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Resumen

RESUMEN

Concepcion  Maldonado  Adrian. Implicacion  del sistema
glutamatérgico y del GHB en la adiccion a la morfina y a la cocaina. Tesis
Doctoral. Unidad de Investigacion “Psicobiologia  de las
Drogodependencias”. Departamento de Psicobiologia. Facultad de
Psicologia. Universitat de Valencia. Avda. Blasco lIbafiez, 21. 46010

Valencia. Espafa.

El Objetivo general de la presente Tesis Doctoral fue el de estudiar
la participacién de la neurotransmision glutamatérgica y del GHB en la

adiccién a los opiaceos y a la cocaina.

En primer lugar hemos pretendido observar la contribucion de estos
dos sistemas de neurotransmision en los efectos que la morfina presenta
sobre las conductas sociales. Nuestra hip6tesis fue que la afectacion del
sistema glutamatérgico, concretamente bloqueando los receptores NMDA
(utilizando Memantina y MK-801) asi como la facilitacion de la
neurotransmision GABAérgica, mediante la administraciéon de GHB (acido
gamma-hidroxibutirico) podrian modificar los efectos que sobre las
conductas sociales ejerce la morfina. Igualmente nos planteamos estudiar si
tanto los sintomas fisicos como los motivacionales, medidos mediante el
Condicionamiento Aversivo de Lugar (CAL), observados en el sindrome de
abstinencia a la morfina, podian verse modificados por las acciones

anteriormente mencionadas sobre el sistema glutamatérgico o GABAérgico.

También hemos observado el papel del de estos dos sistemas de
neurotransmision sobre las acciones reforzantes de la cocaina. Hemos

estudiado el papel sistema glutamatérgico y del GHB sobre los efectos



reforzantes de la cocaina, la adquisicion, la expresion y el restablecimiento
(recaida) mediante el condicionamiento de la preferencia de lugar (CPL)
inducido por esta droga. Mediante esta serie de estudios tratamos de
explorar el papel de estos sistemas de neurotransmision tanto en los efectos

reforzantes, como en la recaida en el consumo de cocaina.

Los resultados indicaron que la administracion de memantina
produce un aumento en la actividad motora no afectando a la accion
antiagresiva de la morfina. La memantina bloquea los sintomas fisicos y
motivacionales del sindrome de abstinencia a la morfina mientras que el
MK-801 fue mas eficaz en blogquear Unicamente los sintomas
motivacionales de este sindrome de abstinencia evaluados mediante el
CAL. Por otra parte pudimos observar como el GHB potencia las conductas
sociales inducidas por la morfina contrarrestando paralelamente la
hiperactividad inducida por este opiaceo, mejorando tanto los aspectos
fisicos como motivacionales del sindrome de abstinencia a la morfina.
Ademas hemos observado como el GHB no potencia los efectos reforzantes
de la cocaina, evaluados mediante el CPL, bloqueando la reinstauracion de
la busqueda de cocaina (recaida) cuando se administra durante la
adquisicion o la expresion del condicionamiento o junto con una dosis
“priming” de cocaina. Ademas hemos observado como el blogqueo de los
receptores NMDA y AMPA mediante la administracién de la memantina y el
CNQX previene la adquisicion y expresion de CPL inducido mediante
cocaina, no siendo capaces de bloquear la recaida inducida por

administraciones “priming” de esta misma droga.

Este trabajo nos indica que la neurotransmisién glutamatérgica
interviene de una manera crucial en el establecimiento de la dependencia a
la morfina, como se observa por la reduccién de los signos fisicos y
motivacionales en la abstinencia a la morfina tras la administracion de

agentes que bloquean los receptores NMDA. Nuestros resultados también



Resumen

nos indican una clara interaccion entre el sistema opiaceo y el GABAérgico,
ya que GHB (metabolito del GABA) interactia con la morfina, potenciando
los comportamientos sociales inducidos por la morfina pero a su vez
contrarrestando la actividad motora inducida por el opiaceo. Hemos
confirmado que el GHB es una herramienta util para aliviar el sindrome de
abstinencia fisico a los opiaceos, y lo que consideramos aun de mayor
importancia, también los aspectos motivacionales de la misma. Asimismo
hemos podido comprobar como el GHB afecta a los comportamientos de
basqueda de la cocaina bloqueando la recaida. Por Ultimo, el sistema
glutamatérgico también juega un papel en la adquisicién y expresion del
CPL inducido mediante cocaina, pero por el contrario no parece intervenir
de forma fundamental en la reinstauracion de esta preferencia mediante

dosis “priming” de la droga.

Nuestros resultados nos pueden ayudar a comprender mejor los
fenomenos neurobiolégicos que subyacen en la conducta adictiva a las
drogas y plantean la posible utilizacion de la Memantina y del GHB en el
tratamiento de la adiccion, sugiriendo su importancia como herramientas
terapéuticas en la adiccion a los opiaceos y a los psicoestimulantes

(cocaina).

Palabras clave: morfina, cocaina, NMDA, AMPA, CNQX,
Memantina, MK-801, GHB, Naloxona, Sindrome de Abstinencia fisico y
motivacional, Condicionamiento Aversivo de Lugar (CAL), Condicionamiento
de la Preferencia de Lugar (CPL), conducta agresiva, actividad motora,

recaida, interaccion social, ratones.






Abstract

ABSTRACT

Concepciéon Maldonado Adrian. Involvement of the glutamatergic
system and GHB in morphine and cocaine addiction. Doctoral Thesis. Unit of
Research “Psicobiologia de las Drogodependencias”. Department of
Psychobiology, Faculty of Psychology, Universitat de Valencia, Avda. Blasco
Ibafiez, 21, 46010 Valencia, Spain.

The main aim of the present Doctoral Thesis was to study the
participation of the glutamatergic neurotransmission and GHB in the

addiction to opiates and cocaine.

Firstly, we observed the contribution of these two systems of
neurotransmission to the effects that morphine presents on social
behaviours. Our hypothesis was that the impairment of the glutamatergic
system by blocking the NMDA receptors (using Memantine and MK-801) as
well as the facilitation of the GABAergic neurotransmission, by GHB
administration (gamma-hydroxybutyric acid) could modify the effects that
morphine exerts on social behaviours. Likewise, we studied whether the
physical as well as the motivational symptoms, measured by means of
Conditioned Place Aversion (CPA), observed in the morphine wtihdrawal
syndrome, could be modified by the previously mentioned actions on the

glutamatergic or GABAergic systems.

We have also studied the role of these two neurotransmission
systems in the rewarding actions of cocaine. We examined the influence of
the glutamatergic system and GHB on the acquisition, expression and
reinstatement (relapse) of the cocaine-induced conditioned place preference
(CPP). With these studies we explored the role of these neurotransmission

systems in the cocaine-rewarding effects and the relapse to cocaine
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consumption.

Our results show that memantine administration significantly
increased motor activity without modifiying the antiaggressive effect of
morphine. Memantine blocked the physical and motivational symptoms of
the morphine withdrawal, whereas MK-801 was more effective in blocking
only the motivational symptoms of this withdrawal syndrome evaluated by
the CPA procedure. On the other hand, we could observe that GHB
potentiates morphine-induced effects on social behaviours, counteracting
the hyperactivity induced by this opiate, and ameliorating the physical as
well as motivational aspects of the morphine withdrawal syndrome. In
addition, we have observed that GHB has no synergic action on the
rewarding effects of cocaine, evaluated by the CPP procedure, It blocked the
cocaine-seeking behaviour (relapse) when it was administered during the
acquisition or the expression of the conditioning or with a “priming” dose of
cocaine. Also we have observed that NMDA and AMPA receptors blockaded
by memantine and CNQX administration prevented the acquisition and
expression of cocaine-induced CPP but did not show the ability to block the

relapse induced by “priming” administration of this same drug.

The present study indicates that glutamatergic neurotransmission
plays an important role in the establishment of morphine dependency, as is
observed by the reduction of the physical and motivational signs in the
morphine withdrawal after the administration of NMDA receptor blockers.
Our results also indicate a clear interaction between the opiate and
GABAergic systems, since GHB (a GABA metabolite) interacts with
morphine, having an additive effect on morphine-affected social behaviours
but counteracting morphine-induced increases in motor activity. We have
confirmed that GHB is a useful tool capable of ameliorating both the physical
as well as motivational aspects of opiate witdrawal. Also we verified that the

relapse in cocaine-seeking behaviour could be blocked by GHB when
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administered during the acquisition of the conditioning procedure, the
expression, or even, jointly with a priming dose of cocaine. Finally, the
glutamatergic system also plays a role in the acquisition and expression of
the cocaine-induced CPP, but not so in the reinstatement of this preference

by a priming dose of cocaine.

Our results can help to better understand the underlying
neurobiological phenomena in the drugs addictive behaviour and the
possible use of memantine and GHB in the treatment of addiction,
suggesting their importance as therapeutic tools in the addiction to opiates

and psychoestimulants (cocaine).

Keywords: Morphine, Cocaine, NMDA, AMPA, CNQX, Memantine,
MK-801, GHB, Naloxone, Physical and motivational withdrawal syndrome,
Conditioned Place Aversion (CPA), Conditioned Place Preference (CPP),
Aggressive behaviour, Motor activity, Relapse, Social interaction, Mice.
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Introduccién

1. INTRODUCCION

Cuando se estudia la adiccion a las sustancias de abuso desde un
punto de vista neurobioldgico, la dopamina aparece como uno de los
neurotransmisores mas fuertemente implicados. Nuestro grupo de
investigacion lleva afios desarrollando una serie de estudios en los cuales
hemos tratado de aportar un poco luz sobre el papel que la dopamina ejerce
en diferentes aspectos de la adiccion, fundamentalmente a la morfina.
Hemos demostrado como los diferentes receptores dopaminérgicos se
encuentran implicados en una serie de acciones como son los efectos
reforzantes, la conducta de busqueda de la droga, la sensibilizacion a los
efectos de la misma, las acciones antiagresivas, los efectos motores o el
sindrome de abstinencia tras el cese de la administracién de morfina. Todos
estos estudios nos han confirmado que la dopamina es uno de los
neurotransmisores mas involucrados en los efectos de la morfina. Pero
también nos han hecho ver que no debe ser el Gnico, posiblemente puede
gue ni siquiera el mas importante. Esta ha sido la razén fundamental que
nos ha llevado a plantearnos el estudio de otros sistemas de

neurotransmision.

Uno de los enfoques mas actuales e interesantes de la adiccion es
contemplar este proceso como una forma de aprendizaje. La toma repetida
de la droga induce en el sujeto una serie de cambios neurobiolégicos que le
hacen *“aprender” a tomar y a buscar esta sustancia. Numerosas
investigaciones han demostrado que el consumo de sustancias de abuso
induce cambios cerebrales similares a los producidos por la experiencia. De
esta forma, las drogas de abuso usurpan los mecanismos normales de
aprendizaje para establecer sus propias “memorias”. La neurotransmision
glutamatérgica es critica para el establecimiento de cambios estables en las

sinapsis que permiten la consolidacion de un aprendizaje, asi como el
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Introduccién

mantenimiento de esta informacién. Por lo tanto, nuestro grupo de
investigacion se plante6 un ambicioso estudio en el cual se evaluara el
papel de los receptores de glutamato, fundamentalmente los NMDA, en
diferentes acciones, no sélo de la morfina sino también de otros grupo
diferente de drogas de abuso, los psicoestimulantes, mediante el empleo de
la cocaina. La utilizacibn de ambas drogas nos permitiria, al comparar los
datos obtenidos, un conocimiento mas genérico sobre el papel del
glutamato en la adicion a las drogas de abuso. Adicionalmente nos
permitiria observar las diferencias especificas en los mecanismos

implicados en ambas drogas.

Cuando se estudia el sistema glutamatérgico, sistema de
neurotransmisién excitatorio por excelencia del SNC, inmediatamente nos
viene a la cabeza su opuesto, el sistema GABAérgico, sistema de inhibicién
por excelencia. Desde hace unos afios comenzamos a tener conocimiento
de la utilizacion de un compuesto, inicialmente utilizado como anestésico, el
GHB, como nueva sustancia de abuso en los ambientes rave junto a las
conocidas como drogas de “disefio”. El GHB se consume casi siempre
asociado al alcohol, el MDMA, la cocaina o incluso la heroina. Desde hacia
tiempo se venia informando de la utilizacién, con bastante éxito, de esta
sustancia como tratamiento en la dependencia al alcohol y a los opiaceos,
en una serie de estudios clinicos realizados fundamentalmente en Italia. El
GHB es un acido graso de cadena corta que se encuentra de forma natural
en el cerebro, formando parte del metabolismo del GABA. Aunque presenta
receptores propios, actla también sobre los receptores GABAb de forma
inespecifica. Todas estas caracteristicas nos animaron a utilizar este
compuesto como herramienta para estudiar el papel que la estimulacién del
sistema GABAérgico podria tener sobre las acciones de la morfina y de la
cocaina. De esta forma, estudiando tanto el sistema excitatorio
glutamatérgico y el inhibitorio GABAérgico sobre dos drogas de abuso que

presentan caracteristicas propias, la morfina y la cocaina, esperdbamos

22
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poder obtener resultados que nos informaran de la naturaleza comin de la

conducta adictiva.

El estudio de un solo aspecto de la adiccién, aunque puede
ofrecernos una informacion muy interesante, siempre sera parcial. Por este
motivo decidimos estudiar un amplio rango de conductas desde la actividad
motora, pasando por las acciones sobre la conducta agresiva, la
dependencia evaluada mediante el sindrome de abstinencia tanto fisico
como motivacional, hasta los efectos reforzantes y la conducta de busqueda
de la droga, con el fin de obtener un amplio panorama de las acciones

conductuales de la morfina y la cocaina.

En el primer estudio pretendimos observar si el bloqueo de los
receptores NMDA modifica el efecto que la estimulacién del sistema opidceo
produce sobre la conducta agresiva inducida por aislamiento. Para ello,
evaluamos la accién de diferentes dosis del antagonista NMDA, memantina
(sola o junto con una dosis de morfina), sobre la conducta social y agresiva
en ratones macho. Los resultados obtenidos nos indican que Ila
administracion de memantina no afecté a la accién antiagresiva de la
morfina, siendo por lo tanto improbable que el sistema glutamatérgico

participe en este efecto.

La exposicion cronica a los opiaceos produce cambios tanto
comportamentales como neurales (tolerancia y dependencia fisica)
representando estos fendmenos cambios adaptativos del sistema nervioso
ante la exposicién cronica a los opiaceos y relacionandose con el fenédmeno
de la plasticidad neural. Entre los receptores del glutamato, los NMDA
juegan un papel importante en la potenciacién a largo plazo, y por tanto
podrian estar implicados en la plasticidad neural relacionada con los
opiaceos. En el segundo estudio analizamos el sindrome de abstinencia

fisico y motivacional (mediante la aversion al lugar asociado con la

23
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abstinencia) que se produce cuando se bloquean bruscamente (tras
administrar naloxona) los receptores opiaceos en ratones dependientes de
la morfina. Nuestro objetivo fue observar el efecto que sobre ambos
aspectos del sindrome de abstinencia presentaban diferentes antagonistas
de los receptores NMDA, (la memantina y el MK-801). En conjunto, nuestra
hipétesis de partida era que dichos farmacos disminuirian los sintomas de
abstinencia, tanto fisicos como motivacionales. Nuestros resultados
sugieren que los receptores NMDA, estan implicados en ambos aspectos de
la abstinencia a la morfina, ya que son necesarios para el establecimiento
tanto del condicionamiento aversivo de lugar (CAL) como para la expresion
del sindrome fisico, sugiriendo que el receptor de NMDA es necesario para

el establecimiento de la dependencia a la morfina.

Aungque el papel de la neurotransmision glutamatérgica en las
acciones de la cocaina ha sido ampliamente demostrado, los resultados
referidos a los efectos de diversos antagonistas de los receptores del
glutamato sobre las acciones reforzantes de la cocaina siguen siendo
confusos. El proposito del tercer estudio fue evaluar el papel de los
receptores NMDA y AMPA sobre dichos efectos utilizando para ello el
condicionamiento de la preferencia de Ilugar (CPL). Empleamos el
antagonista del receptor NMDA memantina y el antagonista del receptor
AMPA, CNQX que se administraron junto con cocaina durante la fase de
adquisicibn o expresion del procedimiento, siendo ambas sustancias
capaces de suprimir la preferencia en ambas fases del procedimiento.
Adicionalmente, en animales en los cuales el CPL fue establecido con
cocaina, una vez que la preferencia se extinguié, se indujo el
restablecimiento mediante una dosis no contingente de este
psicoestimulante. Ninguno de los antagonistas del glutamato fue capaz de
bloquear el restablecimiento de esta preferencia. Nuestros resultados
confirman que la adquisiciobn y la expresion de la asociacion entre un

ambiente distintivo y los efectos de la cocaina dependen de los receptores
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NMDA y AMPA, pero por el contrario, el restablecimiento inducido por dosis

“priming” de cocaina parece ser independiente de estos receptores.

En el cuarto estudio, tratamos de ampliar el conocimiento sobre las
acciones sociales y motoras que ejerce la morfina, estudiando las acciones
gue el GHB ejerceria sobre ellas. Inicialmente se evaluo el efecto de varias
dosis de GHB sobre la actividad motora espontanea y la hiperactividad
inducida por la morfina. En general se asume que la estimulacion motora y
los efectos de recompensa de las sustancias de abuso se encuentran
relacionados. Asi, un incremento en la liberacion de dopamina en el nicleo
accumbens inducido por la administracion de una droga seria el
responsable tanto de sus efectos motores como reforzantes. Por otra parte,
aunque el GHB se ha utilizado para mejorar los sintomas de abstinencia en
los adictos al alcohol o a la heroina (situaciones que implican un incremento
de la irritabilidad o la agresividad), no se ha llegado a evaluar
completamente la accion especifica de este compuesto sobre la conducta
agresiva. Nuestros resultados apoyan la idea de que existe una relacion
entre los sistemas GHBérgico y opidceo, sugiriendo que esta interaccion
dependera del comportamiento evaluado. Aunque el GHB contrarresta de
modo eficaz la hiperactividad inducida por la morfina, potenciando su accion

antiagresiva.

Como hemos mencionado previamente, numerosas investigaciones
sugieren que el GHB puede interferir con los sistemas cerebrales
responsables de la expresion de las propiedades reforzantes de las
sustancias de abuso y en los cambios neuroadaptativos que ocurren en el
proceso de la dependencia. Se ha demostrado que el GHB mejora los
sintomas fisicos de la abstinencia en heroindbmanos, aunque no se han
estudiado sus efectos sobre los aspectos motivacionales de dicha
abstinencia. Con el propésito de clarificar mejor la accién del GHB sobre la

abstinencia a la morfina en el quinto estudio hemos estudiado ambos
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aspectos del sindrome de abstinencia, empleando la misma metodologia
que en el segundo estudio. Nuestros resultados indican que el GHB es
capaz de mejorar tanto los aspectos fisicos como motivacionales de la

abstinencia a este opiaceo.

La cocaina y el GHB comparten acciones neurofisioldgicas comunes
en las neuronas dopaminérgicas, aumentando la liberacién de DA,
especialmente en la region ventromedial del nicleo accumbens. Asi, el GHB
y la cocaina comparten la capacidad de estimular la neurotransmision
dopaminérgica aumentando la concentracion extracelular estriatal de DA.
Ya que ambas drogas actlan de una manera similar sobre la
neurotransmisién DA, cabria esperar un efecto aditivo. El objetivo principal
del sexto estudio fue evaluar el efecto de la administraciéon de GHB sobre
las acciones reforzantes de la cocaina. Pero nuestro objetivo fue doble
puesto que, ya que el GHB ha demostrado ser eficaz como herramienta
terapéutica para mejorar el deseo y la abstinencia al alcohol y a los
opiaceos, sugerimos que esta sustancia podria disminuir la reinstauracion
de la basqueda de cocaina. Nuestros resultados indican que el GHB afecta
a las acciones reforzantes de la cocaina dependiendo del proceso
estudiado. Cuando se administra durante la fase de adquisicion, es capaz
de bloquear la preferencia, pero solamente con dosis puntuales. Por otra
parte, no se aprecian efectos evidentes cuando se administra durante la
fase de expresion. Finalmente, el GHB solo con una dosis intermedia
consiguié bloquear la recaida inducida por la cocaina. En conclusion, el
GHB puede alterar los efectos reforzantes de la cocaina y el
comportamiento de busqueda de la misma, debiendo tenerse este hecho en

consideracion a la hora de tratar a consumidores de cocaina.
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2. OPIACEOS

Los opiaceos son conocidos desde hace mucho tiempo como
sustancias naturales, que se encuentran en el jugo de las semillas de la
adormidera o papaver somniferum. Este jugo seco y fermentado se
denomina opio y contiene una mezcla de alcaloides opiaceos. En 1806, el
quimico aleman Friedrich Sertiirner consiguio aislar el principal elemento del
opio en su forma pura al que denomind morfina. Posteriormente, y tras
minimas alteraciones quimicas, se pudieron obtener opiaceos semi-
sintéticos. Desde hace 50 afios, es posible obtener sustancias
completamente sintéticas, casi sin relacién quimica con la morfina, pero

induciendo efectos similares.

Los opiaceos son sustancias cuyo origen se encuentra en el opio,
es decir, son sustancias que se extraen de la capsula de la planta del opio.
Por extension, se denominan también asi los productos quimicos derivados
de la morfina. El término opioide, sin embargo, se utiliza para designar
aquellas sustancias endégenas o exdgenas que tiene un efecto analogo al

de la morfina y poseen actividad intrinseca (Seidenberg y Honegger., 2000)

La adiccién a los opiaceos produce elevados costes tanto humanos
como sociales, siendo las drogas con mayor poder adictivo. La historia
natural de la adiccion a los opiaceos es la de un desorden que se mantiene
de forma estable en el tiempo, donde se alternan ciclos de remisién y
recaida del uso, prolongandose estos patrones durante largos periodos de
tiempo. La exposicién a los opiaceos induce cambios duraderos en el
cerebro (Nestler., 2004), lo que apoya la idea de que la adiccion debe
considerarse como un desorden crénico a lo largo de la vida (Ribeiro do
Couto y cols., 2005).
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En la intoxicacién producida tras una inyeccion intravenosa de
opiaceos se han descrito cuatro diferentes componentes, que pueden
solaparse en el tiempo. En el primero, se experimenta una profunda euforia
que ocurre aproximadamente a los 10 segundos de la inyeccién e incluye
una onda de sensaciones euféricas, caracterizada con frecuencia en
términos sexuales. En este primer estado, también hay sensaciones
viscerales, rubor facial, y cambios de la voz. Mientras que otros efectos
demuestran tolerancia con el uso crénico, esta primera “fase” de euforia es
bastante resistente a la tolerancia. En segundo lugar, se experimenta una
sensacion general de bienestar que puede durar varias horas. A diferencia
de la anterior, en esta fase si que se desarrolla tolerancia. La tercera fase,
es un estado de escape de la realidad que puede extenderse desde la
somnolencia a la inconsciencia. Los adictos lo describen como calma y
distanciamiento, mostrandose completamente desinteresados por los
acontecimientos externos a su propio estado. La cuarta fase es el estado
donde el usuario ya no experimenta ninguno de los efectos de las fases

anteriores, pero tampoco padece la abstinencia (Koob y Le Moal., 2006).

La exposicion crénica a los opidceos induce cambios conductuales y
neurales conocidos como tolerancia y dependencia fisica (Nestler, 1996). La
tolerancia se puede definir como la respuesta disminuida a una droga con la
administracion repetida, o la necesidad de utilizar dosis mas grandes para
obtener el mismo efecto. Se desarrolla tolerancia a los efectos analgésicos,
eufdricos, sedativos, y a otros efectos depresores del sistema nervioso
central causado por el uso de opiaceos. Los adictos a opiaceos pueden
aumentar la administracién hasta alcanzar dosis enormes, como 2 g de
morfina intravenosa a intervalos de 2-3 horas, sin que ello suponga cambios
significativos en la presion arterial o el ritmo cardiaco. La dosis mortal de
morfina en un sujeto no tolerante es de aproximadamente 30 mg si se
administra parenteralmente o de 120 mg si se injiere por via oral. En

animales de laboratorio también se ha observado un rapido desarrollo de
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tolerancia a los diversos efectos de los opiaceos. Se ha constatado la
aparicion de tolerancia a los efectos analgésicos, reforzantes o
antiagresivos de los opiaceos tras la administracion continua (Shippenberg y

Elmer., 1998; Rodriguez-Arias y cols., 2001; Bailey y Connor., 2005).

Tras la interrupcion del consumo, los adictos a opiaceos
experimentan una abstinencia caracterizada por un estado de disforia y
ansiedad acompafiada de molestias periféricas que caracterizan la
dependencia psiquica y fisica a los opiaceos. Los sintomas incluyen
bostezos, lagrimeo, transpiracion, escalofrios, temblores, pupilas dilatadas,
anorexia, nauseas, diarrea, insomnio, pérdida de peso, deshidratacion,
elevaciones de la temperatura y de la presién arterial y alteraciones del
pulso. Mientras que muchos de estos sintomas son reconocidos como
manifestaciones de alteraciones en la funcion del sistema nervioso
auténomo, también se observa un estado afectivo negativo que acompafia
estos sintomas fisicos de la abstinencia a los opiaceos. El estado afectivo
negativo se puede definir como un estado disforico, acompafiado por
sintomas depresivos y de ansiedad, que no cumplen completamente los
criterios para un desorden mental mayor, tal como un episodio depresivo
importante o un desorden generalizado de ansiedad. Es por ello que los
adictos intentan obtener la droga suficiente para “prevenir la disforia
asociada al sindrome de abstinencia a los opidceos” (Koob y Le Moal.,
2006).

En estudios realizados en animales de laboratorio, la abstinencia
aguda a la morfina se utiliza con el fin de estudiar las manifestaciones
fisicas de la dependencia, apareciendo cuando se interrumpe la
administracion de la droga o tras la administracion de un antagonista
opiaceo, como la naloxona (Broseta y cols., 2002) La intensidad de los
signos fisicos y vegetativos especificos que caracterizan la fase de la

abstinencia a la morfina refleja el grado de dependencia.
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2.1 Neurobiologia de los efectos reforzantes de los opiaceos.

Los opiaceos, tal como la heroina y la morfina, son facilmente
autoadministrados de forma intravenosa por ratones, ratas, y monos. Si se
provee acceso limitado, las ratas mantienen niveles estables diarios de
toma de la droga sin desarrollar ninguna muestra importante de
dependencia fisica (Koob, 1987). Se ha observado que la disminucién de la
dosis de heroina disponible para el animal cambia el patron de
autoadministracion, produciéndose disminuciones del intervalo entre
inyecciones, y el correspondiente aumento en el numero de
administraciones (Koob, 1987). Resultados similares se obtienen
administrando antagonistas opiaceos competitivos, tanto de forma sistémica
como central, sugiriendo que los animales intentan compensar este
antagonismo incrementando la cantidad de droga inyectada (Goldberg y
cols., 1971; Weeks y Collins, 1976; Ettenberg y cols, 1982; Koob y cols,
1984; Vaccarino y cols, 1985b).

Numerosos estudios han sugerido que el drea tegmental ventral y el
nucleo accumbens son los sustratos neurales responsables de las
caracteristicas reforzantes de los opiaceos y que existen mecanismos de
accion de los opiaceos dependientes e independientes de la dopamina
(Stinus y cols., 1989; Spyraki y cols., 1983; Shippenberg y cols., 1992; van
Ree y cols., 1999). El antagonista opiaceo methylnaloxonium, inyectado en
el ventriculo lateral, en el area tegmental ventral y en el nicleo accumbens,
incrementa la autoadministracion de heroina (disminuyendo el intervalo
entre inyecciones), siendo el nucleo accumbens la estructura mas sensible
a este efecto (Vaccarino y cols., 1985a, b). Estos resultados sugieren que
los receptores opiaceos en el area tegmental ventral y el ndcleo accumbens
juegan un papel importante en las acciones reforzantes de los opiaceos.

Estudios de condicionamiento de lugar también corroboran el importante
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papel del area tegmental ventral en los efectos reforzantes de los opiaceos

en ratas no dependientes (Bals-Kubik y cols., 1993).

Sin embargo, los sustratos neurales postsinapticos del nucleo
accumbens no parecen ser tan importantes para la aparicion de los efectos
reforzantes de los opiaceos. El bloqueo del receptor dopaminérgico o la
denervaciéon DA del nucleo accumbens (utilizando la neurotoxina 6-
hidroxidopamina), suprime la autoadministracion de cocaina y de
anfetamina (Roberts y cols., 1977, 1980; Lyness y cols., 1979), pero no
afecta la autoadministracion de heroina o de morfina (Ettenberg y cols.,
1982; Smith y cols., 1985; Dworkin y cols., 1988b). Efectos similares,
independientes de la DA, han sido observados en estudios farmacoldgicos
de autoadministracion de heroina utilizando antagonistas DA (Ettenberg y
cols., 1982; Gerrits y cols., 1994; Hemby y cols., 1996). Aunque la
administraciéon sistémica de antagonistas DA atenua la autoadministracion
de opiaceos, muchos de estos efectos se han observado sélo a dosis que

afectan la conducta motora o la tasa de respuesta (van Ree y cols., 1999).

Asi, parece los opiaceos pueden ejercer algunas de sus acciones
reforzantes a través de la accién sobre otros sistemas neurotransmisores.
Es por ello importante estudiar la intervencion de dichos sistemas sobre las

diversas acciones tanto conductuales como neurolégicas de los opiaceos.

Los agonistas del receptor opiaceo y aumentan la liberacion DA en
regiones terminales inhibiendo las neuronas GABAérgicas en el VTA. En
condiciones normales, estas neuronas proporcionan una inhibiciéon ténica a
las neuronas DA, y al inhibirse el resultado es el aumento en la liberacion
DA (Shalev y cols., 2002).

Sin embargo, parece ser que la via dopaminérgica no es la Unica
implicada en el refuerzo provocado por los opiaceos y la cocaina. En el caso

de los opiaceos, el area tegmental ventral y el nucleo accumbens reciben
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proyecciones glutamatérgicas de la corteza prefrontal y areas limbicas. Las
neuronas corticales glutamatérgicas y las neuronas tegmentales
dopaminérgicas parecen tener funciones integradoras ya que ambas hacen
sinapsis con espinas dendriticas de neuronas GABAérgicas en el nucleo
accumbens. Estudios bioquimicos han demostrado la regulacién de
liberacion de dopamina por el glutamato y por sus receptores NMDA. Por
otra parte, varios estudios indican que el sistema glutamatérgico presentaria
una hiperactividad durante la abstinencia a los opiaceos. (Hong y cols.,
1993; Rasmussen., 1991; Satoh y cols., 1976; Sepulveda y cols., 1998). La
tolerancia y dependencia fisica a los opiaceos representan cambios
adaptativos del sistema nervioso ante la exposicion crénica a los opiaceos y
se relacionan con el fendmeno de la plasticidad neural (Mao., 1999). Entre
los receptores del glutamato, los NMDA juegan un papel importante en la
potenciacion a largo plazo, y por tanto estarian implicados en la plasticidad
neural relacionada con los opiaceos. La activacion de los receptores NMDA
parece ser necesaria para la expresion de diferentes efectos
comportamentales y fisioldgicos de los opiaceos, puesto que el bloqueo de
estos receptores inhiben el desarrollo de tolerancia y dependencia fisica a la
morfina (Trujillo y Akil., 1991; Trujillo., 2000). También se ha observado que
previenen el condicionamiento de la preferencia de lugar (CPL) inducido por
morfina en ratones y ratas (del Pozo y cols., 1996; Kim y cols., 1996; Popik
y Danysz.,, 1997; Tzschentke y Schmidt, 1997) la expresion del
comportamiento agresivo en ratones dependientes a morfina (Sukhotina y
Bespalov., 2000) y la adquisicion de la autoadministracion intravenosa de

morfina en ratones (Semenova y cols., 1999).
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2.2 Sindrome de abstinencia fisico y motivacional

La administracién crénica de morfina induce al desarrollo gradual de
dependencia, tanto fisica como psicolégica. El sindrome de abstinencia se
caracteriza por alteraciones fisicas y motivacionales que son la expresion de
la dependencia a la droga. Para inducir la dependencia a la morfina en
animales de laboratorio se utilizan diferentes programas, practicamente
cada laboratorio utiliza su programa particular de induccidén, ya sea
mediante la implantacion de pellets o las inyecciones repetidas de morfina.
La precipitaciéon del sindrome de abstinencia, una vez establecida la
dependencia a un agonista opiaceo, se puede producir interrumpiendo la
administracion de dicha sustancia (abstinencia espontanea) o administrando
un antagonista opiaceo, como la naloxona (abstinencia inducida).
Igualmente, se utiliza una gran variedad de andlisis etoldgicos de los signos
fisicos para evaluar la intensidad de la dependencia establecida. Cada
grupo de investigacion cuenta con su propio procedimiento individualizado
que diferira segun la especie animal a evaluar y las categorias conductuales
analizadas. En ratones, los “saltos” (jumping) son uno de los signos mas
frecuentemente utilizados para evaluar el grado de dependencia a la
morfina. En el procedimiento empleado en nuestro laboratorio, tras inducir la
dependencia a la morfina mediante la inyeccién diaria de dosis crecientes
de este agonista opiadceo, se administra a los animales una dosis de
naloxona, habitualmente de 1 mg/kg de peso, e inmediatamente se situa a
los ratones en una caja experimental. Desde ese momento, se procede a
grabar la conducta de los animales en video para su ulterior analisis,
mediante un programa de ordenador (por ejemplo Ratén time) que permite
la valoracién del tiempo dedicado por los animales a cada categoria de
conducta. Algunas de las conductas Uutiles para evaluar el grado de
intensidad de los signos fisicos de la abstinencia a la morfina en ratones se

pueden resumir en las siguientes categorias:
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1 Aseo corporal: el ratén se lame o rasca las patas o el pelo y
se limpia con las patas delanteras.

2 Temblor de patas: el animal mueve las patas delanteras con

movimientos laterales rapidos.

3 Temblor de cuerpo (“wet dog shakes”): el cuerpo del animal

tiembla con sacudidas espontaneas.

N

Saltos (“jumping”): el animal salta de la superficie de la

pecera (las cuatro patas en el aire).

Fig. 1 Fig. 2

5 Exploracion: el animal se mueve por la superficie de la pecera
para explorarla o se apoya en las paredes de la misma con
las dos patas delanteras.

6 Postura bipeda o erguido sobre las patas traseras (“Rearing”):

postura erguida de exploracion. El animal se eleva de la
superficie por lo menos en un angulo de 30 grados sin apoyar
las patas delanteras en las paredes de la caja experimental.
(Fig. 1)

7 Aseo genital: el animal lame sus genitales. (Fig. 2)

8 Inmovilidad: el ratén esta acostado o tumbado quieto sobre la
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superficie de la caja experimental.

9 Locomocidn circular: el ratdn camina en circulos por los

extremos de la caja experimental sin pasar por el centro de la

misma.

10 Ptosis: cierre de los parpados con lagrimeo espeso. (Figs.1y
3)

Fig. 4

11 Miccién: el animal orina en la caja experimental.
12 Piloereccién: ereccion del pelo. (Fig.4)

13 Diarrea: presencia de heces blandas.

Entre todas ellas, algunas son especificas de la abstinencia a la
morfina, como el temblor de cuerpo, de patas o los saltos. Adicionalmente al
estudio de los cambios conductuales, se puede evaluar globalmente la
intensidad del sindrome de abstinencia a la morfina utilizando una escala
que otorgue una puntuacion unica. En ratas, la escala mas ampliamente
utilizada es la de Gellert y Holztman (Gellert y Holtzman, 1978), que fue
posteriormente modificada en nuestro laboratorio para su utilizacion en
ratones (Broseta y cols., 2002). La escala modificada contempla dos clases

de signos, cuantitativos y cualitativos. Se consideran signos cuantitativos: el
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porcentaje de pérdida de peso corporal, y el nimero de saltos y de
temblores de cuerpo. Entre los signos cualitativos, en los cuales sélo se
evalia su presencia o0 ausencia, se considera: la diarrea, la ptosis, la

postura anormal y la ereccion o eyaculacion.

El modelo animal utilizado con mas frecuencia para evaluar los
aspectos motivacionales de la abstinencia a la morfina es el
condicionamiento aversivo de lugar (CAL) inducido por naloxona. Este
paradigma ha demostrado ser un indice altamente sensitivo de las
consecuencias motivacionales derivadas de la abstinencia en animales
cronicamente dependientes a los opiaceos (Azar y cols.,, 2003). Por
ejemplo, se puede conseguir un CAL con dosis de hasta 0,004 mg/kg de
naloxona en ratas cronicamente dependientes a la morfina (Schulteis et al.
1994). Este modelo emplea un condicionamiento Pavloviano clasico, ya que
los animales evitan los estimulos ambientales asociados previamente con
reforzadores negativos tales como naloxona (aversion de lugar). En este
paradigma, los animales (ratas y ratones) son entrenados inicialmente a
asociar determinadas claves contextuales, presentes en uno de los
compartimentos de las cajas de condicionamiento, con una inyeccion de
naloxona y su correspondiente efecto aversivo. Otras claves contextuales
distintas, presentes en el otro compartimento de las cajas de
condicionamiento, seran asociadas con una inyeccion de suero fisioldgico.
Después de esta fase de condicionamiento, cuando se da a los animales la
posibilidad de eleccion entre los dos ambientes, estos pasan mas tiempo en
el compartimento o ambiente asociado con el suero fisioldgico,
considerandose este hecho una medida del grado de aversion inducida por

la naloxona.

El escaso resultado de los tratamientos farmacolégicos utilizados
para tratar el abuso a los opiaceos podria deberse, al menos en parte, al

hecho de que estos tratamientos, tales como administracion de la clonidina,

38



Opiéaceos

mejoran principalmente los aspectos fisicos del sindrome de abstinencia.
Por lo tanto, las manipulaciones farmacoldgicas que disminuyan los
aspectos motivacionales de la abstinencia a los opiaceos podrian ser
tratamientos muy beneficiosos de la dependencia a estas sustancias de

abuso.

2.3 Adiccién alos opiaceos y sistema glutamatérgico

Las vias dopaminérgicas, particularmente las del sistema
mesolimbico, se han asociado tanto con los aspectos motivacionales como
fisicos del abuso a las sustancias adictivas. En relacion a los signos fisicos
de abstinencia a la morfina, estudios recientes indican la importancia de la
neurotransmision DA, ya que la administracion de SCH 23390 y de
raclopride (antagonistas dopaminérgicos D1 y D2, respectivamente)
disminuye la expresién de estos signos de abstinencia en ratones (Diaz y
cols., 2005). Sin embargo, hasta la fecha, las terapias que apuntan a la
neurotransmision dopaminérgica, como la utilizacion de los antagonistas de
la dopamina, no han demostrado ser tratamientos eficaces ni seguros en la

adiccion a los opiaceos (Pulvirenti y Koob, 1994; Popik y Danysz, 1997).

Ademas del sistema dopaminérgico, el sistema glutamatérgico
también parece estar implicado en la abstinencia a los opiaceos, Durante la
abstinencia a la morfina se produce un gran incremento en los niveles de
glutamato y aspartato en el locus coeruleus (LC) (Feng y cols., 1995). Esto
contribuye a la abstinencia activando las neuronas del LC y por tanto,
favorece la expresion del sindrome de abstinencia fisica (Kogan y
Aghajanian., 1995). La administracién de antagonistas NMDA, como el MK-
801 o la memantina, junto con morfina impide el desarrollo tanto de
tolerancia como de dependencia, disminuyendo la intensidad del sindrome
de abstinencia fisico (Popik y Skolnick, 1996; Mao, 1999). En un estudio
reciente de Popik y colaboradores (2003) se observdé que la memantina

inhibia la intensidad de la abstinencia a la morfina y la adquisicion y
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expresion del condicionamiento de preferencia de lugar inducido por la
morfina. Diferentes investigaciones apuntan la implicacién de los receptos
NMDA en los fendmenos relacionados con la drogadiccion. En estudios
preclinicos, los antagonistas del receptor NMDA disminuyen la tolerancia a
los efectos locomotores y sedativos del alcohol (Khanna y cols.1993, File y
Fernandez, 1994), atenuan la sensibilizacion a los psicoestimulantes
(Pudiak y Bozarth, 1993; Wolf y Khansa, 1991; Popik y Danisz., 1997) y
modifican los cambios adaptativos causados por el tratamiento de nicotina
(Shoaib y Stolerman, 1992; Popik Danisz, 1997). Igualmente, los
antagonistas del receptor NMDA afectan a los procesos de tolerancia y
dependencia a opiaceos. Se ha comprobado que los antagonistas del
receptor NMDA disminuyen la tolerancia a los efectos analgésicos de los
opiaceos (Ben-Eliyahu y cols., 1992; Bhargava y Matwyshyn, 1993; Elliott y
cols., 1994. Popik y Danisz, 1997). Asi mismo, diversas investigaciones
demuestran que disminuyen tanto los signos fisicos como los aspectos
motivacionales de la abstinencia a la morfina (Cappendijk y cols., 1993;

Higgins y cols., 1992; Popik y Danisz., 1997).

Estos resultados sugieren que la funcion del receptor de NMDA
seria necesaria para el establecimiento de la dependencia a la morfina, ya
que los antagonistas de este receptor reducen o incluso anulan los signos

fisicos y motivacionales de la abstinencia.
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2.4 Opiaceos y Conducta agresiva

Estudios realizados en seres humanos parecen sugerir que el
consumo de opiaceos incrementa la agresividad (Berman y cols.1993). En
estudios realizados en el laboratorio, utilizando el paradigma de Point
Subtraction Aggression indican que las puntuaciones son perceptiblemente
mas altas en individuos abstinentes o adictos a la heroina en tratamiento
con metadona que en sujetos control. Estos resultados sugieren que los
pacientes dependientes de la heroina exteriorizan mas su agresividad que

los sujetos sanos (Gerra y cols., 2001; Gerra y cols., 2004).

En animales de laboratorio, la administracién de opiaceos induce
una compleja serie de efectos conductuales, presentando un efecto dual
sobre el comportamiento agresivo segun se estudie tras una administracion
Unica o tras una continuada. Numerosos estudios realizados en varias
especies animales, demuestran que la administracion aguda de morfina
suprime la agresion inducida por diversos procedimientos (Poshivalov y
Khodkko., 1984; Kinsley y Bridges., 1986; Haney y Miczek., 1989, 1994).
Este efecto generalmente se alcanza con dosis no debilitantes, lo que
sugiere una accién especifica antiagresiva de los opiaceos. En una serie de
estudios realizados en nuestro laboratorio, observamos que Ila
administracion aguda de morfina producia efectos antiagresivos en ratones
macho, utilizando el paradigma de agresiéon inducida por aislamiento.
También se constatdé un incremento en el tiempo que los ratones dedicaban
a la exploracion no social, representando la hiperactividad motora que
induce este agonista opiaceo (Rodriguez-Arias et al., 1997). Estos efectos
desaparecieron tras un tratamiento crénico de 7 dias, sugiriéndonos el
desarrollo de tolerancia a los efectos antiagresivos y motores de la morfina
(Rodriguez-Arias y cols., 2001). Sin embargo, tras un tratamiento crénico
cuando se suspende la administracion de morfina o se administra naloxona,

es decir cuando los animales se encuentran en una abstinencia espontanea
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o0 inducida, se observa un incremento en las conductas agresivas
(Rodriguez-Arias y cols., 1999) (Figs 5 y 6).

Fig 5 Fig 6

La agresion durante la abstinencia a la morfina fue demostrada en
primer lugar en ratas por Boshka y colaboradores (1966), quienes
observaron que cuando las ratas dependientes dejaban de recibir la
morfina, comenzaban a luchar espontaneamente. La severidad de la
agresion observada en la abstinencia depende del momento en que esta es
evaluada, y de la cantidad de droga recibida. El pico maximo de agresion
aparece a las 72 h de la ultima inyecciéon de morfina, aunque la agresion es

ya significativamente evidente a las 48 h (Kantak y Miczek, 1986).

La administracion del antagonista opiaceo naloxona produce un
sindrome de abstinencia inmediato en los animales dependientes,
volviéndose estos muy irritables y dificiles de manejar (Gianutsos y cols.,
1975b). En un estudio realizado por Rodriguez-Arias y colaboradores
(1999), tras la induccién de una débil dependencia a morfina en ratones (2
mg/kg diarios durante 14 dias), la inyeccion de naloxona precipitd un
incremento del tiempo que los animales pasaban amenazando o atacando a

sus coespecificos.
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Diversos estudios apuntan a que la manipulaciéon farmacolégica de
la neurotransmision dopaminérgica puede alterar los componentes
agresivos de la abstinencia a la morfina. Los agonistas catecolaminérgicos
como la anfetamina, la cocaina o la clonidina, aumentan la agresion
valorada mediante el paradigma de intruso-residente (Kantak y Miczek,
1988; Lal y cols., 1971; Tidey y Miczek, 1992a), siendo esta contrarrestada
tras la administracion de antagonistas dopaminérgicos (Tidey y Miczek,
1992b; Rodriguez-Arias y cols., 1999).

Otros sistemas neurotransmisores, como el glutamatérgico, parecen
también estar implicados en la elevada agresividad observada en animales
abstinentes a opiaceos. Los antagonistas del receptor NMDA, la memantina
y el MRZ 2/579, reducen la expresion de este comportamiento de forma
especifica, sin producir efectos significativos sobre los contactos sociales no
agresivos (Sukhotina y Bespalov, 2000). Este efecto podria ser debido a
una accidon especifica sobre los procesos desencadenados por la

abstinencia a la morfina.
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3. COCAINA

Los psicoestimulantes son sustancias que producen una gran
activacion conductual, normalmente acompafiada por un incremento en los
niveles de alerta y de actividad motora. El individuo responde con mas
facilidad o prontitud a los estimulos tanto ex6genos como enddgenos. Las
sustancias estimulantes psicomotoras se pueden dividir en dos grandes
grupos: simpaticomiméticas (directas o indirectas) y no simpaticomiméticas.
Originalmente el término sympathin se utiliz6 para describir a la hormona
noradrenalina. Asi, las drogas simpéaticomiméticas imitan las acciones
periféricas de la norepinefrina en el sistema auténomo, vy
neurofarmacologicamente, activan directa o indirectamente los receptores
de las monoaminas. La cocaina y la anfetamina son drogas
simpéaticomiméticas indirectas, es decir, imitan esta accién actuando sobre
mecanismos neuronales que no suponen la activacion directa de los

receptores postsinapticos.

La cocaina es un alcaloide que se encuentra en cantidades
importantes en las hojas de un arbusto, Erithroxilum Coca, originario de los
Andes y que se cultiva en América del Sur. Estas hojas fueron utilizadas
hace ya 5000 afos por los incas peruanos que las mascaban para aumentar
su resistencia al frio, al hambre y a la fatiga originada por el trabajo. Las
hojas de coca se mastican mezcladas con cal, ya que esta mezcla permite
una absorcion lenta y progresiva de la cocaina, incrementando los efectos
beneficiosos del alcaloide. Este principio activo en un primer momento
produce un efecto anestésico en la misma lengua impidiendo que la
persona note el sabor amargo de la droga. Posteriormente, actla sobre la
mucosa del estémago anulando la sensacion de hambre, y cuando el jugo
es absorbido y pasa a la sangre y desde alli al cerebro, produce una

estimulacién que provoca en el individuo un bienestar general y una
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ausencia de cansancio fisico. La cocaina es un psicoestimulante motor que,
ademas de incrementar el estado de alerta, produce una estimulacion
conductual con un potente componente motor. Cuando la cocaina se
administra de forma cronica produce cambios prolongados en el

comportamiento, sensibilizacion conductual y también adiccién.

La cocaina es uno de los mayores reforzadores naturales que
existen hoy en dia, y por tanto, la adiccibn que produce es muy potente
acarreando trastornos en el comportamiento en un plazo relativamente
corto. El patron de abuso de la cocaina sigue una trayectoria circular.
Primero, aparece un estado de euforia intenso, potenciado por la rapida
velocidad de acceso al cerebro (por ejemplo tras la administracion
intravenosa o fumada), seguido por una inmediata disforia (Van Dyke y
Byck., 1982). El comienzo y la intensidad del estado euférico y la
subsiguiente disforia dependen de la ruta de administracién, siendo la
cocaina fumada la que produce el estado euférico mas rapido e intenso, asi
como el inicio mas rapido del malestar. Con el uso crénico, la dosis

requerida para producir euforia aumenta, y el bienestar subjetivo disminuye.

El principal problema clinico en los adictos tanto a los opiaceos
como a cocaina, es la alta tasa de reincidencia y el fuerte deseo de
consumir la droga, aln después de muchos afios de abstinencia. El craving
0 ansia por la droga es un sentimiento subjetivo de los adictos, siendo el
primer paso para reiniciar la blisqueda y, consecuentemente, reincidir en el
consumo abusivo de la droga. Estudios de laboratorio realizados en seres
humanos han demostrado que la exposicion a la droga incrementa la
conducta y el deseo de consumir la misma. En modelos animales, la
exposicion a la droga, tras la extincion de la respuesta reforzada por la
misma, incrementa la tasa de respuesta. Muchos estudios han demostrado
que la administracion de “primings” de morfina o cocaina produce el

restablecimiento de la autoadministracién, tras haber sido inducida su
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extincion (Shalev y cols., 2002; Chiamulera y cols., 1996; Shaham y cols.,
1997a; Le y cols., 1998)

Es importante pues, evaluar mediante diferentes técnicas de
laboratorio, los efectos que estas sustancias adictivas ejercen sobre
diferentes conductas, para posteriormente estudiar los mecanismos
neurobiolégicos subyacentes, de tal manera que nuestros resultados
puedan ayudar a desarrollar farmacoterapias Utiles en el tratamiento de la

adiccion a estas sustancias.

