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Introduccion

1.- ADICCION A LOS PSICOESTIMULANTES

1.1. Introduccion

Las drogas tanto legales (e.g. alcohol o nicotina) como ilegales (e.g. cocaina,
anfetamina, metanfetamina, heroina) son consumidas por varias razones
incluyendo, a parte de los efectos placenteros que producen, una alteracion del
estado mental, una mejora en determinados procesos cognitivos y, en ciertas
circunstancias, como forma de auto-medicacién. El consumo repetido de drogas
puede desembocar en un trastorno adictivo, el cual se manifiesta como un intenso
deseo de consumir y una pérdida de control de la conducta de consumo, a pesar de
las serias consecuencias negativas que se derivan de él.

Las manifestaciones comportamentales aberrantes que ocurren durante el
proceso adictivo, han sido consideradas durante mucho tiempo como “elecciones”
del individuo adicto. Recientes estudios de neuroimagen han revelado que
regiones cerebrales importantes para el funcionamiento correcto de diferentes
procesos como la motivacién, recompensa y control de los actos, se encuentran
alteradas en personas dependientes (Volkow et al, 2003). Esto proporciona las
bases para un nuevo punto de vista en el que se considera la adiccién como una
enfermedad del cerebro, y el comportamiento anormal asociado como el resultado
de una disfuncion del tejido y circuitos cerebrales. Por lo tanto, aunque la
experimentacion inicial y recreativa con drogas sea un proceso voluntario, una vez
la adiccion se ha desarrollado, el control del comportamiento estd alterado.
Aunque los estudios de neuroimagen muestran anormalidades especificas en la
funcion cerebral de los individuos afectados, no todos los adictos las muestran.

La exposicion prolongada a drogas de abuso es suele ser fundamental para
el desarrollo del proceso adictivo y su expresion implica interacciones complejas
entre factores ambientales y bioldgicos. Esto puede explicar el por qué algunos
individuos se convierten en adictos y otros no y sugiere que considerar la adiccion
como un trastorno puramente bioldgico o puramente ambiental es inexacto.
Recientes descubrimientos han incrementado nuestro conocimiento sobre cémo
las drogas afectan a la expresion de genes, proteinas y circuitos neuronales
(Nestler, 2004) y como estos factores bioldgicos pueden afectar al comportamiento

humano. Durante las uUtimas décadas se han ido construyendo las bases



Introduccion

fundamentales para tener una mejor comprension de como factores ambientales
interactian con factores bioldgicos y contribuyen al patrén de comportamientos

que conducen a la adiccidn.

1.2. Teorias de la adiccion

La transicién de consumo ocasional a dependencia esta determinada por
numerosos factores entre los que encontramos factores genéticos, ambientales,
neuroquimicos y modificaciones neuroanatémicas de los circuitos cerebrales como
resultado de la administracidon repetida de drogas (Li et al, 2011). Durante las
primeras fases, las drogas actian como reforzadores positivos y su consumo se
atribuye a la capacidad de inducir un estado emocional placentero vy
recompensante, que puede derivar en un consumo cronico o dependencia a la
droga (Stolerman, 1992; Wise, 1980). Gran parte de las investigaciones se han
centrado en el estudio de los mecanismos moleculares y neuroanatémicos de los
efectos recompensantes y reforzantes de la drogas al inicio del consumo. Sin
embargo, investigaciones mas recientes de los cambios moleculares y
neuroanatomicos a largo plazo, han revelado que el proceso adicitvo implca una
compleja red de sistemas cerebrales mas alld del aceptado circuito de la

recompensa.

Robinson y Berridge hipotetizaron que la administracion repetida de drogas
producia alteraciones en el sistema de la recompensa y sistemas de aprendizaje
asociativo, de manera que el individuo comienza a incrementar la sensibilidad
tanto por la droga como por los estimulos ambientales asociados a ella, dando
lugar a una busqueda compulsiva o wanting (Robinson and Berridge, 1993). Koob
y Le Moal postularon que el consumo repetido de drogas y la dependencia era
resultado de una disminucion en el funcionamiento del sistema de la recompensa
asociado a un incremento en la implicacién de los circuitos cerebrales que
controlan el estrés o los efectos no recompensantes (Koob and Le Moal, 1997). Se
ha hipotetizado que estos dos neurocircuitos contrapuestos interactian de una
manera ciclica, dando lugar en ultimo término al proceso adictivo (Koob et al,
1997). Everitt y Robbins (Everitt and Robbins, 2005) postularon en su teoria del

aprendizaje de habitos, que durante el proceso aditivo se produce una
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transferencia desde un consumo voluntario y controlado a un consumo
compulsivo e involuntario, de manera que la conducta de consumir drogas acaba
transformandose en una conducta automatica o habito. El control del
comportamiento inicialmente controlado por la region de la corteza prefrontal
(PFC) y el estriado ventral, se va transfiriendo hacia regiones mas dorsales de los
ganglios de la base. Finalmente, Hyman y sus colaboradores propusieron la idea
de la adiccion es un trastorno caracterizado por el secuestro o apropiacion de
procesos normales de aprendizaje y memoria implicados en la busqueda de
recompensa y asociaciones droga-estimulo (Hyman, 2005).

Estas teorias coinciden en que la adiccion se caracteriza por la progresion
desde un estado inicial en el que el individuo tiene el control sobre el consumo a
estados mas avanzados en los que el individuo ha perdido este control y ha pasado
a una busqueda y consumo compulsivos. Esta progresion parece estar mediada por
alteraciones inducidas por las mismas drogas, en los circuitos que subyacen a la

recompensa, la funcién ejecutiva, el aprendizaje y la memoria.

1.3. Adiccion: un trastorno del desarrollo

Durante el desarrollo normal de un individuo existen determinados
periodos de tiempo en los que el riesgo de consumir drogas puede ser mas elevado
que en otros. La experimentacion y adiccidn normalmente comienzan en la
adolescencia (Wagner and Anthony, 2002). Comportamientos especificos
tipicamente adolescentes, como el riesgo o la busqueda de novedad, incrementan
la probabilidad de experimentar con sustancias legales e ilegales (Spear, 2000), las
cuales pueden reflejar un desarrollo cerebral incompleto de determinadas
regiones como por ejemplo una mielinizacién de regiones del l6bulo frontal
implicadas en procesos de control ejecutivo y motivacion. Ademas, diferentes
estudios has revelado que la exposicidon a drogas durante la adolescencia puede
derivar en diferentes neuroadaptaciones. Por ejemplo en ratones, la exposicion a
nicotina durante el periodo de su desarrollo que corresponde con la adolescencia
en humanos, pero no durante la fase adulta produce cambios en los receptores de
nicotina y un incremento en el valor reforzante de esta droga en fases posteriores

de la vida (Adriani et al, 2003).
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1.4. El ciclo adictivo

La adiccién no es un proceso estatico y asi como otros trastornos del
comportamiento como la adiccion al juego o los atracones de comida, hay
diferentes componentes que constituyen el ciclo patoldgico. Derivado de la
psicologia social, en el ciclo adictivo se han descrito tres componentes:
obsesion/anticipacidn, atracén/intoxicacion y abstinencia/efectos negativos (Koob
et al, 1997). Estos tres estados se integran en una espiral que ha sido descrita
como un proceso de desregulacion del sistema cerebral de la recompensa en el
contexto del ciclo repetido de la adiccidon (Figura 1). Constructos psiquiatricos y
psicologicos hacen referencia al mismo ciclo de adiccidn, y modelos animales han
sido establecidos y validados para los diferentes sintomas asociados con
elementos de dicho ciclo (Ahmed and Koob, 1998; APA, 2013; Markou et al, 1993).
Superpuestos en el ciclo de la adiccién hay varios elementos de refuerzo que
pueden contribuir al uso compulsivo de drogas durante el curso de la adiccidon. El
refuerzo positivo se produce cuando la presentacion de la droga incrementa las
probabilidades de responder para volver a obtenerla otra vez. Estos efectos
positivos de las drogas cuando son descritos en el contexto de la recompensa a
menudo son equiparables con la sensacidn placentera obtenida tras el consumo.
Los refuerzos negativos, por el contrario, hacen referencia al alivio que se
experimenta al volver a consumir la droga tras un periodo de abstinencia en el que
se advierte un estado aversivo (Wikler, 1973).

Refuerzos positivos secundarios pueden ser obtenidos a traves de un
refuerzo positivo condicionado, como puede ser la asociacion previa de
determinados estimulos neutros con los efectos reforzantes agudos de las drogas
de abuso. Efectos negativos secundarios pueden ser obtenidos a través de la
eliminacion de los efectos reforzantes negativos condicionados de la abstinencia
condicionada. Los refuerzos positivos se han relacionado con el estado de ingesta e
intoxicacion, mientras que los refuerzos negativos han sido asociados con la fase
de abstinencia (Figura 1). Los refuerzos secundarios, tanto positivos como

negativos, contribuyen a la fase de obsesidn y anticipacion.
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Figura 1. Diagrama descriptivo de la espiral que caracteriza al ciclo adictivo desde una

perspectiva psiquiatrica. Modificado de Koob GF & LeMoal MD (2001)

Las bases neurobiolédgicas de los efectos reforzantes positivos agudos, los
efectos reforzantes negativos, los efectos reforzantes condicionados asociados con
la abstinencia y la recaida, han proporcionado informacidén relevante para conocer
mejor el proceso adictivo (Markou et al, 1993). Sin embargo, relacionando los
modelos animales con diferentes criterios utilizados para el diagndstico, la
dependencia de sustancias en humanos requiere de una explicacién mas profunda
para comprender como se pasa del uso espéradico al abuso y pérdida de control.
Dicha transicidn ocurre entre un acceso limitado y controlado de la droga y un uso
compulsivo. La hipotesis mas plausible es que la adiccion no solo implica cambios
en los sustratos neurales del refuerzo positivo si no que otros sistemas
neuroadaptativos estan involucrados, fundamentalmente relacionados con la
recompensa. Se piensa que estos cambios contribuyen a un estado alostatico que

hace al organismo vulnerable para caer en la espiral patologica de la adiccion.

1.5. El circuito de la adiccién

El circuito de la recompensa subyace a todos los comportamientos
motivados tanto por refuerzos naturales como comida, agua o sexo, asi como por
drogas de abuso. Algunas de las regiones cerebrales claves del sistema de la

recompensa son el Area Tegmental Ventral (VTA), Nicleo Accumbens (NAc),
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corteza prefrontal (PFC), ganglios de la base, estriado dorsal, amigdala e
hipocampo (Figura 2).

Los efectos reforzantes de las drogas y la progresion desde el inicio del
consumo hasta la dependencia, son aspectos altamente dependientes de complejas
interacciones y adaptaciones entre las drogas y las citadas regiones. El principal
neurotransmisor en mediar la recompensa es la dopamina (DA). Sin embargo, los
psicoestimulantes también incrementan los niveles extracelulares de glutamato
(Glu), norepinefrina (NE), serotonina (5-HT) y otros neurotransmisores que
contribuyen a muchos de los cambios comportamentales y moleculares
observados a largo plazo y que subyacen al proceso de adiccion (Hyman and
Malenka, 2001; Kalivas, 2009).

PFC
(Glu)
—
AMG HPC DS
(Glu) (Glu) (MSN)
VTA
&< (A
._( GABAérgico
—4 oA Respuesta
comportamental
— GABA
Interneurona
glutamato

Figura 2. Esquema del circuito de la recompensa y sus principales proyecciones
neurotransmisoras. Modificado de Sara B Taylor, Candace R Lewis & M Foster Olive
(2013)

Abreviaturas: AMG, amigdala; DA, neuronas dopaminérgicas; DS, estriado dorsal; GABA,
acido aminobutirico; Glu, neuronas glutamatérgicas; NAc, Nucleo Accumbens; PFC, Corteza

Prefrontal; VTA, Area Ventral Tegmental.
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1.5.1 Sistema de la recompensa:
Area Tegmental Ventral

Funcionalmente el sistema de la recompensa se origina en VTA, region
donde se concentran una gran cantidad de cuerpos celulares de neuronas
dopaminérgicas que emiten proyecciones al NAc y otras regiones cerebrales como
la PFC y amigdala. Muchas de las recompensas naturales y las drogas de abuso
activan estas neuronas dopaminérgicas del VTA y liberan DA en estas regiones (Di
Chiara and Imperato, 1988; McClure et al, 2003; Robinson et al, 1993; Taber and
Fibiger, 1997). El VTA esta también modulado por inputs glutamatérgicos
procedentes de la PFC y amigdala, ademas de por una subpoblaciéon de
interneuronas inhibitorias GABAérgicas (Johnson and North, 1992). Recientes
evidencias han sugerido también que inputs a VTA que liberan un péptido
relacionado con el estrés, el facto de liberacion de corticotropina (CRF), pueden ser
responsables en modular los efectos inducidos por el estrés sobre la busqueda de
drogas. Por otro lado, los inputs a VTA que contienen orexina procedentes de
regiones hipotalamicas, pueden estar implicados en comportamientos
relacionados con la recaida (Mahler et al, 2013; Wang et al, 2005). Estas
interacciones entre neurotransmisores y neuropéptidos pueden dar lugar a
numerosos cambios celulares y moleculares qque contribuyen al aprendizaje

asociado con la recompensa y al desarrollo de la adiccion (Jay, 2003).

Nicleo Accumbens

Muchas de las drogas de abuso y particularmente los psicoestimulantes
inducen la liberacion de DA a nivel de las terminales nerviosas del NAc, PFC y
amigdala (Koob and Volkow, 2010). La liberacion de DA en el NAc parece ser
crucial para la induccion de los efectos reforzantes de las drogas. El NAc, localizado
en el estriado ventral, estd formado principalmente por neuronas espinosas
medianas GABAérgicas (MSN). Funcionalmente puede dividirse en dos
subregiones diferentes, core y shell, 1as cuales responden a los efectos de las drogas
también de forma diferente y parecen mediar en distintos aspectos del proceso
adictivo. La liberacion de DA en el shell contribuye al estado recompensante inicial
y a los efectos reforzantes de las drogas, mientras que la liberacién en el core

parece estar mas asociada con la expresion de los comportamientos aprendidos en
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respuesta a estimulos recompensantes (Di Ciano and Everitt, 2001; Everitt et al,
2008). La elevacion de la DA extracelular inducida por drogas en el NAc y otras
regiones cerebrales del sistema de la recompensa, estd modulada por otros
sistemas neurotransmisores, incluyendo acido gamma aminobutirico (GABA), Glu,
opioides enddgenos y cannabinioides, 5-HT, NE y varios neuropéptidos como CRF
(Hyman et al, 2001; Kalivas, 2009; Koob, 1992; Koob et al, 2010; Serrano and
Parsons, 2011). Ademas estos sistemas de neurotransmisores pueden modular el
consumo y la busqueda de drogas. Por ejemplo, receptores glutamatérgicos
ionotrdpicos y metabotrdpicos tanto en el NAc core como en el shell, median el
reestablecimiento (reinstatement) de busqueda de cocaina inducido por contexto

(Xie etal, 2012).

1.5.2. Funciones ejecutivas y sistema de hdbitos:
Cortex Prefrontal

La PFC es un principal regulador de procesos emocionales y cognitivos que
contiene diversas subregregiones funcionalmente distintas. La PFC dorsolateral
(dIPFC), PFC orbitofrontal (oPFC) y el cortex cingulado estan implicados en la
atribucion de la saliencia, en la inhibiciéon de comportamientos inapropiados, en la
flexibilidad comportamental y cognitiva y en la regulacion de la emocion (Breiter
et al, 1997; Bush et al, 2002; Volkow et al, 2011). Estas regiones de la PFC tienen
densas poblaciones de cuerpos celulares de neuronas glutamatérgicas con vias
eferentes que proyectan a las MSN del NAc que recibe también las vias
dopaminérgicas del VTA (Sesack and Pickel, 1992). Estas eferencias
glutamatérgicas proyectan también a la amigdala, VTA y estriado dorsal e
indirectamente al hipocampo (Kalivas and Volkow, 2005; Sesack et al, 1989). La
PFC modula los efectos recompensantes de las drogas de abuso y el
comportamiento de busqueda, asi como la recaida en el consumo (Lasseter et al,
2010). Coordina también la flexibilidad con la que un organismo adapta su

comportamiento dirigido a meta en muchos de los estados del proceso adictivo.

Estriado dorsal y bucles corticales-ganglios de la base
Regiones de los ganglios de la base que incluyen la parte dorsal y ventral del

estriado, segmentos interno y externo del globo palido (GPi, GPe), nucleo
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subtalamico y los cuerpos celulares de las neuronas dopaminérgicas en la
sustancia negra (SN), se encuentran altamente implicados no solo en el control
motor fino sino también en la funcién de la PFC (Kopell and Greenberg, 2008).

En general, la salida de los ganglios de la base se produce principalmente
via talamo, el cual proyecta de vuelta a la PFC formando el bucle cortico-estriatal-
talamo-cortical (CSTC). Tres bucles CSTC se han propuesto como moduladores de
la funcién ejecutiva e inhibiciéon del comportamiento. En el circuito prefrontal
dorsolateral, los ganglios de la base principalemte modulan la identificacién y
seleccion de objetivos, incluyendo las recompensas (Feil et al, 2010). El circuito
oPFC modula la toma de decisiones y la impulsividad y el circuito del cingulado
anterior modula la valoracién de las consecuencias (Feil et al, 2010). Todos estos
circuitos estan controlados por inputs dopaminérgicos procedentes de VTA hasta
por ultimo guiar comportamientos relevantes para la adiccidn, incluyendo la
presistencia y reduccion del repertorio de comportamientos hacia la busqueda de
drogas, y continuado consumo a pesar de las consecuencias negativas (Feil et al,
2010; Kopell et al, 2008; Sesack et al, 2003).

El estriado dorsal, también denominado caudado-putamen en primates,
esta asociado con transiciones desde comportamientos dirigidos a meta hasta el
consumo automatico o habito, debido en parte a su papel en el aprendizaje
estimulo-respuesta (Everitt et al, 2008). Como se ha descrito anteriormente, los
efectos recompensantes y reforzantes en la fase inicial del consumo de drogas de
abuso, estan mediados por incrementos en el nivel extracelular de DA en el shell
del NAc, a los que sigue posteriormente un incremento en el core (Di Chiara et al,
2004; Ito et al, 2004). Tras un periodo prolongado de consumo, las claves
asociadas producen incremento en los niveles extracelulares de DA en el estriado
dorsal pero no en el NAc (Ito et al, 2002). Es necesario recordar que durante el
proceso adictivo se produce un desplazamiento de la implicacion desde el estriado
ventral al dorsal que hace referencia a la progresién desde un estado de consumo
inicial voluntario a un estado final compulsivo e involuntario o automatico (Everitt
et al, 2008) (Figura 3). Evidencias recientes han indicado que la transmision
glutamatérgica en el estriado dorsal es importante en las adaptaciones y

plasticidad inducida por las drogas en esta region cerebral (Grueter et al, 2012).
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Figura 3. Esquema reresentativo de la transferencia del control de la conducta. En una
primera fase en la que el comportamiento es controlado por regiones prefrontales y
estriado ventral, éste se va transfiriendo a regiones mas dorsales de los ganglios de la base
mediante una serie de bucles. De esta manera, conforme se va avanzando en el consumo
de drogas y éste se va haciendo mas prolongado, la accién pasa a estar controlada por
mecanismos estimulo-respuesta llegando a convertirse en un habito o accién automatica.

Figura modificada de Everitt & Belin (2008).

1.5.3. Sistemas de aprendizaje y memoria
Hipocampo

El hipocampo esta implicado en la correcta funcién de la memoria espacial,
en parte debido a su importamnte implicaciéon en la integracién de claves o
informacion contextual o ambiental (Jarrard, 1995). El subiculum ventral, la
principal salida del hipocampo, proyecta a varias regiones limbicas, incluyendo el
NAc y estriado dorsal. Se ha demostrado que el subiculum ventral juega un papel
importante en el comportamiento de busqueda de drogas, sugiriendo la
importancia de la informacién contextual en la adiccién a psicoestimulantes (Sun
and Rebec, 2003). Ademas, la via desde el subiculum ventral al NAc se ha visto
implicada en la sensibilizacion, dependiente de DA, a los psicoestimulantes (Goto
and Grace, 2005; Lodge and Grace, 2008). Recientemente se ha demostrado que la
conexion entre la region CA3 del hipocampo y VTA, puede también mediar la

capacidad de la informacion contextual de modular comportamientos
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motivacionales (Luo et al, 2011). Como demostraron los estudios de
microinyeccion llevados a cabo por Fuchs y colaboradores, la transmision
glutamatérgica en el hipocampo dorsal estd involucrada en la conducta de

busqueda de cocaina inducida por contexto (Xie et al, 2010).

Amigdala

La amigdala ejerce un papel prominente en el aprendizaje condicionado, en
el que se establecen fuertes asociaciones entre los estimulos ambientales y los
efectos reforzantes de las drogas de abuso. Eferencias glutamatérgicas desde la
amigdala al PFC, NAc e hipocampo median respuestas comportamentales frente a
estos estimulos (Cardinal et al, 2002; McGaugh, 2002; Petrovich et al, 2001). La
amigdala esta formada por multiples nucleos implicados en diferentes aspectos de
la adiccion relacionados con el aprendizaje asociativo. El neuropéptido CRF en el
nucleo central de la amigdala media en varios aspectos de comportamientos
motivados por estrés relevantes en el proceso adictivo (Koob, 2010; Zorrilla et al,
2012). La region basolateral de la amigdala es critica para la recaida inducida por
estimulos condicionados, mientras que el nucleo central es un sustrato neural
clave implicado en la recaida inducida por estrés (Everitt and Wolf, 2002; Shalev et
al, 2002). Las conexiones reciprocas entre la amigdala basolateral y el cortex
cingulado anterior pueden ser particularmente importantes para la recaida en el
consumo de cocaina inducido por estimulos condicionados (Childress et al, 1999;
Kilts et al, 2001). Es importante resaltar que tanto la amigdala como el subiculum
ventral tienen conexiones reciprocas y se ha visto que proyectan a la misma
poblacién de neuronas en el NAc (French et al, 2003a; French and Totterdell,
2003b). Esto indica que las salidas desde la amigdala e hipocampo interactian y
convergen para modular el circuito de la recompensa y potenciar las asociaciones

recompensa-contexto y recompensa-claves que contribuyen a la recaida.

1.6. Efectos agudos de los psicoestimulantes

1.6.1. Efectos subjetivos y farmacocinéticos
Los psicoestimulantes se asocian con una sensacién de euforia, incremento
en la confianza en uno mismo y energia, desvelo y actividad y un descenso de la

sensacion de fatiga y apetito (Cruickshank and Dyer, 2009; Hando et al, 1997). Los
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efectos adrenérgicos de estas drogas incluyen una elevacion en la tasa cardiaca y
respiratoria, presion arterial, temperatura corporal y sudoracion, ademas de
incrementar el temblor y exageracion de los reflejos (Ciccarone, 2011; Cruickshank
et al, 2009; Rusyniak, 2013). Aunque diferentes clases de psicoestimulantes
inducen similares efectos subjetivos cuando son consumidos, sus propiedades
farmacocinéticas son muy diferentes. La cocaina tiene una vida media muy corta
comprendida entre 30 minutos y 2 horas y un pico maximo de efectos subjetivos
dependiente de la ruta de administracién (Jufer et al, 2000). Cuando la cocaina es
esnifada, sus efectos son notables a los 10-15 minutos, mientras que inyectada el
efecto es mucho mas rapido (3-4 minutos) (Hatsukami and Fischman, 1996;
Volkow et al, 2000). La cocaina base o crack fumada es mucho mas adictiva debido
principalmente a su rapido modo de accién (1-2 minutos) (Hatsukami et al, 1996;
Volkow et al, 2000). Por otra parte, la metanfetamina puede ser administrada por
via oral, intravenosa o ser fumada. Al igual que la cocaina, fumada produce una
sensacion de euforia o high mucho mas rapida, presentando un elevado potencial
de abuso (Kish, 2008). Su vida media es mucho mas larga que la de la cocaina
llegando a las 10-12 horas (Harris et al, 2003a). La anfetamina se suele administrar
principalmente via oral o intravenosa y su vida media también puede llegar a las

10-14 horas.

1.6.2. Mecanismos de accion

Como se ha comentado anteriomente, un efecto neurobiolégico comun de
muchas drogas de abuso es la modulacion directa o indirecta de los cuerpos
celulares de la neuronas dopaminérgicas del VTA que proyectan al NAc,
produciendo el incremento de los niveles extracelulares de DA en esa region
(Berke and Hyman, 2000; Di Chiara et al, 1988; Robinson and Becker, 1986; Wise
and Rompre, 1989). Sin embargo, no todas las drogas de abuso actian
directamente sobre las neuronas dopaminérgicas del VTA a nivel de los cuerpos
celulares. Los psicoestimulantes pueden ejercer sus efectos interaccionando con
los transportadores de monoaminas de membrana y vesiculares localizados en las
terminales presinapticas en el NAc (Rudnick and Clark, 1993). La cocaina se une a
los transportadores de DA (DAT), NE (NET) y 5-HT (SERT) e inhibe su funcion,

produciendo un incremento en la concentracién extracelular de estos
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neurotransmisores en el NAc (Ritz et al, 1990). En ratones transgénicos que
carecen de DAT, la administracion de cocaina no increment6é la actividad
locomotora o los niveless de DA en el estriado, a pesar de que estos animales
pudieron aprender a autoadministrase cocaina principalmente debido a la accién
sobre los transportadores de NE y 5-HT (Giros et al, 1996; Rocha, 2003; Rocha et
al, 1998).

Las anfetaminas, incluyendo la metanfetamina, ejercen sus efectos de una
manera mas compleja. Ademas de bloquear los transportadores de DA, NE y 5-HT,
las anfetaminas son capaces de revertir el transporte del DAT, resultando en un
incremento de los niveles extracelulares de DA, ademas de NE y 5-HT. La
anfetamina puede penetrar en la neurona presinaptica bien a través del DAT o
difundiendo a través de la membrana plasmatica, de manera que se acumula en el
citosol (Zaczek et al, 1991). Una vez en el interior de la célula, producen la
redistribucion de monoaminas desde las vesiculas sinapticas donde se encuentran
almacenadas al citosol (Schmitz et al, 2001; Sulzer et al, 2005). Se han descrito
varios mecanismos que intentan explicar como se produce la redistribuciéon. Dos
de las principales hipoétesis indican que las anfetaminas actian como sustratos
sobre los transportadores de monoaminas (VMAT2) o bien que actiian como bases
débiles que alteran el gradiente de pH vesicular (Sulzer et al, 2005). Ademas, las
anfetaminas prolongan la transmisiéon monoaminérgica inhibiendo la accién de la
enzima monoamino oxidasa (MAO), incrementando la concentracion de DA
disponible en el citosol para ser liberada (Fung and Uretsky, 1982; Larsen et al,
2002; Robinson, 1985)(Figura 4). Mientras que los niveles de NE y 5-HT también
se incrementan en el NAc como consecuencia del consumo de psicoestimulantes, el
incremento extracelular de DA tiene un papel crucial en las propiedades
reforzantes y recompensantes de los psicoestimulantes (Rocha, 2003), aunque es
interesante el hecho de que tanto la anfetamina como metanfetamina producen

una liberacion mas potente de NE que de DA o 5-HT (Rothman et al, 2001).

1.6.3. Neurofarmacologia relacionada con el abuso de psicoestimulantes
Los psicoestimulantes han sido definidos como una clase de droga que
estimula el sistema nervioso central y periférico. El uso irresponsable de

psicoestimulantes representa uno de los mayores problemas de salud publica. La
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cocaina es ampliamente reconocida como una de las drogas mas adictivas y
peligrosas que se consumen. Una gran cantidad de articulos cientificos evidencian
la importancia de las monoaminas en las propiedades adictivas y efectos
farmacologicos de los psicoestimulantes. En concreto, la DA juega un papel
principal en el refuerzo y efectos comportamentales estimulantes de los
psicoestimulantes, tanto en animales como en humanos. Aunque estos efectos no
parecen ser directamente dependientes de la 5-HT, estudios de combinacién de
drogas claramente demuestran que la modulacién farmacolégica del sistema
serotoninérgico puede alterar los efectos comportamentales y neuroquimicos de
los psicoestimulantes.

De manera analoga, la NE no parece tener un papel importante en los
efectos reforzantes de los psicoestimulantes, pero drogas que incrementan la
concentracion de NE pueden compartir efectos interoceptivos con los
psicoestimulantes, como se ha evidenciado mediante estudios de discrimnacion de
drogas. Recientes evidencias han implicado también a la NE en el
reestablecimiento  (reinstatement) de la  conducta  extinguida de
autoadministracion (SA) de psicoestimulantes inducida bien por estrés o por
drogas. Por ultimo, hay una linea creciente de evidencias que remarcan la
existencia de interacciones complejas entre otros sistemas de neurotransmisores.

El sistema glutamatérgico cortical esta implicado en la regulaciéon de la
funcion dopaminérgica. De la misma manera, el sistema GABA ejerce una
modulacién inhibitora sobre la funcion glutamatérgica y monoaminérgica. El abuso
y adiccién a las drogas es un trastorno altamente complejo, por lo que no es
sorprendente que los sustratos neurobiolégicos que subyacen al consumo y
dependencia de psicoestimulantes, implique a una extensa red de sistema

neurotransmisores.
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Figura 4. Representacion de una sinapsis dopaminérgica.

La cocaina bloquea el transportador de DA, de manera que ésta no puede ser recaptada
por la célula y almacenarse en vesiculas en el interior de la neurona presinaptica (parte
izquierda diagrama). La anfetamina (parte derecha del diagrama), puede penetrar en la
célula bien a través del DAT o difundiendo a través de la membrana. Una vez en el interior
de la célula, interacciona con el transportador de las vesiculas donde se encuentra
almacenada la DA, los VMAT, facilitando la expulsion del neurotransmisor al citoplasma. El
incremento de la concentracion de DA en el espacio citoplasmatico promueve el
transporte inverso del DAT, de manera que se acumula en la hendidura sinaptica. Figura

modificada de Howell 2007.

Estudios in vivo han demostrado que los psicoestimulantes pueden
interactuar con multiples transportadores de monoaminas. Sin embargo, los
efectos comportamentales de los psicoestimulantes asociados con sus propiedades
adictivas se han relacionado fundamentalmente con un incremento en la actividad
dopaminérgica. El sistema dopaminérgico mesolimbico comprende neuronas
dopaminérgicas originadas en VTA que proyectan a varias estructuras limbicos y
corticales, incluyendo el NAc, amigdala y PFC (Tzschentke, 2001; Tzschentke and
Schmidt, 2000). El incremento en la concentracidn extracelular de DA en el sistema
mesocorticolimbico (MCL) inducido por las drogas es critico en la induccion de los
efectos comportamentales de los psicoestimulantes. Dos familias de receptores,
familia D1 (receptores D1 y D5) y la familia D2 (receptores D2, D3 y D4) han sido

descritos (Civelli et al, 1991) y se ha evidenciado que ambas estan implicadas en
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los efectos de la cocaina relacionados con el consumo (Mello and Negus, 1996;
Spealman et al, 1992; Woolverton and Johnson, 1992). Evidencias obtenidas de
una gran variedad de estudios de comportamiento que caracterizaban los efectos
agudos de agonistas dopaminérgicos, inhibidores de la captura y antagonistas de la
DA, administrados tanto solos como combinados con cocaina y otros
psicoestimulantes, han apoyado esta conclusidn.

La relevancia del DAT en las propiedades reforzantes de la cocaina esta
respaldada por estudios de neuroimagen realizados en humanos y primates no
humanos. En pacientes consumidores de cocaina, se ha establecido una correlacion
significativa entre la ocupacion del DAT y los efectos subjetivos reportados por los
sujetos tras la administracién de la droga (Volkow et al, 1997) o de metilfenidato
(Volkow et al, 1999). El rango de dosis consumidas en humanos resultan en una
ocupacion del transportador de entre el 67-69% en babuinos (Volkow et al,
1996a). Dosis de cocaina que mantienen una tasa de respuesta elevada en estudios
de SA, presentan una tasa de ocupacidn entre el 65-76% en monos Rhesus (Lindsey
et al, 2004; Wilcox et al, 2002). La ocupacién del DAT también ha sido determinada
con inhibidores del transporte de DA que han mostrado efectividad en reducir la
SA de cocaina. Dosis de GBR 12909 que disminuyen la SA de cocaina en monos
Rhesus tienen una ocupacion del DAT mayor del 50% en babuinos y monos Rhesus
(Lindsey et al, 2004). De forma analoga, dosis de feniltropano, un derivado de la
cocaina con alta afinidad por el DAT, disminuyé la SA de cocaina en monos Rhesus
con ocupaciones del transportador de entre 72-84% (Lindsey et al, 2004; Wilcox et
al, 2002). En conjunto, estos datos indican que la ocupacion del DAT es un factor
determinante importante de los efectos reforzantes de la cocaina y de la

efectividad de los inhibidores de la captura de DA en reducir la SA de cocaina.

1.7. Efectos cronicos de los psicoestimulantes

Como se ha explicado, el proceso adictivo es considerado como un proceso
que evoluciona desde un consumo ocasional hasta un consumo incontrolado o
habito. Esta evolucién en el proceso sugiere que diferentes adaptaciones
neurobioldgicas deben estar implicadas en los diferentes estados que constituyen
la adiccion. Cambios a largo plazo puede ocurrir tras un consumo prolongado de la

droga, como por ejemplo deficiencias en el comportamiento y cognicion,
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conectividad funcional disregulada, alteracén en la expresion de receptores,
transportadores y en la liberacion y sintesis de neurotransmisores.

Es importante mencionar que no todos los individuos que experimentan
con los efectos de las drogas acabaran desarrollando una adiccion. Factores
individuales, como la vulnerabilidad genética, la impulsividad, el estado
econdmico, experiencias previas o el estrés, predisponen a desarrollar o no el
proceso adictivo.

La exposicion repetida a psicoestimulantes puede conducir a cambios
robustos y duraderos en los sustratos neurobioldgicos asi como a cambios en la
sensibilidad de los efectos neuroquimicos y comportamentales inducidos por las
drogas. Una sensibilidad de los efectos disminuida durante exposiciones repetidas
a la droga es indicativo del fen6meno de tolerancia, mientras que un incremento es
indicativo de sensibilizacion. Ambos procesos se desarrollan como consecuencia
de la administracion crénica de psicoestimulantes. La mayor parte de los estudios
en modelos animales se han centrado en la sensibilizacion a los efectos
estimulantes locomotores. Drogas como la cocaina y la anfetemina pueden
producir sensibilizacion en roedores, generalmente identificada como un
incremento gradual de la actividad locomotora o comportamientos estereotipados
(Robinson and Berridge, 2000). Este fendmeno ha sido propuesto como un modelo
general de plasticidad neuronal por el cual los cambios comportamentales
inducidos por las drogas pueden relacionarse con los cambios en los mecanismos
moleculares.

