combination of a lower dose of cocaine (5 mg/kg) and the
same dose of caffeine (2.5mg/kg). In Fig. 4A, two-way
ANOVA revealed a significant effect of the treatment
[F(3’17) = 3149, p< 00001] but not for time [F(2’34) = 288,
p=0.07] or the treatment X time interaction [F 34y =1.40,
p=0.24]. Post-hoc Newman—Keuls showed that only
those animals treated with cocaine (5 mg/kg) plus caffeine
(2.5 mg/kg) were able to developed sensitization. A gradual
increase in distance moved was observed in animals treated
with cocaine (5 mg/kg) plus caffeine (2.5 mg/kg) compared
with the corresponding control group. Cocaine (5 mg/kg) did
not modify the animal locomotion along days (Fig. 4A). In
Fig. 4B, one-way ANOVA followed by Newman—Keuls
revealed that only those animals which were pretreated
with the combination of cocaine (5mg/kg) plus caffeine
(2.5mg/kg) unchained the expression of sensitization
(Fig. 4B). A significant increase in distance moved was
observed in cocaine (5mg/kg) plus caffeine (2.5 mg/kg)-
treated animals compared with control group (p <0.01) and
also with cocaine alone (p <0.001) indicating that caffeine
seemed to facilitate the expression of the sensitization even in
rats treated with a minor dose of cocaine. There were no

statistical differences during the initiation or expression phase
in vehicle-treated animals and challenged with cocaine or
cocaine plus caffeine (Fig. 4A and 4B).

DISCUSSION

The present study demonstrated that rats repeatedly treated
with CP1 displays a more robust behavioral sensitization than
cocaine-treated animals suggesting an additive action of its
main components, cocaine and caffeine. These observations
agree with our previous report in which acute administration of
a combination of cocaine and caffeine, reaching specific
proportions in CP1, acted in an additive way, explaining the
potent acute stimulant effect observed.!> Here, we also
demonstrated that the sensitization phenomenon is elicited
even in animals treated with the CP1-surrogate during three
days. Both are important findings since they suggest that
caffeine, as an active adulterant in CP seized samples, could
accelerate and enhance the neuroadaptations involved in
behavioral sensitization. Considering that the occurrence of
behavioral sensitization may predict the ability of a drug to
induce reinstatement of drug-seeking behavior,?'*? our results
would add valuable information about the clinical outcome of
CP consumers and the mechanisms underlying the high
dependence observed in CP users.

Other studies have already demonstrated interaction
between cocaine and caffeine,”> > although other paradigms
were used and a pre-exposure of caffeine, even at higher doses
than that used in our work, were assayed. Contrastingly, our
results show the relevance of caffeine, even at a very low dose,
in the induction of CPl sensitization using a combined
solution with cocaine (mimicking CP1).

Interestingly, during the development of CP1 sensitization,
animals showed a progressive increase in locomotor activity
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FIGURE 4. Initiation (A) and expression (B) of sensitization induced by cocaine and a combination of cocaine plus caffeine in rats pretreated with
cocaine and the combination of cocaine plus caffeine or corresponding vehicles (protocol Il). Doses expressed in and the respective vehicles are
shown in parentheses [Coc(5) + Caff(2.5); Coc(5); Veh(coc + caff); Veh(coc)]. Data are expressed as mean + SEM. Two-way and one-way
ANOVA followed by Newman—Keuls test. *=denotes statistical differences versus each control group; + =denotes statistical differences
between Coc(5) + Caff(2.5) and Coc(5); / =denote statistical differences versus day 1. ***, +++ p <0.001; **,4++, // p <0.01. N=4-6.
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until the third day. Then, a steady decrease was observed until
the level of the distance moved of cocaine pre-treated animals
was reached. This is probably due to the development of
caffeine tolerance as previously described.”® However, this did
not abolish the expression of sensitization seen on the
challenge (11th) day.

Molecular events underlying the additive action between
cocaine and caffeine are not elucidated here although it is most
likely to be mediated through a modulation of the dopami-
nergic (DAergic) and adenosinergic neurotransmission.
Several evidences indicate that sensitization induced by
cocaine involves modifications in DA transmission.?” Cocaine
blocks DA reuptake increasing DA neurotransmission in
different brain regions, especially those involved in motor
control and reward.*” Specifically, the mesolimbic DAergic
system projecting from the ventral tegmental area to the
nucleus accumenbs (NAcc) is believed to be related with the
neural mechanism of sensitization, as well as the rewarding
and addictive properties of cocaine.”® On the other hand,
caffeine is an unspecific antagonist of adenosine receptors,
although it exerts its behavioral actions mainly through A1 and
A2A receptors.?’ It is well-known that both Al and A2A
receptors co-localize with DA receptors in the NAcc medium
spiny neurons influencing their activity.?>** Although the
relative contribution of Al and A2A receptors on the
locomotor stimulant effect induced by caffeine has not yet
been completely elucidated, some evidences suggest a
predominant role of A2A receptors, especially at low caffeine
doses.>! Expression of A2A receptors is enriched in NAcc and
dorsal striatum, while Al receptors are widely distributed
through the brain but only moderately expressed in those
areas.’® Additionally, it was demonstrated that the specific
A2A antagonist SCH58261 but not the A1 antagonist DPCPX
increased the locomotor activity in rats to a similar extent than
caffeine.’” A2A receptor has also been associated with the
regulation of cocaine-induced behavioral sensitization.>
Accordingly, our findings agree with the evidences published
by Filip and collaborators who have already postulated a
putative mechanism to explain the enhancement of the
expression of cocaine sensitization through an interaction
between adenosine A2 receptors and D2 receptors.*® Further
studies should be done to measure the induction of intracellular
proteins (e.g., DARPP-32) or changes in protein expression of
membrane receptors (Al and A2 or D1 and D2 receptors) under
the experimental protocols used in the present paper.