3.1 Cocainay Condicionamiento de preferencia de lugar (CPL)

Los comportamientos implicados en el abuso de las sustancias
adictivas son altamente sensibles a ser controlados por el medio ambiente.
Ciertas situaciones ambientales son capaces de provocar, por su sola
presencia, una necesidad imperiosa de droga (craving) que va a ocasionar
la recaida del sujeto, incluso si lleva abstinente varias semanas o meses. Se
trata de situaciones contextuales que en el pasado han sido asociadas a los
efectos agradables de la droga o por el contrario a los efectos aversivos del
sindrome de abstinencia.

Las claves ambientales previamente asociadas con la toma de la
droga pueden mas tarde elicitar en los sujetos abstinentes el deseo intenso
y la recaida al consumo de la sustancia. Entre los diversos enfoques
utilizados para evaluar los efectos reforzantes de las drogas en modelos
animales, encontramos el paradigma de condicionamiento de preferencia de
lugar (CPL). Esta técnica permite evaluar la intensidad del recuerdo, del
valor hedédnico, que una sustancia inyectada produce en el animal. Este
modelo es uno de los mas interesantes puesto que se centra en los
aspectos apetitivos de la conducta mas que en los aspectos consumatorios,
como por el contrario ocurre con el paradigma de la autoadministracion de

drogas. En estas experiencias, el animal (rata o ratén) es emplazado en una
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jaula con varios compartimentos que puede distinguir por el color de las
paredes, la textura del revestimiento del suelo y por diferentes olores (figs.7
y 8) En este procedimiento un estimulo particular, o ambiente, se aparea
con los efectos de la droga, sin que el animal tenga que aprender a realizar
una respuesta para obtener la droga, y un segundo ambiente se aparea
explicitamente con la ausencia de la droga. En el ensayo de test, al animal
se le permite moverse libremente entre el area apareada previamente con la
droga y el ambiente no relacionado con la misma. Si el animal permanece
mas tiempo en presencia de los estimulos asociados previamente con la
droga, se puede decir que estos estimulos han adquirido caracteristicas
incentivas secundarias o condicionadas por medio de la asociacién de éstos
con los efectos de recompensa de la droga. Este protocolo experimental
permite ademas testar a un animal mucho tiempo después de la fase de
condicionamiento. De esta manera un animal volvera de forma preferencial
al compartimento donde recibié una droga, varios meses después de su

administracion, revelando asi la intensidad de los efectos y del recuerdo

dejado por la droga (Koob 1995).
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La cocaina produce sus efectos apetitivos debido a un aumento en
la transmisién dopaminérgica de las neuronas mesocorticolimbicas,
consideradas como el substrato neural del refuerzo. Esta sustancia aumenta
la liberacibn de DA en las regiones terminales de las neuronas
dopaminérgicas, especialmente en la regién ventromedial del nlcleo
accumbens. La cocaina estimula la neurotransmision dopaminérgica
aumentando la concentracion extracelular estriatal de DA, lo que la
convierte en una droga capaz de producir una fuerte adiccion. Diversos
estudios han demostrado la capacidad de la cocaina para inducir CPL
(Harris y Aston-Jones., 2003; Kazuto y cols., 2005), ademas, una vez
establecida la preferencia se mantiene a lo largo del tiempo (mas de cuatro
semanas) cuando los animales realizan pruebas (test) de CPL ocasionales
(Mueller y cols., 2000). Por ejemplo, en un estudio reciente se observé que
la administracién de 10 mg/kg de cocaina en el area tegmental ventral
(ATV) en ratas induce CPL (Harris y Aston-Jones., 2003).

El papel que la neurotransmision glutamatérgica juega en los
efectos conductuales y reforzantes de la cocaina se hace cada dia méas
patente, a pesar de que la cocaina no ejerce una accion directa sobre los
receptores glutamatérgicos. La administracion crénica o aguda de cocaina
en ratas, incrementa los niveles extracelulares de glutamato en diversas
areas cerebrales, especialmente en el sistema limbico. En concreto, la
transmision glutamatérgica en el ndcleo accumbens parece jugar un
importante papel en la recaida de la autoadministracién de cocaina en ratas.
Numerosas investigaciones han confirmado el papel que juega el sistema
glutamatérgico en las acciones de la cocaina, asi por ejemplo, la
administracion sistémica de antagonistas glutamatérgicos bloquean la
sensibilizacion motora (Wolf y Jeziorski, 1993; Karler y cols., 1994), la
adquisicion de la autoadministraciéon (Schenk y cols, 1993) o el
condicionamiento de la preferencia de lugar inducido por cocaina (Cervo y

Samanin, 1995; Kim y cols., 1996). En un reciente estudio, la administracion
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intracerebral (area tegmental ventral) de antagonistas de los receptores
glutamatérgicos NMDA y AMPA (AP5 y CNQX) bloquearon completamente
la adquisicion de la preferencia de lugar inducida por la cocaina (Harris y
Aston-Jones., 2003). Por otro lado, el desarrollo de la sensibilizacion
comportamental y las adaptaciones celulares asociadas requieren de la
transmision glutamatérgica, mientras que su mantenimiento se asocia a
alteraciones en la expresion y la sensibilidad del receptor del glutamato.
Ademas, los estudios de neuroimagen en usuarios de cocaina han
demostrado que las areas del cerebro ricas en glutamato, tal como regiones
corticales y limbicas, exhiben fuertes respuestas metabdlicas tanto durante
la euforia inducida por la cocaina como durante el proceso que ocurre al
desear intensamente dicha sustancia tras un periodo de abstinencia. (Li y
cols., 2000). Se sabe también que la neurotransmisién glutamatérgica esta
implicada en el desarrollo y la expresion de la sensibilizacién tanto
conductual como neuroquimica a los opiaceos y los psicoestimulantes
(Pierce y Kalivas., 1997; White y Kalivas., 1998).

Basandonos en estos resultados, creemos que manipulando la
transmision glutamatérgica podria proporcionarnos un medio para intentar

revertir los procesos subyacentes a la drogadiccion.

3.2 Reinstauracion del CPL por inyecciones priming

Los altos indices de recaida en el consumo de la droga que sigue a
prolongados periodos de abstinencia, caracterizan el comportamiento de los
usuarios experimentados de la heroina y de la cocaina (Shalev et al 2002).
Por lo tanto, uno de los principales objetivos de la investigacion en el area
preclinica ser4 explorar los procesos relacionados con la recaida al

consumo de las sustancias adictivas.

El paradigma de la reinstauracion de la preferencia de lugar puede

ser utilizado para comprobar como una inyeccion priming de la droga
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utilizada para desarrollar la preferencia de lugar condicionada, administrada
tras un periodo de extincion de esta preferencia, actla restaurando la
importancia o la atraccion del ambiente apareado previamente con la droga.
Las inyecciones primings recuerdan al animal el significado de los estimulos
o claves contextuales previamente asociadas con los efectos reforzantes de

la droga (Mueller y Stewart., 2000).

Utilizando el paradigma de la reinstauracion de la preferencia de
lugar para estudiar el fenébmeno de recaida, diversos autores han
demostrado que la re-exposicidon a los opiaceos y la cocaina previamente
administrados durante el condicionamiento producen el restablecimiento de
este condicionamiento de lugar, después de observada la extincion (Mueller
y Stewart., 2000; Itzhak y Martin.,, 2002; Parker y McDonald., 2000;
Manzanedo y cols., 2001; Ribeiro do Couto., 2005). En seres humanos se
ha demostrado que la exposicidon a la droga incrementa el deseo intenso de
consumirla y la conducta de toma de la misma. Por otra parte, en el modelo
de reinstauracion empleando el paradigma de autoadministracion, la re-
exposicion de los animales a la droga, tras la extincién de la respuesta
reforzada por la misma, incrementa la tasa de respuesta. Diversos estudios
han demostrado que la administracion de inyecciones primings de cocaina
inducen el restablecimiento de la autoadministracion, (De Wit y Stewart.,
1981; Shalev y cols., 2002) y del CPL (Mueller y Stewart., 2000; Itzhak y
Martin., 2002; Busse y Riley., 2004) tras haber inducido su extincién. Los
efectos reinstauradores de los primings de las drogas pueden ser atribuidos
a las propiedades hedodnicas de estas sustancias, las cuales producen un

estado motivacional incentivador que reinstaura la preferencia condicionada.
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Aunque en su mayoria el efecto reforzante de las drogas
psicoestimulantes se relaciona fundamentalmente con alteraciones en la
transmision DA, otros sistemas neurotransmisores también parecen estar
implicados. El sistema glutamatérgico esta implicado en el desarrollo y la
expresion de la sensibilizacion comportamental y neuroquimica tanto a los
opidceos como a los psicoestimulantes (Pierce y Kalivas., 1997; White y
Kalivas., 1998). De Vries y cols (1998b) observaron que inyecciones
sistémicas del antagonista no competitivo NMDA, MK-801, restableci6 la
conducta de busqueda de cocaina. En dos estudios de Cornish y Kalivas
(1999, 2000) se evidencia la implicacion del sistema glutamatérgico en la
recaida a la cocaina. En el primer estudio observaron que infusiones
intracraneales de AMPA en el ATV reinstauran selectivamente la conducta
de busqueda de la cocaina pero no por la sacarosa. Por otro lado, el
antagonista del receptor AMPA, CNQX, bloqueé la recaida a la cocaina

inducida por inyecciones priming de cocaina.
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4. EL ACIDO GAMMA-HIDROXI-BUTIRICO (GHB)

El GHB conocido como “éxtasis liquido”, ha adquirido gran
popularidad como droga recreativa en los Ultimos afios, considerandose una
de las “drug club” o drogas de discoteca, junto al éxtasis o la ketamina.
Induce en los consumidores estados de euforia, relajacién, un incremento
de la sociabilidad y de la sexualidad y una desinhibiciobn parecida a la
producida por el etanol. También se ha descrito su utilizacién en ambientes
culturistas debido a sus supuestos efectos anabolizantes. El GHB también
produce un efecto sedante y amnésico, ademas de una importante
bradicardia e hipotension. Entre sus efectos mas peligrosos se encuentra la
aparicion de coma, habitualmente reversible y de corta duracién, tras
pequefios incrementos en la dosis, ademas de la potenciacion de sus
efectos cuando se consume conjuntamente con etanol. EI GHB suele
presentarse como un liquido incoloro, sin olor y con apenas sabor (un ligero
sabor salado), facil de enmascarar con otras bebidas. Estas caracteristicas,
junto con el efecto amnésico e hipoténico de la droga, son especialmente
preocupantes ya que existen evidencias de su uso en casos de agresion

sexual o “date-rape”.

Laborit sintetizé por primera vez esta droga en 1960 (Laborit., 1964)
como un analogo del neurotransmisor acido gamma aminobutirico (GABA),
pero con capacidad para cruzar la barrera hematoencefélica y con
efectividad por via oral (Galloway., 1997). La sustitucion de un hidroxilo en
posicion de un grupo amino confirié esta propiedad a la nueva molécula,
aunque sus efectos en animales de experimentacion fueron distintos a los
producidos por el GABA, tanto a nivel bioquimico como conductual. Aunque
se exploré su potencial como anestésico, ya que puede inducir suefio y

coma reversible, debido a sus efectos indeseables secundarios (bajo efecto

57



El GHB

analgésico, vomitos y convulsiones) fue rechazado por la comunidad

médica.

A principios de los 90, el GHB se vendia sin receta en EE.UU. como
suplemento alimenticio y para el tratamiento de la ansiedad, el insomnio y
para atletas y culturistas. Sin embargo a finales de 1990, la FDA (Food and
Drug Administration) de los EE.UU., prohibi6 el GHB tras conocerse 57
casos de intoxicaciones (con nauseas, vomitos, problemas respiratorios,
convulsiones y coma). Desde entonces, la droga ha sido implicada en varias
muertes y en el afio 2000 se afiadi6 a la Lista | de Drogas de la Ley de

Sustancias Controladas.

En el afio 2002, la FDA aprob6 el uso de GHB para pacientes con
narcolepsia que presentan ademdas cataplejia. Unicamente para esta
indicacion, se incluye la preparacion comercial (Xyrem®) en la Lista Il de
Sustancias Controladas para uso médico, mientras que el resto de usos del
GHB sigue controlado y penalizado por la Lista I.

El GHB, es un metabolito de GABA, que esta presente en el cerebro
de los mamiferos y ejerce un efecto neuromodulador, induciendo diversos
efectos farmacolégicos y conductuales en animales de experimentacion.
Sus principales efectos parecen ser debidos a su efecto agonista sobre
receptores GABAb y por tanto, son mediados por el sistema dopaminérgico
aunque existen también receptores especificos para el GHB que podrian ser

responsables de su interaccidn con el sistema opioide.

El mecanismo de accion del GHB no esta del todo dilucidado. La
hipétesis que sugiere que el sistema GABAérgico es el mecanismo de
accion del GHB esta basada en numerosos estudios. En primer lugar se ha
descrito cierta afinidad del GHB por el receptor GABAb (Lingenhoehl.,
1999), actuando como agonista parcial, pero no por el receptor GABAa

(Serray cols., 1991) si bien esta afinidad es a concentraciones superiores a
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aquellas presentes normalmente en el cerebro. Por otra parte, en ratones
GABAD -/-, el GHB no produce hipolocomocion, hipotermia, incremento en
la sintesis de dopamina ni en las ondas delta del encefalograma, efectos
observados en los ratones “wild-type” (Kaupmann y cols., 2003). Estas
evidencias parecen indicar que al menos algunos de los efectos producidos

por el GHB implican los receptores GABAD.

Se ha propuesto que el GHB actlla como un neurotransmisor o
neuromodulador, ya que existe una distribucion anatémica discreta y
subcelular, tanto de GHB como de su enzima de sintesis, en terminales
presinapticos en el cerebro (Rumigny y cols., 1981). Los lugares donde se
hallan las concentraciones mas altas de GHB en el cerebro son la sustancia
negra (Roth., 1970) y el hipotalamo (Teter y cols., 2001). Ademas, existen
lugares de unién especificos de alta afinidad de [3H] GHB en el cerebro de
rata (Snead., 2000). Estos receptores de GHB parecen estar co-localizados
en estructuras dopaminérgicas y se encuentran acoplados a proteinas G
(Ratomponirina y cols., 1995).

El GHB puede modular la neurotransmisiéon dopaminérgica, ya sea
actuando en sus propios receptores GHB o a través de los GABA. Se cree
que esta modulacion es la causante de gran parte de los efectos motores y
conductuales del GHB. En roedores, provoca sedacion y una disminucion
dosis-dependiente de la actividad locomotora (Kaupmann y cols., 2003;
Itzhak., 2002). Estudios de microdidlisis in vivo en animales despiertos, han
demostrado que GHB produce una inhibicion de la liberacion de dopamina
(Feigenbaum y Howard., 1997). Esta inhibicion es reducida por antagonistas
del receptor GABAb, lo que indica la implicacion de este receptor en el

efecto dopaminérgico (Nissbrandt y cols., 1994).

Diversas investigaciones indican que el GHB también podria
relacionarse con el sistema opiaceo enddgeno. La dinorfina o la

metencefalina aumentan, en estructuras tales como el estriado o la corteza
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frontal, tras la administraciéon de GHB (Lason y cols., 1983; Gobalille et al.,
1994; Schmidt-Mutter y cols., 1999). Muchos efectos del GHB en animales
pueden ser imitados por agonistas (Snead y Bearden, 1980,1982) o
bloqueados por antagonistas (Snead y Bearden, 1980; Vayer y cols., 1987,
Vayer y Maitre, 1989) del receptor opioide. Dado que el GHB no se une a
los receptores opioides, ni tampoco la naloxona se une a los receptores del
GHB (Maitre, 1997; Feigenbaum y Simantov, 1996), esta relacion podria
depender de las acciones que el GHB ejerce sobre la dopamina u otros
sistemas de neurotransmision, como el GABAérgico (Feigenbaum vy
Howards, 1997).

Estudios de discriminacion de drogas, de preferencia de lugar y de
autoadministracion (Colomo y cols., 1995,1998; Martellotta y cols., 1997;
Woolverton y cols., 1999) indican que el GHB podria tener un efecto
reforzante y por tanto, un claro potencial adictivo, si bien este efecto parece
ser mas débil que aquel producido por otras drogas como la cocaina o los

opiéceos.

4.1 Papel del GHB en la adiccién a los opiaceos

Aungue originalmente el GHB fue utilizado en la anestesia y en el
tratamiento de la narcolepsia, mas recientemente se ha hipotetizado sobre
un posible papel del GHB en drogodependencias, basandose en una serie

de estudios clinicos realizados principalmente en Italia.

Numerosas investigaciones sugieren que el GHB puede interferir
con los sistemas cerebrales responsables de la expresion de las
propiedades reforzantes agudas de las sustancias de abuso y de los
cambios neuroadaptativos que acontecen en el proceso de la dependencia
(Fattore y cols., 2000). Tanto el sindrome de abstinencia al alcohol como a
los opiaceos esta asociado a una inhibicién de la actividad dopaminérgica

en el estriado y en el area mesocorticolimbica. No existe un acuerdo
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unanime sobre los efectos que el GHB induce sobre el sistema DA. Aunque,
como hemos mencionado anteriormente, puede disminuir la liberacién de
DA en animales despiertos, otros estudios indican que el GHB activa este
sistema. Tras una inicial atenuacion de los niveles de DA (Gessa y col.,
1966. Martellota., 1997), el GHB produce un aumento de la actividad de la
tirosina hidroxilasa y estimula la liberacion de dopamina (Spano y cols.,
1971; Morgenroth y cols., 1976). Ademas, como también afecta al sistema
opiaceo endbgeno, su administracion podria favorecer la desaparicion del

deseo y del malestar asociado a la abstinencia a las drogas (Maitre., 1997).

Diversos estudios realizados con adictos al alcohol o a los opiaceos
apoyan esta hipoétesis. EI GHB reduce el deseo y el malestar durante la
abstinencia al alcohol y a los opidceos administrandose oralmente (a dosis
no sedantes) a los individuos dependientes (Gallimberti y cols., 1989,1992,
1993). En el tratamiento del sindrome de abstinencia del alcohol en un
grupo de alcohdlicos con abuso concomitante de heroina, Gallimberti y
colaboradores observaron que el GHB suprimid, no solo los sintomas de la
abstinencia al alcohol, sino también los sintomas de abstinencia a la heroina
(Gallimberti y cols., 2000).

Los resultados anteriores, se han corroborado en estudios
realizados en laboratorio en los que se constatd que el GHB reduce el
consumo voluntario de etanol en ratas seleccionadas por su alta preferencia
innata al mismo (Fadda y cols., 1983), y alivia la sintomatologia de la

abstinencia al etanol en animales dependientes (Fadda y cols., 1989).

Todos estos resultados sugeririan que el GHB podria ser util para el
tratamiento del abuso a los opiaceos, aunque debido a la existencia de
estudios que alertan sobre su potencial de abuso, deben de tomarse en

consideracion las pertinentes precauciones.
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En conjunto los estudios de discriminacion de drogas, de
preferencia de lugar y de autoadministracion indican que GHB podria tener
un efecto reforzante y por tanto adictivo si bien, parece ser mas débil que el
producido por otras drogas de abuso como la cocaina o los opiaceos. Los
estudios realizados con condicionamiento de preferencia de lugar, indican
que aunque el GHB puede llegar a inducirlo, la preferencia aparece sélo tras
6 0 mas exposiciones a la droga, cuando en el caso de la heroina o la
cocaina son necesarias muchas menos sesiones de condicionamiento
(Martellotta y cols., 1997).

Existe muy poca informacion sobre el desarrollo de tolerancia o
dependencia tras la exposicion continuada al GHB, aunque existe evidencia
de una cierta tolerancia a los efectos de disfuncién motora en ratas y se ha
constatado la aparicion de una tolerancia cruzada con el etanol (Colombo y
cols., 1995). Dosis anestésicas de GHB administradas a ratas dependientes

de etanol sélo producen un ligero efecto sedante (Fadda y cols., 1989).

Tampoco se han realizado muchos estudios con el fin de comprobar
la existencia de un sindrome de abstinencia tras la retirada del GHB,
aunque Bania y colaboradores (2003) observaron la aparicion de un
sindrome de abstinencia en ratas después de suspender la administracion
de GHB cada 3 horas durante 3 o 6 dias. Estudios realizados en humanos,
recopilando informes de observaciones en unidades de urgencias, ademas
de encuestas y numerosos testimonios recogidos, apuntan hacia la
existencia de un sindrome de abstinencia en humanos parecido al
producido por la retirada de alcohol o benzodiacepinas. Este sindrome
aparece entre 1y 6 horas después de la ultima dosis pudiendo prolongarse
durante 15 dias (Dyer y cols., 2001). Los sintomas serian insomnio,
ansiedad, agitacion, temblor, nauseas y vOmitos. A esto le sigue una
inestabilidad del sistema nervioso auténomo caracterizada por diaforesis,

hipertension, temblores y taquicardia. En caso de retirada después de un
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uso cronico o de dosis altas se han descrito casos en los que se presentan

sintomas psicoticos, alucinaciones y delirio (Tarabar y Nelson., 2004).

4.2 Papel del GHB en los efectos reforzantes de la cocaina

El GHB y la cocaina comparten la capacidad de estimular la
neurotransmision dopaminérgica aumentando la concentracion extracelular
estriatal de DA, y por lo tanto, ambos compuestos son utilizados como
sustancias de abuso y podrian compartir mecanismos implicados en su uso
prolongado. EI GHB es capaz de interferir con los sistemas cerebrales
responsables de las propiedades del refuerzo de la cocaina, ya que sus
receptores de alta afinidad estan presentes en estructuras DA (Hechler y
cols., 1992). Hasta la fecha, la mayoria de las estrategias farmacolégicas
para tratar dependencia de la cocaina han apuntado directamente a la DAy
otras neurotransmisiones monoaminérgicas, imitando los efectos de la
cocaina en la recaptacion de DA o bloqueando los efectos dopaminérgicos
de la cocaina con antagonistas del receptor de DA. Desafortunadamente,
estas intervenciones han sido ineficaces en ensayos controlados (Soares y
cols., 2001). Un acercamiento alternativo para modular los efectos
dopaminérgicos de la cocaina podria derivar del aumento de Ila
neurotransmisién GABAérgica. En apoyo a esta idea, se ha observado que
el tratamiento con agonistas GABAérgicos asi como el aumento de la
neurotransmision del GABA, da como resultado una disminucion de la
autoadministracion de cocaina en animales de laboratorio (Campbell y cols.,
1999, Kushner y cols., 1999, Roberts y cols., 1996 ; Stromberg y cols.,
2001). Los mecanismos GABAérgicos también se han identificado en el
comportamiento de blsqueda de la droga, inducido por inyecciones priming
de cocaina, estrés y por claves condicionadas en modelos de
restablecimiento de la recaida en animales (Campbell et al., 1999, Fuchs et
al., 2004, McFarland et al., 2004 y McFarland y Kalivas, 2001). Se cree que

aumentando los niveles de GABA en la hendidura sinaptica se puede
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reducir los incrementos de DA inducidos por los psicoestimulantes en el
ndcleo accumbens, consiguiendo con ello reducir sus propiedades
reforzantes. La Gabapertina, que aumenta la liberacién de GABA, reduce de
forma perceptible la cantidad y frecuencia del deseo intenso (craving) que
sufren los pacientes dependientes de cocaina (Raby y Coomaraswamy,
2004).

64



5. HIPOTESIS Y

OBJETIVOS



Hipétesis y objetivos

5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Las hipotesis que planteamos en la presente tesis doctoral fueron las

siguientes:

1. La afectacion del sistema glutamatérgico, mediante el blogqueo de
los receptores NMDA, modificara el efecto antiagresivo y motor de

la morfina.

2. El sistema glutamatérgico se encuentra implicado en la aparicion del
sindrome de abstinencia a la morfina. Es posible que el bloqueo de
los receptores NMDA mediante la administraciéon de Memantina o
MK-801 provoque una disminucién de los signos fisicos vy
motivacionales, medido mediante el CAL, del sindrome de

abstinencia a este opiaceo.

3. El blogueo de los receptores NMDA o AMPA alterara los efectos
reforzantes de la cocaina, medido tanto en la adquisicion, la
expresion como en el restablecimiento (recaida) utilizando el CPL
inducido por esta droga. El bloqueo de los receptores
glutamatérgicos puede disminuir la recaida inducida por diferentes

dosis “priming” de cocaina.

4. EI GHB y por tanto el sistema GABAérgico, modificara la actividad

motora y la conducta social inducida por la morfina.

5. EI GHB mejorara tanto los aspectos fisicos como motivacionales del

sindrome de abstinencia a la morfina.

6. El GHB modificara efecto reforzante de la cocaina y prevendra la
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recaida (reinstauracion) de la bisqueda de cocaina.
Con el fin de comprobar las hip6tesis propuestas se realizaron los diferentes
trabajos experimentales expuestos en la presente Tesis Doctoral, cuyos
objetivos mas concretos fueron los siguientes:

Estudio 1.

e Evaluar el efecto de diferentes dosis de memantina sobre la

actividad motora y las conductas sociales y agresivas.

e Estudiar la accién de diferentes dosis de memantina sobre el efecto

antiagresivo de la morfina.
Estudio 2.
e Investigar el efecto de dos antagonistas no competitivos de los
receptores NMDA (memantina y MK-801) en la adquisicion y

expresion del Condicionamiento Aversivo de Lugar (CAL) inducido
por naloxona en ratones dependientes de morfina.

e Estudiar el efecto de la memantina y el MK-801 en la expresion del
sindrome fisico de abstinencia inducido por naloxona en ratones
dependientes de morfina.

Estudio 3.

e Evaluar los efectos motivacionales de la Memantina y del CNQX

mediante el paradigma de CPL.

e Estudiar el efecto de estas dos sustancias en la adquisicion, la
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expresion y el restablecimiento (recaida) del CPL inducido por la

cocaina.

Estudio 4.

e Evaluar el efecto de un amplio rango de dosis de GHB (&acido
gamma hidroxibutirico) sobre la actividad motora espontanea vy

sobre la hiperactividad inducida por la morfina.

e Observar la accion del GHB sobre las conductas sociales y sobre el

efecto antiagresivo de la morfina

Estudio 5.

e Evaluar la capacidad del GHB para bloquear los sintomas
motivacionales del sindrome de abstinencia provocado por
naloxona, en animales dependientes de morfina, mediante el

condicionamiento aversivo de lugar (CAL).

e Estudiar la capacidad del GHB para bloquear la expresién de los
sintomas fisicos del sindrome de abstinencia provocado por
naloxona, en animales dependientes de morfina.

Estudio 6.

e Evaluar el efecto del GHB sobre las acciones reforzantes de la
cocaina mediante el condicionamiento de la preferencia de lugar
(CPL), tanto durante la adquisicién como durante la expresion del

mismo.

e Analizar la eficacia del GHB en el proceso de reinstauracion
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(recaida) de la preferencia de lugar inducida por cocaina
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Estudio 1: La Memantina no bloquea los efectos antiagresivos

de la morfina en ratones.

Investigacion original: M. Rodriguez-Arias, C. Maldonado, M.A.
Aguilar y J. Mifiarro (2002). Memantine does not block antiaggressive effects

of morphine in mice. Behavioural Pharmacology 13: 249-252

Diferentes estudios realizados por nosotros y por otros grupos de
investigacion, han indicado la existencia de una interaccion entre el sistema
glutamatérgico y el opiaceo. En un reciente trabajo se ha demostrado que la
memantina reduce la conducta agresiva que se observa durante el
sindrome de abstinencia a la morfina con dosis que no producen deterioro
locomotor. Sugiriéndose que este antagonista de los receptores NMDA
interaccione de forma especifica con los procesos desencadenados por
dicha abstinencia.

Con el fin de clarificar mejor la relacién entre estos dos sistemas, el
objetivo del presente trabajo ha sido determinar si los antagonistas de los
receptores NMDA modifica el efecto que la estimulacién del sistema opiaceo
produce sobre la conducta agresiva, utilizando para ello el paradigma de la

agresion inducida por aislamiento.

Se realizaron dos experimentos. En el primero se estudio el efecto
de diferentes dosis de memantina sobre la actividad locomotora. En el
segundo experimento se evallo la accion de diferentes dosis de memantina
(sola o junto con una dosis de morfina), sobre la conducta social y agresiva
en ratones macho.

En el primer experimento, la actividad locomotora de los animales

fue evaluada utilizando un actimetro, realizando un registro de la actividad

durante cuatro horas después de la administracion de suero fisiologico o
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1.25, 2.5, 5, 10, 20 y 40 mg/kg de memantina. Los resultados nos indicaron
que los animales tratados con 40 mg/kg de memantina mostraron un
incremento de la actividad motora en comparacién con los que habian

recibido suero fisioldgico.

En el segundo experimento, la mitad de los animales fueron
alojados individualmente durante 28 dias y un mismo numero de animales
fueron agrupados de seis en seis para ser utilizados como “anésmicos”. Los
animales experimentales fueron divididos en 10 grupos en funcién del
tratamiento recibido: una inyeccién de suero fisioldgico o de diferentes dosis
de memantina (5, 10, 20 o 40 mg/kg), o una inyeccién de morfina (10mg/kg)
mas diferentes dosis de memantina (5, 10, 20 o 40 mg/kg). Treinta minutos
después de administrar el farmaco, se procedi6 a realizar el test, donde un
animal experimental y un oponente fueron enfrentados en un area neutral
durante 10 minutos, permitiéndoles adaptarse al ambiente durante un
minuto antes de comenzar la prueba. Los encuentros fueron grabados con
una camara de video para su posterior andlisis conductual. En dichos
encuentros cuantificamos el tiempo que el animal experimental dedicaba a
cada una de las siguientes categorias de conducta: exploraciéon no social,
exploracion social, ataque e inmovilidad. También evaluamos el total de
veces que el animal experimental atacaba al oponente, parametro

denominado como unidad de ataque.

Los resultados obtenidos en las conductas de exploracion no social,
indicaron que todos los grupos, a excepcion del tratado con 5 mg/kg de
memantina mostraron un incremento en el tiempo dedicado a estas
conductas con respecto al grupo control. Sélo los animales tratados con 20
mg/kg de memantina mostraron un incremento significativo en el tiempo
dedicado a las conductas de investigacion social. Ademas, todos los grupos

mostraron una disminucién del tiempo dedicado a la conducta de ataque asi
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como del tiempo requerido para realizar el primer ataque (latencia de

ataque), en comparacion con el grupo control.

Cabe destacar, que los grupos tratados con morfina mas 5, 10y 20
mg/kg de memantina, redujeron en mayor medida el tiempo dedicado a las
conductas de ataque que los grupos a los que se administré Gnicamente la
misma dosis de memantina. Asi mismo, en la latencia de ataque se observa
un incremento en los animales tratados con la dosis mayor de memantina
(40 mg/kg) y en el grupo tratado Unicamente con morfina 0 en combinacion
con cualquiera de las dosis de memantina. Asi mismo, estos mismos

grupos, presentan una disminucion significativa en la unidad de ataque.

Por ultimo, hay que sefialar que todos los animales tratados con
morfina junto con cualquiera de las dosis de memantina presentaron un

marcado incremento en la conducta de Inmovilidad.

Adicionalmente a las conductas analizadas, se observo la aparicion
de Ataxia en el 62% de los animales tratados con 20 mg/kg de Memantina,
en el 100% de los tratados con 40 mg/kg de memantina, en el 60% de los
tratados con morfina mas 20 mg/kg de memantina y en el 100% de los

tratados con morfina mas 40 mg/kg de memantina.

Nuestros resultados muestran que la dosis mayor de memantina
incrementa de forma significativa la actividad locomotora de los animales, y
que con nuestro sistema de registro no se aprecia un deterioro locomotor,
aunque en el test de interaccion social si que se han observado otras

alteraciones de tipo motor (ataxia).

Las dosis mas altas de memantina disminuyen la conducta agresiva

e incrementan el tiempo dedicado por nuestros animales a las conductas de
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exploraciéon no social. Este hecho es un claro efecto de la hiperactividad

asociada con el blogueo de los antagonistas de los receptores NMDA.

Con la dosis intermedia (20 mg/kg) la memantina produce un
aumento del tiempo dedicado por los animales a las conductas de
investigacion social (contacto social). Este resultado podria sugerir un cierto
efecto ansiolitico de la memantina ya que incrementa la sociabilidad de los
animales y paralelamente provoca la disminucion de las conductas

agresivas.

La administracién de memantina no modificé el efecto antiagresivo
de la morfina con ninguna de las dosis estudiadas. Aunque se ha sugerido
gue los antagonistas NMDA ejercen una accién directa sobre los procesos
gue median la abstinencia a la morfina, nuestros resultados sugieren que la
memantina no modifica el efecto que la estimulacion del sistema opiaceo
produce sobre la conducta agresiva ya que ninguna de las dosis de

memantina empleadas en este estudio afectaron esta accion de la morfina.

Uno de los resultados mas significativo obtenido en nuestro estudio
fue el incremento de la inmovilidad de los animales cuando estos dos
farmacos fueron administrados conjuntamente, fenbmeno que nho se
observé al administrarlos aisladamente. Cabe resaltar que las dos dosis
mas altas de memantina, administradas solas o junto con morfina,

produjeron ataxia en un elevado porcentaje de animales.

En conclusion podemos afirmar que la administracion de memantina
produce un aumento dosis-dependiente en la actividad motora y un efecto
antiagresivo solamente con las dosis en las que se observa un incremento
de la actividad motora. Ademas, la memantina no afecté a la accion
antiagresiva de la morfina, siendo por lo tanto improbable que el sistema

glutamatérgico participe en esta accion de la morfina.
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The action of the noncompetitive /N-methyl-p-aspartate (NMDA) receptor blocker memantine (5, 10, 20 and 40 mg/kg) was
evaluated during social encounters in mice. Although a dose-dependent increase in locomotion was observed, only with the
highest dose did it reach statistical significance. Aggressive behavior was decreased with 20 and 40 mg/kg of memantine,
social contacts being increased only with 20 mg/kg. Subsequently, the effect of these memantine doses on the antiaggressive
actions of morphine (10 mg/kg) was evaluated. None of the doses affected the antiaggressive action of morphine. As
memantine administration produced an antiaggressive effect only at doses that affected locomotion, it is unlikely that the

glutamatergic system mediates the antiaggressive actions of morphine. © 2002 Lippincott Williams & Wilkins.

Keywords: memantine, aggression, motor activity, morphine, NMDA, mouse

INTRODUCTION

The present research was carried out on the basis of
previous experiments which have shown the existence
of an interaction between glutamatergic and opioid
systems. A recent study reported that memantine
significantly reduced the expression of aggression in
morphine-induced withdrawal at doses that do not
produce motor impairment, the authors suggest-
ing that this is due to a specific interaction with
withdrawal-triggered processes (Sukhotina and
Bespalov, 2000). The aim of the present work was
to determine whether NMDA receptor antagonism
interacts with the opioid system, using the paradigm
of isolation-induced aggression, to further clarify the
relationship between these two systems.

METHODS

Subjects

Fifty male mice of the OF1 strain for the locomotor
study and 184 for the social interaction test, acquired
from CRIFFA (Barcelona) and aged 42 days when
they arrived at the laboratory, were housed under
standard conditions. Procedures involving mice and
their care were conducted in conformity with
national, regional and local laws and regulations,

0955-8810 © 2002 Lippincott Williams & Wilkins

which are in accordance with the European Commu-
nities Council Directives (86/609/EEC, 24 November
1986).

Procedure and apparatus

Memantine (Laboratorios Sigma-Aldrich Quimica,
Madrid), morphine hydrochloride (Laboratorios
Alcaliber, Madrid) and physiological saline (NaCl
0.9%). were used in these experiments.

After an adaptation period to the laboratory (10
days) animals were divided into groups (n=28) and
immediately after the drug administration were
placed into activity cages for 4 hours. An actimeter
composed of eight cages, each with eight infrared
lights, was used to measure spontaneous locomotor
activity (CIBERTEC, S.A. Spain).

For the social encounters, experimental animals
(n=92) were housed individually for 28 days, and the
other half (‘standard opponents’) were housed in
groups of six. Animals were made temporarily
anosmic by intranasal lavage with 4% zinc sulfate
solution 1 day before testing (Smoothy et al., 1986).
Behavior was evaluated 20 min after drug adminis-
tration, an experimental animal and a standard
opponent being confronted with each other in a
neutral cage for 10min, with 1 min of adaptation
before the encounter. All tests were videotaped and
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carried out under white illumination between the
second and fifth hour of the dark phase of the light/
dark cycle.

The videotapes were analyzed using a PC computer
and a custom-developed program (Brain ez al., 1989)
that facilitated estimation of times allocated to
several broad functional categories of behavior:
nonsocial exploration, social investigation, attack
and immobility. A more detailed description can be
found in Rodriguez-Arias et al. (1998). Unit of attack
(total time of attack/number of attacks) was also
evaluated.

Statistical analyses

Motor activity data were analyzed by an analysis of
variance (ANOVA) with two factors, one ‘between’
(Treatment) and one ‘within’ (Time of recording the
data), with four levels (Ist, 2nd, 3rd and 4th hour).
Post-hoc comparisons (Newman—Keuls) were subse-
quently made.

Data of the social encounter were initially analyzed
using the Kruskal-Wallis test. For the behavioral
categories in which this test was significant, differ-
ences between groups were examined by the two-
tailed Mann—Whitney U test.

RESULTS

Experiment 1: Motor effects of memantine

ANOVA revealed significant effects of Treatment
[F(6,48)=5.66;. P<0.001] and Time of recording
[F(3,18)=3.61; P<0.015]. Post-hoc analysis showed
that locomotor activity was increased significantly by
40 mg/kg memantine (Figure 1).

Experiment 2: Antiaggressive and social effects of meman-
tine

Table 1 shows median values (in s) allocated to the
behavioral categories.

In  nonsocial  exploration  (Kruskal-Wallis
P <0.0001), with the exception of the mice treated
with 5mg/kg memanine, all animals showed a
significant increase with respect to the saline-treated
group (see significance in Table 1). In addition, the
Mem40 group increased this time with respect to the
other three memantine groups (P;<0.002), and the
Mem20 group was higher with respect to the Mem5
group (P<0.05). The Morl0 group showed an
increase in this behavior with respect to Mem5 and
Mem10 groups (P;<0.02). Administration of mor-
phine plus 5mg/kg of memantine increased this
behavior in comparison with the Mem5 group
(P<0.02). Groups Mor10+M20 and Morl0+M40
showed a lower increase than Morl0 (P<0.05) and
Mem40 (P<0.02).

250 Behavioural Pharmacology 2002, Vol 13 No 3

RODRIGUEZ-ARIAS ET AL.

40000
35000 -
30000 -

25000 - _L —L

20000 - L

Photocell cuts

15000 -

10000

= 0l

Saline Mem Mem Mem Mem Mem Mem
125 25 5 10 20 40

FIGURE 1. Effect of memantine on spontaneous locomotor
activity in mice for 4 hours after administration. Data are
mean counts + SEM. Post-hoc comparisons (Newman—Keuls):
*P < 0.05 with respect to saline group.

Only animals treated with 20 mg/kg of memantine
showed a significant increase in time spent in social
investigation (Kruskal-Wallis P<0.001) when com-
pared to controls (P<0.002), Morl0 and
Morl0+M20 (P;<0.001). Animals belonging to
Morl0+M5 and Morl0+M10 groups showed a
significant decrease when compared with Morl0,
Mem5 and Mem10 (Ps<0.02).

Aggression (attack and attack latency, Kruskal—
Wallis test, P<0.001) was reduced in treated animals
in comparison to the saline group (see significance in
Table 1). The highest memantine dose (40 mg/kg) also
decreased attack significantly more than Mem?20
(P<0.02), and Mem20 significantly more than
Mem10 (P <0.05). Morphine plus 5, 10 and 20mg/
kg of memantine diminished this behavior to a
greater extent than did these memantine doses alone
(Ps<0.01). Latency of attack was significantly
increased in the Mem40 group compared to the other
groups (P<0.05 for Mem5 and Mem10, and P<0.02
for Mem20), and Mem?20 also increased this time
compared with Mem10 (P<0.02). Morphine admin-
istration lengthened this time in comparison with
Meml0 (P<0.05), as did morphine plus the three
lower memantine doses in comparison with meman-
tine alone (P<0.01).

Mice treated with the 40 mg/kg dose of memantine,
morphine alone or morphine plus any memantine
dose showed a significant decrease in the unit of
attack (Kruskal-Wallis P<0.001) with respect to
controls (P;<0.002). Mem5 increased this measure
relative to Mem40 and Morl0+MS5 (P;<0.02). The
Mem10 and Mem20 groups also showed a higher unit



ANTIAGGRESSIVE EFFECTS OF MORPHINE

TABLE 1. Median values (in s) allocated to broad behavioral categories in animals receiving one single injection of saline, 5,10, 20 or 40 mg/kg of memantine, or two injections of 10 mg/kg of

morphine plus saline, and 10 mg/kg of morphine plus 5,10, 20 or 40 mg/kg of memantine

Mor10+M10 Mor10+M20 Mor10+M40

Mor10-V Mor10+M5

Mem 40
(n

Mem 20

(n
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Mem 5
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8)
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The Kruskal-Wallis test shows significant variance in all the behaviors shown (P < 0.001). Differs from controls in the two-tailed Mann—Whitney U-test; P <0.05,

of attack than Mem40, Mor10 and Mor10+M10 and
Morl10+M20 (Ps<0.02).

All the animals treated with morphine and any of
the doses of memantine showed a significant increase
in immobility (Kruskal-Wallis test, P<0.001) in
comparison with controls, Morl10-V and memantine
administration alone (P;<0.002). The Morl0+M20
and Mor104+M40 groups also show an increase when
compared with Morl04+M5 (P<0.02) and in addi-
tion, Mor104+M20 increased immobility more than
Morl10+M40 (P <0.02).

Although it is not a behavior studied in our
ethogram, ataxia was observed in 62% of the animals
in the Mem20 group, 100% of the Mem40 group,
60% of Mor10+M20 and 100% of Mor10+M40.

DISCUSSION

Our results show that memantine administration
significantly increased motor activity at the dose of
40mg/kg. Decrements as well as increments have
been observed regarding the motor effect of meman-
tine in mice (Youssif and Ammon, 1986; Geter-
Douglass and Witkin, 1999; Neznanova et al., 2000).
With our recording system, the results did not
confirm an impairing motor effect of memantine,
although in the social interaction test, other motor
alterations (ataxia) were evident.

The highest memantine doses (20 and 40 mg/kg)
produced observable changes in almost all the
behaviors studied during the social interaction test,
with a practical abolition of aggressive behaviors.
Our results are in agreement with those observed
recently by Belozertseva and Bespalov (1999), who
found a significant reduction in aggressive behavior,
although with a concomitant reduction in motor
activity. Interestingly, a dose-dependent increase in
time dedicated to nonsocial exploration was observed
after memantine administration. This is a clear motor
behavior and thus, an increase would reflect a
hyperactivity widely associated with NMDA antago-
nists (Pierce and Rebec, 1993; Freed, 1994).

At 20 mg/kg memantine increased the time spent in
social contacts. This dose produced a decrease in the
aggressive behaviors of the animals with a concomi-
tant increase in sociability, which could suggest an
anxiolytic effect (File, 1980, 1985; Willner et al., 1989;
File et al., 2001). Although, the effects of memantine
on social behavior have not been described in
previous studies, MK-801 has been found to increase
social behavior during a social encounter, suggesting
a benzodiazepine-like effect of this compound
(McAllister, 1990).

Administration of different doses of memantine did
not modify the clear antiaggressive effect of mor-
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phine. In a recent study, Sukhotina and Bespalov
(2000) observed that memantine administration
decreased morphine withdrawal-induced aggression.
It has been suggested that NMDA antagonists exert a
direct action on the processes that produce with-
drawal (Feng et al., 1995; Kogan and Aghajanian
1995; Sepulveda et al., 1998), but our results show
that memantine does not affect morphine-induced
antiaggressive effects at any of the doses employed,
independently of whether antiaggressive effects were
present or not.

In addition, administration of 20 and 40 mg/kg of
memantine counteracted, at least in part, the increase
in nonsocial exploration produced by morphine. But
the most important result when these two drugs were
jointly administered was the increment in immobility,
which was not observed when the drugs were
administered alone. It has to be pointed out that
the two higher memantine doses, alone or with
morphine, produced ataxia in a great number of
animals. An increase in lethality and catalepsy has
been previously described after co-administration of
morphine and MK-801 (Trujillo and Akil, 1991).

In conclusion, memantine administration produced a
dose-dependent increase in motor activity and an
antiaggressive effect only at doses that increased
locomotion. Memantine did not affect the antiaggres-
sive action of morphine. It is therefore unlikely that the
glutamatergic system mediates this action of morphine.
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Estudio 2

Estudio 2: La memantina presenta efectos diferentes del MK-
801 en los signos motivacionales y fisicos en la abstinencia a la

morfina.

Investigacion original: C. Maldonado, O.Cauli, M. Rodriguez-Arias,
M.A. Aguilar y J. Mifiarro (2003). Memantine presents different effects from
MK-801 in motivational and physical signs of morphine withdrawal.
Behavioural Brain Research 144: 25-35.

Numerosas investigaciones han sugerido que el aumento de la
neurotransmisién dopaminérgica en areas mesolimbicas, tales como el
“shell” del nicleo accumbens (NAcc), desempefia un importante papel en la
adicciéon, puesto que un aumento de los niveles de dopamina en estas
estructuras es una caracteristica comdn de las sustancias de abuso. A
pesar de ello, los antagonistas dopaminérgicos no han demostrado ser

tratamientos eficaces ni seguros en la adiccion a los opiaceos.

El NAcc recibe aferencias glutamatergicas de areas cerebrales tales
como el complejo amigdalino, la formacion hipocampal y las cortezas
frontales y prelimbicas. Por otra parte, fibras glutamatérgicas conectan la
corteza prefrontal con el area tegmental ventral donde se originan las vias
dopaminérgicas que se proyectan al mencionado nucleo. Igualmente, el
nucleo basolateral del complejo amigdalino se conecta por medio de una via
glutamatérgica con el NAcc. Esta extensa red nerviosa dentro del sistema
limbico sugiere que la neurotransmision glutamatérgica podria desempefiar
un papel relevante en los procesos neuroadaptativos inducidos por los
opiaceos. Ademas, diferentes estudios nos indican, que durante la
abstinencia a los opiaceos el sistema glutamatérgico permanece

hiperactivo.
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La exposicién cronica a los opidceos produce cambios tanto
comportamentales como neurales, conocidos como tolerancia vy
dependencia fisica. Estos fendbmenos representan cambios adaptativos del
sistema nervioso ante la exposicién crénica a los opiaceos y se relacionan
con el fenédmeno de la plasticidad neural. Entre los receptores del glutamato,
los NMDA juegan un papel importante en la potenciacién a largo plazo, y
por tanto estarian implicados en la plasticidad neural relacionada con los
opiaceos. La activacion de los receptores NMDA parece ser necesaria para
la expresion de diferentes efectos comportamentales y fisiolégicos de los
opiaceos, puesto que el bloqueo de estos receptores inhiben el desarrollo
de tolerancia y dependencia fisica a la morfina. También se ha observado
que este bloqueo previene el condicionamiento de la preferencia de lugar
(CPL) inducido por morfina en ratones y ratas, la expresion del
comportamiento agresivo en ratones dependientes a morfina y la
adquisicién de la autoadministracién intravenosa de morfina en ratones. Por
otra parte, los antagonistas del receptor NMDA inyectados en el NAcc no
causan ningun efecto sobre la autoadministraciéon de heroina en ratas o
sobre otros cambios de comportamiento, tales como la sensibilizacion

motora inducida por la exposicién repetida a opiaceos.

Tras la interrupcibn en el consumo de opiaceos, los adictos
experimentan una abstinencia caracterizada por un estado de disforia y
ansiedad acompafiada por alteraciones fisicas periféricas que se deben a la
dependencia psiquica y fisica desarrollada por la exposicién a los opiaceos.
La abstinencia es un fendmeno que contribuye a que el sujeto continde
administrandose la droga, incluso aunque no sea la causa directa, puesto
que incluso muchos afos después de la desintoxicacion, la recaida puede
aparecer. Por lo tanto, los farmacos que bloquean tanto el desarrollo como
la expresion de la dependencia a los opiaceos podrian ser Utiles en la
desintoxicacion del adicto a estas sustancias. El modelo animal usado con

mas frecuencia para evaluar los aspectos motivacionales de la abstinencia a

86



Estudio 2

la morfina es el condicionamiento aversivo de lugar (CAL) inducido por
naloxona. Este modelo emplea un condicionamiento Pavloviano clasico ya
gue los animales evitan los estimulos ambientales asociados previamente

con reforzadores negativos tales como naloxona.

En este trabajo, investigamos el efecto de dos antagonistas no
competitivos del receptor NMDA, la memantina y el MK-801, en la
adquisicion y la expresion de la aversion de lugar inducida por naloxona en
ratones dependientes de la morfina. Adicionalmente, hemos estudiado el
efecto de ambos farmacos en la expresion del sindrome fisico de
abstinencia inducido por naloxona, midiendo diferentes parametros
comportamentales y fisioldgicos. Con el fin de probar la hipétesis de que los
antagonistas de NMDA podrian bloquear el desarrollo de la dependencia y
que este efecto podria ser debido a un aprendizaje dependiente de estado,
se estudié la aversion (CAL) y el sindrome fisico en ratones que recibian
morfina mas memantina o MK-801 durante el desarrollo y el mantenimiento
de la dependencia a la morfina, incluyendo los dias en los que se midieron

los comportamientos (aversion de lugar y sindrome fisico).

En el primer experimento (CAL), con el fin de inducir la dependencia
a la morfina se administré a todos los grupos un tratamiento dosis
crecientes de este opiaceo (6, 12, 25, 50 y 100 mg/kg) cada 24 horas. La
dosis mas alta (100 mg/kg) se alcanzo el quinto dia y fue mantenida durante
todo el condicionamiento (9 dias). En los grupos en el que la dependencia
fue inducida al mismo tiempo que se boqueaban los receptores NMDA, los
animales recibieron el mismo tratamiento con morfina, pero ademas se les
administraba una inyeccion de memantina (5 y 10 mg/kg) o MK-801 (0.1,
0.05, 0.0025 mg/kg).