Hay muchas evidencias acerca de que el sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico y sus inputs excitatorios glutamatérgicos son criticos para el
desarrollo de la sensibilizacion a los efectos comportamentales de los
psicoestimulantes (Carlezon and Nestler, 2002; Wolf et al, 2004). Estudios de
microinyeccion de drogas en determinadas areas cerebrales, han indicado que el
VTA, una regidn rica en cuerpos celulares de neuronas dopaminérgicas, juega un
papel clave en el desarrollo de la sensibilizaciéon. Por el contrario, el NAc, el area de
mayor proyeccion dopaminérgica desde VTA, parece estar mas relacionado con la
expresion de este proceso. Por ejemplo, inyecciones de antagonistas del receptor
D1 o receptores de glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA), en VTA pueden

interrumpir el proceso de desarrollo de la sensibilizacion. Sin embargo,
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antagonistas NMDA no bloquean su expresion (Wolf and Jeziorski, 1993). De forma
similar, antagonistas dopaminérgicos pueden bloquear el desarrollo de la
sensibilizacion a los psicoestimulantes sin bloquear su expresion (Weiss et al,
1989). Las aferencias glutamatérgicas desde el PFC a VTA y NAc se han implicado
tanto en el desarrollo como en la expresion de la sensibilizacién a cocaina y
anfetamina (Wolf et al, 1995). En los animales que muestran sensibilizacion se ha
observado un incremento en los niveles extracelulares de glutamato y DA en el
NAc inducidos por la drogas (Kalivas and Duffy, 1993; Pierce et al, 1996). En
conjunto, no hay una evidencia convincente que sugiera que las eferencias
glutamatérgicas procedentes de la PFC produzcan alteraciones en VTA que medien
el desarrollo de la sensibilizacion, ni que las adaptaciones del NAc sean necesarias

para su expresion.

1.8 Implicacion de otros sistemas neurotransmisores en los efectos
inducidos por los psicoestimulantes
1.8.1. Sistema serotoninérgico

El sistema dopaminérgico es una diana importante sobre la que acttian los
psicoestimulantes, aunque estudios preclinicos recientes han indicado que el
sistema serotoninérgico puede modular también de forma efectiva los efectos
comportamentales de la cocaina y anfetamina. A pesar de que los compuestos que
incrementan selectivamente la transmision serotoninérgica carecen de efectos
estimulantes y no mantienen una tasa de SA fiable (Howell and Byrd, 1995) una
relacién negativa ha sido observada entre la potencia de diferentes drogas
similares a la cocaina y anfetamina en estudios de SA y su afinidad para unirse a
los sitios de captura de 5-HT (Ritz et al, 1987). La coadministracion de agentes que
producen fuertes incrementos en la liberacion de DA y 5-HT, producen minimos
efectos estimulantes (Baumann et al, 2000) y no mantienen tasas de SA en
roedores (Glatz et al, 2002). De la misma manera, sustancias que producen la
liberacion de monoaminas, disminuyen la eficacia reforzante en monos Rhesus
cuando la potencia de liberacion de 5-HT es incrementada en relacién a la de DA
(Wee et al, 2005).

Los sistemas cerebrales serotoninérgicos estan idealmente situados para

modular la actividad de las neuronas dopaminérgicas y los efectos
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comportamentales de los inhibidores de la captura de DA como la cocaina.
Neuronas serotoninérgicas procedentes del nucleo dorsal y medial del rafe,
inervan los cuerpos celulares y regiones terminales de neuronas dopaminérgicas
del sistemas mesolimbico y nigroestriatal. La convergencia de neuronas
serotoninérgicas y neuronas dopaminérgicas se ha visualizado en el VTA y NAc
empleando técnicas de microscopia electronica (Herve et al, 1987; Phelix and
Broderick, 1995). La 5-HT puede actuar sobre los cuerpos celulares para disminuir
la tasa de disparo de las neuronas dopaminérgicas o sobre las terminales para
disminuir la liberaciéon de DA. En cualquiera de los dos casos, la capacidad de la 5-
HT para atenuar los efectos comportamentales de la cocaina, puede deberse a una
capacidad de disminuir la elevacion extracelular de DA inducida por la droga.

Hay un consenso general acerca de que la estimulacion de receptores 5-
HT2C inhiben la funcién del sistema mesolimbico dopaminérgico (Di Matteo et al,
2001). La tasa de disparo de las neuronas dopaminérgicas en el VTA esta
disminuia por inhibidores de la captura de 5-HT (Di Mascio et al, 1998) y por
agonistas selectivos del receptor 5-HT2C (Prisco et al, 1994), resultando en un
decremento del nivel de DA en el NAc (Di Matteo et al, 2000). Por el contrario,
antagonistas selectivos del receptor 5-HT2C, incrementan la actividad de estas
neuronas conduciendo a un incremento en la liberacion de DA en el NAc (Di
Matteo et al, 1999). Desde que se descubrié que los receptores 5-HT2C parecen
estar localizados exclusivamente en neuronas GABA (Eberle-Wang et al, 1997), los
efectos de su estimulacidn parecen estar mediados indirectamente por un
incremento en la inhibicién de las neuronas dopaminérgicas del VTA mediada por
GABA. La localizacion puede explicar también los controvertidos resultados
obtenidos en estudios electrofisioldgicos, neuroquimicos y comportamentales.

Algunos estudios que investigan las interacciones entre la 5-HT y la DA han
concluido que la primera puede ejercer una influencia excitatoria sobre la
actividad dopaminérgica (Cameron and Williams, 1994). La estimulacion de los
receptores 5-HT1B puede incrementar el efecto reforzante de la cocaina (Parsons
et al, 1998) por disminucidn de la inhibicién en VTA mediada por GABA (Cameron
et al, 1994). Los receptores 5-HT3 también parecen jugar un papel facilitador en
los efectos comportamentales de los agonistas dopaminérgicos (Kankaanpaa et al,

1996; Layer et al, 1992). Esta discrepancia en los resultados son reflejo de la
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complejidad de las interacciones entre los dos tipos de sistemnas
neurotransmisores y los subtipos de receptores serotoninérgicos influenciados por

la administracién de drogas.

1.8.2. Sistema noradrenérgico

El sistema noradrenérgico tiene conectividad anatémica y funcional con el
sistema dopaminérgico. Hay una importarte inervacion noradrenérgica al shell del
NAc (Berridge et al, 1997; Delfs et al, 1998). El locus coeruleus pueden
incrementar la actividad de las neuronas dopminérgicas, efecto que puede ser
bloqueado por antagonistas del receptor adrenérgico al (Liprando et al, 2004).
Ademas lesiones de esta region cerebral pueden disminuir la liberacion basal de
DA en el NAc (Lategan et al, 1990). Parece que las interacciones entre la NE y DA
juegan un papel relevante en la faramacologia de los psicoestimulantes. Por
ejemplo, la liberacion de DA en el NAc y la preferencia de lugar condicionada
inducida por anfetamina, son atenuadas por una deplecion en NE en el PFC de
roedores (Ventura et al, 2003). Lesiones del locus coeruleus o inactivacion de los
receptores adrenérgicos ol pueden también atenuar la locomociéon y
sensibilizacion, inducida tanto por cocaina como anfetamina, en roedores (Drouin
et al, 2002a; Drouin et al, 2002b; Weinshenker et al, 2002). De manera analoga,
agonistas de receptores adrenérgicos a2, que bloquean la liberacion de NE
mediante la activaciéon del autoreceptor, bloquean el reinstatement del
comportamiento extinguido de SA de cocaina inducido por estrés en roedores (Erb
et al, 2000). Por el contrario, antagonistas del receptor adrenérgico a2 pueden
reestablecer el comportamiento de busqueda de cocaina en monos (Lee et al,
2004).

Estudios mas recientes han evidenciado que la inhibicién del NET tienen un
papel critico en el reinstatement inducido por cocaina (Platt et al, 2007). Existe una
correlacion positiva entre la potencia de liberacion de NE inducido por drogas y la
dosis de droga que produce efectos subjetivos estimulantes en humanos tras una
administracion oral (Rothman et al, 2001). Estos estudios indican que existen
algunas evidencias a cerca de que la NE ejerce un papel en las propiedades
reforzantes de los psicoestimulantes en roedores (Tella, 1995) y primates no

humanos (Kleven and Woolverton, 1990; Mello et al, 1990; Woolverton, 1987).
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1.8.3. Sistema glutamatérgico

La interaccidn entre el sistema glutamatérgico y dopaminérgico ha sido una
de las areas de mas creciente interés en el estudio del abuso a drogas y salud
mental. Las interacciones entre ambos sistemas y los sustratos anatémicos donde
se producen han sido bien caracterizadas en roedores (Sesack et al, 2003). Las
aferencias dopaminérgicas desde VTA al estriado dorsal, NAc y PFC modulan la
funcion glutamatérgica. Tanto VTA como el NAc, reciben una importante
inervacién glutamatérgica desde una gran variedad de regiones cerebrales
incluyendo el PFC, hipocampo, amigdala basolateral y talamo. Evidencias
derivadas de estudios en roedores han documentado que el receptor de Glu tiene
un papel importante en las acciones farmacolégicas de la cocaina y otros
psicoestimulantes. En concreto, los sistemas glutamatérgicos se han implicado en
el desarrollo de la sensibilizacion locomotora, la preferencia de lugar
condicionada, la SA y reinstatement del comportamiento extinguido de SA de
drogas (Carlezon et al, 2002; Cornish and Kalivas, 2000, 2001; Harris and Aston-
Jones, 2003b; Pierce et al, 1996). Evidencias recientes indican que los receptores
de Glu metabotropicos (mGIluR), tienen wuna funcion en los efectos
comportamentales de la cocaina asociados con su potencial de abuso. La
administracion de agonistas mGluR2/3, disminuyen la liberacion de Glu y DA en el
NAc, estriado y PFC (Battaglia et al, 1997; Hu et al, 1999; Moghaddam and Adams,
1998; Xi et al, 2002a). El principal origen del Glu sinaptico parece estar regulado
por transportadores de cisteina/Glu (Baker et al, 2002; Xi et al, 2002a). El cese de
un consumo repetido de cocaina en roedores, produce un descenso en los niveles
extracelulares de Glu en el NAc debido a reducciones en el intercambio
cisteina/Glu (Baker et al, 2003; Xi et al, 2002b). El reestablecimiento de este
intercambio por la administracion sistémica de N- acetilcisteina, normaliza los
niveles de Glu en ratas tratadas con cocaina y previene el reinstatement inducido
por la droga. En conjunto, estas evidencias aportadas por estudios en roedores
indican la importancia del sistema glutamatérgico en el mantenimiento y
reinstatement de la conducta de SA (Kalivas et al, 2003b; McFarland et al, 2003).
Otro subtipo de receptor glutamatérgico, mGluR5, se ha visto también relacionado

con la SA de cocaina. Ratones que presentan una deficiencia en este receptor no
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adquirien la conducta de SA de cocaina y el pretratamiento con antagonistas de

este subtipo de receptor, suprimen la SA de la droga en monos (Lee et al, 2005)

1.8.4. Sistema GABAérgico

El GABA ejerce un efecto inhibitorio en el sistema nervioso central y
modula la liberacién basal de DA y Glu (Dewey et al, 1992). La region del VTA
contiene también interneuronas inhibitorias GABAérgicas que tienen la funcion de
controlar la tasa de disparo de las neuronas dopaminérgicas de esta region
cerebral (Steffensen et al, 1998). La mayor parte de las proyecciones en el NAc son
de neuronas GABAérgicas, algunas de las cuales proyectan a VTA y regulan la
actividad de las neuronas dopaminérgicas (Kita and Kitai, 1988). Varios estudios
han indicado que los compuestos GABAérgicos pueden modular de manera
efectiva los efectos neuroquimicos y comportamentales inducidos por la cocaina
(Cousins et al, 2002; Roberts and Brebner, 2000). Agonistas alostéricos GABAa,
como las benzodiacepinas y barbituricos, pueden inhibir la actividad de la DA y
Glu, pero producen fuerte efectos sedativos e hipnéticos. Sin embargo, existe un
considerable interés por agentes GABAb, como el baclofén debido a su capacidad
de atenuar la liberacion de DA y Glu (Dewey et al, 1997; Dewey et al, 1992; Morgan
and Dewey, 1998) y suprimir la SA de cocaina, bajo un amplio rango de dosis y
programas de refuerzo y condiciones de acceso a la droga (Campbell et al, 1999;
Cousins et al, 2002; Shoaib et al, 1998). La inhibicion farmacolégica de la enzima
GABA transaminasa, la enzima encargada de la metabolizacion del GABA, puede
producir un rapido incremento en el nivel extracelular de GABA y una atenuacién
en la SA de cocaina a dosis que no alteran la actividad locomotora (Dewey et al,
1998; Kushner et al, 1999). A pesar de que los psicoestimulantes no ejercen sus
efectos farmacolégicos directos sobre el sistema GABAérgico, hay evidencias
convincentes de que este neurotransmisor puede modular algunos los efectos

neuroquimicos y comportamentales inducidos por éstos.

22



Introduccion

2.- MODELOS ANIMALES

2.1. Introduccion

Como hemos definido anteriormente, la adiccién es un trastorno crénico
caracterizado por un consumo compulsivo y pérdida de control de la conducta, a
pesar de sus consecuencias negativas (Jaffe, 1990). Uno de los mayores problemas
relacionados con la adiccion es la recaida, definida como una vuelta a la busqueda
o consumo de drogas tras un periodo de abstinencia. Los adictos generalmente
tienen una persistente vulnerabilidad por recaer en el consumo tras dias, meses o
incluso afios de abstinencia, por lo que la prevencién de la recaida se considera
uno de los aspectos mas complejos en el tratamiento de los procesos adictivos
(O'Brien, 1997). El tratamiento de la adicciébn normalmente comienza con
evaluaciones meédicas y psicosociales y tratando de aliviar los sintomas de
abstinencia (detoxificacién) que ayudan al paciente a alcanzar un estado libre de
droga. Sin embargo, el problema mas importante en el tratamiento de la adiccion
es prevenir la recaida en el consumo de la droga.

A pesar de los grandes avances en el tratamiento de los sintomas
producidos por la abstinencia a opiodes, alcohol y nicotina, tratamientos
completamente exitosos para el tratamiento de las adicciones son bien
inexistentes o bien inadecuados en términos de controlar el deseo de consumir y
por tanto la recaida (Nestler, 2002b). Ademas, las drogas de abuso producen
cambios patoldgicos en el cerebro que pueden persistir durante largos periodos de
tiempo, incluso después de haber cesado el consumo (Hyman et al, 2001; Kalivas
and O'Brien, 2008). Como consecuencia, recientes investigaciones preclinicas se
han centrado en identificar estos cambios neuroadaptativos y ambientales
mantenidos durante el tiempo y los mecanismos neurobiol6gicos que subyacen al
proceso de recaida. Estos esfuerzos han permitido descubrir nuevas modalidades
de tratamiento para prevenir la recaida. Recientes enfoques implican nuevas
terapias combinadas con la tradicional psicoterapia y asesoramiento (O'Brien,
2008). Estas nuevas medicaciones pueden ser usadas para disminuir la fuerza de
las claves condicionadas que pueden desencadener la recaida, e incrementar el
desarrollo de nuevas memeorias relacionadas con recompensas naturales. La

prevencion y tratamiento con vacunas representa otro enfoque experimental que
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estd actualmente siendo investigado en ensayos clinicos (Martell et al, 2005;

Sofuoglu and Kosten, 2006).

2.2. Modelos animales de recaida

La mayor parte de los avances a cerca de los mecanismos que subyacen al
proceso de adiccion y recaida han sido obtenidos gracias al estudio en modelos
animales. Los animales se autoadministran muchas de las drogas consumidas por
los humanos y muestran patrones de consumo similares a los observados en
pacientes adictos (Caine and Koob, 1993; Deroche-Gamonet et al, 2004). A pesar
de que los modelos animales no simulan comletamente la adiccién en humanos, un
gran numero de laboratorios han desarrollado y aplicado con éxito el modelo
animal de reinstatement con la finalidad de estudiar diferentes factores
relacionados con el proceso de recaida. Segun la literatura, el reinstatement hace
referencia a la reanudacion de una respuesta previamente aprendida (por ejemplo
el comportamiento de presionar una palanca), que se produce cuando el sujeto es
expuesto de manera no contingente a un estimulo incondicionado (por ejemplo
comida o droga) después de un periodo de extincidén (Bouton and Swartzentruber,
1991). Tanto en humanos como en estudios con animales de experimentacion, se
ha demostrado que el deseo por consumir (craving) y la recaida, tras periodos
prolongados de abstinencia, se desencadenan por la exposiciéon a: 1) pequefias
dosis de droga (priming), 2) claves previamente asociadas con el consumo de la
droga y 3) por una situacion estresante. De acuerdo con esto, estudios en
laboratorios han mostrado que un priming de heroina, cocaina, alcohol o nicotina
incrementa el craving en consumidores de las respectivas drogas (Jaffe et al, 1989).
Episodios estresantes y la exposicion a claves o contextos asociados con el
consumo de drogas desencadenan en humanos los comportamientos que
conducen a la recaida (Foltin and Haney, 2000; Shiffman, 1982; Sinha et al, 2006).
Dos modelos animales de reinstatement han sido desarrollados para modelar el
proceso de busqueda de droga y recaida en el consumo: 1) Preferencia de lugar
condicionada (CPP) basada en el condicionamiento Pavloviano y 2)

Autoadministracion (SA) basada en el condicionamiento operante y Pavloviano.
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2.2.1. Preferencia de lugar condicionada

Varios laboratorios han desarrollado procedimientos de reinstatement
utilizando el modelo de CPP tanto en ratas como ratones. Este paradigma se basa
en el condicionamiento clasico, a diferencia de la SA que principalmente se basa en
el condicionamiento instrumental y supuestamente modela el comportamiento de
busqueda de droga inducido por estimulos contextuales. En este procedimiento
uno de los compartimentos es repetidamente apareado con inyecciones de droga,
mientras que un compartimento diferente es apareado con inyecciones de salino.

Tras el entrenamiento, los sujetos son sometidos a un test en el que tienen
que elegir libremente entre los dos compartimentos (Figura 5). Cuanto mayor es el
efecto recompensante de la droga, mas tiempo pasaran los animales en el
compartimento apareado. Durante la fase de extincidn, la preferencia por el
compartimento es gradualmente disminuida. La extincion puede conseguirse
mediante la administracion de inyecciones de salino en ambos compartimentos o
bien permitiendo a los animales explorar libremente los dos espacios durante
sesiones diarias en ausencia de droga. Una vez alcanzada la extincidon, el
reinstatement de la preferencia de lugar condicionada puede inducirse por la
exposicién a drogas o estresores (Lu et al, 2000; Mueller and Stewart, 2000; Wang
et al, 2000). La ventaja del reinstatement utilizando el paradigma del CPP, es la
ausencia de efectos motores no especificos producidos por las manipulaciones
farmacologicas que pueden influenciar el comportamiento, ya que la medida
dependiente no estad basada en una respuesta operante. Asimismo es un modelo
metodoldgicamente sencillo, que puede realizarse radpidamente (algunas veces con
un solo apareamiento de la droga y el contexto) y es sensible a dosis relativamente
bajas de droga (Tzschentke, 2007). No obstante, varios factores pueden limitar la
relevancia de este modelo al intentar extrapolarlo al consumo crénico y
compulsivo observado en individuos adictos. En primer lugar, el CPP no evalua los
efectos reforzantes principales de las drogas ni la conducta relacionada con el
consumo, ya que no existe un consumo contingente de la droga en este modelo. En
relacion con este problema encontramos también la incapacidad de determinar los
cambios dindmicos producidos en los animales a lo largo del tiempo de consumo.
En segundo lugar, la administracion no contingente de droga en el modelo de CPP

tiene una serie de propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas diferentes a
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las producidas tras una administracién contingente y repetida en humanos
dependientes. Es importante mencionar que la exposiciéon total a la droga
siguiendo este modelo experimental es relativamente baja. Finalmente, algunos de
los efectos del CPP pueden reflejar algun tipo aprendizaje dependiente del estado
en el que se encuentra el animal (bajo el efecto de la droga o de salino), en lugar de

deberse a su eficacia reforzante.

Salino

Fase 1: Condicionamiento droga Fase 2: Condicionamiento salino Fase 3: Test

Figura 5. Modelo de preferencia de lugar condicionada empleado. El animal es
condicionado bajo los efectos de la droga a uno de los compartimentos y bajo salino al otro
durante varias sesiones/dias que se realizan de forma alterna. El dia del test, el animal
libre de droga, tiene acceso a ambos compartimentos y la preferencia mostrada por cada
uno de ellos es cuantificada. Cuanto mayor sea esta preferencia mayor se supone es el

efecto recompensante de la droga.

2.2.2. Autoadministracion

El método mas frecuentemente empleado para el estudio de la recaida es el
modelo de extincion-reinstatement después de la autoadministraciéon intravenosa
de droga. La autoadministracion modela el comportamiento de consumo en
humanos y evalda las propiedades recompensantes de las drogas. El reinstatement
de la conducta de busqueda tras la extincién implica la restauracion de una
respuesta operante concreta. En este modelo, un catéter es implantado
quirurgicamente en una vena principal, aunque también hay modelos de
autoadministracion en los que otras drogas como el alcohol pueden ser
administradas oralmente. La autoadministracion de drogas, ya sea mediante la
presion de una palanca o mediante el contacto de la nariz sobre una pantalla tactil,
se realiza hasta que los animales adquieren un nivel estable de respuestas. Una vez

alcanzado, la conducta es extinguida eliminando la droga reforzante, bien
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sustituyéndola por salino o simplemente desconectando la bomba de infusion.
Cuando se ha llegado al criterio de extincion establecido por los experimentadores
(por ejemplo, una diferencia del 20% o menor en el numero de respuestas
producidas entre la tltima sesion de extincion y la primera), la capacidad de una
simple exposicidon, bien a drogas, estrés o claves asociadas, puede producir el
reinstatement de la conducta operante, proporcionando una medida de buisqueda
de droga. Se considera que se ha producido el reinstatement si el animal
incrementa la tasa de respuestas por encima de las producidas durante la extincion
y muestra ademas selectividad en la tarea (Figura 6).

El reinstatement de la busqueda de droga ha sido estudiado utilizando
diferentes variaciones del modelo de reinstatement (Shalev et al, 2002); entre-
sesion, intra-sesiéon o entre-intra-sesidon. En el paradigma entre-sesiéon, el mas
comunmente utilizado, la fase de SA, extincidn y reinstatement son realizados en
sesiones diarias secuenciales. En el paradigma intra-sesion, el entrenamiento de
SA (1-2 horas), la extincion (3-4 horas) y el reinstatement, se realizan el mismo
dia. En el paradigma entre-intra-sesion, la fase de SA tiene lugar en varios dias,
mientras que la extincidn y reinstatement se realizan en el mismo, tras varios dias

de abstienencia (Shaham et al, 2003).

Tests de reinstatement
70 Mantenimiento Claves Droga Estrés

60 Adquisicion . Extincion
50 :
40
30 4
20

104

Respuestas palanca activa

rTr r r r r r r T T T T T r T rrTrrTrrrrrrrrrrd
1 5 1 15 20 25 30

Dias/ Sesiones autoadministracion

Figura 6. Paradigma experimental del reinstatement del comportamiento de busqueda de
droga mostrando respuestas sobre la palanca activa en fases representativas de la SA de
drogas (adquisicién y mantenimiento), extincién y tests de reinstatement inducidos por
claves, drogas y estrés. Figura modificada de Noushin Yahyavi-Firouz-Abadi, Ronald E. See

(2009).
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Existen modelos de recaida modificados en los que los animales son
sometidos a una abstinencia forzada en la misma caja donde son estabulados o en
un ambiente alternativo neutro, sin pasar por la fase de extincion (Fuchs et al,
2006). Este modelo de abstinencia puede tener una mayor relevancia en humanos,
ya que los adictos raramente experimentan periodos de extincién diarios
relacionados con claves y contextos asociados con las drogas durante la

abstinencia.

2.3. Factores que desencadenan la recaida
2.3.1. Recaida inducida por drogas

La administracion de un priming ha servido desde hace tiempo como un
potente estimulo para desencadenar el comportamiento extinguido de busqueda
de drogas (de Wit and Stewart, 1981; Gerber and Stretch, 1975). Un priming puede
inducir recaida tanto administrado de forma sistémica como directamente en
regiones cerebrales especificas, fundamentalmente en VTA y NAc (Stewart, 1984;
Stewart and Vezina, 1988). Varios sistemas neurotransmisores estan implicados
en la regulacion de la recaida inducida por drogas, incluyendo la DA, Glu, opioides
endégenos, GABA y endocannabinoides. Sin embargo, evidencias recientes han
revelado la convergencia de todos estos sistemas en un sustrato glutamatérgico
corticoestriatal (Kalivas et al, 2005). El reinstatement inducido por priming implica
a las proyecciones glutamatérgicas que parten del PFC dorsomedial (dmPFC) hacia
regiones del NAc core e inervaciones dopaminérgicas del dmPFC (McFarland and
Kalivas, 2001). Numerosas evidencias han mostrado un papel critico de la
transmision glutamatérgica corticoestriatal en la recaida inducida por priming
para diferentes drogas de abuso, incluyendo cocaina y heroina (Knackstedt and

Kalivas, 2009).

2.3.2. Recaida inducida por estrés

En humanos, eventos estresantes pueden disparar los comportamientos de
busqueda y consumo de drogas (Shiffman, 1982; Shiffman et al, 1996; Sinha et al,

1999). De la misma manera, el reinstatement inducido por estrés en animales de
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laboratorio se ha utilizado como modelo para estudiar la recaida en humanos (Erb
et al, 1996; Koob and Le Moal, 2001; Shaham et al, 2000a)(Erb et al., 1996; Shaham
et al,, 2000a; Koob & Le Moal, 2001). El estrés puede inducir una variedad de
factores precipitantes, aunque en modelos animales, descargas intermitentes
(footshocks) o estrés inducido farmacolégicamente (Erb et al, 1996; Feltenstein
and See, 2006; McFarland et al, 2004; Piazza and Le Moal, 1998), han sido los dos
métodos estresores mas efectivos para inducir el reinstatement. Los
neurocircuitros implicados en este tipo de recaida incluyen al nucleo
noradrenérgico tegmental lateral (Shaham et al, 2000b) y sus proyecciones
noradrenérgicas a través del haz noradrenérgico ventral (Moore and Bloom, 1979)
al nucleo central de la amigdala, ntcleo del lecho de la estria terminal, hipotalamo,
septum medial y NAc (Shaham et al, 2003). Al igual que en el reinstatement
inducido por priming, en el reinstatement inducido por estrés, todas estas
estructuras implicadas convergen en una via glutamatérgica corticoestriatal

comun (McFarland et al, 2004).

2.3.3. Recaida inducida por claves

Uno de los principales factores que desencadenan e reinstatement es la
reexposicion a estimulos sensoriales previamente asociados con el consumo de
drogas. Este tipo de reinstatement utilizado en modelos animales, es una potente
herramienta para emular la recaida en humanos (See, 2002). Diferentes tipos de
estimulos pueden inducir la busqueda de drogas, incluyendo estimulos discretos,
discriminiativos y contextuales. En estudios de reinstatement inducido con
estimulos discretos, cada infusidon de droga es apareada con la presentacion de un
estimulo, como por ejemplo una luz o un sonido. La conducta operante es después
extinguida en ausencia de estos estimulos discretos y reestablecida mediante la
reexposicion a ellos. El estimulo asociado a la droga puede ser presentado como un
refuerzo condicionado y/o como un estimulo discriminativo. En el procedimiento
inducido por estimulos discriminativos, los animales son entrenados a
autoadministrarse droga o salino en presencia de diferentes tipos de estimulos,
indicando unos la disponibilidad de droga (S+) y otros la disponibilidad de salino
(S-). La extincion de la respuesta, producida en ausencia de estimulos

discriminativos, puede ser restaurada Unicamente por la exposicidn al estimulo
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que indicaba la disponibilidad de droga (Weiss et al, 2000). En el reinstatement
inducido por contexto, los sujetos aprenden primero a autoadministrarse la droga
en un determinado contexto y presencia de diferentes estimulos ambientales que
indican la disponibilidad de droga. El comportamiento en este caso es extinguido
por la exposicidn a un contexto diferente, con caracteristicas tactiles, visuales,
auditivas y olfatorias diferentes al contexto en el que el animal recibe la droga. La
reexposicion al contexto asociado con el consumo reactiva la bisqueda de droga
(Crombag et al, 2002; Fuchs et al, 2005).

Proyecciones glutamatérgicas y dopaminérgicas del VTA, amigdala
basolateral (BLA), dmPFC y NAc core, parecen ser las principales vias que median
el reinstatement inducido por claves, aunque un gran numero de sistemas
neurotransmisores esta también implicado (Feltenstein and See, 2008). Deteminar
el circuito neural que subyace al proceso de reinstatement inducido por diversos
estimulos puede ayudar a elucidar las bases neurobiologicas del craving que
experimentan los adictos cuando son expuestos a la parafernalia asociada
previamente al consumo, como jeringuillas, agujas, pipas de fumar, o al contexto en
el que consumieron la droga. La identificacion de este circuito puede ayudar
también en el desarrollo de nuevas medicaciones con un potencial anti-craving
(O'Brien and Gardner, 2005).

Aunque las vias implicadas en los tres tipos de reinstatement son diferentes
en muchos aspectos, las evidencias recopiladas recientemente indican que las
proyecciones desde VTA (comun en todas las fromas de reinstatement), regiones
de la BLA (reinstatement inducido por claves), y de la amigdala central, nucelo del
lecho de la estria terminal y NAc shell (reinstatement por estrés), convergen en
circuitos motores implicando proyecciones glutamatérgicas desde el dmPFC al NAc
core, las cuales representan una via final comun para los tres tipos de factores que
desencadenan la recaida (Feltenstein et al, 2008; Kalivas and McFarland, 2003a;
Shaham et al, 2003). Ademas, un incremento de Glu en las sinapsis desde las
terminales de las neuronas del PFC inducido por los tres tipos de factores
desencadenantes, provoca el resinstatement de busqueda de droga (Knackstedt et
al, 2009), por lo que la modulacion farmacolégica de los sustratos que controlan

estos circuitos pueden dar lugar a modalidades terapéuticas eficaces.
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2.4. Validez del modelo de reinstatement de recaida

El mayor reto en la interpretacion de los resultados obtenidos de estudios
preclinicos es poder extrapolarlos a humanos. Un gran numero de investigadores
han estudiado la validez del método de reinstatement de recaida (Epstein and
Preston, 2003; Epstein et al, 2006; Katz and Higgins, 2003a). Numerosos estudios
han mostrado considerables similitudes en los factores que provocan la recaida,
drogas, estrés y claves asociadas, entre animales y humanos (Epstein et al, 2006),
indicando un nivel razonable de validez predictiva a los modelos animales. Sin
embargo, la capacidad de que un modelo animal marque el desarrollo de nuevos
tratamientos para tratar la adicion en humanos, particularmente la adiccion a los
psicoestimulantes, sigue siendo controvertida (Katz et al, 2003a; McKay et al,
2006; O'Brien et al, 2005). La mayor limitaciéon es la inexistencia de estudios
clinicos que sean completamente equivalentes a los disefiados en modelos
animales. Por ejemplo, el disefio en modelos animales de un historial de
abstinencia y especialmente un entrenamiento de extincion, raramente existe en
humanos dependientes enrolados en estudios clinicos (Conklin and Tiffany, 2002).
En parte esto se debe a que la abtinencia requiere la hospitalizacion y la extincion
generalmente es inefectiva en pacientes adictos (Conklin et al, 2002), aunque este
aspecto permanece aun por determinar. Ademas, la medida de los resultados
generalmente difiere entre ensayos clinicos, en los que se miden cambios en el
consumo o efectos subjetivos de las drogas, y ensayos preclinicos, donde se analiza
la recaida en la buisqueda de la droga (Epstein et al, 2003). A ello se suma el hecho
de que otros factores relacionados con la naturaleza multifactorial de la recaida
obtenidos de estudios animales deban ser considerados en modelos clinicos
(Epstein et al, 2003). Por ejemplo, el bloqueo del reinstatement de busqueda de
alcohol inducido por estrés en ratas tratadas con fluoxetina (Le et al, 1999), no
resulta necesariamente en una prevencion de la recaida en humanos alcoholicos
inducida por otros factores (Kranzler et al, 1995). Sumado al limitado paralelismo
entre los disefios preclinicos y clinicos, hay que afadir que muchas de las
medicaciones testadas en modelos animales de reinstatement no han sido todavia
testadas en ensayos clinicos.

Ademas de que el modelo animal sea predictivo de lo que puede suceder en

ensayos clinicos, es importante descubrir tratamientos apropiados que posean los
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mecanismos de accidon deseados (Epstein et al, 2003). A pesar de la homologia en
la neuroanatomia implicada en el reinstatement de busqueda de drogas en ratas
(Feltenstein et al, 2008) y el craving en estudios con humanos como ha sido
determinado en estudios de imagen in vivo (Volkow et al, 2004), es necesario
mucho mas trabajo para poder establecer la validez del modelo de recaida, como
ya existen para otros trastornos neuropsiquiatricos (Willner, 1984).

Para los clinicos, la identificacion de faramacoterapias efectivas con
limitados efectos secundarios y bajo potencial de abuso constituye una de las
mayores prioridades en la transicion de estudios preclinicos a estudios clinicos.
Desafortunadamente, varias medicaciones que han mostrado ser efectivas en
estudios con animales no han mostrado esta eficacia en estudios clinicos,
sugiriendo que los modelos animales proporcionan un gran numero de falsos
positivos. Como se ha indicado anteriormente, esta falta de concordancia puede
deberse a la insuficiencia de datos clinicos relevantes. Los ensayos clinicos
llevados a cabo en pacientes adictos, incluyendo estudios de extincién o
abstinencia, son escasos y dificiles de realizar y en los pocos que se han realizado
las medicaciones testadas no han sido analizadas en modelos animales. Por lo
tanto, a pesar de que todavia hay muchos aspectos por esclarecer, parace
prematuro rechazar el modelo de reinstatement por la generacion de falsos
positivos.