When cocaine is smoked effects immediately appear
suggesting that the drug is taken up into the brain more
rapidly than intranasal cocaine.'' Although the biological and
psychological effects of smoked and intranasal cocaine are
similar, crack use has been associated with increased abuse”!!
and the same is considered for CP consumption. Here, we
demonstrated that caffeine content present in CP seized
samples could potentiate the pharmacological effects induced
by CP samples adulterated with caffeine. It might be suggested
that under a fast route of administration (pulmonary
inhalation) the use of CP seized samples containing caffeine

6 Caffeine and Locomotor Sensitization

(or other active adulterants) produces a more robust
psychostimulant effect and increases the likelihood of craving,
relapse and dependence. Accordingly, it has been hypothe-
sized that the rapid delivery of a drug to the brain facilitates its
capacity to induce forms of neurobehavioral plasticity leading
to a greater incentive motivation for the drug (i.e. sensitiza-
tion) and contributing to its compulsive use.'? Moreover, it has
been reported that the production process of freebase cocaine
and crack eliminated sugar and sugar alcohols (as volume
adulterants) but all other cutting substances detected (e.g.,
caffeine, phenacetine, lidocaine, levamisol) were present in the
cocaine base preparations since they were found in the smoke
condensates in sufficient amounts.*® This fact suggests that all
these substances, especially caffeine, could reach the brain in
CP consumers contributing to the addictive potential of CP.

Adulteration involves the intentional addition of pharma-
cologically active substances in an attempt to use less of
the intended product without making the user aware. In
agreement with this issue, our present results demonstrate that,
although the amount of cocaine was lesser (5mg/kg) the
sensitization phenomenon also appears as the presence of
caffeine (2.5mg/kg) would compensate this decrement,
boosting equally the effect of cocaine. It is extremely
interesting to know that recently the percentage of caffeine
found in some CP seized samples is higher than the percentage
of cocaine (unpublished data), indicating once again the
relevance of adulterants in drugs of abuse. In this study it was
not determined if caffeine in CP seized samples really
enhances the motivational value of the drug. Further experi-
ments should be performed using specific paradigms such self-
administration, to answer this question.

In conclusion, we demonstrated that the systemic and
repeated administration of a CP seized sample elicited a
sensitization phenomenon in rats. Our findings indicate also
that the presence of caffeine substantially contribute to the
development and elicitation of this phenomenon. Through this
work we provide useful information about the factors implied
in the pharmacological effect of CP. We also highlight the role
of active adulterants commonly used in other illicit psychos-
timulants. Finally, our results agree with proposed mecha-
nisms involving adenosinergic agonism for new treatment
aimed to cocaine or CP addiction.®
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Cocaine motivational value is enhanced when co-administered with caffeine:
relevance of adulterants in reinforcement
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Caffeine is one of the psychoactive substances most widely used as adulterant in illicit
drugs, such as cocaine. Animal studies have demonstrated that caffeine is able to
potentiate cocaine actions, although the enhancement of the cocaine reinforcing
property by caffeine is less reported, and the results depend on the paradigms and
experimental protocols used.

In the present study we examined the ability of caffeine to enhance the
motivational and rewarding properties of cocaine using the intravenous self-
administration paradigm in rats. Additionally, the role of caffeine as a primer cue
during extinction was evaluated. To this end, we assessed in naive rats: 1) the ability
of the combination of cocaine (0,125 mg/kg/infusion) and caffeine (0,0625
mg/kg/infusion) to maintain self-administration in fixed ratio (FR) and progressive ratio
(PR) schedules of reinforcement compared with cocaine and caffeine alone; 2) the
effect of caffeine in the maintenance of responding in the animals exposed to the
combination of the drugs during cocaine extinction.

Cocaine and the combination of cocaine and caffeine were self-administered on
a FR and PR schedules of reinforcement, being the breaking point of the combination
of the drugs higher than cocaine alone. Caffeine was not reliably self-administered, but
was able to maintain a drug-seeking behavior in rats previously exposed to cocaine
plus caffeine.

These findings suggest that the presence of caffeine enhances the reinforcing effects
of cocaine and the motivational value of the drug. Our results highlight the role of
active adulterants commonly used in illicit street drugs.
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