Para evaluar el CAL inducido por naloxona, se utilizaron cuatro

cajas idénticas de “Plexiglas”, con dos compartimentos de igual tamafio, que
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diferian en el color de sus paredes (blanco/negro) y en la textura del suelo
(liso/rugoso), separados por un area central. El procedimiento, no sesgado
(“unbiased”) y contrabalanceado en términos de la preferencia inicial y del
procedimiento de administracién de los farmacos, constaba de tres fases.
En la primera fase, llamada de pre-condicionamiento, los animales tenian
libre acceso a los compartimentos durante 20 minutos (1200 segundos),
registrandose el tiempo pasado en cada uno ellos. Los animales que
mostraron una fuerte aversion o preferencia por alguno de los
compartimentos (menos de 300 s 0 mas de 900 s) fueron descartados del
experimento. Un compartimiento fue elegido para ser asociado con la
naloxona y el otro con el suero fisiolégico, de tal manera que dentro de
cada grupo la mitad de los animales recibieron el tratamiento en el lugar
menos preferido y la otra mitad en el mas preferido (contrabalanceo por
preferencia). Después de la asignacibn de compartimentos, no se
observaron diferencias significativas entre el tiempo que permanecian en el
lugar pareado con la naloxona o con el vehiculo en la fase de pre-
condicionamiento.

En la segunda fase, denominada de condicionamiento, los animales
recibieron una inyeccion de suero fisiologico antes de ser confinados
durante veinte minutos en el compartimiento elegido para ser asociado con
el vehiculo y a las veinticuatro horas recibian la naloxona antes de ser
confinados durante el mismo periodo de tiempo en el compartimiento
elegido para ser asociado con el farmaco (los grupos apropiados, recibian
memantina o MK-801 en lugar de la naloxona treinta minutos antes del
confinamiento). En cinco grupos, los animales fueron inyectados con MK-
801 (0.3, 0.1 y 0.05mg/kg) o memantina (10 y 5 mg/kg) treinta minutos antes
de recibir la naloxona para verificar si éstos farmacos eran capaces de
bloquear la aversion inducida por la naloxona durante la fase de
condicionamiento (grupos de adquisicion). En los animales a los que se les

administré la morfina junto con un antagonista NMDA durante la induccién
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de la dependencia se empleo el mismo procedimiento (morfina + MK-801

+naloxona o morfina + memantina +naloxona).

Durante la tercera fase, llamada post-condicionamiento (test), se
registraba el tiempo que el animal, libre de cualquier tratamiento, pasaba en
cada compartimiento durante 20 minutos. Adicionalmente a los grupos
anteriormente mencionados, en otros ocho grupos los animales recibieron
memantina (10 y 5 mg/kg) o MK-801 (0.3, 0.1, 0.05, 0.025, 0.012 y 0.006
mg/kg) 30 minutos antes de realizar la prueba, para determinar si éstos
farmacos eran capaces de bloquear la aversion condicionada inducida por
la naloxona (grupos de expresién). La diferencia, en segundos, entre el
tiempo de permanencia en el compartimiento asociado con la naloxona
entre el dia de pre-condicionamiento y del post-condicionamiento es una
medida del grado de aversién inducido por la naloxona. Si no existen
diferencias, significa que el tratamiento ha bloqueado el condicionamiento
aversivo de lugar inducido por la naloxona, mientras que lo opuesto
indicaria que el tratamiento no ha sido capaz de bloquear esta aversion.

Los resultados mostraron que los grupos que recibieron morfina
junto con 5 mg/kg de memantina o junto con 0.025 mg/kg de MK-801
durante la induccion de la dependencia presentaron aversion. Cuando la
memantina o el MK-801 fueron administrados en la fase de adquisicion del
condicionamiento, el CAL solo se observd con la dosis de 5 mg/kg de
memantina y con 0.05 mg/kg de MK-801. Por otro lado, la administracion de
MK-801 bloqueé la expresion del CAL con todas las dosis administradas.
Cuando se administr6 la memantina durante la expresion del

condicionamiento, el CAL se observ6 solamente con la dosis de 5 mg/kg.
En el segundo experimento, estudiamos el efecto de la memantina 'y

el MK-801 en la expresién del sindrome fisico inducido por la naloxona en

ratones dependientes de la morfina. El programa de induccién de
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dependencia a la morfina duré 11 dias, inyectdndose dosis crecientes de
morfina (6, 12, 25, y 100 mg/kg) durante los cinco primeros dias hasta llegar
a la dosis maxima (100 mg/kg), manteniendo esta dosis durante 6 dias mas.
Los grupos control recibieron una inyeccién de suero fisiolégico una vez al
dia durante el mismo periodo de tiempo. Para inducir la abstinencia a la
morfina, se administr6 1 mg/kg de naloxona el dia de la prueba. Con el
proposito de evaluar el efecto del bloqueo de los receptores NMDA en
animales dependientes, en cinco grupos adicionales tras la induccion de la
dependencia a la morfina se les inyectd diferentes dosis de memantina o
MK-801 treinta minutos antes de la realizacibn de la prueba.
Adicionalmente, a cinco grupos mas se les administré los mismos farmacos
pero treinta minutos antes de inyectarles la naloxona, mostrando estos
grupos el efecto del blogueo de los receptores NMDA sobre la intensidad
del sindrome de abstinencia fisico. Por Ultimo, en cinco grupos mas, la
dependencia a la morfina fue inducida bajo el bloqueo de los receptores
NMDA, donde las diferentes dosis de morfina fueron administradas junto
con la memantina (5 y 10 mg/kg) o el MK-801 (0.1, 0.05 y 0.025 mg/kg).

Los dias en que se realizaba la prueba conductual, los animales
eran pesados y se les inyectaba la dosis correspondiente de morfina o
suero fisioldgico. Transcurridos treinta minutos, se les inyectaba memantina,
MK-801 o suero fisioldgico en funcion de la condicion experimental a la que
pertenecia cada grupo. Por dltimo, inmediatamente antes de la prueba, a los
ratones se les inyect6 suero fisiolégico o naloxona (segun el grupo
experimental) y se procedia a la grabacién en video de la conducta del
animal durante veinte minutos. A los cuarenta minutos de finalizar la prueba,

se volvia a pesar a los animales.
La prueba conductual fue grabada con una cAmara de video con el

fin de proceder a su ulterior analisis mediante un programa de ordenador

(Raton time) que permite la valoracion del tiempo dedicado por los animales
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a cada categoria de conducta. Todas las valoraciones se realizaron
mediante la técnica de “simple ciego”. Las conductas evaluadas fueron las
siguientes: frecuencia de temblor de patas, de temblor de cuerpo y de
saltos; ausencia o presencia de ptosis y diarrea; y por ultimo, el tiempo
dedicado a la conducta de aseo genital. Ademas de estas conductas, se
calculé el porcentaje de pérdida de peso de los animales. También, se
realizé una valoracion Unica para cada grupo, usando una modificacion de
la escala descrita por Gellert y Holtzman en la que se distinguen dos clases
de signos. Los signos considerados como cuantificables fueron los
siguientes: pérdida de peso (cada 1% de pérdida de peso se cuantifico
como 1); numero de saltos (1-4 cuantificado como 1, 5-9 cuantificado como
2, y >10 cuantificado como 3); numero de temblores de cuerpo (1-2
cuantificado como 2, >3 cuantificado como 4). Los signos observables, en
los que sdOlo se evalué su presencia o ausencia, fueron los siguientes:
diarrea (2), ptosis (2), postura anormal (3) y ereccién o eyaculacion (aseo
genital) (2).

La categoria de saltos s6lo fue observada en cuatro grupos de
animales dependientes: los que recibieron sélo naloxona, 5mg/kg de
memantina de forma crénica o aguda mas naloxona y los que recibieron la
dosis de 0.025 mg/kg de MK-801 de forma crénica junto con naloxona. Los
temblores de cuerpo fueron observados en todos los grupos dependientes a
morfina que recibieron naloxona, excepto en los grupos tratados de forma
cronica con las dosis mayores de memantina (10 mg/kg) y MK-801 (0.1
mg/kg). La categoria de temblor de patas fue observada en todos los grupos
dependientes a la morfina que reciben naloxona, aunque existe un aumento
significativo de esta conducta en los animales dependientes que recibieron
s6lo naloxona con respecto al resto de grupos, a excepcion del grupo
dependiente de morfina que recibi6 5 mg/kg de memantina (tratamiento
agudo) junto con naloxona. Por dltimo, en la escala de Gellert-Holtzman

cabe destacar la diferencia significativa que existe entre el grupo
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dependiente de morfina que recibi6 sdlo naloxona y los grupos
dependientes que recibieron junto a la naloxona las dosis mayores de

memantina (10 mg/kg) y MK-801 (0.1 mg/kg) de forma crénica o aguda.

El principal resultado del presente trabajo es que los dos
antagonistas del receptor NMDA, la memantina y el MK-801, son capaces
de bloquear el CAL inducido por la abstinencia a la morfina. Por el contrario,
se observan diferencias entre estos farmacos en relacion con su capacidad
para disminuir la intensidad de los signos fisicos de la abstinencia. Mientras
que la memantina reduce de forma consistente la incidencia de saltos,
temblores de cuerpo o patas y la puntuacion total en la escala de Gellert-
Holtzman, el MK-801 disminuye el nimero de saltos, provocando una
accibn menos consistente en el resto de las conductas evaluadas.
Adicionalmente, hemos observado una disminucién en la dependencia a la
morfina al administrar ambos farmacos durante el desarrollo de dicha
dependencia, ya que no se llegd a establecer CAL y los signos fisicos de la
abstinencia fueron menos evidentes.

Ninguno de los antagonistas del receptor NMDA utilizados en este
estudio produjo efectos motivacionales en ratones dependientes de la
morfina, ya que no se observd preferencia o aversion tras el proceso de
condicionamiento. Una vez que se ha establecido el CAL, la administracion
de la memantina o del MK-801 bloquea tanto la adquisicion como la
expresion de este condicionamiento. Por tanto, por lo que se refiere a los
aspectos motivacionales de la abstinencia a la morfina, hemos observado
como ambos antagonistas consiguieron bloquear el establecimiento del
CAL. Puesto que el sistema dopaminérgico parece desempefiar un papel
importante en los estados de recompensa y aversion asociados con la
dependencia a la morfina, la interaccién entre los sistemas glutamatérgico y
dopaminérgico podria explicar los efectos inhibitorios de la memantina y el

MK-801 en el CAL inducido por la morfina.
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En nuestro estudio, los ratones dependientes de la morfina
desarrollaron un claro sindrome de abstinencia fisico tras la administracion
una dosis alta de naloxona (1 mg/kg). Contrariamente a los resultados
obtenidos en el primer experimento, ambos antagonistas NMDA presentan
diferentes efectos en la expresion del sindrome de abstinencia fisico. La
administracion de 10 mg/kg de memantina 30 minutos antes de inyectar la
naloxona previene la apariciéon de los signos fisicos caracteristicos del
sindrome de abstinencia a la morfina. Sin embargo, el MK-801 no es capaz
de bloquear el sindrome fisico con las dosis estudiadas. Ademas de estos
resultados, hemos demostrado que la memantina y el MK-801 son capaces

de interferir con el desarrollo normal de la dependencia de la morfina.

Las diferencias mas importantes entre ambos antagonistas es
probablemente la cinética de acoplamiento al receptor. Mientras que el
acoplamiento del MK-801 exhibe una cinética de bloqueo y desbloqueo
lento, asi como poca dependencia del voltaje, el acoplamiento de la
memantina presenta una cinética de bloqueo y desbloqueo rapido y una
fuerte dependencia del voltaje. Asi el MK-801 puede tener una propensién
mas alta que la memantina en interferir no solamente con la actividad
glutamatergica ténica sino también con la actividad fasica del receptor
NMDA, lo que podria explicar en parte el diferente perfil conductual

observado, de estas sustancias, en la dependencia a los opiaceos.

Es probable que los escasos resultados obtenidos con tratamientos
farmacoldgicos en la adiccién a los opiaceos, por ejemplo utilizando la
clonidina, se debe al hecho de que estas sustancias no afectan a los
aspectos motivacionales del sindrome de abstinencia a los opiaceos. Por lo
tanto, los farmacos capaces de disminuir estos aspectos motivacionales de
la abstinencia podrian ser consideradas como tratamientos altamente

beneficiosos en la dependencia a los opiaceos. Tales efectos inhibitorios,
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segin hemos observado en el procedimiento del CAL, han sido
demostrados tanto para la memantina como para el MK-801. El hecho de
que el MK-801 ejerza pocos efectos sobre los signos fisicos de la
abstinencia y, ademas, presente considerables efectos secundarios, hace
de la memantina una herramienta farmacol6gica opcional en el tratamiento

de la adiccion a los opiéaceos.

En conclusién, nuestros resultados sugieren que los receptores
NMDA, estan implicados tanto en los signos motivacionales como fisicos de
la abstinencia a la morfina, ya que son necesarios para el establecimiento
tanto del CAL como para la expresion del sindrome fisico. Los antagonistas
utilizados presentan un perfil comportamental diferente con respecto a la
abstinencia a la morfina. La memantina bloquea ambos aspectos de la
abstinencia, mientras el MK-801 es més eficaz bloqueando el CAL, siendo
poco efectivo en el sindrome fisico. Cuando la dependencia se desarrolla
bajo el bloqueo de los receptores NMDA, los dos farmacos son capaces de
inhibir ambos aspectos de la abstinencia. Estos resultados sugieren que el
funcionamiento de los receptores NMDA son necesarios para el
establecimiento de la dependencia a la morfina, como se deduce al
observar la reduccion o incluso abolicion de los signos fisicos y

motivacionales de la abstinencia cuando se bloquean estos receptores.
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Abstract

Adaptive changes in neural systems due to chronic opiate exposure are related to the neural plasticity phenomenon, NMDA receptors being
implicated in these processes, e.g. tolerance, dependence or withdrawal. In this work, we investigated the effect of two non-competitive
NMDA antagonists, memantine and MK-801, in motivational (Conditioned Place Aversion paradigm, CPA) and physical aspects of
morphine withdrawal. After the induction of morphine dependence, animals in which the CPA was studied, received memantine (5 and
10 mg/kg) or MK-801 (0.3—0.006 mg/kg) either during the acquisition (conditioning) or expression (test) phase of this procedure. Both
drugs were capable of inhibiting conditioned aversion when administered in any phase. In a second experiment, the effects of these drugs
were evaluated in the intensity of the physical signs of withdrawal, only memantine administration being efficient. In addition to these
studies, the intensity of morphine dependence was investigated under the blockade of NMDA receptors, i.e. morphine was co-administered
with memantine or MK-801. These animals did not develop CPA and present less intensity in the physical signs of morphine withdrawal.
Our results support the idea that NMDA receptors are involved in the behavioural changes and therefore in the neural adaptations produced
by repeated morphine administration.
© 2003 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords:Memantine; MK-801; Morphine; Withdrawal; CPA; Physical syndrome

1. Introduction NAcc receives glutamatergic efferents from allocortical
areas such as the amygdaloid complex, hippocampal forma-
Among drugs of abuse, opiate addiction is an enduring tion, and the frontal and prelimbic cortices. Moreover, glu-
affliction for many and is associated with premature mor- tamatergic fibres connect the prefrontal cortex to the ventral
tality and high morbidity. An increase of dopaminergic tegmental area from which dopaminergic fibres projecting
neurotransmission in mesolimbic areas such asktiad of to the NAcc originate. In addition, glutamatergic fibres con-
the nucleus accumbens (NAccs) is believed to play a pivotal nect the basolateral nucleus of amigdala complex to NAcc,
role in drug addiction since an increase of dopamine in this while the central nucleus projects to the ventrotegmental
area is a common feature of drugs of abuse irrespectivelyarea. This wide neural network within the limbic system
of their specific molecular targef2,5,19,37,68,86]Lesion suggests that the glutamate neurotransmission might play
of mesoaccumbens fibres or dopamine receptor blockadea relevant role in the neuroadaptive processes induced by
into NAccs prevent morphine effects in animal models opiates. In addition, several studies have indicated that the
of drugs of abuse such as self-administration, intracranial glutamatergic system might be hyperactive during opioid
self-stimulation, and conditioned place preference (CPP) withdrawal[33,66,69,71]
[1,9,20,24,27,45,48,58,72,74Despite the enhancement of Chronic exposure to opiates elicits behavioural and neural
dopamine transmission in mediating the rewarding effects changes known as tolerance and physical dependédge
of morphine and other drugs of abuse, dopamine receptorThese phenomena represent adaptive changes in neural sys-
antagonists have been shown to be neither effective nor safdems to chronic opiate exposure and are related to the neural
drug treatment in opioid addictig63]. plasticity phenomenofi49]. Among glutamate receptors,
NMDA receptors have been implicated in neuronal plas-
mpon ding author. Teks 34-96-386-44-20x56293; tici'ty, e.g. long-term potenFigtio{SS] and are involved in
fax: 1+34-06-386-46-68. opiate-related neural plasticity: tolerance, dependence and
E-mail addressjose.minarro@uv.es (J. Mifiarro). withdrawal[29,49]. Activation of NMDA receptors appears

0166-4328/$ — see front matter © 2003 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/S0166-4328(03)00044-5
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to be essential in mediating several opioid behavioural and morphine dependence including days in which behaviours

physiological effects, since the blockade of these receptors(place aversion and physical syndrome) were measured.

inhibit the development of morphine tolerance and phys-

ical dependence but not its expressi@8—80] However,

other reports have demonstrated that NMDA antagonists 2. Material and methods

failed to block the development of morphine tolerafit4].

They have also been shown to prevent morphine-induced2.1. 1st experiment: conditioned place aversion

CPP in mice and ratfl8,35,61,81,82]the expression of

aggressive behaviour in withdrawn morphine-dependent 2.1.1. Subjects

mice [75] and the acquisition of intravenous morphine In this first study, 203 albino male mice of the OF1

self-administration in mic§/0]. On the other hand, NMDA  strain, acquired commercially in Charles River (Barcelona)

receptor antagonists injected in the NAcc had no effects onwere used. The animals arrived at the laboratory at 42 days

heroin self-administration in raf§2] and other behavioural of age and were housed in groups of five, in transparent

changes, such as induction of motor sensitisation inducedplastic cages (22 cnx 38cm), for an adaptation time of

by repeated opiate exposure, appeared to be unaffected by0 days, under the following conditions: constant tempera-

NMDA receptor blockad¢64]. ture (214 2°C), a reversed light schedule (white lights on
After discontinuation of opioid consumption, addicted 19:30-07:30h), and food and water available ad libitum,

individuals experience withdrawal characterised by a except during the behavioural test. Procedures involving

dysphoric, anxious state accompanied by unpleasant pedmice and their care were conducted in conformity with

ripheral disturbances, which underline a psychic and national, regional and local laws and regulations, which

physical dependence induced by opioid exposure. With- are in accordance with the European Communities Council

drawal is a phenomenon that contributes to continuing drug Directives (86/609/EEC, 24 November 1986).

self-administration even if it is not the cause of relapse,

since many years after detoxification relapse can appear.2.1.2. Apparatus

Therefore, drugs that block the development as well the ex- Four identical Plexiglas boxes with two equal size com-

pression of opioid dependence could be useful in detoxify- partments (30.7 cm long 31.5cm wide x 34.5cm high)

ing opioid addicts. The animal model most frequently used separated by a gray central area (13.8cm lgngl.5cm

to test the motivational aspects of morphine withdrawal is wide x 34.5 cm high) were used. The compartments had dif-

naloxone-induced conditioned place aversion (CPA). This ferent coloured walls (black versus white) and also distinct

model employs a classical Pavlovian conditioning becausefloor textures (fine grid in the white compartment and wide

animals avoid environmental stimuli previously paired with grid in the black one).

negative reinforcers such as naloxone (place aversion). Most

studies using CPP and CPA test animals in a drug-free state2.1.3. Drugs

to avoid effects on behavioural performance. Testing ani- Morphine hydrochloride (Laboratorios Alcaliber, Toledo,

mals in an undrugged state could be a disadvantage, since&Spain), naloxone hydrochloride (Laboratorios Abelld,

conditioning and testing are conducted in two different Madrid, Spain), MK-801 (Research Biochemical Interna-

interoceptive states causing a risk of a false negative. tional, Natick, USA), memantine (Laboratorios Sigma—
In this work, we investigated the effect of two non-com- Aldrich Quimica, Madrid, Spain) and physiological saline

petitive NMDA antagonists, memantine and MK-801, on (NaCl 0.9%) were used in these experiments. Drugs were di-

the acquisition and expression of naloxone-induced placeluted in physiological saline (0.1 mg/ml), and administered

aversion in morphine-dependent mice. The tests were per-i.p., the injection volume being proportional to the weight

formed under the effect of morphine as during the days of of the mouse (1 ml of dissolution per 100 g of weight).

conditioning and development of dependence. MK-801 has

been shown to block naloxone-induced CPA in &t but 2.1.4. Doses

only one report tests rats under the effect of morph@a. To induce morphine dependence, a treatment with in-

Memantine has also been shown to block naloxone-inducedcreasing morphine doses (6, 12, 25, 50 and 100 mg/kg)

CPA in rats[61] but not in mice[7]. Moreover, the effect  every 24 h was administered to all groups. The highest dose

of MK-801 and memantine on the expression of naloxone- (100 mg/kg) was achieved the fifth day and was maintained

precipitated physical syndrome in morphine-dependent during the conditioning procedure (9 days). In the groups in

mice was studied, measuring several behavioural and phys-which dependence was induced with a blockade of NMDA

iological parameters. To test the hypothesis that NMDA receptors, animals received the same treatment with mor-

antagonists could block the development of dependence andhine but in addition, a daily injection of memantine (5 and

that this effect could be due to a state-dependent learning,10 mg/kg) or MK-801 (0.1, 0.05, 0.025 mg/kg) was adminis-

naloxone-induced place aversion and physical syndrometered. Naloxone was used at the dose of 0.25 mg/kg. All the

were investigated in mice receiving morphine plus MK-801 drugs were dissolved in physiological serum (NaCl 0.9%),

or memantine during development and maintenance of the volume of injected drug being constant (10 ml/kg).
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2.1.5. Procedure tor makes it possible to take into account the time spent in

The experiment consisted of three phases. During the firstthe central area and facilitates the statistical analysis of data
phase (pre-conditioning), mice were given access to bothand the representation of the results.
compartments of the apparatus for 1200's (20 min), the time  The difference in seconds between the time spent in the
spent by the animal in each compartment being recorded.naloxone-paired compartment in the post-conditioning test
Animals showing strong unconditioned aversion (less than and that spent in the pre-conditioning one is a measure of
300s) or preference (more than 900 s) for any compartmentthe degree of aversion induced by naloxone. If this differ-
were discarded. One compartment was chosen to be paire@&nce does not exist, it means that the treatment has blocked
with naloxone and the other with vehicle, taking into account naloxone-induced CPA, while the opposite indicates the
that in each group half of the animals received the treatmenttreatment cannot block this aversion.
in the most preferred compartment and the other half in
the least preferred. After assigning the compartments, there2.1.6. Statistical analysis
were no significant differences between time spent in the A Kruskal-Wallis (KW) test with the data obtained during
naloxone-paired and the vehicle-paired compartments dur-the pre-conditioning phase in each of the groups was made.
ing the preconditioning phase. This is an important step in Additionally, the Wilcoxon test was performed with the data
the experimental procedure that avoids any preference biasobtained during the pre- and post-conditioning phase in each
before conditioning. group.

In the second phase (conditioning), which had a duration
of 6 days, the animals received an injection of physio- 2.1.7. Results
logical saline before being confined to the vehicle-paired  The results indicate that there were no differences between
compartment for 20min, and after an interval of 24h, the groups in the pre-conditioning phase (K< 0.999).
they received naloxone immediately before confinement The results obtained with the Wilcoxon test in each group be-
(30 min before MK-801 or memantine, in the appropriate tween the time spent in the naloxone-paired compartment in
groups) in the naloxone-paired compartment for 20 min the pre- and post-conditioning phase reveal that in the control
(M-Nal, M-Mem and M-MK groups). In five groups, ani- group significant differences exisP (< 0.007) showing the
mals were injected with MK-801 (0.3, 0.1 and 0.05mg/kg) naloxone-induced CPA. These differences were also present
or memantine (10 and 5mg/kg) 30 min before receiving in the groups which received morphine plus 5 mg/kg of me-
naloxone to verify whether these drugs are able to block mantine (MMem5-V—Nal,P < 0.007) or morphine plus
the aversion induced by naloxone during the conditioning 0.025 mg/kg of MK-801 (MMKO0.025-V—NalP < 0.005)
phase (acquisition groups: Mem5 acq, Mem10 acq, MKO.3 during the induction of dependence (g&g. 1).
acq, MKO.1 acg, MKO0.05 acq). For animals in which When memantine or MK-801 were administered in the
morphine was co-administered with a NMDA antagonist acquisition phase of the conditioning, CPA was only ob-
during the induction of dependence, a similar procedure served after 5 mg/kg of memantine (Mem5 a#gx 0.02)
was used (MMeml10-Nal, MMem5-Nal, MMKO.1-Nal, or 0.05mg/kg of MK-801 (MKO0.05 acgP < 0.009) (see
MMKO0.05—-Nal, MMK0.025-Nal). Fig. 2.

During the third phase (post-conditioning), the guillotine On the other hand, MK-801 administration blocked the
door separating the two compartments was removed andexpression of CPA with all of the administered doses (see
the time spent by the untreated mice in each compartmentFig. 3). When memantine was administered during the ex-
was recorded for 1200s of observation. In addition to the pression of the conditioning, CPA was observed after the
groups previously mentioned, in another eight groups the dose of 5 mg/kg (Mem5 expP < 0.01).
animals received MK-801 (0.3, 0.1, 0.05, 0.025, 0.012 and
0.006 mg/kg) or memantine (10 and 5mg/kg) 30 min be- 2.2. 2nd experiment: physical syndrome of morphine
fore the test session to determine whether these drugs argvithdrawal
able to block the conditioned aversion induced by nalox-
one (expression groups: Mem5 exp, Mem10 exp, MKO0.3 2.2.1. Subjects
exp, MKO.1 exp, MKO0.05 exp, MK0.025 exp, MK0.012 Two hundred and fourteen albino male mice of the OF1
exp, MK0.006 exp). Time spent in the central area in pre- strain, acquired commercially in CRIFFA (Barcelona) were
and post-conditioning sessions was proportionally divided used in this second study. The animals arrived at the labora-
between both conditioning compartments by means of thetory at 42 days of age and were housed in groups under the
application of a factor of correction, which resulted from same conditions as mentioned in the first experiment. The
the division of the total time (1200 s) between the sum of same drugs were also used.
the time spent in each conditioning compartment (factor of
correction= 1200/[(time spent in naloxone-paired compart- 2.2.2. Doses
ment) + (time spent in vehicle-paired compartment)]). Af- The induction program of morphine dependence lasted
terwards, the time spent in each compartment was multipliedfor 11 days, with increasing doses of morphine (6, 12,
by this factor of correction. The application of this correc- 25, 50 and 100 mg/kg every 24 h) injected for 5 days until
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Fig. 1. Effect of naloxone and NMDA antagonists on conditioned place aversion. During the phase of conditioning, animals were divided intoitige follow
groups: morphine-dependent animals which received saline in one compartment and 1 mg/kg of nalbkéalg (0 mg/kg of memantineM -Mem) or

0.3mg/kg of MK-801 M-MK) in the other compartment; and animals in which morphine was co-administered jointly with a NMDA antagonist during
the induction of dependence and received during the conditioning saline in one compartment and 1 mg/kg of naloxone in theMandO-(Nal,
MMem5-Nal, MMKO0.1-Nal, MMKO0.05-Nal, MMK0.025-Nal). The bars represent the time in seconds spent in the drug-paired compartment before
conditioning sessions in pre-conditioning test (white bars for animals with morphine dependence and dashed bars for animals with morphine plus NMDA
antagonist dependence) and after conditioning sessions in post-conditioning test (dark bats).QQ07, significant difference in the time spent in the
drug-paired compartment in pre-conditioning vs. post-conditioning tests.

arriving at the highest dose (100 mg/kg), which was main- serum (NaCl 0.9%), the volume of injected drug (10 ml/kg)
tained for 6 days more. Appropriate control groups received being constant.

physiological saline for 11 days. To induce morphine with-

drawal, naloxone was injected at the dose of 1 mg/kg on 2.2.3. Procedure

the test day (V-V-V, V-V-Nal, M-V-V, M-V-Nal groups). On the day of the test, all experimental groups received
With the aim of evaluating the effect of the blockade of three injections depending on the treatment: first, morphine
NMDA receptors in dependent animals, in another five or physiological saline 60 min before the test; second, me-
additional groups after the induction of morphine depen- mantine, MK-801 or physiological saline 30 min before the
dence, different doses of memantine or MK-801 were test; and finally, naloxone or physiological saline immedi-
injected 30 min before the test (M-Mem5-V, M-Mem10-V, ately before the behavioural test. Morphine, MK-801 and
M-MKO0.1-V, M-MKO0.05-V, M-MKO0.025-V groups). In memantine administration took place in the animal room,
five more groups, the same drugs were administered be-naloxone being administered in the experimental room.
fore the naloxone injection (M-Mem5-Nal, M-Mem10-Nal, The animals were weighed the day on which the be-
M-MKO.1-Nal, M-MKO0.05-Nal, M-MKO0.025-Nal groups),  havioural test took place, and afterwards, the correspond-
these groups showing the effect of NMDA receptor block- ing dose of saline or morphine was injected. Memantine,
ade in the intensity of the physical withdrawal syndrome. MK-801 or physiological saline was injected 30 min later.
Finally, in five more groups, morphine dependence was Immediately before the test, animals were injected with
induced under the blockade of NMDA receptors, i.e. the naloxone or physiological saline (according to the experi-
different morphine doses were injected at the same time asmental group) and behaviour was video-recorded during the
memantine or MK-801 (MMem5-V—-Nal, MMem10-V—-Nal, following 20 min using white light. Forty minutes after the
MMKO.1-V-Nal, MMKO0.05-V-Nal, MMKO0.025-V—-Nal end of the test (1 h after naloxone or physiological saline
groups). All the drugs were dissolved in physiological injection), animals were weighed again.
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2.2.4. Behavioural analysis Gellert-Holtzman scale were analysed by an analysis of
The experimenter, blind as to animal treatments, evaluatedvariance (ANOVA). Post hoc comparisons (Newman—Keuls)
the videotapes to assess behavioural patterns using a microwere subsequently carried out to ascertain pair-wise differ-
processor (PC computer) and a modified custom-developedences between means.
program[10] that allowed estimation of times allocated to
different behaviours. The evaluated behaviours, based on
the description of Fernandez-Espejo et [@ll] were the 3. Results
following: paw tremor, body shakes or “wet-dog shakes”,
genital grooming, ptosis, and diarrhoea. The frequency of 3.1. Jumping
paw tremor, body shakes, and jumping, and the time spent in
genital grooming were evaluated. Ptosis and diarrhoea were Jumping (sedable 1) was observed only in a few groups
checked for their presence. In addition to these behaviours,(KW, P < 0.001). Dependent animals which received only
percentage of weight loss was measured. naloxone (M-V-Nal) presented a significant increase in the
Furthermore, a score for each group was calculated us-incidence of jumping with respect to controls (V-V-V and V-
ing a modification of the scale described by Gellert and V-Nal, P < 0.02), morphine-dependent animals which did
Holtzman[23], in which two classes of signs were distin- not receive naloxone (M-V-V, M-Mem5-V, M-Mem10-V,
guished. Graded signs were considered as: weight loss (eaciM-MKO0.1-V, M-MKO0.05-V and M-MK0.025-V; P < 0.02
1% of weight loss quantified as 1); number of jumps (1-4 in all cases), and groups which received the highest meman-
quantified as 1, 5-9 quantified as 2, and >10 quantified astine dose in acute or chronic administration (M-Mem10-Nal
3); number of body shakes (1-2 quantified as 2, >3 quan-and M-Mem10-V-Nal,P < 0.02) or different MK-801
tified as 4). Checked signs, in which only the presence or doses (MMKO0.025-V, MMKO0.1-V—-Nal, MMKO0.05-V-Nal
absence was evaluated, were considered as: diarfBpea and MMKO0.025-V—-Nal;P < 0.02).
ptosis[2], abnormal posturf8], and erection or ejaculation
(genital grooming)3]. For more details see Broseta et al. 3.2. Wet dog shakes
[12].
Wet dog shakes (sekable 1) were not observed either
2.2.5. Statistical analyses following saline or naloxone injections in all saline-treated
Nonparametric statistics were performed for all be- groups, or following saline injection in morphine-treated
havioural patterns. KW tests were used to assess the variancgroups. Naloxone administration-induced body shakes in
of the behavioural measures over groups using the mediansall morphine-treated animals (KW < 0.001) except in
for times allocated to each behavioural category. The two- MMem10-V—-Nal and MMKO0.1-V-Nal. Thus, the M-V-Nal
tailed Mann-WhitneyJ-test then examined the differences group showed a significant increase in the number of body
between the experimental groups. Data concerning theshakes with respectto the rest of the groups (Mann-Whitney

Table 1
Median values with percentile range of the incidence of jumping, body shakes and paw tremor

Jumping Body shakes Paw tremor Gellert—Holztman scale
V-V-V 0* (0-0) 0** (0-0) 0** (0-0) 4.5 ¢0.5)*
V-V-Nal 0** (0-0) 0** (0-0) 0** (0-1) 7 @0.6)*
M-V-V 0** (0-0) 0** (0-0) 0** (0-0) 2.9 ¢0.2)*
M-V-Nal 2 (0-7.2) 3.5 (1.5-7) 126 (77-137) 13.41.8)
M-Mem5-V 0" (0-0) 0** (0-0) 0** (0-0) 3.1 0.1y
M-Mem10-V 0~ (0-0) 0** (0-1) 7** (5-9) 3.2 0.4y
M-MKO0.025-V 0** (0-0) 0** (0-0) 0** (0-0) 3.9 0.8y
M-MKO0.05-V 0** (0-0) 0** (0-0) 0** (0-0) 2.2 @0.5)*
M-MKO0.1-V 0** (0-0) 0** (0-0) 0** (0-0) 2.8 (0.5)*
M-Mem5-Nal 17 (7-58) 4 (2.5-7) 107 (102-180) 10#1(6)
M-Mem10-Nal 0* (0-0) 0.5** (0-1.7) 17** (4-46) 6.8 1)
M-MKO0.025-Nal 0* (0-0) 2 (1.2-2) 18* (10-48) 10.6 £1.2)
M-MKO.05-Nal 0™ (0-0) I (0.2-1) 16** (3-22) 9.3 {£1.4)
M-MKO.1-Nal 0 (0-29) 2.5 (1-5) 7+ (3-20) 11 1.1y
MMem5-V-Nal 1 (0-12.7) 45 (1.2-5) 38(24-86) 11.4 £1.2)
MMem10-V-Nal 0* (0-0) 0** (0-1) 25* (3-59) 5.9 £0.9)*
MMKO.1-V-Nal 0** (0-0) 0** (0-0) 4** (0-9) 7.4 1.2y
MMKO.05-V—Nal 0 (0-0) ¥ (0-1) 10** (3-22) 9.4 {£1.4)
MMKO0.025-V-Nal 12.5 (0-33.5) 3 (1.2-4) 20 (7-39) 13.3 £1.2)

Mann-WhitneyU-test: differs from M-V-Nal, {) P < 0.05, (*) P < 0.02, (***) P < 0.002. Means£S.E.M.) of Gellert—-Holztman score. Newman-Keuls
test: differs from M-V-Nal, {*) P < 0.01.
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U-test, P < 0.05 for M-MK0.025-Nal andP < 0.002 for Neither of the NMDA receptor antagonists used in this
the other groups). study produced any motivational actions in morphine-

dependent mice, as conditioning with these drugs did not
3.3. Paw tremor induce either preference or aversion. Using this paradigm,

we have previously observed that a wide range of doses of

As with the wet dog shakes, paw tremor (3able ) was MK-801 or memantine did not affect preference of naive
not observed either following saline or naloxone injection animals (unpublished data). In the same line as our re-
in all saline-treated groups, or following saline injection in ports, memantine has been previously shown to have no
morphine-treated groups. Conversely, this behaviour was ob-motivational propertie$40,61], but this is not the case for
served after naloxone administration in all morphine-treated MK-801, very inconsistent results having been reported for
animals (KW, P < 0.001). Morphine-dependent ani- this substancg3]. The failure of these NMDA antagonists
mals which only received naloxone (M-V-Nal) presented to produce CPP might be somewhat surprising considering
an increase in this behaviour in comparison with the the fact that these drugs can enhance dopaminergic neuro-
rest of the groups (Mann-Whitnely-test P < 0.02 for transmissior]73] although differences exist in the potency
MMem5-V-Nal and MMem10-V-Nal and? < 0.002 of MK-801 and memantine to induce dopamine release or
for the other groups) with the exception of M-Mem5-Nal to increase its metabolisfi7].

animals. Once that naloxone-induced CPA is established in
morphine-dependent animals, memantine or MK-801 ad-
3.4. Gellert—-Holtzman scale ministration has been shown to be capable of blocking

either the acquisition or the expression of this CPA. In the
Results obtained with the Gellert—Holtzman scale are rep- acquisition trials, memantine or MK-801 was administered
resented inTable 1 The ANOVA showed that the vari- 30 min before the naloxone injection, animals thus being
able treatment was significanf(18, 157) = 11.884; P < conditioned under the effect of the NMDA antagonists.
0.0001]. A post-hoc comparison with the Newman—Keuls However, to test the role of these antagonists in the ex-
method indicated that naloxone administration to morphine- pression of CPA, conditioning was acquired under standard
dependent mice (M-V-Nal) produced a significant increase conditions, and the drugs were administered prior to the test
in the score of this scale with respect to control groups session. The highest memantine dose used (10 mg/kg) com-
(V-V-V and V-V-Nal), morphine-dependent mice which did pletely abolished the acquisition as well as the expression
not receive naloxone (M-V-V, M-Mem5-V, M-Mem10-V, of naloxone-induced CPA. Popik and Dany#1] found
M-MKO.1-V, M-MKO0.05-V and M-MK0.025-V), those de-  similar results using memantine, and in addition, it has been
pendent animals which received naloxone after a sole in- demonstrated that chronic memantine administration did
jection of the highest memantine dose (M-Mem10-Nal) and not produce this effect through learning impairmg3,61]
those which developed morphine dependence along withor attenuation of the morphine interoceptive d6&]. On
the co-administration of the highest memantine or MK-801 the contrary, Blokhina et aJ7], found no effect of meman-
doses (MMem5-V-Nal and MMKO0.01-V-NaP < 0.01 in tine on CPA with naloxone. The schedule of drug admin-
all cases). istration and the fact that the experimental procedure was
substantially different to that employed in our laboratory,
e.g. the test session was performed without previous mor-
4. Discussion phine administration, may explain these discrepancies. In a
recent experiment (submitted), we have also observed that
The present study found as principal results that both memantine efficiently counteracted morphine-induced CPP,
NMDA receptor antagonists, memantine and MK-801, are although this action was achieved at higher doses (20 and
capable of blocking morphine-withdrawal-induced CPA. On 40 mg/kg). Thus, taken together, these results confirm the
the contrary, differences between these drugs were observedmportant value of memantine in the treatment of reward-
in relation to their capacity of diminishing the intensity of and aversive-related effects of morphine dependence.
physical signs of morphine withdrawal. Memantine con-  With respect to MK-801, this drug was capable of block-
sistently reduces the incidence of jumping, paw tremor or ing either the acquisition or expression of naloxone-induced
body shakes and the total Gellert—Holtzman scale score.CPA. The action seems to be more potent in the expression,
On the other hand, although MK-801 decreases jumping, it since only the highest doses (0.3 and 0.1 mg/kg) were able
produces a less consistent action in other behavioural mea+to inhibit acquisition of aversion, but all of the doses used,
sures. In addition, our study analyses the effect of a chronic even 0.006 mg/kg dramatically inhibited expression of CPA.
blockade of the NMDA receptors during the development In the same line, Watanabe et §85] found that a microin-
of morphine dependence. Decreases in the intensity of thejection of MK-801 into the bilateral central nucleus of the
dependence are observed with the two drugs employed, asamygdala, significantly attenuated the naloxone-precipitated
CPA is not established and physical signs of withdrawal are morphine-withdrawal-induced CPA. Our results are in
less evident. agreement with previous findings showing that MK-801
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blocks morphine-induced CPR8,35,81,82] It has to be naloxone-precipitated morphine-withdrawal-induced CPA,
pointed out that in radial maze learning experiments, it has but not the characteristic somatic signs. Although in some
been demonstrated that MK-801, contrary to memantine, studies, the evidence suggests that MK-801 significantly
has disruptive effects on learnif§7]. With respect to the  inhibits morphine-withdrawal symptoms in laboratory an-
motivational aspect of morphine withdrawal, both NMDA imals, such as guinea pigs or rdtd,42,65,76,78hand in
antagonists have shown to be capable of blocking the es-humans[41,67] the effect of this drug on mice is more
tablishment of CPA. As the dopaminergic system seems to controversial. Some authof25,76,77]have demonstrated
play an important role in the rewarding and aversive statesinhibition of morphine withdrawal, while otherf50,51]
associated with morphine dependence, interaction betweerhave failed to obtain significant effects, suggesting that
glutamatergic and dopaminergic systems is a potential ba-the effect of MK-801 may depend on the intensity of the
sis of the inhibitory effects of memantine and MK-801 on withdrawal response and/or the dose of naloxone used.
morphine-induced CPA. In addition to these previous results, in our experiments
Administration of opiate antagonists to morphine-depen- we have demonstrated that memantine and MK-801 are
dent animals produces a withdrawal syndrome that includescapable of interfering with the normal development of mor-
behavioural indices, reflecting a robust aversive state thatphine dependence. Administration of morphine plus the
can be evaluated by CPA and a number of signs and mea-higher doses of memantine or MK-801 prevent the devel-
sures of somatic indices dissociated from the motivational opment of CPA and decrease the intensity of the physical
aspect[32]. In this study, morphine-dependent mice, after withdrawal syndrome in these animals after a naloxone
administration of a high naloxone dose (1 mg/kg) developed injection. Mice which received morphine plus 10 mg/kg of
a clear physical syndrome of withdrawal, as indicated by the memantine during the development of opiate dependence,
behavioural changes produced in the M-V-Nal group. did not express CPA after a naloxone injection. In addition,
Contrary to the results obtained in the first experiment this co-administration efficiently decreased the score of the
studying the motivational aspects of morphine withdrawal, modified Gellert—Holtzman scale to control levels. A lower
both NMDA antagonists present different effects in the ex- memantine dose (5 mg/kg) was insufficient to affect mor-
pression of the physical withdrawal syndrome. Administra- phine dependence. Furthermore, the higher MK-801 doses
tion of 10 mg/kg of memantine 30 min before the naloxone (0.1 and 0.05 mg/kg) and morphine co-administration led to
injection prevented the appearance of physical behavioursthe non-development of CPA after naloxone injection. To
and signs characteristic of the morphine-withdrawal syn- reduce the intensity of the physical withdrawal syndrome,
drome. Animals belonging to M-Mem10-Nal presented a it was necessary to administer the highest (0.1 mg/kg)
similar score in the modified Gellert—Holtzman scale to MK-801 dose.
controls (V-V-V). Similar results were observed in jump- Neither is there an agreement with respect to the ef-
ing, body shakes or paw tremor. However, MK-801 was not fect of MK-801 when administered jointly with morphine.
capable of blocking the physical syndrome at any of the In accordance with our results, several authors obtained
doses studied when administered 30 min before naloxonean attenuation in naloxone-precipitated withdrawal syn-
to morphine-dependent animals. Although jumping was drome[47,52] although in some cases they observed the
abolished, body shakes and paw tremor were not affectedappearance of flaccidity after naloxone injection, which
by this NMDA antagonist. Moreover, the Gellert—Holtzman could confound the appearance of physical symptpHis
score was similar to that observed in those animals which Conversely, other authors have failed to find effects when
only received naloxone. MK-801 was administered jointly with morphiri26], since
Converging lines of evidence indicate that NMDA recep- there were no changes in EEG or behavioural responses ob-
tor antagonists are effective in inhibiting the physical aspects served after naloxone injection in animals made dependent
of expression of morphine dependenids,60,65,76,78] jointly with MK-801 compared with those which received
Such effects have also been demonstrated recently for me-only morphine. In the same line as these latter authors,
mantine at doses expected to primarily affect NMDA recep- Koyuncuoglu and Ariociogly43] found an increase in the
tors[59]. Although the results of numerous studies that have intensity of physical morphine withdrawal in rats which
evaluated the interaction between the NMDA receptor sys- were rendered morphine-dependent just after the discontin-
tem and physical dependence on opioid-dependent humansiation of treatment with different NMDA antagonists.
have been non-conclusive, a recent report of Bisaga et al. Changes in NMDA receptor expression as a consequence
[6] showed that pre-treatment with a single memantine ad- of continuous NMDA receptor blockade have also been
ministration attenuated the expression of opioid withdrawal described. Chronic administration of MK-801 results in a
precipitated by naloxone in opioid-dependent individuals reduction in the density of the glutamate binding site of the
maintained on morphine. NMDA receptor[4,46]. In addition, chronic treatment with
The effects of MK-801 on opioid withdrawal are not well NMDA receptor antagonists seems to influence the func-
defined. Similarly to our results, Watanabe and colleaguestion of dopamine D2 receptofg4,53] although there are
[85] found that a microinjection of MK-801 into the bilateral discrepant resulti30]. Studying the expression of physical
central nucleus of the amygdala significantly attenuates themorphine-withdrawal syndrome, TrujilliY9] suggests that
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if NMDA receptors mediate the neural and behavioural involved in motivational and physical signs of morphine
plasticity responsible for tolerance and dependence, theywithdrawal. The NMDA receptor antagonists memantine
should inhibit the development (i.e. acquisition) but not and MK-801 present a different behavioural profile with
the expression of these phenomena. That is, they should beespect to morphine withdrawal. Memantine blocks both as-
effective when co-administered with opioids as dependencepects of withdrawal, but MK-801 is more effective blocking
is acquired, but should be ineffective when administered CPA, being ineffective in counteracting the physical syn-
acutely to dependent subjects. Our results are in agreementirome. When dependence is developed under the blockade
with this latter statement only for MK-801. When this of NMDA receptors, both drugs are capable of inhibiting
NMDA antagonist is co-administered with morphine during the two aspects of withdrawal. This could suggest that
the development of dependence it can block the physical NMDA receptor function is necessary for the establishment
manifestation of withdrawal, this effect not being found of morphine dependence, as expressed in the reduction or
after acute administration. For memantine the results areabolition of physical and motivational withdrawal signs.
quite different, since either co-administration or an acute
single administration would be of equal efficacy in blocking
morphine-withdrawal symptoms. Acknowledgements
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Estudio 3: Los antagonistas de los receptores NMDA y AMPA
bloquean la adquisiciéon y la expresién pero no la reinstauracion de la

preferencia de lugar inducida por cocaina en ratones.

Investigacion original: Concepcién Maldonado, Marta Rodriguez-
Arias, Ana Castillo, Maria A. Aguilar, José Mifiarro (2006). NMDA and AMPA
receptor antagonists block acquisition, expression but not reinstatement of

cocaine-induced CPP in mice. Submited to Eur. Neuropsychopharmacol.

Los cambios adaptativos a largo plazo que se producen en
respuesta a la exposicion a sustancias de abuso juegan un importante papel
en el ciclo de la adiccion y pueden subyacer al deseo intenso (craving) y al
refuerzo condicionado. Investigaciones recientes sugieren que otros
neurotransmisores, diferentes a la dopamina, pueden desempefiar un papel
critico en el establecimiento de la dependencia a drogas. Un gran namero
de investigaciones indican que los aminoacidos excitatorios, mediadores
criticos de la plasticidad neural, podrian ser candidatos ideales como
responsables de los cambios adaptativos que se producen durante el

proceso adictivo.

La relacién entre cocaina y la neurotransmisién glutamatérgica se
ha establecido de forma indudable. La administracién de cocaina en ratas
incrementa de forma significativa los niveles de glutamato en varias areas
cerebrales limbicas, tanto tras la administracién aguda como crénica. Esta
activacion se ha relacionado con los efectos comportamentales de este
psicoestimulante y mas recientemente, con la induccién de la potentiation a
largo plazo en las neuronas dopaminérgicas del ATV. Los terminales

nerviosos dopaminérgicos estriatales poseen receptores NMDA localizados
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presindpticamente, sugiriéndose que la regulacién de la liberacion de DA

puede estar mediada por dichos receptores.

La manipulacién de la neurotransmision glutamatergica mediante el
uso de antagonistas del receptor del glutamato modifica muchos de los
efectos agudos de la administracion de cocaina, tales como la
sensibilizacion a los efectos motores que se puede observar tras la
administracion repetida o la actividad motora condicionada. Ademas, la
sensibilizacion comportamental a la cocaina se asocia con un aumento de la
expresion del receptor AMPA en el N Acc y de los niveles de glutamato en
la CPFm. Igualmente, los receptores ionotropicos del glutamato en el N Acc
afectan a la autoadministracién, la hiperlocomocién y la sensibilizacion
inducida por cocaina. Datos recientes indican que la activacién de las
aferencias glutamatérgicas desde la amigdala y la corteza prefrontal es
critica para que los comportamientos adictivos emerjan. Diversos estudios
utilizado el modelo de recaida han observado que, independientemente de
la modalidad del estimulo utilizado en la induccion, la integridad de la
neurotransmision glutamatérgica en la corteza prefrontal es siempre

necesaria.