Sorprendentemente, los resultados mas prometedores obtenidos del uso
trasnacional de modelos animales se han obtenido en estudios de la dependencia a
heroina usando naltrexona, metadona y buprenorfina (Comer et al, 2006; Leri et al,
2004; Sorge et al, 2005). Similares resultados se han observado para dos potentes
tratamientos contra la dependencia a nicotina. Uno de ellos es un antagonista del
receptor cannabinoide CB1 (Fagerstrom and Balfour, 2006) y el otro la vareniclina,
un agonista parcial del receptor nicotinico de acetilcolina a4B2 (Spiller et al,
2009). Podria decirse que el resultado mas satisfactorio del enfoque translacional
ha sido alcanzado en el tratamiento de la dependencia al alcohol, donde se ha
observado que la naltrexona bloquea la recaida tanto en ratas como en humanos
con un historial crénico de consumo (Latt et al, 2002; Le et al, 1999; Streeton and
Whelan, 2001; Volpicelli, 1995). El uso clinico de acamprosato (Sass et al, 1996;

Tempesta et al, 2000), farmaco indicado en la terapia de mantenimiento de la
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abstinencia después de un periodo de desintoxicacién, se basé también en
evidencias obtenidas en modelos animales (Holter et al, 1997; Spanagel et al,
1996), sin embargo su eficacia no ha sido corroborada en estudios clinicos
recientes (Anton et al, 2006). Con respecto a los psicoestimulantes, el modelo de
reinstatement no ha identificado a dia de hoy ninguna medicaciéon claramente
eficaz para la prevencion de la recaida, aunque como se discutira mas adelante. Un
gran numero de ensayos clinicos han evaluado el potencial terapéutico de
diferentes farmacos en la dependencia a la cocaina y encontrado resultados
alentadores en la reduccién del consumo, alivio de los sintomas producidos por la

retirada de la droga y prolongacion del tiempo de abstinencia.
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3.- TERAPEUTICA.

3.1. Medicaciones testadas para el tratamiento de la adiccion a los
psicoestimulantes en humanos

Actualmente, no hay medicaciones aprovadas por la Agencia de Alimentos y
Medicamentos (FDA) para el tratamiento de la adiccién a los psicoestimulantes.
Varios estudios clinicos han sido llevados a cabo con posibles medicaciones que
pueden ser eficaces para tratar la adiccion a la cocaina o metanfetamina (Tabla 1).
Estudios en animales han mostrado de forma repetida que un incremento en la
actividad GABA reduce la SA de cocaina (Filip et al, 2007; Peng et al, 2009).
Estudios preliminares en ensayos clinicos empleando baclofén, un agonista del
receptor GABAD, y topiramato, el cual activa receptores GABAa, han mostrado
éxito en la reduccion del consumo de cocaina en humanos (Shoptaw et al, 2003).
Ademas, un estudio clinico realizado en laboratorio mostré que el baclofén reducia
la SA de cocaina en pacientes no dependientes a opioides (Haney et al, 2006),
aunque no ayudo en las primeras fases de la abstinencia en individuos con una
fuerte dependencia por la cocaina (Kahn et al, 2009). El topiramato redujo el
consumo e incrementd los resultados negativos realizados en tests de orina
(Johnson, 2005; Kampman et al, 2004). La vigabatrina, un inhibidor de la GABA
transaminasa, mostr6 efectos prometedores en tres estudios clinicos realizados
con pacientes dependientes de cocaina y/o metanfetamina (Brodie et al, 2003;
Brodie et al, 2005; Fechtner et al, 2006). Se han llevado a cabo estudios clinicos
controlados para evaluar mas profundamente los efectos de este farmaco (Brodie
et al, 2005). A pesar de que la facilitacion de la actividad GABA parece reducir el
consumo de cocaina, es interesante hacer notar que la tiagabina, que bloquea la
liberacion presinaptica de GABA, también disminuy6 el consumo de cocaina e
incremento el tiempo de abstinencia en dos ensayos clinicos controlados (Gonzalez

etal, 2007; Gonzalez et al, 2003).
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FARMACO MODO DE ACCION RESULTADOS ESTUDIOS

TOPIRAMATO ACTIVA RECEPTORES GABAa DISMINUYE CONSUMO Shoptaw, 2003
Johnson, 2005,
Kampman, 2004

- BACLOFEN AGONISTA GABAb DISMINUYE CONSUMO Haney, 2006

2 Shoptaw, 2003

g Kahn, 2009

g VIGABATRINA INHIBIDOR DE LA GABA TRANSAMINASA INCREMENTA TIEMPO Brodie, 2003

E ABSTINENCIA Brodie, 2005

g Fechtner, 2006
TIAGABINA BLOQUEA LIBERACION GABA DISMINUYE CONSUMO Gonzalez, 2003

INCREMENTA TIEMPO Gonzalez, 2007
ABSTINENCIA

= BUPROPION INHIBIDOR CAPTURA DA NO MODIFICA LA RESPUESTA Margolin, 1995

a SUBJETIVA DE LA COCAINA Poling, 2006

=

=

é LEVODOPA/ PRECURSOR DA NO DISMINUYE CONSUMO Shoptaw, 2005

= CARVIDOPA Mooney, 2007

3 RISPERIDONA/ DISMINUYEN CRAVING Smelson, 2004

) OLANZAPINA NO REDUCEN CONSUMO Smelson, 2006

5 Kampman,2003

= Grabowski, 2004

=%

= | ARIPIPRAZOLE AGONISTA PARCIAL DA y SHT DISMINUYE EL CRAVING Beresford, 2005

Z Vorspan, 2008

g METILFENIDATO  BLOQUEA CAPTURA CATECOLAMINAS DISMINUYE CONSUMO Levin, 2007
o

E DISULFIRAN INCREMENTA NIVELES DA DISMINUYE CONSUMO Carroll, 1998
B George, 2000
: Carroll, 2004
a MODAFINIL INCREMENTA NIVELES GLU DISMINUYE CONSUMO Dackis, 2005
lil Hart, 2008

S | DEXTROANFETAMINA DISMINUYE CONSUMO Shearer, 2003
2 Grabowski, 2004
| P

o | COCAINA ORAL DISMINUYE RESPUESTAS Walsh, 2000
E FISIOLOGICAS

DESIPRAMINA/ DISMINUYEN EL CRAVING Kosten, 2003
FLUOXETINA/ INCREMENTAN TIEMPO Oliveto, 1999
IMIPRAMINA ABSTINENCIA Schmitz, 2001

ANTIDEPRESIVOS

Tabla 1. Estudios clinicos controlados llevados a cabo con medicaciones

prometedoras para el tratamiento de la adiccién a cocaina

Estudios recientes han evaluado varios agentes dopaminérgicos en el
tratamiento de la adiccion a los psicoestimulantes. El bupropidn, un inhibidor no
selectivo de la captura de DA, mostro efectos variables en dos estudios controlados
con pacientes dependientes de cocaina y opioides (Poling et al, 2006). La
administracion combinada de levodopa-carvidopa, precursor de la DA, no redujo el

consumo de cocaina o el craving en tres ensayos clinicos realizados (Mooney et al,
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2007) pero mostro efectos prometedores cuando se combindé con terapia
comportamental (Schmitz et al, 2008). Varios investigadores han evaluado
también los efectos sobre el consumo de cocaina y el craving de una segunda
generacion de farmacos antipsicoticos. Entre ellos, la risperidona y olanzapina han
mostrado disminuir la euforia asociada al consumo de cocaina o el craving
desencadenado por la presentacién de estimulos condidionados, en estudios de
laboratorio (Smelson et al, 2004; Smelson et al, 2006). Sin embargo, estos
farmacos no redujeron el consumo (Grabowski et al, 2004; Kampman et al, 2003;
Reid et al, 2005). El aripiprazole, otro un farmaco antipsicotico que actua como
agonista parcial de receptores de DA y 5-HT, administrado de forma aguda,
bloqued el reinstatement de busqueda de droga inducido por cocaina y estimulos
condidionados en ratas (Feltenstein et al, 2007). Ademas ha mostrado tener
efectos positivos al reducir el craving (Beresford et al, 2005)(Beresford et al,,
2005; Vorspan et al,, 2008) y se esta continuando actualmente con su estudio para
determinar su efectividad. Los agonistas de receptores de la familia D1, atentian
tanto el reinstatement inducido por cocaina como por estimulos condidionados en
modelos animales (Self et al, 2000; Spealman et al, 1999). Uno de estos agonistas,
DAS-431, se encuentra bajo investigacion en pacientes dependientes de cocaina
(Heidbreder and Hagan, 2005).

Otro enfoque importante para tratar la adicciéon a los psicoestimulantes ha
sido la evaluacion de medicaciones con propiedades farmacolégicas similares a las
de las mismas drogas de abuso, con la finalidad de eliminar los sintomas de la
abstinencia y reducir la incidencia de recaidas. Un ejemplo de este enfoque
terapéutico es lo que se ha denominado terapia agonista de reemplazo. El
metilfenidato es una medicacion aprobada para el tratamiento del déficit de
atencion y trastorno de hiperactividad (ADHD), que bloquea la captura de
catecolaminas. Ha mostrado algunos efectos beneficiosos en la reduccién del
consumo de cocaina solo en pacientes dependientes de la droga que ademas
padecian de ADHD (Levin et al, 2007). El disulfiran, un inhibidor del metabolismo
de DA, ha mostrado reducir el consumo de cocaina en adictos con o sin
dependencia del alcohol u opiaceos (Carroll et al, 2004; Carroll et al, 1998; George
et al, 2000; Petrakis et al, 2000). Sin embargo, el disulfiran incrementa la actividad

cardiovascular y por lo tanto produce efectos secundarios si se combina con
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cocaina, aunque el riesgo es menor que el previamente estimado (Malcolm et al,
2008). Otro enfoque reciente como posible tratamiento es el uso del modafinil, un
farmaco que posee actividad estimulante y un perfil farmacodindmico complejo
que implica a la actividad glutamatérgica (Dackis et al, 2005). Se ha demostrado
que el modafinil reduce el consumo de cocaina al comparar con placebo (Dackis et
al, 2005) aunque un estudio clinico controlado revel6 que este efecto era solo
significativo en pacientes no dependientes de alcohol (Anderson et al, 2009). Otros
estudios de laboratorio realizados en humanos han encontrado resultados
positivos con este farmaco. Por un lado, uno de ellos demostr6 que el
pretratamiento con modafinil disminuy¢ la discriminacién de cocaina en humanos
(Malcolm et al, 2006). En otro, el tratamiento con modafinil redujo la SA de cocaina
en pacientes dependientes (Hart et al, 2008). Otra sustancia en estudio es la
dextroanfetamina. Se ha comprobado que ésta también reduce el consmumo de
cocaina en sujetos dependientes de esta droga o heroina (Grabowski et al, 2004;
Shearer et al, 2003). Por ultimo, formulaciones orales de cocaina también han
mostrado atenuar las respuestas subjetivas y fisioldgicas de la cocaina (Walsh et al,
2000).

Muchos de los compuestos que han sido estudiados han sido testados en
pacientes con dependencia tanto de la cocaina como de opiaceos. El agonista
parcial para receptores de opioides enddégenos, la buprenorfina, ha mostrado
reducir la SA de cocaina en primates (Mello and Negus, 2007) y disminuir el
consumo de opiaceos y cocaina en individuos dependientes de estas sustancias
(Montoya et al, 2004). Otro ejemplo es la desipramina, un antidepresivo que
reduce el consumo de opiaceos y cocaina en sujetos dependientes que se
encuentran bajo tratamiento con buprenorfina (Kosten et al, 2003).

Un enfoque diferente ha sido el desarrollo de vacunas que se unen a las
moléculas de cocaina, metanfetamina, nicotina, fenilciclina o morfina (Orson et al,
2008). Las vacunas actiian produciendo anticuerpos que se unen a las moléculas
de droga, bloqueando o reduciendo la entrada al sistema nervioso central. Estudios
en animales de experimentacion han revelado que las vacunas pueden producir un
numero adecuado de anticuerpos e inhibir tanto el reinstatement como la actividad
locomotora inducida por la reexposicion a la droga (Carrera et al, 2000; Norman et

al, 2009). En estudios realizados en humanos, la vacuna TA-CD, redujo
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significativamente los efectos de la cocaina durante la realizacion de los ensayos
clinicos y disminuyé el consumo en pacientes sometidos a programas de
tratamiento, a la vez que mostraba una buena inmunogenicidad, seguridad y
eficacia (Orson et al, 2008).

En resumen, aunque ninguno de los farmacos utilizados para el tratamiento
de la adiccion a los psicoestimulantes ha sido aprobado, algunos de ellos, como el
modafinil o el bupropion, han mostrado resultados bastante prometedores en
estudios clinicos controlados. Algunos tienen la capacidad de reducir los sintomas
de astinenciab y reducir el efecto reforzante de la cocaina, por lo que parecen
buenos candidatos para ser utilizados durante las primeras fases de la abstinencia.
Otras sustancias, principalemte los agentes que incrementan la actividad GABA
como el topiramato o la vigabatrina, pueden reducir el craving y la capacidad
reforzante de la cocaina, por lo que podrian ser mas efectivos en la prevencion de
la recaida. Debido al limitado numero de estudios realizados con estos
compuestos, y a la presencia de efectos no deseados por parte de algunos de ellos,
la continuacién con esta linea de investigacién es necesaria con la finalidad de

identificar a los mejores candidatos que puedan ser utilizados como tratamiento.

3.2. Medicaciones anti-recaida testadas en modelos animales

En los ultimos afios, gran cantidad de investigaciones se han centrado en el
estudio de los efectos sobre el reinstatement de diferentes sustancias utilizando el
modelo de autoadministracion y recaida. Una de las lineas de investigacion ha sido
la determinacion de los neurocircuitos que subyacen a los diferentes tipos de
reinstatement inducidos por drogas, estrés o estimulos condicionados. Estos
estudios se han focalizado en los efectos directos de intervenciones farmacolégicas
en regiones especificas del cerebro, sobre el consumo o busqueda de drogas. Otros
estudios han adoptado enfoques para filtrar potenciales medicaciones que puedan
bloquear la adquisicion, el manteniemiento o el reinstatement en el consumo y
busqueda de droga. Dado que se ha considerado la recaida como uno de los
aspectos mas complejos y criticos del proceso adictivo, la investigacion sobre el
desarrollo de medicaciones que puedan prevenirla es uno de los campos de

estudio mas importantes. Actualmente, la mayor parte de los estudios en modelos
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animales se han centrado en la SA de cocina y la recaida. Aunque algunos de estos
estudios de han llevado a cabo en primates, la mayor parte de los resultados
obtenidos provienen de estudios con ratas.

Hay que tener también en cuenta que muchos de los estudios existentes que
emplearon medicaciones anti-recaida evaluaron los efectos agudos del farmaco
sobre las diferentes formas de reinstatement. S6lo en un pequeflo nimero de
ensayos se han administrado las sustancias de forma repetida durante el periodo
de SA de cocaina o antes del reinstatement. La administracidn crénica proporciona
un enfoque mucho mas comparable al régimen de consumo en humanos. En
algunos experimentos, las sustancias fueron créonicamente administradas antes de
cada sesién de SA y de forma aguda en los tests de reinstatement, obteniendo
diferentes resultados. Por ejemplo, la administracion aguda de acamprosato
bloqueo el reinstatement inducido por cocaina y estimulos condicionados, sin
embargo la administracion crénica previa a cada sesion de SA no ejercié ningin
efecto en el consumo de cocaina (Bowers et al, 2007). En otro estudio, agonistas de
adenosina indujeron efectos inhibitorios sobre el consumo durante las sesiones de
SA, pero facilitaron el reinstatement de busqueda de droga (Knapp et al, 2001).
Estos resultados parecen estar relacionados con las diferencias en los
neurocircuitos que controlan los procesos de SA, extinciéon y reinstatement.
Estudios recientes han evaluado la administracion repetida de farmacos antes de
inducir el reinstatement. En un estudio, la administracién subcrénica del agonista
cannabionoide WIN 55,212-2 durante la abstinencia, incrementé el reinstatement
de la busqueda inducido por contexto y estimulos condicionados, cuando fue
administrado a dosis altas pero no tuvo efecto a dosis bajas (Gonzalez-Cuevas et al,
2007). El tratamiento cronico con fluoxetina durante la abstienecia, atenud el
reinstatement inducido por estimulos condicionados pero no por cocaina (Baker et
al, 2001). Ratas bajo un tratamiento cronico de metadona o buprenorfina (Leri et
al, 2004; Sorge et al, 2005), mostraron una reduccion en el reinstatement de
busqueda de droga inducido tanto por heroina como por cocaina. Por ultimo, la
administracion cronica de N-acetilcisteina durante la sesiones diarias de extincidn
de la conducta de SA, condujo a una inhibicion duradera del reinstatement
inducido por estimulos condicionados y heroina (Zhou and Kalivas, 2008). Todos

estos resultados, aunque prometedores, mantienen la puerta abierta a futuras
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investigaciones que desarrollen y testen medicaciones que prevengan la recaida

inducida por diferentes factores.

4.- ANALOGOS DE LA BENZTROPINA

4.1. Introduccion

Un significativo namero de estudios han apoyado la hipotesis propuesta en
primer lugar por Ritz y colaboradores (Ritz et al, 1987), en la que se establecid
para una gran variedad de inhibidores de la captura de monoaminas, una
correlacion positiva entre la afinidad por el DAT y la eficacia reforzante. Esta
correlacion fue mayor que las correlaciones obtenidas considerando las afinidades
por el NET y el SERT. El DAT se ha considerado una diana bioldgica relevante para
entender los efectos inducidos por la cocaina y a su potencial de abuso,
convirténdose por tanto en uno de los principales sustratos sobre el que pudieran
actuar medicaciones que traten los sintomas de la adiccion a los psicoestimulantes.

Conforme la investigaciéon ha ido avanzando, se han ido poniendo de
manifesto varias limitaciones a la hipétesis del DAT como unico mecanismo para
producir los efectos de la cocaina. Por ejemplo, estudios con ratones que carecen
de DAT muestran preferencia de lugar condicionada y son capaces de
autoadministrarse cocaina (Rocha et al, 1998; Sora et al, 1998). Aunque los
mecanismos que subyacen a estos procesos en ratones deficientes en DAT no se
conocen completamente, parece claro que los efectos reforzantes de la cocaina,
experimentados también en estos animales, no pueden estar mediados
exclusivamente por esta diana bioldgica. Otra limitacion a esta hipdtesis, se puso
de manifiesto en estudios que indicaron que la dosis minima de varios inhibidores
de la captura de DA para producir el desplazamiento del compuesto [3H]GBR
12783 del DAT, produjo diferentes niveles de estimulacion en los animales, como
indicaron estudios de actividad locomotora (Rothman et al, 1992). Estos estudios
mostraron que existen diferentes inhibidores de la captura de DA que poseen
efectos comportamentales diferentes a los exhibidos por la cocaina en modelos

animales.
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4.2. Analogos de la Benzotropina

Como se muestra en la figura (Figura 7), la molécula de benzotropina (BZT)
comparte estructuras quimicas con la molécula de cocaina (anillo tropano) y el
anillo difenil éter con las fenilpiperacinas. Un compuesto caracteristico de esta
ultima clase de moléculas es el GRB 12909, un inhibidor de la captura de DA
seleccionado para ser evaluado clinicamente como medicacion para el tratamiento
de la dependencia a cocaina. Por tanto, desde una perspectiva estructural, tanto la
BZT como sus analogos parecen ser moléculas con interés para ser estudiadas y

consideradas como posibles farmacos.

Benzotropina

Cocaina

/ \ CH,CH,CH,-N —__J/K e F
\/\ 4 \/

N-(‘II;(‘II_.()Y%_JJJ ,

GBR 12909 F

Figura 7. Estructuras quimicas de las moléculas de benzotropina, cocaina y GBR 12909.

La molécula de BZT se utiliza actualmente en clinica para tratar los
sintomas asociados con la enfermedad de Parkinson. Solo se ha realizado un
estudio clinico en el que se ha evaluado el potencial de la BZT como posible
medicacidn para el tratamiento del abuso a cocaina (Penetar et al, 2006). En este

estudio, se administraron diferentes dosis de BZT (1, 2 y 4 mg/kg) dos horas antes

41



Introduccion

de que los sujetos, pacientes dependientes de cocaina, tuvieran acceso a
autoadministrase la droga por via intranasal. Los resultados obtenidos con la BZT
fueron comparados con pacientes que recibieron placebo. Diferentes variables
fisiologicas y subjetivas fueron medidas durante las dos horas que siguieron a la
administracion de BZT y continuaron tras la autoadministracion de la cocaina. La
BZT no modific6 ninguna variable cardiovascular ni produjo ningin efecto por si
sola. La cocaina, por el contrario, incrementd las respuestas cardiacas, el high y los
efectos subjetivos, en los pacientes que fueron tratados con el placebo. La ausencia
de efectos secundarios negativos dejan la puerta abierta para el estudio de esta
molécula con el fin de evaluar mas ampliamente su potencial terapéutico en el
campo de la adiccidn.

En estudios preclinicos llevado a cabo en ratas que habian aprendido a
discriminar entre inyecciones de cocaina y salino, se demostré que la BZT no
sustituyé completamente por la droga, indicando que los efectos inducidos por
ambas sustancias en los animales no son similares (Colpaert et al, 1979). Este
resultado sugiere que los analogos de esta molécula pueden ser también moléculas
de interés, debido a que interaccionan de manera diferente con el DAT, comparado
con el modo de acciéon de los inhibidores clasicos de la captura de DA. Estos
analogos de la BZT, que mantienen las estructuras comunes tanto con la molécula
de cocaina como con la GBR 12909, han mostrado tener, en modelos animales de
adiccién a los psicoestimulantes, unas propiedades comportamentales que los
diferencian de otros inhibidores clasicos, aunque hay que mencionar que no son el
unico grupo que las muestran. Por ejemplo, un analogo de la cocaina con elevada
afinidad por el DAT, el RTI 371, mostré una débil capacidad en inducir actividad
locomotora y anatagonizo la estimulaciéon producida por la cocaina (Navarro et al,
2005). A pesar de que estos analogos no han sido todavia evaluados en ensayos
clinicos, los estudios realizados en diferentes paradigmas comportamentales con

animales de experimentacion, han mostrado resultados bastante prometedores.
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4.2.1. Andlogos de la BZT con sustitucion “-N”

Como se ha comentado con anterioridad, los analogos de la BZT compartian
caracteristicas estructurales comunes con el GBR 12909, pero a diferencia de este
compuesto, los andlogos muestran una sustitucion N-metil en el anillo tropano
(Figura 7). En cambio la molécula de GBR 12909 presenta una sustitucion
propilfenil en el mismo lugar. Esta diferencia parece ser que otorga a los analogos
de la BZT la capacidad de poder unirse también a los receptores muscarinicos M1
con afinidad variable. Diferentes grupos alquilo han sido combinados con el grupo
N, dando lugar en total a mas de 60 analogos que han sido evaluados en ensayos in
vitro.

En general, los analogos que presentan la sustitucion N (N-substitutos) y
sustituciones de fluor en los anillos difenil éter, presentan una mayor afinidad por
el DAT, que aquellos analogos que presentan otros compuestos halogenados como
cloro o bromo. Sin embargo, hay una extension 6ptima de estas cadenas alquilo de
los N-substitutos, que si es excedida resulta en una menor afinidad por el DAT
(Kulkarni et al, 2004). A pesar de que la molécula original de BZT presenta una
significativa selectividad por el receptor muscarinicos M1 frente al DAT, una
notable separacion entre estas dos afinidades ha sido conseguida en los analogos,

llegando alguno de ellos a tener una afinidad total por el DAT.

4.3. Evidencias in vivo

Como se ha explicado, la BZT y sus analogos se unen al DAT con afinidades
que estan relacionadas con variaciones en su estructura. Muchos de los derivados
son selectivos por el DAT en comparacién con otros transportadores de
monoaminas. Estas acciones debrian, siguiendo con la hipdtesis del DAT y las
acciones de la cocaina, conferir a estas moléculas efectos comportamentales
similares. Sin embargo, su estudio en diferentes modelos animales han establecido

diferencias entre los dos tipos de sustancias.

4.3.1. Estimulacion locomotora
La estimulacion locomotora es el efecto de referencia de drogas
estimulantes psicomotoras. La mayoria de los inhibidores de la captura de DA

incrementan de manera dependiente de la dosis la actividad ambulatoria de los
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animales. A dosis demasiado elevadas, la actividad puede seguir incrementada
aunque a niveles menores que los mantenidos por dosis moderadas, o puede
disminuir, dando paso a estereotipias motoras. Por el contrario, los analogos de la
BZT muestras diferencias en la efectividad de la estimulacién locomotora (Katz et
al, 1999; Katz et al, 1997). Estudios de dosis respuesta llevados a cabo con cocaina,
han mostrado que la droga produce una curva en forma de campana, donde las
dosis intermedias son las que ejercen el efecto mayor. Varios analogos de la BZT
muestran efectos maximos menores que los exhibidos por la droga. Analogos con
sustituciones de fluor en los anillos difenil éter en posiciéon para, muestran una
actividad menor que la cocaina aunque bastante préxima. Otros compuestos con
substituciones de cloro, que mantienen una afinidad elevada por el DAT aunque
menor que los analogos que presentan sustituciones de fluor, presentan una

eficacia mucho menor que la cocaina en estimular la actividad locomotora.

4.3.2. Efectos subjetivos

En ratas entrenadas a discriminar entre inyecciones de cocaina y salino, la
mayoria de los inhibidores de la captura de monoaminas con afinidad por el DAT
sustituyeron a la droga de manera dependiente de la dosis (Baker et al, 1993). Las
diferencias en la potencia entre los diferentes inhibidores estan generalmente
relacionadas con su afinidad por el DAT. Ademas, inhibidores de la captura de
monoaminas con una afinidad mayor por el NET o SERT normalmente no
sustituyen a la cocaina (Baker et al, 1993). En contra de las evidencias que
parecian indicar que inhibidores selectivos del DAT sustituian a la cocaina, los
analogos de la BZT no lo hicieron (Katz et al, 1999). Al igual que con la
estimulacién locomotora, existen diferencias entre los analogos en relacién a su
efectividad, algo que esta relacionado con su estructura quimica. Analogos con
substituciones de fluor en posiciéon para, se han encontrado entre los mas
efectivos, mientras que analogos con otras sustituciones halogenadas en la misma
posicion, a pesar de tener afinidades por la union al DAT similares a aquellos con

sustituciones de fluor, son claramente menos efectivos.
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4.3.3. Autoadministracion

La cocaina, como ha sido documentado en un extenso numero de
publicaciones, es una sustancia con potentes propiedades reforzantes (Ritz et al,
1987). En tareas de autoadministracion, el aumento de la dosis hasta dosis
moderadas produce un incremento en las tasas de respuesta. A dosis demasiado
elevadas, sin embargo, las tasas de respuesta son menores que las mantenidas por
dosis intermedias. Los efectos de los analogs de la BZT también han sido evaluados
en este paradigma comportamental. En uno de los primeros estudios realizados
(Woolverton et al, 2000), los efectos de la cocaina se compararon con los de dos de
los derivados que presentaban sustituciones con cloro, concretamente el 3’-Cl y 4’-
Cl-BZT. Estos analogos fueron testados en monos Rhesus entrenados a
autoadministrarse cocaina, bajo un programa de refuerzo de razon fija (FR)10. Los
resultados del estudio indicaron que a diferencia de la cocaina, que mantuvo una
tasa de respuestas elevada, ambos andlogos mantuvieron los niveles por encima
del grupo control pero a un nivel no comparable con el de la cocaina. En un
segundo estudio, los efectos de estos dos analogos y del 3’-4’-diCl-BZT fueron
comparados con los efectos producidos por la cocaina y el GBR 12909, bajo
programas de FR y razon progresiva (PR), en monos Rhesus entrenados a
autoadministrarse cocaina (Woolverton et al, 2001). Al igual que en estudio
anterior, los niveles de los analogos 3’-Cl y 4’-CI-BZT, se mantuvieron por encima
de los niveles del grupo control bajo un programa de refuerzo FR, pero no con el
analogo 3’-4’-diCl-BZT, aunque los efectos inducidos fueron mucho mas débiles
que los alcanazados tanto con la cocaina como con el GBR 12909. Bajo el programa
de refuerzo PR, el nimero de respuestas requeridas para obtener el refuerzo se
incrementa de forma progresiva, hasta que el animal deja de responder y alcanza
el punto denominado punto de corte o break point. Este valor de break point
conseguido por los sujetos, es generalmente considerado con una medida de la
efectividad reforzante de la droga (Hodos, 1961). Los resultados obtenidos bajo
este programa de refuerzo, establecieron un rango de efectividad reforzante para
las drogas testadas, situando a la cocaina seguida del GBR 12909 a la cabeza. Los
analogos 3’-Cl y 4’-Cl-BZT, mostraron una eficacia similar y el 3’-4’-diCl-BZT una

eficacia menor.
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Algunos analogos de la BZT han mostrado tener un potencial de acciéon mas
lento que el de la cocaina, hecho que se ha relacionado con la disminucién en sus
propiedades reforzantes. Sustancias que muestran un modo de acciéon mas lento
muestran una capacidad reforzante menor que las que tienen un modo de accién

mas rapido (Volkow et al, 2005).

4.3.4. Preferencia de lugar condicionada

El estudio de sustancias que presentan un modo de accion mas demorado,
pueden ser evaluadas de manera fiable en procedimientos de CPP, ya que el
tiempo entre la administraciéon de la sustancia y la exposiciéon del animal al
contexto, es una variable facilmente manipulable por el experimentador (De Beun
etal, 1992).

La caja de preferencia de lugar condicionada estd compuesta por dos
compartimentos facilmente distinguibles por los animales en cuanto a texturas,
olores, iluminaciéon, etc. Los animales son colocados en uno de los dos
compartimentos bajo el efecto de una droga y en el otro bajo los efectos de
solucion salina, de manera que se establece una asociacion entre el contexto y los
efectos experimentados. Tras varias repeticiones de la fase de condicionamiento,
los animales en un estado libre de droga, exploran ambos compartimentos
mostrando una cierta preferencia por uno de ellos respecto al otro.

En un estudio se evalud la preferencia de lugar inducida por los analogos de
la BZT (Li et al, 2005). El tiempo entre la administracion de las sustancias y el
emplazamiento del animal en la caja vari6 entre los 0 y los 90 minutos. El analogo
con sustitucion N-metil, el AHN-1055, no mostré ningun efecto a ninguna de las
dosis ni a ninguno de los tiempos en los que fue testado. Sin embargo, los analogos
AHN-2055 y JHW 007, produjeron una preferencia de los animales por el
compartimento asociado a la droga, pero sélo cuando el tiempo entre la
administracion y la exposicion fue de 45 minutos. A diferencia de estas sustancias,
la cocaina indujo una clara preferencia de lugar en los animales.

Estos resultados, junto con los comentados anterioremente obtenidos de
experimentos de autoadministracion, ponen de manifiesto que los efectos

reforzantes y recompensantes de estos analogos de la BZT son menores que los
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inducidos por la cocaina, y pueden sugerir que estas diferencias pueden ser

debidas a un modo de accion mas lento.

4.4. Evidencias in vitro
4.4.1. Efectos moleculares de los andlogos de la BZT

Ademas de mostrar un modo de accién mas lento, pueden existir otros
factores que expliquen el perfil farmacologico diferencial de los analogos de la BZT.
Estudios recientes han aportado evidencias que sugieren que la BZT y algunos de
sus derivados se unen al DAT de una manera diferente a como se une la molécula
de cocaina (Chen et al, 2004b) y estas diferencias moleculares las que pueden estar
relacionadas con el modo de acciéon (Zou et al, 2006). Utilizando el modelo de
mutagénesis dirigida del aspartato localizado en posicion 79 en uno de los
segmentos transmembrana del DAT, se mostro que los derivados de la BZT se unen
de manera diferente que la cocaina y sus analogos, al igual que otros inhibidores
clasicos de la captura de DA (Ukairo et al, 2005). Estudios empleando técnicas de
fotoafinidad proporcionaron evidencias de que inhibidores del DAT
estruturalemente diferentes se unen de manera covalente a diferentes regiones
transmembrana del transportador (Agoston et al, 1997; Vaughan et al, 1999;
Vaughan et al, 2007). Estos resultados apoyaron la idea de un modo de accién
diferente entre ambos tipos de inhibidores de la captura de DA, y sugieron la
posibilidad de que se pudieran producir cambios conformacionales en el DAT
inducidos por la cocaina y sus analogos, que pudieran explicar su potencial de
abuso.

Estudiores posteriores sugirieron que el aminoacido tirosina localizado en
la posicion 335 del DAT es critico en la regulaciéon de las dos conformaciones con
las que puede estabilizarse el transportador. La mutaciéon de esta tirosina por
alanina disminuye la potencia de la inhibicién de captura de DA de la cocaina
(Loland et al, 2008; Loland et al, 2002), al igual que las de sus analogos y la de los
analogos de la BZT, aunque en el caso de estos la potencia de la inhibicién es
mucho menor, a excepcién del MFZ 2-71, que mostré valores cercanos a los de la
cocaina y similares a los de su analogo RTI-55 (Loland et al, 2008). Estudios de
comportamiento revelaron que este analogo produjo una fuerte estimulacién de la

actividad locomotora y sustituy6 a la cocaina en animales entrenados a discriminar
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entre la droga y salino, sugiriendo por tanto una correlacion entre la disminucién
de la potencia de inhibicién de la captura de DA debido a la mutacién, y su
efectividad en inducir estimulaciéon locomotora y sustituir por la droga en
experimentos de discriminacion. Estos datos indican que inhibidores de la captura
de DA que presentan diferencias estructurales, estabilizan el DAT mediante
distintas conformaciones.

Recientemente se ha sugerido que los analogos de la BZT se unen al DAT
preferiblemente cuando se encuentra en una conformacion cerrada, mientras que
la cocaina y sus analogos lo hacen cuando estd en una conformacién abierta
(Loland et al, 2008). Estas diferencias en la preferencia por la conformacion del DA
predicen los comportamientos comportamentales inducidos por ambos tipos de
moléculas y es posible que las preferencias de los analogos afecten a su modo de
accion, que su vez podria contribuir a las diferencias comportamentales

observadas.

4.4.2. Diferencias entre acciones in vivo e in vitro de los andlogos de la BZT

El hecho de que los analogos de la BZT posean efectos in vitro que predicen
un efecto generalemente no observado in vivo, ha sugerido que éstos podrian tener
una penetracion relativamente baja en el sistema nervioso central. Sin embargo,
estudios farmacocinéticos han mostrado en ratas concentraciones elevadas de
algunos de estos analogos en el cerebro algunos minutos después de haber sido
administrados. Ademas, con tasas de eliminacién muchos mas lentas que las
mostradas por la cocaina (Raje et al, 2003). Todos lo analogos han sido detectados
a concentraciones iniciales comprendidas entre los 4-15 pg por gramo de tejido, de
manera que parecen encontrarse disponibles en el cerebro a concentraciones
adecuadas para poder interaccionar con el DAT en un periodo corto de tiempo
después de su administracion (Newman and Katz, 2009).

Estudios que comparando los efectos del analogo 4’-Cl-BZT con los del
cocaina en su capacidad para incrementar los niveles extracelulares de DA en
diferentes regiones cerebrales incluyendo el NAc core y shell, PFC y caudado dorsal
(Tanda et al, 2005; Tolliver et al, 1999) han mostrado que ambas sustancias
producen un incremento de los niveles de DA en todas las regiones. A dosis

comparables el efecto del analogo sobre la concentracién de DA fue menor que el
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inducido por la cocaina en todas ellas con excepcion de la PFC. La mayor diferencia
observada entre el analogo 4’-CI-BZT y la cocaina, fue el hecho de que la duracién
de los efectos del primero fue mucho mas prolongada en el tiempo, llegando a
mantener el nivel extracelular de DA elevado hasta 5 horas después de su
administracion. Estos efectos duraderos son consistentes con la lenta tasa de
eliminacion de estos analogos.