A pesar del conocido papel que el glutamato presenta en las
acciones de la cocaina, los efectos de diversos antagonistas
glutamatérgicos sobre las acciones reforzantes de la cocaina siguen siendo
confusos. El bloqueo del receptor NMDA en ratas reduce la
autoadministracion de cocaina, aunque en algunos casos de forma
inespecifica. Sin embargo el bloqueo de los receptores NMDA en ratones no
afecté dicha autoadministracién. Con respecto al antagonista NMDA, MK-
801, algunos estudios sugieren que incluso podria incrementar las acciones
reforzantes de la cocaina. Por otra parte, el receptor AMPA parece ser
necesario para que se produzca autoadministracién de cocaina, puesto que

la mayor parte de los estudios demostraron que este comportamiento
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operante esta disminuido o suprimido tras del bloqueo de este receptor,
centrdndose principalmente estos trabajos en el restablecimiento de la

autoadministracion.

El otro paradigma fundamentalmente empleado en el estudio de los
efectos reforzantes de la cocaina es el CPL. Con este procedimiento, los
animales se entrenan para asociar un ambiente distintivo con las
inyecciones de la droga, y se les somete a continuacion a una extincion
durante el cual se exponen al mismo ambiente, pero en ausencia de la
droga. La reaparicion de la preferencia por ese ambiente se determina tras
inyecciones "priming" no contingentes de la droga. En ratas y ratones, el
bloqueo del receptor NMDA suprime la adquisicion del CPL inducido por la
cocaina, aunque en la mayoria de casos, la expresion no se ve afectada.
Inversamente, el bloqueo del receptor AMPA suprime la expresién pero no
la adquisicion de este condicionamiento, excepto cuando el antagonista se
administra en el ATV. Este Ultimo resultado sugiere que la actividad
glutamatérgica en el ATV puede ser crucial para aprender la asociacion

entre los estimulos ambientales y la exposicién a la cocaina.

Kalivas (1995) ha sugerido que el desarrollo de tolerancia,
dependencia o sensibilizacién, a posiblemente todas las drogas
psicoactivas, puede atenuarse o suprimirse tras un pretratamiento con
antagonistas NMDA. Asi, las drogas que afectan este sistema de
neurotransmision podrian ser Utiles para el tratamiento de la adicion a la
cocaina. La memantina es el antagonista NMDA mas ampliamente utilizado
en seres humanos, pero los trabajos realizados hasta el momento no
muestran resultados positivos, e incluso en algunos adictos se han
observado incrementos significativos a ciertos efectos subjetivos de la

misma.
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El propésito del presente trabajo es el de evaluar el papel de los
receptores NMDA y AMPA sobre los efectos reforzantes a largo plazo de la
cocaina utilizando para ello el paradigma de CPL. La capacidad de las
sefiales asociadas con la droga para inducir el deseo intenso y la recaida en
el comportamiento de blsqueda de la droga es uno de los mecanismos por
los cuales la adiccién se mantiene. La recaida en la conducta de basqueda
de la droga tras un periodo de abstinencia representa uno de los principales
factores que conducen a la perpetuacion del ciclo adictivo. Los
procedimientos de extincién proporcionan una medida de las caracteristicas
motivacionales de las drogas, hecho que viene reflejado por la persistencia
en la conducta de busqueda aun en ausencia de la droga. Ademas, nos
ayudan a determinar la importancia de las caracteristicas motivacionales
incentivas de los estimulos asociados con la droga o de la administracion no

contingente de esta, en la recuperacion de la respuesta.

La técnica de CPL nos permite estudiar las caracteristicas de
recompensa o incentivas de las drogas en animales libres de farmaco, al
evaluar el tiempo que pasan en un ambiente previamente asociado con los
efectos de la misma. Esta prueba puede representar una herramienta Util
para evaluar la sensibilidad individual a las caracteristicas motivacionales de
las sustancias adictivas. Las drogas que producen adiccibn en seres
humanos también producen CPL en roedores, asi la cocaina induce un CPL
bien documentado en ratones. Recientemente, el procedimiento de
condicionamiento de la preferencia de lugar se ha empleado para estudiar la
recaida en la conducta de busqueda de la droga, siendo la morfina y la
cocaina las sustancias mas estudiadas. Tras haberse establecido un CPL,
esta preferencia es extinguida gradualmente por la exposicion repetida de
los animales al compartimiento asociado con la droga pero en un estado
libre de farmaco. Una vez extinguido el CPL, una inyeccién priming de la
droga serd capaz de reinstaurar de nuevo esta preferencia. Esta

metodologia nos permite investigar el posible papel de los receptores NMDA
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(utilizando el antagonista no competitivo de baja afinidad, memantina) o
AMPA (utilizando el antagonista CNQX) en las diferentes fases del
procedimiento, adquisicidn, expresion o recaida de la preferencia una vez

extinguida.

Para los experimentos de CPL, se utilizaron cuatro cajas idénticas
de “Plexiglas”, con dos compartimentos de igual tamafio, que diferian en el
color de sus paredes (blanco/negro) y en la textura del suelo (liso/rugoso),
separados por un area central. El procedimiento, no sesgado (“unbiased”) y
contrabalanceado en términos de la preferencia inicial y del procedimiento
de administracién de los farmacos, constaba de tres fases. En la primera
fase, llamada de pre-condicionamiento (Pre-C), los animales tenian libre
acceso a los compartimentos durante 15 minutos (900 segundos)
realizdndose en dos dias consecutivos. El tercer dia, se realizé la misma
prueba que los dias anteriores pero en este caso se registrd el tiempo
transcurrido por los animales en cada uno de los compartimentos. Los
animales que mostraron una fuerte aversién (menos de 300 s) o preferencia
(mas de 600 s) por alguno de los compartimentos fueron descartados del
experimento. Una vez establecidos los grupos segun el tratamiento, la mitad
de los animales en cada uno de los grupos recibian el farmaco o suero
fisiologico en cada compartimento. Después de la asignacién de
compartimentos, no se observaron diferencias significativas entre el tiempo
gue permanecian en el lugar apareado con el farmaco o con el vehiculo en
la fase de Pre-C. Este es un paso importante en el procedimiento
experimental que evita cualquier preferencia antes de iniciar el

condicionamiento.

En la segunda fase (condicionamiento), cuya duracién es de cuatro
dias, los animales recibieron una inyeccion de suero fisioldgico antes de ser
confinados durante treinta minutos en el compartimento elegido para ser

asociado con el vehiculo. Tras un intervalo de cuatro horas, recibieron una
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inyeccion de cocaina, de uno de los antagonistas glutamatérgicos o ambos
farmacos antes de ser confinados en el compartimento elegido para ser

asociado con la droga.

Durante la tercera fase, llamada Post-condicionamiento (Post-C o
test), se registraba el tiempo que el animal, libre de cualquier tratamiento
(excepto en el experimento 3), pasaba en cada compartimento durante 900
segundos. Para evaluar el papel de los antagonistas glutamatérgicos en la
expresion del CPL inducido por la cocaina, cuatro grupos recibieron estos

farmacos 30 minutos antes de la sesion de test.

La diferencia, en segundos, entre el tiempo de permanencia en el
compartimiento asociado con la droga entre el dia de Pre-C y del Post-C es
una medida del grado de preferencia inducido por la cocaina. Si ho existen
diferencias, indicaria que el antagonista glutamatérgico ha bloqueado el
CPL inducido por la cocaina, mientras que lo opuesto indicaria que este

farmaco no ha sido capaz de bloquear esta preferencia.

Tras la prueba de Post-C realizada el octavo dia, los animales
realizaron sesiones de 15 minutos de extincién semanal, que consistieron
en colocar a los animales en el aparato hasta que el tiempo pasado en el
compartimento apareado con la droga para cada grupo de animales fuera
similar al de la fase de pre-condicionamiento. Esta medicion fue repetida 48

horas después con el fin de confirmar la extincion.

Dos dias después de esta confirmacion, se evaluaron los efectos de
una dosis priming de la droga correspondiente. La prueba de recaida fue
igual a la de la sesion de post-condicionamiento, a excepcion de que los
animales realizaron el test tras la administracion de la correspondiente
inyeccion de droga o de salino. Todas las inyecciones se administraron 15

minutos antes de la prueba de restauracién en el estabulario, siendo un
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lugar no contingente a la inyeccion empleada anteriormente en el

condicionamiento.

Los resultados indicaron que el grupo condicionado con 50 mg/kg
de cocaina, y los grupos que recibieron esta droga mas 5 mg/kg de
memantina o 1 mg/kg de CNQX durante la adquisicion del CPL, asi como el
grupo que recibi6 1 mg/kg de CNQX antes de la expresion del

condicionamiento, mostraron preferencia por el lugar asociado a la cocaina.

En una serie de grupos condicionados con cocaina, una vez
extinguida la preferencia, los antagonistas glutamatérgicos no fueron
capaces de reinstaurar la respuesta. Sin embargo, estos mismos
antagonistas administrados junto a una dosis priming de 25 mg/kg de
cocaina no fueron capaces de bloquear el re-establecimiento de la
preferencia. En todos estos grupos, el tiempo que los animales pasan en el
compartimento asociado con la droga fue mayor durante la sesion de
reinstauracion que en las sesiones de Pre-C y extincion.

Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que el
bloqueo de los receptores glutamatérgicos NMDA o AMPA impide la
adquisicién y la expresion del CPL inducido por cocaina. Ni la memantina ni
el CNQX presentaron efectos motivacionales evaluados mediante este
procedimiento. Por otra parte, el restablecimiento de la preferencia inducida
por inyecciones priming de cocaina no pudo ser bloqueada por ninguno de
los compuestos. Asi pues, el bloqueo de los mencionados receptores del
glutamato no altera la restauraciéon del CPL inducido por la cocaina. Por otro
lado, la memantina y el CNQX, por si mismos, no consiguieron restaurar la

preferencia previamente inducida por la cocaina.

Como se esperaba, la administracion de 50 mg/kg de cocaina en

ratones indujo CPL. En nuestro laboratorio, este resultado se ha observado
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previamente en diversos estudios utilizando el mismo procedimiento
experimental. La adquisicion de este condicionamiento es claramente
suprimida por cualquiera de los antagonistas del receptor del glutamato
empleados, siendo estos resultados coherentes con la literatura, aunque ni
la memantina ni el CNQX habian sido estudiados previamente en ratones
empleando el procedimiento de CPL. En ratas, la memantina administrada
conjuntamente con cocaina durante la adquisicion del condicionamiento,
bloguea el establecimiento de la preferencia. Resultados similares se han
obtenido con otros antagonistas NMDA, tales como el MK-801 o el
antagonista del receptor NMDA/glycine L-701,324. Sin embargo, utilizando
el procedimiento de la autoadministracion de cocaina los resultados
publicados hasta el momento son contradictorios. Aunque en ratas, la
memantina disminuy6 de forma dosis dependiente la autoadministracion de
cocaina cunado se utiliza un programa de razén fija y produjo una
disminucion de los efectos con un programa progresivo, en ratones el
tratamiento previo con este antagonista NMDA, previno la adquisicion de la

nicotina pero no tuvo efectos sobre la autoadministracion de cocaina.

Los antagonistas AMPA han sido los menos estudiados y la mayoria
de los trabajos se han realizado en ratas, observandose también disparidad
en los resultados obtenidos. Mientras que el DNQX no afecta la adquisicion
de CPL inducido por cocaina, el CNQX administrado en el ATV bloquea la
adquisicién del condicionamiento. Con la autoadministracion, el CNQX
inyectado en el amigdala basolateral no afecta el refuerzo condicionado por
la cocaina (tono + luz solamente), pero disminuyd el nUmero de respuestas
en un programa de segundo orden, donde se produce la presentacion

contingente de un estimulo que ha adquirido caracteristicas reforzantes.

La falta de preferencia observada puede explicarse por diferentes
motivos. En primer lugar, los antagonistas del glutamato podrian ser

aversivos por si mismos, pero nuestros resultados han demostrado que ni la
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memantina ni el CNQX presentan efectos motivacionales. Una segunda
explicacion podria ser que el bloqueo del receptor NMDA o del AMPA
disminuya la potencia reforzante de la cocaina. El hecho de que otro
antagonista del receptor NMDA, el MK-801 incremente los efectos
reforzantes de la cocaina en ratas utilizando el paradigma de la
autoadministracion restaria validez a esta hipotesis. Ademas, la memantina
administrada en consumidores de cocaina acrecienta la sensacion subjetiva
placentera que produce esta droga. En un estudio reciente, Collins y
colaboradores (2006) observaron que la administracion de memantina en
fumadores de cocaina en mantenimiento con metadona no alterd los efectos
subjetivos o reforzantes de la cocaina, aunque si se incrementaron
respuestas cardiovasculares. Por ultimo, Newman y Beardsley (2006),
demostraron que la memantina potencié la tasa de autoadministracion de
cocaina en monos. Estos resultados, descritos tanto en seres humanos
como en animales, sugieren que el bloqueo de los receptores NMDA no
disminuye los efectos subjetivos de recompensa de la cocaina. Una tercera
explicacidn podria ser que se produzca una disminucién en la capacidad
para aprender la asociaciéon entre la cocaina y el ambiente. El bloqueo de
los receptores del glutamato puede afectar de forma critica las vias
glutamatérgicas necesarias para asociar la cocaina con las sefiales
ambientales que la predicen. El blogqueo de los receptores NMDA o AMPA
afecta a muchas conductas inducidas por la cocaina que implican una cierta
clase de aprendizaje, tales como la sensibilizacién comportamental inducida
por la cocaina o la actividad motora condicionada. Por otra parte, estos
compuestos no consiguen afectar otros efectos de la cocaina
independientes de los procesos de aprendizaje, como la hiperactividad
locomotora o el aumento del factor de liberacién de corticotropina en el
hipotalamo Aunque las tres explicaciones no son excluyentes, y todas
podrian participar en los resultados observados, la disminucion del
aprendizaje asociativo durante la adquisicion del condicionamiento puede

ser el factor mas importante. Apoyando esta hipétesis, en el estudio de
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Newman y Beardsley (2006) mencionado anteriormente, el pre-tratamiento
con memantina disminuye de forma dosis dependiente la respuesta
mantenida por un refuerzo condicionado, pero cuando la respuesta fue
reforzada mediante infusiones de cocaina, el antagonista NMDA no la

modifica.

Cuando el bloqueo de los receptores NMDA o AMPA se produjo
antes de la expresion del CPL, en el dia del Post-C, la preferencia también
fue suprimida. En varios estudios, el bloqueo de los receptores NMDA con
MK-801 o L-701,324 no afectd a la expresion del CPL, pero otros autores
encontraron que la memantina administrada junto con cocaina en tres
ensayos condicionados previno tanto la adquisicion como la expresiéon del
condicionamiento. Los antagonistas del receptor AMPA han sido menos
estudiados, encontrando que el DNQX deteriora la expresion pero no la
adquisiciéon del CPL inducido por cocaina. Aunque para la mayor parte de
estos autores, los receptores NMDA parecen estar implicados en las
caracteristicas de recompensa primaria de la cocaina y los AMPA son
importantes solamente en el comportamiento inducido por estimulos
asociados previamente a la accion de la droga (expresién del CPL),
nuestros resultados sugieren que estos receptores estan implicados en

ambos aspectos del procedimiento.

Como hemos mencionado anteriormente, una inyeccion no
contingente de cocaina (utilizando la mitad de la dosis que se ha empleado
para el condicionamiento), es capaz de reinstaurar la preferencia extinguida
por el compartimiento asociado a la cocaina. Contrariamente a los
resultados obtenidos cuando la memantina o el CNQX fueron administrados
durante la adquisicién o la expresién del CPL, cuando los animales han
adquirido correctamente la asociacion entre un ambiente distintivo y la
cocaina, ninguno de los antagonistas del glutamato fue capaz de bloquear

el restablecimiento de la preferencia. Ademas, estos antagonistas no fueron
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capaces de inducir la reinstauracion de la preferencia por si mismos,
aunque la dosis mas alta de CNQX mostro una tendencia a incrementar el
tiempo que los animales pasaron en el compartimiento asociado con la

cocaina.

No se han realizado estudios previos sobre los efectos de los
antagonistas del glutamato en la reinstauracién de la preferencia una tras la
extincion del CPL. Los estudios de autoadministraciéon se han centrado
principalmente en las consecuencias del bloqueo de los receptores AMPA,
pero en un estudio realizado administrando memantina antes de una
inyeccién priming de cocaina, se observé como esta disminuia de forma
inespecifica el nimero de respuestas, fundamentalmente debido a un
incremento en el nimero de respuestas de la palanca no efectiva. En este
mismo trabajo, la memantina fue incapaz de suprimir el aumento selectivo
de respuestas en la palanca de refuerzo inducido por exposiciones a los
estimulos relacionados con la cocaina. Por otra parte, el antagonista del
receptor NMDA, CGP 39551 no consiguié afectar la autoadministracion de
cocaina inducida por las claves ambientales. Asi, los pocos estudios
realizados hasta el momento, no parecen otorgar un papel especifico a los
receptores NMDA en el restablecimiento del comportamiento de basqueda
de la cocaina, en concordancia con los resultados obtenidos en el presente

estudio.

Se ha sugerido un papel mas importante para el receptor AMPA,
especialmente la subunidad GIuR1, la cual se cree que promueve la
extincion. El procedimiento de extincion durante la abstinencia de la
administracion crénica de cocaina provoca incrementos en las subunidades
GIuR1 y GIuR2/3 del receptor AMPA en la corteza del N Acc, y
particularmente el incremento en el GIuR1 se asocia positivamente con el
nivel de extincidon alcanzado durante el entrenamiento. Tras ser inyectado

en la amigdala basolateral, el CNQX bloque6 el restablecimiento de la
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Resumen global de Resultados

autoadministracion de cocaina tras una inyeccion priming. Ademas, el
CNQX inyectado en el N Acc bloquea el restablecimiento obtenido por una
inyeccion de cocaina en la corteza prefrontal. Igualmente, el CNQX también
atenta el restablecimiento de la autoadministracion de la cocaina inducido
por claves ambientales relacionadas con la droga. Al contrario del NMDA, el
receptor AMPA parece ser critico para el restablecimiento de la
autoadministracion inducida tanto por las claves ambientales como por las
dosis priming. Nuestros resultados demuestran, por el contrario, que los
receptores AMPA no desempefian un papel critico en el restablecimiento del

CPL inducido por dosis priming de cocaina.

Existia un consenso general sobre el hecho de que la actividad
dopaminérgica en el N Acc mediaba la recaida inducida por dosis priming
de cocaina. Sin embargo, Kalivas y McFarland (2003) argumentaron que
esta recaida estaba mediada, no por la transmision de la DA, sino por la
activacion glutamatérgica de los receptores AMPA en el N Acc. Sin
embargo, esta hipétesis no puede explicar algunos resultados como por
ejemplo, la atenuacion de la recaida inducida por cocaina tras lesiones en la
amigdala basolateral, el bloqueo de los receptores de DA D1 en el mismo
nacleo, o la inactivacion por lidocaina del subiculo ventral. Ademas, esta
recaida también se bloquea por la infusion del SCH 23390 en la corteza del
accumbens, pero no en el ndcleo. En los animales en los que se ha
extinguido la autoadministracion, una dosis priming de cocaina incrementa
la expresion del Fos sobre todo en las regiones del cerebro que reciben una
inervacion dopaminérgica relativamente densa, siendo este efecto un
indicador de las acciones farmacoldgicas incondicionadas de la cocaina en
la estimulaciéon de la transmisién DA. En conjunto todos estos resultados
nos sugieren que la reinstauracion de la preferencia inducido por cocaina
puede estar mediada tanto por la transmision dopaminérgica como por la

glutamatérgica en el N Acc y otros territorios mesocorticolimbicos.
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Estudio 3

En el paradigma de CPL no se permite a los animales administrarse
la cocaina libremente, como si ocurre en la autoadministracion, hecho que
debe ser tomado en consideracion, puesto que los procesos de restauracion
pueden verse afectados de forma diferente. Tras una inyeccién priming de
cocaina, el incremento en la liberacién del glutamato, que proviene del
cortex prefrontal, a nivel del N Acc se observdé solamente, en ratas
entrenadas a auto administrarse la cocaina libremente, no asi en aquellas
en las la administracion la controlé el experimentador. Con las condiciones
de nuestro paradigma (cocaina administrada no libremente y el uso de una
dosis priming para la induccion de la recaida), el componente
dopaminérgico puede ser mas fuerte que el glutamatérgico, y por tanto el
bloqueo de los receptores NMDA o AMPA seria insuficiente para suprimir el

restablecimiento de la preferencia.

Nuestros resultados confirman que existe una disociacion entre el
circuito que media las caracteristicas de refuerzo de una droga y la recaida
en la busqueda de la misma inducida por inyecciones priming, y evaluada
mediante el paradigma de CPL. El sistema glutamatérgico juega un
importante papel en el aprendizaje y la memoria asi como en las
propiedades reforzantes de las sustancias de abuso, apoyando los
resultados obtenidos en este estudio la idea de que el glutamato media los
aspectos del aprendizaje de la drogadiccién. La adquisicion y la expresion
de la asociacién entre un ambiente determinado y los efectos de la cocaina
dependen de los receptores NMDA y AMPA, pero, por el contrario, la
reinstauracion de la preferencia inducida por dosis priming parece ser, por lo
menos en parte, independiente de estos receptores. Mientras que la
memantina o los antagonistas AMPA pueden ser tratamientos Utiles en el
comportamiento de busqueda o deseo intenso de la cocaina inducidos por
las claves ambientales, su efecto sobre los procesos de refuerzo son mas
complejos y serian necesarias mas investigaciones sobre su potencial como

tratamiento en los desordenes debidos al abuso de la cocaina.
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ABSTRACT

The present study evaluate the role of N-methyl-D-aspartate (NMDA) and alpha-amino-
3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid (AMPA) receptors on the long-lasting
rewarding effects of cocaine in mice, using the conditioned place preference (CPP)
paradigm. Cocaine-induced CPP was studied pairing this drug with different memantine
or CNQX doses during either the acquisition or the expression phase of the procedure.
Once CPP was established, and the preference extinguished, reinstatement was induced
by a priming dose of cocaine. Both antagonists, which in themselves do not present
motivational actions, abolished the acquisition and expression of the CPP. Neither of
the antagonists precipitated reinstatement of the preference induced by cocaine and nor
did they block the cocaine-primed reinstatement. Our results confirm that the
acquisition and expression of the association of a distinct environment with cocaine
effects are dependent on NMDA and AMPA receptors, but, on the contrary, cocaine-

primed reinstatement seems to be independent of these receptors.

Key words: CPP, cocaine, NMDA, AMPA, mice, reinstatement



INTRODUCTION

The long-lasting adaptative changes occurring in response to drug exposure are thought
to play a key role in the addictive cycle and may represent the basis for drug craving
and conditioned reinforcement. Recent evidence suggests that neurochemical effectors
other than dopamine (DA) may play a critical role, and that excitatory amino acids may
be relevant in this respect (Pulvirenti, 2003). These amino acids are considered critical
mediators of neural plasticity within the central nervous system (Bliss and Collingridge,
1993), making them ideal candidates as agents in the development of adaptative

changes, which may represent integral parts of the addictive process.

The relation between cocaine and glutamate neurotransmission has been clearly
established. Acute and chronic administration of cocaine in rats significantly elevates
glutamate levels in various limbic brain areas (Bell et al., 2000). This activation has
been linked to the behavioural effects of cocaine and recently to the induction of long-
term potentiation in DA neurons within the ventral tegmental area (VTA) (Ungless et
al., 2001). Striatal dopaminergic nerve terminals have been demonstrated to possess the
NMDA receptor and these presynaptic receptors are involved in an increase in DA
release (Krebs et al., 1991), suggesting that regulation of the central DA release may be

mediated via these receptors.

Manipulation of glutamatergic neurotransmission by means of glutamate receptor
antagonists alters many of the acute administration effects of cocaine, such as
sensitization to the locomotor stimulation induced by repeated administration of cocaine
(Karler et al., 1989; Yap et al., 2005; Scheggi et al., 2002), or conditioned motor
activity (Bespalov et al., 2000). Additionally, behavioural sensitization to cocaine is
associated with increased AMPA receptor surface expression in the nucleus accumbens
(N Acc) (Boudreau and Wolf, 2005) and glutamate levels in the medial prefrontal cortex
(mPFC) (Williams and Steketee, 2004). The ionotropic glutamate receptors in the N
Acc influence self-administration of cocaine and relapse (Comish and Kalivas, 2000),
cocaine-induced hyperlocomotion (Witkin, 1993) and behavioural sensitisation (Wolf,
1998). Recent data indicate that activation of glutamatergic afferents from the amygdala

and prefrontal cortex is critical in the expression of addictive behaviours. Several



studies using the reinstatement model of relapse have found, regardless of the stimulus
modality, that glutamate neurotransmission in the prefrontal cortex is necessary

(Capriles et al., 2003; McFarland et al., 2003; Shalev et al., 2002).

Despite the proved role of glutamate in cocaine actions, the results concerning the
effects of the different glutamate receptor antagonists on cocaine reward remain unclear.
In rats, the NMDA receptor antagonist memantine (3,5-dimethyladamantan-1-amine
hydrochloride) diminished cocaine self-administration in a fixed ratio, producing
decreasing effects in a progressive ratio (Hyytid et al, 1999), although, self-
administration in mice was not affected (Blokhina et al., 2005). In a recent study in
monkeys, although memantine attenuated the conditioned reinforcing effects of cocaine-
associated stimuli, it increased the levels of cocaine self-administration (Newman and
Beardsley, 2006). Administration of memantine prior to a priming injection of cocaine
eliminated the differences between reinforcer-lever and non-reinforcer, although this
effect was unspecific (Bespalov et al., 2000). For the NMDA antagonist MK-801, there
are some reports that suggest that it could increase the rewarding actions of cocaine
(Hyytid et al., 1999). On the other hand, the AMPA receptor seems to be vital for
cocaine self-administration, since most of the studies found that this operant behaviour
is decreased or abolished after the blockade of this receptor, these studies mainly
focusing on the reinstatement of the self-administration (Béackstrdm and Hyytid, 2003,

2006; Park et al., 2002; Cornish and Kalivas, 2000).

The other paradigm employed for studying cocaine reward is the CPP procedure. In rats
and mice, the blockade of the NMDA receptor abolishes the acquisition of the cocaine-
induced CPP, although in most cases, the expression was not affected (Cervo and
Samanin, 1995; Kim et al., 1996; Kolitska and Biala, 1999). Conversely, the blockade
of the AMPA receptor abolished the expression but not the acquisition of this
conditioning, except when the antagonists were administered in the VTA (Cervo and
Samanin, 1995; Harris and Aston-Jones, 2003). This latter result suggests that
glutamatergic activity in the VTA may be crucial for learning to associate

environmental stimuli with cocaine exposure.

Kalivas (1995) has suggested that the development of tolerance, dependence and or

sensitization to virtually all the psychoactive drugs can be attenuated or abolished by



pre-treatment with NMDA antagonists. Thus, drugs which affect this neurotransmitter
system may be useful for the treatment of cocaine addition. Memantine is the most
widely studied NMDA antagonist in humans, although research carried out until the
moment does not show positive results, since even significant increases in some of the
subjective good effects of cocaine have been observed in some cocaine addicts (Collins

etal., 1998; Collins et al., 2006; Vosburg et al., 2005).

The aim of the present study is to evaluate the role of NMDA and AMPA receptors in
the long-lasting rewarding effects of cocaine, using the CPP paradigm, which has been
extensively used to assess the rewarding properties of cocaine. The ability of drug-
associated cues to induce craving and relapse to drug-seeking behaviours is one of the
potential mechanisms by which addiction endures. Extinction procedures provide a
measure of the motivational properties of drugs as reflected by the persistence of drug-
seeking behaviour in the absence of the drug, providing a powerful means of assessing
the incentive motivational properties of drug-paired stimuli or noncontingent drug

administration in reinstating response (Pulvirenti, 2003).

The CPP is an animal model of such cue-cliciting conditioning that can be used to study
drug-seeking behaviours (Tzschentke 1998). With this paradigm, the rewarding or
incentive properties of drugs are assessed in drug-free animals by the amount of time
spent in the environment previously paired with the drug effects. This test may
represent a useful tool to evaluate individual sensitivity to the incentive properties of
addictive drugs. Drugs with abuse liability in humans reliably produce CPP in rodents
(Tzschentke 1998), cocaine inducing a well documented CPP in mice (Cunningham et
al. 1999; Seale and Carney 1991; Brabant et al.,, 2005). In recent years, the place
conditioning procedure has been increasingly used to study the relapse into drug
seeking behaviours, morphine (Ribeiro do Couto et al., 2005a,b) and cocaine (Mueller
and Stewart 2000; Szumlinski et al. 2002; Sanchez et al. 2003) being the most studied.
After the establishment of a reliable CPP for the drug-paired compartment, this
preference is gradually extinguished by repeated exposure of the animals to the drug-
paired compartment in a drug-free state. At the end of the extinction procedure, a
priming drug injection may be tested to investigate whether it is able to reinstate a
significant CPP (Brabant et al., 2005). This methodology allows us to investigate the
possible role of the NMDA (using its low-affinity, uncompetitive channel blocker,



memantine) or the AMPA (using its antagonist, 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione,
CNQX) receptors in the different phases of the procedure: acquisition, expression or
reinstatement of the extinguished preference. Once CPP was established, after repeated
test trials in which the animals were exposed to both compartments in a drug-free state,
the preference was extinguished. At the end of the extinction procedure, a reinstatement
of the preference was induced by a cocaine dose half of that used to induce conditioning

(Maldonado et al., 2006), by the glutamate antagonists alone or by both drugs together.

MATERIAL AND METHODS

Subjects

In this study, 232 albino male mice of the OF1 strain, acquired commercially in
Charles River (Barcelona, Spain) were used. The animals arrived at the laboratory at 42
days of age and were housed in groups of four in transparent plastic cages (22 x 38 x
14,5 cm), for an adaptation time of 10 days, under the following conditions: constant
temperature (21+ 2°C), a reversed light schedule (white lights on 19:30-07:30 h), and
food and water available ad libitum, except during the behavioural test. Procedures
involving mice and their care conformed to national, regional and local laws and
regulations, and are in accord with the European Communities Council Directives

(86/609/EEC, November 24, 1986).

Apparatus

In the CPP experiments, four identical Plexiglas boxes with two equal size
compartments (30.7 cm long x 31.5 cm wide x 34.5 cm high) separated by a grey
central area (13.8 cm long x 31.5 cm wide x 34.5 cm high) were used. The
compartments had different coloured walls (black vs. white) and also distinct floor
textures (fine grid in the white compartment and wide grid in the black one). The floor
in the central area was smooth and a little elevated with respect to the floors of the other
compartments, with doors (14 cm height x 8.5 cm width) that allowed the animal to pass
through. Four infrared light beams in the entrance of each compartment of the box and
six in the central area recorded the position of the animal and its crossings from one

compartment to the other. When the animal interrupted the first beam at the entrance of



one compartment but did not interrupt the beam in the central area, the apparatus
registered the disruption as an entry, the location of the mouse always being known. An

IBM PC computer using MONPRE 2Z software (CIBERTEC, SA, Spain) controlled the

equipment utilized for these experiments.

Drugs

CNQX (1 and 10 mg/kg), Memantine (5 and 10 mg/kg), cocaine (Laboratorios
Alcaliber S.A., Madrid, Spain) and physiological saline (NaCl 0.9%) were used in these
experiments. Drugs were diluted in physiological saline (0.1 mg/ml), at a constant

volume (10 ml/kg) and administered ip.

Procedure

Acquisition and expression of the place preference

The experiment consisted of three phases and was carried out following an
unbiased procedure. During the first phase or pre-conditioning (Pre-C), mice were given
free access to both compartments of the apparatus for 15 min (900 s) each day for 2
days. On day 3, the time spent by the animal in each compartment was recorded for 900
s. Animals showing a strong unconditioned aversion or preference (less than 33% or
more than 66% of the session time, i.e. 300 and 600 s, respectively) for any
compartment were discarded. In each treatment group, half of the animals received the
drug or vehicle in one compartment and the other half in the other. After assigning the
compartments, there were no significant differences between the time spent in the drug-
paired and the vehicle-paired compartments during the preconditioning phase. This is an
important step in the experimental procedure that avoids any preference bias before

conditioning.

In the second phase or conditioning, which had a duration of 4 days, animals
received an injection of physiological saline immediately before being confined in the
vehicle-paired compartment for 30 min and after an interval of 4 h they received an
injection of saline (Control), cocaine (Acg-Coc), one of the glutamatergic antagonists

(Mem5, Mem10, CNQX1, CNQX10) or both (Acg-Mem5, Acq-Mem10, Acqg-CNQX1,



and Acgq-CNQX10), immediately before confinement in the drug-paired compartment
for 30 min. Confinement was carried out in both cases by closing the guillotine door

that separates the two compartments.

During the third phase or post-conditioning (Post-C), on day 8 the guillotine
door separating the two compartments was removed and the time spent by the untreated
mice in each compartment was recorded for 900 s. In order to evaluate the role of the
glutamate antagonists in the expression of cocaine-induced CPP, four groups
conditioned with cocaine received these drugs 30 min before the test session (Exp-

MemS5, Exp-Mem10. Exp-CNQX1 and Exp-CNQX10).

The difference, in seconds, between the times spent in the drug-paired
compartment in the Post-C test and that spent in the Pre-C is a measure of the degree of
reward induced by cocaine. If there is no difference, then glutamatergic antagonists
(CNQX or Memantine) have blocked cocaine-induced CPP, while the opposite indicates

the drug cannot block this reward.

Extinction and reinstatement of the place preference

After the Post-C test on day 8, animals conditioned with cocaine underwent a
weekly extinction session schedule, which consisted of the placement of the animals in
the apparatus (without guillotine doors separating the compartments) for 15 min until
the time spent in the drug-paired compartment for each group of animals was similar to
that of the Pre-C session. This measure was repeated 48 h later in order to confirm the

extinction.

Two days after the extinction was confirmed, the effects of the priming doses of
the corresponding drug were evaluated. The tests of reinstatement were the same as for
the Post-C (free ambulation for 15 min) except that the animals were tested after the
administration of the respective drug or saline injection (R-Mem5, R-Meml10. R-
CNQXI1, R-CNQX10, R-C25, R-C25Mem5, R-C25Mem10. R-C25CNQXI1, and R-
C25CNQX10). All the priming injections were given 15 min before the reinstatement

tests in the colony room, a non-contingent place to the previous conditioning injection.



Statistical analyses

Data of the time spent in the drug-paired compartment were analysed with a mixed
analysis of variance (ANOVA) with Treatment as a between subjects variable with a
different number of levels depending on the groups of treatment, and Days as a within
subjects variable with four levels (Pre-C, Post-C, extinction and reinstatement). To
make post-hoc comparisons Newman-Keuls and Simple Effects tests were performed.
For the acquisition and expression studies, two different ANOVA were conducted: that
mentioned previously (including only the groups which achieved preference), plus
another including all the groups and with only two levels for the variable Days (Pre-C
and Post-C).

RESULTS

The results regarding the effect of memantine and CNQX on the cocaine-induced CPP
are represented in Figures 1, 2 and 3. The ANOVA performed with all the groups
revealed a significant effect of the variable Treatment [F(13,114)=1.902; p<0.03], Days
[F(1,114)=13.730; p<0.0003] and Interaction Treatment x Days [F(13,114)=1.899;
p<0.03]. Newman-Keuls test indicated that the values of the CNQX1 group were lower
than the other groups due to the low (although non significant) values of the Post-C test.
For the variable Days, there was a significant difference between Pre-C and Post-C
(p<0.01), the time spent in the drug-paired compartment being higher in the latter. Post-
hoc comparisons demonstrated that the group receiving 50 mg/kg of cocaine (p< 0.01),
and the Acq-Mem5 (p< 0.05), Acqg-CNQXI1 (p< 0.01), and Exp-CNQXI1 (p< 0.02)
groups presented CPP. In these groups, after extinction was confirmed, a new ANOVA
including the four sessions revealed a significant effect of the variable Days
[F(3,105)=18.731; p<0.0001] and Interaction Treatment x Days [F(9,105)=2.056;
p<0.04]. The variable Treatment [F(3,35)=1.256; p<0.3046] was not significant. A
Newman-Keuls test indicated that the time spent in the drug-paired compartment during
the Post-C and the reinstatement sessions was higher than during Pre-C and Extinction
(p< 0.01). In the group conditioned only with cocaine (Acg-Saline or Exp-Saline), and
in that treated with 1 mg/kg of CNQX in the Post-C test, the reinstatement values were
also significantly higher that those of the Post-C (p<0.01).



The results obtained for the reinstatement of cocaine-induced CPP by priming injections
of memantine or CNQX can be seen in Figure 4. The ANOVA revealed a significant
effect of the variable Days [F(3,102)=8.695; p<0.0001]. The variable Treatment
[F(3,34)=0.567; p<0.6406] and the Interaction Treatment x Days [F(9,102)=0.445;
p<0.9075] were not significant. A Newman-Keuls test showed that for the variable
Days there was a significant difference between Post-C session with respect to Pre-C,
extinction and reinstatement (p< 0.01), the time spent in the drug-paired compartment

being higher in the Post-C test.

On the contrary, the administration of 25 mg/kg of cocaine reinstated the preference in
all the groups receiving a non-contingent injection of cocaine alone or plus memantine
or CNQX (Figure 5). The ANOVA revealed a significant effect of the variable Days
[F(3,126)=11.501; p<0.0001]. The variable Treatment [F(4,42)=1.381; p<0.2567] and
the Interaction Treatment x Days [F(12,126)=0.979; p<0.4729] were not significant. In
all these groups, time spent in the drug-paired compartment was higher during the Post-

C and reinstatement sessions than during the Pre-C and the extinction (p< 0.01).

DISCUSSION

The results obtained in this study show that the blockade of the NMDA or AMPA
glutamate receptor prevents the acquisition and the expression of cocaine-induced CPP.
Neither memantine nor CNQX presented motivational effects when evaluated by the
CPP. On the other hand, the reinstatement of the cocaine-induced preference induced by
priming injections of cocaine cannot be blocked by any of the compounds, i.e., the
blockade of the afore mentioned glutamate receptors do not alter the restoration of the
CPP induced by cocaine. Memantine and CNQX were not capable of restoring the

preference for the cocaine-paired compartment.

As was expected, the administration of 50 mg/kg of cocaine in mice produced CPP. In
our laboratory, this result has been previously observed in different studies using the
same experimental procedure (Maldonado et al, 2006; Estelles et al., in press).
Acquisition of this conditioning is clearly abolished by any of the glutamate receptor
antagonists employed, these results being in agreement with the literature, although

neither memantine nor CNQX had been previously studied in mice using the CPP
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procedure. In rats, memantine administered with cocaine during the acquisition of the
conditioning, blocked the induction of the preference (Kotlinska and Biala, 2000).
Similar results have been obtained for other NMDA antagonists, such as MK-801 or the
NMDA/glycine receptor antagonist L-701,324, which also prevented the acquisition of
the cocaine-induced CPP in rats and mice (Cervo and Samanin, 1995; Kim et al., 1996;
Kotliska and Biala, 1999). In cocaine self-administration, the results in the literature are
controversial. Although in rats, memantine dose-dependently decreased self-
administration in a fixed ratio and produced a rate—decreasing effect in a progressive
ratio schedule (Hyytié et al., 1999), in mice, pretreatment with this NMDA antagonist
prevented the acquisition of nicotine self-administration but did not have effect on

cocaine (Blokhina et al., 2005).

The AMPA antagonists have been less studied, the results, all of them pertaining to rats,
being controversial. While DNQX did not affect acquisition of cocaine-induced CPP
(Cervo and Samanin, 1995), CNQX administered in the VTA blocked the acquisition of
the conditioning (Harris and Aston-Jones, 2003). For the self-administration of cocaine,
just as for the NMDA antagonist, the results are not in concordance. CNQX injected in
the basolateral amygdala did not affect cocaine-conditioned reward (See et al., 2001),
but decreased the number of cocaine responses in a second-order schedule of self-
administration, where the response was controlled by the contingent presentation of
previously neutral stimuli that had acquired conditioning reinforcing properties

(Bécktrom and Hyytid, 2003).

This lack of preference observed can be accounted for by different explanations. Firstly,
the glutamate antagonists employed could in themselves be aversive, but the results
showed that neither memantine nor CNQX presented significant motivational properties
in the CPP, i.e. there were no variations in the time spent by the mice in the drug-paired
compartment after the conditioning. Similar results have been found in our and other
laboratories (Maldonado et al., 2003; Popik et al., 2003; Ribeiro Do Couto et al., 2004).
A second explanation could be that the blockade of the NMDA or AMPA receptors
decreased the reward potency of cocaine. The fact that anotier NMDA receptor
antagonist, MK-801, has proved to increase the rewarding actions of cocaine in rats
using the self-administration paradigm would rest validity from this hypothesis (Pierce

et al., 1997; Ranaldi et al., 1996). Furthermore, memantine administered to cocaine
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consumers increased some of the subjective feeling that this drug produced, such as
those referred to as “good drug effects” or “high”, which would be less likely to be due
to a decrease in the rewarding actions of the drug (Collins et al., 1998). In a recent
study, Collins and co-workers (2006) reported that memantine maintenance in
methadone-maintained cocaine smokers did not alter the subjective or reinforcing
effects of cocaine, although several cardiovascular responses were increased. Finally, in
a recent work, memantine increased the rate of cocaine self-administration in rhesus
monkeys (Newman and Beardsley, 2006). These results, found in humans and animals,
suggest that the blockade of the NMDA receptors does not decrease the subjective
rewarding effects of cocaine. A third possible explanation could be the decreased ability
to learn the association between cocaine and the environment. The blockade of
glutamate receptors may affect critical glutamate input necessary to associate cocaine
with the environment cues that predict it. The blockade of the NMDA or AMPA
receptors affect many cocaine-induced behaviours which implies some kind of learning
processes such as cocaine-induced behavioural sensitization (Kim et al., 1996), or
conditioned motor activity (Bespalov et al., 2000). On the other hand, these compounds
fail to influence other cocaine effects which are independent of learning processes, such
as locomotor hyperactivity (Maj et al., 1995) or an increase in the corticotrophin
releasing factor in the hypothalamus (Zhou et al, 1998). Although the three
explanations are not exclusive, and all of them could contribute to the results obtained,
the impairment of the associative learning during the acquisition of the conditioning
may be the most important factor. Supporting this hypothesis, pre-treatment with
memantine dose-dependently decreased responding maintained by the conditioned
reinforcer during the self-administration procedure, but conversely, when the response
was reinforced by cocaine infusions, the same memantine doses significantly increased

administrations (Newman and Beardsley, 2006).

When the NMDA or the AMPA receptors were blocked prior to the expression of the
CPP, on the Post-C day, the preference was also abolished. Several reports have found
that NMDA receptor blockade with MK-801 or L-701,324 does not affect the
expression of the CPP (Cervo and Samanin, 1995; Kotliska and Biala, 1999), but other
authors found that memantine administered jointly with cocaine in three conditioned
trials prevented the acquisition and the expression of the CPP (Kotlinska and Biala,

2000). Although the AMPA receptor antagonists have been less studied, it has been
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found that DNQX impaired expression but not acquisition of cocaine-induced CPP
(Cervo and Samanin, 1995). While for most of these authors, the NMDA receptors
seem to be implicated in the primary rewarding properties of cocaine, the AMPA
receptors only being important for the behaviour elicited by the stimuli previously
associated with the drug action (CPP expression), our results suggest that both receptors

are involved in the two aspects of the procedure.

As we have previously reported, a noncontingent injection of cocaine (half of the dose
used for conditioning) was capable of remnstating the extinguished preference for the
cocaine-paired compartment (Maldonado et al., 2006). On the contrary to the results
obtained when memantine or CNQX were administered during the acquisition or
expression of the CPP, when the animals had acquired the association of a distinctive
environment with cocaine without any interference, neither of the glutamate antagonists
blocked the reinstatement of the preference. Moreover, these antagonists in themselves
did not show the ability to reinstate the preference, although the higher CNQX dose
showed a tendency to increase the time spent in the cocaine-paired compartment, the
mice showing divergent responses (expressed by the wide deviation of the data).
Moreover, in the animals in which the acquisition or expression of the CPP was not
impaired with the administration of memantine or CNQX, the reinstatement was not

affected after a priming injection of cocaine.

There are no previous reports of the effects of glutamate antagonists on the
reinstatement of the preference in an extinguished CPP. Self-administration studies have
been mainly focused on the consequences of the blockade of AMPA receptors, but in
one study performed with memantine, this drug administered prior to a priming
injection of cocaine eliminated the difference between reinforcer and non-reinforcer-
lever response rates, this effect being largely due to an increase in responding upon the
non-reinforcer lever rather than to decreased reinforced-lever responding. In the same
work, memantine did not abolish the selective increase in reinforced-lever responding
induced by exposure to cocaine-related stimuli (Bespalov et al., 2000). Moreover, the
NMDA receptor antagonist CGP 39551 failed to affect cue-induced cocaine self-
administration (Backtrom and Hyytid, 2006). Thus, the few studies performed to the
moment do not indicate a specific role for NMDA receptors in the reinstatement of

cocaine seeking behaviour, similar to the findings of the present work.
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A more important role for the AMPA receptor is suggested, at least for its GluR1
subunit, which is believed to promote extinction. The procedure of extinction during
withdrawal from chronic cocaine administration induces experience-dependent
increases in the GluR1 and GluR2/3 subunits of the AMPA receptor in the N Acc shell,
and particularly, increases in GluR1 are positively associated with the level of
extinction achieved during training (Sutton et al., 2003). After being injected into the
basolateral amygdala, CNQX blocked the reinstatement of cocaine self-administration
after a priming dose (See et al., 2001). Likewise, CNQX in the N Acc blocked the
reinstatement obtained by an intra-mPFC injection of cocaine (Park et al., 2002).
Finally, in a recent report, systemic CNQX also attenuated cue-induced reinstatement of
cocaine self-administration (Backtrom and Hyytid, 2006). Differently from the NMDA,
the AMPA receptor seems to be crucial for either cue- or priming-induced reinstatement
of cocaine self-administration. Our results showed, on the contrary, that AMPA
receptors do not play a critical role for cocaine-priming-induced reinstatement of the

CPP.

In both human addicts and animal reinstatement models, a return to drug use can be
precipitated by three distinct types of stimuli: exposure to an environmental stimulus
that is strongly associated with the drug experience; exposure to a pharmacological
stimulus that induces some component of the drug experience and; exposure to some
stressors. Although all of these modalities of cue, drug prime and stress involve distinct
subcircuits mediating stimulus perception, these subcircuits may converge onto a
common circuit that mediates the initiation of drug-seeking behaviour (Kalivas and
McFarland, 2003). There was — until recently — a consensus that accumbens
dopamine activity mediates reinstatement induced by cocaine priming (Bossert et al.,
2005). However, Kalivas and McFarland argue that cocaine-priming-induced
reinstatement is mediated not by accumbens DA transmission, but by glutamatergic
activation of accumbens (AMPA) receptors (Kalivas and McFarland, 2003). The
authors hypothesized that cocaine-induced reinstatement results from activation of the
VTA-dorsal prefrontal cortex DA pathway, leading to the activation of the dorsal
prefrontal cortex-accumbens core glutamate pathway, and subsequent activation of the
accumbens core—ventral pallidum pathway, presumably a GABAergic pathway (Kalivas

and McFarland, 2003). Nevertheless, McFarland and Kalivas' hypothesis cannot
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account for several recent findings. Cocaine-induced reinstatement is attenuated by
basolateral amygdala lesions, antagonism of dopamine DI-like receptors in the
basolateral amygdala or central amygdala, or reversible inactivation of the ventral
subiculum by lidocaine (Alleweireldt et al., 2006, Sun and Rebec, 2003 and Yun and
Fields, 2003). Furthermore, cocaine-priming-induced reinstatement is attenuated by
infusions of a dopamine D1-like receptor antagonist (SCH 23390) into the accumbens
shell, but not core (Anderson et al., 2003). In animals in which self-administration has
been extinguished, a cocaine prime increases Fos expression primarily in brain regions
receiving relatively dense dopaminergic innervation, this effect being indicative of the
unconditioned pharmacological ability of cocaine to stimulate DA transmission
(Neisewander et al., 2000). Thus, taking all these results together, we can argue that
cocaine-induced reinstatement may be mediated by both dopaminergic and
glutamatergic transmission in the accumbens and other mesocorticolimbic sites (Bossert

etal., 2005).

It has to be taken into consideration that in the CPP paradigm the animals are not
allowed to administer cocaine freely, as occurs in the self-administration paradigm, thus
the reinstatement processes could be differently affected. After a cocaine-priming
injection, increases in the release of prefrontal cortical glutamate in the N Acc was
observed only in rats trained to self-administer cocaine, but not so in those yoked
controls (McFarland et al., 2002). Maybe, with the conditions of our paradigm (cocaine
is not freely administered and the use of a priming dose for the induction of
reinstatement), the dopaminergic component would be stronger than that of the
glutamatergic, thus the blockade of NMDA or AMPA receptors would be insufficient to

abolish the reinstatement of the preference.

In previous studies performed in our laboratory, memantine modified several morphine
effects. After chronic morphine administration, it decreased the tolerance and
dependence, ameliorating the physical signs occurring in the naloxone-induced
morphine withdrawal and blocking the induced aversion for the compartment paired
with naloxone administration (Maldonado et al., 2003). In a recent series of studies, this
NMDA antagonist blocked the acquisition and reinstatement of cocaine-induced
preference after a priming dose of morphine in the CPP procedure (Ribeiro Do Couto et

al., 2004, 2005). In these studies, the same memantine dose (20 mg/kg) was capable of
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blocking both processes. On the contrary, in the present work, although memantine
efficiently blocked acquisition and expression, it was incapable of altering drug-primed
reinstatement of the preference. The nature of the different drugs studied (an opiate and
a psychostimulant) could explain the different results obtained. However, there are no
studies on the role of CNQX in morphine-induced CPP. In a recent study, we have
found that 10 mg/kg of CNQX blocked the sensitization of the rewarding effects of

morphine in CPP (in preparation).