El lento incremento de la concentracion de DA producida por los analogos
parece entrar en conflictco con los resultados obtenidos de estudios
farmacocinéticos que indican que los compuestos se encuentran disponibles en el
cerebro y a concentraciones adecuadas para interaccionar con el DAT s6lo minutos
después de ser administrados. Estudios de desplazamiento del DAT del analogo de
la cocaina [125I]RTI-121, indicaron que la cocaina desplaza a su analogo de
manera dependiente de la dosis y del tiempo. El maximo desplazamiento obtenido
con la cocaina se alcanzé 30 minutos después de ser administrada. Los analogos
estudiados, el AHN-1055, AHN-2005 y el JHW 007, también produjeron un
desplazamiento dependiente de la dosis y del tiempo, pero alcanzaron el maximo
150 (AHN-1055 y AHN-2005) y 270 (JHW 007) minutos después de su
administracion (Desai et al, 2005a; Desai et al, 2005b).

Algunos efectos agudos inducidos por la cocaina, como la actividad
locomotora incrementada, son observables rapidamente después de su
administracion, alcanzando el maximo efecto aproximadamente a los 30 minutos
desde su administracion. Alcanzado este punto maximo, los efectos comienzan a
disminuir durante unas dos horas estando ausentes pasado este tiempo. Los
analogos, por el contrario, muestran los maximos efectos entre 90 y 120 minutos
tras la inyeccidn y éstos persisten durante un periodo de 8 horas (Desai et al,
2005b). Ninguno de los analogos mostr6 ser mas efectivo que la cocaina en la
induccién de la actividad locomotora. Trabajos anteriores han propuesto una
correlacion entre la tasa de ocupacion de DAT y los efectos locomotores inducidos
por la cocaina (Kuhar et al, 1991). Ademas la tasa de ocupaciéon entre la droga y el
DAT parece correlacionar con la induccion de sus efectos reforzantes (Volkow et
al, 2002). Sin embargo, estudios posteriores han mostrado que esta correlacién no
es tan fuerte como inicialmente se predijo. Esta tasa de asociacion fue estudiada

para el analogo JHW 007 y se establecié que era aproximadamente 10 veces mas
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lenta que la de la cocaina, mostrando ademas la menor eficacia reforzante entre
todos los analogos testados. Sin embargo, 4.5 horas después de la administracion,
el desplazamiento de [125I]RTI-121 producido por el JHW 007 a dosis elevadas,
fue comparable al producido por las dosis mas estimulantes de cocaina (Desai et
al, 2005b). El descubrimiento de que el el JHW 007, a pesar de producir una
significativa ocupacidn del DAT, carecia de efectos estimulantes, en contraste con
la cocaina, estimulé la realizacién de estudios que pudiesen determinar sus
potencial efecto antagonista sobre la cocaina. De esta forma, estudios posteriores
mostraron que la cocaina produjo incrementos en la actividad locomotora de
manera dependiente de la dosis, alcanzando su maximo a los 40 mg/kg. Sin
embargo, con un pretratamiento de JHW 007 (administrado 4 horas antes) los
efectos estimulantes de la cocaina se atenuaron significativamente (Desai et al,
2005b). Otros inhibidores de la captura de DA, com el GBR 12909 (Katz et al,
2003b) o WIN 35,428 (Katz et al, 2004), cuando fueron administrados en
combinacién con la cocaina, produjeron desplazamientos dependientes de la dosis
de la curva dosis-efecto hacia la izquierda (potenciaban los efectos estimulantes de
la cocaina). Por lo tanto, como muestran estos estudios, algunos analogos de la
BZT, a pesar de presentar una alta afinidad por el DAT, son capaces de antagonizar

algunos efectos de la cocaina.
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5.- AGONISTAS TAAR1
5.1. Introduccion

Las aminas enddgenas de traza (TAs) estan estructuralemente relacionadas
con los neurotransmisores monoaminérgicos clasicos y se encuentran en muy
bajas concentraciones en el cerebro de los mamiferos. Los recientemente
descubiertos receptores asociados a aminas de traza (TAARs), constituyen
importantes dianas moleculares, no s6lo para estas aminas endodgenas si no
también para una variedad de compuestos con actividad monoaminérgica
incluyendo las anfetaminas y otros metabolitos. El receptor TAAR1 (trace amine-
associated receptor 1), es el receptor mejor caracterizado de esta clase, y el Gnico
conservado en el cerebro del mamifero, aunque poco se sabe todavia sobre su
regulacién y funcion.

Los receptores TAAR pertenecen al grupo de receptores acoplados a
proteinas G (GPCR), y se encuentran localizados tanto en células presinapticas
como postsinapticas. El descubrimiento de esta nueva familia de receptores que
pueden ser activados por un pequefio grupo de aminas enddgenas derivadas del
metabolismo de los aminoacidos, produjo un gran entusiasmo en este campo, dado
el creciente interés en la transmision monoaminérgica por parte de farmacdlogos
clinicos y experimentales (Borowsky et al, 2001; Bunzow et al, 2001). Entre las
monoaminas descubiertas encontramos la tiramina, triptamina, sinefrina,
octopamina y la feniletilamina (PEA) (Boulton, 1980b; Branchek and Blackburn,
2003; Premont et al, 2001; Sandler et al, 1980). En invertebrados, que carecen de
sistema noradrenérgico, la octopamina y la tiramina son los principales
neurotransmisores y neuromoduladores y estan implicados en la mayoria de las
funciones vitales como son el movimiento, la alimentacidn, y las reacciones frente
al estrés. Sin embargo, el papel de estas TAs en la fisiologia de los mamiferos no
esta tan caracterizado. En general, en los vertebrados las TAs se presentan en
concentraciones bajas en muchos de los tejidos, incluyendo el tejido cerebral
(Boulton, 1980b; Branchek et al, 2003; Sandler et al, 1980). La tasa de sintesis de
las TAs es comparable a la tasa de sintesis de monoaminas clasicas, de manera que
los bajos niveles de las TAs que se encuentran en el cerebro pueden estar
determinados por una velocidad de metabolizacién muy rapida o por una

incapacidad de estas sustancias de almacenarse en vesiculas sinapticas en el
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citosol de las células (Grandy, 2007). Como se ha comentado anteriormente, las
TAs estan estructuralmente relacionadas con las monoaminas clasicas, asi como
con otras sustancias psicoestimulantes como la anfetaminas y sus derivados. De
hecho, una de las TAs mas conocidas, la B-PEA, difiere de la anfetamina sélo en un
grupo metil en la posicion o, por lo que ha sido considerada como la “anfetamina
endogena” (Janssen et al, 1999). Aunque la funcion de las TAs en mamiferos sigue
sin conocerse, distintos estudios han mostrado que los niveles de estas moléculas
podria encontrarse alterado en pacientes que padecen trastornos mentales como
esquizofrenia, Parkinson, trastorno de atencion con hiperactividad, sindrome de
Tourette o fenilcetonuria (Boulton, 1980a; Sandler et al, 1980). Se ha postulado
que las TAs afectan el sistema de las monoaminas de manera indirecta
interaccionando con los transportadores de membrana, como el DAT, o con las
vesiculas donde se almacenan los neurotrasmisores (Berry, 2004; Branchek et al,
2003; Premont et al, 2001; Sotnikova et al, 2004). De hecho, existen evidencias que
sugieren que las TAs pueden funcionar como falsos neurotransmisores,
desplazando a las monoaminas clasicas de sus vesiculas de almacenamiento, de
modo similar a como lo hacen las anfetaminas y sus derivados. Ademas, a niveles
fisiologicos, estas sustancias tienen generalmente un efecto menor sobre la
excitabilidad neuronal en ausencia de estas monoaminas clasicas pero alteran las
respuestas neuronales de estos transmisores (Berry, 2004; Branchek et al, 2003;
Premont et al, 2001). Sin embargo, el descubrimiento de una familia especifica de
GPCR, en la que algunos de sus miembros son activados por TAs (Borowsky et al,
2001; Bunzow et al, 2001), ha proporcionado una evidencia sélida para un
mecanismo directo mediante el cual estas aminas podrian estar modulando la

actividad neuronal.

5.2. Receptores asociados a aminas de traza

Aunque los sitios de unioén para la triptamina, tiramina y p-PEA fueron
previamente descritos en el cerebro de rata (Berry, 2004; Boulton, 1980b; Sandler
et al, 1980), la identificacion los TAAR ha proporcionado una evidencia directa que
otorga a estas monoaminas un papel en la neurotransmision (Borowsky et al,
2001; Bunzow et al, 2001). S6lo dos miembros de estas familia de receptores,

TAAR1 y TAAR4, han mostrado ser sensibles a las TAs (Borowsky et al, 2001;
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Bunzow et al, 2001; Lindemann et al, 2005a), mientras que otros receptores no lo
son (Lindemann et al, 2005a), y algunos TAARs son sensibles a algunas aminas
volatiles (Liberles and Buck, 2006). Basado en el hecho de que algunos miembros
de esta familia de receptores podrian no responder a TAs, y parcialmente basado
en el orden de la localizacién cromosémica de sus genes, la nomenclatura
propuesta para estos receptores fue receptores asociados a aminas de traza,
TAARs (Lindemann and Hoener, 2005b).

Analisis filogenéticos han revelado que la familia de los TAAR parece
haberse originado a partir de un gen antecesor comun que presenta una gran
afinidad con el gen del receptor de serotonina humano 5-HT4, posiblemente
debido a duplicaciones (Lindemann et al, 2005a). Existen diferencias en el nimero
de genes TAAR entre especies. Por ejemplo, en ratas se han descrito 19 genes
TAAR, 16 en ratones, 9 en chimpancés y humanos (Lindemann et al, 2005a;
Lindemann et al, 2005b). Liberles y colaboradores (Liberles et al, 2006) han
mostrado que practicamente todos los TAAR, con excepcion del TAAR1, estan
localizados exclusivamente en el epitelio olfatorio, estando practicamente ausentes
0 con una expresion muy baja en los demas tejidos corporales y cerebrales. Este
hecho es controvertido dado que otros grupos han encontrado TAAR1 en varias
regiones cerebrales y en el sistema nervioso periférico (Borowsky et al, 2001;
Bunzow et al, 2001; Grandy, 2007; Lindemann et al, 2008), mientras que otros
TAAR como TAARS, TAAR6 y TAARDY, han sido detectados en el sistema nervioso

central de humanos y 6rganos periféricos (Borowsky et al, 2001; Zeng et al, 1998).

5.3. Bioquimica y farmacologia del TAAR1

El TAAR1 es el miembro de la familia TAAR mejor caracterizado (Grandy,
2007). Se encuentra acoplado a proteinas G y se activa, ademas de por TAs entre
las que se encuentran la $-PEA y la tiramina, por metabolitos de las catecolaminas
e iodotiroaminas y por varios compuestos conocidos por afectar la transmision
monoaminérgica (Borowsky et al, 2001; Bunzow et al, 2001). La anfetamina,
MDMA y otros compuestos relacionados son también capaces de activar a los
TAAR1 in vitro. En el sistema nervioso central de ratones, los RNA mensajeros
(RNAm) de los TAAR1 se distribuyen a través del sistema limbico y en regiones

que contienen los cuerpos celulares catecolaminérgicos y sus proyecciones, como
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son el locus ceruleus, la substantia nigra, el VTA, el dorsal del rafe, el estriado y los
ganglios basales (Borowsky et al, 2001). En ratas aparece distribuido por todo el
cerebro, siendo en el bulbo olfatorio, NAc/tubérculo olfatorio, regiones corticales,
sustancia negra, VTA, cerebelo y médula, las regiones en las que se ha encontrado
la mayor expresion. En la periferia, el RNAm se ha encontrado en el higado, rifidn,
tacto gastrointestinal, pancreas y corazén (Bunzow et al, 2001). En monos Rhesus,
una significativa expresion de RNAm de TAAR1 y proteina ha sido descrita en
areas dopaminérgicas, como la substantia nigra y el estriado (Xie et al, 2007b).
Estos datos demuestran que el TAAR1 estd ampliamente expresado en areas
monoaminérgicas del cerebro en las que podria ejercer un papel en la modulacién
de la activacion motora y comportamientos motivados, tradicionalmente asociados
con la actividad de estos sistemas.

El estudio de la farmacologia del TAAR1 en sistemas celulares heterélogos
in vitro ha sido complicado, principalmente porque el receptor permanece en el
espacio intracelular cuando es expresado de forma hetero6loga en lineas celulares
(Bunzow et al, 2001; Grandy, 2007; Miller et al, 2005; Reese et al, 2007; Wainscott
et al, 2007; Wolinsky et al, 2007). En general, debido a su baja expresiéon en
sistemas celulares heterdlogos, el TAAR1 exhibe un reducida capacidad de
sefializacion que puede ser compensada por el reemplazamiento de partes de su
secuencia génica o de la proteina G asociada (Bunzow et al, 2001; Lindemann et al,
2005b; Reese et al, 2007; Wainscott et al, 2007). El TAAR1 de humanos es
particularmente complicado de expresar en sistemas celulares heterdlogos, y
modificaciones adicionales en el receptor son necesarias para que sea expresado
de forma fiable. Incluso con estas modificaciones (Bunzow et al, 2001; Miller et al,
2005; Reese et al, 2007; Wainscott et al, 2007; Wolinsky et al, 2007), su expresion
se da principalmente en el espacio intracelular y se ha conseguido una baja
expresion del receptor en las membrana. Estas limitaciones tienen una relevancia
fundamental para los experimentos farmacologicos, ya que la densidad del
receptor y de las proteina Gs pueden afectar la potencia y eficacia del agonista en
ensayos celulares in vitro (Kenakin and Morgan, 1989). Aunque publicaciones
recientes indican que puede conseguirse una expresion permanente del TAAR1 en
algunas lineas celulares (Navarro et al, 2006; Wainscott et al, 2007), el problema

de una expresion fiable en la membrana tanto del TAAR1 como de otros TAAR
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continua siendo el mayor problema en estudios farmacolédgicos in vitro (Barak et
al, 2008; Grandy, 2007).

A pesar de estas dificultades, varios grupos de investigacidon han confirmado
las observaciones anteriores demostrando una potente actividad agonista las TAs
B-PEA y tiramina sobre el TAAR1 (Barak et al, 2008; Borowsky et al, 2001; Bunzow
etal, 2001; Grandy, 2007; Lindemann et al, 2005b; Miller et al, 2005; Navarro et al,
2006; Reese et al, 2007; Wainscott et al, 2007; Wolinsky et al, 2007). También ha
sido descrita una actividad relativamente mas débil de la octopamina y triptamina
sobre el TAAR1 tanto de ratas como de humanos (Barak et al, 2008; Borowsky et
al, 2001; Bunzow et al, 2001; Lindemann et al, 2005b; Miller et al, 2005; Navarro et
al, 2006; Wainscott et al, 2007). Hay que mencionar que se han descrito
diferencias sustanciales entre las afinidades de las TAs por los receptores TAAR en
diferentes especies. En general se ha encontrado que la B-PEA es un agonista
mucho mas potente que la tiramina en el TAAR1 de humanos y ratones, mientras
que en ratas es al contrario (Grandy, 2007).

Las anfetaminas comparten una estructura similar con la feniletilamina. El
hecho de que esta sustancia sea hasta la fecha la mejor caracterizada en relacion a
su actividad sobre el TAAR1 (Borowsky et al, 2001; Bunzow et al, 2001;
Lindemann et al, 2005b), ha promovido la investigacidn sobre la posibilidad de que
las anfetaminas pudieran actuar directamente sobre el receptor (Bunzow et al,
2001). Los estudios iniciales han indicado que varios derivados de la anfetamina,
incluyendo la d-anfetamina, l-anfetamina, d-metanfetamina y MDMA, pueden
inducir un incremento en el adenosin monofosfato ciclico (AMPc) en células
renales embridnicas de humanos que expresan TAAR1 de ratas. Otros grupos de
investigadores han confirmado estos resultados en ratones, ratas, monos Rhesus, y
TAAR1 humanos expresados en varios sistemas celulares heter6logos (Barak et al,
2008; Miller et al, 2005; Reese et al, 2007; Wainscott et al, 2007; Wolinsky et al,
2007; Xie et al, 2007b). Estos estudios han confirmado que un gran numero de
derivados de las anfetaminas pueden activar los receptores TAAR1 in vitro. Es
importante mencionar que el rango de concentraciones de d-anfetamina y MDMA
que pueden actuar sobre los TAAR1 son concentraciones que pueden ser
alcanzadas e incluso superadas en personas adictas a estas sustancias (Asghar et

al, 2003; Peters et al, 2003). Es por tanto altamente probable que la activacion de
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los TAAR1 por los derivados de la anfetamina pueda tener consecuencias
fisiologicas significativas in vivo, y que el TAAR1 pueda estar por tanto ejerciendo
alguna funciéon en procesos neuronales que son relevantes en los trastornos
relacionados con el consumo o en las respuestas inducidas por la anfetamina y sus

derivados.

5.4. Ratones deficientes en TAAR1

Las primeras evidencias a cerca del papel funcional de los TAAR1, fue
obtenido empleando ratones modificados genéticamente carentes de estos
receptores TAAR1 (ratones TAAR1-knockout, KO). Hasta ahora, todas las moléculas
endégenas que se ha demostrado que actian como agonistas de los receptores
TAAR], tienen acciones también a nivel del sistema nervioso central, uniéndose a
otras dianas como son el DAT y los VMAT?2. En ausencia de ligandos selectivos para
el TAAR1, ratones que carecen del receptor, TAAR1-KO, representaban el tnico
camino disponible para evaluar las posibles consecuencias fisiolégicas que supone
la ausencia de estos receptores y su papel sobre las acciones farmacolégicas que
ejercen otras moléculas. En un estudio inicial, se observé que los ratones TAAR1-
KO, presentaban un fenotipo normal, se reproducian satisfactoriamente y no
mostraban diferencias en comparacion con ratones wild-type en tests neurolégicos
y comportamentales (Wolinsky et al, 2007). Sin embargo, los ratones TAAR1-KO, si
mostraron un déficit significativo en test de inhibicién prepulso, indicando una
deficiencia en el input sensoriomotor. Déficit que es manifiesto en personas que
sufren esquizofrenia y otros trastornos como trastornos neuropsiquiatricos como
trastorno obsesivo-compulsivo o sindrome de Gilles de la Tourette (Kohl et al,
2013; Wolinsky et al, 2007). Ademas, los ratones TAAR1-KO muestran una
incrementada sensibilidad a los efectos locomotores estimulantes inducidos por la
d-anfetamina y un mayor aumento en los niveles extracelulares de monoaminas
tras la administracion de esta droga en estudios de microdialisis in vivo (Wolinsky
et al, 2007). En condiciones normales, estos ratones no muestran niveles
anormales de actividad locomotora, ni de los niveles extracelulares de DA. Ademas,
registros electrofisioldgicos en el ATV, revelaron tasas de disparo espontaneo
incrementadas en las neuronas dopaminérgicas de estos animales (Lindemann et

al, 2008). Experimentos recientes con este modelo muestran ademas una fuerte
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interaccion de los TAAR1 con los autoreceptores D2. El agonista TAAR1
R05166017 so6lo fue capaz de potenciar los efectos inhibitorios del incremento de
DA extracelular en ratones wild type (Leo et al, 2014). Asimismo, muestran
supersensibilidad postsinaptica de los receptores D2 (pero no D1) (Espinoza et al,
2015).

Muchos ligandos de los TAAR1, incluyendo la B-PEA y las anfetaminas, han
demostrado una potente interacciéon con el DAT, complicando aun mas la
identificacidn de la funciéon mediada por estos receptores. Ratones DAT knock-out,
han proporcionado una oportunidad unica para investigar las acciones
independiente de los DAT de los compuestos (Gainetdinov and Caron, 2003; Giros
et al, 1996). Ademas, estos ratones carentes de DAT sirven de modelo para
investigar las acciones inhibitorias de las anfetaminas sobre la hiperactividad,
caracteristica de las anfetaminas que se considera importante para sus
propiedades terapéuticas en el tratamiento de ADHD (Gainetdinov et al, 2003;
Gainetdinov et al, 1999). Hay que mencionar que el agonista TAAR1 mejor
caracterizado hasta la fecha, la -PEA, comparte con la anfetamina la capacidad
inducir la inhibicidn de la hiperactividad dependiente de DA en ratones DAT-KO
(Gainetdinov et al, 1999; Sotnikova et al, 2004). Por tanto, el nuevo reto fue
conseguir un raton deficiente tanto para TAAR1 como para DAT y analizar
directamente los efectos de la anfetamina en estos dobles mutantes. Los ratones
que carecen de DAT/TAAR1 son viables y exhiben niveles significativamente
elevados de actividad lomotora espontanea en comparaciéon con sus ratones
progenitores DAT-KO. Curiosamente, tanto la d-anfetamina como la 3-PEA, la cual
produce un efecto inhibitorio en ratones DAT-KO (Gainetdinov et al, 1999;
Sotnikova et al, 2004), fueron substancialmente menos potentes en este aspecto en
los dobles mutantes. Estos, junto con otros experimentos (Sotnikova et al, 2008),
han sugerido que los TAAR1 deben de tener un papel inhibitorio en relacion a la
hiperactividad locomotora dependiente de DA, y por lo tanto una deficiencia o
antagonismo de estos receptores puede incrementar los comportamientos y las
funciones dependientes de DA, mientras que los agonistas TAAR1 podrian

inhibirlo.
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También se han desarrollado ratones que sobreexpresan TAAR1 (Revel et
al, 2012a). Al igual que los knock out estos animales no muestran anormalidades
en condiciones normales. Sin embargo, estos animales mostraron niveles
incrementados de DA y NA en el nucleus accumbens y en el mPFC. In vitro este
hecho correlacion6 con una elevada tasa de disparo espontanea de neuronas
monoaminérgicas en el area tegmental ventral, nicleo dorsal del rafe y locus
ceruleus como resultado de la sobreexpresion. Ademas, estos animales mostraron
hiposensibilidad a los efectos psicoestimulantes de la anfetamina, mostrando
niveles menores de estimulaciéon locomotora y de liberacion de catecolaminas en el
nucleus accumbens. La atenuacion de la actividad de los receptores TAAR1
mediante el agonista parcial RO5073012 reestablecio los efectos estimulantes que

en condiciones normales inducia la administracién de anfetamina.

En relacion a la implicacion de los TAAR1 en el mecanismo de accion de las
anfetaminas y en la regulacion de la transmisibn monoaminérgica, tres
posibilidades estan actualmente bajo investigacion. La primera, los TAAR1 pueden
actuar directamente sobre los DAT, por lo que afectan a la transmision
dopaminérgica a través de la modulacidon de la funcién del transportador. Estudios
recientes han demostrado coexpresion de TAAR1 y DAT en un subgrupo de
neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra de ratones y monos Rhesus y la
activacion del TAAR1 modulada por transportadores de monoaminas (Xie and
Miller, 2007a; Xie et al, 2007b). Esta interaccion puede explicar el incremento en la
liberacion de DA tras la administracion de anfetamina en ratones TAAR1-KO
(Wolinsky et al, 2007). La segunda posibilidad sugiere que los TAAR1 localizados
en los cuerpos celulares de las neuronas monoaminérgicos pueden modular
directamente la actividad de estas neuronas como respuesta a varios compuestos
activos sobre los TAAR1 (Lindemann et al, 2008; Mercuri and Bernardi, 2005). Por
ultimo, es posible que los TAAR1 interactien directamente sobre los receptores de
DA o como intermediarios en algun punto de la cascada de sefalizacion, ejerciendo
por tanto una importante influencia en la modulacién de la neurotransmision
dopaminérgica. De hecho, se ha observado que la activacion del TAAR1 debido a
las altas concentraciones de DA puede ser bloqueado por la activacién simultanea

de los receptores D2 y estos efectos D2 pueden ser revertidos por la
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administracion del antagonista racloplide, sugiriendo que la activacion de estos
TAAR1 puede ser regulada por el receptor D2 cuando ambos receptores son
coexpresados en la misma célula (Xie et al, 2007b).

El mayor reto de cara a futuras investigaciones es entender el papel de los
receptores TAAR1 en las funciones y acciones fisiologicas de compuestos
biologicamente activos in vivo. Estas investigaciones podrian proporcionar
informacion relevante en relacion al potencial terapéutico de agonistas y
antagonistas TAAR1. Estudios in vitro han establecido que algunas TAs,
anfetaminas y metabolitos de las monoaminas, son potentes y eficaces agonistas de
los receptores TAAR1 con perfiles farmacoldgicos dependientes de la especie. Por
ejemplo, dado que los valores EC50 de la anfetamina, valores de concentraciéon de
droga que inducen la respuesta media, son comparables con las concentraciones
encontradas en algunos pacientes adictos, es altamente probable que los TAAR1
medien en algunos de los efectos especificos de estas drogas en humanos (Grandy,
2007). Este hecho sugiere ademas que variaciones genéticas en los receptores
TAAR1 en humanos podria ser un factor importante que predisponga al abuso de
anfetaminas u otras sustancias. A parte de esto, si se puede probar que estos
receptores median algunas de las acciones in vivo de la anfetamina, el desarrollo
de nuevos agonistas selectivos para los TAAR1 y antagonistas, pueden aportar un
nuevo enfoque para el tratamiento de la adiccon a la anfetamina y/o trastornos
cerebrales en los que la anfetamina es utilizada clinicamente. Concretamente, ya
que la anfetamina ha permanecido como el tratamiento farmacolégico mas efectivo
para el ADHD durante muchos afos, el papel del TAAR1 en la eficacia paradoéjica de
la anfetamina en este trastorno deberia ser explorado.

En general, debido a la importante implicaciéon que parecen tener las TAs en
la patologia de muchos desdérdenes cerebrales, el desarrollo de moléculas
agonistas y antagonistas de estos receptores TAAR1 representa un avance de gran

avance para la exploracion de estos receptores.

5.5. Ligandos de TAAR1 y psicofarmacologia de drogas de abuso.
Desde que se realizaron los experimentos incluidos en la presente tesis
doctoral ha habido importantes novedades en la evaluacion de estos compuestos.

El reciente desarrollo de agonistas altamente selectivos del TAAR1 y su evaluacion
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en modelos preclinicos de drogas de abuso refuerzan su potencial para el
desarrollo de terapias dirigidas al tratamiento de la adiccion de psicoestimulantes.
Los agonistas TAAR1 desarrollados muestran una gran selectividad sobre otros
receptores, encimas y canales ionicos y sitios de union. El uso de estos ligandos ha
favorecido la aparicion de un gran numero de estudios centrados el estudio de
estos receptores en el contexto de la adiccion a psicoestimulantes. Los trabajos que
se describen a continuacion fueron publicados posteriormente al desarrollo de los
experimentos descritos en la presente tesis.

El tratamiento mediante los agonistas RO5166017, R05203648,
R05256390, RO5073012 y RO5263397 ha mostrado efectos inhibitorios sobre la
hiperlocomocidn inducida por cocaina, antagonistas NMDA o fenciclidina (Galley et
al, 2012; Revel et al, 2011; Revel et al, 2013). Asimismo, el agonista completo
R05166017 y el agonista parcial R0O5203648 han mostrado efectos inhibitorios de
la actividad locomotora en ratones DAT-/-. Estos datos son consistentes con los
datos que se presentan en la presente tesis, sugiriendo que la activacién de TAAR1
inhibe la hiperlocomocion inducida por psicoestimulantes, y que el DAT no es el
principal mediador de los efectos del TAAR1 sobre la actividad dopaminérgica
(Revel etal, 2011).

Los agonistas TAAR1 han mostrado efectos inhibitorios de la sensibilizacion
inducida por cocaina (Thorn et al, 2014) y metanfetamina (Cotter et al, 2015). El
tratamiento agudo con el agonista parcial RO5263397 no tuvo efectos sobre la
actividad locomotora, ni afecté significativamente la estimulaciéon locomotora
inducida por cocaina. Ademas, la administracion de R0O5263397 junto con la
cocaina durante 7 dias bloque6 la induccion de sensibilizacién locomotora (Thorn
et al, 2014). De la misma forma, RO5263397 redujo la expresion de sensibilizacion
inducido por una dosis de cocaina tras un periodo sin droga de una semana.
Resultados similares han sido mostrados por Cotter y colaboradores (Cotter et al,
2015) mostrando como la coadministracién de RO5203648 es capaz de bloquear
tanto la adquisicion de la sensibilizaciéon de metanfetamina en un régimen de
administracion de 14 dias, como la expresion de ésta 3 dias mas tarde tras la
administracion de una dosis subdptima de metanfetamina.

Un reciente trabajo de nuestro laboratorio mostré que tanto el agonista

completo R05256390 como el agonista parcial R0O5263397 producen una
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atenuacidn de la eficacia reforzante de la cocaina con un amplio rango de dosis de
cocaina testadas. Asimismo, ambos agonistas bloquearon los efectos reductores
del umbral de refuerzo inducidos por la cocaina utilizando un paradigma de
autoestimulacion intracraneal (Pei et al, 2015). Similares resultados se han
mostrado en otro trabajo en el que el agonista R0O5263397 atenud la curva dosis-
respuesta de la cocaina (Thorn et al, 2014). Ademas el mismo grupo también ha
publicado efectos similares con un modelo de sensibilizacion de metanfetamina
(Jing et al, 2015). También el agonista parcial R0O5263397 se ha mostrado capaz de
atenuar la expresion, pero no el desarrollo de CPP inducido por cocaina (Thorn et
al, 2014).

En paradigmas de autoadministracion, estudios posteriores a los
experimentos descritos en la presente tesis han mostrado que el agonista parcial
R05203648 es capaz de producir una disminuciéon de la habilidad de la cocaina
para sostener el comportamiento operante, aumentando el tiempo necesario para
alcanzar el breaking point de autoadministracion de cocaina. En la misma tarea el
agonista incremento la eficacia reforzante para comida (Pei et al, 2014). Mediante
un paradigma de andlisis basado en economia conductual el agonista parcial
R05263397 incrementd la elasticidad de la curva de demanda de cocaina
indicando que la activacion de TAAR1 podria estar reduciendo la eficiencia
reforzante de la cocaina (Thorn et al, 2014). Ademas, el RO5203648 es capaz de
reducer la autoadministracion de metanfetamina ademas de no mantener el
consumo si es administrado como droga sustitutiva en ratas con una historia
estable de consumo de esta droga (Cotter et al, 2015). El otro agonista parcial
disponible, el RO5263397, también ha mostrado efectos moduladores de la
autoadministracién de metanfetamina (Jing et al, 2015). Ademas, el agonismo
parcial TAAR1 reduce la acumulacion de DA en el nicleus accumbens inducida por
la cocaina. El conjunto de estas evidencias subrayan el importante potencial de la
accion de estos receptores en la modulacién de las propiedades reforzantes de los
psicoestimulantes.

Trabajos recientes han mostrado también importantes evidencias de la
capacidad del agonismo de estos receptores para reducir de forma la bisqueda de
droga en modelos de recaida. Trabajos recientes en nuestro laboratorio han

mostrado utilizando un modelo de recaida inducida por contexto que tanto el
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agonista parcial como el total, R05203648 and R05256390 son capaces de reducir
de forma muy significativa la busqueda de droga tras un periodo de dos semanas
de abstinencia forzada. Asimismo, el R05203648 mostr6 también eficacia
reduciendo los efectos de la recaida inducida por cocaina (tras un periodo de
extinction) (Pei et al, 2014). Esta droga no afecté sin embargo la busqueda de
reforzadores naturales. En otros trabajo, el RO5203648 también ha mostrado
eficacia con el uso de modelos de extincidon-recaida, reduciendo la recaida inducida
tanto por la reexposion a la droga como por estimulos asociados a ésta, tanto con
cocaina como con metanfetamina (Jing et al, 2015).

En definitiva, este conjunto de trabajos recientes subrayan el importante
potencial de esta diana biolégica no solo para elucidar los efectos de los
psicoestimulantes sino también para el desarrollo de nuevas farmacoterapias que

ayuden en el tratamiento de la adiccion a psicoestimulantes.
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Hipétesis y Objetivos

La adiccion a los psicoestimulantes como la cocaina o la metanfetamina es
un grave trastorno con devastadoras consencuencias clinicas, sociales y
econdmicas. Sin embargo, hasta la fecha no existen farmacoterapias efectivas que

favorezcan la abstinencia y que eviten la recaida en su consumo.

La evaluacion preclinica de nuevas moléculas con potencial para su uso
como tratamiento es una linea de investigacién vigente y relevante. Es en este
contexto general en el que se enmarcarcan los estudios descritos en esta tesis
doctoral. Asi pues, el principal objetivo de los trabajos descritos es evaluar en
diferentes modelos animales de adiccion dos inhibidores atipicos de la recaptacion
de DAT, AHN-1055 y el JHW-007, analogos de la molécula de BZT bajo la premisa
que podrian coincidir con un perfil compatible con aquella que cabe esperar de
una medicacion agonista sustitutiva. Por tanto, con el fin de determinar hasta qué
punto estas novedosas moléculas podrian ser efectivas como farmacoterapia en la
adiccién a psicoestimulantes como la cocaina y la metanfetamina, los trabajos

planteados establecieron una serie de objetivos especificos:

* Determinar los efectos estimulantes inducidos por ambos analogos de la
BZT en ratas, y su capacidad de modular los efectos psicomotores inducidos
por cocaina y metanfetamina.

¢ Evaluar la accién de estas moléculas sobre la autoadministracion de cocaina
y metanfetamina en animales con una pauta de consumo estable.

* Estudiar la eficacia reforzante de estas sustancias mediante estudios de
autoadministracion en programas operante de razon fja y progresiva.

* Determinar si en el caso de ser autoadministradas dichas sustancias
produciran el ansia de consumo tipico de los psicoestimulantes clasicos tras
un periodo de abstinencia.

¢ Evaluar en ratas consumidoras de cocaina la capacidad del AHN-1055 para
funcionar como droga sustitutiva y determinar hasta qué punto este
tratamiento pudiera tener efectos sobre la recaida.

* Establecer si con este tratamiento sustitutivo se prevendrian algunos de los

cambios neuroquimicos que han sido relacionados con la induccién de
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craving o ansia de consumo y la busqueda activa de cocaina en animales

abstinentes.

Por otra parte, como hemos comentado en la introduccién, las TAs pueden
tener importantes implicaciones en la patologia de muchos desdrdenes,
incluyendo la adiccion a las drogas. El descubrimiento de agonistas selectivos y
antagonistas de los TAAR1 facilita un nuevo enfoque plausible para el estudio y
tratamiento del abuso a psicoestimulantes. Enmarcado dentro de estas hipotesis,
se realizaron una serie de estudios con algunos agonistas TAAR, concretamente
con los compuestos R05203648, R0O5256390 y RO5106017 con selectividad total

o parcial por el receptor TAAR1, que abarcaron los siguientes objetivos:

* Determinar las propiedades estimulantes inducidas por estos compuestos y
testar la manera en la que modulan los efectos estimulantes inducidos por
la cocaina y metanfetamina.