Our results confirm that an essential dissociation exists between the circuitry mediating
the reinforcing properties of a drug and the primed remnstatement of drug-seeking
behaviour, evaluated by the CPP paradigm. The glutamatergic system plays a role in
learning and memory and is also important for the reinforcing properties of drugs of
abuse, thus, the present results give support to glutamate mediating the learned aspects
of drug addiction, particularly in those involving control by environmental stimuli. The
acquisition and expression of the association of a distinct environment with cocaine
effects are dependent on NMDA and AMPA receptors, but, on the contrary, cocaine-
priming-induced reinstatement seems be, at least partially, independent of these
receptors. The present study points out that while memantine or AMPA antagonists may
be useful treatments for cocaine seeking or craving invoked by environmental cues, its
effect on cocaine’s reinforcing properties are complex and more investigation of these

compounds as a potential medication to aid in cocaine abuse disorders is necessary.
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Figure 1. Effects of different doses of memantine and CNQX on the acquisition of
CPP. Bars represent the mean (+SEM) time spent in the drug-paired compartment
before conditioning sessions (0), and after conditioning sessions (m). During
conditioning, animals were divided into the following treatment groups: CO,
physiological saline (n=10); Mem 5, memantine 5 mg/kg (n=9); Mem 10, memantine 10
mg/kg (n=10); CNQX 1, CNQX 1 mg/kg (n=10); CNQX 10, CNQX 10 mg/kg (n=9).
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Figure 2. Effects of different doses of memantine and CNQX on the acquisition of CPP
induced by 50 mg/kg of cocaine. Bars represent the mean (£SEM) time spent in the
drug-paired compartment before conditioning sessions (0), and after conditioning
sessions (m). Animals acquired the conditioning with 50 mgkg of cocaine and the
glutamate antagonists were divided into the following treatment groups: Acg-Saline,
physiological saline (n=10); Acq-Mem 5, memantine 5 mg/kg (n=9); Acq-Mem 10,
memantine 10 mg/kg (n=10); Acq-CNQX 1, CNQX 1 mg/kg (n=10); Acqg-CNQX 10,
CNQX 10 mgkg (n=10). * p < 0.05, *** p< 0.01 significant difference in time spent in

Post-C with respect to Pre-C sessions.
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Figure 3. Effects of different doses of memantine and CNQX on the expression of CPP
induced by 50 mg/kg of cocaine administered prior to the Post-C test. Bars represent the
mean (SEM) time spent in the drug-paired compartment before conditioning sessions
(D), and after conditioning sessions (m). Animals acquired the conditioning with cocaine
and on the Post-C day were divided into the following treatment groups: Exp-Saline,
physiological saline (n=10); Exp-Mem 5, memantine 5 mg/kg (n=9); Exp-Mem 10,
memantine 10 mgkg (n=9); Exp-CNQX 1, CNQX 1 mgkg (n=10); Exp-CNQX 10,
CNQX 10 mgkg (n=10). **p < 0.02, *** p<0.001 significant difference in time spent

in Post-C with respect to Pre-C sessions.
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Figure 4. Effects of different doses of memantine and CNQX on the reinstatement of
cocaine-induced CPP. Bars represent the mean (+SEM) time spent in the drug-paired
compartment before conditioning sessions (0), after conditioning sessions (m), in the
last extinction sessions (dashed lines), and in the reinstatement test (dark grey). After
the conditioning and extinction procedures, animals were divided into the following
treatment groups: R-Mem5, memantine 5 mg/kg (n=10); R-Mem 10, memantine 10
mg/kg (n=10); R-CNQX I, CNQX 1 mg/kg (n=9); R-CNQX 10, CNQX 10 mgkg
(n=9).
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Figure 5. Effects of different doses of memantine and CNQX plus 25 mg/kg of cocaine
on the reinstatement of cocaine-induced CPP. Bars represent the mean (£SEM) time
spent in the drug-paired compartment before conditioning sessions (O), after
conditioning sessions (m), in the last extinction sessions (dashed lines), and in the
reinstatement test (dark grey). After the conditioning and extinction procedures, animals
were divided into the following treatment groups: R-C25, physiological saline (n=10);
R-C25Mem 5, memantine 5 mgkg (n=10); R-C25Mem 10, memantine 10 mgkg
(n=10); R-C25CNQX 1, CNQX 1 mg/kg (n=9); R-C25CNQX 10, CNQX 10 mgkg
(n=8).
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Estudio 4

Estudio 4: El GHB actua de forma diferente sobre la actividad
motora y las conductas sociales afectadas por las acciones de la

morfina en ratones macho

Investigacion original: C. Maldonado, M. Rodriguez-Arias, M.A.
Aguilar, J. Mifarro (2003). GHB differentially affects morphine actions on
motor activity and social behaviours in male mice. Pharmacology,
Biochemistry and Behavior 76: 259-265.

El acido Gamma-hidroxibutirico (GHB) se encuentra de forma
natural en el cerebro, siendo el GABA su principal precursor, sugiriéndose
que el GHB podria actuar como neuromodulador o neurotransmisor en el
cerebro de los mamiferos. Aunque principalmente afecta a las neuronas
dopaminérgicas, también actia sobre las sinapsis aminoacidérgicas
detectandose su presencia en numerosas estructuras del cerebro de la rata
como la corteza prefrontal, el hipocampo, la sustancia negra y el estriado,
aunque no en concentraciones tan altas como las que pueden encontrarse
en el cerebro humano. El GHB puede actuar sobre receptores de alta o baja
afinidad. Cuando se administran dosis bajas, aparece una respuesta
especifica que esta mediada solamente por los receptores especificos del
GHB (alta afinidad), pero con dosis mas altas, se obtiene también una

respuesta sobre los receptores GABA®G (baja afinidad).

Aunque originalmente el GHB fue utilizado en anestesia y en el
tratamiento de la narcolépsia, mas recientemente se le ha otorgado un
papel terapéutico en algunos tipos de drogodependencia. A dosis no
hipnéticas, puede disminuir el deseo intenso (craving) por el alcohol o
algunos de los sintomas del sindrome de abstinencia, tanto en adictos al
alcohol como a la heroina. Ademas, un gran nimero de informes indican la

creciente popularidad del GHB como droga recreacional.
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Diversas investigaciones sugieren que el GHB podria tener relacién
con el sistema opiaceo endogeno. La dinorfina o la  metencefalina
aumentan tras la administracion de GHB en estructuras tales como el
estriado o la corteza frontal. Aunque se ha sugerido que algunos de los
efectos del GHB se realizarian a través del sistema opiaceo, no se ha
detectado ningun efecto de este sobre los receptores y, 6 y k. EI GHB y la
morfina producen un numero de efectos similares, sugiriéndose que la
mayoria de los cambios inducidos por el GHB pueden ser mimetizados por
un agonista opiaceo. Inversamente, el antagonista opidceo naloxona puede
revertir muchos de los efectos observados tras la administraciéon de GHB.
Ya que el GHB no parece actuar directamente sobre el sistema opiaceo,
podria producir sus efectos alterando funcionalmente la actividad de la via
dopaminérgica. Tras una atenuacion inicial de los niveles de la dopamina,
el GHB aumenta la actividad de la tirosina hidroxilasa y estimula la
liberacion de dopamina.

La investigacibn que presentamos a continuacién tiene como
objetivo determinar los efectos del GHB sobre la actividad locomotora y la
conducta social en ratones macho. También se estudio la influencia de este
compuesto sobre los efectos producidos por la morfina en los
comportamientos previamente mencionados. Inicialmente se evalu6 el
efecto de varias dosis de GHB sobre la actividad motora espontanea y la
hiperactividad inducida por la morfina. En general se asume que la
estimulacién motora y los efectos de recompensa de las sustancias de
abuso se encuentran relacionados. En concreto, un incremento en la
liberacion de dopamina en el nucleo accumbens inducido por la
administracion de una droga seria el responsable tanto de sus efectos
motores como reforzantes. Posteriormente, se evaluaron los efectos de un
amplio rango de dosis de GHB sobre los comportamientos sociales.
Aunque el GHB se ha utilizado para mejorar los sintomas de abstinencia en

los adictos al alcohol o a la heroina (situaciones que implican un incremento
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de la irritabilidad o la agresividad), no se ha llegado a evaluar
completamente la accion especifica de este compuesto sobre la conducta
agresiva. Por lo tanto, una dosis de morfina con conocidos efectos
antiagresivos fue administrada junto con GHB para determinar la interaccion

de ambas drogas sobre el comportamiento social de los ratones.

En el primer experimento, para evaluar el efecto del GHB sobre la
actividad motora espontanea, los animales fueron divididos en cinco grupos
(suero fisiolégico y 25, 100, 200 y 400 mg/kg de GHB). Otros animales
fueron asignados a 10 grupos, la mitad de ellos recibié 10 mg/kg de morfina
y el resto 50 mg/kg. Cuatro subgrupos de cada uno de estos ultimos grupos
mencionados también recibieron diversas dosis de GHB (25, 100, 200 y 400
mg/kg). La actividad locomotora de los animales fue evaluada utilizando un
actimetro, que realizé un registro de la actividad durante una hora tras la

administracion de cada tratamiento.

Nuestros resultado indican que los grupos que reciben GHB junto
con 50 mg/kg de morfina muestran una actividad locomotora
significativamente mayor que el resto de grupos. Por otro lado, aparece una
disminucién significativa de la actividad motora, en los animales que
recibieron la dosis mayor de GHB (400 mg/kg). En los grupos que recibieron
50 mg/kg de morfina junto con GHB, las dosis superiores a 100 mg/kg de
GHB fueron capaces de bloquear la hiperactividad inducida por el agonista

opiaceo.

En el segundo experimento, con el fin de evaluar los encuentros
sociales, los animales experimentales fueron alojados individualmente
durante 28 dias y un mismo numero de animales fueron agrupados de seis
en seis para ser utilizados como oponentes “andésmicos”. Los animales
experimentales fueron divididos en 10 grupos en funcién del tratamiento
recibido: suero fisiologico, diferentes dosis de GHB (25, 100, 200 6 400
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mg/kg), o una inyecciéon de morfina (10 mg/kg) junto las mismas dosis de
GHB (25, 100, 200 o 400 mg/kg). Veinte minutos después de administrar el
farmaco, se procedié a realizar el test, donde un animal experimental y un
oponente fueron enfrentados en un area neutral durante 10 minutos,
permitiéndoles adaptarse al ambiente durante un minuto antes de comenzar
la prueba. Los encuentros fueron grabados con una camara de video para
su posterior analisis conductual. En dichos encuentros cuantificamos el
tiempo que el animal experimental dedicaba a cada una de las siguientes
categorias de conducta: aseo corporal, escarbar, exploraciéon no social,
exploracion social, exploracion desde una distancia, amenaza, ataque e
inmovilidad. Ademas de estas conductas, también se midieron las latencias
y el tiempo medio (tiempo total / nimero de eventos) de las conductas de

ataque y de amenza.

Tras la administracion de la dosis mas alta de GHB (400 mg/kg) los
animales permanecian inméviles durante todo el test, por lo que no se
muestran estos resultados. En la conducta de escarbar, la administracion de
morfina, sola o junto con cualquier dosis de GHB disminuye el tiempo que
los animales dedican a esta conducta en comparacién con el grupo control.
En la conducta de exploracion no social, los animales que recibieron 25 o
100 mg/kg de GHB junto con morfina, mostraron un incremento de esta
conducta con respecto al grupo control y con respecto a aquellos grupos
que recibieron unicamente la misma dosis de GHB. En todas las categorias
relacionadas con la conducta de amenaza (amenaza, numero de amenazas
y latencia) se observa un efecto aditivo cuando se administra la morfina
junto con cualquier dosis de GHB, efecto que no se aprecia cuando
administramos por separado ambas sustancias. En la conducta de ataque,
todos los grupos (excepto GHB 25 y GHB 100 mg/kg) muestran una
disminucién significativa del tiempo dedicado a esta conducta en
comparacién con el grupo control. La unidad de ataque disminuyé en los

grupos que recibieron morfina, sola o junto a cualquier dosis de GHB. La

156



Estudio 4

latencia de ataque es mayor en los grupos que reciben GHB (dosis igual o

superior a 100 mg/kg), morfina o ambas drogas.

En este estudio, el GHB ejerce una influencia sobre los efectos de la
morfina que dependera de la conducta estudiada. Aunque el GHB reduce la
actividad motora espontanea Unicamente con las dosis mas altas,
contrarresta de modo eficaz la hiperactividad inducida por la morfina. El
GHB redujo la agresion, potenciando las acciones antiagresivas de la
morfina y aumentando la conducta social sin afectar la actividad motora. Por
tanto, nuestros resultados apoyan la idea de que existe una relacion entre
los sistemas GHBérgico y el opiaceo, sugiriendo que esta interaccion

dependera del comportamiento evaluado.

La administracion de GHB disminuye la actividad motora con dosis
iguales o superiores a 200 mg/kg, coincidiendo estos resultados con los
observados por otros investigadores. Por otra parte, no se observo
hiperactividad tras su administracion, tal como han descrito otros autores.
Los efectos del GHB sobre la actividad motora pueden ser explicados por
sus acciones sobre el sistema dopaminérgico. Parece que el sistema
GHBérgico participa en el control de la neurotransmision dopaminérgica,
principamente reduciendo la actividad en las vias nigroestriatal vy
mesocorticolimbica. La atenuacion de la neurotransmision dopaminérgica

podria ser la base de los efectos del GHB sobre la actividad motora.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio han puesto de
manifiesto que la administracion de 50 mg/kg de morfina induce una clara
hiperactividad motora en ratones. Cabe sefalar que, a excepcion de la dosis
mas baja (25 mg/kg), el GHB (incluso con dosis que no disminuyen la
actividad motora por si mismas), ha sido capaz de contrarrestar la
hiperactividad inducida por la morfina, sugiriendo este hecho un papel

especifico de los receptores del GHB en esta accion de la morfina. Las
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neuronas dopaminérgicas mesolimbicas son necesarias para la expresion
de la hiperactividad inducida por los opiaceos, siendo probable que el GHB
ejerza su accién sobre este sistema, bloqueando la hiperactividad inducida
por el opiaceo. La accion del GHB sobre el sistema dopaminérgico sugiere
un bloqueo mas fuerte de esta hiperactividad inducida morfina. Se ha
sugerido que la liberacion de opiaceos endégenos inducida por el GHB
podria reforzar la hiperactividad provocada por la morfina, pero nuestros
resultados sugieren que el efecto que el GHB ejerce sobre el sistema

dopaminérgico parece mas critico en la expresion de este comportamiento.

En los encuentros sociales, la administracion de 200 mg/kg de GHB
disminuye significativamente las conductas de amenaza y de ataque sin
deteriorar la actividad motora. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por otros autores, aunque utilizando dosis mas bajas (100 y 120
mg/kg). Si bien la misma cepa de ratones se utiliz6 en ambos estudios, la
mayor agresividad observada en los animales de nuestro trabajo puede
explicar la necesidad de utilizar dosis mas altas para alcanzar una accion
antiagresiva. La disminucion de la agresion observada tras la administraciéon
de GHB apoya la bien conocida accion antiagresiva de los antagonistas
dopaminérgicos en roedores, especialmente en ratones. Segun hemos
mencionado previamente, el GHB puede modular la neurotransmision
dopaminérgica actuando bien sobre los receptores GHB o los GABA. El
hecho de que con las dosis bajas, que producen un bloqueo mas especifico
de los receptores GHB, no se afecten los comportamientos agresivos o
sociales de los ratones, sugeriria que los receptores GHB no son los
principales responsables de las acciones antiagresivas de este farmaco. A
dosis mas altas, la ocupacion y la activacion del receptor GABAb puede
desempefiar un papel mas importante, ya que la activacion del sistema

GABA reduce la agresion tanto en animales como en seres humanos.
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Tras la administracion de 200 mg/kg de GHB se observa un
aumento en el tiempo que los animales dedican a las conductas de
investigacion social (contacto social). Se ha observado una accion
ansiolitica del GHB en ratas utilizando otros paradigmas, tales como el
laberinto elevado (plus-maze), siendo este efecto atribuido a una accion
sobre el complejo receptor de las benzodiacepinas en el GABAa. Aunque
los efectos antiagresivos del GHB son similares al perfil de comportamiento
de los antagonistas dopaminérgicos D2, este efecto social se observa

solamente tras la administracion de los antagonistas del receptor D3.

El GHB vy los opiaceos tienen una clara relacion, ya que los efectos
del GHB en animales pueden ser imitados por los agonistas del receptor
opiaceo y bloqueado por los antagonistas de estos mismos receptores.
Ademas, el GHB libera opiaceos enddgenos tales como la proencefalina.
Puesto que el GHB no se une a los receptores opiaceos ni la naloxona se
une a los receptores GHB, esta interrelacién podria depender de la accion
del GHB sobre la dopamina u otros sistemas de neurotransmisién, como el
GABAérgico. Numerosos estudios indican la existencia de una relacion
entre las funciones GABAérgicas y oipoides. EI GABA puede modificar
diferentes efectos farmacoldgicos inducidos por la morfina, tales como la
liberacion de diferentes hormonas, la catalepsia o la analgesia. Es
particularmente importante el papel que juega el GABA en la dependencia a
los opiaceos, ya que se ha demostrado que la administracion de este
neurotransmisor afecta el desarrollo de la tolerancia y de la dependencia a

la morfina.

Se ha propuesto una accion similar entre el GHB y los antagonistas
dopaminérgicos, especificamente los antagonistas D2, que no afectan a la
actividad motora. Nuestros resultados confirman que el GHB tiene un perfil
conductual similar al raclopride o al sulpiride cuando se evalua durante los

encuentros sociales. Sin embargo, esta similitud no se observa cuando se
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estudia administrandolo conjuntamente con la morfina. La morfina
incrementa el efecto inmovilizador del haloperidol pero contrarresta sus
acciones antiagresivas. Por lo tanto, aunque el GHB presenta un perfil
conductual similar a los antagonistas DA, su interaccion con el sistema

opiaceo parece ser completamente diferente.

En conclusion, los resultados presentados confirman y amplian el
conocimiento acerca de la interaccion entre el sistema opiaceo y el GHB.
Numerosas investigaciones han puesto de manifiesto la existencia de una
disociacion entre los efectos antiagresivos y motores de los opiaceos, y de
los antagonistas dopaminérgicos. Esta disociacion también ha sido
observada en el presente estudio cuando la morfina fue administrada
conjuntamente con el GHB. Este farmaco potencia los comportamientos
sociales afectados por la morfina pero contrarresta el incremento de la
actividad motora inducido por la morfina. Estos resultados junto a los
obtenidos en los estudios realizados con los antagonistas dopaminérgicos,
sugieren la existencia de diferentes vias neurobiolégicas que controlan las

conductas sociales y motoras.
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Abstract

There are several reports suggesting that gamma-hydroxybutyric acid (GHB) influences the endogenous opioid system. The present study
aimed to investigate the effects of GHB on motor and social activities and to examine its influence on morphine’s actions on these
behaviours. In a first experiment, several doses of GHB were studied but only the highest (200 and 400 mg/kg) produced a decrease in
spontaneous motor activity measured in an actimeter cage. When hyperactivity induced by injecting 50 mg/kg of morphine was evaluated, all
the GHB doses efficiently counteracted this morphine action. Using the paradigm of isolation-induced aggression, administration of 200 mg/
kg of GHB significantly decreased threat and attack without impairing motor activity and, in addition, increased time spent in social contact.
GHB increased morphine’s suppression of threat or nonsocial exploratory behaviours. In conclusion, the interaction between GHB and the
opioid systems was confirmed, with the drug having an additive effect on morphine-aftected social behaviours but counteracting morphine-

induced increases in motor activity.
© 2003 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction

Gamma-hydroxybutyric acid (GHB) naturally occurs in
the brain, with GABA being its major precursor (Maitre,
1997; Nicholson and Balster, 2001). A role for GHB as a
neuromodulator or neurotransmitter in the mammalian brain
has been suggested (Vayer et al., 1987). Although it mainly
affects dopaminergic neurons, it also acts on aminoacidergic
synapses and the anterior part of the CNS, such as the
striatum or the prefrontal cortex (Maitre, 1997). In rats, it
has been detected in the frontal cortex, hippocampus,
striatum or substantia nigra, although not in concentrations
as high as those found in the human brain (Maitre, 1997).
GHB presents two classes of binding sites (high and low
affinity). When used at low doses, a specific response
mediated only by GHB receptors occurs, but at a higher
dosage, a GABA,, response is obtained. This GABAergic
response could be induced either by GHBergic control of
GABA release or probably by the synthesis of GABA from
GHB (Maitre, 1997).

* Corresponding author. Tel.: +34-96-386-44-20x56293; fax: +34-96-
386-46-68.
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Although GHB was originally used in anaesthesia
(Laborit et al., 1962) and in the treatment of narcolepsy
(Broughton and Mamelak, 1979), more recently, a role for
GHB in drug dependence has been hypothesized. At non-
hypnotic doses, it may decrease alcohol craving (Gallim-
berti et al., 1992) or the withdrawal syndrome in both
alcohol (Gallimberti et al., 1989) and heroin addicts (Gal-
limberti et al.,, 1993, 1994). Furthermore, an increasing
number of reports have indicated the growing popularity
of GHB as a recreational drug (Stell and Ryan, 1996).

GHB reportedly has a relationship with the endogenous
opioid system. Dynorphine or met-enkephalin are increased
after GHB administration in structures such as the striatum or
frontal cortex (Lason et al., 1983; Gobaille et al., 1994,
Schmidt-Mutter et al., 1999). Although it has been suggested
that GHB could mediate some of its effects by potentiating
some neural opioid mechanisms (Maitre, 1997), no effects
on p-, 0- and k-opioid receptors have been detected (Fei-
genbaum and Simantov, 1996). In addition, GHB and
morphine induce a number of similar effects, and it has been
suggested that most changes induced by GHB can be
mimicked by the opiate agonist (Snead and Bearden, 1980,
1982). Conversely, the opiate antagonist naloxone can re-
verse many of the effects observed after GHB administration
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(Snead and Bearden, 1980; Vayer et al., 1987; Vayer and
Maitre, 1989). As GHB does not seem to act directly on the
opiate system, it may induce its effects by functionally
altering activity of the dopaminergic pathways (Manier et
al., 1991; Tang et al., 1983). After an initial attenuation of
dopamine levels (Gessa et al., 1966), GHB enhances tyrox-
ine hydroxylase activity and stimulates dopamine release
(Morgenroth et al., 1976; Spano et al., 1971).

The present study aimed to determine the effects of GHB
on motor and social activities in mice. The influence of this
compound on the effects produced by morphine in the
previously mentioned behaviours was also studied. The
effect of several doses of GHB on spontaneous motor
behaviour and on morphine-induced hyperactivity was ini-
tially evaluated in male mice. It is generally assumed that
the motor stimulant and rewarding effects of drugs of abuse
are homologous (Wise and Bozarth, 1987). In concrete, an
increase in dopamine release in the nucleus accumbens
induced by drug administration causes its motor and re-
warding effects (Di Chiara and Imperato, 1988). Subse-
quently, the effects of a wide range of doses of GHB on
social behaviours were assessed. Although GHB has been
used to ameliorate the withdrawal symptoms of alcohol or
heroin addicts (situations involving an increased irritability
or aggressiveness), no specific actions of this drug on
aggression have been fully evaluated. Therefore, a known
antiaggressive dose of morphine was coadministered with
GHB to assess the interaction of these drugs on mouse
social behaviour.

2. Materials and methods
2.1. Subjects

Male mice of the OF1 strain (Charles River, Barcelona)
were used for the locomotor study (159) and the social
interaction test (138). The animals were aged 42 days on
arrival at the laboratory and were housed under standard
conditions with constant temperature (21 =2 °C), a re-
versed light schedule (white lights on 19:30—07:30 h),
and food and water available ad libitum (except during the
behavioural test). Animals for locomotor studies and half of
those used for the social test (standard opponents) were
group housed (four per cage of 28 X 28 X 14.5 cm). Exper-
imental and control animals for social studies were housed
in isolation, one per cage (size 23 X 13.5 X 13 c¢m). Proce-
dures involving mice and their care conformed to national,
regional and local laws and regulations, and are in accord
with the European Communities Council Directives (86/
609/EEC, 24 November 1986).

2.2. Drugs

Gamma-hydroxybutyrate (GHB) (ICN Biomedicals, Au-
rora, OH), and morphine hydrochloride (Laboratorios Alca-

liber, Madrid) were used in these experiments. Both
compounds were diluted in physiological saline (0.9%
NaCl), which was used as vehicle. A constant volume of
drug (10 ml/kg) was injected, the needle being 0.5 mm in
diameter and 16 mm in length.

2.3. Procedure and apparatus

After 10 days of adaptation to the laboratory, animals
were divided into different groups. In the first experiment to
test the effect of GHB on spontaneous motor activity, the
animals were divided into five groups (n =28). Four of which
received different doses of GHB (25, 100, 200 and 400 mg/
kg) and the controls, which received physiological saline
only. Other animals were allocated to 10 groups, half
receiving 10 and the others 50 mg/kg of morphine. Four
subgroups from each of these latter groups also received
different doses of GHB (25, 100, 200 and 400 mg/kg).
Immediately after drug administration, all animals were
placed into the activity cages for 1 h. An actimeter com-
posed of eight cages (33 X 15X 13 cm), each with eight
infrared lights located in a frame around the cage (distance 2
cm each side), was used to measure spontaneous locomotor
activity (CIBERTEC, Spain). Each beam was separated by 2
cm, and was positioned on the horizontal axis, a little higher
than the bottom of the cage (body level of mice). The
different frames are separated from each other by 4 cm, and
since they are opaque, animals cannot see other cospecifics.

In the second experiment, half of the experimental ani-
mals were housed individually for 28 days, and the other half
(““standard opponents”) was housed in groups of six. Oppo-
nents were made temporarily anosmic by intranasal lavage
with 4% zinc sulphate solution 1 day before testing
(Smoothy et al., 1986). Behaviour was evaluated 20 min
after drug administration. Tests consisted of an experimental
animal and a standard opponent confronting each other in a
neutral cage (61 X 30.5 X 36 cm) for 10 min, with 1 min of
adaptation before the encounter. All tests were carried out
under white illumination between the second and fifth hour
of the dark phase of the light/dark cycle and were video-
taped. The videotapes were analysed using a PC computer
and a custom-developed programme (Brain et al., 1989) that
facilitated estimation of times allocated to different broad
functional categories of behaviour. The study of aggression
using laboratory animals has to take into consideration
behavioural patterns. The advantage of an ethological ap-
proach is that it analyses diverse categories of behaviour,
each one consisting of temporally and sequentially organized
communicative signals, acts and postures. This kind of
analysis also takes into account proximal and triggering
antecedents and consequences, each serving different func-
tions (Miczek et al.,, 2002). In this work, the following
behaviours were studied: body care, digging, nonsocial
exploration, explore from a distance, social investigation,
threat, attack and immobility. A more detailed description of
these elements can be found in Rodriguez-Arias et al. (1998).
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In addition to these behaviours, latencies and unit of attack
and threat (total time of behaviour/number of events) were
measured.

2.4. Statistical analyses

Motor activity data were analysed using analysis of
variance (ANOVA) with one “within” and two “between”
factors. Within factor was the time of recording (hour), with
six levels (6 h). Between factors were: factor 1, GHB alone
or with morphine (Groups), with three levels (GHB alone;
GHB + Morphine 10; and GHB +Morphine 50); factor 2,
dose of GHB (Treatment), with five levels (GHB0, GHB25,
GHB100, GHB200 and GHB400).

Data of the social encounters were initially analysed
using the Kruskal—Wallis test. For the behavioural catego-
ries in which this test was significant, differences between
groups were examined using the two-tailed Mann—Whitney
U test. This kind of statistical analysis has been previously
used in other studies evaluating aggressive behaviour
(Redolat et al., 1991; Rodriguez-Arias et al., 1997, 1999,
2002; Kudryavtseva et al., 1999).

3. Results
3.1. Motor activity

ANOVA reveals significant effect of Group [ F(2,105)=
28.597; P<.001]. Newman—Keuls Post hoc analysis showed
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that locomotor activity was significantly higher (P<.01) in
the group that received GHB plus 50 mg/kg of morphine in
comparison with the others (see Fig. 1). ANOVA revealed
significant effects of Treatment [ F(4,105)=2.665; P<.03].
Newman—Keuls Post hoc analysis showed that locomotor
activity was significantly lower (P <.05) in the groups that
received the highest GHB dose (400 mg/kg) when compared
with controls. ANOVA revealed significant effects of Hour
[ F(5,525)=12.036; P<.001]. Newman—Keuls Post hoc
analysis indicated that locomotor activity was significantly
lower (P<.01) in the first, fifth and sixth hour when
compared with the second, third and fourth.

Interactions of Group/Hour [ F(10,525)=14.755; P<
.001], Treatment/Hour [ F(20,525)=4.155; P<.001] and
Group/Treatment/Hour [ £(40,525)=3.088; P<.001] were
significant but not so for Group/Treatment interaction [ F(8,
105)=1.173; P<.3226].

In the first group (GHB alone), the higher doses (200
and 400 mg/kg) produced a decrease in motor activity
during the first and fifth hours (P <.05), the dose of 200
mg/kg also inducing an impairment during the third and
fourth hour (P<.05). In the second group (Morl0+
GHB), no differences were observed at any moment. In
the third group (Mor50 + GHB), doses of GHB up to 100
mg/kg were capable of blocking morphine-induced hyper-
activity during the first hour (P<.01 for Mor50+
GHB400 and Mor50+ GHB200 and P<.05 for
Mor50+GHB100), this effect only being observed for
Mor50 + GHB400 during the second hour (P <.05). In the
last hour of recording, this group (Mor50+ GHB400)

Mor 50 Mor 50 Mor 50 Mor 50 Mor 50
+GHB +GHB +GHB +GHB
100 200 400 25 100 200 400

Fig. 1. Means ( £ S.E.M.) of locomotor activity in activity counts in 1 h shown for 15 groups of mice receiving saline or four different doses of GHB (25, 100,
200 and 400 mg/kg), 10 mg/kg of morphine, or four different doses of GHB (25, 100, 200 and 400 mg/kg) plus the same morphine dose, and 50 mg/kg of
morphine, or four different doses of GHB (25, 100, 200 and 400 mg/kg) plus the latter morphine dose. Differences with respect to control group, * P<.05;

differences with respect to Mor50 group, " P<.05; © " P<.02.
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presented a rebound activity in comparison to the rest of
the groups (P <.05).

When we compare the treatment groups, in those that did
not receive any dose of GHB, administration of 50 mg/kg of
morphine induced hyperactivity during the first three hours
(P<.01) in comparison with control or Mor10. During the
fourth and fifth hours, Mor10 animals decreased their motor
activity in comparison with controls (P <.05). Among the
animals that received 25 or 100 mg/kg of GHB, hyperac-
tivity was observed during the second hour in those also
receiving 50 mg/kg of morphine. The decrease in motor
activity shown by animals receiving only 200 mg/kg of
GHB was counteracted by morphine administration
(P<.05) during the first hour. During the two following
hours (second and third), hyperactivity was presented in
animals which received this GHB dose and 50 mg/kg of
morphine. During the third, fourth and fifth hours, admin-
istration of 50 mg /kg of morphine plus 400 mg/kg of GHB
induced hyperactivity in comparison with GHB adminis-
tered alone or GHB plus 10 mg/kg of morphine.

3.2. Effects on social activities of GHB alone and in
combination with morphine

The highest GHB dose (400 mg/kg) completely abolished
behaviour of the animals: they became immobile for most of
the time, thus the data are not shown. For the rest of treatment
groups, only the most important results (see Table 1)
are detailed.

The Kruskal—Wallis test showed significant (P <.001)
treatment effect on digging behaviour. Administration of
morphine alone or with any GHB (<400 mg/kg) dose
decreased digging in comparison with saline-treated animals
(P<.02 for Morl0+GHB 200 and P<.002 for the rest).

The Kruskal—Wallis test showed a significant treatment
effect (P<.001) on nonsocial exploration. Animals receiv-
ing 25 or 100 mg/kg of GHB in addition to morphine
showed a significant increase when compared to controls

and groups which received only the corresponding GHB
doses (P<.002 in all cases).

For social investigation, the Kruskal—Wallis test
(P<.005) showed a significant treatment effect. Animals
receiving 200 mg/kg of GHB presented an increase in this
behaviour when compared to those treated with saline
(P<.05).

In any of the behaviours studied related to threat (threat,
number of threats and threat latency), differences between
groups were observed (Kruskal—Wallis test, P<.001 in all
cases). On all measures, an additive effect was observed
when morphine was coadministered with any GHB dose.
Alone, neither was capable of diminishing threat, but the
joint administration abolished all threat measures (P <.02
for MOR + GHB25 and MOR + GHB100, and P<.002 for
MOR +GHB 200).

In any of the behaviours studied related to attack (attack,
unit of attack and attack latency), differences between
groups were observed (Kruskal-Wallis test, P<.01 for
attack and P<.001 for the rest). All groups (except
GHB25 and GHB100) showed a significant decrease in
attack with respect to controls (P<.02 for Morl0 and
P<.002 for the rest). Unit of attack was only decreased
with morphine, alone or with any GHB dose (P <.002).
Attack latency was longer with GHB 100 mg/kg onwards
(P<.05 for GHB100, P<.02 for GHB200), morphine alone
or plus any GHB dose (P <.02 for Morl10 and P<.002 for
the rest).

4. Discussion

In this study, GHB influenced morphine effects in
different ways depending on the behaviour studied. Al-
though GHB administered alone reduced spontaneous motor
activity only at high doses, it efficiently counteracted
morphine-induced hyperactivity. Moreover, GHB reduced
aggression and increased social behaviours in male mice

Table 1
Means of accumulated times (in seconds) with SEN allocated to different categories of behaviour

Control GHB25 GHB100 GHB200 Morl0 M +GHB25 M-+GHB100  M-+GHB200
Body care 85+22 11.2+£39 8+2 7.6+32 15.6£5.1 94+2 14.1+2.7 75+34
Digging (a) 175+ 48 62+14** 91+£28 20.7+£10.6 1.8 £ 1.4%** 24 1.5%** 1+£05%** 94+62%*
Non social exploration (a) 421 + 14 390 + 28 457+ 16 311+ 61 490 + 28 525+ 18*** 551+ 10%** 347+ 78
Explore from a distance 145+3 234422 122422 175146 185+6.5 15.1£25 135+4 11.8+3.9
Social investigation (a) 69+34 16 +6.3 9.6£56 364%112*% 1.1£0.7 43+24 0.8+£0.8* 15.8+6.2
Threat (a) 30.5+5.9 42+ 132 254+39 223+10.1 26.4+10.8 85+ 55%* 12£72%* 3.7 £32%**
Unit of threat (a) 1.3£0.2 1.6+0.3 1.1£0.2 1.1£0.3 08+0.3 04£02%* 0.6£04%** 0.2 £0.2%**
Threat latency (a) 27+13 83+ 60 161 + 68 311+ 100 371+ 90 496 + 68 * * 479 £ 70 * * 564 + 38% * *
Attack (b) 102+ 119 115+29 76+ 17 288+ 11** 42 +19.5%* * 14 + 10*%** 3£ 2%k 0+ 0.1%**
Unit of attack (a) 32404 3.9+0.7 3£05 2.6+0.8 23+0.6%* 0.7+05%** 08+ 0.5%** 01 +0.1%**
Attack latency (a) 26 £ 13 88 + 60 174+ 67* 327+£95** 403 +91** 506+ 67*** 519+ 48*%** 573 £ 28%**
Immobility 0+0 0+0 76 181 £89 5+3 152+152 7.6+£3.5 168 + 85

Kruskal —Wallis test shows significant variance at (a) P<.001, (b) P<.01.

* Differs on two-tailed Mann—Whitney U test from control group, P<.05.
** Differs on two-tailed Mann—Whitney U test from control group, P<.02.

**% Differs on two-tailed Mann—Whitney U test from control group, P <0.002.
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without affecting motor activity, not suppressing but even
potentiating morphine actions on aggression. Thus, present
results supported the claimed relationship between the
GHBergic and the opiate systems and suggest that this
interaction depends on the behaviour evaluated.

Administration of GHB decreased motor activity at doses
of 200 mg/kg and upwards, these results supporting others
found in mice (Zerbib et al., 1992; Schmidt-Mutter et al.,
1998; Cook et al., 2002; Itzhak and Ali, 2002). In addition,
hyperactivity was not observed at any time after adminis-
tration, although it has been reported by other authors
(Zerbib et al., 1992; Schmidt-Mutter et al., 1998). The
effects of GHB on motor activity can be explained by its
actions on the DAergic system (Banvides et al., 1982;
Fattore et al., 2000). The GHBergic system seems to
participate in the control of the DAergic neurotransmission,
mainly by reducing impulse flow in the nigrostriatal and in
the meso-corticolimbic pathways (Roth et al., 1980; Niss-
brandt et al., 1994). The attenuation of dopamine neuro-
transmission may underlie the effects of GHB on motor
activity (Nicholson and Balster, 2001).

Rodriguez-Arias et al. (2000) reported that 50 mg/kg of
morphine induced a clear hyperactivity in mice. It has to be
pointed out that, with the exception of the lower dose (25
mg/kg), all the GHB doses used (even those that do not
decrease motor activity per se), were capable of counter-
acting morphine-induced hyperlocomotion, suggesting a
specific role of GHB receptors in this action. This blockade
was observed mainly during the first hour after drug
administration. The mesolimbic DAergic neurons are nec-
essary for the expression of hyperactivity induced by
opioids (Iwamoto, 1981). The GHB action on the DAergic
system suggests a stronger blockade of this morphine-
induced hyperactivity. Additionally, GHB induced the re-
lease of endogenous opioids (Lason et al., 1983; Gobaille et
al., 1994; Schmidt-Mutter et al., 1999) that could potentiate
morphine-induced hyperactivity, but the present results
suggest that its impairing actions on the DAergic system
are more critical in this behavioural expression.

In social encounters, administration of 200 mg/kg of
GHB produced a significant decrease in threat and attack
without impairing motor activity. These results are in accord
with others (Navarro and Pedraza, 1996) although with a
lower range of doses (100 and 120 mg/kg). Even though the
same strain of mice was used in both studies, the higher
aggressiveness observed in the present animals may explain
the necessity of using higher doses to achieve the antiag-
gressive action. The decrease in aggression observed after
GHB administration supports the well-known antiaggressive
action of DAergic antagonists in rodents especially in mice
(Mifarro et al., 1990; Aguilar et al., 1994; Rodriguez-Arias
et al,, 1998, 1999). As previously mentioned, GHB can
modulate DAergic neurotransmission either acting on the
GHB or the GABA receptors. The fact that low doses, with
a more specific blockade of GHB receptors, do not affect
aggressive or social behaviours of mice suggests that the

GHB receptors are not principally responsible for the anti-
aggressive actions of this compound. At higher doses,
GABA,, receptor occupation and activation play a more
important role (Nicholson and Balster, 2001). It is well
known that activation of the GABA system reduces aggres-
sion in animals (Krsiak et al., 1981; Poshivalov, 1981,
Puglisi-Allegra et al., 1981) as well in humans (Bjork et
al., 2001; Cherek et al., 2002).

GHB at a dose of 200 mg/kg also increases the time
spent in social contact (social investigation). An anxiolytic
action for GHB has been observed in rats using other
paradigms such as the elevated plus-maze (Schmidt-Mutter
et al.,, 1998), being attributed to an action on the GABA,
benzodiazepine receptor complex (Schmidt-Mutter et al.,
1998). Although the antiaggressive effects of GHB is
similar to the behavioural profile of D, dopamine antago-
nists, this social effect is only observed after the adminis-
tration of DA D3 compounds (Rodriguez-Arias et al.,
1999).

Although all the nonsedative doses of GHB used
affected motor activity measured with the actimeter, no
immobility or decrements in nonsocial exploration behav-
iour (with an essential motor component) were observed
during the social encounters. These discrepancies between
the results observed with these two different kinds of motor
activity measured have been previously found with differ-
ent DAergic antagonists (Rodriguez-Arias et al., 1998,
1999).

The morphine dose used (10 mg/kg) for the aggression
tests clearly decreased attack without affecting other behav-
iours (except for an abolishment of digging). When admin-
istered with GHB, these two behavioural actions were
maintained but new effects were observed. Although the
time spent by the animals in nonsocial exploration was
slightly increased after morphine administration, its coad-
ministration with the two lower GHB doses (25 and 100 mg/
kg) produced an additive effect, as a significant increase in
this behaviour was observed. Another additive effect was
also found in relation to indices of threat: All were de-
creased (nonsignificantly) by morphine administration
alone. Coadministration with any GHB dose (which alone
did not affect these behaviours), abolished threat complete-
ly. GHB may consequently potentiate the actions of mor-
phine. On the other hand, the increase in social contact
observed after administration of 200 mg/kg of GHB was
counteracted by morphine.

GHB and opiates have a clear relationship, as many
effects of GHB in animals can be mimicked by opioid
receptor agonists (Bernasconi et al., 1999) and blocked by
opioid receptor antagonists (Snead and Bearden, 1980;
Maitre, 1997). In addition, GHB releases endogenous
opioids such as proenkephalin (Schmidt-Mutter et al.,
1999). Since GHB does not bind to opioid receptors and
nor does naloxone bind to GHB receptors (Maitre, 1997;
Feigenbaum and Simantov, 1996), these relationships could
depend on GHB actions on dopamine or other neurotrans-



264 C. Maldonado et al. / Pharmacology, Biochemistry and Behavior 76 (2003) 259-265

mitter systems, such as the GABAergic (Feigenbaum and
Howards, 1997). Several studies indicate the existence of
an interaction between GABAergic and opiate functions.
GABA exert its action on different morphine-induced
pharmacological effects, such as endocrine secretions
(Maiewski et al., 1985), catalepsy, analgesia (Rattan and
Sribanditmongkol, 1994) or anxiolytic behaviour in rats
(Sasaki et al., 2002). Particularly interesting is the impor-
tant role that GABA plays in opiate dependence. GABA
administration has been shown to affect the development of
tolerance (Ho et al., 1976) and physical dependence on
morphine (Zarrindast and Mousa-Ahmadi, 1999; Bexis et
al., 2001).

A similar action of GHB and DAergic antagonists has
been proposed, specifically with the D, antagonists,
which do not suppress motor activity (Navarro et al.,
1996). The present results confirm that GHB has a
similar behavioural profile to raclopride or sulpiride
during the social encounters (Aguilar et al., 1994; Redolat
et al.,, 1991). This was not so when the coadministration
with morphine was studied. Administered jointly with
haloperidol, morphine increases the impairing effect of
haloperidol on motor activity but counteracts its antiag-
gressive actions (Rodriguez-Arias et al., 1997). Thus,
although GHB has a similar behavioural profile to DA
antagonists, its interaction with the opiate system seems
quite different.

In conclusion, the present results confirm and extend the
interaction between GHB and opioid systems. A number of
papers have pointed out a dissociation between antiaggres-
sive and motor effects of opiates, these behaviours affect-
ing DAergic antagonists in a different way (Winslow and
Miczek, 1988; Tidey and Miczek, 1992; Rodriguez-Arias
et al., 1997). This dissociation was also observed in the
present study when morphine was administered jointly
with GHB. This compound had an additive effect in
morphine-affected social behaviours but conversely was
capable of efficiently counteracting the morphine-induced
increase in motor activity. Taking these results and those
obtained with DAergic antagonists together, the existence
of two different ways controlling social and motor behav-
iours is suggested.
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Estudio 5: EI GHB mejora el condicionamiento aversivo de
lugar y los sintomas fisicos del sindrome de abstinencia a la morfina

inducido por naloxona en ratones.

Investigacion original: Concepcion Maldonado, Marta Rodriguez-
Arias, Maria A. Aguilar, José Mifiarro (2004). GHB ameliorates naloxone-
induced conditoned place aversién and physical aspects of morphine
withdrawal in mice. Psychopharmacology, 177: 130-140.

El 4cido Gamma hidroxibutirico (GHB) es un metabolito del acido
gamma aminobutirico (GABA), el cual es una sustancia que se encuentra de
forma natural en el cerebro. Se ha sugerido que el GHB podria actuar como
neuromodulador o neurotransmisor, presentando lugares de unién de alta y
baja afinidad, que corresponderian respectivamente a los receptores GHB y
GABAD.

Aungue originalmente el GHB se utiliz6 como anestésico y en el
tratamiento de la narcolépsia, estudios clinicos méas recientes le confieren la
capacidad de comportarse como una droga de abuso. Cuando se administra
por via oral y a dosis no sedativas ha demostrado ser eficaz reduciendo el
deseo y el malestar durante la abstinencia al alcohol y a los opiaceos.

Numerosas investigaciones sugieren que el GHB puede interferir
con los sistemas cerebrales responsables de la expresion de las
propiedades reforzantes de las sustancias de abuso y en los cambios
neuroadaptivos que ocurren en el proceso de la dependencia. Tanto el
sindrome de abstinencia al alcohol como a los opiaceos se asocia con la
inhibicion de la actividad dopaminérgica en el estriado y en el area
mesocorticolimbica. Esta actividad reducida puede ser la causa del estado

depresivo, que se observa en numerosos casos de abstinencia. No existe
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un acuerdo unanime respecto a la accion que el GHB ejerce sobre la
neurotransmision dopaminérgica, aunque parece que tras una inicial
disminucién se produce un incremento en la liberacion de DA. Ademas, el
GHB afecta al sistema end6geno, efecto que podria producir la desaparicion

del deseo y malestar asociado a la abstinencia de la droga.

Aunque en seres humanos se ha demostrado que el GHB mejora
los sintomas fisicos de la abstinencia a los opiaceos, no se han estudiado
sus efectos sobre los aspectos motivacionales de dicha abstinencia. Los
tratamientos farmacoldgicos ofrecen escasos resultados en el abuso a
opiaceos, fundamentalmente porque farmacos como la clonidina mejoran
esencialmente los aspectos fisicos del sindrome de abstinencia. Por lo
tanto, las manipulaciones farmacoldgicas que disminuyan los aspectos
motivacionales de la abstinencia a los opidceos se pueden considerar como
tratamientos mas beneficiosos (a largo plazo) de la dependencia a estas

sustancias de abuso.

Hasta la fecha no se ha realizado ningun estudio que utilice modelos
animales con el fin de evaluar las acciones positivas del GHB en la
abstinencia a la morfina y confirmar los resultados encontrados en seres
humanos. En los estudios realizados con heroinbmanos es muy dificil
controlar la cantidad total o la pureza de la droga consumida, ademés de
que es frecuente el uso conjunto de otras drogas. Las alteraciones pre
existentes en diversos sistemas de neurotransmisiébn, como el
dopaminérgico o el opoide, no se pueden eliminar en estos estudios
clinicos. El modelo animal utilizado con mas frecuencia para evaluar los
aspectos motivacionales de la abstinencia a la morfina es el paradigma de
condicionamiento aversivo de lugar (CAL) inducido por naloxona,
considerandose un indice fiable y sensible del estado motivacional aversivo
gue acompania la abstinencia aguda de la dependencia a los opiaceos. Este

modelo emplea un condicionamiento Pavloviano clasico ya que los animales
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evitan los estimulos ambientales asociados previamente con reforzadores
negativos tales como naloxona (aversion de lugar). Con el propésito de
clarificar mejor la accion del GHB sobre la abstinencia a la morfina inducida
por naloxona, en animales dependientes a la morfina hemos estudiado
ambos aspectos del sindrome de abstinencia. En el primer experimento,
estudiamos la capacidad del GHB para bloquear el condicionamiento
aversivo de lugar (CAL) inducido por naloxona, administrado tanto durante
la fase de adquisicion como en la de expresion. En el segundo experimento,
observamos el efecto del GHB sobre el sindrome fisico de la abstinencia a

la morfina.

En el primer experimento (CAL), con el fin de inducir la
dependencia a la morfina se administré a todos los grupos un tratamiento
con dosis crecientes de este opiaceo (6, 12, 25, 50 y 100 mg/kg) cada 24
horas. La dosis mas alta (100 mg/kg) se alcanzé el quinto dia y fue
mantenida durante todo el condicionamiento (8 dias). Seis grupos recibieron
una inyeccion de suero fisiologico cada 24 horas. En los grupos
correspondientes, el GHB se administré en un rango de dosis desde 6 a 50
mg/kg. Se utilizé6 una dosis de 0.25 mg/kg de naloxona, a excepcion del
estudio de la curva dosis respuesta donde se utiliz6 un amplio rango de
dosis (desde 0.031 a 1mg/kg).

Para realizar el condicionamiento se utilizaron cuatro cajas idénticas
de “Plexiglas”, con dos compartimentos de igual tamafio, que diferian en el
color de sus paredes (blanco/negro) y en la textura del suelo (liso/rugoso),
separados por un area central. El procedimiento, no sesgado (“unbiased”)
contra-balanceado en términos de la preferencia inicial. El procedimiento de
administracion de los farmacos, constaba de tres fases. En la primera fase,
llamada de pre-condicionamiento, los animales tenian libre acceso a los
compartimentos durante 20 minutos (1200 segundos), registrandose el

tiempo pasado en cada uno ellos. Los animales que mostraron una fuerte
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aversion (menos de 260 s) o preferencia (mas de 780 s, excepto en la curva
dosis respuesta de la naloxona, que fue 900 s) por alguno de los
compartimentos fueron descartados del experimento. Un compartimento fue
elegido para ser asociado con la naloxona y el otro con el suero fisioldgico,
de tal manera que dentro de cada grupo la mitad de los animales recibieron
el tratamiento en el lugar menos preferido y la otra mitad en el preferido
(contrabalanceo por preferencia). Después de la asignacion de
compartimentos, no se observaron diferencias significativas entre el tiempo
gue permanecian en el lugar pareado con la naloxona o con el vehiculo en

la fase de pre-condicionamiento.