* Determinar las propiedades recompensantes inducidas por el compuesto C
empleando el modelo de preferencia de lugar condicionada y céomo la
administracion de este agonista como pretratamiento influiria en la
recompensa inducida por cocaina.

* Establecer mediante estudios de autoadministracion como el
pretratamiento con el agonista parcial R0O5203648 afectaria sobre el
consumo de cocaina en ratas con un historial estable de
autoadministracion.

* Siguiendo con este modelo de autoadministracidon, nos planteamos el
objetivo de estudiar la influencia de los agonistas parcial y completo
R05203648 y R05256390, respectivamente sobre la obtenciéon de un
refuerzo natural como es la sacarosa, utilizando para ello programas de

refuerzo fijo y progresivo.
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1. -SUJETOS

Para la realizacion de los experimentos que se presentan en esta tesis
doctoral se utilizaron ratas macho de la variedad Long-Evans provenientes de la
colonia del Servei Central de Support a la Investigacié6 Experimental de la
Universitat de Valencia (Estudios capitulos 1, 2 y 4) y ratas macho de la variedad
hooded PVG provenientes de la colonia del Departamento de Psicologia de la
University of Canterbury, Christchurch, Nueva Zelanda (Estudios capitulo 3).
Asimismo se utilizaron ratones macho OF-1 procedentes de la empresa Charles
Rivers, Barcelona (Estudios capitulo 4).

Antes de la realizaciéon de cualquier procedimiento experimental se
permitié a los animales al menos una semana de aclimatacién en el animalario.
Todos los grupos fueron mantenidos en un ciclo de luz inverso (luces encendidas a
las 21:00) bajo condiciones estandar de humedad y temperatura. Los animales
fueron habituados a la manipulaciéon por parte de los experimentadores antes de
comenzar los experimentos. Las ratas fueron estabuladas en grupos de hasta 4
sujetos, excepto las que fueron utilizadas en los experimentos de
autoadministracidn, que fueron estabuladas individualmente tras la cirugia. Los
ratones fueron estabulados en cajas en grupos de 4 individuos.

Se permiti6 a los animales acceso ad libitum a agua y a pienso (Rodent
Chow, Harlan) con excepcién de los animales utilizados en procedimientos de
autoadministracidon a los que se les restringié el consumo de alimento a 20 g
diarios para optimizar la motivacion durante las sesiones. Los animales recibieron
su racion de comida tras la realizacion de la sesidon experimental.

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las directivas
europeas para la experimentacion animal (86/609/ECC) y fueron aprobados por el
Comité Etico de la Facultad de Farmacia de la Universitat de Valéncia (Estudios
capitulo 1, 2 y 4) y por el Comité Etico de la University of Canterbury (Estudios
capitulo 3).
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2.-TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS

Los tratamientos administrados para la realizacion de los diferentes
experimentos fueron:
- Cocaina (Clorhidrato de Cocaina) procedente de Alcaliber SL, Madrid, Espafia.
- Sulfato de anfetamina procedente de Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA.
- Metanfetamina (METH) obtenida en BDG Synthesis, Wellington, Nueva Zelanda.
- Los andlogos de la benzotropina, AHN-1055 y JHW-007, se sintetizaron como se
describe en los trabajos de los grupos de Jonathan L. Katz y Amy H. Newman del
National Institute of Drug Abuse (NIDA) (Agoston et al, 1997) por el Dr. Juan
Murga en los laboratorios del Departamento de Quimica Organica e Inorganica de
la Universitat Jaume I de Castellon.
- Los agonistas TAAR-1; agonista selectivo R05166017, agonista parcial
R05203648 y agonista completo RO5256390 fueron facilitados por Hoffmann-La
Roche Ltd. (Basilea, Suiza).

Todos los compuestos fueron disueltos mediante ultrasonidos en cloruro
sodico al 0.9%, con la ayuda de dimetilsulféxido (DMSO al 5%) en el caso de los
agonistas TAAR-1, preparados para el mismo dia de su utilizacién durante los

experimentos.

3. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA

La actividad locomotora es un modelo experimental relativamente facil de
reproducir, por lo que ha sido utilizado frecuentemente con el objetivo de estudiar
los efectos estimulantes de diferentes compuestos. Aunque la actividad locomotora
no esta directamente relacionada con las propiedades reforzantes de las drogas de
abuso, éstas ejercen dichos efectos fundamentalmente a través de la activacion de
sistemas cerebrales dopaminérgicos en areas especificas del cerebro (Zahm,
1999) asociados con la actividad exploratoria o locomotora.

En nuestros experimentos la actividad locomotora fue medida en campos
abiertos mediante un sistema de video seguimiento y un programa de analisis de
imagen (Viewpoint 2.5, Champagne au Mont D’Or, France) a través del cual se

obtuvieron medidas acumuladas de la trayectoria recorrida por cada animal (cm)
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en intervalos de 10 minutos. El campo abierto consisti6 en una caja abierta de
Plexiglas® negro de 50x50x35 cm. De cuatro a ocho animales fueron testados
simultaneamente en campos abiertos independientes. Los animales fueron
habituados al espacio durante dos sesiones consecutivas de 1 hora antes de la

administracion de los tratamientos.

3.1. Estudio de la estimulacion locomotora inducida por el AHN-1055 y de su

interaccion con la cocaina (ver Capitulo 1)

Para testar los efectos estimulantes del AHN-1055 sobre la actividad
locomotora, los animales recibieron diferentes dosis del analogo (0, 1, 3 y 10
mg/kg intraperitoneal; i.p.) y fueron inmediatamente colocados en el campo
abierto. La seleccion de dosis fue realizada basandonos en estudios piloto
realizados en nuestro laboratorio. La actividad locomotora de los sujetos fue
registrada durante 2 horas. En los estudios de interaccion, las ratas recibieron el
AHN-1055 como pretratamiento a diferentes dosis (0, 1, 3 y 10 mg/kg i.p.) y
fueron colocadas en el campo abierto tras recibir un challenge de cocaina (15
mg/kg i.p). La administracion del analogo se realizé 1 hora antes de la de cocaina
basandonos la larga duracion de sus efectos evidenciados en estudios piloto
realizados en nuestro laboratorio y sobre sus efectos sobre los niveles de DA
extracelular en el estriado (Raje et al, 2005).

Con el objetivo de estudiar los efectos de la administracidon repetida del
analogo se repitid el procedimiento descrito anteriormente durante 7 dias
consecutivos en ambos grupos de ratas y, tras una semana sin recibir tratamiento,
fueron testados nuevamente (el dia 14) administrandoles un challenge con la
misma dosis recibida durante los primeros 7 dias. Se registrd la conducta de los

animales durante los dias 1, 7 y 14.

3.2. Estudio de la estimulaciéon locomotora inducida por el JHW-007 y de su

interaccion con la metanfetamina (ver Capitulo 3)

Con el objetivo de estudiar las propiedades estimulantes del JHW 007,

diferentes dosis del analogo (0, 1, 3 y 10 mg/kg i.p.) fueron administradas en
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combinaciéon con varias dosis de metanfetamina (0, 0.25, 0.75 mg/kg, i.p.).
Inmediatamente después de la administracion de los tratamientos los animales
fueron colocados en los campos abiertos. Las dosis de JHW-007 y los tiempos de
administracion del compuesto seleccionaron en base a estudios farmacocinéticos,
farmacodinamicos y funcionales previos (Desai et al, 2005a; Raje et al, 2003;
Velazquez-Sanchez et al, 2010a) en los que se muestra, por una parte, que el
analogo atraviesa muy rapidamente la barrera hematoencefalica, alcanzando una
concentracion maxima en el cerebro a los 60 minutos y manteniéndose de forma
activa en el cerebro de forma prolongada (vida media: 5-6 horas). Ademas, la dosis
de 10 mg/kg i.p. se ha mostrado eficaz en el bloqueo de distintos efectos
funcionales de la cocaina en raton como la estimulacién locomotora y el
condicionamiento de preferencia de lugar (Velazquez-Sanchez et al, 2010a).

La actividad de los animales fue monitorizada una vez al dia durante 7-8
dias consecutivos. El protocolo experimental consistié6 en la administracion del
analogo JHW-007 1 hora antes que la administraciéon de la metanfetamina. El
registro de la actividad locomotora comenz6 inmediatamente después de que el
animal recibiera el analogo y finaliz6 4 horas después de la administracion de la

droga.

3.3. Estudio de la estimulaciéon locomotora inducida por el agonista

R05106017 y de su interaccion con la cocaina (ver Capitulo 4a).

Para el estudio de la actividad locomotora inducida por el agonista selectivo
R0O5106017 y de sus interacciones con cocaina se registré la actividad de los
animales en los aparatos de CPP durante las sesiones de condicionamiento (ver

apartado 6, CPP).
3.4. Estudio de la estimulacion locomotora inducida agonista parcial
R05203648, del agonista completo R0O5256390 y de su interaccion con la

metanfetamina (ver Capitulo 4b)

En el caso del estudio de la estimulacion locomotora inducida por los

agonistas TAAR1 parcial y completo R0O5203648 y RO5256390, respectivamente y
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de las interacciones con METH, se utilizé el mismo procedimiento descrito
anteriormente en el apartado 3.1.2. Se utilizé un grupo de ratas para el estudio de
cada agonista. Como tratamientos experimentales se utilizaron dosis de 0,3y 10y
mg/kg de cada agonista y 0, 0.25, 0.75 mg/kg, i.p. de METH. Las dosis fueron

determinadas en base a estudios piloto previos en nuestro laboratorio.

4. PROCEDIMIENTOS OPERANTES

Para la adquisicion de la conducta operante las ratas fueron entrenadas en
camaras operantes (Panlab S.L, Barcelona, Espafia). Las cajas de
autoadministracion estaban provistas de dos palancas retractiles, situadas a
derecha e izquierda de una de las paredes de la caAmara, programadas como activa
o inactiva. Las camaras operantes disponian, ademas, de un estimulo luminico, de
un estimulo auditivo y de un receptaculo, situado entre las dos palancas retractiles
en el que se dispensaba el agua con sacarosa. La colocacion de los elementos de la
caja fueron dispuestos de forma contrabalanceada en las diferentes cajas (Figura
8). La presidn de la palanca activa producia la activacién de un estimulo luminico
situado encima de la palanca activa durante 5 segundos y la retraccion de ambas
palancas durante 20 segundos (time-out). La presiones de la palanca inactiva se
registraron pero no producian ninguna consecuencia programada. En el caso de
los experimentos de autoadministracion de droga, los animales se conectaron
mediante un tubo de poliestireno (PE-50) a una bomba de infusién, de manera que
la presion de la palanca activa producia la activacion de dicha bomba y la
consiguiente infusién intravenosa de la droga a los sujetos. La programacién de los
protocolos operantes de las cAmaras se realizé utilizando el software Packwin 2.0.

Las ratas fueron entrenadas para autoadministrarse diferentes sustancias
en funcidn del objetivo del experimento a lo largo de sesiones prolongadas (de
aproximadamente 8 horas), hasta que alcanzaron una ejecucion consistente (los
criterios se especificaran mas adelante segun la droga y la dosis de infusion). En
ningun caso se administraron infusiones no contingentes (priming injections). Una
vez aprendida la tarea, las ratas fueron entrenadas en diferentes programas de
refuerzo en funcion del experimento. Los tratamientos o cambios en los programas

de refuerzo se introdujeron cuando los animales habian alcanzado los criterios de
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estabilidad y consistencia establecidos para cada uno de ellos.

Figura 8. Cajas de autoadministracién empleadas en los diferentes experimentos
descritos en esta tesis. En la imagen de la derecha se observan los diferentes elementos de
los que dispone las camara, distinguiéndose dos palancas retractiles, un estimulo luminico,
un estimulo auditivo que se utilizaba como clave del contexto y en la parte central inferior
un receptaculo en el cual era administrada la sacarosa. El animal era conectado a través de
la canula implantada quirurgicamente, a un tubo que a su vez estaba conectado a una
bomba de infusién, de manera que cuando el sujeto presionaba la palanca correcta recibia
una infusién de droga. Todo el sistema estaba controlado mediante un sistema

informatico.

4.1. Cirugia

A las ratas participantes en los experimentos de autoadministracion se les
implant6 quirdrgicamente un catéter intravenoso en la vena yugular derecha que,
mediante un anclaje colocado en el dorso del animal, permitia la conexién con la
bomba de infusién de las cajas operantes y asi poder recibir infusiones de droga
segin los protocolos de contingencias establecidos para los distintos
experimentos.

Para la implantacidn de los catéteres los animales fueron anestesiados con
Avertin (2,2,2-tribromoetanol, 12.5 mg/ml, en 2.5% alcohol amilico terciario). El

anestésico fue administrado a un volumen de 2 ml por 100 g de rata (i.p.). Los

74



Material y Métodos

catéteres (D/E 0.63 mm, D/I 0.30 mm, Camcaths, Cambridge, UK) fueron
colocados, subcutaneamente, entre las escapulas del animal. Desde el dorso, un
pedestal enroscable permitia la conexién con el tubo conectado con la bomba de
infusiéon. Desde el pedestal de la canula, un tubo de silicona, pasado
subcutaneamente hacia la parte frontal del animal y fue insertado y anclado en la

vena yugular derecha. La cirugia se realiz6 bajo condiciones de asepsia (Figura 9)

Figura 9. Condiciones y material empleado para la cirugia de implantacion de la canula.

Para prevenir infecciones los animales recibieron un tratamiento
antibiético postquirurgico (Baytril®, 10 mg/kg, s.c., Bayer) durante 7 dias. Para la
prevenir la aparicion de coagulos de sangre en los catéteres, se infundié a los
animales suero fisiologico heparinizado (0.1 ml, 70 U.I./ml) tras la operacion, tanto

antes como después de cada sesion de autoadministracion.

4.2. Estudios con AHN-1055 (Capitulo 1-Estudio 2)

4.2.1. Estudios de consumo

Con el objetivo de estudiar el efecto del AHN-1055 en el patréon de consumo,
las ratas fueron entrenadas en las camaras operantes para la obtencidon de
infusiones de cocaina (0.5 mg/kg por infusion en 100 ul/5 s), AHN-1055 (0.4 o 0.5
mg/kg por infusion en 100 ul/5 s) o refuerzos de sacarosa (100 ul de sacarosa al
10% dispensada) durante sesiones prologadas (de 8 horas aproximadamente)
hasta que alcanzaron un consumo consistente en la sesién (50 infusiones de

cocaina/AHN-1055 o 125 refuerzos de sacarosa). No se administraron inyecciones
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no contingentes de droga durante el procedimiento. A continuacion, las ratas
fueron entrenadas en un programa de refuerzo FR1 durante sesiones diarias de 2
horas. Cuando las ratas alcanzaron un patrén de consumo consistente y estable se
iniciaron los test de consumo. Se estableci6 como criterio de consistencia y
estabilidad la realizacién de al menos 6 sesiones de 2 horas en las que los animales
alcanzaran al menos 15 infusiones por sesion, con una variacién intersesion (en las
3 ultimas sesiones) no superior al 20%. Para la realizacidn de los test de consumo
las ratas recibieron inyecciones del analogo (0, 3 y 10 mg/kg i.p.) 1 hora antes de
cada sesion. Para la caracterizacion del analogo, se incorpord, ademas, un grupo
adicional de ratas que fue entrenada para la obtenciéon de AHN-1055 (0.5 mg/kg
por infusion en 100 ul).

Para testar la influencia del tratamiento de AHN-1055 en el consumo de
sacarosa las ratas fueron entrenadas asimismo en sesiones diarias de 1 hora en un
programa de refuerzo FR1 para la obtencidn de sacarosa hasta que alcanzaron el
criterio de consistencia y estabilidad, establecido en 3 sesiones consecutivas con
una variacidon de respuesta intersesion menor al 20%. En las subsecuentes dos
sesiones las ratas recibieron AHN-1055 (10 mg/kg) o salino de forma
contrabalanceada 1 hora antes de la correspondiente sesion de

autoadministracion.

4.2.2. Test de recaida inducida por contexto

Tras los test de consumo con AHN-1055, se mantuvo a las ratas es en
abstinencia forzada durante 2 semanas y para ser posteriormente testadas en un
test de busqueda activa de droga (test de recaida inducida por contexto). Para la
realizacion de este test el animal fue reintroducido en la cAmara operante en la que
experimentd el consumo activo de droga durante el entrenamiento (teniendo ésta
las palancas accesibles pero sin contingencias programadas y, por lo tanto, sin
droga disponible) y se mide la intensidad en la respuesta de busqueda de consumo
de droga. Esta variable es operacionalizada considerando el numero de respuestas

realizadas en la palanca activa durante la sesion.
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4.2.3. Estudios de Razoén Progresiva

Con el objetivo de estudiar las propiedades motivacionales de la cocaina y
del AHN-1055 y su eficacia reforzante, se entrené a las ratas en un programa de
refuerzo FR1, de la misma forma que en lo descrito para el estudio de consumo del
apartado anterior. Una vez que los animales alcanzaron el criterio de estabilidad y
consistencia se cambid el programa de refuerzo en las sesiones subsiguientes,
aumentandose progresivamente el requerimiento para la obtencién de droga. Asi
pues, tras el entrenamiento en FR1 el programa de razon fijo se fue aumentando
para cada 3 sesiones consecutivas siguiendo la siguiente progresion: FR3, FR9,
FR18, FR27. El experimento se finalizé en el momento en el que alguno de los dos
grupos experimentales alcanzo una cantidad de refuerzos <10% respecto al
numero de refuerzos obtenidos en las 3 ultimas sesiones del entrenamiento en
FR1.

La elecciéon de un protocolo de razén progresivo (PR) intersesidon frente a
los mas comunmente utilizados del tipo intrasesion (aumento progresivo del
requerimiento para la obtencion del refuerzo dentro de una misma sesidn), se
realiz0 para tratar de evitar la interferencia de los efectos acumulados de las
drogas en una sola sesion (Richardson and Roberts, 1996). La dosis de AHN-1055
por infusion se rebajd ligeramente en este estudio respecto a la del consumo (a 0.4
mg/kg por infusion en 100 ul) con la finalidad de ajustar la tasa de respuesta por
sesion todavia mas a la obtenida con la cocaina.

Adicionalmente se incorporé otro grupo de animales que se entrend para la
autoadministracion de dosis mas altas de AHN-1055 (1.2 mg/kg por infusion en
166 ul /10 s). El volumen por infusiéon se aumento en este grupo para permitir la

correcta disolucidn del compuesto.

4.3. Estudio de sustitucion con AHN-1055 (Capitulo 2-Estudio 1)

4.3.1. Procedimiento de entrenamiento y sustitucion

Los animales fueron entrenados bajo un programa de refuerzo FR1 durante
sesiones prolongadas (de aprox. 8 horas) hasta que alcanzaron el criterio de 50
refuerzos de cocaina por sesion. A partir de este momento los animales realizaron

sesiones diarias de 1 hora de duracion hasta que mantuvieron el criterio de
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estabilidad establecido que consistio en haber recibido al menos 10 infusiones de
droga durante un minimo de 10 sesiones con una variabilidad menor del 20% en
las tres ultimas. Durante las sesiones de entrenamiento las ratas no recibieron
ninguna inyecciéon de droga por parte del experimentador. Una vez alcanzado el
criterio de estabilidad, la cocaina fue sustituida de manera aleatoria en cada uno de
los grupos experimentales por: salino (CO-SAL), anfetamina (0.1 mg/kg/infusion;
CO-AMPH) y AHN-1055 (0.50 mg/kg/infusion; CO-AHN_0.5 o 0.17
mg/kg/infusion; CO-AHN_0.17). Tras las sesiones en las que los animales habian
recibido la sustancia sustitutiva, todos los grupos, excepto el que sustituyd por
anfetamina, fueron divididos en dos con el objetivo de poder realizar el test de
recaida bajo el efecto de cocaina y solucion salina. Como control de las condiciones
experimentales se afiadié un grupo adicional sin ninguna experiencia con la droga,
(SAL-SAL), que recibi6 solucién salina tanto en las sesiones de entrenamiento
como en las de sustitucion y que también fue también dividido en dos para la
realizacion del test de recaida. Las sesiones de sustitucién se mantuvieron bajo
condiciones experimentales idénticas a las de las sesiones de entrenamiento
exceptuando la droga sustituida. La infusion de droga fue acompafiada por la
activacion simultanea de un estimulo luminico y de la retraccion de ambas
palancas durante 20 segundos (time out). Para poder disociar en el test de recaida
los efectos farmacoldgicos per se del tratamiento con el analogo AHN-1055
(tratamiento pasivo) y los efectos inducidos por el consumo activo del tratamiento
sustitutivo con el consiguiente cese de consumo voluntario, incluimos otro grupo
experimental (CO-AHN_yoked). Cada animal de este grupo fue apareado con otro
animal del grupo CO-AHN_0.5, de forma que los animales recibieran las mismas
infusiones del analogo pero de forma pasiva. Las ratas yoked realizaron las
sesiones de sustitucion en las mismas condiciones que sus ratas asociadas del
grupo de tratamiento de sustitucion consumido voluntariamente con las palancas
retraidas y el estimulo luminico inactivado. Los animales realizaron un total de 18

sesiones de sustitucion antes de ser sometidos a los test de recaida.
4.3.2. Test de recaida inducida por droga

Tras el procedimiento de sustitucion, se indujo el restablecimiento de la

busqueda de cocaina de los animales administrandoles un challenge de cocaina (10
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mg/kg), o bien solucion salina i.p. como control, 10 minutos antes de la realizaciéon
de la sesion de test en las camaras operantes. El comportamiento de busqueda de
droga se midi6 registrando el nimero de veces que los animales presionaron la
palanca activa. Para evitar una posible influencia de los estimulos condicionados
durante los tests, tanto el estimulo luminico como la bomba de infusiéon fueron
desconectados durante el mismo, de forma que la activacién de cualquiera de las
dos palancas no producia ninguna consecuencia programada. Una de las ratas del
grupo CO-AHN-1055 (0.50 mg/kg/infusion) completé las sesiones de sustitucidon
pero murid antes de la realizacion de los test de recaida. Los datos de este animal

fueron incluidos hasta este punto.

4.4. Estudios con JHW-007 (Capitulo 3-Estudio 2)

4.4.1. Estudio de consumo

Con el objetivo de estudiar la adquisicion de la conducta de
autoadministracion, varios grupos de ratas fueron entrenados para recibir
infusiones de diferentes dosis de metanfetamina: METH 0.04 (0.04 mg/kg in 50
ul/3 s; n=7), METH 0.12 (0.12 mg/kg in 150 wl/9 s; n=7) y 0 METH (solucion
salina en 50 ul/3 s; n=5) o refuerzos de sacarosa (100 ul 10% sacarosa
administrado en 5 gotas; n=7). En este experimento, la presién sobre la palanca
activa producia la activacion del estimulo luminico durante 5 segundos y la
retraccion de ambas palancas durante un periodo de 20 segundos (time-out).
Inicialmente los animales fueron entrenados en sesiones de larga duracién (aprox.
8 horas), hasta que alcanzaron los criterios de estabilidad establecidos para el
experimento. Estos criterios fueron al menos 17 infusiones para el grupo 0.12
mg/kg de METH, 50 infusiones para el grupo de 0.04 mg/kg de METH y 125
refuerzos para el grupo que recibia sacarosa. Cuando los animales manifestaron
consistencia en la conducta operante aprendida, pasaron a ser entrenados bajo un
programa de refuerzo de razon fija (FR3) durante 1 hora diaria hasta que
alcanzaron un criterio de estabilidad establecido como: realizaciéon de un minimo
de 6 sesiones de 1 hora en las que el consumo fuera =1mg/kg de METH u
obtuvieran =100 refuerzos de sacarosa, siendo la variabilidad intersesion en las

tres ultimas sesiones =20%). Una vez alcanzado dicho criterio, las ratas fueron
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sometidas a un test de consumo y de PR en orden contrabalanceado. Después de la
realizacion del primer test (de consumo o de PR), los sujetos debian realizar

nuevamente tres sesiones estables consecutivas para ser testadas de nuevo.

4.4.2. Test de consumo

Los test de consumo consistieron en tres sesiones realizadas en dias
consecutivos, similares a las sesiones de entrenamiento, en las que los animales
recibieron como pretratamiento diferentes dosis del analogo JHW 007 (0, 3 y 10
mg/kg i.p.) 1 hora antes de comenzar la sesion de autoadministracion. Las
diferentes dosis de JHW 007 fueron administradas de manera contrabalanceada

entre los distintos animales del mismo grupo experimental.

4.4.3. Test de Razon Progresiva

El test de PR se realizoé con el objetivo de estudiar el efecto que ejerce el
JHW 007 sobre la eficacia reforzante tanto de la METH como de un reforzador
natural como es la sacarosa. Los animales completaron 3 sesiones de SA de 8 horas
de duracién bajo un programa de refuerzo de PR en el que el requerimiento para la
obtencién de cada refuerzo se fue incrementando progresivamente segun la
siguiente secuencia numérica: 3, 4, 6,9, 12, 15, 20, 25, 32, 40, 50, 62, etc. derivada
de la ecuacién [Se("imer mveeion x 071 5 (Richardson et al, 1996). Antes de cada
sesion de autoadministracion, los animales recibieron como pretratamiento
diferentes dosis del analogo JHW 007 (0, 3 y 10 mg/kg i.p.) 1 hora antes de
comenzar la sesiéon de autoadministracion. Se consider6 como la medida de la
eficacia reforzante de la droga el ultimo ratio alcanzado o breaking point bajo la

influencia de cada uno de los tratamientos.

4.5. Estudios con agonistas TAAR1 (Capitulo 4-Estudios 1y 3)

4.5.1. Estudio de la influencia del aagonista parcial RO5203648 en el consumo de
cocaina.

Con el objetivo de estudiar la influencia de la activacion parcial de los
receptores TAAR1 en la autoadministracion de cocaina, se siguié el mismo

procedimiento descrito en el apartado 5.2.1 exceptuando el hecho de que de que el
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tratamiento con el R0O5203648 a las dosis de 0, 3 y 10 mg/kg, se administré 30

minutos antes de comenzar las sesiones de autoadministracion durante los test.

4.5.2. Estudio de la influencia de los agonistas parcial y completo, RO5203648 y
R05256390, respectivamente, en el consumo de sacarosa.

Para estudiar la influencia del agonismo TAAR1 en la conducta operante por
un refuerzo natural y de su eficacia reforzante se entreno a dos grupos de ratas en
la adquisicién de la conducta de autoadministracion de sacarosa segun el
procedimiento descrito anteriormente en el apartado 5.4. Ambos grupos de ratas
fueron testados en test de consumo y test de PR (apartados 5.4.2 y 5.4.3
respectivamente). Los tratamientos farmacoldgicos administrados fueron de 0, 3 y
10 mg/kg i.p., en ambos casos, administrados 10 minutos antes de comenzar cada

sesion de test.

5. PREFERENCIA DE LUGAR CONDICIONADA (Capitulo 4)

5.1 Preferencia de lugar condicionada inducida por el RO5106017 y su
interaccion con cocaina

El condicionamiento de preferencia de lugar (CPP) es un modelo de
comportamiento estandar ampliamente utilizado para la caracterizacién preclinica
de las propiedades recompensantes y/o aversivas de farmacos o drogas.

El procedimiento de CPP se realiz6 en cajas de metacrilato forrado de vinilo
negro, consistentes en dos habitaculos con diferentes patrones visuales en paredes
(rayado o lunares blancos sobre fondo negro) y diferente patrén tactil en los
enrejados metalicos de los suelos para facilitar la discriminacioén por parte de los
animales. Los dos habitaculos (20x18x25 cm) estaban interconectados por un
pasillo exterior con paredes trasparentes y suelo de Perspex® negro. Sendas
guillotinas bloqueaban el acceso al pasillo y permitia el confinamiento de los
animales en los respectivos habitaculos durante las sesiones de condicionamiento
(Figura 10). La posicién y movimiento de los animales en el aparato de CPP se
realizé mediante un software de videoseguimiento (Viewpoint 2.5, Champagne au
Mont D’Or, France).

El protocolo experimental consistid en tres fases: precondicionamiento,
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condicionamiento y postcondicionamiento (test). Durante el precondicionamiento
los animales fueron habituados al aparato de CPP durante 15 minutos en 2 dias
consecutivos. La preferencia mostrada en el segundo dia de precondicionamiento
fue considerada como la “preferencia basal”. Durante la fase de condicionamiento
(8 dias consecutivos) se alternaron sesiones de condicionamiento con droga y
sesiones en las que se administraba vehiculo. En estas sesiones se administraba la
droga o el vehiculo (i.p.) y se confinaba a los animales en su compartimento
asociado. En la fase de test los animales, libres de droga, fueron colocados en el
aparato de CPP permitiéndoseles la libre exploraciéon de ambos compartimentos

durante 15 minutos. Se consider6 el porcentaje de tiempo en el compartimento
asociado a la droga respecto al total (en ambos compartimentos, excluyendo el

pasillo) como la medida de preferencia de lugar.

Figura 10. Aparato de CPP empleado en los experimentos. En la imagen se aprecian los
dos compartimentos estancos en los que se lleva a cabo el condicionamiento de los
animales, bien con drogas o con vehiculo. Uno de ellos esta formado por paredes negras
con circulos blancos y una reja gruesa en el suelo también con circulos y el otro presenta
paredes negras con rayas blancas y un suelo de alambre mas fino a modo de rombos.
Ambos pasillos se encuentran conectados por un pasillo central que presenta paredes

transparentes y un suelo liso de metacrilato.
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6. DETECCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINAS MEDIANTE TECNICAS
INMUNOLOGICAS (WESTERN BLOTTING)

Tras la realizacion de los test de recaida las ratas fueron estabuladas en sus
cajas habituales durante 30 minutos, periodo tras el cual fueron sacrificadas por
decapitacion bajo anestesia. Los cerebros fueron inmediatamente extraidos,
colocados en una matriz cerebral y cortados en rodajas coronales de Imm de
grosor. Las rodajas bafiadas ligeramente con tampon fosfato se colocaron en una
placa petri colocada sobre hielo. Se recogieron muestras del cortex prefrontal
medial (mPrC) concretamente de las areas prelimbica y anterior del cortex
cingulado (PrLC y Cgl). Las muestras cerebrales fueron obtenidas mediante un
perforador cerebral de 1 mm de diametro y fueron congeladas rapidamente en
nitrogeno liquido para ser posteriormente almacenadas a -80 °C hasta la
realizacion de los analisis de proteinas. Antes de la homogeneizacion, se junté el
tejido cerebral de las ratas pertenecientes al mismo grupo experimental (n=5-7)
obteniendo una cantidad de tejido que oscilaba entre 0.61 + 0.23 mg/muestra. Las
muestras fueron homogeneizadas mediante ultrasonidos (2 X 5 s, 40W; Sonicador
Branson 250) en 300 ml de tampdn de lisis frio compuesto por 50 mM HCI (pH
6.8), 2% SDS, 1 mM EDTA, 1% de EDTA, 1% de coctel inhibidor de proteasas
(Sigma-Aldrich), y 1% de coctel inhibidor de fosfatasas (Sigma-Aldrich). La
concentracion total de proteinas de las muestras de tejido cerebral fue
determinado mediante el método del acido bicinconinico (BCA) (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL, USA). Se mezclaron volimenes equivalentes (1:1) de
tampon de carga, conteniendo 100 mM Tris-HCl (pH 6.8), 20 % glicerol, 3% SDS,
5% 2-mercaptoethanol, 1% azul de bromofenol con los homogenados de tejido
cerebral. Finalmente las muestras fueron hervidas durante 4 minutos, distribuidas
en alicuotas de trabajo y almacenadas a -20 °C para su uso posterior. La
cuantificacion de proteinas se realizé seguin el procedimiento estandar (Garcia-
Fuster et al, 2007). Se cargaron 15 ug de proteina alicuotada procedente de cada
grupo experimental en minigeles al 12% SDS-PAGE (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) para ser transferidas eléctricamente a membranas porosas
(0.45 mm/poro) de nitrocelulosa (Whatman International Ltd., Dassel, Alemania).

Tras la incubacién en una soluciéon de bloqueo (5% BSA y 1% Tween-20) las
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membranas fueron expuestas al anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C
en agitacion. Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: anti-c-Fos (sc-253,
lote D012, 1:2000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-BDNF (sc-
546, lote J1110, 1:700, Santa Cruz Biotechnology), anti-FADD (sc-5559, lote K1404,
1:5000, Santa Cruz Biotechnology), y anti-p-Ser191 FADD (Ab 2785, lote 1, Cell
Signaling Technology, Beverly, MA, USA). El anticuerpo primario de BDNF detecta
la forma madura e inmadura de la proteina (28 kDa y 13 kDa, respectivamente). El
total de FADD y de p-FADD detectado correspondi6 a las especies diméricas (51
kDa) u oligoméricas (116 kDa). A continuacion, se incubaron las membranas
durante 1 hora a temperatura ambiente en la solucion de bloqueo vy
posteriormente fueron tratadas con el anticuerpo secundario correspondiente,
bien anti-rabbit o anti-mouse (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA;
1:5000). Se detecté la inmunoreactividad de las proteinas diana mediante un
sistema de deteccion de quimioluminiscente (ECL) (Amersham International,
Buckinghamshire, UK) y se visualizé mediante su exposicién a autoradiogramas
Hyperfilm ECL (Amersham) durante 1-60 minutos. Como control de carga y
transferencia de las proteinas, las membranas fueron lavadas e incubadas de
nuevo con el anticuerpo contra f-actina (clone AC-15, 1:10000, Sigma-Aldrich)
(Boronat et al. 2001). Se realizé6 una cuantificaciéon fotodensitométrica de las
bandas mediante un analizador de imagen, obteniendo valores de densidad dptica
para cada una de las muestras (GS-800 Imaging Densiometer, Bio-Rad). Las
medidas de inmunoreactividad de los anticuerpos primarios fueron normalizadas
con las medidas que se obtuvieron con los mismos geles tras ser testadas de nuevo
con anticuerpo contra -actina. La cantidad de proteinas en el mPFC de los grupos
experimentales fue comparada con los animales control (grupo SAL-SAL-SAL) en el
mismo gel. Los experimentos se realizaron utilizando cantidades conocidas de
proteinas dentro del rango lineal de inmunodetecciéon para cada proteina de
interés. Las medias y los errores estandar estimados finales se obtuvieron de las

réplicas (al menos 3) del procedimiento de cuantificacidon.
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7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos comportamentales fueron analizados mediante analisis de
varianza (ANOVA) de una o dos vias seguido de comparaciones post-hoc, cuando
fue requerido, con el método de Newman-Keuls. Se us6 el error muestral del
analisis de varianza como denominador. La significacion estadistica fue establecida
en a=0.05 para cada experimento. Para la realizacion de los analisis estadisticos y
la generacidn de los graficos se utilizo el software estadistico Statview 5.0.