En la segunda fase (condicionamiento), cuya duracion fue de seis
dias, los animales recibieron una inyeccion de suero fisioldgico antes de ser
confinados durante veinte minutos en el compartimento elegido para ser
asociado con el vehiculo y a las veinticuatro horas recibian la naloxona justo
antes de ser confinados durante el mismo periodo de tiempo en el
compartimento elegido para ser asociado con el farmaco (los grupos
apropiados, recibian GHB en lugar de la naloxona treinta minutos antes del
confinamiento). En cinco grupos de animales no dependientes a la morfina,
se inyect6 naloxona (grupo Sal-Nal) o GHB (grupos Sal-GHB 6, Sal-GHB
12.5, Sal-GHB 25 y Sal-GHB 50mg/kg) para verificar la accion de estos
compuestos por si mismos. En siete grupos de animales dependientes a la
morfina, los animales fueron inyectados con naloxona (grupo M-Nal) o
diferentes dosis de GHB (grupos M-GHB 6, M-GHB 12.5, M-GHB 19, M-
GHB 25, M-GHB 37.5 y M-GHB 50 mg/kg), para verificar si estas drogas

eran capaces de producir aversién por si mismas.

En cuatro grupos mas, para evaluar los efectos sobre la adquisicion
del CAL inducido por la naloxona, los animales fueron inyectados con GHB
treinta minutos antes de recibir la naloxona (grupos de adquisicién), para

verificar si éstos farmacos eran capaces de bloquear la aversion inducida
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por la naloxona durante la fase de condicionamiento (grupos GHB 6 acq,
GHB 12.5 acq, GHB 25 acq y GHB 50 acq).

Durante la tercera fase, llamada post-condicionamiento (test), se
registraba el tiempo que el animal, libre de cualquier tratamiento, pasaba en
cada compartimento durante 20 minutos. En esta Gltima fase, todos los
animales recibieron una sola inyeccién de morfina o salino en su propia
jaula. Adicionalmente a los grupos anteriormente mencionados, en otros
seis grupos los animales recibieron GHB 30 minutos antes de realizar la
prueba (grupos de expresion), para determinar si éste farmaco era capaz de
bloquear la aversién condicionada inducida por la naloxona (grupos GHB 6
exp, GHB 12.5 exp, GHB 19 exp, GHB 25 exp, GHB 37.5 exp y GHB 50
exp). Ademas, con el propésito de verificar como el hecho de no administrar
la morfina afectaria la expresion del condicionamiento, un grupo de ratones
dependientes condicionados con naloxona no recibieron morfina el dia del

test (grupo M-Nal-Spt).

Con el proposito de explorar mas ampliamente los efectos de 25
mg/kg de GHB, se realizO un experimento utilizando un nimero mas
elevado de condicionamientos con naloxona (4 y 5) y administrando esta
dosis durante la fase de expresion del condicionamiento. El procedimiento
fue similar al descrito anteriormente, siendo la duracién de este experimento

mas larga (10 y 12 dias, respectivamente).

La diferencia, en segundos, entre el tiempo de permanencia en el
compartimento asociado con la naloxona entre el dia de pre-
condicionamiento y del post-condicionamiento es una medida del grado de
aversion inducido por la naloxona. Si no existen diferencias, significa que el

tratamiento ha blogueado el condicionamiento aversivo de lugar inducido
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por la naloxona, mientras que lo opuesto indicaria que el tratamiento no ha

sido capaz de blogquear esta aversion.

La curva dosis respuesta de la naloxona, nos mostr6 que dosis
iguales o superiores a 0.125 mg/kg de este antagonista opidceo son

capaces de inducir aversion al lugar asociado con su administracion.

La administracion de 0.250 mg/kg de naloxona o 25 mg/kg de GHB
en animales dependientes de la morfina, indujo el desarrollo de aversion al
lugar asociado con su administracion. Cuando el GHB se administré en la
fase de adquisicion del condicionamiento, solo los animales condicionados
con la dosis mas baja permanecieron menos tiempo en el compartimento
asociado a la droga en el post-condicionamiento en comparacién con la fase
de pre-condicionamiento. Cuando el GHB se administré en la fase de
expresion del condicionamiento, ninguno de los grupos desarrollé CAL. En
el estudio en el que se realizaron cuatro o cinco condicionamientos los
animales mostraron una fuerte aversion por el compartimento asociado a la
droga, aunque no se observé esta aversion tras la administracion de 25

mg/kg de GHB en la prueba de post-condicionamiento

En el segundo experimento, estudiamos el efecto del GHB en la
expresion del sindrome fisico inducido por la naloxona en ratones
dependientes de la morfina. El programa de induccién de dependencia a la
morfina durd 11 dias, inyectandose dosis crecientes de morfina (6, 12, 25, y
100 mg/kg) durante los cinco primeros dias hasta llegar a la dosis maxima
(100mg/kg) manteniendo esta dosis durante 6 dias mas. Los grupos control
recibieron una inyeccion de suero fisiolégico una vez al dia durante el
mismo periodo de tiempo. Por lo tanto, en este segundo experimento, los
animales presentaron el mismo grado de dependencia a la morfina que en
el primero. Para confirmar la abstinencia a la morfina, se administré6 1 mg/kg

de naloxona o suero fisiolégico el dia de la prueba. Con el propésito de
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evaluar el efecto del GHB en animales dependientes, en tres grupos
adicionales, tras la inducciéon de la dependencia a la morfina se les inyectd
diferentes dosis de GHB treinta minutos antes de la realizacién de la
prueba. Adicionalmente, a tres grupos mas se les administré las mismas
dosis de GHB pero treinta minutos antes de inyectarles la naloxona,
mostrando estos grupos el efecto del GHB sobre la intensidad del sindrome
de abstinencia fisico. También quisimos evaluar la accién del GHB sobre la
abstinencia espontanea, para lo cual en cuatro grupos, tras recibir el mismo
programa de induccién, se interrumpié la administracion de morfina y 48
horas después se realizé la evaluacidon conductual. La duracion del efecto
del GHB en esta clase de abstinencia, se estudié evaluando los signos
fisicos de la abstinencia a los 30 minutos, a las 3, 6, 12 y 24 horas tras la
administracion del GHB. Finalmente, el efecto de la administracion crénica
de GHB en la aparicion de signos fisicos de la abstinencia a la morfina, se
estudié en una serie de grupos adicionales que recibieron 11 inyecciones
diarias de diferentes dosis de GHB (6, 12 y 25 mg/kg).

El test conductual fue grabado con una camara de video con el fin
de proceder a su ulterior analisis mediante un programa de ordenador
(Ratén time) que permite la valoracion del tiempo dedicado por los animales
a cada categoria de conducta. Todas las valoraciones se realizaron
mediante la técnica de “simple ciego”. Las conductas evaluadas fueron las
siguientes: frecuencia de temblor de patas, de temblor de cuerpo y de
saltos; ausencia o presencia de ptosis y diarrea; y por Ultimo, el tiempo
dedicado a la conducta de aseo genital. Ademas de estas conductas, se
calculo el porcentaje de pérdida de peso de los animales. También, se
realiz6 una valoracion Unica para cada grupo, usando una modificacion de
la escala descrita por Gellert y Holtzman en la que se distinguen dos clases
de signos. Los signos considerados como cuantificables fueron: pérdida de
peso (cada 1% de pérdida de peso se cuantificé como 1); nimero de saltos

(1-4 cuantificado como 1, 5-9 cuantificado como 2, y >10 cuantificado como
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3); numero de temblores de cuerpo (1-2 cuantificado como 2, >3
cuantificado como 4). Los signos observables, en los que s6lo se evalué su
presencia o ausencia, fueron los siguientes: diarrea (2), ptosis (2), postura

anormal (3) y ereccion o eyaculacion (aseo genital) (2).

Los temblores de patas y el temblor del cuerpo fueron observados
en todos los grupos dependientes a la morfina que recibieron naloxona,
aungue existi6 un aumento significativo de esta conducta en los animales
dependientes que recibieron sélo naloxona con respecto al resto de los
grupos. En los grupos en abstinencia espontanea, las dosis mayores de
GHB (12.5 y 25 mg/kg) disminuyen los signos del sindrome fisico, pero sélo
cuando la prueba se realiz6 30 minutos (también a las 3 horas para el
temblor del cuerpo) después de la administracion de GHB. Asi mismo, estos
signos practicamente desaparecen en el grupo control de abstinencia
espontanea 12 horas después de la primera evaluacion. La categoria de
saltos s6lo fue observada en los animales dependientes que recibieron
naloxona. Por ultimo, en la escala de Gellert-Holtzman el grupo dependiente
de morfina que recibié naloxona y los grupos dependientes que recibieron
junto a la naloxona las dosis menores de GHB (6 y 12.5 mg/kg) presentaron
un aumento significativo en la puntuacién de esta escala con respecto al
grupo control. La administracion crénica de GHB no produjo signos

apreciables de abstinencia en ninguna de las conductas evaluadas.

Numerosos estudios realizados con adictos al alcohol o a los
opiaceos indican que la administracion de GHB puede mejorar los sintomas
de la abstinencia a dichas sustancias. El presente estudio confirma e incluso
amplia, en ratones dependientes a la morfina, las observaciones obtenidas
con seres humanos, demostrando que el GHB es capaz de mejorar tanto los
aspectos fisicos como motivacionales de la abstinencia a los opiaceos. El
GHB, administrado durante la fase de adquisicion o expresion del CAL

inducido por la naloxona en animales dependientes, el GHB contrarresta
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esta aversion de forma consistente. Por otro lado, también reduce la
intensidad de los signos fisicos del sindrome de abstinencia a la morfina
evaluado a través de la escala modificada de Gellert-Holtzman. Sus efectos
sobre conductas especificas, tales como saltos, temblor de patas o cuerpo,
también confirman sus acciones beneficiosas. Sin embargo, la evaluacién
de sus efectos sobre la abstinencia espontanea a la morfina muestra que su
accion es de corta duracién, no mas de tres horas, lo que reduce su
potencial terapéutico como herramienta de tratamiento en adictos a

opiaceos.

Con el modelo de preferencia condicionada utilizado en nuestro
laboratorio, la administracion de GHB en los animales tratados con suero
fisiologico no induce efectos motivacionales aparentes. Al administrar GHB
a animales dependientes de la morfina, aunque las dosis altas y bajas no
demostraron efectos, la intermedia (25 mg/kg) indujo una clara aversion de
lugar. No se han realizado estudios anteriores que determinen el efecto de
la administracién de GHB en animales dependientes pero no abstinentes. El
estado neurobiologico de un animal dependiente a la morfina es muy
diferente del que no lo es, por lo que la administracién de GHB puede
inducir diferentes efectos motivacionales. El hecho de que solamente esta
dosis intermedia induzca aversion podria deberse a diferentes causas, tales
como el porcentaje de alta o baja afinidad de la ocupacion del receptor o de
su influencia sobre la neurotransmision dopaminérgica. Los antagonistas DA
o los inhibidores de la liberacion de DA bloquean la preferencia de lugar
inducida por la morfina y por este mismo mecanismo el GHB podria inducir
aversion en ratones dependientes de la morfina. Sin embargo, cuando se
induce el CAL utilizando un nimero mayor de ensayos, la dosis de 25 mg/kg
de GHB si es capaz de bloquear esta aversion. Estos resultados
demuestran que con esta dosis, el GHB exhibe sus efectos dependiendo de

las caracteristicas del procedimiento empleado en el condicionamiento.
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En este estudio hemos confirmado que 0,250 mg/kg de naloxona,
induce CAL en ratones dependientes de la morfina. Durante la fase de
adquisicién, cuando el GHB es administrado junto con el antagonista
opiaceo, dosis iguales o superiores a 12,5 mg/kg bloquean totalmente el
desarrollo de la aversion de lugar inducida por la naloxona. Administrado
durante la fase de expresion, en una situacion en la cual la aversién se ha
adquirido normalmente, el GHB parece ser aln mas potente puesto que,
hasta con 6 mg/Kg se bloguea el CAL. Estos resultados confirman que el
GHB puede inhibir el componente motivacional de la abstinencia a la

morfina.

El estudio de los signos fisicos de la abstinencia a morfina ha
demostrado que el GHB es también eficaz disminuyendo la intensidad hasta
niveles cercanos a los del grupo control. La escala de Gellert-Holtzman
demuestra que la dosis de 25 mg/kg mejora la intensidad de la abstinencia
fisica, efecto igualmente evidente cuando se observan las conductas por
separado. Como hemos visto anteriormente la dosis 25 mg/kg de GHB no
afecta la expresion del CAL, sin embargo si alivia los signos de la
abstinencia fisica a la morfina. La base neurobiol6gica de los aspectos
fisicos y motivaciones de la abstinencia a la morfina es diferente,
encontrandose implicadas diferentes estructuras cerebrales en cada uno de
ellos. EI CAL se puede inducir con dosis de naloxona que no producen
signos fisicos apreciables, no estando correlacionados el inicio y magnitud
de la abstinencia fisica con el condicionamiento aversivo, por lo que estos

resultados no deben sorprendernos.

Al estudiar la abstinencia espontanea hemos observado que,
aunque la intensidad de los signos observados es menor, el GHB también
disminuye la mayoria de los comportamientos estudiados, como el temblor
de patas o de cuerpo. Sin embargo, este efecto es de corta duracion, con un

maximo de 3 horas para los temblores de cuerpo y solamente 30 minutos
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para el temblor de la patas. Estos resultados coinciden con los descritos por
otros autores sobre la corta duracién del efecto del GHB en humanos,
alrededor de 2-3 horas, al igual que en ratones. Por otra parte, la
administracion de GHB en ratones dependientes no induce ninguna muestra
apreciable de abstinencia, coincidiendo estos resultados con los

observados en estudios clinicos.

El uso de diversas dosis del naloxona (méas bajas para los estudios
de CPA) permite la disociacién entre los signos somaticos y los efectos
aversivos inducidos por la abstinencia a la morfina. Asi, el CAL puede
reflejar sélamente el estado afectivo negativo y la disforia asociados con la
abstinencia a la morfina. En conjunto, nuestros resultados demuestran que
la administracién de GHB reduce tanto los aspectos motivacionales como
los fisicos de la abstinencia a la morfina. Sus mudltiples efectos sobre los
diversos sistemas de neurotransmision dificultan el dar una simple
explicacion de su mecanismo de actuacion. Debido al importante papel
desempefiado por la DA en la abstinencia a la morfina, este sistema de
neurotransmision podria ser uno de los mas directamente implicados.
Dependiendo de la dosis usada, el GHB podria inducir la activacion o la

disminucion de la neurotansmisién DA.

Ademas de estos efectos sobre el sistema dopaminérgico, el efecto
potenciador del GHB sobre el sistema opiaceo endégeno podria también
mejorar la abstinencia a la morfina. El GHB y la morfina inducen una gran
variedad de efectos similares, el GHB provoca un acimulo de metencefalina
y de proencefalina en el striado, probablemente mediados por la DA. Sin
embargo, los receptores opidceos parecen no estar implicados en las
acciones del GHB, no pareciendo existir una verdadera dependencia
cruzada entre el GHB y los opidceos. Muchos otros neurotransmisores,
como la serotonina o el GABA, se ven afectados después de la

administracion de GHB. Este se une al receptor GABAb estando claramente
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demostrado que los agonistas de este receptor atendian los signos de la
abstinencia a la morfina y restauran los bajos niveles cerebrales de DA
observados en esta situacion. Por lo tanto, también podriamos considerar
que la mejoria en la abstinencia a la morfina inducida por el GHB podria

producirse a través de una accién en el sistema GABAérgico.

En conclusion, nuestros resultados apoyan la idea de que el GHB es
capaz de mejorar tanto los aspectos fisicos como motivacionales de la
abstinencia a la morfina. Esta sustancia podria ser Util para el tratamiento
de los adictos a la heroina, aunque a la luz de los estudios que indican su
potencial de abuso (desarrollo de tolerancia y dependencia), deben de
tomarse en consideracion las pertinentes precauciones. A pesar de de todo
ello, el GHB podria considerarse como una herramienta util para el
tratamiento del abuso a los opiaceos, teniendo en cuenta que dosis muy

bajas parecen ser suficientes para conseguir el efecto deseado.
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Abstract Rationale: Gamma-hydroxybutyric — acid
(GHB) is a naturally occurring substance in the brain,
the administration of which has proved useful in the
treatment of the opiate withdrawal symptoms in humans.
Objectives: The aim of the present work was to validate
this beneficial effect on the physical and motivational
aspects of morphine withdrawal in mice. Methods: In a
first experiment, animals rendered morphine-dependent
were conditioned to develop a place aversion (CPA) to the
compartment paired with naloxone administration in a
two-chamber apparatus. The conditioning phase consisted
of three pairings of either naloxone (0.250 mg/kg) or
vehicle in one compartment, both with similar time
allotments during the preconditioning test. During the
testing phase, mice were again allowed to explore the
entire apparatus. GHB (6, 12.5, 25, and 50 mg/kg) was
administered during either the acquisition or expression
phase of this conditioning. In a second experiment, the
capacity of GHB to ameliorate the intensity of physical
signs of morphine withdrawal was evaluated. Results:
GHB blocked CPA in both phases: administered during
acquisition (from 12.5 mg/kg and higher) as well as in the
expression phase (from 6 mg/kg, except for 25 mg/kg). It
also decreased the intensity of physical signs of morphine
withdrawal to near control levels measured by the
modified Gellert—-Holtzman scale (25 mg/kg and higher).
Decreases in jumping, body shakes, and paw tremor were
also observed. Conclusions: Our results support the idea
that GHB ameliorates both aspects of morphine with-
drawal, physical as well as motivational signs.
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Introduction

Gamma-hydroxybutyric acid (GHB) is a metabolite of
gamma-aminobutyric acid (GABA), thus being a naturally
occurring substance in the brain (Maitre 1997). It has been
suggested that GHB plays a role as a neuromodulator or
neurotransmitter (Vayer et al. 1987), presenting two
classes of binding sites of high and low affinity, GHB
and GABA,, receptors, respectively (Maitre 1997).

GHB was originally used for its anaesthetic actions
(Laborit et al. 1962) or for the treatment of narcolepsy
(Broughton and Mamelak 1979). More recently, a role for
GHB in drug dependence was postulated on the basis of
clinical studies. It can reduce craving (Gallimberti et al.
1992) and malaise during withdrawal from alcohol
(Gallimberti et al. 1989, 2000) and from opiates
(Gallimberti et al. 1993, 1994, 2000) when given orally
in non-sedative doses (typically 25-50 mg/kg) to depen-
dent individuals.

Numerous observations suggest that GHB may interfere
with the brain systems responsible for the expression of
the acute reinforcing properties of drugs of abuse and for
the expression of the neuroadaptive changes in the
dependence process (Fattore et al. 2000). Both ethanol
and morphine withdrawal syndromes are associated with
inhibition of dopaminergic activity in the striatum and in
the mesocorticolimbic area. This reduced activity may be
the basis for the dysphoric state, which is observed in
many cases of drug withdrawal. There is no agreement
with respect to the action of GHB on dopaminergic
neurotransmission. Activation of the dopaminergic system
by this compound has been documented in several reports
(Cheremy et al. 1977; Broughto and Mamelak 1979;
Diana et al. 1991; Hechler et al. 1991), but opposite results
have also been found (Howard and Feigenbaum 1997). In
addition to the effects on dopaminergic neurotransmission,
the potentiating action of GHB on the endogenous



expression of some opiate activity could favor the
disappearance of drug craving and withdrawal (Maitre
1997).

Although GHB seems to ameliorate the physical signs
of opiate withdrawal in humans, to our knowledge, its
effects on the motivational aspects of withdrawal have not
been studied. The poor overall outcome of pharmacolo-
gical treatments of opioid abuse could be caused by the
fact that treatments, such as clonidine administration,
principally improve physical aspects of the opioid with-
drawal syndrome. Therefore, pharmacological manipula-
tions that would diminish the motivational aspects of
opioid withdrawal may be considered as more beneficial
treatments of opioid dependence (Popik and Danysz
1997). No studies have been performed using animal
models to evaluate the positive actions of GHB on
morphine withdrawal to confirm the results found in
humans. Performing studies on humans presents several
difficulties, two of the most common being the control of
the total amount or purity of the drug consumed, and the
fact that polydrug use is frequent. In addition, pre-existing
abnormalities in different neurotransmitter systems, such
as the dopaminergic or opioid, cannot be ruled out in
clinical studies. Therefore, pre-clinical data would be
helpful in allowing clearer information about GHB actions
on morphine withdrawal. To test the motivational aspects
of morphine withdrawal, the widely used animal model is
naloxone-induced conditioned place aversion (CPA) (Azar
et al. 2003). This model employs a classical Pavlovian
conditioning, since animals avoid environmental stimuli
previously paired with negative events such as naloxone
administration (place aversion). With the aim of further
clarifying the role of GHB in naloxone-induced morphine
withdrawal, both aspects of the withdrawal syndrome were
studied in morphine-dependent mice. In the first experi-
ment, the ability of GHB to block naloxone-induced CPA,
administered either during the acquisition or expression
phase, was studied. In a second experiment, the capacity
of GHB to decrease the physical syndrome of morphine
withdrawal was evaluated.

Materials and methods
Experiment 1: conditioned place aversion
Subjects

In this first study, 226 albino male mice of the OF1 strain,
acquired in Charles River (Barcelona, Spain) were used.
The animals arrived at the laboratory at 42 days of age and
were housed in groups of four, in transparent plastic cages
(22%x38 cm), for an adaptation time of 10 days, under the
following conditions: constant temperature (214+2°C), a
reversed light schedule (white lights on 1930-0730 hours),
and food and water available ad libitum, except during the
behavioral test. Procedures involving mice and their care
conformed to national, regional and local laws and
regulations, and are in accord with the FEuropean
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Communities Council Directives (86/609/EEC, 24 No-
vember 1986).

Apparatus

Four identical Plexiglas boxes with two equal size
compartments (30.7 cm longx31.5 cm widex34.5 cm
high) separated by a gray central area (13.8 cm
longx31.5 cm widex34.5 cm high) were used. The
compartments had different colored walls (black versus
white) and also distinct floor textures (fine grid in the
white compartment and wide grid in the black one). The
floor in the central area was smooth and a little elevated
with respect to the floors of the other compartments, with
doors (14 cm heightx8.5 cm width) that allowed the
animal to pass through. Four infrared light beams in the
entrance of each compartment of the box and six in the
central area allowed the recording of the position of the
animal and its crossings from one compartment to the
other. When the animal interrupted the first beam at the
entrance of one compartment and no beam was interrupted
in the central area, the apparatus registered it as an entry,
the location of the mouse always being known. The
equipment was controlled by an IBM PC computer using
MONPRE 2Z software (CIBERTEC, SA, Spain).

Drugs

Morphine hydrochloride (Laboratorios Alcaliber, Toledo,
Spain), naloxone hydrochloride (Laboratorios Abelld,
Madrid, Spain), GHB (ICN Biomedicals, Inc., Aurora,
Ohio, USA) and physiological saline (NaCl 0.9%) were
used in these experiments. Drugs were diluted in physi-
ological saline (0.1 mg/ml), at a constant volume (10 ml/
kg) and administered IP.

Doses

To induce morphine dependence, a treatment with in-
creasing morphine doses (6—12-25-50-100 mg/kg) every
24 h was administered to 28 groups (n=8—11). The highest
dose (100 mg/kg) was achieved by day 5 and was
maintained throughout the conditioning procedure (8
days); thus, animals received the highest morphine dose
every day during the procedure. Six groups received an
injection of physiological saline every 24 h. Naloxone was
used at the dose of 0.25 mg/kg, with the exception of the
dose-response curve study, in which a wide range of doses
was used (from 0.031 to 1 mg/kg). To the corresponding
groups, GHB was administered in a range of doses from 6
to 50 mg/kg (i.e. all except: Sal-Nal, M-Nal, and M-Nal-
esp). Naloxone as well as GHB was administered at least
1 h after the daily morphine or saline administration.
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Procedure

The experiment consisted of three phases, a description of
which is presented in Table 1. During the first phase (pre-
conditioning), mice were given access to both compart-
ments of the apparatus for 1200 s (20 min) and the time
spent by the animal in each compartment was recorded.
Animals showing strong unconditioned aversion (less than
260 s) or preference (more than 780 s, except for the dose—
response curve of naloxone, which was 900 s) for any
compartment were discarded. One compartment was
chosen to be paired with drug and the other with vehicle,
taking into account that in each group half of the animals
received the treatment in the most preferred compartment
and the other half in the least preferred. After assigning the
compartments, there were no significant differences
between time spent in the naloxone-paired and the
vehicle-paired compartments during the pre-conditioning
phase. This is an important step in the experimental
procedure of unbiased conditioning.

In the second phase (conditioning), which had a
duration of 6 days, the animals received an injection of
physiological saline before being confined to the vehicle-
paired compartment for 20 min, and after an interval of
24 h they received an injection of the corresponding
treatment (immediately before confinement for naloxone
groups, or 30 min before for the GHB groups) in the drug-
paired compartment for 20 min. In five non-dependent
morphine groups, naloxone (Sal-Nal) or GHB (Sal-GHB6,
Sal-GHB12.5, Sal-GHB25, and Sal-GHB50) was injected
to verify the action of these compounds on morphine-
naive animals. In morphine-dependent groups, animals
were injected with naloxone (M-Nal) or different GHB
doses (M-GHB6, M-GHB12.5, M-GHB19, M-GHB?25,
M-GHB37.5, and M-GHB50), to verify whether these
drugs were able to produce aversion by themselves.

In another four groups, to test the effects on the
acquisition of naloxone-induced CPA, animals were
injected with GHB 30 min before receiving naloxone
(acquisition groups), to verify whether this drug was able
to block the aversion induced by naloxone during the
conditioning phase (GHB6acq, GHB12.5acq, GHB25acq,
and GHBS50acq).

During the third phase (post-conditioning), the guillo-
tine door separating the two compartments was removed
and the time spent by the untreated mice in each
compartment was recorded for 1200 s of observation. In
this final phase, all animals received a sole injection of
morphine or saline in their home cage. There were only six
groups in which animals also received GHB 30 min before
the test session (expression groups) to determine whether
this drug was able to block the expression of conditioned
aversion induced by naloxone (GHB6exp, GHB12.5¢exp,
GHB19exp, GHB25exp, GHB37.5exp, and GHB50exp).
Furthermore, with the aim of verifying how removing
morphine would affect the expression of conditioning, one
group of dependent mice conditioned with naloxone did
not receive morphine on the test day (M-Nal-Spt).
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With the aim to further explore the effects of 25 mg/kg
of GHB, an experiment was performed using four or five
trials with naloxone and administering this dose during the
expression phase of conditioning. The procedure was
similar to that described above, but naloxone was
administered in the drug-paired compartment in four or
five sessions, the duration of this experiment being longer
(10 and 12 days, respectively).

In this series of experiments, animals received different
injection schedules depending on the phase. During the
pre-conditioning, animals were administered only one
injection of morphine or physiological saline 60 min
before the test. Throughout the conditioning trials, mice
received firstly, one injection of morphine or physiological
saline 60 min before the test; secondly, in the appropriate
groups (GHBadq groups), GHB 30 min before the test;
and finally, naloxone or physiological saline immediately
before confinement in the paired-compartment. In the test
session, animals received one injection of morphine or
physiological saline 60 min before the test and, in the
appropriate groups (GHBexp groups), GHB 30 min before
the test. Morphine and GHB administration took place in
the animal room, naloxone being administered in the
experimental room.

The difference in seconds between the times spent in the
naloxone-paired compartment in the post-conditioning test
and that spent in the pre-conditioning one is a measure of
the degree of aversion induced by naloxone. If there is no
difference, then the drug has blocked naloxone-induced
CPA, while the opposite indicates that the drug cannot
block this aversion.

Statistical analysis

Data of the time spent in the drug-paired compartment
were analyzed with a mixed analysis of variance
(ANOVA) with a between variable Treatments with a
different number of levels (groups of treatment) depending
on the experiment analyzed and a within variable days
with two levels (pre-conditioning and post-conditioning
test). To make post hoc comparisons Newman—Keuls and
simple effects tests were used.

Experiment 2: physical syndrome of morphine
withdrawal

Subjects

One hundred and three albino male mice of the OF1 strain,
acquired in CRIFFA (Barcelona, Spain) were used in this
second study. The animals arrived at the laboratory at 42
days of age and were housed in groups with the same
characteristics as mentioned in the first experiment. The
same drugs were also used.
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Doses

The induction program of morphine dependence lasted for
11 days, with increasing doses (6, 12, 25, 50, and 100 mg/
kg every 24 h) of morphine injected for 5 days until
reaching the highest dose (100 mg/kg), which was
maintained for 6 days more. Appropriate control groups
received physiological saline for 11 days. In this second
experiment, animals presented the same degree of mor-
phine dependence as in the first one. The doses (100 mg/
kg maximum dose) and duration of morphine administra-
tion (between 12 and 13 days of daily administration) were
similar in both cases, which makes a comparison between
them possible. A complete description of both treatment
protocols is presented in Table 1. To confirm morphine
withdrawal, naloxone (1 mg/kg) or saline was injected on
the test day (V-V-V, V-V-Nal, M-V-V, M-V-Nal groups).
With the aim of evaluating the effect of GHB on
dependent animals, in three additional groups after the
induction of morphine dependence, different doses of
GHB were injected 30 min before the test (M-GHB25, M-
GHB12.5, and M-GHB6 groups). In three more groups,
the same drugs were administered 30 min before the
naloxone injection (M-GHB25-Nal, M-GHB12.5-Nal, and
M-GHB6-Nal groups), to show the effect of GHB on the
intensity of physical naloxone-induced withdrawal syn-
drome. To evaluate the GHB action on spontaneous
withdrawal, in four groups, after the same induction
program, morphine administration was discontinued and
48 h later, behavior was evaluated (M-V-Spt, M-GHB6-
Spt, M-GHB12-Spt, and M-GHB25-Spt). With the aim of
determining the duration of the GHB effect on this kind of
withdrawal, an evaluation of physical withdrawal signs
was made 30 min, 3, 6, 12, and 24 h after GHB injection.
The effect of chronic GHB administration to test for the
appearance of physical signs of morphine withdrawal was
evaluated in additional groups (Chronic-V, Chronic-GHB
6, Chronic-GHB 12, and Chronic-GHB 25) receiving 11
daily administrations of different GHB doses (6, 12, and
25 mg/kg). All drugs were dissolved in physiological
saline (NaCl 0.9%), the volume of injected drug (10 ml/
kg) being constant.

Procedure

The day on which the behavioral test took place, animals
were weighed and afterwards all experimental groups
received three injections according to the treatment: firstly,
morphine or physiological saline 60 min before the test;
secondly, GHB or physiological saline 30 min before the
test; and finally, naloxone or physiological saline im-
mediately before the behavioral test. The same protocol
was followed in spontaneous withdrawal with no admin-
istration of naloxone. Morphine and GHB administration
took place in the animal room, naloxone being adminis-
tered in the experimental room. Behavior was video-
recorded for 20 min using white light, and 40 min after the

end of the test (1 h after naloxone or physiological saline
injection) animals were weighed again.

Behavioral analysis

The experimenter, blind as to animal treatments, evaluated
the videotapes to assess behavioral patterns using a
microprocessor (PC computer) and a modified custom-
developed program (Brain et al. 1989) that allowed
estimation of times allocated to different behaviors. The
behaviors evaluated, based on the description of Fernan-
dez-Espejo et al. (1995), were the following: paw tremor
(the mouse shakes its paws with lateral movements), body
shakes (the mouse shakes its body), jumping (all feet
losing contact with the ground), body care (the mouse
licks or scratches its fur or paws and cleans its face with
the forepaws), genital grooming (the mouse licks its
genitalia), ptosis (closing of the eyelids), piloerection
(erection of the hair), and diarrhea (presence of soft stool).
The frequency of paw tremor, body shakes, and jumping,
and the time spent in body care or genital grooming was
evaluated. Ptosis, piloerection, and diarrhea were checked
for their presence. In addition to these behaviors,
percentage of weight loss was measured.

Furthermore, a score for each group was calculated
using a modification of the scale described by Gellert and
Holtzman (1978), in which two classes of signs were
distinguished. Graded signs were: weight loss (each 1% of
weight loss quantified as 1); number of jumps (14
quantified as 1, 5-9 quantified as 2, and >10 quantified as
3); number of body shakes (1-2 quantified as 2, >3
quantified as 4). Checked signs, in which only the
presence or absence was evaluated, were: diarrhea (2),
ptosis (2), abnormal posture, considered as an emotional
response to handling, emission of audible vocalizations or
trying to escape when experimenter holds the animal and
the presence of greater immobility than control animals
(3), and erection or ejaculation (genital grooming) (3). For
more details see Broseta et al. (2001).

Statistical analyses

Non-parametric statistics were performed for all behavior-
al patterns. Kruskal-Wallis tests were used to assess the
variance of the behavioral measures over groups using the
medians for times allocated to each behavioral category.
The two-tailed Mann—Whitney U-test then examined the
differences between the experimental groups. Data con-
cerning the Gellert—Holtzman scale were analyzed by an
analysis of variance (ANOVA). Post hoc comparisons
(Newman—Keuls) were subsequently carried out.



Results
Experiment 1: conditioned place aversion

For the dose-response curve of naloxone (see Fig. 1),
ANOVA revealed that the variable Days [F(1,6)=24.027;
P<0.001] and the interaction [F(6,54)=2.921; P<0.01]
were significant. The variable Treatment was not signif-
icant [F(6,54)=0.719; P<0.6357]. Post hoc comparisons
indicated the effect of days was significant for animals
conditioned with 0.125 (P<0.006), 0.25 (P<0.009), 0.05
(P<0.001), and 1 mg/kg (P<0.001) of naloxone, which
spent less time in the drug-paired compartment in post-
conditioning in comparison to pre-conditioning test.

In groups conditioned with GHB (see Fig. 2), ANOVA
revealed that the variable Days [F(1,12)=1.930; P<0.01]
and the interaction [F(12,113)=1.930; P<0.03] were
significant. The variable Treatment was not significant
[F(12,113)=1.004; P<0.4501]. Post hoc comparisons
indicated that the effect of days was significant for
morphine-dependent animals conditioned with 250 mg/kg
naloxone (M-Nal and M-Nal-Spt, P<0.004 and P<0.01,
respectively) and for those conditioned with 25 mg/kg
GHB (M-GHB25, P<0.01), which spent less time in the
drug-paired compartment in post-conditioning in compar-
ison with the pre-conditioning test.

When GHB was administered in the acquisition phase
of the conditioning (see Fig. 3), ANOVA revealed that the
variable Treatment [F(3,32)=3.053; P< 0.04] and the
interaction [F(3,32)=4.859; P<0.006] were significant.
The variable Days was not significant [F(1,3)=2.741;
P<0.1076]. Post hoc comparisons indicated that the effect
of days were significant for animals conditioned with
6 mg/kg GHB (GHB6acq, P<0.001), which spent less time
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Fig. 1 Means values (£SEM) of the dose-response curve of
naloxone in conditioned place aversion: M-Nal 0.031 (n=8), M-Nal
0.062 (n=9), M-Nal 0.125 (n=9), M-Nal 0.250 (»=9), M-Nal 0.5
(n=9), M-Nal 1 (n=9), Sal-Nal 1 (n=8). The barsrepresent the time
in seconds spent in the naloxone-paired compartment before
conditioning sessions in pre-conditioning test (white bars) and
after conditioning sessions in post-conditioning test (dark bars).
*P<0.01, **P<0.001, significant difference in time spent in the
drug-paired compartment in pre-conditioning versus post-condition-
ing tests
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in the drug-paired compartment in post-conditioning in
comparison to pre-conditioning test.

When GHB was administered in the phase of expression
(post-conditioning test) of the conditioning (see Fig. 3),
ANOVA revealed that the variable Treatment [F(5,52)
=0.808; P<0.5492], Days [F(1,5)=0.705; P<0.3659] and
the interaction [F(5,52)=0.705; P<0.6225] were not sig-
nificant.

ANOVA for four or five trials (M-Nal 4 and M-Nal 5)
revealed that the variable Days [F(1,3)=7.369; P<0.01]
and the interaction [F(3,32)=3.326; P<0.01] were signif-
icant. The variable Treatment was not significant [F(3,32)
=2.555; P<0.07]. Post hoc comparisons revealed that
animals conditioned with 250 mg/kg naloxone four or five
trials developed a strong aversion for the drug-paired
compartment (P<0.1 and P<0.003, respectively), this not
being the case when 25 mg/kg of GHB was administered
in the post-conditioning test.

Experiment 2: physical syndrome of morphine
withdrawal

In addition to the Gelert—Holtzman scale scores obtained,
results regarding three specific behaviors (paw tremor,
body shakes and jumping) are presented. These behaviors
have been chosen on the basis of previous studies
(Brosetta et al. 2001) which demonstrated that these
three are specific for morphine withdrawal in mice.

Paw tremor

Paw tremor (see Table 2) was observed only after
naloxone administration in all the morphine-treated
animals (Kruskal-Wallis P<0.001), these groups showing
a significant increase in comparison with controls
(P<0.002 in all cases). In addition, the M-V-Nal group
showed a significant increase in this behavior when
compared with the rest of the groups (Mann—Whitney U-
test, P<0.02 for M-GHB6-Nal and M-GHB12-Nal; and
P<0.002 for the rest). In spontaneous withdrawal (see
Table 3), the two higher GHB doses (12.5 and 25 mg/kg)
significantly =~ decreased this sign (Kruskal-Wallis
P<0.001), in comparison with controls, but only when
tested 30 min after GHB administration (P<0.002). In
control mice experiencing spontaneous withdrawal, paw
tremor significantly decreased 12 h after the first
evaluation, 30 min after GHB injection (P<0.002 with
respect to the first evaluation).

Body shakes

Naloxone administration induced body shakes (see
Table 2) in all morphine-treated animals (Kruskak—Wallis,
P<0.001), when compared with saline-treated groups
(P<0.05 for M-GHB6, M-GHB12, and M-GHB25; and
P<0.002 for M-V-Nal). Similar to paw tremor, M-V-Nal
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Table 2 Median values with percentile range of the number of
jumping, body shakes and paw tremor and the Gellert—-Holtzman
scale scores (means=SEM) during a 20-min observation period: V-

V-V (n=8), M-V-V (n=8), V-V-Nal (n=8), M-V-Nal (n=7), M-
GHB6-Nal (n=10), M-GHB12-Nal (n=7), M-GHB25-Nal (#=7), M-
GHB6-V (#=10), M-GHB12-V (#=10), M-GHB25-V (n=8)

Jumping Paw tremor Body shakes G-H score
V-V-v 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 4.2+0.8
M-V-V 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 6.3+0.7
V-V-Nal 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 4.7+0.6
M-V-Nal 2% (1-12) 42%%% (22-77) 2% (0-3) 14.241 3%+
M-GHB6-Nal 0 (0-0) 12%%% (7-16) 1* (0-2) 10.141.5%*
M-GHB12-Nal 0 (0-0) 15%** (6-24) 0* (0-1) 12.34]%*
M-GHB25-Nal 0 (0-0) S*** (3-7) 0* (0-1) 7.7€1.3
M-GHB6-V 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 1.8+0.4
M-GHB12-V 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 240.5
M-GHB25-V 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 4.7+0.6

Mann—Whitney U-test: differs from V-V-V group, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.002

group presented more shakes than the rest of dependent
groups (Mann—Whitney U-test, P< 0.05 for M-GHB6-Nal;
P<0.02 for M-GHB12-Nal; and P<0.002 for the rest). In
spontaneous withdrawal (see Table 3), the two higher
GHB doses (12.5 and 25 mg/kg) significantly decreased
this sign (Kruskal-Wallis P<0.001) in comparison with
controls when tested 30 min and 3 h after GHB
administration (P<0.002). In control mice which experi-
enced spontaneous withdrawal, body shakes significantly
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Fig. 2 Means values (+SEM) of the effect of naloxone and GHB on
conditioned place aversion. During the phase of conditioning
animals were divided into two groups: amorphine-dependent
animals, which received saline in one compartment and 0.25 mg/
kg naloxone (M-Nal and M-Nal-Spt, n=10 both groups), 6, 12.5, 19,
25, 37.5, or 50 mg/kg GHB (M-GHB6, M-GHB12.5, M-GHB19,
M-GHB 25, and M-GHB37.5, n=10 all groups, and M-GHBS50,
n=9) in the other compartment; and b saline-treated animals
undergoing the same conditioning procedure (Sal-Nal, Sal-

decreased 12 h after the first evaluation, 30 min after the
GHB injection (P<0.002 respect to the first evaluation)

Jumping
Jumping (see Table 2) was observed in M-V-Nal

(Kruskal-Wallis P<0.001), this difference being signifi-
cant with respect to the control group (Mann—Whitney

GHBI12.5, Sal-GHB 25 and Sal-GHB50, n=10 all groups). The
bars represent the time in seconds spent in the drug-paired
compartment before conditioning sessions in pre-conditioning test
(white bars) and after conditioning sessions in post-conditioning test
(dark bars for animals with morphine dependence and dashed bars
for saline-treated animals). *P<0.01, significant difference in time
spent in the drug-paired compartment in pre-conditioning versus
post-conditioning tests
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Fig. 3 Means values (+SEM) of the effect of GHB on acquisition
and expression of conditioned place aversion. During the phase of
conditioning, morphine-dependent animals received saline in one
compartment and 0.25 mg/kg naloxone plus 6, 12.5, 25, or 50 mg/kg
GHB (GHB6 acq, n=10, GHB12.5 acq, n=8, GHB25 acq, n=10, and
GHBS50 acq, n=8) in the other. In other morphine-dependent animals
conditioned with saline in one compartment and 0.25 mg/kg
naloxone in the other, GHB was administered (6, 12.5, 19, 25, 37.5,

Table 3 Median values with percentile range of the number of body
shakes, paw tremor, and jumping in animals suffering spontaneous
withdrawal during a 20-min observation period: M-V-Spt (n=10),
M-GHB 6-Spt (n=10), M-GHB 12-Spt (n=10), M-GHB 25-Spt
(n=10)

30 min 3h 6h 12h
Paw tremor
M-V-Spt 13 (3-31) 21 (6-55) 11 (4-70) 0 (0-12)
M-GHB 6-Spt 8 (0-17) 20 (0-35) 14 (0-72) 0 (0-9)
M-GHB 12-Spt  1*** (0-6) 19 (7-45) 14 (8-25) 0 (0-18)
M-GHB 25-Spt  0*** (0-0) 13 (0-33) 14 (7-34) 0 (0-0)
Body shakes
M-V- Spt 1 (0-15) 1 (0-2) 0 (0-2) 0 (0-1)
M-GHB 6-Spt 0 (0-2) 0 (0-2) 0 (0-1) 0 (0-0)
M-GHB 12-Spt  0*** (0-1) 0** (0-2) 0 (0-1) 0 (0-0)
M-GHB 25-Spt  0*** (0-0) 0** (0-1) 0 (0-1) 0 (0-0)
Jumping
M-V- Spt 0 (0-5) 2 (0-35) 11 (0-26) 0(0-3)
M-GHB 6-Spt 0 (0-4) 0(0-17) 2 (0-14) 0 (0-0)
M-GHB 12-Spt 0 (0-0) 1(0-22) 1(0-13) 0(0-0)
M-GHB 25-Spt 0 (0-0) 0(0-24) 0(@0-36) 0(0-0)

Mann—Whitney U-test: differs from M-V-Spt group, *P<0.05,
**P<0.002
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or 50 mg/kg) 30 min before the test (GHB6exp, n=10 GHB12.5exp,
n=9, GHB19exp, n=10, GHB25exp, n=9, GHB37.5exp, n=10, and
GHBS50exp, n=10). The barsrepresent the time in seconds spent in
the drug-paired compartment before conditioning sessions in pre-
conditioning test (white bars) and after conditioning sessions in
post-conditioning test (dark bars). **P<0.001, significant difference
in time spent in the drug-paired compartment in pre-conditioning
versus post-conditioning tests

P<0.002) and the rest of the groups (Mann—Whitney
P<0.02 for V-V-Nal, M-GHB6-Nal and M-GHB12-Nal;
and P<0.002 for the rest).

Gellert—Holtzman scale

Results obtained with the Gellert—Holtzman scale are
represented graphically in Fig. 4. The ANOVA showed
that the variable treatment was significant [F(11,91)
=23.175; P<0.0001]. A post hoc comparison with the
Newman—Keuls test indicated that naloxone administra-
tion to morphine-dependent mice (M-V-Nal) and those
dependent groups which received 12.5 or 6 mg/kg GHB
presented a significant increase in the score of this scale
with respect to control group (P<0.01). Additionally, M-V-
Nal groups also presented a significant score when
compared with the other groups, except M-GHB12.5-Nal
(P<0.05 for M-GHB6-Nal and P<0.01 for the rest).

Chronically administered GHB (see Table 4) did not
induce appreciable signs of withdrawal in any of the
behaviors evaluated, either 24 or 48 h following the last
drug administration. The Gellert—-Holtzman scores were
similar to those of the control group.



138

Table 4 Means (£SEM) of Gellert-Holtzman score of animals
withdrawn from chronic GHB administration: Chronic-V (n=10),
Chronic-GHB 6 (n=10), Chronic-GH 12 (n=8), Chronic-GHB 25
(n=10)

G-H score
24;h 48;h

Chronic-V 3.940.2 4.4+0.2
Chronic-GHB 6 3.5+0.5 3.9+0.5
Chronic-GH 12 4.3+0.2 4.2+0.2
Chronic-GHB 25 2.74+0.5 2.9+0.5
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Fig. 4 Means values (:SEM) of the effect of 25 mg/kg GHB on
naloxone-induced place aversion after four or five trials: M-Nal 4,
M-GHB25exp-4, M-Nal 5, M-GHB25exp-5 (n=9 in all groups). The
bars represent the time in seconds spent in the naloxone-paired
compartment before conditioning sessions in pre-conditioning test
(white bars) and after conditioning sessions in post-conditioning test
(dark bars). *P<0.01, significant difference in time spent in the
drug-paired compartment in pre-conditioning versus post-condition-
ing tests

Discussion

Several studies in human addicts to alcohol or opiates have
reported that GHB administration can ameliorate symp-
toms of withdrawal from these drugs (Gallimberti et al.
1989, 1992, 2000; Beardsley et al. 1996). In the present
study, these observations in humans have been confirmed
and extended in morphine-dependent mice. GHB has
proved to be a useful tool to ameliorate both physical and
motivational aspects of morphine withdrawal symptoms.
Administered during the phase of acquisition or expres-
sion of CPA induced by naloxone in dependent animals,
GHB has been capable of firmly counteracting this
aversion. On the other hand, it also reduces the intensity
of physical signs of the morphine withdrawal syndrome
measured with the modified Gellert-Holtzman scale. Its
effects on specific behaviors (jumping, paw tremor, or
body shakes) also confirm this beneficial action. However,
evaluation of its effects on spontaneous morphine with-

drawal show that this action is short-lasting, no more than
3 h, which can reduce its potential use in human addicts.

One of the most widely employed models to evaluate
motivational aspects of withdrawal is the conditioned
place paradigm, which is considered a reliable and
sensitive index of the aversive motivational state accom-
panying withdrawal from acute opioid dependence (Azar
et al. 2003). Administration of GHB to saline-treated
animals does not induce either preference or aversion with
our laboratory model of conditioned preference. There is
no agreement regarding the rewarding properties of GHB.
In contrast with opioids, a greater number of trials seems
to be required before preference can be observed after
GHB administration (Martellota et al. 1997; Itzhak and Ali
2002) using higher doses than those in our study. Thus, in
some circumstances GHB seems to be able to induce
positive reinforcing effects in drug-naive mice.

Different results have been found when GHB was
administered to morphine-dependent animals. Although
the high and low doses do not show effects, the
intermediate (25 mg/kg) induces a clear place aversion.
Doses below and over 25 mg/kg (19 and 37.5 mg/kg) do
not present motivational effects and efficiently block the
expression of naloxone-induced CPA. No previous studies
have been performed with respect to the effect of GHB
administration on non-abstinent dependent animals. The
neurobiological state of a morphine-dependent animal is
dramatically different from that which is non-dependent,
thus, it could be expected that GHB administration would
produce different motivational consequences. The fact that
only this intermediate dose induces aversion could be due
to different causes, such as different percentage of high or
low affinity receptor occupancy or its influence on
dopaminergic neurotransmission. DA antagonists or DA
release inhibitors block morphine-induced place prefer-
ence (Manzanedo et al. 200la,b) and by the same
mechanisms GHB could induce aversion in morphine-
dependent mice. When CPA is induced using a greater
number of naloxone-induced aversion trials, 25 mg/kg
GHB blocks this aversion. These results demonstrate that
at this dose, GHB exhibits its effects depending on the
characteristics of the conditioning procedure.

In this study, it has been confirmed that naloxone, at the
dose of 0.250 mg/kg, induces CPA in morphine-dependent
mice. During the phase of acquisition, when GHB is co-
administered with the opiate antagonist, doses up to
12.5 mg/kg completely block the development of nalox-
one-induced place aversion. Administered during the
phase of expression, in a situation in which the place
aversion has been normally acquired with naloxone, GHB
seems to be even more potent since, all the doses block
CPA. These results confirm that GHB is able to inhibit the
motivational component of morphine withdrawal.

When physical signs of morphine withdrawal are
studied, GHB is also effective in decreasing the intensity
of these signs to near control levels. The modified Gellert—
Holtzman scale shows that the dose of 25 mg/kg
ameliorates the intensity of the physical syndrome, this
improvement also being evident when separate behaviors



are observed. Jumping disappears with any of the doses
used, and although GHB decreases the frequency of body
shakes or paw tremor, it does not reach control levels. It
has to be taken into consideration that jumping is scarcely
observed, since this sign does not present, with our
experimental conditions, a lineal relationship with inten-
sity of dependence (Broseta et al. 2001). Differences are
observed respecting the 25 mg/kg dose of GHB, since it
does not affect the expression of CPA but efficiently
alleviates signs of physical morphine withdrawal. The
neurobiological basis of physical and motivational con-
sequences of morphine withdrawal is different; even
different brain structures are involved in it (Stinus et al.
1990; Maldonado et al. 1992). CPA can be induced at
doses that do not produce appreciable physical signs (as in
the present work) and the onset and magnitude of physical
withdrawal symptoms are not in correlation with place
aversion conditioning (Mucha 1987; Higgins and Sellers
1994), thus, these discrepant results are not surprising.
Another possibility to explain the differences observed
with the 25 mg/kg dose of GHB is the fact that naloxone,
although at doses higher than those used in these
experiments, is capable of inducing CPA in the absence
of morphine. Thus, the possibility that the CPA observed
is not actually related to withdrawal has to be taken into
consideration. In spontaneous withdrawal, although the
intensity of the signs observed is faint in comparison with
naloxone-induced withdrawal, GHB decreases most beha-
viors studied, i.e. paw tremor and body shakes. However,
this effect is short-lasting, with a maximum of 3 h for body
shakes and only 30 min for paw tremor. These results are
in agreement with those found by Gallimberti et al. (1993,
1994, 2000) who reported the short-lasting effect of GHB
in humans, around 2-3 h, the same as in mice. On the
other hand, administration of GHB to dependent mice
does not induce any appreciable signs of withdrawal. Our
results are in agreement with those observed in clinical
studies. In human addicts to opiates, GHB has proved to
be useful in the treatment of the withdrawal syndrome
(Gallimberti et al. 1993, 1994, 2000), these results also
being confirmed in ethanol addicts (Gallimberti et al.
1989, 2000).

The use of different naloxone doses (lower for CPA
studies) allows the dissociation of the aversive properties
of precipitated withdrawal from the somatic signs. Thus,
CPA may be reflecting only the negative affective state
and dysphoria associated with opiate withdrawal. Taken
together, our results show that GHB administration
reduces both motivational as well as physical aspects of
morphine withdrawal. Its multiple effects on different
neurotransmitter systems make it difficult to give a simple
explanation of its mechanism of action. Due to the
important role played by DA in morphine withdrawal, this
neurotransmitter system could be the one that is most
directly involved. Depending on the dose used, GHB
could induce activation (Diana et al. 1996) or diminution
(Feigenbaum and Howard 1997) of DA neurotransmis-
sion.
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In addition to these effects on the DA system, the
potentiating effect of GHB on the endogenous opioid
system activity could also ameliorate morphine withdraw-
al (Maitre 1997). GHB and morphine induce a number of
similar effects, although opiate receptors seem not to be
involved (Feigenbaum and Simantov 1996). In addition, a
GHB-induced accumulation of met-enkephalin and pro-
enkephalin mRNA expression in the striatum has been
reported to be possible through a nigrostriatal, dopamine-
mediated mechanism (Gobaille et al. 1994; Schmidt-
Mutter et al. 1999). Clinical reports are also not indicative
of true cross-dependency between GHB and opiates
(Winter 1981; Gallimberti et al. 1993). Many other
neurotransmitters, like serotonine or GABA, are affected
after GHB administration. GHB binds to GABA,, receptor
(Maitre 1997) and it is well established that GABA,
agonists such as baclofen attenuate morphine withdrawal
signs and restore low DA brain levels observed during
withdrawal (Bexis et al. 2001; Diaz et al. 2003). Thus, it
has to be taken into consideration that the improvement in
morphine withdrawal induced by GHB could be through
an action on the GABA system.

In conclusion, our results support the idea that GHB is
capable of ameliorating both the physical as well as
motivational aspects of morphine withdrawal. This drug
could be useful for the treatment of human heroin addicts,
although in the light of studies concerning its potential risk
of abuse, precautions must be taken into consideration.
Many reports have shown that GHB is illicitly used and its
prolonged administration could include the development
of tolerance and physical dependence (Dyer 1991; Chin et
al. 1992; Frederick et al. 1994; Stephens and Baselt 1994;
Friedman et al. 1996; Galloway et al. 1997; Craig et al.
2000). Since 2000, GHB has been classified as a schedule-
I drug under the US’s Controlled substances Act in
recognition of its growing abuse liability (Drug Enforce-
ment Agency 2000). Despite this, GHB can be considered
as a useful tool for the treatment of opiate abuse, taking
into consideration that doses below sedative action seem
to be sufficient to obtain this effect.
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Estudio 6: El acido Gamma-hidroxibutirico afecta la adquisicién
y la reinstauracion de la preferencia de lugar inducida por cocaina en

ratones.

Investigacion original: Concepcion Maldonado, Marta Rodriguez-
Arias, Ana Castillo, Maria A. Aguilar, José Mifiarro (2006). Gamma-
hydroxybutyric acid affects the acquisition and reinstatement of cocaine-
induced conditioned place preference in mice. Behavioural Pharmacology
17:119-131

El &cido Gamma-hidroxibutirico (GHB) pertenece las denominadas
"club drugs" o drogas de discoteca, siendo utilizado como sustancia de
abuso por sus efectos euféricos, sedativos y anabdlicos. EI GHB es un
metabolito del acido gamma-aminobutirico (GABA), siendo una sustancia
que se encuentra de forma natural en el cerebro. Numerosas
investigaciones han sugerido que el GHB puede interferir con los sistemas
cerebrales responsables del refuerzo producido por las sustancias de abuso
asi como en la expresion de los cambios neuroadaptativos que ocurren
durante el proceso de dependencia. Aunque no existe un acuerdo unanime,
el GHB parece incrementar la transmision dopaminérgica. Si bien algunos
investigadores han observado una activacion del sistema dopaminérgico
tras la administracion de este compuesto, igualmente se han descrito
resultados opuestos. En un reciente estudio se ha observado que el GHB
induce una leve excitacion de las neuronas dopaminérgicas del éarea
tegmental ventral (ATV), sugiriéndose que este compuesto afectaria al

sistema de recompensa a través de su accion sobre los receptores GABAD.

El consumo de cocaina se encuentra muy extendido en nuestra
poblacion y frecuentemente se asocia a problemas tanto de tipo médico,

como psicolégico o social. En realidad, los adictos a la cocaina son a
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Resumen global de resultados

menudo poli-consumidores, observandose desde 1999 un aumento de
consumidores de cocaina y GHB. Estas drogas comparten acciones
neurofisioldgicas comunes sobre las neuronas de dopamina (DA),
aumentando la liberacion de DA en las regiones terminales de estas
neuronas, especialmente en el nlcleo accumbens. En las dos ultimas
décadas se han probado multitud de compuestos farmacolégicos con el fin
de evaluar su eficacia durante la abstinencia y la prevenciéon de la recaida
en los adictos a la cocaina. Entre ellos, sustancias que actdan sobre la DA,
opioides, bloqueadores de los canales de calcio o diferentes antidepresivos.
El incremento en los niveles de GABA en la hendidura sinaptica podria
reducir el incremento de DA inducidos por los psicoestimulantes en el
nacleo accumbens, consiguiendo con ello disminuir sus propiedades
reforzantes. La Gabapertina, que aumenta la liberacion de GABA, reduce de
forma perceptible la cantidad y frecuencia del deseo (craving) que sufren los
pacientes adictos a la cocaina. Sin embargo, a pesar de los numerosos
estudios existentes, hasta la fecha no existen datos concluyentes que
apoyen la eficacia de ninglin compuesto farmacologico en la prevencién de
la recaida en el consumo de cocaina. Recientemente, gracias a los
resultados obtenidos en una serie de estudios clinicos con individuos
dependientes del alcohol o la heroina, se ha otorgado un papel al GHB
como posible herramienta en el tratamiento de las drogodependencias. Este
compuesto, administrado oralmente, reduce el deseo intenso y el malestar
asociado con la abstinencia al alcohol y a los opiaceos. No obstante, hasta

el momento, no se ha realizado ninglin estudio en sujetos adictos a cocaina.

El objetivo principal del presente trabajo es evaluar el efecto de la
administracion de GHB sobre las acciones reforzantes de la cocaina. Ya
que ambas drogas actllan de una manera similar sobre la neurotransmision
DA, cabria esperar un efecto aditivo. Por otra parte, ya que el GHB ha
demostrado ser eficaz como herramienta terapéutica para mejorar el deseo

y la abstinencia al alcohol y los opiaceos, sugerimos que podria disminuir la
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reinstauracion de la bisqueda de cocaina. Con el fin de comprobar esta
hipétesis se ha utilizado el procedimiento de condicionamiento de lugar, que
ha sido empleado de forma eficaz para determinar las caracteristicas
reforzantes de la cocaina. La capacidad de las sefales asociadas a la droga
para inducir el deseo intenso y la recaida en el comportamiento de
busqueda de la droga es uno de los mecanismos por los cuales la adiccion
se mantiene. La técnica de condicionamiento de preferencia de lugar (CPL)
permite estudiar las caracteristicas de recompensa o incentivo de las drogas
en animales libres de farmaco, al evaluar el tiempo que pasan en un
ambiente previamente asociado con los efectos de la misma. Esta prueba
puede representar una herramienta Util para evaluar la sensibilidad

individual a las caracteristicas incentivas de las sustancias adictivas.

Recientemente, el procedimiento de condicionamiento de la
preferencia de lugar se ha empleado para estudiar la recaida en la conducta
de busqueda de la droga, siendo la morfina y la cocaina las sustancias mas
estudiadas. Tras haberse establecido un CPL, esta preferencia es
extinguida gradualmente por la exposicion repetida de los animales al
compartimento asociado con la droga en un estado libre de farmaco. Una
vez extinguido el CPL, diversos factores como inyecciones de la droga o
estrés, pueden reinstaurar de nuevo esta preferencia. En el presenta
estudio, estudiamos el CPL inducido por la cocaina tras aparear esta droga
junto con diversas dosis de GHB, tanto en la fase de adquisicion como en
la de expresion del condicionamiento. Una vez que el CPL fue establecido,
la preferencia fue extinguida tras repetidos ensayos del test, en los cuales
los animales fueron expuestos a ambos compartimentos en un estado libre
de farmaco. Al final del procedimiento de extincién, se procedi6 a
restablecer la preferencia de lugar administrando, segun el grupo
experimental, una dosis de cocaina que corresponderia a la mitad de la
dosis empleada para inducir el condicionamiento, diferentes dosis de GHB o

ambas drogas juntas.
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Para los experimentos de CPL, se utilizaron cuatro cajas idénticas
de “Plexiglas”, con dos compartimentos de igual tamafio, que diferian en el
color de sus paredes (blanco/negro) y en la textura del suelo (liso/rugoso),
separados por un area central. El procedimiento, no sesgado (“unbiased”) y
contrabalanceado en términos de la preferencia inicial y del procedimiento
de administracién de los farmacos, constaba de tres fases. En la primera
fase, llamada de pre-condicionamiento (Pre-C), los animales tenian libre
acceso a los compartimentos durante 15 minutos (900 segundos)
realizdndose en dos dias consecutivos. El tercer dia, se realizé la misma
prueba que los dias anteriores pero en este caso se registré el tiempo
transcurrido por los animales en cada uno de los compartimentos. Los
animales que mostraron una fuerte aversion (menos de 300 s) o preferencia
(mas de 600 s) por alguno de los compartimentos fueron descartados del
experimento. Una vez establecidos los grupos, segun el tratamiento, la
mitad de los animales en cada uno de los grupos recibian el farmaco o
suero fisioldgico en cada compartimento. Después de la asignacion de
compartimentos, no se observaron diferencias significativas entre el tiempo
que permanecian en el lugar apareado con el farmaco o con el vehiculo en
la fase de Pre-C. Este es un paso importante en el procedimiento
experimental que evita cualquier preferencia antes de iniciar el

condicionamiento.

En la segunda fase (condicionamiento), cuya duracion es de cuatro
dias, los animales recibieron una inyeccion de suero fisiolégico antes de ser
confinados durante treinta minutos en el compartimento elegido para ser
asociado con el vehiculo. Tras un intervalo de cuatro horas, recibieron una
inyeccién de cocaina, GHB o ambos farmacos antes de ser confinados en el

compartimento elegido para ser asociado con la droga.
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Durante la tercera fase, llamada Post-condicionamiento (Post-C o
test), se registraba el tiempo que el animal, libre de cualquier tratamiento
(excepto en el experimento 3), pasaba en cada compartimento durante 900

segundos.

La diferencia, en segundos, entre el tiempo de permanencia en el
compartimento asociado con la droga entre el dia de Pre-C y del Post-C es
una medida del grado de preferencia inducido por la cocaina. Si no existen
diferencias, indicaria que el GHB ha bloqueado el CPL inducido por la
cocaina, mientras que lo opuesto indicaria que este farmaco no ha sido

capaz de bloquear esta preferencia.

Tras la prueba de Post-C realizada el octavo dia, los animales
realizaron sesiones de 15 minutos de extincion semanal, que consistieron
en colocar a los animales en el aparato hasta que el tiempo pasado en el
compartimento apareado con la droga para cada grupo de animales fuera
similar al de la fase de pre-condicionamiento. Esta medicion fue repetida 48

horas después con el fin de confirmar la extincion.

Dos dias después de esta confirmacién, se evaluaron los efectos de
dosis “priming” de la droga correspondiente. La prueba de recaida fue igual
que la sesion de post-condicionamiento, a excepcion de que los animales
realizaron el test tras la administracion de la correspondiente inyeccion de
droga o de salino. Todas las inyecciones se administraron 15 minutos antes
de la prueba de restauracion en el estabulario, siendo un lugar no

contingente a la inyeccién empleada anteriormente en el condicionamiento.

Se realizdé un primer experimento para establecer la curva dosis-
respuesta en el CPL inducido por la cocaina (0.78, 1.56, 3.125, 6.25, 12.5,
25 y 50 mg/kg) y su reinstauracion mediante inyecciones “priming” de

cocaina, utilizando la mitad de la dosis administrada en el condicionamiento.
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Ademas, se realizd un experimento adicional utilizando la dosis mayor de
cocaina (50 mg/kg) durante el condicionamiento e inyectando diferentes
dosis de cocaina en orden decreciente con el fin de inducir la recaida (25,
12.5, 6.25 y 3.125 mg/kg). En el segundo experimento, se administraron
diferentes dosis de GHB (6.25, 12.5, 25, 50 y 100 mg/kg) durante la fase de
adquisicién del CPL inducido por 50 mg/kg de cocaina. En estos grupos, la
reinstauracion de la preferencia fue inducida por 25 mg/kg de cocaina. El
tercer experimento se realiz6 con el propésito de evaluar la posible
potenciacion de los efectos reforzantes de la cocaina al administrarla
conjuntamente con dosis elevadas de GHB (50 y 100 mg/kg). Para ello se
emplearon dos dosis umbral de cocaina (3 y 1.5 mg/kg) junto al GHB. En el
cuarto experimento, los animales fueron condicionados con 50 mg/kg de
cocaina y recibieron una dosis de GHB 30 minutos antes del test (grupos de
expresion), para determinar si este farmaco era capaz de bloquear la
expresion de la preferencia inducida por la cocaina. Al igual que en el
segundo experimento, la reinstauracion de la preferencia fue inducida por
25 mg/kg de cocaina. En el quinto experimento, los animales fueron
condicionados con 50 mg/kg de cocaina, y tras la extincion de la
preferencia, se les inyectd una dosis de 25 mg/kg de cocaina, sola o junto a
diferentes dosis de GHB. El posible potencial del GHB para inducir la
recaida por si mismo, se evallo en grupos adicionales que recibieron

diferentes dosis de GHB en el test de recaida.

Por dltimo, se realizd un séptimo experimento para determinar si la
dosis més alta de GHB podria contrarrestar la hiperactividad inducida por la
cocaina. Los animales fueron colocados en cajas de actividad
inmediatamente después de recibir una sola dosis de 50 mg/kg de cocaina,

100 mg/kg de GHB, cocaina mas GHB o suero fisioldgico.

Los resultados obtenidos en el primer experimento nos mostraron

gue los grupos que recibieron cocaina (con una dosis igual o superior a 3.1
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mg/kg) mostraron preferencia por el compartimento apareado con la droga.
Todos los animales que mostraron preferencia, realizaron una prueba
semanal y la extincion se observé a las cuatro semanas en los grupos que
recibieron 50 y 3.1 mg/kg, a las tres semanas en el grupo 25 mg/kg, a las
dos semanas para el grupo 12.5 mg/kg y a la semana para el grupo 6.2
mg/kg. Solamente en los grupos condicionados con 50 y 25 mg/kg de
cocaina se reinstauro la preferencia. Tras una nueva extincion en estos dos
grupos no se restablecid de nuevo la preferencia utilizando la mitad de la

dosis empleada en la primera prueba de recaida.

Los resultados obtenidos en los grupos condicionados con 50 mg/kg
de cocaina que recibieron diferentes dosis de la droga con el fin de
restablecer la preferencia, revelaron que solamente el grupo que recibié la
dosis de 25 mg/kg de cocaina en el test de recaida mostré un incremento
del tiempo en el compartimento apareado con la droga en comparacion con

el Pre-C y las sesiones de extincion.

En el segundo experimento, donde evaluamos el efecto del GHB
sobre la adquisicién del CPL inducido por la cocaina, sélo los animales que
recibieron 50, 25 y 6 mg/kg de GHB mostraron preferencia. En estos
grupos, el tiempo que los animales pasan en el compartimento asociado con
la droga es mayor durante las fases de Post-C y de recaida que durante las

fases de Pre-C y de extincion.

En el tercer experimento, donde evaluamos el efecto del GHB en la
adquisicién del CPL inducido por dosis umbral de cocaina, aunque en
conjunto todos los grupos incrementaron el tiempo pasado en el
compartimento asociado con la cocaina en el test, es el grupo que recibi6 3

mg/kg el qgue muestra un incremento significativo.
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En el cuarto experimento, los resultados nos indicaron que ninguna
de las dosis de GHB administradas en el dia del Post-C, afecto la expresion

del CPL inducido cocaina.

En el quinto experimento, estudiamos el efecto del GHB en la
reinstauracion del CPL inducido por 25 mg/kg de cocaina. El
restablecimiento de la preferencia se produjo s6lo en los grupos que
recibieron una inyeccion, no contingente, de cocaina sola o junto con 100,
50, 12.5 y 6.2 mg/kg de GHB. En todos estos grupos, el tiempo que los
animales pasan en el compartimento asociado con la droga es mayor
durante la sesion de reinstauracion que en las sesiones de Pre-C y

extincion.

En el sexto experimento, valoramos el efecto del GHB (100 mg/kg)
sobre la actividad motora inducida por cocaina (50 mg/kg) y observamos
gue los animales que recibieron una inyeccion de cocaina sola o junto con
GHB mostraron una actividad mayor que el grupo control o el que recibid

Unicamente GHB.

Tanto el GHB como la cocaina estimulan la neurotransmision
dopaminérgica aumentando la concentracién extracelular de DA estriatal.
Ya que ambas drogas son consumidas como sustancias de abuso, el
presente estudio pretende evaluar el posible efecto del GHB sobre los
efectos reforzantes de la cocaina utilizando para ello el procedimiento de
CPL. Asimismo también estudiamos la capacidad de las inyecciones
“priming” de estas drogas en la reinstauracion de la preferencia. Por lo que
sabemos, éste es el primer estudio en el que se valoran las consecuencias
de la administracion de GHB, no solamente sobre los efectos reforzantes de
la cocaina, sino también sobre la conducta de blsqueda de esta droga,
utilizando el procedimiento del CPL. Nuestros resultados muestran que el

CPL inducido por cocaina, una vez extinguido se puede restablecer tras la
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administracién no contingente de una dosis “priming” de cocaina. El GHB
afecta a las acciones reforzantes de la cocaina dependiendo del proceso
estudiado. Cuando se administra durante la fase de adquisicion, el GHB es
capaz de bloquear el CPL inducido por la cocaina, pero solamente con
dosis puntuales. Por otra parte, no se aprecian efectos evidentes cuando el
GHB se administra durante la fase de expresion. Por otro lado, el GHB no
pudo reinstaurar la preferencia una vez extinguida y solamente con una
dosis intermedia se consiguid bloquear la recaida inducida por la cocaina.
Las dosis més altas de GHB no afectaron el CPL inducido por las dosis mas

bajas de cocaina.

Coincidiendo con investigaciones anteriores, la cocaina indujo CPL
con dosis desde 3,1 hasta 50 mg/kg, no afectado este hecho a la magnitud
de la preferencia, ya que no se observaron diferencias significativas entre
las diferentes dosis. Una vez condicionados, los animales realizaron un
procedimiento de extinciébn semanal, que consistia en la exposicion al
aparato durante 15 minutos en una situacién libre de droga. Este
procedimiento recrea una situaciéon real en la cual los individuos adictos
paran de consumir la droga voluntariamente, pero continlan expuestos a los
mismos estimulos que se han asociado a su consumo. Una vez alcanzada
la extincidn, el restablecimiento de la preferencia se produjo administrando
una dosis de cocaina equivalente a la mitad de la utilizada para inducir la
preferencia. Solo los grupos condicionados con 50 y 25 mg/kg de cocaina
reinstauraron la preferencia tras recibir 25 y 12.5 mg/kg de cocaina,
respectivamente. No se observé restablecimiento de la preferencia con
dosis inferiores. Por otra parte, el grupo condicionado con la dosis mayor de
cocaina no consiguid restablecer la preferencia con dosis iguales o
inferiores a 12.5 mg/kg.

Nuestros resultados demuestran que el CPL inducido por cocaina,

una vez extinguido, se puede reinstaurar tras la administracion no

205



Resumen global de resultados

contingente de una dosis de cocaina. Cuando el GHB se administra en la
fase de adquisicion es capaz de bloquear el CPL inducido por la cocaina,
pero solo con la dosis de 12.5 mg/kg y la mas alta de 100 mg/kg. Este
efecto de bloqueo también se ha observado en otro estudio, en el cual un
tratamiento con GHB disminuia la autoadministracion de cocaina. Los
autores de este estudio sugieren una accion sinérgica del GHB sobre las
propiedades reforzantes de la cocaina o, alternativamente, una disminucién
del deseo de autoadministracién. Hemos de sefialar que las diferencias
entre ambos estudios son considerables. Ademas de la utilizacion de
paradigmas diferentes (el de la autoadministracion), las dosis de GHB
fueron mucho mas altas que las administradas en nuestro estudio, Yy
finalmente, la especie animal utilizada fue la rata. Todas estas diferencias
podrian explicar porque en nuestro estudio no se observé una disminucion

dosis dependiente de la preferencia de lugar inducida por la cocaina.

La mayoria de los efectos conductuales y reforzantes de las drogas
psicoestimulantes se relaciona con las alteraciones que estas producen en
la transmisién DA. El GHB es capaz de interferir con los sistemas cerebrales
responsables de las propiedades del refuerzo de la cocaina, ya que sus
receptores de alta afinidad estdn presentes en estructuras DA. Algunos
autores sugieren que después de una disminucién inicial de la liberacién de
DA, en una segunda fase se produciria un aumento en la liberacion de DA
en el estriado y en las estructuras corticolimbicas. Por lo tanto, dependiendo
de la dosis utilizada, el GHB podria inducir una activacion o una disminucion
de la neurotransmisién de DA. Si las dosis son suficientemente altas, el
GHB podria inducir una rapida activacién del sistema DA, imitando las
caracteristicas reforzantes de las drogas adictivas. Adicionalmente, el GHB
reduce la liberacién de glutamato en el nicleo Accumbens induciendo una
excitacion en las neuronas del area tegmental ventral. Durante la fase de

adquisicién del CPL ambas drogas fueron administradas conjuntamente,
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pero dosis mas alta de GHB podria inducir una estimulacion DA que se

retrase o prolongue mas alla de la inducida por la cocaina.

Hemos de tener en cuenta que estas drogas presentan acciones
diferentes sobre la DA extracelular, siendo la cocaina un bloqueador de la
recaptacion de DA y el GHB un liberador de DA. Estudios mediante
microdidlisis han demostrado que el aumento en la liberacién de DA en el
estriado es mas prolongado tras la administracion de GHB que después de
inyectar cocaina. El aumento de mRNA para los receptores D1 y D2 DA
aparece igualmente retrasado tras administrar GHB en comparacion con lo
que ocurre después de administrar cocaina. Por tanto, se podria esperar un
efecto aditivo sobre la neurotransmisién DA al administrar cocaina junto a
las dosis mas altas de GHB. Para probar esta hipétesis, dos dosis de GHB
(50 y 100 mg/kg) fueron administradas durante la fase de la adquisicién del
condicionamiento junto con dosis umbral de cocaina (3 y 1,5 mg/kg).
Aunque en total todos los grupos incrementaron el tiempo de permanencia
en el compartimento asociado a las drogas, este aumento no alcanzé la
significacion estadistica, excepto en el grupo que recibié Unicamente 3

mg/kg de cocaina.

Por lo tanto, las dosis mayores de GHB no bloquean el efecto
reforzante de las dosis mas bajas de cocaina, aunque tampoco lo
potencian. Sin embargo, cuando se administra junto con una dosis alta de
cocaina, el GHB si es capaz de bloquear este efecto. Este interesante
resultado podria explicarse por una reduccién de la hiperactividad inducida
por la cocaina. Para comprobar esta posibilidad, la dosis mas alta de GHB
fue administrada junto a 50 mg/kg de cocaina y la actividad motora se
evalu6 durante 6 horas. EIl GHB no fue capaz de contrarrestar la
hiperactividad inducida por la cocaina, o expresado de otra forma, 50 mg/kg
de cocaina revirtieron los efectos depresores de 100 mg/kg de GHB. Este

resultado nos sugiere que una disminucion de la locomocién no parece ser
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la causa de la falta de CPL cuando se administra la dosis mas alta de GHB.
Otra posible explicacién, es que esta dosis induzca un amplio perfil de
bloqueo de receptores, afectando no solamente a los de alta afinidad del
GHB sino también a otros receptores tales como el GABAb. El baclofen,
antagonista del receptor GABADb, reduce la liberacién de DA inducida por la
cocaina en el ndcleo accumbens, atenuando igualmente los efectos

reforzantes de esta droga.

La activacion retrasada de la neurotransmision DA producida por el
GHB también podria afectar al procedimiento de condicionamiento, ya que
el animal experimentaria un efecto reforzante mas largo que los que reciben
Unicamente cocaina. Tras la administracion de ambas drogas, los animales
experimentan un répido y corto efecto reforzante debido a la cocaina
mientras estan en el compartimento asociado con la droga, y un refuerzo
tardio y mas largo debido a la accion del GHB que se experimenta cuando
ya han vuelto a sus jaulas. Las dosis intermedias de GHB al inducir una
activacion menor de DA afectarian en menor medida al condicionamiento. El
hecho de que la dosis de 12,5 mg/kg también blogquee la preferencia podria
ser debido a diversas causas, entre ellas un diferente porcentaje en la
ocupacion de los receptores de alta o baja afinidad o a que su influencia en
la neurotransmisién de DA fuera diferente de la producida por dosis mas
altas. Los estudios de microdialisis apuntan a que el GHB produce sus
efectos centrales gracias a una disminucion en la liberacién de DA, que
seria secundaria a sus efectos inhibitorios sobre la tasa de descarga de la
neuronas DA. La disminucién de la liberacion de DA concuerda con los
efectos comportamentales observados tras administrar GHB, muy similares
a los observados con las sustancias que inhiben esta liberacion. Un
antagonismo mixto de los receptores D1 y D2 DA podria bloquear la
expresion de la preferencia de la cocaina, y por los mismos mecanismos el

GHB podria inducir un bloqueo de esta preferencia.
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Por otra parte, el GHB no afect6 la expresion de la preferencia por el
compartimento asociado con la cocaina. Ya que la prueba de CPL se realiza
un dia después de la ultima sesién de condicionamiento en animales libres
de droga, la expresion del condicionamiento depende de los procesos de
memoria, incluyendo mecanismos de adquisicion, consolidacion y
recuperaciéon. Aunque algunos estudios han afirmado que el GHB deteriora
el aprendizaje, con nuestro paradigma no hemos observado ningun déficit

evidente al administrar la droga antes de la realizacion del test.

Independientemente de las acciones del GHB tanto en la fase de
adquisicion como en la de expresion de la preferencia inducida por la
cocaina, los animales tratados con GHB en cualquiera de estas dos fases y
que si se condicionaron, no consiguieron reinstaurar esta preferencia
después de recibir una inyeccién “priming” de 25 mg/kg de cocaina, como si
se observa en los animales control. Aunque el GHB no haya afectado la
adquisicion o la expresion del CPL en estos grupos, los procesos
neurobiolégicos subyacentes a la reinstauracion tras una inyeccién “priming”

estan afectados en estos animales, alterando el fenémeno de recaida.

En animales condicionados con normalidad a la cocaina, una vez
alcanzada la extincién, el GHB bloqued el restablecimiento inducido por una
dosis “priming” de cocaina y ninguna de las dosis utilizadas consiguio
reinstaurar esta preferencia por si misma. Una vez més, el GHB afecta los
procesos de recompensa de la cocaina solo en una estrecha franja de dosis
(25 mg/kg). Utilizando esta misma cepa de ratones, ya habiamos observado
que la expresiéon de la aversion inducida en animales dependientes a la
morfina tras la administracién de naloxona era bloqueada por una amplia
gama de dosis de GHB, con excepcion de la dosis de 25 mg/kg, que, por
otra parte, fue la Unica capaz por si misma, de inducir aversion en animales
dependiente a la morfina. Por lo tanto, con esta dosis de GHB parece

producirse un equilibrio especifico con respecto a la ocupacion del receptor
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de GHB y/o a la activacion de la neurotransmision DA. Como ya
mencionamos anteriormente, la dosis “priming” recuerdan al animal las
caracteristicas hedonistas de la droga y la significacion de las sefiales
asociadas previamente con la droga. El GHB podria bloquear este proceso,
alterando probablemente la percepcion subjetiva del efecto reforzante de la
cocaina. Los animales, en estas circunstancias, no la reconocerian como la
droga utilizada en el condicionamiento. Aunque las dosis mas altas no
fueron eficaces, y esto sugeriria una inherente capacidad para activar la
recaida por si mismas, ninguna de las dosis de GHB empleadas en este
estudio consiguid reinstaurar la preferencia por el compartimento asociado

con la cocaina.

En conclusién, el GHB no potencia los efectos reforzantes de la
cocaina, evaluados mediante el paradigma del CPL, ya que o no es eficaz,
o incluso disminuye la preferencia, dependiendo del proceso estudiado. En
general, las dosis méas altas de GHB no producen un efecto més fuerte,
siendo el estrecho margen de efectividad un problema importante al
considerar a esta droga como una posible herramienta para el tratamiento
de los adictos a la cocaina. Los resultados mas prometedores obtenidos en
este estudio hacen referencia al hecho de que la recaida en el CPL a la
cocaina se podria bloquear por accion del GHB cuando se administre
durante la adquisicién o la expresién del condicionamiento, o incluso junto
con una dosis “priming” de cocaina. Los resultados presentados confirman
que el GHB podria alterar los efectos reforzantes de la cocaina y el
comportamiento de bdsqueda de la misma y este hecho deberia ser tenido
en consideracion a la hora de tratar a consumidores de cocaina, que

habitualmente también consumen otras sustancias adictivas.
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Gamma-hydroxybutyric acid affects the acquisition and
reinstatement of cocaine-induced conditioned place

preference in mice

Concepcion Maldonado, Marta Rodriguez-Arias, Ana Castillo, Maria A. Aguilar

and José Minarro

Cocaine addicts very often use different combinations of
cocaine and other drugs of abuse such as y-hydroxybutyric
acid. The objective of the present work was to evaluate the
impact of y-hydroxybutyric acid administration on the
rewarding actions of cocaine, using the conditioned place
preference procedure. Cocaine-induced conditioned place
preference (50 mg/kg) was studied after pairing this drug
with different y-hydroxybutyric acid doses (6.25, 12.5, 25,
50 and 100 mg/kg) during either the acquisition or the
expression phase of the procedure. After conditioned place
preference had been established, and the preference was
extinguished, a reinstatement was induced by a dose of
cocaine half of that used to produce conditioning, or by
v-hydroxybutyric acid alone or by both drugs together. The
doses of 12.5 and 100 mg/kg of y-hydroxybutyric acid
blocked the acquisition of cocaine-induced conditioned
place preference, and no dose affected the expression of
this conditioning. Reinstatement was abolished only with
the dose of 25 mg/kg y-hydroxybutyric acid, which did not
reinstate the preference by itself. This is the first study
evaluating the effects of y-hydroxybutyric acid on the
rewarding properties of cocaine using the conditioned

Introduction

Gamma-hydroxybutyric acid (GHB) belongs to the class
of substances referred to as ‘club drugs’, being abused for
its euphoric, sedative and anabolic effects (Nicholson and
Balster, 2001). GHB is a metabolite of y-aminobutyric
acid (GABA), and thus is a naturally occurring substance
in the brain (Maitre, 1997). Numerous observations
suggest that GHB may interfere with the brain systems
responsible for the expression of the acute reinforcing
properties of drugs of abuse and for the expression of the
neuroadaptative changes of the dependence process
(Fattore et al., 2000). As a drug of abuse, it is thought
that GHB enhances dopamine (DA) transmission,
although there is no agreement with respect to this. An
activation of the DA system by this compound has been
documented in several reports (Cheramy er al., 1977;
Broughton and Mamelak, 1979; Diana e @/, 1991;
Hechler ¢z /., 1991), but opposite results have also been
found (Howard and Feigenbaum, 1997). In a recent study
(Pistis ez af., 2005), GHB produced a slightly excitatory
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effect in Ventral Tegmental Area (VTA) DA neurons. Two
populations of neurons could be identified, those that
were inhibited by GHB and those that were stimulated.
The same authors claimed that GHB affected neuronal
functions in the reward system by an action on GABA-B
receptors.

Cocaine dependence is a common and serious condition,
associated with severe medical, psychological and social
problems. In reality, cocaine addicts are very often poly-
drug users who consume different combinations of
cocaine and other drugs of abuse (van den Brink and
van Ree, 2003). The population using cocaine and GHB
has risen significantly since 1999 (Bellis ¢z /., 2003). All
these drugs share common neurophysiological actions on
DA neurons, enhancing DA release in terminal regions of
DA neurons, especially in the shell division of the nucleus
accumbens (Di Chiara and Imperato, 1988; Di Chiara,
2002). Thus, GHB and cocaine share the ability to
stimulate DA neurotransmission by enhancing striatal
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extracellular DA concentration, and consequently, both
compounds can be abused in humans and could share
mechanisms involved in their prolonged use.

In the last two decades, a great number of compounds
belonging to different pharmacological classes have been
tested for their effectiveness in the prevention of relapse
and the promotion of stable abstinence in cocaine addicts
(van den Brink and van Ree, 2003). Among them, DA-
acting drugs, opioids, calcium channel blockers or various
antidepressants can be mentioned. Moreover, enhancing
levels of GABA in the synaptic cleft is thought to reduce
psychostimulant-induced increases in DA in the nucleus
accumbens, thereby reducing its reinforcing properties.
Gabapentin, which increases the release of GABA,
significantly reduces the amount and frequency of cocaine
craving in cocaine-dependent patients (Raby and Coomar-
aswamy, 2004). Despite numerous controlled studies, to
date, however, there are no conclusive data supporting the
efficacy of any pharmacological compound for prevention
of relapse to cocaine (Kreek ez a/, 2002; Shoptaw ez al.,
2002; Campbell ¢z af., 2003). Recently, a role for GHB in
drug dependence was hypothesized on the basis of clinical
studies, as it can reduce craving (Gallimberti ez /., 1992)
and malaise during withdrawal from alcohol (Gallimberti e#
al., 1989, 2000; Addolorato ez /., 1998) and from opiates
(Gallimberti e /., 1993, 1994, 2000) when given orally to
dependent individuals. Until now, no studies have been
performed with cocaine addicts.

The principal aim of the present work was to evaluate the
impact of GHB administration on the rewarding actions
of cocaine. As both drugs act in a similar manner on DA
neurotransmission, an additive effect could be obtained.
On the other hand, as GHB has been proved to be
effective as a therapeutic tool to improve craving and
withdrawal from alcohol and opiates, it could decrease the
restoration of cocaine seeking. To test this hypothesis,
the place conditioning procedure, which has been
extensively used to assess the rewarding properties of
cocaine, has been used. The ability of drug-associated
cues to induce craving and relapse into drug-seeking
behaviours is one of the potential mechanisms by which
addiction endures. The conditioned place preference
(CPP) procedure is an animal model of such cue-eliciting
conditioning that can be used to study drug-seeking
behaviours (Tzschentke, 1998). With this procedure, the
rewarding or incentive properties of drugs are assessed in
drug-free animals by the amount of time spent in an
environment previously paired with the drug effects. This
test may represent a useful tool to evaluate individual
sensitivity to the incentive properties of addictive drugs.
Drugs with abuse liability in humans reliably produce
CPP in rodents (Tzschentke, 1998), with cocaine
inducing a well documented CPP in mice (Seale and
Carney, 1991; Cunningham ¢z @/., 1999; Zhang et al., 2002;
Brabant ez /., 2005).

In recent years, the place conditioning procedure has
been increasingly used to study the relapse into drug-
seeking behaviours, morphine (Ribeiro Do Couto ¢ /.,
2005) and cocaine (Mueller and Stewart, 2000; Szum-
linski ez al., 2002; Sanchez er af., 2003) being the most
studied drugs. After the establishment of a reliable CPP
for the drug-paired compartment, this preference is
gradually extinguished by repeated exposure of the
animals to the drug-paired compartment in a drug-free
state. At the end of the extinction procedure, different
factors such as priming drug injections or acute stress may
be tested to investigate whether they are able to reinstate
a significant CPP (Brabant ¢z /., 2005). Cocaine-induced
CPP was studied after pairing this drug with different
GHB doses during either the acquisition or the expres-
sion phase of the procedure. Once CPP was established,
the preference was extinguished after repeated test trials
in which the animals were exposed to both compartments
in a drug-free state. At the end of the extinction
procedure, a reinstatement of the preference was induced
by a dose of cocaine half of that used to produce
conditioning (Itzhak and Martin, 2002; Szumlinski ez /.,
2002) by GHB alone or by both drugs together.

Methods

Subjects

In this first study, 407 albino male mice of the OF1 strain,
acquired commercially from Charles River (Barcelona,
Spain), were used. The animals arrived at the laboratory
at 42 days of age and were housed in groups of four in
transparent plastic cages (22 x 38cm) for an adaptation
time of 10 days, under the following conditions: constant
temperature (21 = 2°C), a reversed light schedule (white
lights on 19.30-07.30h), and food and water freely
available, except during the behavioural test. Procedures
involving mice and their care conformed to national,
regional and local laws and regulations, and were in
accordance with the European Communities Council
Directives (86/609/EEC, 24 November 1986).

Apparatus

In the CPP experiments, four identical Plexiglas boxes
with two equal size compartments (30.7 cm long x 31.5cm
wide x 34.5cm high) separated by a grey central area
(13.8cm long x 31.5cm wide x 34.5cm high) were used.
The compartments had different coloured walls (black vs.
white) and also distinct floor textures (fine grid in the
white compartment and wide grid in the black one). The
floor in the central area was smooth and a little elevated
with respect to the floors of the other compartments
(3.5mm), with doors (14cm height x 8.5cm width) that
allowed the animal to pass through. Four infrared light
beams at the entrance of each compartment of the box and
six in the central area allowed the recording of the animal’s
position and its crossing from one compartment to the
other. When the animal interrupted the first beam at
the entrance of one compartment and no beam was
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interrupted in the central area, the apparatus registered it
as an entry, the location of the mouse always being known.
The equipment was controlled by an IBM PC computer
using MONPRE 2Z software (CIBERTEC SA, Madrid,
Spain).

For the measurement of motor activity, an actimeter with
four sensory plates 35 x 35¢cm (pb 46 603), an interface
(pb 40035) and a computer (Olivetti PCS 286) with the
DAS 16 programme (v. 1.0.) were used. The four sensory
plates registered the activity of the animals for 6h by
means of an electromagnetic system, and the DAS
programme allowed the acquisition and storage of the
data from the sensory plates.

Procedure

Acquisition and expression of the place preference
The experiment, consisting of three phases, was carried
out following an unbiased procedure. During the first
phase (preconditioning), mice were given free access to
both compartments of the apparatus for 15 min (900 s)
each day for 2 days. On day 3, the time spent by the
animal in each compartment was recorded for 900s.
Animals showing a strong unconditioned aversion or
preference (less than 33% or more than 66% of the
session time, i.e. 300 and 600s, respectively) for any
compartment were discarded. In each treatment group,
half of the animals received the drug or vehicle in each
compartment. After assigning the compartments, there
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were no significant differences between the time spent in
the drug-paired and the vehicle-paired compartments
during the preconditioning phase. This is an important
step in the experimental procedure that avoids any
preference bias before conditioning.

In the second phase (conditioning), which had a duration
of 4 days, animals received an injection of physiological
saline immediately before being confined in the vehicle-
paired compartment for 30 min After an interval of 4 h,
they received an injection of cocaine, GHB or both,
immediately before confinement in the drug-paired
compartment for 30 min. Confinement was carried out
in both cases by closing the guillotine door that separates
the two compartments.

During the third phase (postconditioning), on day 8, the
guillotine door separating the two compartments was
removed and the time spent by the untreated mice
(except in experiment 3) in each compartment was
recorded for 900 s.

The difference, in seconds, between the time spent in
the drug-paired compartment in the postconditioning
test and that spent in the preconditioning phase is taken
as a measure of the degree of reward induced by cocaine.
If there is no difference, it indicates that GHB has
blocked cocaine-induced CPP, whereas the opposite that
indicates the drug does not block this reward.

Fig. 1
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Effects of different doses of cocaine on the acquisition of conditioned place preference. Bars represent the mean (+ SEM) time spent in the drug-
paired compartment before conditioning session (OJ), after conditioning sessions (), in the last extinction sessions (dashed lines) and in the
reinstatement test (dark grey). During conditioning, animals were divided into the following treatment groups: CO, physiological saline (»=10); C0.8,
cocaine 0.78 mg/kg (#=10); C1.5, cocaine 1.562 mg/kg (»=9); C3.1, cocaine 3.125 mg/kg (»=10); C6.2, cocaine 6.25 mg/kg (»=10); C12.5,
cocaine 12.5 mg/kg (#=10); C25, cocaine 25 mg/kg (z=14) and C50, cocaine 50 mg/kg (»=15). Animals conditioned with the corresponding
cocaine dose underwent an extinction procedure and were then tested 15 min after receiving half of the cocaine dose used for conditioning. Paired
Student's r-test *P<0.01 significant difference in time spent in Post-C vs. Pre-C; #¥P<0.01 significant difference in time spent in the reinstatement
vs. Pre-C and extinction sessions.
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Extinction of the place preference

After the postconditioning test on day 8, the animals
underwent 15-min weekly extinction sessions, which
consisted of the placement of the animals in the
apparatus (without guillotine doors separating the
compartments), until the time spent in the drug-paired
compartment for each group of animals was similar to
that of the preconditioning session. This measure was
repeated 48 h later in order to confirm the extinction.

Reinstatement of the place preference

Two days after the extinction was confirmed, the effects
of priming doses of the corresponding drug were
evaluated. The tests of reinstatement were the same as
for the postconditioning (free ambulation for 15 min)
session, except that the animals were tested after the
administration of the respective drug or saline injection.
All the priming injections were given 15 min before the
reinstatement tests in the colony room, a noncontingent
place to the previous conditioning injection.

Drug treatments

A first experiment was carried out to perform a dose—
response cocaine-induced CPP (0.78, 1.56, 3.125, 6.25,
12.5, 25 and 50 mg/kg) and reinstatement with priming
injections of cocaine, using half of the dose administered
in the conditioning. An additional experiment was
performed using the high dose of cocaine (50 mg/kg) for
the conditioning procedure and decreasing cocaine doses

Fig. 2

for the priming injection (25, 12.5, 6.25 and 3.125 mg/kg),
the animals being divided into the following groups:
G50-C25, C50-C12.5, C50-C6.25 and C50-C3.1. In a
second experiment, different doses of GHB (6.25, 12.5, 25,
50 and 100 mg/kg) were administered during the acquisition
phase of CPP induced by 50 mg/kg of cocaine, the animals
being divided into five groups: Acq-C50GHB100, Acg-
C50GHBS50, Acq-C50GHB25, Acq-C50GHB12.5 and Acg-
C50GHB6.25. In these groups, reinstatement of the
preference was induced by 25mg/kg of cocaine. A third
experiment was carried out with two borderline doses of
cocaine (3 and 1.5 mg/kg) plus the two higher GHB doses,
with the aim of evaluating the possible GHB-induced
potentiation of the rewarding effects of cocaine (Acg-C3,
Acg-C3GHB100,  Acg-C3GHB50,  Acq-C1.5, Acq-
C1.5GHB100 and Acq-C1.5GHB50). In the fourth experi-
ment, animals were conditioned with 50 mg/kg of cocaine
and received one of five GHB doses 30 min before the test
session (expression groups), to determine whether this drug
was able to block the expression of cocaine-induced
preference  (Exp-C50GHB100, Exp-C50GHB50, Exp-
C50GHB25, Exp-C50GHBI12.5 and Exp-C50GHB6.25).
As in the second experiment, reinstatement of the
preference was induced by 25mg/kg of cocaine. In the
fifth experiment, animals were conditioned with 50 mg/kg
of cocaine, and after extinction of the preference, were
injected with a priming dose of 25 mg/kg of cocaine, alone or
with different GHB doses (R-Sal, R-C25, R-C25GHB100,
R-C25GHB50, R-C25GHB25, R-C25GHB12.5 and R-

700+ O Preconditioning

600 -

500 - B}

400 1
1

300 A

200

Time in the drug-paired compartment (s)

100 1

%

O Postconditioning

Extinction B Reinstatement

C50-C3.1

C50-C6.2

C50-C12.5 C50-C25

Effects of different priming doses of cocaine on the reinstatement of 50 mg/kg of cocaine-induced conditioned place preference. Bars represent the
mean (£ SEM) time spent in the drug-paired compartment before conditioning session ([J), after conditioning sessions (), in the last extinction
sessions (dashed lines) and in the reinstatement test (dark grey). After conditioning with 50 mg/kg of cocaine (C50), animals were divided into the
following treatment groups depending on the priming dose of cocaine: C50-C25, 25 mg/kg (#=8); C60-C12.5, 12.6 mg/kg (»=8); C50-C6.2,
6.25 mg/kg (#=8) and C50-C3.1, 3.125 mg/kg (»=8). *P<0.01 significant difference in time spent in Post-C vs. Pre-C and extinction sessions;
#p<0.01, significant difference in time spent in the reinstatement vs. Pre-C and extinction sessions.
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C25GHB6.25). In order to test the potential of GHB
to induce reinstatement by itself, additional groups received
a priming administration of different doses of GHB
(R-GHB100, R-GHB50, R-GHB25, R-GHB12.5 and
R-GHB6.25).

Cocaine-induced motor activity

A seventh experiment was carried out to assess whether
the highest GHB dose used could counteract cocaine-
induced hyperactivity. Mice were placed into the activity
cages immediately after a single dose of 50 mg/kg of
cocaine (C50), 100 mg/kg of GHB (GHB100), cocaine
plus GHB (C50 + GHB100) or physiological saline (Sal).

Drugs

GHB (ICN Biomedicals Inc., Aurora, Ohio, USA) and
cocaine (Laboratorio Alcaliber SA, Madrid, Spain) were
used in these experiments. Drugs were diluted in
physiological saline (NaCl 0.9%) at a constant volume
(10 ml/kg) and administered intraperitoneally.

Statistical analysis

Data for the time spent in the drug-paired compartment
were analysed with a mixed analysis of variance (ANOVA),
with treatment as a between-subjects variable, with a
different number of levels depending on the treatment
groups, and days as a within-subjects variable with four

Fig. 3
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levels (Pre-C, Post-C, extinction and reinstatement). To
make post-hoc comparisons, Newman—Keuls and Simple
Effects tests were performed. In experiments 1 and 2, two
different ANOVAs were conducted: that mentioned
previously (including only the groups that achieved
preference) and another including all the groups and with
only two levels for the variable days (Pre-C and Post-C).

Motor activity data were analysed using an ANOVA with
time of recording (hours) as a within-subjects factor and
treatment with four levels (treatment groups) as a
between-subjects factor.

Results

Experiment 1: Dose-response of cocaine-induced
conditioned place preference and reinstatement

The results obtained in the cocaine-induced CPP are
shown in Fig. 1. The ANOVA performed for all the groups
revealed significant effects of treatment [F(7,82) = 4.50;
P <0.001], days [F(1,82) =37.39; P<0.001] and the
treatment X days interaction [F(7,82) =2.63; P <0.02].
A significant difference was observed between Pre-C and
Post-C (P <0.01), the time spent in the drug-paired
compartment being higher Post-C. Newman—Keuls tests
for the variable treatment showed a significant difference
in the time spent in the drug-paired compartment
between group C1.5 and those receiving 25, 12.5, 6.2
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Effects of different doses of y-hydroxybutyric acid (GHB) on the acquisition of 50 mg/kg of cocaine-induced conditioned place preference. Bars
represented the mean (£ SEM) time spent in the drug-paired compartment before conditioning session ([J) and after conditioning sessions (0).
During conditioning, animals were divided into the following treatment groups: Acq-C50GHB6.25, 50 mg/kg of cocaine plus 6.25 mg/kg of GHB
(n=10); Acq-C50GHB12.5, 50 mg/kg of cocaine plus 12.5 mg/kg of GHB (»=10); Acq-C50GHB25, 50 mg/kg of cocaine plus 25 mg/kg of GHB
(n=10); Acq-C50GHB50, 50 mg/kg of cocaine plus 50 mg/kg of GHB (»=10) and Acq-C50GHB100, 50 mg/kg of cocaine plus 100 mg/kg of
GHB (»=10). **P<0.001; *P<0.01, significant difference in time spent in Pre-C vs. Post-C sessions.
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and 3.1 mg/kg of cocaine (P < 0.05). These differences
could be due to the postconditioning test, as post-hoc
comparisons did not show differences in the precondi-
tioning session between groups but did so for the
postconditioning session, with animals receiving cocaine
from 25 to 3.1 mg/kg showing higher values than those
receiving lower doses (P < 0.01 for C12.5 and C6.2, and
P<0.05 for C25 and C3.1). Post-hoc comparisons
demonstrated that only groups receiving 3.1 mg/kg of
cocaine and more showed preference for the compart-
ment paired with cocaine (P < 0.01). All animals showing
preference were exposed to the apparatus every week and
extinction was observed after 4 weeks for groups C50 and
C3.1, after 3 weeks for group C25, 2 weeks for group
C12.5 and 1 week for group C6.2. In these groups, after
extinction was confirmed, the data were analysed with
another ANOVA including the four sessions, which
revealed a significant effect of the variable days
[F(3,162) = 15.56; P <0.001]. The variable treatment
[F(2,24) =1.087; NS] and the interaction
[F(12,162) = 0.63; NS] were not significant. A New-
man—Keuls test indicated a significant difference be-
tween Pre-C and extinction with respect to Post-C and
reinstatement (P < 0.01) for the variable days, the time
spent in the drug-paired compartment being higher at

Fig. 4

Post-C and reinstatement. A paired Student’s z-test
between the reinstatement and Pre-C or extinction
sessions revealed that a priming dose of cocaine
reinstated the preference only in those animals condi-
tioned with 50 and 25 mg/kg of cocaine (P < 0.01). After a
new extinction in these two groups, no restoration of the
preference was observed with half of the dose employed
for the first reinstatement test.