Debido a la limitada disponibilidad de tejido cerebral recogido, las muestras
pertenecientes al mismo grupo experimental fueron analizadas como un conjunto.
Los datos neuroquimicos obtenidos de las medidas repetidas del mismo grupo
experimental, fueron examinados mediante un analisis de varianza ANOVA de dos
vias con dos factores (Lew, 2007). En este caso la significacidon estadistica fue

establecida en a=0.02 (0=0.05 dividido por n-1 réplicas).
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Capitulo 1: Estudio sobre el potencial de abuso del inhibidor del
transportador de dopamina AHN-1055 y de su influencia en el
consumo de cocaina.

La mayor parte de este estudio ha sido publicado en Psychopharmacology (Berl).

2009 Dec;207(2):281-9. Epub 2009 Sep 16. Ver Anexo L.

INTRODUCCION

La cocaina es un inhibidor de la recaptaciéon de monoaminas con conocidos
efectos estimulantes y es considerada una de las drogas recreativas mas adictivas
en humanos. Como consecuencia del abuso de cocaina puede producirse un
trastorno psiquiatrico caracterizado por la pérdida de control sobre el consumo de
la droga y por altas tasas de recaida tras un periodo de abstinencia o de
detoxificacion. Se han utilizado diferentes aproximaciones farmacoldgicas para el
tratamiento de este trastorno, siendo las mas relevantes el uso de agonistas
dopaminérgicos y de drogas anticonvulsivas (Karila et al, 2008; Minozzi et al,
2008; Sofuoglu and Kosten, 2005). Asimismo, otras estrategias terapéuticas estan
en avanzado estado de desarrollo y evaluacién, como es el caso del uso de vacunas
anti-cocaina (Orson et al, 2008). A pesar de ello, hasta la fecha no existen
medicaciones disponibles que con eficacia terapéutica demostrada para el
tratamiento de el abuso de cocaina. Asi pues, la gravedad de la problematica
asociada y lo extendido de su uso en nuestra sociedad hacen de la busqueda de
nuevos agentes que faciliten la detoxificacion de la cocaina y que prevengan la
recaida de su uso un area de investigacion de gran interés.

Uno de las aproximaciones mas importantes para el tratamiento de la
adiccién a la cocaina es el estudio y desarrollo de agentes farmacoldgicos que
interactien con el transportador de dopamina, de forma que impidan a la cocaina
unirse a su diana biolégica mas importante (Dutta et al, 2003; Katz et al, 1997). Se
han estudiado hasta la fecha diferentes compuestos que interactdan con el DAT.
Entre ellos se incluyen la benzotropina, el mazindol, el metilfenidato y los analogos
de la fenilciclina. Sin embargo, la mayoria de estos compuestos muestran un
marcado perfil psicoestimulante, caracteristica que tipicamente esta relacionada

con un elevado potencial de abuso. Algunos estudios moleculares y correlacionales
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han mostrado recientemente que las diferencias en las propiedades
psicoestimulantes de la cocaina, de la benzotropina y de otros inhibidores de la
recaptura de dopamina con baja eficacia reforzante podrian ser debidos a
diferentes modos de interaccion con el DAT, que producirian diferentes cambios
conformacionales en el mismo (Chen and Reith, 2004a, 2007; Dar et al, 2005;
Loland et al, 2008; Ukairo et al, 2005; Vaughan et al, 1999). La identificacién de los
mecanismos moleculares especificos a través de los cuales se produce esta
interaccion podria ayudar al disefio racional de farmacoterapias efectivas para el
tratamiento la adiccion a la cocaina.

El desarrollo de un hipotético tratamiento sustitutivo para la adiccién a la
cocaina, que ha sido implementado con éxito en el tratamiento de la dependencia a
nicotina (Stead et al, 2008) y opioides (Davids and Gastpar, 2004; Uchtenhagen,
2003), requeriria del desarrollo de ligandos del DAT que mostraran una accion
prolongada y que, ademas, mostraran un perfil psicoestimulante bajo y reducidos
o nulos efectos reforzantes. En linea con esta idea, se han desarrollado en los
ultimos afos una serie de inhibidores del DAT originados a partir de sustituciones
del grupo N del anillo tropano de la molécula de benzotropina que muestran
perfiles farmacocinéticos y farmacodinamicos consistentes con las caracteristicas
ideales de una hipotética medicacion para el tratamiento de la adiccion a la cocaina
(Katz et al, 2001; Katz et al, 2004; Newman and Agoston, 1998). Estos compuestos
muestran una alta afinidad por el DAT pero no por el NET ni SERT y muestran,
asimismo, una tasa de ocupacion del DAT mas lenta que la de la cocaina (Desai et
al, 2005a; Desai et al, 2005b; Katz et al, 2004). Ademads, estos compuestos
producen un incremento lento y sostenido de la transmisién dopaminérgica, a
diferencia de las elevadas y rapidas elevaciones de la transmision que produce la
cocaina (Raje et al, 2005). En los estudios que se describen a continuacién
caracterizamos la eficacia estimulante y reforzante del 3(a)-[bis(4’-
fluorofenil)metoxi]-tropano (AHN-1055), un analogo de la benzotropina con una
alta afinidad por el DAT (Ki= 11.8 nM), pero no para el NET (Ki= 610 nM) ni el
SERT (Ki= 3260 nM). Esta molécula también muestra cierto antagonismo de los
receptores M1 (Ki= 11.6 nM). El perfil farmacolégico del AHN-1055 difiere en gran
medida al de la cocaina, uniéndose a los mismos transportadores y receptores a

concentraciones de 187, 3210, 172, y 61400 nM, respectivamente (Agoston et al,
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1997; Li et al, 2005; Rothman et al, 2008a). E1 AHN-1055 produce en comparacién
con la cocaina un inicio mas lento de la acciéon farmacolégica, alcanzando mucho
mas tarde concentraciones maximas en dializados de cerebro (siendo el Tmax de 10
min para la cocaina y de 2 horas para el AHN-1055) (Raje et al, 2005). Muestra
asimismo elevaciones de la DA extracelular mas prolongadas (1 hora la cocaina
frente a 12-24 h del AHN-1055), y tiene una vida media mas larga (1 hora la
cocaina frente a varias horas del AHN-1055 (Raje et al, 2005). Estas propiedades
neurofarmacoldgicas se han relacionado con sus débiles efectos estimulantes en
tests de actividad locomotora y de condicionamiento de preferencia de lugar (Li et
al, 2005). Ademas, las acciones antimuscarinicas del AHN-1055 podrian ser
relevantes, teniendo en cuenta la implicacion de los receptores muscarinicos en las
acciones reforzantes y recompensantes de las drogas (Carrigan and Dykstra, 2007;
Crespo et al, 2006). En definitiva, por las caracteristicas particulares de dicho
analogo y por su potencial para el desarrollo de herramientas terapéuticas para el
tratamiento del abuso de cocaina, el propoésito de esta serie de experimentos fue la
caracterizacidn y estudio de las caracteristicas estimulantes de este analogo y de
su combinaciéon con cocaina, de su potencial de abuso y de sus efectos en el

consumo de cocaina.

PLAN EXPERIMENTAL

Estudio 1. Estudios de locomocion y analisis de conducta estereotipada
inducidos por el AHN-1055 y de su interaccion con cocaina.

(Descrito en la seccion 3.1.1. del apartado de Material y Métodos)

Para el estudio de las propiedades estimulantes de los analogos se
administraron diferentes dosis del analogo (0, 1, 3 y 10 mg/kg i.p.) y se estudio la
actividad locomotora de los animales (N=5-6 por dosis) en campos abiertos en
tests de 2 horas. Los tratamientos se repitieron durante 7 dias consecutivos. Tras
una semana sin recibir tratamientos los animales recibieron nuevamente la
administracion del analogo.

Para el estudio de la interaccion entre el AHN-1055 y la cocaina se

administraron pretratamientos con el analogo (vehiculo, 1, 3 y 10 mg/kg i.p.) y se
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registro la actividad locomotora 2 horas después, tras la administracion de un
challenge de cocaina (vehiculo o 15 mg/kg i.p.) en un grupo diferente de ratas
(N=7-8). Los tratamientos se repitieron durante 7 dias consecutivos. Tras una
semana sin recibir tratamiento alguno los animales recibieron un challenge de
cocaina (15 mg/kg i.p.). Se realizaron mediciones de la estereotipia motora en los

dias 1, 7y 14 del procedimiento experimental.

Estudio 2: Estudio de la motivacion para la obtencion de AHN-1055 en
comparacion con la cocaina mediante un programa modificado de razén
progresiva.

(Descrito en la seccion 5.2.3. del apartado de Material y Métodos)

Con el objetivo de estudiar la motivacion de los animales para la obtencion
de ambas sustancias, 3 grupos diferentes de ratas (se utilizaron 2 dosis diferentes
de AHN1-055: 0.4 y 1.2 mg/kg/infusiéon; n=6-7 grupo) fueron testados en
diferentes sesiones de SA en las que el requerimiento necesario para la obtencion
de cada infusion fue aumentando de sesidon en sesidon (programa de razon

progresiva intersesion).

Estudio 3. Efectos del AHN-1055 sobre el consumo de cocaina y sacarosa.

(Descrito en seccion 5.2 del apartado de Material y Métodos)

Se estudiaron los efectos de diferentes dosis de AHN-1055 (i.p.) como
tratamiento 1 h antes del comienzo de las sesiones diarias de consumo (SA) de

cocaina (n=6-7 grupo) o sacarosa (n= 10) como control de especificidad.

Estudio 4: Estudio de recaida en la busqueda de droga inducido por contexto
tras un periodo de abstinencia forzada.

(Descrito en la seccion 5.2.2. del apartado de Material y Métodos)

Se compard el nivel de busqueda de droga en los animales consumidores de

cocaina en el Estudio 3 en un paradigma de recaida inducido por contexto tras dos
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semanas de abstinencia forzada con un grupo de animales entrenado para la

autoadministracion de AHN-1055 (con un historial de consumo semejante).

RESULTADOS

Estudio 1. Efectos estimulantes del AHN-1055 en agudo, su combinacion con

cocaina y de su administracion repetida.

Para estudiar los efectos de un tratamiento de AHN-1055 en la actividad
locomotora, las ratas recibieron un rango de dosis relevantes y fueron colocadas
en el campo abierto para su estudio. Se realiz6 un ANOVA con una factor entre-
sujetos “Tratamiento” (0, 1, 3, 10 mg/kg de AHN-1055), y un factor intrasujetos
“Tiempo” (intervalos de tiempo de 5 min a lo largo del tiempo de sesion). Los
resultados revelaron un efecto significante del factor Tratamiento [F3345)= 9.473,
p< 0.001]. La interaccién Tratamiento x Tiempo no fue significativa.
Comparaciones post hoc revelaron que el AHN-1055 incrementd
significativamente la actividad locomotora en su dosis mas alta comparado con los
valores control (p< 0.01 con N-K test). Los efectos estimulantes del AHN-1055
fueron dependientes de la dosis y sostenidos a lo largo de las 2 horas de la sesion.
(Figura 11a, 11b). A continuaciéon examinamos la influencia del AHN-1055 en la
estimulacién locomotora inducida por la cocaina administrando el analogo antes
del tratamiento con cocaina. Se realiz6 un ANOVA con un factor entre sujetos
“Tratamiento” (5 grupos recibiendo salino o AHN-1055 como pretratamiento
seguido de cocaina) y un Factor de medidas repetidas “Tiempo” (intervalos de 5
min a lo largo de la sesion). Los resultados mostraron un efecto significativo de la
variable “Tratamiento” (Fs264= 4.580, p< 0.007) y de la interaccion “Tratamiento” X
“Tiempo” (Fs,345= 1.457, p< 0.039). Todos los grupos experimentales aumentaron
la actividad locomotora y difirieron significativamente de los valores basales, a
pesar de que la actividad acumulada a lo largo de la sesién no difirié entro los
cuatro grupos expuestos a la cocaina. Sin embargo, la exploraciéon del efecto de
interaccidn revelé diferencias significativas en el patréon de actividad inducido por
los tratamientos. Comparaciones a posteriori de las medias (N-K) mostraron

diferencias significativas entre los grupos que recibieron cocaina solo y los grupos
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que recibieron la dosis alta de AHN-1055 seguida de cocaina (p< 0.05). El
tratamiento de AHN-1055 potencié la estimulacién producida por la cocaina,
aparentemente con efectos aditivos en el inicio de la sesion (Figura 11c). Estos
datos demuestran que el AHN-1055 posee efectos estimulantes en la actividad
locomotora. Ademas, cuando se combind el analogo con el tratamiento de cocaina,
los efectos locomotores fueron mayores que aquellos que se observaron tanto con

una u otra droga administrada separadamente.

Estudio 2. El AHN-1055 muestra una débil eficacia reforzante comparado con

la cocaina en un programa de refuerzo progresivo.

Para investigar las propiedades reforzantes del AHN-1055 y compararlas
con las de la propia cocaina, las ratas fueron entrenadas para la
autoadministracion de AHN-1055 o cocaina usando un programa de refuerzo de
razon fija (FR1). Una vez las ratas adquirian consistentemente la tarea, los
requerimientos para conseguir cada refuerzo se fueron aumentando a lo largo de
las sesiones. Se realiz6 un ANOVA con un factor entre-sujetos “Tratamiento” (3
grupos recibiendo cocaina, AHN-1055 o infusiones de salino) y un factor de
medidas repetidas, “Requerimiento” (con tantos niveles como sesiones por
programa). Bajo las condiciones de FR1, los grupos que se administraron cocaina o
el analogo obtuvieron un numero similar de refuerzos comparados con los del
grupo control (grafico insertado en Figura 12a). El ANOVA mostr6 un efecto
significativo del factor “Tratamiento” (F2,55= 45.075, p< 0.001). La comparacion de
medias, bajo la condicién de FR1, evidencio diferencias significativas entre los
grupos que se administraron cocaina y AHN-1055 comparados con los que
obtenian salino en cada infusion (p<0.01 con tests N-K). Es importante subrayar
que el patron temporal de autoadministracion difirié entre la cocaina y el AHN-
1055.

Normalmente los animales que respondian por el analogo concentraban sus
respuestas en la primera parte de la sesidn, lo cual contrastaba con la regularidad
ciclica exhibida por las ratas que recibian infusiones de cocaina (Figura 2b). En
cuanto los requerimientos de la tarea se incrementaron a FR3 las respuestas por

cocaina se ajustaron de forma que las ratas mantuvieron el nivel de consumo por
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sesion de forma estable, mientras que no sucedié lo mismo con las ratas que
respondian por AHN-1055. El ANOVA mostré un efecto significativo de la variable
“Tratamiento” (F2,22= 45.075, p< 0.001) y las comparaciones de medias a posteriori
revelaron diferencias entre la cocaina y el AHN-1055 (p< 0.01 con N-K test). Los
incrementos subsecuentes de la demanda en la tarea bajo FR9, FR18 y FR27
produjo consecuencias dramaticas en el patrén de respuesta operante para la
obtencion de AHN-1055, reduciéndose progresivamente y conduciendo a la
extincion de la respuesta (Figura 12a). No se observo, sin embargo, ningin

decremento en la tasa de respuesta en las ratas que se autoadministraban cocaina.

Estos animales adaptaron progresivamente su respuesta en cada sesion
para mantener la tasa de consumo de cocaina dentro de niveles similares a pesar
de los fuertes incrementos en el incremento de la tarea. E1l ANOVA reveld efectos
significativos del factor “Tratamiento” bajo FR9 (Fz22= 23.412, p<0.001), FR18
(F2,22= 62.131, p< 0.001) y FR27 (F222= 58.017, p< 0.001). Las respuestas para la
obtencion de cocaina difirieron de aquellas realizadas por el grupo AHN-1055 bajo
los diferentes requerimientos en la tarea (p< 0.01 mediante N-K tests). Estas
observaciones ponen de manifiesto importantes diferencias en la motivaciéon de

los animales para la obtencion de cocaina y de AHN-1055.
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Figura 11. Efectos inducidos por el AHN-1055 en la actividad locomotora en agudo y en
administracion combinada con cocaina. E1 AHN-1055 (0, 1, 3, 10 mg/Kg) (n= 6 para los
grupos experimentales; n= 5 para grupo control) indujo un efecto destacado en la
actividad locomotora, provocando una estimulacién sostenida bajo la dosis méas alta. Los
datos de la actividad locomotora a lo largo de la sesiéon se muestran en (a) y los valores
medios por unidad de tiempo en (b). Cuando el AHN-1055 es administrado como
pretratamiento, se potencia el incremento abrupto inicial en estimulacién locomotora
inducido por la cocaina (15 mg/Kg) (n= 8 para los grupos experimentales; n= 7 para grupo
control). (*) significativamente diferente de los valores control en (b) y de los valores

cocaina en (c).
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Figura 12. La cocaina y el AHN-1055 muestran efectos diferenciales en un programa de
refuerzo de razon progresiva modificado. Las ratas se autoadministraron cocaina (0.5
mg/kg por infusion) o AHN-1055 (0.4 mg/kg por infusion) bajo un programa de refuerzo
FR1 cuyos requerimientos en la tarea (nimero de palanqueos para obtener cada infusidn)
fueron incrementados progresivamente (n=6-7 en los grupos experimentales; n=5 en el
grupo control). La grafica insertada muestra que el nivel de respuestas para cocaina y de
AHN-1055 bajo FR1 fue comparable. (a) El nivel de respuesta para la obtencién del
analogo comenzd a disminuir a partir del cambio a FR3, extinguiéndose a en las sesiones
subsiguientes. Un grupo de ratas (n=9) fue entrenado para la autoadministracién de AHN-
1055 a una dosis mas (1.2 mg/kg por infusion), pero ninguna de ellas alcanzaron el
criterio para progresar a FR3 (datos no representados en la figura. El patréon temporal de
autoadministraciéon de cocaina y de AHN-1055 fue diferente. (b) Ejemplo representativo
de respuestas en una sesion de autoadministracion de cocaina o de AHN-1055. Mientras
que en el primer caso las respuestas se distribuyen uniformemente a lo largo de la sesidn,
para el andlogo las respuestas tienden a concentrarse en la primera parte de la sesién. *

Significativamente diferente a los valores cocaina.

Estudio 3. El1 AHN bloquea de forma dosis dependiente la autoadministracion

de cocaina sin afectar al consumo de sacarosa.

Con el objetivo de determinar los efectos del AHN-1055 en el consumo de
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cocaina, ratas con un historial previo de consumo de cocaina consistente y estable
fueron tratadas con el analogo antes de las sesiones de autoadministracion. Los
grupos eran equivalentes en sus niveles de respuesta antes de la introduccion de
los tratamientos. Se realiz6 un ANOVA con un factor entre sujetos “Tratamiento”,
con cuatro grupos (0, 3 y 10 mg/kg de AHN-1055 con la autoadministracién de
cocaina ademas de un grupo control) y una variable intra-sujetos, “Sesién”, con 10
niveles (tantas como sesiones de autoadministracion). El ANOVA mostré un efecto
principal del Tratamiento (F4225= 23.735, p< 0.001) y una interaccion significativa
Tratamiento X Sesion (Fze225= 10.719, p< 0.001), indicando que la tasa de consumo
durante los test se modific6 por los tratamientos. Analisis post-hoc del efecto de
interaccion mostraron que el tratamiento de AHN-1055 redujo de manera
dependiente de la dosis la respuesta por cocaina, llegando en su dosis mas alta a
reducir el nivel de respuesta de los animales al del grupo control, con una tasa de
respuesta marginal (p< 0.01 mediante tests N-K) (Figura 13a). Tras los tests de
consumo, los cuatro grupos de ratas usados en este experimento no realizaron
ninguna sesion de autoadministracion mas durante un periodo de dos semanas
(abstinencia forzada). Una vez transcurrido este periodo se testé a los animales en
su conducta de busqueda de droga colocandolos de nuevo en las cajas de
autoadministracidn (recaida inducida por contexto). La conducta de busqueda de
droga se operacionaliz6 considerando el nimero de palanqueos en la que habia
sido durante las sesiones de autoadministracion la palanca activa.

La disminucion en el consumo de cocaina producido por el tratamiento de
AHN-1055 pudo ser secundario a un déficit motor o motivacional inducido por el
analogo. Para excluir este posible efecto contundente, deliberadamente
seleccionamos una tarea operante que generara unas altas tasas de respuesta. De
esta forma controlariamos posibles efectos dependientes del patrén de respuesta
generados por la droga en la conducta operante (Sagvolden et al, 1988; Sanger
and Blackman, 1976). Algunos clases de estimulantes psicomotores incrementan
bajas tasas de respuesta, mientras que disminuyen las altas. Los animales fueron
entrenados para responder por sacarosa hasta que alcanzaran una respuesta
estable y consistente. Los tratamientos (10 mg/kg de AHN-1055 o salino) fueron
introducidos de forma contrabalanceada en dos sesiones de test . El AHN-1055

increment6 el nimero de respuestas para la obtencién de sacarosa un 23%. El
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ANOVA mostré un efecto significativo del tratamiento (Fi9= 8.580, p< 0.017)
(Figura 13b).
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Figura 13. Efectos del AHN-1055 en la autoadministracién de cocaina y en la respuesta
operante mantenida por sacarosa. El tratamiento con AHN-1055 suprime de manera
dependiente de la dosis la respuesta mantenida para la obtencién de cocaina (n= 6-7 para
los grupos experimentales; n= 5 para grupo control) (a). Por el contrario, el analogo
incremento el nivel de respuesta mantenida por sacarosa (n= 10) (b). * significativamente

diferente de valores cocaina en (a) y de los valores salino en (b).

Estudio 4. El AHN-1055, al contrario que la cocaina, no produce una fuerte
recaida en la busqueda de droga tras dos semanas de abstinencia en

animales con un historial de consumo estable.

Con el objetivo profundizar en el potencial adictivo del AHN-1055 en
comparacién con la cocaina, comparamos la intensidad de la “busqueda de droga”
en animales con un historial comparable de consumo de cocaina o del analogo tras
un periodo de dos semanas de abstinencia. Para ello utilizamos a los cuatro grupos
de ratas utilizados en el estudio anterior mas otro grupo adicional entrenado en la

autoaministracion uUnicamente de AHN-1055. Tras el periodo de abstinencia
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forzada los animales son devueltos al contexto en el que habian consumido
activamente droga y se midi6 el numero de respuestas en la palanca previamente
asociada a la droga.

Los resultados mostraron que las ratas que habian tenido experiencia
previa con cocaina mostraron altos niveles de respuesta en la palanca asociada a la
droga tras un periodo de abstinencia y siendo reexpuestos al contexto donde
consumieron. Este hecho se observo de forma similar en todos los grupos, incluso
en aquellos que habian sido tratados con el analogo, y que habian reducido su
consumo de cocaina durante las cuatro ultimas sesiones de autoadmistracion antes
de la abstinencia (tratados con 3 0 10 mg/kg de AHN-1055). Sorprendentemente, y
al contrario que las ratas que se autoadministraron cocaina, las ratas que fueron
entrenadas en la autoadministracién del analogo no mostraron evidencias claras
de recaida, siendo sus niveles de busqueda de droga mucho menores. Se realizé un
ANOVA factorial con una variable independiente “Tratamiento”, con 5 niveles
(tantos como los grupos que realizaron el test de recaida), mostrando un efecto
significativo (F425=11.577, p< 0.001). Segun las comparaciones a posteriori los tres
grupos de ratas que habian sido expuestas a la cocaina durante el entrenamiento
respondieron de forma diferente al grupo control y del grupo que administré6 AHN-
1055 (Figura 14) (p< 0.01 mediante tests N-K). Es importante sefialar que el
historial de respuestas (infusiones) de los tres grupos cocaina y del grupo AHN-
1055 previo al periodo de abstinencia forzada era equivalente (grafica intertada en
la Figura 14), excluyendo, de esta forma, la posibilidad de que la tasa de respuesta
durante el entrenamiento pudiera haber condicionado el nivel de respuesta en el

Test de Recaida.
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Figura 14. Efectos diferenciales de la autoadministracion de AHN-1055 y de la
autoadministracion de cocaina en un test de recaida inducido por contexto. Todos los
grupos entrenados en la autoadministracién de cocaina, incluyendo aquellos que fueron
tratados con el analogo durante 4 dias para testar su influencia en el consumo, mostraron
un elevado nivel de recaida tras un periodo de abstinencia. Al contrario, las ratas que se
autoadministraron AHN-1055 obtuvieron niveles cercanos a los niveles del grupo control.
Como se muestra en grafica insertada, los niveles de respuesta para la obtencién de droga
fue comparable en todos los grupos experimentales (*) significativamente diferente de

valores control.
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Capitulo 2: Prevencion de la recaida en el consumo de cocaina

mediante un tratamiento sustitutivo con el AHN-1055

Este estudio ha sido publicado en Addiction Biology. 2012 28 Jun. Ver Anexo IL

INTRODUCCION.

La recaida en el consumo de drogas es el problema clinico mas significativo
en el tratamiento de la adicciobn a las drogas. Ademas de los estimulos
condicionados con la droga y de factores estresantes, una de las mayores causas
desencadenantes de la recaida es la propia exposicion a la droga (Kalivas et al,
2003a; Shaham et al, 2003). En adictos detoxificados, la reexperimentacion de los
efectos de la droga de la que se abuso6 tiempo atras a menudo evoca o intensifica el
“craving” o ansia por la droga y precipita la recaida en el consumo incluso después
de largos periodos de abstinencia (Mahoney et al, 2007). En animales de
laboratorio la reexposicion a la droga (priming) produce que el animal reinstaure
la conducta previamente extinguida de busqueda de droga. Este fendmeno es
puede ser elicitado incluso tras periodos extensos de abstinencia (desde varias
semanas a meses) (Bossert et al, 2005). El modelo de reinstatement o
reinstauracion de la conducta se ha utilizado ampliamente para evaluar las
intervenciones conductuales y farmacoldgicas para prevenir la recaida (Epstein et

al, 2006).

El tratamiento y la prevencion de la adiccién a la cocaina constituye un
dificil desafio. Abundante evidencia experimental ha mostrado que la abstinencia
de varias drogas de abuso, entre ellas la cocaina, disminuye la actividad del sistema
dopaminérgico mesolimbico (Rossetti et al, 1992; Weiss et al, 1992). La funcién
dopaminérgica se encuentra comprometida durante fases criticas del proceso
adictivo, como en la abstinencia. Esta hipodopaminergia podria intensificar la
anhedonia, la disforia y el déficit motivacional para los estimulos no relacionados
con la droga, ademas de ser una importante “fuerza” que puede predisponer a la
recaida (Koob et al, 1997; Melis et al, 2005). En la adiccién a la cocaina, esta

hipotesis ha inspirado grandes esfuerzos para el desarrollo de farmacos de accién
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prolongada que podrian actuar como medicaciones sustitutivas, reequilibrando la
neurotransmision dopaminérgica (Rothman et al, 2008a; Tanda et al, 2009b). A
pesar de que este acercamiento ha sido utilizado para el tratamiento de adictos a
opiaceos (Bickel et al, 1987) y para el tratamiento de la adiccién a la nicotina
(Cornuz, 2006), la evidencia existente, tanto clinica como preclinica, de que un
farmaco sustitutivo prodopaminérgico con bajo potencial adictivo podria prevenir
la recaida tras un periodo de abstinencia es practicamente inexistente. Estudios
previos sugieren que un tratamiento crénico de mantenimiento podria ser una
estrategia efectiva en la adiccion a la cocaina. Un tratamiento de mantenimiento
con el opioide sintético buprenorfina, facilit6 la extincion de la autoadministracion
de cocaina y atenud el “reinstatement” inducido por esta droga en ratas (Sorge et
al, 2005). Ademas, ensayos clinicos usando una administraciéon oral de
dexanfetamina y metanfetamina (Grabowski et al, 2001; Mooney et al, 2009;
Shearer et al, 2003) han mostrado resultados positivos con adictos a la cocaina. Sin
embargo, no se ha demostrado que un sustituto farmacologico con un perfil de
bajo abuso proteja a largo plazo sobre la vulnerabilidad a la busqueda de droga,
como predice la teoria (Gorelick et al, 2004; Rothman et al, 2008a). Esta falta de
evidencia subraya un vacio existente en nuestro conocimiento actual.

Para enfrentarnos a este desafio usamos un inhibidor de la recaptacién de
dopamina de duracion prolongada, el 3a-[bis(4'-fluorofenil)metoxi]-tropano, AHN-
1055, cuyas caracteristicas son consistentes con las de una medicacion sustitutiva
para la adiccidn a la cocaina (Ferragud et al, 2009; Hiranita et al, 2009; Velazquez-
Sanchez et al, 2009), y testamos su habilidad para bloquear la recaida en la
busqueda de cocaina inducida por un priming de cocaina tras un procedimiento de
autoadministracion de esta droga. Para explorar los mecanismos neuronales a la
base de los efectos observados nos centramos en el cértex prefrontal medial
(mPFC), mas concretamente en la corteza prelimbica y el cértex cingulado anterior
(PrLC y Cgl) debido a que son regiones clave tanto en los fendmenos de recaida
como en la aparicién y control de la motivacién de busqueda de droga (Kalivas,
2008; Shaham et al, 2003). Llevamos a cabo analisis de proteinas involucradas en
los efectos a largo plazo de la cocaina como el factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF), c-Fos y FADD (Garcia-Fuster et al. 2009; Ghitza et al 2010;
Ciccocioppo et al 2001).
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PLAN EXPERIMENTAL

Un esquema del plan experimental se detalla en la Tabla 2

Estudio 1. Entrenamiento en el consumo de cocaina y efectos de la
sustitucion de la droga por AHN-1055, anfetamina o salino.

(Descrito en la seccion 5.3.1. del apartado de Material y Métodos)

Los animales fueron entrenados bajo un programa de refuerzo FR1 durante
1h durante un minimo de 10 sesiones con una variabilidad menor del 20% en las
tres ultimas. Una vez alcanzado el criterio de estabilidad, la cocaina fue sustituida
de manera aleatoria en cada uno de los grupos experimentales por salino (CO-
SAL), anfetamina (0.1 mg/kg/infusiéon; CO-AMPH) y AHN-1055 (0.50
mg/kg/infusion; CO-AHN_0.5 o 0.17 mg/kg/infusion; CO-AHN_0.17). Los animales
realizaron un total de 18 sesiones de sustitucidon antes de ser sometidas a los test

de recaida.

Estudio 2. Test de recaida inducido por reexposicion a la cocaina.

(Descrito en la seccion 5.3.2. del apartado de Material y Métodos)

Tras las sesiones en las que los animales habian recibido la sustancia
sustitutiva, todos los grupos excepto el que sustituy6 por anfetamina fueron
divididos en dos con el objetivo de poder realizar el test de recaida bajo el efecto

de cocaina y solucion salina.
Estudio 3. Deteccion y cuantificacion de proteinas mediante técnicas

inmunolégicas (Western Blotting).

(Descrito en la seccion 7 del apartado de Material y Métodos)
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DISENO EXPERIMENTAL

ENTRENAMIENTO SUSTITUCION TEST DE RECAIDA GRUPOS

) . __—> Salino ———> SAL-SAL-SAL (n=7)
Salino ——> Salino
T Cocaina ——> SAL-SAL-CO (n=6)

saling —— Salino ———> CO-SALSAL (n=6)
T Cocaina ——> CO-SAL-CO (n=9)

AHN 1-055

017 mg/Kgfinf — Cocaina =——> CO-AHN_0.17-CO (n=11)

AHN 1-055 —— Cocaina ———> CO-AHN_0.5-CO (n=8)

Cocaina 0.5 mg/Kg/inf
AHNk1f55 ——> Cocaina =————> CO-AHN_yoked-CO (n=5)
yoke
AMPH —> Cocaina ——> CO-AMPH-CO (n=5)
0.1 mg/Kg/inf

Tabla 2. Disefio experimental para el estudio de los efectos de la terapia sustitutiva. Las
ratas fueron entrenadas a autoadministrarse solucién salina o cocaina (0.5
mg/kg/infusidon) que posteriormente fue sustituida por salino, AHN-1055 (dosis 0.17 o
0.50 mg/kg/infusion) o AMPH (0.1 mg/kg/infusién). Un grupo de ratas (grupo CO-
AHNyocked-CO) fueron apareadas con el grupo que sustituyé con las dosis alta de AHN-
1055, de manera que recibieron el tratamiento sustitutivo de forma pasiva cuando sus
ratas asociadas de lo autoadministraban. En el test de recaida, las ratas recibieron una

inyeccion de salino o cocaina (10 mg/kg i.p.).

RESULTADOS

Estudio 1. La sustitucion con AHN-1055 produjo una extincion de las
respuestas en la palanca activa en ratas con una historia estable de

autoadministracion de cocaina.

Los animales fueron entrenados en un programa de refuerzo FR1 hasta que
alcanzaron respuestas consistentes. Cinco grupos de ratas fueron equivalentes en

su consumo de cocaina antes de la introduccidn de la droga sustitutiva. El analisis
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de varianza se realiz6 con un factor entresujetos, Tratamiento, con 5 niveles
(cuatro grupos experimentales y un grupo control) y una variable intrasujetos,
Sesidon, con 10 niveles (uno por cada sesién de autoadministracion realizada
durante la fase de entrenamiento). El analisis mostré un efecto principal del factor
Tratamiento (Fs432 = 60.764, P < 0.0001). Durante la fase de entrenamiento, el
numero medio de respuestas por sesion sobre la palanca activa fue muy similar en
todos los grupos que se autoadministraban cocaina (Figura 15). Después de
introducir el tratamiento sustitutivo la conducta de las ratas vari6 en funcién de la
sustancia sustitutiva recibida. EI ANOVA alcanzé efectos significativos en la
variable Tratamiento (Fs,47 = 25.699, P = 0.0001), y en la interaccion Tratamiento x
Sesién (Feg799 = 3.325, P = 0.0001). El andlisis comparando los datos de
autoadministracidon de cocaina de los tres ultimos dias de entrenamiento con los
tres ultimos dias de sustitucion mostré un efecto significativo de la interaccién
(Fs47 = 11.596, P < 0.0001) (figura 15 insertada). Segun lo esperado, cuando se
sustituy6 la cocaina por la anfetamina los animales rdpidamente cambiaron de un
compuesto al otro mostrando una respuesta consistente a lo largo de las 18
sesiones de sustitucion (Figura 15). E1 AHN-1055, por otra parte, no se comportd
como un estimulante clasico durante este periodo. En las primeras sesiones, las
respuestas por la dosis baja de AHN-1055 fueron las mas altas. Comparado con las
tasas de respuestas producidas por la sustitucion con salino o con la dosis alta de
AHN-1055, responder por la dosis baja del analogo fue significativamente
incrementada en la segunda sesidn de sustitucion (Figura 15).

Tras varias sesiones en las que la busqueda de droga (y de consumo en el
caso de los grupos que sustituian por AHN-1055) se mantuvo fuerte, la respuesta
de los animales comenzo progresivamente a disminuir hasta alcanzar el criterio de
extincion, que fue establecido en un nimero de infusiones por sesién menor de 10
durante tres dias consecutivos. Todos los grupos alcanzaron el criterio excepto los
animales del grupo CO-AMPH, que no extinguieron. Incluso tras 18 sesiones de
sustitucion, los animales que sustituyeron la cocaina por salino (grupo CO-SAL)
todavia mantenian un cierto nivel de respuestas sobre la palanca activa. La media
de respuestas de este grupo en la palanca activa durante las tres ultimas sesiones
fue 7.76 * 1.06, alcanzando el grupo SAL-SAL una media de 1.05 * 0.31 respuestas

(Figura 15). Los grupos que sustituyeron por AHN-1055 respondieron de manera
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similar al grupo CO-SAL, siendo la media de respuestas 3.91 * 0.75 para el grupo
CO-AHN-1055 (0.17 mg/kg/infusion), y 7.48 + 1.79 para el CO-AHN-1055 (0.5
mg/kg/infusion). Para los grupos CO-SAL, CO-AHN-1055 (0.17 mg/kg/infusién) y
CO-AHN-1055 (0.5 mg/kg/infusion), pero no para el grupo CO-AMPH, los niveles
de respuesta en las sesiones 16-17-18 se redujeron significativamente respecto a
las sesiones de estabilidad 8-9-10 de la fase de entrenamiento con cocaina (Figura

15, insertada).

Estudio 2. La sustituciéon con AHN-1055 bloquea el reestablecimiento de la

busqueda de droga inducido por cocaina.

Con el objetivo de testar la eficacia de la terapia sustitutiva se realizé un test
de reinstatement (reestablecimiento de la conducta) el dia siguiente a la ultima
sesion con el tratamiento sustitutivo. Los sujetos del grupo CO-AMPH fueron
excluidos debido a que no extinguieron la conducta de palanqueo. El ANOVA fue
realizado con un factor entre sujetos, Tratamiento, con 7 niveles (6 grupos
experimentales y el grupo control). Los resultados mostraron un efecto
significativo de esta variable (Fe¢45 = 9.668, P < 0.0001). Como esperabamos el
priming de cocaina (10 mg/kg) produjeron un fuerte reinstatement de la conducta
de busqueda de droga en el grupo que recibi6 sustitucion con salino (CO-SAL-CO),
mientras que la administracion de salino (grupo CO-SAL-SAL), y presumiblemente
el estrés asociado con la manipulacidn, indujo solamente un ligero incremento en
la respuesta (Figura 16).

Es importante sefialar que los dos grupos que realizaron la sustituciéon con
AHN-1055, grupos CO-AHN-1055 (0.17 mg/kg/infusiéon) y CO-AHN-1055 (0.5
mg/kg/infusidn), asi como el grupo yoked, exhibieron una conducta de busqueda
de droga significativamente atenuada, comparada con la condiciéon experimental
CO-SAL-CO. Los niveles de busqueda de droga en los tres grupos que sustituyeron
por el analogo, no mostraron diferencias significativas respecto al grupo que habia
recibido entrenamiento en consumo de cocaina y no recibié inyecciéon de cocaina

en el test (CO-SAL-SAL) (Figura 16).
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Figura 15. El tratamiento de sustituciéon con AHN-1055 conduce a la extincién de las
respuestas sobre la palanca activa.

Tras un periodo de entrenamiento en la tarea de autoadministracion para obtener cocaina
en el que todos los grupos, a excepcion del grupo control, mantenian tasas de respuestas
similares, la droga fue sustituida por diferentes sustancias. Aquellos animales en los que la
cocaina fue sustituida por anfetamina no modificaron su tasa de respuesta, mientras que
aquellos que sustituyeron por el andlogo AHN-1055 fueron disminuyéndola de manera
progresiva hasta alcanzar el criterio de extincidon alcanzando valores similares a los del
grupo control. Aquel grupo de animales que sustituy6 por la dosis baja del analogo CO-
AHN-1055 (0.17 mg/kg/infusion) mostré durante las dos primeras sesiones de
sustitucion un incremento en las respuestas, estadisticamente significativo en la segunda
sesion, pero que disminuy6 considerablemente en la sesion posterior llegando también a
la extincidn.

El nimero de sujetos por grupo fue el siguiente: SAL-SAL (n = 13), CO-SAL (n = 15), CO-
AHN-1055 (0.17 mg/kg/infusiéon) (n = 11), CO-AHN-1055 (0.5 mg/kg/infusiéon) (n=8) y
CO-AMPH (n=5). (*)P<0.05 comparado con el grupo CO-SAL; (#)P<0.01 comparado con el
grupo CO-AMPH; (AL) palanca activa; (IL) palanca inactiva.
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Figura 16. La terapia sustitutiva con el analogo AHN-1055 previene el reinstatement de la
busqueda de cocaina inducido por un priming. El priming con cocaina produjo un fuerte
reinstatement de la conducta de blisqueda en el grupo entrenado con cocaina y sustituido
con salino CO-SAL-CO. Comparaciones post-hoc del efecto Tratamiento mostraron que los
animales del grupo CO-SAL-CO difirieron significativamente de los animales del grupo CO-
SAL-SAL los cuales no recibieron el priming de cocaina. Ninguno de los tres grupos
expuestos al AHN-1055 durante la sustitucion, difirié estadisticamente del grupo CO-SAL-
SAL. Ademas, la conducta de busqueda de droga fue mucho mas reducida en estos tres
grupos que en el grupo CO-SAL-CO. El nimero de sujetos por grupo fue SAL-SAL-SAL (n =
7), SAL-SAL-CO (n = 6), CO-SAL-SAL (n = 6), CO-SAL-CO (n = 9), CO-AHN-1055 (0.17
mg/kg/infusion) (n = 11), CO-AHN-1055 (0.5 mg/kg/infusién) (n = 8) y CO-AHN-1055
yoked (n = 5). (*)P<0.05 comparado con el grupo CO-SAL-SAL; (#)P<0.01 comparado con
el grupo CO-SAL-CO; (AL) palanca activa; (IL) palanca inactiva.
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Estudio 3. El patron de expresion de proteinas en el mPFC es analogo a los

efectos conductuales de busqueda de droga en el test.

El ANOVA de dos vias mostr6 diferencias entre los distintos grupos de
tratamientos en todas las proteinas cuantificadas; c-Fos (Fs24=19.1, P<0.0001),
precursor BDNF (Fe12=19.5, P<0.0001), BDNF maduro (Fe12=13.8, P<0.0001) y
FADD (Fs24=31.9, P<0.0001). En ratas sin experiencia previa con la droga, la
administracion aguda de cocaina (grupo SAL-SAL-CO) aument6 significativamente
la inmunoreactividad de la proteina c-Fos (+96%), del precursor del BDNF (+58%)
y BDNF maduro (+115%) y de la cantidad total de proteina FADD (+96%) en el
mPFC, comparado con los niveles observados en los animales control (grupo SAL-
SAL-SAL). En las ratas que fueron expuestas previamente a la cocaina, la cantidad
de estas proteinas no difiri6 de la de aquellos animales que no volvieron a tener
experiencia con la droga después de las sesiones de entrenamiento (grupo CO-SAL-
SAL) (Figura 17).

Usamos la expresion de c-Fos como marcador de activacion neuronal en el
mPFC. Tras la autoadministracion de cocaina, el tratamiento sustitutivo y la
extincion, el priming de cocaina produjo una marcada elevacion de la expresion de
c-Fos en el grupo CO-SAL-CO. Comparaciones post-hoc mostraron que la
sustitucién con AHN-1055 previno los efectos estimulantes de la cocaina en la
expresion de c-Fos. Sin embargo, s6lo la dosis alta del tratamiento sustitutivo con
AHN-1055 (0.5 mg/kg/infusion) y el grupo yoked, bloquearon los efectos

inducidos por la cocaina en los contenidos de c-Fos (Figura 17A).
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Figura 17. La sustituciéon con el andlogo AHN-1055 produce en ratas la supresion de la
expresion de las proteinas c-Fos, BDNF y FADD en el mPrC. (A-C) Efectos de los primings
con salino o cocaina tras realizar las sesiones de sustitucién sobre la expresion de c-Fos,
precursor de BDNF y BDNF maduro y FADD. (D) Diagrama que representa las regiones
prelimbica y anterior del cortex cingulado (PrLC y Cgl) de las que fueron recogidas las
muestras de tejido para realizar el analisis de proteinas. Secciones corticales
correspondientes a diagramas localizados 3.2 y 3.7 mm de bregma (Paxinos & Watson
2007) (*)P<0.05, (**)P<0.01, (***)P<0.001 comparado con el grupo SAL-SAL-SAL;
(##)P<0.01, (###)P<0.001 comparado con el grupo CO-SAL-SAL; (AL) palanca activa; (IL)
palanca inactiva. Las masas moleculares de las proteinas fueron estimadas en base a

referencias estandar.
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En los animales con experiencia en la autoadministraciéon de cocaina, la
inyeccién de droga antes del test de reinstatement indujo un aumento significativo
en los niveles tanto del precursor de BDNF como del BDNF maduro, por encima de
los niveles inducidos por la cocaina en ratas sin experiencia previa de droga. El
tratamiento sustitutivo disminuy9 significativamente y de forma dependiente de la
dosis la sobreexpresion de BDNF maduro e inmaduro y producida por la inyeccion
de cocaina (Figura 17B).

Los niveles de proteina FADD se mostraron elevados tras la inyeccién de
cocaina, independientemente de si los animales habian tenido o no experiencia
previa con la droga. Sin embargo, el priming de cocaina no produjo incremento en
los niveles de FADD en el mPFC de las ratas que voluntariamente se
autoadministraron AHN-1055 o que lo recibieron pasivamente durante el
procedimiento yoked, como mostraron los test post-hoc (Figura 17C). Estos
tratamientos no alteraron significativamente los contenidos de p-Ser191 FADD en

el mPFC (datos no mostrados).
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Capitulo 3. Estudio sobre el potencial de abuso del inhibidor del
transportador de dopamina JHW-007 y de su influencia en el

consumo de metanfetamina.

Los resultados de este estudio han sido publicado en Eur | Pharmacol May
15;731:73-9. doi: 10.1016/j.ejphar.2014.03.015. Epub 2014 Mar 25. PMID: 24675149.
Ver Anexo IIL

INTRODUCCION

La metanfetamina (METH) es una droga simpatomimética altamente
adictiva que produce euforia e incrementa el estado de alerta y motivacion. El
abuso de esta sustancia se ha convertido en un grave problema sanitario y social
en muchos paises, especialmente en Estados Unidos, Australia, Nueva Zelanda y el
Sureste de Asia, en los que su uso se ha relacionado con la aparicién de psicosis,
violencia y crimenes (Chen et al, 2010; Cottencin et al, 2012; Maxwell and
Rutkowski, 2008). A pesar de sus devastadores efectos en adictos, no existen
medicaciones disponibles que hayan sido aprobadas por la US Food and Drug
Administration ni por Agencias Europeas de Medicamentos. La METH y otros
psicoestimulantes, como la anfetamina y cocaina, ejercen sus acciones
estimulantes y euforizantes principalmente a través de su interaccion con el DAT.
La METH, como otros derivados de la anfetamina, penetra en el citosol de las
neuronas dopaminérgicas a través del DAT o por difusidn a través de la membrana
plasmatica e interactiia con transportadores vesiculares de monoaminas (VMAT?2)
produciendo la liberacidn de la DA de los almacenes vesiculares al citosol (Sulzer
et al, 2005). El fuerte incremento en los niveles de DA intracelular provoca la
reversion masiva del flujo de transporte a través del DAT provocando la salida de
DA de la neurona presinaptica a la hendidura sinaptica (Fleckenstein et al, 2007;
Goodwin et al, 2009). El uso prolongado de METH produce neuroadaptaciones en
las neuronas dopaminérgicas presinapticas, que incluyen cambios en la funcion del

DAT y en los transportadores VMAT?2 localizados en la membranas de las vesiculas
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en las que se almacena el neurotransmisor (Chu et al, 2008; Fleckenstein et al,
2009; Volz et al, 2007). En humanos, el consumo de METH se ha asociado a un
nivel dopaminérgico basal reducido (Volkow et al, 2001), hecho que podria
contribuir a los sintomas caracteristicos asociados con el periodo de abstinencia
como son el craving y la falta de energia o anhedonia (McGregor et al, 2005). El
DAT contintla siendo una de las principales dianas farmacoldgicas para el
desarrollo de medicaciones que puedan ser utiles para el tratamiento de la
adiccidén a psicoestimulantes. En este sentido, se ha propuesto que compuestos con
bajo potencial de abuso que pudieran normalizar el disminuido tono
dopaminérgico, reduciendo asi los efectos negativos provocados por el cese en el
consumo de la droga, podrian constituir una herramienta terapéutica efectiva para
el tratamiento de la adiccién a estas sustancias (Anderson et al, 2009; Rothman et
al, 2008b).

Por su alta afinidad por el DAT y por sus diferentes caracteristicas
farmacologicas y farmacodinamicas, algunos analogos derivados de la sustitucidon
del grupo N de la BZT como el AHN-1055 o el JHW-007, se han postulado como
candidatos para el desarrollo de tratamientos farmacoldgicos para la adiccién a
psicoestimulantes. Estos inhibidores atipicos de la recaptura de DA parecen
mostrar un perfil marcadamente diferente al mostrado por los psicoestimulantes
clasicos. Distintos estudios moleculares han sugerido que estos analogos podrian
interaccionar con el DAT de forma diferente a como lo hace la cocaina. Estas
diferencias en el modo de accion con el DAT producirian diferentes cambios
conformacionales en el transportador, que podrian estar relacionados con sus
diferentes efectos funcionales (Chen et al, 2004b; Loland et al, 2008). Por otra
parte, la reconstruccién tridimensional del DAT, utilizando un modelo basado en la
estructura homologa del transportador bacteriano LeuT, ha permitido demostrar
que se produce un solapamiento en el lugar de union de la DA, anfetamina y los
analogos de la BZT (Beuming et al, 2008; Bisgaard et al, 2011; Indarte et al, 2008).
De este modo, la interaccidn de estos analogos de la BZT con el DAT podria estar
impidiendo la unioén con el transportador y, por tanto, reduciendo las acciones de
los psicoestimulantes sin producir efectos indeseables por si mismos.

Estudios in vivo han mostrado que el JHW-007 se une al transportador de DA con

un ratio mas lento que la cocaina (Desai et al, 2005a) produciendo un lento y
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gradual incremento en la concentracion de DA extracelular que se mantiene de
forma prolongada. Este efecto contrasta con los incrementos agudos y de corta
duracion que induce la cocaina (Raje et al, 2005; Raje et al, 2002; Tanda et al,
2009a). Diferentes estudios comportamentales han demostrado, ademas, que este
compuesto no exhibe las caracteristicas propias de los psicoestimulantes, como
capacidad de inducir fuerte estimulaciéon locomotora, efectos recompensantes y
alta eficacia reforzante (Hiranita et al, 2009; Katz et al, 2001). Asimismo, otros
trabajos han mostrado que el JHW-007 y otros analogos de la BZT son capaces de
antagonizar algunos de los efectos inducidos por los psicoestimulantes, como la
preferencia de lugar condicionada inducida por la cocaina y la anfetamina
(Velazquez-Sanchez et al, 2009; Velazquez-Sanchez et al, 2011) y la
autoadministracion (Ferragud et al, 2009; Velazquez-Sanchez et al, 2011), todo
ello sin afectar significativamente la busqueda y consumo de alimento y mostrando
una menor capacidad para inducir la expresion de comportamientos
estereotipados que otros psicoestimulantes (Ferragud et al, 2009; Hiranita et al,
2009; Li et al, 2013). En un estudio reciente se ha probado ademas, que el JHW-
007 previene la sensibilizacion a largo plazo inducida por anfetamina asi como los
cambios estructurales producidos en las neuronas espinosas medianas del NAc
tras una exposicion crdnica a la droga (Velazquez-Sanchez et al, 2013). En
conjunto, estas evidencias sugieren que el JHW-007 podria mostrar eficacia
terapéutica en modelos animales de adiccidn a la metanfetamina.

Los experimentos presentados en este capitulo tratan de caracterizar los
efectos moduladores del JHW-007 tanto de los efectos estimulantes como las
propiedades reforzantes inducidas por la metanfetamina mediante estudios de
actividad locomotora y tests de consumo tanto con programas de refuerzo de

razon fija como de razén progresiva.

PLAN EXPERIMENTAL
Estudio 1. Analisis de la estimulaciéon locomotora inducida por el JHW-007 y

de su interaccion con la metanfetamina

(Descrito en la seccion 3.2 del apartado de Material y Métodos)
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Con el objetivo de estudiar las propiedades estimulantes del JHW-007 por si
mismo y de su interaccion con la METH.Se administraron diferentes dosis de JHW-
007 (0, 3, 10 mg/kg, i.p.) en combinaciéon con METH (0.25, 0.75 mg/kg, i.p.) y se
estudid los efectos de la actividad locomotora durante 7-8 dias consecutivos. La
METH se administr6 1 hora después de la inyeccion del JHW-007, como en
estudios previos (Velazquez-Sanchez et al, 2010a; Velazquez-Sanchez et al, 2013).
El registro de la actividad comenzé inmediatamente tras la administracion del
JHW-007. Una hora mas tarde las ratas fueron inyectadas con METH o salino y el

registro continud durante otras 4 horas.

Estudio 2. Efectos del JHW-007 sobre el consumo de metanfetamina y
sacarosa bajo programas de refuerzo de Razon Fija y Razén Progresiva

(Descrito en la seccion 5.4 del apartado de Material y Métodos)

Varios grupos de ratas fueron entrenadas para recibir infusiones de
metanfetamina: grupo METH 0.04 (0.04 mg/kg en 50 ul/3 s; n= 7), grupo METH
0.12 (0.12 mg/kg en 150 wl/9 s; n=7) y grupo 0 METH (salino en 50 ul/3 s; n=5); o
refuerzos de sacarosa: grupo SUCR (100 ul sacarosa al 10% dispensada en 5 gotas;
n=7). Los test de consumo consistieron en sesiones idénticas a las sesiones previas
de entrenamiento, con la diferencia de que los animales fueron tratados con el
analogo JHW-007 ((0, 3 y 10 mg/kg i.p.) una hora nates de comenzar la sesion de
SA. Las ratas fueron testadas tanto bajo un programa de razon fija FR3 como bajo

un programa de razén progresiva.

RESULTADOS.

Estudio 1. El JHW-007 no muestra efectos estimulantes por si mismo y
atenua de manera dependiente de la dosis la estimulacion locomotora

inducida por la metanfetamina

Con el objetivo de caracterizar los efectos estimulantes inducidos por el

JHW-007 tras su administraciéon aguda y de su interaccion con la METH, las ratas
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recibieron diferentes del analogo como pretratamiento (0, 3 y 10 mg/kg i.p.) y
fueron colocadas en el campo abierto durante 1 hora. Transcurrido ese tiempo los
animales recibieron una inyeccion de METH (0, 0.25 y 0.75 mg/kg i.p.) y su
actividad locomotora fue registrada durante un periodo adicional de 4 horas.
Consideramos la distancia recorrida acumulada en intervalos de tiempo de 10
minutos como nuestra variable dependiente. El ANOVA se calculé con un factor
entresujetos, Tratamiento, con 9 niveles (grupos experimentales que resultan de la
combinacién de 3 dosis de pretratamiento y 3 dosis de METH) y una variable
intrasujetos, Tiempo, con 10 niveles (intervalos de tiempo de 10 minutos en un
periodo total de 1 hora). El analisis no mostr6 efecto significativo del factor
Tratamiento (Fg49= 1.372, p= 0.2322), pero si lo hizo con el factor Tiempo (Fs245=
83.227, p< 0.001) a causa del mayor comportamiento exploratorio de los animales
al principio de la sesion (Figura 18). La interaccidn Tratamiento x Tiempo tampoco
mostro resultados significativos (Fs0.245= 0.930, p=0.5953). Durante la primera
hora los animales tratados con el analogo obtuvieron valores de locomocién
similares a los del grupo tratado con salino. El JHW-007 no produjo, por lo tanto,
ningun efecto sobre la locomocion a ninguna de las dosis testadas, ni indujo ningin
comportamiento anémalo que pudiera estar interfiriendo con este resultado.
Inmediatamente después de la administracion de METH emergieron
notables diferencias en la actividad locomotora de los diferentes grupos
experimentales. Los resultados obtenidos durante las 4 horas siguientes
mostraron un efecto significativo del factor Tratamiento (Fg49= 20.464, p<0.0001),
del factor Tiempo (F231127= 57.528 p<0.0001) y de la interacciéon entre ambos
(F184,1127= 8.886, p<0.0001). Segun lo esperado, la dosis mas alta de METH (0.75
mg/kg i.p) produjo un fuerte incremento en la locomocioén en comparacién con el
grupo que recibi6 salino, alcanzando la maxima actividad a los 20 minutos después
de la administracion de la droga. Este efecto fue disminuyendo progresivamente
hasta alcanzar valores semejantes a los del grupo control 150 minutos de la
inyeccién (p< 0.05, con tests N-K) (Figura 18A). La dosis baja de METH (0.25
mg/kg i.p), por su parte, produjo una suave elevacion en la locomocién expresada
Unicamente durante la primera hora tras la administracion de la droga (Fga49=

62.006, p< 0.0001; p< 0.05, con tests N-K) (Figura 18B).
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El JHW-007, que aparentemente no produjo efectos durante la primera hora
tras su administracion, bloque6 significativamente la locomociéon inducida por la
METH. Este efecto se manifest6 de forma dosis dependiente. Asi pues, la dosis de
10 mg/kg redujo de forma importante en la locomocién inducida por METH, efecto
éste que se mantuvo durante al menos 2 horas (ANOVA 60-120 minutos: Fga49=
28.021, p< 0.0001; p< 0.05, con tests N-K) (Figura 18B). El pretratamiento con la
dosis de 3 mg/kg atenud la rapida elevacidon inicial producida por la
administracion de la dosis alta de metanfetamina. Este bloqueo fue
estadisticamente significativo durante los primeros 20 minutos después de la
administracion de la droga (p< 0.05, con tests N-K). Un efecto similar fue
observado al analizar los resultados de los grupos que habian recibido como
pretratamiento la dosis alta de JHW 007 y la dosis baja de METH, siendo en este
caso, la reduccion significativa durante los 30 minutos siguientes a la exposicion a
la droga (p< 0.05, con test N-K) (Figura 18A).

En conclusién, estos datos muestran que el pretratamiento con JHW-007
produce un desplazamiento de la curva dosis-respuesta de la METH hacia abajo, y,
en consecuencia, una atenuaciéon de los efectos locomotores estimulantes

inducidos por ésta.

Estudio. El JHW-007 reduce el consumo de metanfetamina sin afectar el
consumo de sacarosa e incrementa la eficacia reforzante de ambas

sustancias

Con el propésito de estudiar los efectos del JHW 007 sobre los efectos
reforzantes de la METH asi como la motivaciéon por su consumo, dos grupos de
ratas fueron entrenadas en la autoadministracion de la droga a dosis de 0, 0.04 y
0.12 mg/kg/infusion. Para controlar la especificidad de los efectos, un grupo
adicional de animales fue entrenado para obtener refuerzos de sacarosa y fue
testado, asimismo, bajo la influencia del analogo.

El procedimiento y las condiciones experimentales tanto en el
entrenamiento como en los tests fueron similares para ambos grupos. Los

animales adquirieron la conducta operante para obtener el refuerzo, bien
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metanfetamina o bien sacarosa, de una manera estable y consistente a lo largo de

las sesiones (Figura 194, 19B).

A JHW-007 Pre-treatment METH Challenge
(0,1, 3 mg/kg) (0, 0.25, 0.75 mg/kg) % %\
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Figura 18. Efectos del JHW-007 y de su combinacién con metanfetamina sobre la
actividad locomotora. (A) Actividad locomotora representada en intervalos de 10 minutos
y en (B) en intervalos de 1 hora. El pretratamiento con JHW-007 no produjo por si mismo
ningiin efecto locomotor durante los 60 minutos siguientes a su administracién. La
administraciéon de metanfetamina indujo un incremento de la actividad de manera
dependiente de la dosis, que fue bloqueada, también, de forma dependiente de la dosis en
los grupos pretratados con el analogo. El bloqueo producido por la dosis de 10 mg/kg de
JHW 007 fue evidente durante todo el tiempo en el que la droga estaba ejerciendo su
accion. Dos horas después de la administracion de metanfetamina, las diferencias entre los
grupos se desvanecieron, llegando a igualarse entre ellos y con el grupo control. Los
valores representan la media * el error estandar. (*)P<0.05 comparado con el grupo SAL-
METH (0.75 mg/kg); (#) indica diferencias significativas P<0.05 comparado con los

grupos que reciben salino como tratamiento.
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Dos animales de cada grupo de METH fueron excluidos del experimento por
no alcanzar los criterios de estabilidad y consistencia establecidos. Para analizar el
consumo total de METH antes de comenzar los test de consumo, se realiz6 un
analisis de varianza con una variable entresujetos, Dosis/Infusién, con 2 niveles
(dosis de METH 0.04 y 0.12 mg/kg) y una variable intresujetos, Sesién, con 9
niveles (6 sesiones de autoadministracién antes del primer test y las 3 ultimas
sesiones estables anteriores al segundo). El ANOVA no mostré ningun efecto
significativo ni del factor Dosis/Infusién (Fis= 0.346, p= 0.5725), ni del factor
Sesion (Fges= 0.500, p= 0.8518) ni de la interaccién (F1,8= 8.886, p= 0.8329) (Figura
19A derecha). Por lo tanto, independientemente de la dosis por infusion recibida,
los animales ajustaron sus respuestas para la obtencién de la misma dosis de
METH por sesion (alrededor de 1.5 mg/kg), siendo el nimero de respuestas en los
animales que recibieron la dosis de 0.04 mg/kg/infusién aproximadamente el
triple que en el grupo de 0.12 mg/kg/infusion (Figura 19A izquierda).

Para testar los efectos del JHW-007 sobre las propiedades motivacionales
de la METH, diferentes dosis del analogo (0, 3 y 10 mg/kg ip.) fueron
administradas a los animales 1 hora antes de comenzar las sesiones de SA en un
programa PR. El ANOVA del numero de infusiones obtenido se llev6 a cabo con una
variable intresujetos, Tratamiento, con 4 niveles (grupos de tratamiento; salino,
0.04 y 0.12 mg/kg/infusion METH y grupo sacarosa) y una variable intresujetos,
Pretratamiento, con 3 niveles (3 dosis de JHW 007 administradas; 0, 3 y 10 mg/kg
i.p). El ANOVA alcanz6é un efecto significativo del factor Tratamiento (F319=
228.272, p< 0.0001) y de la interacciéon Tratamiento x Pretratamiento (Fs3s=
2.381, p= 0.0474), pero no de la variable Pretratamiento por si sola (F2,3s= 2.085,
p= 0.1383). La administracion de la dosis alta de JHW-007 redujo el nimero de
infusiones obtenidas por el grupo que se autoadministr6 la dosis de 0.12
mg/kg/infusion de METH (p< 0.05, con tests N-K). Por otra parte, el analogo no

produjo ningun efecto significativo en el consumo de sacarosa (Figura 19C).
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Figura 19. Resultados obtenidos de los ensayos de autoadministracion. Los animales que
se autoadministraron metanfetamina mostraron tasas de respuestas consistentes y
estables durante las 6 sesiones previas a la realizacidn de los tests, independientemente
de la dosis infundida (A izquierda). Durante el entrenamiento, los animales de ambos
grupos mostraron un consumo de metanfetamina similar por sesiéon (aproximadamente
1.5 mg/kg iv.) (A derecha). De la misma manera, el grupo entrenado para recibir
refuerzos de sacarosa alcanz6 tasas de respuesta estables antes de ser testado (B).
Durante el test de consumo, el tratamiento con la dosis alta de JHW-007 (10 mg/kg i.p.)
produjo una reduccién en el consumo de metanfetamina, resultando significativa en el
grupo que recibié la dosis de 0.12 mg/kg/ infusion. Por el contrario, el analogo no afecté al
consumo de sacarosa durante la realizacion de los tests (C). Los valores representan la
media # el error estandar. (*) indican diferencias significativas (p< 0.05) respecto al grupo

pretratado con salino.

Para estudiar los efectos del JHW 007 sobre la motivacién por la busqueda
de METH, el analogo fue administrado a diferentes dosis (0, 3 y 10 mg/kg i.p.) 1
hora antes de comenzar las sesiones de acceso prolongado a la droga (6 h), bajo un

programa de refuerzo de PR. Cada sujeto fue testado bajo los efectos de cada una
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de las dosis de JHW-007. E1 ANOVA del nimero de refuerzos obtenidos se analiz6
con una variable intresujetos, Tratamiento, con 4 niveles (grupos de tratamiento;
salino, 0.04 y 0.12 mg/kg/infusion METH y grupo sacarosa) y una variable
intresujetos, Pretratamiento, con 3 niveles (3 dosis de JHW 007 administradas; 0, 3
y 10 mg/kg i.p). El pretratamiento con el analogo produjo un efecto significativo en
el namero de refuerzos alcanzados por el grupo entrenado para la obtencion de
sacarosa (Fz12= 4.457, p= 0.0357), siendo la dosis mas alta de JHW-007 la que
indujo un mayor incremento en la cantidad de refuerzos obtenidos (p< 0.05, con
tests post hoc N-K). El ANOVA para los animales que respondieron por METH,
mostro un efecto significativo del factor Tratamiento (F2,12 = 12.351, p= 0.0012) y
del factor Pretratamiento (F224 = 4.822, p= 0.0174), aunque no de la interaccion
entre ambos (Fi24= 1.519, p= 0.2283). Un analisis de la varianza adicional se
realizé colapsando los dos grupos que se autoadministraron METH, mostrando un
efecto significativo del pretratamiento con JHW 007 (F2,18 = 5.688, p= 0.0122). Por
tanto, bajo los efectos de 10 mg/kg de JHW 007, la tasa de respuestas de los
animales para obtener tanto METH como sacarosa se incrementa (p< 0.05, con
tests N-K) (Figura 20C arriba).

Ademas, se observo que una tendencia inducida por el analogo incrementando la
latencia en la que los animales obtuvieron el ultimo refuerzo de sacarosa (F2,12=
3.030, p= 0.0860).

El ANOVA para los grupos de METH mostré6 de nuevo un efecto del factor
Tratamiento (Fz12 = 31.650, p< 0.0001) y Pretratamiento (F224= 7.079, p= 0.0038),
aunque nuevamente no de la interaccién (Fs24= 1.925, p= 0.1388). Un analisis
adicional colapsando las dos dosis de METH indicé un efecto del JHW-007 en el
tiempo en el que los animales habian recibido la ultima infusién de droga (F2,18 =
8.237, p= 0.0029), siendo bajo los efectos de 10 mg/kg de JHW-007 donde los
animales prolongan mas su tiempo de respuestas (p< 0.05, con tests N-K) (Figura

20C abajo).
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Figura 20. Resultados obtenidos de los test bajo un programa de refuerzo de razén
progresiva. Ejemplos representativos de una sesion de autoadministracion de
metanfetamina a las dosis de 0.04 y 0.12 mg/kg/ infusidn, bajo el pretratamiento con
salino y 10 mg/kg de JHW-007 (A). Ejemplos representativos de una sesion de
autoadministraciéon de sacarosa bajo los efectos de salino y 10 mg/kg de JHW-007 (B).
Efecto del pretratamiento de JHW-007 (0, 3 y 10 mg/kg i.p.) en el numero de refuerzos
obtenidos para cada grupo en los tests de razén progresiva. La grafica insertada
representa el efecto del JHW 007 en el valor medio para ambos grupos de metanfetamina.
Los animales, independientemente de si recibieron sacarosa o metanfetamina, alcanzaron
el maximo nimero de respuestas bajo el efecto de la dosis alta del analogo (10 mg/kg) (C
arriba). Efecto del pretratamiento de JHW-007 sobre el tiempo en el que el altimo refuerzo
fue obtenido. La grafica insertada representa el efecto del analogo en el valor medio para
ambos grupos de metanfetamina. El JHW-007 incrementé la latencia en la consecucién del
ultimo refuerzo de la sesién (C abajo). Los valores representan la media * el error

estandar. (*) indican diferencias significativas (p< 0.05) respecto al grupo pretratado con

salino.
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En conclusion, el pretratamiento con JHW-007 produce un incremento en la
eficacia reforzante tanto de drogas de abuso como de sustancias naturales, asi

como una tasa de respuestas mas espaciada en el tiempo.
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Capitulo 4: Agonistas TAAR y psicoestimulantes

Parte de este estudio se realizd en colaboracién con Roche S.L. Parte de los

resultados se publicaron en Biological Psychiatry. 2012 Dec 1;72(11):934-42.

INTRODUCCION

Como se ha comentado, el abuso de psicoestimulantes como la cocaina y la
METH es, en muchos paises un problema tanto clinico como social, problema que
se agudiza debido a la ausencia de medicaciones especificas para tratarlo. A lo
largo de los capitulos anteriores nos hemos centrado en la caracterizacion de los
analogos de la BZT en diferentes modelos animales de adiccién tanto a cocaina
como METH, moléculas que podrian en un futuro ser consideradas como
medicaciones para el tratamiento de la adiccidn a estos psicoestimulantes. En el
capitulo en el que nos vamos a centrar ahora, vamos a estudiar moléculas con un
enfoque diferente para tratar la adiccion.

Las aminas de traza (TAs) como la feniletilamina (PEA) y la p-tiramina
representan un grupo de aminas enddgenas intimamente relacionadas con las
clasicas aminas biogénicas (Burchett and Hicks, 2006; Grandy, 2007). Durante
décadas, se ha atribuido a estas TAs funciones fisiologicas en el cerebro a pesar de
que se ha considerado que sus efectos son indirectos, motivo por el que se las ha
denominado “falsos neurotransmisores” (Berry, 2007; Burchett et al, 2006) .
Disregulaciones en el nivel de estas TAs han sido asociadas con varios trastornos
neuropsiquiatricos como esquizofrenia, depresion, estados de ansiedad y
Parkinson (Berry, 2007; Burchett et al, 2006).