The ANOVA performed on the data obtained using 50 mg/
kg for the conditioning procedure and decreasing cocaine
doses for the priming injections (see Fig. 2) revealed
significant effects of treatment [F(3,28) = 5.30; P < 0.01],
days [F(3,81) =5.73; P<0.002] and the interaction
[£(9,81) = 2.25; P<0.05]. The time spent in the drug-
paired compartment in group C50-C3.1 was significantly
lower than in groups receiving the highest cocaine priming
doses (C50-C25 and C50-C12.5) (P < 0.05). This differ-
ence was due to the reinstatement session, as only in this
test did treatment induce an effect. Time spent in the
drug-paired compartment was significantly higher in the
Post-C  than in the Pre-C and extinction sessions
(P <0.01). Only in the C50-C25 group did the reinstate-
ment session show a significant increase with respect to
the Pre-C and extinction sessions (P < 0.01).
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Effects of 50 and 100 mg/kg of y-hydroxybutyric acid (GHB) on the acquisition of 1.5 and 3 mg/kg of cocaine-induced conditioned place preference.
Bars represent the mean (+ SEM) time spent in the drug-paired compartment before conditioning session ([J) and after conditioning sessions ().
During conditioning, animals were divided into the following treatment groups: Acq-C3, 3 mg/kg of cocaine (»=10); Acq-C3GHB50, 3 mg/kg of
cocaine plus 50 mg/kg of GHB (2=10); Acq-C3GHB100, 3 mg/kg of cocaine plus 100 mg/kg of GHB (»=10), Acq-C1.5, 1.5 mg/kg of cocaine
(n=10); Acq-C1.5GHB50, 1.5 mg/kg of cocaine plus 50 mg/kg of GHB (z=10) and Acq-C1.5GHB100, 1.5 mg/kg of cocaine plus 100 mg/kg of
GHB (#=10). Paired Student's -test ¥P< 0.01, significant difference in time spent in Post-C vs. Pre-C.
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Effects of different doses of y-hydroxybutyric acid (GHB) on the expression of conditioned place preference induced by 50 mg/kg of cocaine
administered prior to the postconditioning test. Bars represent the mean (+ SEM) time spent in the drug-paired compartment before conditioning
session (OJ), after conditioning sessions (0), in the last extinction sessions (dashed lines) and in the reinstatement test (dark grey). The animals
acquired the conditioning with cocaine and on the postconditioning day were divided into the following treatment groups: Exp-C50GHB6.25,
6.25 mg/kg of GHB (»=10); Exp-C50GHB12.5, 12.5 mg/kg of GHB (2=10); Exp-C50GHB25, 25 mg/kg of GHB (»=10); Exp-C50GHB50,
50 mg/kg of GHB (#=9) and Exp-C50GHB100, 100 mg/kg of GHB (z=10).

Experiment 2: Effect of gamma-hydroxybutyric acid on
the acquisition of cocaine-induced conditioned place
preference

The effects of GHB on the acquisition of cocaine-induced
CPP are represented in Fig. 3. The ANOVA revealed a
significant effect of the variable days [F(1,45) = 20.54;

P<0.001] and the treatmentx days interaction
[F(4,45) =2.725; P<0.05]. The effect of treat-
ment [F(4,45) =1.07; NS] was not significant.

A Newman—Keuls test indicated a significant difference
between Pre-C and Post-C (P < 0.01) for the variable days,
the time spent in the drug-paired compartment being
higher Post-C. Post-hoc comparisons demonstrated that
only groups receiving 50, 25 (P <0.001) and 6mg/kg
(P<0.01) of GHB showed CPP. In these groups, after
extinction was confirmed, a new ANOVA including the
four sessions revealed a significant effect of the variable
days [F(3,72) = 1.81; P <0.001]. The variable treatment
[£(2,24) = 1.1; NS] and the treatment X days interaction
[£(6,72) = 1.81; NS] were not significant. A Newman—
Keuls test indicated that the time spent in the drug-paired
compartment during the Post-C and the reinstatement
sessions was higher than that during the Pre-C and
extinction sessions (P < 0.05), but Post-C values were also
higher than those in the reinstatement session (P < 0.05).

Experiment 3: Effect of gamma-hydroxybutyric acid

on the acquisition of conditioned place preference
induced by threshold doses of cocaine

The ANOVA of the results obtained on the effect of GHB
on the acquisition of CPP induced by low doses of cocaine
(see Fig. 4) revealed a significant effect of the variable
days [F(1,53) =14.95; P <0.001]. The variable treat-
ment [F(5,53) =0.290; NS] and the treatment X days
interaction [F(5,53) =0.60, NS] were nonsignificant. A
Newman—Keuls test showed a significant difference
between Pre-C and Post-C (P < 0.01), the time spent
in the drug-paired compartment being higher Post-C,
which suggests that all the groups acquired CPP after
cocaine administration. A paired 7-test between the Pre-C
and Post-C data showed a significant increase only in the
group Acq-C3 (P < 0.03).

Experiment 4: Effect of gamma-hydroxybutyric acid

on the expression of cocaine-induced conditioned
place preference

The ANOVA of the results obtained for the effect of
GHB on the expression of cocaine-induced CPP (see
Fig. 5) revealed a significant effect of the variable
days [F(3,120) =4.71; P <0.005]. The variable treat-
ment [F(4,120) = 1.90; NS] and the treatment x days
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Fig. 6
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Effects of different doses of y-hydroxybutyric acid (GHB) and 25 mg/kg of cocaine on the reinstatement of cocaine-induced conditioned place
preference. Bars represent the mean (£ SEM) time spent in the drug-paired compartment before conditioning session ([J), after conditioning
sessions (), in the last extinction sessions (dashed lines) and in reinstatement test (dark grey). After the conditioning and extinction procedures,
animals were divided into the following treatment groups: R-Sal, physiological saline (z=10); R-C25, cocaine 25 mg/kg (#=10); R-GHB6.25,
6.25 mg/kg of GHB (»=9); R-GHB12.5, 12.56 mg/kg of GHB (»=10); R-GHB25, 25 mg/kg of GHB (»=10); R-GHB50, 50 mg/kg of GHB (»=10)
and R-GHB100, 100 mg/kg of GHB (»=14). *P<0.01, significant difference in time spent in the reinstatement vs. Pre-C and extinction sessions.

interaction [F(12,120) = 1.10; NS] were not significant.
A Newman-Keuls test showed a significant difference
between the Pre-C and extinction sessions with respect
to the post-conditioning test (P <0.01 and P <0.05,
respectively), the time spent in the drug-paired
compartment being higher in Post-C, which indicates
that all the groups acquired CPP after cocaine adminis-
tration.

Experiment 5: Effect of gamma-hydroxybutyric acid on
the reinstatement of cocaine-induced conditioned place
preference

The results obtained on the reinstatement of cocaine-
induced CPP by priming injections of saline, cocaine, GHB
or cocaine plus GHB are represented in Figs 6 and 7. The
ANOVA revealed a significant effect of the variable days
[£(3,300) = 21.65; P<0.001] and the treatment x days
interaction [F(33,300) = 1.60; P < 0.025]. The variable
treatment [F(11,100) = 1.16; NS] was not significant.
A Newman—-Keuls test showed a significant difference
between the Pre-C and extinction sessions with respect to
Post-C and reinstatement (P < 0.01), with the time spent
in the drug-paired compartment being higher in Post-C
and reinstatement, the latter increase mainly owing to the
groups receiving cocaine in the priming injection. The
administration of 25mg/kg of cocaine reinstated the
preference only in groups receiving a noncontingent
injection of cocaine alone or with 100, 50, 12.5 and
6.2 mg/kg of GHB. In all these groups, time spent in the
drug-paired compartment was higher during the reinstate-

ment session than during the Pre-C (P <0.05 for
R-C25GHB50 and R-C25GHB6.2, and P <0.01 for the
rest) and extinction sessions (P <0.01 for R-C25 and
P < 0.05 for the rest).

Experiment 6: Effect of gamma-hydroxybutyric acid on
cocaine-induced motor activity

ANOVA of spontaneous motor activity for 6 h (see Fig. 6)
revealed significant effects of treatment [F£(3,36) = 8.06;
P <0.001], h [F(5180) =42.69; P<0.001] and the
interaction [£(15,180) =4.30; P <0.001]. Newman—
Keuls post-hoc analysis showed that animals that received
a cocaine injection, alone or with GHB showed higher
activity than the other two groups (P < 0.01 with respect
to controls in all cases, except P<0.05 for
C50 + GHB100 groups). ANOVA of each of the first 3h
revealed that the differences between these groups
persisted throughout this period. Newman—Keuls post-
hoc analysis revealed higher activity levels in each of the
first 3 h than later (P < 0.01). These results show that the
highest dose of GHB cannot block cocaine-induced
hyperactivity (Fig. 8).

Discussion

GHB and cocaine share the ability to stimulate dopami-
nergic neurotransmission by enhancing striatal extracel-
lular DA concentration. As both compounds may be
abused in humans, the present study examined whether
GHB could affect the reinforcing effects of cocaine,
evaluated through the CPP procedure, and also the ability
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Effects of 100 mg/kg of y-hydroxybutyric acid (GHB) on hyperactivity
induced by 50 mg/kg of cocaine. *P<0.01, significant difference with
respect to the control group.

of priming injections of these drugs to reinstate this
preference, once extinguished. To our knowledge, this is
the first study to evaluate the consequences of GHB
administration, not only on the rewarding action of
cocaine, but also on cocaine-seeking behaviour, using the
CPP procedure. Our results show that an extinguished
cocaine-induced CPP could be reinstated by the non-
contingent administration of a priming dose of cocaine.
GHB affects the rewarding actions of cocaine depending
on the process studied. When administered during the

acquisition phase, GHB is capable of blocking cocaine-
induced CPP, but only with punctual doses. On the other
hand, no effects are evident when GHB is administered
during the expression phase (before the postconditioning
test). After extinction was achieved in animals conditioned
with cocaine, GHB could not reinstate this preference and
only with an intermediate dose did it block cocaine-
induced reinstatement. Higher doses of GHB did not
affect the CPP induced by low doses of cocaine.

In accordance with previous reports (Seale and Carney,
1991; Cunningham ¢z 4/., 1999; Zhang et al., 2002; Brabant
et al., 2005), cocaine induces CPP with a wide range of
doses (from 3.1 to 50 mg/kg). The dose does not seem to
affect the magnitude of the cocaine-induced place
preference, because no differences were observed be-
tween doses, as has been previously described (Brabant er
al., 2005). Once conditioned, the animals underwent a
weekly extinction procedure consisting of exposure to the
apparatus for 15min in a drug-free state, without
experiencing its reinforcing effects. This procedure
closely models a real situation in which addicted
individuals voluntarily stop taking the drug but continue
to be exposed to the same stimuli they have associated
with drug consumption. Extinction took longer to achieve
in groups conditioned with the highest (50 mg/kg) and
the lowest (3.1 mg/kg) doses that induced preference,
again confirming that there is no dose-dependent
response in the magnitude or duration of preference.
Once extinguished, reinstatement of the preference was
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produced by administering a dose of cocaine which was
half of that used to induce preference. Only groups
conditioned with 50 and 25 mg/kg of cocaine reinstated
their preference after receiving 25 and 12.5 mg/kg,
respectively. No reinstatement was observed with lower
priming doses. Moreover, the group conditioned with the
highest cocaine dose did not reinstate the preference
with 12.5 mg/kg or lower doses of cocaine. Using a similar
experimental procedure, we obtained a reinstatement of
morphine preference using lower priming doses (5 mg/kg)
(Ribeiro Do Couto ez /., 2003, 2005). After extinction of
cocaine-induced CPP, however, the priming dose neces-
sary to reinstate the preference has to be half of that used
for the conditioning. Similar results have been found in
previous reports, with priming doses of 15mg/kg being
required when 20 or 30 mg/kg of cocaine were used for
the conditioning (Itzhak and Martin, 2002; Romieu ¢z 4/.,
2004). Nevertheless, Szumlinski and coworkers (2002)
obtained reinstatement with lower doses (5 mg/kg), but
using a biased place preference procedure (cocaine was
paired with the nonpreferred compartment), which
makes the experimental situation noncomparable. Thus,
our results showed that an extinguished cocaine-induced
CPP could be reinstated by the noncontingent adminis-
tration of a priming dose of cocaine. Thus, the place
preference procedure can be useful as a model for
studying the mechanisms of drug-induced relapse to
cocaine addiction in mice. In the following studies, to
assess the effect of GHB, we chose the dose of 50 mg/kg
to induce CPP, in order to obtain not only a strong
preference but also, even more importantly, a robust
reinstatement after a priming dose of 25 mg/kg. Although
reinstatement was also obtained with lower doses of
cocaine (25 mg/kg for conditioning and 12.5 mg/kg for
reinstatement), this response was not as reliable as that
obtained with the highest cocaine dose.

When administered during the acquisition phase, GHB is
able to block cocaine-induced CPP, but only with certain
doses, that is, only the intermediate (12.5 mg/kg) and
highest (100 mg/kg) doses. This blockade by GHB is in
agreement with a previous study in which pretreatment
with GHB dose dependently decreased cocaine self-
administration (Martellota er a/., 1998). These authors
suggest a synergic action of GHB on reinforcing proper-
ties of cocaine or, alternatively, a decreased desire to self-
administer. Considerable differences are apparent be-
tween this and the study presented here. Martellota and
coworkers used a different paradigm, self-administration,
in order to evaluate cocaine-seeking behaviour, the GHB
doses were higher than those administered in our study,
and, finally, the animal species used was rats. All these
differences can fully explain the fact that we did not
obtain a dose-dependent decrease in cocaine-induced
CPP. The interpretation of the GHB effects on the
acquisition of cocaine preference is complex because of
the fact that the blockade effect was obtained only with

certain doses. On the one hand, the highest dose tested,
100 mg/kg, is within the well known GHB-effective dose
range, but, on the other, 12.5 mg/kg appears to be in the
limit of that range. Although most of the studies
performed with GHB in rodents employ higher GHB
doses (from 100 mg/kg upwards), we have previously
observed that even with low doses the compound is
effective. In morphine-dependent mice, 12.5 mg/kg of
GHB was able to block the acquisition of the conditioned
place aversion induced in these dependent animals after a
naloxone injection, and 6 mg/kg of GHB blocked the
expression of this conditioning (Maldonado e @/., 2004).
Furthermore, we also found that GHB can exert a
particular response within a narrow margin of doses.
Using the same strain of mice, motivational effects on
CPP were not observed after administering GHB in
either naive mice or morphine-dependent animals,
except for the 25 mg/kg of GHB, which induced aversion.
Most of the studies on GHB employ high doses and do
not allow the appearance of this ‘U’ shape effect. In self-
administration studies, however, GHB induced self-
administration according to a bell-shaped curve with no
effect at doses lower than 0.01 mg/kg per injection or
higher than 0.5 mg/kg per injection (Martellotta ¢z /.,
1998).

Much of the behavioural and reinforcing potential of
psychostimulant drugs is related to alterations in DA
transmission (Koob, 1992). GHB may interfere with the
brain systems responsible for the acute reinforcing
properties of cocaine, as its high-affinity receptors are
present in DA structures (Hechler ez /., 1992). It has
been reported that after an initial decrement in DA
release, a second phase of GHB modulation occurs in
which there is an enhanced release of DA in the striatum
and corticolimbic structures (Maitre, 1997). Therefore,
depending on the dose used, GHB could induce
activation (Diana e @/, 1991) or diminution (Howard
and Feigenbaum, 1997) of DA neurotransmission. Accord-
ing to some authors, if the doses are sufficient, GHB
could induce a rapid activation of the DA system, thus
mimicking the rewarding properties of addictive drugs
(Diana ¢ /., 1991), which is what could occur with the
highest dose. GHB induces an excitatory effect in ventral
tegmental area DA neurons (Pistis ¢z /., 2005), which
could be due to a reduction in glutamate release in the
nucleus accumbens (Uchimura and North, 1991). During
the acquisition phase, in which both drugs were
administered together, the high GHB dose could induce
DA stimulation that may be delayed or prolonged,
as compared with cocaine-induced DA stimulation.
Moreover, cocaine is a DA reuptake blocker and GHB is
a DA releaser; therefore, they trigger different extra-
cellular DA kinetics. As demonstrated by microdialysis
studies, the increased striatal DA release has been shown
to last longer after GHB administration (Hechler ez @/,
1991) than after cocaine injection (Hurd and Ungerstedet,
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1989). The increase in the D1 and D2 DA receptor
mRNA was similarly delayed after GHB compared with
cocaine (Schmidt-Mutter ¢ @/., 1999). An additive effect
of cocaine and higher GHB doses on DA neurotransmis-
sion can be expected. To test this hypothesis, the two
highest doses of GHB (50 and 100mg/kg) were
administered during the acquisition phase, with threshold
doses of cocaine (3 and 1.5mg/kg). Although all the
groups increased the time in the drug-paired compart-
ment, this global increase did not reach statistical
significance, except in the group receiving 3 mg/kg of
cocaine. Thus, high GHB doses do not block the
rewarding potency of low cocaine doses, although they
do not increase them. Nevertheless, when administered
jointly with a potent cocaine dose, GHB is able to block
this rewarding effect of cocaine. This intriguing fact can
be explained by a reduction of cocaine-induced hyper-
activity. To check this possibility, this high GHB dose was
administered with 50 mg/kg of cocaine and the motor
activity was measured for 6 h. GHB did not counteract
the cocaine-induced hyperactivity, or conversely 50 mg/kg
of cocaine was able to reverse the locomotor depressant
effects of 100 mg/kg of GHB. Thus, an impairment of
locomotion does not seem to be the cause of the lack of
CPP induced by the highest GHB dose. Another possible
explanation is a wide receptor blockade profile induced
by this dose, affecting not only the high affinity GHB
receptors but also other receptors such as GABA-B. The
GABA-B receptor agonist baclofen has been shown to
reduce the cocaine-evoked DA release in the nucleus
accumbens (Fadda ez @/, 2003) and equally attenuated
the rewarding effects of cocaine (Slattery ez al., 2005).
Thus, high doses of GHB can mimic these properties of
GABA-B agonist receptors. Finally, the delayed activation
of DA neurotransmission produced by GHB can confuse
the conditioning procedure, as the animal can experience
a longer reinforcing effect than those that receive only
cocaine. After the administration of both drugs, the
animals experience a short and more rapid reward owing
to cocaine when they are in the drug-paired compartment
and a later and longer reinforcement owing to GHB action
when they have returned to their cages. Intermediate
doses of GHB could induce lower DA activation; thus, the
cocaine conditioning would be less affected. On the other
hand, GHB is generally considered to induce its central
effects through a diminution of DA release secondary to
its inhibitory effects on DA cell firing, with microdialysis
studies confirming a decrease in the striatum DA release
(Howard and Feigenbaum, 1997). The fact that a low
dose of 12.5 mg/kg caused a blocking effect could be due
to different causes, such as a different percentage of high
or low-affinity receptor occupancy or its influence on DA
neurotransmission being different from that produced by
higher doses. The decrease in DA release is consonant
with the behavioural effects of GHB administration,
which are strikingly similar to those observed in drugs
inhibiting this release. A mixed antagonism of D1 and D2
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DA receptors could block the expression of
cocaine preference (Liao ez 4/, 1998), and by the same
mechanisms GHB could induce a blockade of this
preference.

On the other hand, GHB did not affect the expression of
the preference for the cocaine-paired compartment. As
the CPP test is administered the day after the last
conditioning session in drug-free animals, the expression
of CPP is dependent on memory processes, including
acquisition, consolidation and retrieval mechanisms. A
number of empirical results have confirmed the role of
memory processes in drug-induced CPP (Cervo and
Samanin, 1995; Tzschentke and Schmidt, 1995; Itzhak
and Martin, 2000). Although GHB has been reported to
impair learning (Sircar and Basak, 2004), no apparent
deficits were observed with our paradigm when it was
administered prior to the test probe. During the
postconditioning test, the mice, under the effect of
GHB, confined themselves to the drug-paired compart-
ment most of the time, which could be considered as a
new type of training that could affect further reinstate-
ment processes. Studies on the rewarding effects of GHB
measured with the CPP procedure suggest that after only
one trial, this would be quite atypical, as an elevated
number of trials are necessary to obtain GHB-induced
preference (Fattore ez al., 2000; Itzhak and Ali, 2002).

Despite the particular actions of GHB on the acquisition or
expression phase of cocaine-induced preference, animals
treated with GHB in either of these two phases but showing
a preference for the cocaine-paired compartment do not
reinstate this preference after receiving a priming injection
of 25 mg/kg of cocaine, as control animals do. Although GHB
does not affect the acquisition or expression of CPP in these
groups, the neurobiological processes underlying reinstate-
ment after a priming injection are affected in these animals,
altering the relapse phenomenon. GHB could decrease the
potency of the conditioning when administered during the
acquisition phase, possibly because of the previously
mentioned delayed action on DA neurotransmission.
Although these animals partially restore the preference
after the priming dose of cocaine, this reinstatement is not
complete, as the preference is significantly lower than that
expressed during Post-C, the effect being mainly due to the
group receiving the lowest GHB dose (6.25 mg/kg). On the
other hand, protracted memory impairments could account
for the lack of relapse in the groups receiving GHB during
the expression. This effect does not seem to be dose
dependent, as none of the GHB doses administered during
the expression blocks the reinstatement of the preference.

In animals normally conditioned with cocaine, after
extinction was achieved, GHB blocked cocaine-induced
reinstatement (25 mg/kg) and no dose was able to reinstate
this preference by itself. Once more, GHB affects cocaine-
rewarding processes in a narrow range of doses, as only with
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an intermediate dose does it block the reinstatement of
this preference when administered jointly with the
priming dose of cocaine. We have previously observed a
particular response after this GHB dose with the same
strain of mice. Expression of the conditioned place
aversion induced in morphine-dependent animals by
naloxone administration was blocked by a wide range of
GHB doses, with the exception of 25 mg/kg, which was the
only dose capable, by itself, of inducing aversion in
morphine-dependent animals (Maldonado er @/, 2004).
Hence, a specific balance regarding GHB receptor
occupancy and/or DA neurotransmission activation seems
to take place with this specific GHB dose. As we have
previously mentioned, the priming dose reminds the
animal of the hedonic properties of the drug and the
significance of the cues previously paired with the drug
(Mueller and Stewart, 2000). GHB could block this
process, probably altering the subjective perception of
the hedonic effect of cocaine; thus, the animals do not
recognize it as the conditioning drug. Again, higher doses
were not effective, suggesting an inherent capacity to
trigger relapse by themselves. None of the GHB doses
used in this study, however, was able to reinstate the
preference for the cocaine-paired compartment. Cross-
reinstatement has been reported for cocaine and other
psychostimulants (Itzhak and Martin, 2002), but no cross-
reinstatement is obtained with GHB.

In conclusion, GHB does not enhance the rewarding
properties of cocaine, evaluated using the paradigm of
CPP, as it is ineffective or even decreases preference,
depending on the process studied. In general, higher
GHB doses do not produce stronger effects, this narrow
margin of dose being an important problem when
considering this drug as a possible tool for treating
cocaine addicts. The most promising results were that
the relapse in cocaine-seeking behaviour could be
blocked by GHB when administered during the acquisi-
tion of the conditioning procedure, the expression, or
even, jointly with a priming dose of cocaine. The results
presented here confirm that GHB could alter cocaine-
rewarding and cocaine-seeking behaviour and this point
has to be taken into consideration in the treatment of
frequently occurring poly-drug cocaine abusers.
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7. DISCUSION GENERAL

El interés fundamental de la presente Tesis Doctoral fue el de
aportar desde una perspectiva conductual, informacion relevante acerca del
papel del sistema glutamatérgico y del GHB en la adiccién a los opiaceos y
a los psicoestimulantes. En particular su implicacién en la adiccion a la

morfina y a la cocaina.

Los resultados obtenidos en cada uno de los seis estudios llevados
a cabo nos dan una informacién muy valiosa acerca de la relaciéon entre
estos sistemas de neurotransmision y la adiccion, el analisis conjunto de
toda esta informacion nos va a ofrecer una vision mas amplia sobre el

complejo fendmeno de la adiccion a las drogas.

La conducta agresiva y el consumo de drogas se presentan
simultaneamente con mucha frecuencia. En algunas ocasiones asociada al
consumo de la sustancia, como por ejemplo ocurre con la cocaina, o en
otras, presente durante el sindrome de abstinencia, como seria el caso de la
morfina. La administracion de morfina induce un conocido efecto
antiagresivo (Rodriguez-Arias y cols., 1997, 2001), y en la presente Tesis
hemos observado como este efecto parece ser independiente de la
neurotransmision glutamatérgica, estudiada mediante el bloqueo de los
receptores NMDA con memantina. Tampoco la administracion de GHB, que
estimula los receptores GABAb y ademas interfiere en el sistema
dopaminérgico, ha obstaculizado esta accion. Tanto la memantina como el
GHB son sustancias que por si mismas poseen acciones antiagresivas, pero
cuando se administran en unas dosis en las cuales todavia no se observa
este efecto y sin embargo si alteran los mencionados sistemas de
neurotransmision, no se ha visto que afecten a las acciones antiagresivas

de la morfina.
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Una situacion diferente se observa cuando se estudia la
hiperactividad motora inducida por morfina. Aunque la memantina por si
misma induce incrementos en la locomocion, cuando se administra
conjuntamente con morfina los animales tratados permanecen mas tiempo
en la conducta de inmovilidad. Este fendmeno nos indica que al bloquear los
receptores NMDA, la estimulacion de los receptores y no puede ejercer su
efecto motor y que ademas se produce un deterioro de esta conducta. El
efecto depresor que sobre la actividad ejerce la morfina se ha observado
que se prolonga en animales tratados con antagonistas del receptor NMDA,
lo cual apoya nuestra resultados (Trujillo y Akil, 1994) y ademas la
memantina también inhibe la tolerancia que se desarrolla a los efectos
depresores que la morfina ejerce sobre la actividad motora (Trujillo, 2003).
Otros trabajos también han observado esta misma relacion, centrandose
fundamentalmente en el estudio de la sensibilizacion motora tras la
administracion repetida de morfina (del Rosario y cols., 2002; Kosten y
Bombace, 2000), aunque otros estudios no han observado este efecto
(Ranaldi y cols., 2000).

Por otra parte, el GHB contrarresta de forma eficaz la hiperactividad
inducida por morfina, y sin embargo no provoca una disminucion de la
actividad cuando se administra conjuntamente con una dosis no efectiva de
morfina. Hemos comprobado como tampoco la activacién de los receptores
GHB especificos y los GABAb (activados respectivamente por dosis bajas y
altas de GHB) no altera las acciones antiagresivas de la morfina. Sin
embargo si que reduce de forma contundente la hiperactividad inducida por
esta. La relacion entre el sistema opiaceo y el GHB se apoya en diferentes
hechos, en la liberacion proencefalinas producida por el GHB (Schmidt-
Mutter y cols., 1999), que sus efectos puedan ser imitados por los agonistas
(Bernasconi y cols., 1999) o bloqueados por los antagonistas opiaceos

(Snead y Bearden, 1980; Maitre, 1997), o tal y como se ha descrito
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recientemente, que el GHB disminuya el craving inducido por la
administracion de naltrexona (Caputo y cols., 2005). Ya que esta relacién no
se basa en la ocupacién de los respectivos receptores, pensamos que se
produce a través de las acciones del GHB sobre otros sistemas de
neurotransmision, principalmente la DA o el GABA (Feigenbaum y Howards,
1997).

El estudio de las conductas sociales y de la actividad motora nos
confirma que existe una relacion entre el sistema opiaceo, glutamatérgico y
el GHB y que esta interaccion dependera de la conducta estudiada. Ya que
ambos sistemas modulan de forma mas o menos directa la liberacion de
DA, podemos sugerir que los efectos motores observados se deberian a
una afectacidon de esta neurotransmision debida o bien al bloqueo de los

receptores NMDA a la estimulacion de los receptores del GHB o GABAD.

La administraciéon continuada de drogas de abuso induce la
aparicion de dependencia a estas sustancias debido a los cambios
adaptativos producidos en diferentes sistemas neurales que se relacionan
con el fendmeno de la plasticidad sinaptica. Para estudiar la dependencia a
una droga hemos de interrumpir su consumo y asi observaremos como
esos cambios neurales se ponen de manifiesto, apareciendo lo que se
conoce como sindrome de abstinencia. La adiccion a los opiaceos produce
un dramatico sindrome de abstinencia que presenta tanto alteraciones de

tipo fisico como motivacional.

El importante papel que los receptores NMDA juegan en la
plasticidad sinaptica nos sugiere que estos podrian ser criticos en el
desarrollo de la dependencia a opiaceos. Igualmente, diferentes informes
clinicos han otorgado un papel al GHB como farmaco adecuado para
mejorar el sindrome de abstinencia a estas drogas. Sin embargo, los

estudios realizados hasta la fecha se han centrado especialmente en el
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aspecto fisico de la abstinencia a opiaceos, no habiéndose realizado casi
estudios que evaluaran el aspecto psicoldgico o motivacional de esta
abstinencia. Para el estudio del sindrome de abstinencia motivacional uno
de los paradigmas mas empleados es el condicionamiento aversivo de

lugar.

Nuestros resultados han confirmado que tanto los receptores NMDA
como el GHB juegan un papel importante en la abstinencia, tanto fisica
como motivacional a la morfina. Cuando la dependencia a la morfina se
desarrolla durante el bloqueo de los receptores NMDA con memantina o
MK-801, el sindrome de abstinencia no es apreciable. Igualmente en un
animal dependiente de morfina, el bloqueo de estos receptores es capaz de
inhibir la aparicion de la abstinencia inducida por la administracion de
naloxona. Por tanto lo que nos estan indicando nuestros resultados es que,
tanto los aspectos fisicos como motivacionales aversivos de la abstinencia a

la morfina estan mediados, al menos en parte por los receptores NMDA.

Igualmente hemos observado que el GHB es Uutil, tanto para mejorar
los signos fisicos como los motivacionales de abstinencia a la morfina,
aunque sus efectos parecen ser de corta duracion. Debido al importante
papel que la DA juega en la abstinencia a la morfina, este neurotransmisor
podria ser uno de los mas directamente implicados en los efectos que
produce el GHB. También hay que tener en consideracion que el GHB
incrementa la liberaciéon de opiaceos endégenos, lo cual puede ayudar a

disminuir los sintomas de la abstinencia.

Nuestro trabajo apoya por tanto un posible papel de la memantina y
del GHB como potenciales herramientas en el tratamiento de la abstinencia
a opiaceos. Es importante sefialar que no hemos observado la presencia de
efectos reforzantes tras administrar GHB, ya que las dosis utilizadas, y que

se han mostrado efectivas son muy bajas. De especial importancia es el
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hecho de que ambas sustancias han sido capaces de bloquear la aversion
asociada a lugar de la abstinencia, lo cual seria de gran ayuda para el
tratamiento de toxicbmanos en rehabilitacién ya que, en muchas ocasiones,
la exposicion a lugares asociados a la morfina (0 a su carencia) puede

desencadenar la aparicién de craving por la droga.

El craving o deseo por la droga es una de las caracteristicas mas
importantes de la conducta adictiva, siendo un fenémeno a largo plazo que
puede presentarse tras largos periodos de abstinencia, llevando en muchas
ocasiones a reiniciar el consumo, fendmeno conocido como recaida (Eptein
y Preston, 2003). A diferencia del craving, que es subjetivo y por tanto muy
dificil de estudiar con modelos animales, la recaida es una conducta
operante definida como el reinicio de la busqueda y consumo de la droga.
El paradigma de CPL, que valora la capacidad de los estimulos asociados
con la droga para inducir la conducta de busqueda y consumo de la misma,
es un modelo animal ampliamente utilizado para estudiar las propiedades
reforzantes de las drogas. En los ultimos afios se han producido una gran
numero de trabajos dedicados al estudio de la recaida, utilizando la mayoria
de ellos el paradigma de la autoadministracion (Shaham y Miczek, 2003).
Nuestro grupo de investigacion ha venido desarrollando una serie de
estudios en los cuales hemos empleado y validado el CPL como paradigma
para estudiar la recaida en el consumo de morfina. Tras la induccion de la
preferencia de lugar, los animales son sometidos a diferentes protocolos de
extinciéon del condicionamiento, observandose que, al igual que se ha
demostrado en los estudios de autoadministracion, diferentes estimulos
pueden desencadenar la reinstauracion de la preferencia por el
compartimiento asociado con la morfina (Ribeiro Do Couto, Tesis Doctoral
2005). Por ejemplo, tras una extincion diaria, el condicionamiento se
extingue aproximadamente tras 7 sesiones y diferentes dosis priming de
morfina (mucho mas bajas que las utilizadas para el condicionamiento) son

capaces de reinstaurar la preferencia por el compartimiento asociado a la
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droga (Ribeiro do Couto y cols., 2003). Hemos observado que la duracion
del condicionamiento esta en funcién del protocolo de extincién utilizado,
observandose con cualquiera de los empleados, una reinstauracién de la
preferencia tras la administracion de dosis priming (Ribeiro do Couto y cols.,
2005a). Por otra parte, la reinstauracion también puede inducirse mediante
la administracion de otras drogas diferentes a la utilizada en el
condicionamiento (morfina) como cocaina o anfetamina (Ribeiro do Couto y
cols., 2005¢). Por ultimo, hemos demostrado que la exposicion a diferentes
tipos de estresores (fisicos o sociales) también induce la reinstauracion del

condicionamiento (Ribeiro do Couto y cols., 2006).

En la presente tesis doctoral, hemos querido en primer lugar, validar
el procedimiento de CPL como modelo para estudiar la recaida en el
consumo de cocaina. Hemos demostrado como tras la extincion de la
preferencia, utilizando sesiones semanales, la administracién de una dosis
menor (hasta un 25%) a la empleada durante el condicionamiento,

reinstaura la preferencia por el compartimiento asociado a la cocaina.

Una vez demostrada la validez del CPL como modelo de recaida
para la cocaina, quisimos ampliar los estudios sobre los diferentes sistemas
de neurotransmisién implicados en los procesos neurobiolégicos
subyacentes tanto a las propiedades reforzantes como a la recaida en el
consumo de cocaina. En estudios previos, habiamos observado que el
bloqueo de los receptores NMDA con memantina impedia la adquisicién del
CPL inducido por morfina (Ribeiro do Couto y cols., 2004). De forma similar,
el bloqueo de los receptores NMDA o de los AMPA es capaz de bloquear

tanto la adquisicion como la expresion del CPL inducido por cocaina.
Dados los buenos resultados obtenidos con el GHB en la

dependencia a la morfina, nos planteamos evaluar si esta sustancia era

capaz de interferir con las propiedades reforzantes de la cocaina. Tanto la
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cocaina como el GHB incrementan la DA estriatal, por lo que cabria esperar
una potenciacién del refuerzo al administrar conjuntamente ambas drogas,
sin embargo no hemos obtenido este resultado. En concreto dosis umbrales
de cocaina administradas junto a dosis altas de GHB no presentan una

mayor preferencia.

El GHB so6lo es capaz de bloquear la adquisicion con dosis
puntuales, no afectando la expresién de la preferencia inducida por cocaina.
Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que los receptores NMDA vy los
AMPA son necesarios para el establecimiento del CPL inducido por
cocaina. Sin embargo, el GHB no parece jugar un papel critico ni para el

establecimiento ni para la expresion de esta preferencia.

Previamente habiamos demostrado que los antagonistas del
receptor NMDA bloqueaban la reinstauracién de la preferencia inducida por
morfina (Ribeiro do Couto y cols., 2005b). Sin embargo, en el presente
estudio, ni el bloqueo de los receptores NMDA ni el de los AMPA es capaz
de impedir la recaida inducida por dosis priming de cocaina. Por lo tanto,
podemos afirmar que, aunque los receptores de glutamato parecen estar
fuertemente involucrados en los procesos de adquisicion del
condicionamiento tanto de la morfina como de la cocaina, no es asi para los
procesos neurobioldgicos implicados en la reinstauraciéon de la preferencia.
Los receptores de glutamato parece ser s6lo necesarios para reinstaurar la
preferencia inducida por dosis priming de morfina (al menos los NMDA). Sin
embargo ni los AMPA ni los NMDA parecen ser necesarios para
desencadenar la reinstauracion de la preferencia inducida por dosis priming
de cocaina. Puede que la mayor estimulacion del sistema dopaminérgico,
en comparacion con el glutamatérgico, que ocurre tras la administracion de
cocaina (en comparacion con la morfina), pueda explicar esta falta de efecto
(Bossert y cols., 2005). Los antagonistas del los receptores DA, por su

parte, no bloquean la reinstauraciéon inducida por morfina, lo cual apoyaria
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que el sistema glutamatérgico tendria un papel mas relevante en la
reinstauracion inducida por morfina, siendo sin embargo el sistema
dopaminérgico el mas fuertemente implicado en la reinstauracion inducida

por cocaina (Ribeiro do Couto y cols., 2005b).

Por su parte el GHB tampoco es capaz de inducir recaida en
ratones condicionados con cocaina. Sin embargo, el GHB es capaz de
impedir la reinstauracion de la preferencia cuando se administra ya sea
durante la adquisicién o la expresiéon del condicionamiento. Aunque estos
animales muestren preferencia por el lugar asociado con la cocaina, no
recaen tras recibir una dosis priming de cocaina. Por lo tanto los procesos
neurobioldgicos que subyacen a la recaida han sido alterados en estos
animales. Puede que el condicionamiento se haya producido de forma mas
débil, o que el GHB asociado a la cocaina modifique los efectos de la
misma. La cinética que el GHB ejerce sobre la liberacion de DA es diferente
de aquella producida por la cocaina, pudiendo afectar al proceso de
condicionamiento. No debemos descartar tampoco que los ratones puedan
presentar problemas de memoria a largo plazo. No obstante, cuando el
condicionamiento se establece de forma adecuada, aunque el GHB no es
capaz de inducir la reinstauracioén, tampoco puede bloquear el efecto de una

dosis priming de cocaina, excepto con una franja de dosis muy pequefa.

En general podemos concluir que los estudios realizados hasta el
momento por nosotros apoyan la existencia de una disociacion en los
procesos neurobioldgicos que subyacen a los efectos reforzantes agudos de
las drogas de abuso y aquellos que controlan la recaida. La
neurotransmisidén glutamatérgica seria critica para el establecimiento del
aprendizaje entre un determinado ambiente y los efectos apetitivos de las
drogas, mientras que su papel en la recaida inducida por dosis priming se
centraria fundamentalmente en la morfina, no asi para la cocaina. También

jugarian un importante papel en el desarrollo de la dependencia a opiaceos,
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siendo relevante en la aparicion del sindrome de abstinencia tanto fisico
como motivacional. EI GHB se ha mostrado eficaz en tratar la dependencia
a opiaceos, pero no parece ser de tanta ayuda como posible herramienta de
tratamiento para consumidores de cocaina. Sin embargo, aunque el GHB
mejoraria fundamentalmente el sindrome de abstinencia a opiaceos, dada la
frecuencia de poli consumo entre los consumidores de drogas, también
podria disminuir, en cierta medida, el riesgo de recaida en el consumo de

cocaina.
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7. CONCLUSIONES

1° Estudio: La Memantina no bloquea los efectos antiagresivos

de la morfina en ratones.

1-

La administracion de memantina (40 mg/kg) incrementa la actividad

motora.
Tras la administracion de 20 o 40 mg/kg de memantina se produce
una abolicion de las conductas agresivas observadas en ratones

aislados.

Se observa un incremento en el tiempo dedicado a los contactos

sociales, solo tras la dosis de 20 mg/kg de memantina.

Las dosis altas de memantina producen ataxia en un elevado

porcentaje de animales

La memantina no modifica el efecto antiagresivo inducido por la

morfina

La administracion de memantina y morfina produce inmovilidad en

los animales

2° Estudio: La memantina presenta efectos diferentes del MK-

801 en los signos motivacionales y fisicos en la abstinencia a la

morfina.

1-

La administracion de 0,25 mg/kg de naloxona en ratones

dependientes de la morfina induce CAL.
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La memantina y el MK-801 no presentan efectos motivacionales en

ratones dependientes de la morfina.

Cuando la dependencia a la morfina se desarrolla encontrandose
bloqueados los receptores NMDA, por la co-administracién de
memantina (10 mg/kg) o MK-801 (0,05 y 0,1 mg/kg), no se
desarrolla CAL al compartimento asociado a la inyeccion de

naloxona.

La administracién de memantina (10 mg/kg) o MK-801 (0,1 y 0,3
mg/kg) durante la fase de adquisicibn del CAL (sesiones de
condicionamiento), en ratones dependientes de la morfina, bloquea

la aparicion de la aversion condicionada.

La administraciéon de memantina (10 mg/kg) o cualquiera de las
dosis de MK-801 utlizadas (0,006 a 0,3 mg/kg) en la fase de
expresion del CAL (dia del Post-condicionamiento) bloquea la

aparicion de la aversion condicionada.

Los animales dependientes de la morfina que reciben 1 mg/kg
naloxona desarrollan un sindrome de abstinencia fisico con la
presencia de saltos, temblor de cuerpo, temblor de patas y una

puntuacioén entre 12 y 15 en la escala de Gellert y Holtzman.

La administracion memantina o MK-801 en ratones dependientes de

la morfina no induce ningun signo de abstinencia fisica.
En los animales dependientes de la morfina, en los cuales la

administracion de naloxona ha sido precedida por una dosis de 10

mg/kg de memantina o por cualquiera de las dosis de MK-801, la
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administracion de naloxona no ha inducido signos fisicos de
abstinencia, obteniendo estos animales una puntuacion en la escala

de Gellert y Holtzman entre 6 y 12 puntos.

Los animales que han desarrollado la dependencia a la morfina con
un bloqueo de los receptores NMDA, debido a la co-administracion
de memantina (10 mg/kg) o MK-801 (0,5 y 1 mg/kg) presentan una
disminucion en la intensidad de los signos fisicos de abstinencia,
con una puntuacion en la escala de Gellert y Holtzman que va

desde 5 hasta 8 puntos.

3° Estudio: Los antagonistas de los receptores NMDA y AMPA

bloquean la adquisicién y la expresién pero no la reinstauracion de la

preferencia de lugar inducida por cocaina en ratones.

Ni el bloqueo de los receptores NMDA con la administracién de la
memantina o el de los AMPA con la administracién del CNQX,

induce efectos motivacionales utilizando el CPL.

Cuando se administra memantina (10 mg/kg) o CNQX (10 mg/kg)
durante la fase de adquisicion (sesiones de condicionamiento) del

CPL inducido por cocaina, se bloquea la aparicién de la preferencia.

Cuando se administra memantina (5 y 10 mg/kg) o CNQX (10
mg/kg) durante la fase de expresion (post-condicionamiento) del

CPL inducido por cocaina, se bloquea la aparicion de la preferencia.
El bloqueo de los receptores NMDA o AMPA no induce

reinstauracion de la preferencia en ratones condicionados con

cocaina.

241



Conclusiones

5-

El blogueo de los receptores NMDA o AMPA no impide la
reinstauracion de la preferencia inducida por dosis priming de

cocaina

4° Estudio: El GHB actla de forma diferente sobre la actividad

motora y las conductas sociales afectadas por las acciones de la

morfina en ratones macho

1-

La administracion de GHB (200 y 400 mg/kg) induce una

disminucion de la actividad motora.

La hiperactividad motora inducida por 50 mg/kg de morfina es
contrarrestada, de forma dosis-dependiente por el GHB (desde 100
a 400 mg/kg).

La dosis de 10 mg/kg de morfina no afecta a la actividad motora, no
observandose tampoco cambios cuando se administra

conjuntamente con cualquiera de las dosis de GHB (desde 25 a 400
mg/kg).

El GHB (200 mg/kg) incrementa el tiempo que los ratones aislados
dedican a las conductas de interaccion social y disminuye la

agresion, incrementando la inmovilidad.

La morfina (10 mg/kg) disminuye especificamente las conductas

agresivas de los ratones aislados.
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La co-administracion de morfina mas GHB (25 y 100 mg/kg)
incrementa el tiempo que los animales dedican a la exploracion no

social.

La co-administracién de morfina y cualquiera de las dosis de GHB
(de 25 a 200 mg/kg) no afecta a las acciones antiagresivas del
agonista opiaceo, incluso se ven potenciadas, aunque se produce
un incremento progresivo del tiempo que los animales se

encuentran inmoviles.

5° Estudio: EI GHB mejora el condicionamiento aversivo de

lugar y los sintomas fisicos del sindrome de abstinencia a la morfina

inducido por naloxona en ratones.

En ratones dependientes de la morfina la administracién de
naloxona induce una aversioén al lugar asociado a este antagonista

opiaceo a partir de la dosis de 0,125 mg/kg.

La administracion de GHB (6 a 50 mg/kg) en animales no
previamente expuestos a opiaceos no induce efectos

motivacionales.

La administracién de GHB (6 a 50 mg/kg) en animales dependientes
de la morfina no induce efectos motivaciones, excepto con la dosis

de 25 mg/kg que produce CAL.

La administracion de GHB (12 a 50 mg/kg) durante la fase de
adquisicién del CAL (sesiones de condicionamiento) en ratones
dependientes de la morfina bloquea la aparicién de la aversion

condicionada.
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10-

La administracion de GHB (6 a 50 mg/kg) en la fase de expresion
del CAL (dia del Post-condicionamiento) bloquea la aparicion de la

aversion condicionada.

Los animales dependientes de la morfina que reciben 1 mg/kg
naloxona desarrollan un sindrome de abstinencia fisico
caracterizado por la presencia de saltos, temblor de cuerpo, temblor
de patas y una puntuacién entre 13 y 15 en la escala de Gellert y

Holtzman.

La administracion GHB (6 a 25 mg/kg) en ratones dependientes de

la morfina no induce ninglin signo de abstinencia fisica.

En los animales dependientes de la morfina en los cuales la
administracion de naloxona ha sido precedida por una dosis de 25
mg/kg de GHB, aparecen escasos signos fisicos de abstinencia,
obteniendo estos animales una puntuacion en la escala de Gellert y

Holtzman entre 6 y 9 puntos.

En los ratones dependientes de la morfina que sufren una
abstinencia espontanea (48 horas después de la ultima dosis de
morfina), se observa la presencia de temblor de patas, de cuerpo y

saltos.

La administracion de GHB (12 y 25 mg/kg) en ratones en
abstinencia espontadnea, reduce o anula los signos fisicos de
abstinencia, pero solo durante las primeras 3 horas tras su

administracion.
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6° El 4cido Gamma-hidroxibutirico afecta la adquisicion y la

reinstauracion de la preferencia de lugar inducida por cocaina en

ratones.

La cocaina induce un CPL con dosis iguales o superiores a 3,1

mg/kg.

Una vez extinguido en CPL inducido por 25 y 50 mg/kg de cocaina,
se reinstaura tras la administracion de una dosis priming de

cocaina (mitad de la dosis empleada en el condicionamiento)

La administracion de 12,5 y 100 mg/kg de GHB durante la fase de
adquisicion (sesiones de condicionamiento) del CPL inducido por 50

mg/kg de cocaina, bloquea la aparicion de esta preferencia.

La administracion de 50 o 100 mg/kg de GHB durante la fase de
adquisicién del CPL inducido por dosis umbral de cocaina (1,5 y 3

mg/kg) no incrementa la preferencia.

La administracion de GHB (de 6,25 a 100 mg/kg) durante la
expresion (dia del Post-condicionamiento) del CPL inducido por 50

mg/kg de cocaina, no impidi6 la aparicién de esta preferencia.

En los grupos en los que se administr6 GHB, bien sea durante la
fase de adquisicién o de expresion del CPL, y este se produjo, una
vez extinguida la preferencia, la administracion de una dosis priming

de cocaina (25 mg/kg) no reinstauro la preferencia en ningn caso.
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Conclusiones

7-

En animales condicionados con 50 mg/kg de cocaina, una vez
extinguida la preferencia, la administracion de una dosis de GHB
(de 6,25 a 100 mg/kg) no indujo en ningln caso la reinstauracion de

la preferencia.

En animales condicionados con 50 mg/kg de cocaina, una vez
extinguida la preferencia, la reinstauracion de la preferencia tras la
administracion de una dosis priming de cocaina (25 mg/kg) se

bloqued al administrar una dosis de 25 mg/kg de GHB.

La hiperactividad motora inducida por 50 mg/kg de cocaina no es
bloqueada por 100 mg/kg de GHB
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