La funcién concreta de estas TAs ha permanecido desconocida debido al
desconocimiento de los receptores sobre los que pudieran actuar. Recientemente,
estudios de clonacion revelaron la existencia de una familia de receptores
asociados a proteinas G, denominados receptores asociados a aminas de traza
(TAARs), entre los cuales, los receptores TAAR1 y TAAR4 responden a TAs (4-8
paper). Dado que el receptor TAAR4 es un pseudogen presente tanto en humanos
como en chimpancés (Lindemann et al, 2005a), el receptor TAAR1 es el que ha sido

mas investigado. La generaciéon de ratones transgénicos que carecen de este
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receptor TAAR1, ha revelado que actia como un modulador negativo de la
neurotransmision monoaminérgica (Lindemann et al, 2008; Wolinsky et al, 2007).
Estudios neuroanatémicos han mostrado que este receptor se encuentra en una
subpoblacién de neuronas dopaminérgicas coexpresado junto con el DAT (Xie and
Miller, 2009; Xie et al, 2007b), sugiriendo que los TAAR1 se encuentran bien
localizados para ejercer algun tipo de regulacién en la transmision dopaminérgica.
La activacion de estos TAAR1 se ha relacionado con una inhibicion de la recaptura
de DA y un incremento en la salida a través del DAT (Xie et al, 2007a; Xie et al,
2008). La posible implicacion de estos receptores TAAR1 en los efectos inducidos
por los psicoestimulantes parece convincente si se tiene en cuenta que varias de
estas sustancias psicoactivas como la anfetamina o la metanfetamina, el MDMA y el
LSD, son todos ellos agonistas de los TAAR1 (Bunzow et al, 2001; Grandy, 2007;
Reese et al, 2007).

Los TAAR1 parecen ser proteinas diana altamente prometedoras para el
desarrollo de medicaciones efectivas para el abuso de psicoestimulantes. A lo largo
de este capitulo, estudiaremos los efectos de los agonistas parciales del receptor
TAAR1, RO5203648 y de los agonistas totales RO5166017 y R05256390. El
compuesto R0O5166017 ha mostrado especificidad en ratones mientras y siendo
los otros dos compuestos especificos para el TAAR1 de ratas. A lo largo de los
experimentos realizados, empleando diferentes modelos comportamentales como
CPP, la autoadministracidon o estudios de actividad locomotora, se han generado
datos preclinicos relevantes para predecir la efectividad de estos agentes agonistas
del TAAR1 como posibles farmacoterapias para el tratamiento de la adiccion a

psicoestimulantes en humanos.

PLAN EXPERIMENTAL

Estudio 1. Analisis de la actividad locomotora inducida por los compuestos
R05203648 y R05256390, y de su interaccion con la metanfetamina

(Descrito en la seccion 3.4 del apartado de Material y Métodos)

Los animales recibieron diferentes dosis de uno de los dos agonistas TAAR1

(0,3 010 mg/kgi.p parael RO5256390y 0, 1.67 0 5 mg/kg i.p para el R0O5203648)
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y 10 minutos mas tarde recibieron 0.75 mg/kg ip de metanfetamina.
Inmediatamente después de la administracion de la metanfetamina las ratas
fueron colocadas en los campos abiertos y la actividad locomotora fue registrada

durante 4 horas

Estudio 2. Efectos del agonismo total del TAAR1, mediante el compuesto
R05166017, sobre la preferencia de lugar condicionada y actividad
locomotora inducida por cocaina

(Descrito en la seccion 6 del apartado de Material y Métodos)

Los ratones recibieron diferentes dosis de R0O5166017 (0, 0.3, 1, 3, 10 y 20
mg/kg ip) 30 minutos antes de recibir la cocaina (0 y 15 mg/kg ip).
Inmediatamente después de la administracion de la droga los animales fueron
colocados en el compartimentos correspondiente del CPP y se registré su actividad

locomotora.

Estudio 3. Estudios sobre los efectos del agonismo parcial del TAAR1 sobre el
consumo de cocaina mediante el compuesto R05203648.

(Descrito en la seccion 5.5.1 del apartado de Material y Métodos

Con el objetivo de estudiar la influencia de la activacion parcial de los
receptores TAAR1 en la autoadministraciéon de cocaina, los animales (n=7-8
ratas/grupo) fueron entrenados para obtener infusiones de la droga (0.5 mg/kg
por infusion en 100 ul/5 s). En el test, las ratas fueron tratadas de manera
contrabalanceada con el agonista parcial RO5203648 a diferentes dosis 0, 3 y 10
mg/kg i.p, 30 minutos antes de comenzar la sesiéon de autoadministracion de

cocaina.
Estudio 4. Efectos del agonismo TAAR1 sobre el consumo de sacarosa
mediante los compuestos R0O5203648 y R0O5256390.

(Descrito en la seccion 5.5.2 del apartado de Material y Métodos

Los animales fueron entrenados para recibir refuerzos de sacarosa (100 ul
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10% sacarosa administrado en 5 gotas). Una vez alcanzado el criterio de
estabilidad, los animales recibieron diferentes dosis de cada uno de los dos
compuestos (0, 3y 10 mg/kg i.p para el R05203648y 0, 1.67 0 5 mg/kg i.p para el
R05256390).

RESULTADOS

Estudio 1. Efectos moduladores del agonismo TAAR1 mediante los
compuestos R05203648 y R05256390 sobre la actividad locomotora

inducida por metanfetamina.

Para testar la capacidad estimulantes de otros dos analogos TAAR1 y como
modulaban el efecto estimulante inducido por otro psicoestimulante como es la
metanfetamina, realizamos un estudio de la actividad locomotora de los animales
en un campo abierto. E1 ANOVA se calculé con una variable entre sujetos
“Tratamiento” con 3 niveles (3 dosis de cada uno de los analogos TAAR; 0, 1.67 y 5
mg/kg para el RO5203648 y 0, 3 y 10 mg/kg para el R0O5256390) y una variable
intra sujetos “Tiempo” (intervalos de 10 minutos en un periodo de 4 horas). Los
resultados mostraron un efecto significativo del factor Tratamiento tanto para el
R05203648 como el RO5256390 (Fs41= 72.991, p< 0.0001 y Fs42= 14.086, p<
0.0001, respectivamente) y también un efecto de interaccion de las variables
Tratamiento x Tiempo para ambos compuestos (Fi15,943= 12.336, p< 0.0001 para el
R05203648 y F115966= 8.195, p< 0.0001 para el RO5256390) (Figura 21A, 21B). El
ANOVA de la primera hora de registro de actividad locomotora indicé también un
efecto significativo del factor tratamiento para ambos compuestos (Fs41= 66.087,
p< 0.0001 para el R05203648 y Fs42= 27.439, p< 0.0001 para el RO5256390).
Comparaciones a posteriori de este efecto revelaron que el pretratamiento con
ambos agonistas TAAR1 bloque6 de manera dependiente de la dosis la
hiperestimulacion inducida por la metanfetamina, llegando la atenuacién a ser
significativa con la administracion de la dosis alta de ambos compuestos (Figura

21C, 21D).
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Figura 21: Patréon temporal de la actividad locomotora inducida por los compuestos
administrados solos y su interaccién con la metanfetamina. Las diferencias entre grupos
son mucho mas evidentes durante la primera hora de registro, mostrando un claro efecto
estimulante en los animales que reciben metanfetamina, estimulacién que aparece
atenuada cuando se administran los compuestos como pretratamiento (A y C). El analisis
de la primera hora de actividad indica que los compuestos por si solos no producen
ninglin efecto locomotor en los animales, contrariamente a la metanfetamina que es
significativamente estimulante. Este efecto hiperestimulante inducido por la droga es
bloqueado de manera dependiente de la dosis en los animales que reciben los compuestos
previamente a la droga (B y D). (*) indica diferente del valor del grupo salino, (#) indica

diferente del valor del grupo cocaina.
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Estudio 2. El agonismo parcial del TAAR1 mediante el compuesto
R05166017 inhibe la estimulacion locomotora inducida por cocaina, aunque

no el CPP.

Para estudiar el posible efecto recompensante del agonismo total del TAAR,
utilizamos el compuesto RO5166017 y estudiamos sus efectos por si mismo como
su los efectos de su interaccidn con la cocaina en un modelo de CPP en ratones. Los
animales recibieron 0, 0.3, 1, 3, 10 o 20 mg/kg i.p del agonista TAAR1, 30 minutos
antes de administrarles cocaina a la dosis de 0 0 15 mg/kg i.p. Se realizé un ANOVA
con un factor entre sujetos, “Tratamiento” con 12 niveles (12 grupos
experimentales resultantes de la administracion combinada de las diferentes dosis
de RO5166017con solucién salina o cocaina) y un factor intra sujetos
“Condicionamiento” con 2 niveles (Precondicionamiento y Test). Los resultados
indicaron un efecto significativo del factor Tratamiento (Fi1,116= 2.378, p= 0.010) y
de la interaccién Tratamiento x Condicionamiento (Fi1116= 2.942, p= 0.001)

(Figura 22).
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Figura 22: Efectos sobre la preferencia de lugar condicionada inducida por el agonista
total RO5166017 (0, 0.3, 1, 3, 10 y 20 mg/kg) y su interaccién con cocaina. Contrariamente
a lo observado con la cocaina, el RO5166017 a ninguna dosis induce condicionamiento.
Cuando es administrado como pretratamiento incrementa la preferencia inducida por la

droga. (*) indica diferente del valor del grupo control.
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A pesar de que no se encontraron diferencias entre los diferentes grupos
experimentales durante la sesion de precondicionamiento, analisis estadisticos a
posteriori mostraron un incremento significativo de la preferencia en el grupo que
habia sido tratado con cocaina, mientras que el RO5166017 por si solo no produjo
ningun tipo de preferencia o aversion por el compartimento asociado a sus efectos,
a pesar de que parece haber un incremento dependiente de la dosis que no llega,
en ninguno de los casos, a ser significativo. La administracion combinada del
R0O5166017 y cocaina incrementd la preferencia inducida por la droga, sugiriendo
que el pretratamiento con el agonista TAAR1 puede aumentar el efecto
recompensante (Fisher PLSD, p<0.05).

Durante las sesiones de condicionamiento bajo los efectos de los
tratamientos, se realizé un registro de la locomocidén de los animales. El ANOVA se
calculé con una variable entre sujetos "Tratamiento” con 12 niveles (12 grupos
experimentales) y una variable intra sujetos “Sesidon” (4 dias de condicionamiento
con los tratamientos). Los resultados indicaron un efecto significativo del factor
Tratamiento (F11,124= 14.692, p< 0.0001) y de la interaccion Tratamiento x Sesidn
(F3,33=1.997 p= 0.012). E1 RO5166017 bloquea de forma dependiente de la dosis la
actividad locomotora inducida por cocaina (15 mg/kg) , sin producir efectos
estimulantes cuando se administrd solo, utilizando un amplio rango de dosis (0.3-

20 mg/kg) (Figura 23)

Estudio 3. El agonista parcial RO5203648 bloquea el consumo de cocaina de
manera dependiente de la dosis en ratas con un historial estable de

consumo.

Debido a que los receptores TAAR1 interfieren con el sistema
dopaminérgico y parecen influir en los procesos que subyacen al proceso adictivo,
su accién fue investigada en el paradigma de autoadministracion de cocaina. Se
realizé un ANOVA utilizando una variable entre sujetos “Droga” con 2 niveles
(salino o cocaina) y una variable intra sujetos “Tratamiento” con 3 niveles ( 3 dosis
de RO5203648). Los resultados mostraron un efecto significativo del factor Droga

(F1,13= 86.271, p< 0.0001) y una interaccion significativa de los factores Droga x

131



Resultados

Tratamiento (Fz26= 70.851, p< 0.0001), indicando que el pretratamiento con el

R05166017 producia cambios en las curvas de autoadministracion de cocaina.
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> 140 - * f (mg/kg)
g 1201 # 0 SAL W coC
© 100 T # 4 0.3 0.3
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Figura 23: Efectos del agonista selectivo completo RO5166017 sobre la actividad
locomotora inducida por cocaina. La administracién de RO5166017 como pretratamiento
disminuye de manera dependiente de la dosis la hiperestimulacién inducida por la droga.

(*) indica diferente del valor del grupo, (#) indica diferente del valor del grupo cocaina.

Andlisis estadisticos a posteriori del efecto de interaccién mostraron que el
R05203648 redujo de dependiente de la dosis y de forma significativa con la dosis
alta de compuesto, el consumo de cocaina en ratas que previamente habian
mostrado un historial estable de autoadministraciéon intravenosa de droga
(Newman Keuls, p < 0.05) (Figura 24). Estos resultados indican que la actividad
TAAR1 impacta en los procesos que subyacen a los efectos reforzantes inducidos

por la cocaina.

Estudio 4. Estudio de los efectos de los agonistas TAAR1 R05203648 y
R05256390 en las propiedades reforzantes de la sacarosa utilizando

programas de refuerzo fijo y progresivo.

Con el objetivo de estudiar la influencia del agonismo TAAR1 en la

obtencion de un reforzador natural, realizamos un estudio de autoadministracién
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en el que los animales recibian refuerzos de sacarosa. El ANOVA para cada uno de

los compuestos se calculé utilizando como variables dependientes el niumero de
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Figura 24: Efectos del compuesto R05203648 sobre la autoadministraciéon de cocaina.
Tras mostrar un historial consistente de consumo (izquierda) las ratas reciben un
pretratamiento con diferentes dosis del RO5203648. El consumo de cocaina se reduce de
manera dependiente de la dosis tras la administracion del R05203648 como

pretratamiento. (#) indica diferente del valor del grupo cocaina.

palanqueos realizado durante las sesiones de entrenamiento y durante los tests de
consumo y razén progresiva. Los resultados indicaron que durante el
entrenamiento el grupo que recibiria el RO5203648 no presentaba diferencias a lo
largo de las sesiones, mientras que el grupo de ratas que posteriormente seria
tratado con el RO5256390 mostraba diferencias significativas entre las dos
primeras sesiones y el resto, siendo las 4 ultimas estables y no diferentes entre si
(Fs25= 1.682, p< 1.1757) para el R0O5203648 y (Fs35= 3.918, p< 0.006) para el
R05256390). Los resultados de los test realizados con el R0O5203648 indicaron
que el pretratamiento no redujo el consumo de sacarosa en los animales (F2,10=
3.825, p< 0.0584), pero en cambio incrementd de manera dependiente de la dosis
las propiedades reforzantes de la sacarosa en el test de razén progresiva (F2,10=
4.182, p< 0.0479), siendo el efecto significativo tras la administracion de la dosis
alta (Newman Keuls, p < 0.05) (Figura 25 arriba). Para el R0O5256390, los datos

indicaron que el pretratamiento con la dosis alta producia al mismo tiempo una
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disminucién en el consumo (Fz14= 42.553, p< 0.001) y un incremento de las

propiedades reforzantes de la sacarosa (F2,14= 3.851, p< 0.0465) (Figura 25 abajo).
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Figura 25: Resultados obtenidos de los test de consumo de sacarosa y Razén Progresiva

bajo los efectos de los R05203648 y R05256390. Durante el entrenamiento no se

observan grandes diferencias a lo largo de las sesiones. Bajo el efecto del R05203648 los

animales no modifican las tasas de respuesta para obtener sacarosa en el test de consumo,

en cambio si que se observa un incremento dependiente de la dosis y significativo tras la

administracion de la dosis alta en el test de Razon progresiva (parte superior grafica). Bajo

los efectos del RO5256390 (parte inferior) se observa tanto una reduccién en el consumo

como un incremento en las propiedades reforzantes de la sacarosa tras la administracion

de la dosis mayor.
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A pesar de importantes esfuerzos centrados en el desarrollo de farmacos
que pudieran ser de utilidad en el tratamiento la adiccion a los psicoestimulantes,
hasta la fecha no existen tratamientos disponibles que hayan demostrado eficacia
para este grave trastorno. En el contexto de la adicciéon a otras sustancias, sin
embargo, principalmente en los casos de la adiccion a la nicotina y los opioides,
diferentes tipos de terapias agonistas sustitutivas (i.e. metadona, buprenorfina,
parches de nicotina, vareniclina) han mostrado una eficacia apreciable ayudando al
mantenimiento de la abstinencia asi como evitando el riesgo de recaida (Mattick et
al, 2009; Stead et al, 2008). La perspectiva del uso de tratamientos sustitutivos se
han basado principalmente en el uso de agentes que actuando sobre dianas
biologicas similares a la droga de abuso, mostraran un menor potencial de abuso
que ésta pero que son capaces de atenuar los efectos derivados de la abstinencia o
incluso

En este contexto, en la presente tesis nos centramos en el estudio de varios
compuestos, que por sus especiales caracteristicas farmacocinéticas y
farmacodinamicas hipotetizamos que podrian tener potencial terapéutico para el
tratamiento de la adiccion a psicoestimulantes como la cocaina o derivados de la

anfetamina.

1. Estudio sobre el potencial de abuso del AHN-1055 y de su influencia en el

consumo de cocaina.

Los experimentos realizados en primer lugar fueron disefiados para
caracterizar en ratas los efectos conductuales del analogo de la benzotropina, AHN
1-055, y obtener evidencias de su potencial como medicacién sustitutiva de la
adiccion a la cocaina. Los datos presentados demuestran que el analogo tiene
propiedades estimulantes, que aumenta la activacion locomotora inducida por la
cocaina y que asimismo reduce de forma efectiva la autoadministracién de cocaina.
Todo ello sin producir una fuerte motivacion por su consumo ni buisqueda tras un
periodo de abstinencia. En este sentido, el compuesto testado difiere en gran
medida de la cocaina que produce tras su consumo una grave alteracion de los
procesos motivacionales y volitivos. La busqueda de medicaciones agonistas de

sustitucion para la adiccién a la cocaina se ha centrado en gran medida en
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compuestos con alta afinidad con el DAT que atenuaran de forma efectiva los
sintomas de la abstinencia y el ansia por la droga o craving (Gorelick et al, 2004;
Grabowski et al, 1997). La aproximacion de la terapia sustitutiva esta basada en la
idea de que un agonista competitivo con un inicio de accién mas lenta y con efectos
farmacolégicos duraderos podria ser usada de forma efectiva para el tratamiento
de la adiccion a la cocaina. Esta estrategia terapéutica es usada para el tratamiento
de la adiccidon a opiadceos, con la utilizacién de la metadona o la buprenorfina

(Davids et al, 2004; Uchtenhagen, 2003).

Se han estudiado diferentes inhibidores de la recaptacion del DAT en
estudios clinicos controlados pero los resultados hasta la fecha han sido
decepcionantes. El inhibidor de catecolaminas, metilfenidato (Ritalin®), no
demostré mayor eficacia que el placebo en un estudio de doble ciego en individuos
dependientes a la cocaina sin comorbilidad psiquiatrica (Grabowski et al, 1997),
aunque si que fue capaz de reducir el consumo de cocaina en pacientes
ambulatorios que presentaban, ademas, trastorno de déficit de atencion con
hiperactividad (Levin et al, 2007). El GBR 12909 (vanoxerina), sin embargo, un
derivado de la piperazina con alta afinidad por el DAT y con acciones antagonistas
de los receptores nicotinicos ha mostrado resultados prometedores reduciendo el
consumo de cocaina tanto en primates como en monos sin inducir mostrar efectos
estimulantes comparables (Preti, 2000; Stafford et al, 2000). No obstante, este
estudio con fue tenido que abortarse tras la aparicion de efectos secundarios
adversos como anomalias cardiacas: alteracion en los intervalos QTc, asociado con
fuerte aumento del riesgo de padecimiento de arritmias. A pesar de estos
problemas, el estudio y desarrollo de ligandos con alta afinidad al DAT con
propiedades farmacocinéticas/dinamicas se sigue manteniendo como una linea
prometedora que podria conducir al descubrimiento de medicaciones dptimas
para la adiccién a la cocaina (Rothman et al, 2008a). Aunque el AHN-1055y el
resto de analogos alogenados de la benzotropina fueron sintetizados por primera
vez hace mas de una década, su evaluacion y estudio en modelos clinicamente
relevantes ha sido limitado hasta la fecha. En los experimentos presentados, el
AHN-1055 exhibe efectos conductuales consistentes con un perfil de una
medicacidn sustitutiva para la adiccién a la cocaina. En primer lugar, examinamos

las caracteristicas estimulantes y reforzantes del analogo en estudios de actividad
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locomotora y de autoadministracidn. El AHN-1055 mostroé efectos etimulatorios de
forma dosis dependiente en la actividad locomotora. Estos resultados son
consistentes con estudios previos publicados anteriormente en los que se utiliza
un rango de dosis menor del analogo (Li et al, 2005). En los ensayos de interaccion
con la cocaina el AHN-1055 potencio el efecto estimulante agudo inducido por la
cocaina. Estudios moleculares han indicado que la dopamina se une al DAT en un
bolsillo enterrado entre los dominios transmembrana 1, 3, 6 y 8 (Beuming et al,
2008; Huang and Zhan, 2007), y que tanto estimulantes psicomotores, como la
cocaina y la d-anfetamina, como analogos de la benzotropina, como el JHW-007 y el
MFZ 2-71, se unen a un sitio de unién compartido con la dopamina (Beuming et al,
2008). Los resultados de estos estudios moleculares sugieren que la interacciéon
competitiva entre la cocaina y el AHN-1055 en el DAT podria prevenir los efectos
estimulantes de la cocaina. Los resultados presentados en esta tesis contradicen
esta prediccidn, sugiriendo que que el analogo no ocupa totalmente los lugares de
union del DAT en el cerebro de la rata a las dosis testadas.

Para comparar la eficacia reforzante del AHN-1055 con la de la cocaina,
disefiamos un programa de razon progresiva modificado en el cual la demanda en
la tarea se fue incrementando progresivamente a lo largo de varias sesiones de
entrenamiento. El disefio de esta tarea experimental tuvo como objetivo tratar de
minimizar los efectos acumulativos de las drogas que se pueden producir en una
misma sesion, que habria podido llevar a posibles falsos negativos en los
resultados. Este control fue particularmente critico a la vista de los patrones de
respuesta que muestran las ratas que se autoadministran el analogo, que es
consistente con sus prolongados efectos. Mientras que las ratas que consumieron
cocaina lo hicieron siguiendo pautas de consumo resistentes al progresivo y
significativo aumento de los requerimientos de la tarea, aquellas ratas que se
autoadministraban AHN-1055 cesaron de responder, siendo la exigencia para la
obtencidn relativamente baja. Este hallazgo sugiere que la motivacion para la
busqueda y el consumo del analogo es débil. En este sentido, el andlogo claramente
difiere de la cocaina, asi como de otros compuestos con actividad sobre el DAT,
incluyendo el GBR 12909 (Roberts, 1993) y el metilfenidato (Botly et al, 2008;
Rush et al, 2001), y parece comportarse mas como otros estimulantes

psicomotores con menor eficacia reforzante como la cafeina (Briscoe et al, 1998) y
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algunos analogos halogenados de la benzotropina (Lile et al, 2004; Woolverton et
al, 2001). A pesar de este hecho, el AHN-1055 atenud de forma dependiente de la
dosis la autoadministracion de cocaina. En particular, el analogo fue capaz de
bloquear la autoadministracién de cocaina a las mismas dosis que potencid la
estimulacién locomotora. Asi pues, los presentes datos no parecen ser consistentes
con la idea de que el AHN-1055 pueda simplemente antagonizar los efectos
centrales de la cocaina. De hecho, los antagonistas de los receptores de dopamina
inducen efectos opuestos en las tasas de respuesta en ratas que se
autoadministran cocaina, produciendo una desviacién de la curva dosis-respuesta
hacia la derecha (Ahmed and Koob, 2004; Koob et al, 1987; Negus et al, 1996). Es
mas probable que, en vez de antagonizar los efectos de la cocaina, el analogo
estuviera reduciendo la motivacion para responder por cocaina en el
procedimiento de autoadministracion. Ademas, la reducciéon en el consumo de
cocaina producido por el tratamiento con AHN-1055 fue especifico de la droga. Las
ratas tratadas con AHN-1055 mostraron una respuesta consistente y robusta en
una tarea de respuesta operante por sacarosa, permitiendo este hecho excluir
como factor responsable del efecto descrito un déficit motor generalizado o un
déficit apetitivo importante. Estas caracteristicas deseables del AHN-1055 han sido
dificiles de mostrar en otros inhibidores del DAT de accién prolongada (Lile et al,
2004; Negus et al, 2009; Stafford et al, 2000). Asimismo, el descubrimiento de que
el AHN-1055 no disminuye, sino que mas bien aumenta la alta tasa de respuesta
generada en la tarea operante por sacarosa, corrobora que el analogo difiere de
otros estimulantes psicomotores clasicos, cuyos efectos en tareas operantes son en
gran medida dependientes de la tasa de respuesta exigidos (Beecher and Jackson,
1976; Harris et al, 1978; Sanger et al, 1976). Ademas de mostrar una alta afinidad
por el DAT, el AHN-1055 también bloquea los receptores muscarinicos M1.
Futuros estudios son necesarios para estudiar la contribucién potencial de dichos
receptores en la modulacion de los efectos de la cocaina por el AHN-1055. Sin
embargo, las evidencias disponibles con otros analogos de la benzotropina con
baja afinidad por receptores muscarinicos M1, como el JHW-007, sugieren que su
actividad inhibidora del DAT podria ser suficiente para producir una alteracion de
los efectos conductuales relacionados con la accion de la cocaina (Hiranita et al,

2009). Una de las propiedades fundamentales de una droga o compuesto adictivo
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es la gran dificultad que provoca en el consumidor en el mantenimiento de la
abstinencia, que provoca que tras un periodo sin consumir la intensidad en la
busqueda de droga se incremente, frecuentemente por la reexposicion al contexto
de consumo. Hasta la fecha no se habian utilizado este tipo de modelos preclinicos
para testar el AHN-1055 o ningin otro inhibidor del DAT estructuralmente
relacionado. En este caso, elegimos la utilizacion de un test de recaida inducido por
la reexposicion al contexto condicionado al consumo de droga tras un periodo de
abstinencia forzada en vez otros modelos que utilizan la extincion previa de la
conducta operante por su mayor validez aparente. Los resultados obtenidos fueron
significativos. Las ratas que se autoadministraron cocaina exhibieron altas tasas de
recaida, mientras que las ratas que se habian autoadministrado el analogo se
comportaron como los animales controles, a pesar del hecho de que ambos grupos
tuvieran el misma historial de palanqueos. Este resultado es consistente con la baja
eficacia reforzante del analogo. Hay que destacar que los dos grupos adicionales de
ratas que fueron tratadas con AHN-1055 durante 4 dias para reducir el consumo
de cocaina mostraron, sin embargo, altas tasas de busqueda de droga en el test de
recaida. Estos datos muestran que un tratamiento a corto plazo con el analogo no
produce una proteccion a largo plazo de la recaida. Sin embargo, el hallazgo de que
la reexposicion al contexto de consumo de AHN-1055 no induce ansia de consumo
en los animales y por lo tanto recaida en la busqueda de droga tras un periodo de
consumo estable y un periodo subsecuente de abstinencia forzada aporta una
importante evidencia de su bajo potencial de abuso y subraya su potencial para un
posible tratamiento para el tratamiento de la recaida del consumo de cocaina

mediante un tratamiento mas prolongado.

2. Prevencion de la recaida en el consumo de cocaina mediante un tratamiento

sustitutivo con el AHN-1055

Para testar directamente la hipotesis de que esta clase de inhibidores
atipicos del DAT podrian ser efectivos como tratamiento agonista sustitutivo para

el tratamiento a los psicoestimulantes estudiamos en ratas consumidoras de
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cocaina los efectos de diferentes tratamientos sustitutivos. Al reemplazar la
cocaina disponible en las sesiones de autoadministraciéon por otro
psicoestimulante clasico, en este caso de accién prolongada, como la anfetamina,
los animales sustituyeron el consumo de una sustancia por la otra y mantuvieron
tasas estables de consumo de la droga sustituida. En contraste, cuando la cocaina
fue reemplazada por AHN-1055 las ratas aumentaron la tasa de respuestas en las
primeras sesiones de sustitucién pero paulatinamente acabaron extinguiendo la
conducta de autoadministracion en las cajas operantes, de forma muy parecida a
como lo hicieron las ratas control que recibieron vehiculo. Al ser reexpuestos a la
cocaina en un test de recaida, los animales que recibieron el tratamiento
sustitutivo con el AHN-1055 mostraron niveles de busqueda de droga
significativamente menores que los animales control. Consistentemente, los
animales que recibieron el tratamiento sustitutivo con el analogo mostraron una
menor activacion del mPFC (medida como expresion de proteina c-fos) tras la
reexposicion a la cocaina, asi como niveles también significativamente menores en
la expresion de BDNF y FADD. La reduccién en la expresion de estas proteinas
constituye un importante marcador bioldgico de la atenuacion del ansia de

consumo inducido por la reexposicion a la cocaina.

Los resultados mostrados en el presente capitulo constituyen una
demostracion directa de que el tratamiento sustitutivo en el contexto del consumo
de drogas mediante un inhibidor de la recaptura de dopamina con un bajo perfil de
abuso puede llevar a la extincién de la conducta y lo que es mas critico, disminuir
la vulnerabilidad a la recaida. Los datos indican ademas que esta resistencia se
asocia con una menor reactividad a la reexposiciéon a la cocaina en sujetos con
experiencia previa de la droga, segun se desprende por la expresion inducida por
cocaina de c-Fos, BDNF y proteinas FADD en el mPFC durante el procedimiento de
reinstatement.

Aunque muchos sistemas de neurotransmisién estan mediando el efecto
reforzante de los psicoestimulantes, los efectos de estas drogas sobre el sistema
dopaminérgico se considera clave para que se produzca la transiciéon de un uso
recreativo de estas drogas a un consumo compulsivo. Los cambios en la
transmision dopaminérgica que ocurren durante y después de la exposicion a la

droga, se cree que contribuyen al efecto reforzante de la droga (Ritz et al, 1987;
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Volkow et al, 1996b), la abstinencia (Rossetti et al, 1992) y la recaida (Volkow et al,
2006; Wang et al, 2012). No sorprende pues, que se haya hipotetizado que agentes
con un alta afinidad por el DAT pudieran ser usados para suprimir la abstinencia y
el ansia de droga, reduciendo asi la vulnerabilidad recaer en el consumo (Gorelick
et al, 2004; Rothman et al, 2008a). La estrategia comprende el uso de un agonista
competitivo con un inicio de acciéon mas lento y una vida media mayor que los de la
cocaina. Aunque tedricamente es plausible, no existe hasta la fecha evidencia
convincente que apoye esta idea. En adictos a la cocaina agonistas indirectos del
DAT como la amantadita, la bromocriptina y la pergolida se han mostrado
ineficaces promoviendo la adherencia al tratamiento y a la abstinencia del
consumo de cocaina (Soares et al, 2003). En algunos ensayos controlados con
adictos a la cocaina se han utilizado drogas con alto potencial de abuso como la
dexanfetamina (Grabowski et al, 2001; Shearer et al, 2003) y metanfetamina
(Mooney et al, 2009), mostrando efectividad en la reduccién del consumo de
cocaina y en el ansia subjetiva de su consumo (craving). Sin embargo, otro
compuesto derivado de la anfetamina como el metilfenidato, ha mostrado ser
inefectivo en la reduccién del consumo de cocaina en estudios previos (Grabowski
et al, 1997), un déficit que podria estar relacionado con su capacidad de inducir
disforia en adictos a la cocaina (Roache et al, 2000). La vanoxerina (GBR-12909),
un derivado de la piperazina con alta afinidad por el DAT, como se ha comentado
anteriormente ha llegado a ser testada en fase Il en ensayos clinicos con adictos a
la cocaina pero su desarrollo fue detenido debido a efectos secundarios
indeseados. Aunque existe la esperanza de que nuevos derivados y analogos con
acciones selectivas sobre el DAT pudieran remediar estos problemas, es
importante sefialar que ni el GBR-12909, que reduce el consumo de cocaina en
humanos, monos y ratas (Preti, 2000; Skjoldager et al, 1993; Tella, 1995) ni ningun
otro inhibidor de la recaptacion de dopamina de accién prolongada, ha
demostrado efectividad especifica reduciendo la vulnerabilidad a la recaida ni en
animales ni en humanos.

En este estudio usamos de nuevo el AHN-1055, un derivado de la
benzotropina que muestra una alta afinidad por el DAT (Ki= 11.8 nM) y por los
receptores muscarinicos M1 (Ki=11.6) (Agoston et al, 1997), y las caracteristicas

farmacodinamicas y farmacocinéticas tipicas de otros analogos creados mediante
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la sustitucion del grupo N, incluyendo un inicio de accién y pico de accién
farmacol6gico mas lento, y una vida media mas larga (Raje et al, 2005). Ademas, el
AHN-1055 muestra caracteristicas deseables para un compuesto que tiene como
finalidad el tratamiento de la adicciéon, como es la habilidad de bloquear la
preferencia condicionada de lugar inducida por cocaina y anfetamina (Velazquez-
Sanchez et al, 2009; Velazquez-Sanchez et al, 2010b), asi como su consumo en
procedimientos de autoadministracion en ratas como se ha mostrado en los
resultados mostrados en el capitulo 1 de los resultados (Ferragud et al, 2009;
Hiranita et al, 2009; Velazquez-Sanchez et al, 2009). Ademas el AHN-1055 muestra
una baja eficacia reforzante comparada con la cocaina y no genera niveles
significativos de recaida inducida por contexto tras un periodo de abstinencia
forzado (Ferragud et al, 2009). Con el objetivo de testar la hipdtesis de que un
tratamiento sustitutivo podria proteger a largo plazo de la recaida, nos basamos en
las caracteristicas neuroquimicas y conductuales del AHN-1055. Desde la
introduccion de los tratamientos sustitutivos rapidamente emergieron diferencias
entre los diferentes grupos experimentales. La respuesta ante la administracion de
la dosis baja de AHN-1055 se increment6 desde el comiezo del procedimiento
sustitutivo, sugiriendo que el farmaco produce algunos efectos psicoactivos. Sin
embargo, la eficacia reforzante del tratamiento sustitutivo fue probablemente baja
ya que a medida que las sesiones progresaban, la respuesta en los dos grupos
experimentales para obtener AHN-1055 disminuy6 en la misma medida que lo
hicieron el grupo sustituido por salino. La débil eficacia reforzante que mostro el
analogo en el presente procedimiento es consistente con las evidencias
previamente obtenidas en el capitulo anterior (Ferragud et al, 2009). Ademas de
mostrar que las propiedades del AHN-1055 son distintas a las de los
psicoestimulantes tipicos, confirmamos que el grupo que recibié anfetamina
durante el procedimiento de sustitucién continu6 respondiendo consistentemente
a lo largo del procedimiento de sustitucion, al contrario que lo hicieron los grupos
tratados con AHN-1055.

Los grupos que sustituyeron por salino o por AHN-1055 fueron
comparables en términos de niveles de respuesta en la palanca activa hacia el final
del entrenamiento sustitutivo. Sin embargo, la respuesta a la cocaina tras el

tratamiento difirié radicalmente en el test de reinstatement. Introdujimos un grupo
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yoked para controlar el posible efecto de la extincidén operante del palanqueo
durante la sustitucion. Comparado con el tratamiento con salino la terapia
sustitutiva con el andlogo produjo una disminucién de la capacidad de la cocaina
para inducir un reinstatement de la conducta de busqueda de droga. Ademas, los
resultados mostrados por el grupo yoked mostraron que el consumo voluntario del
sustituto y la extincion de la respuesta de palanqueo no fue necesaria para que el
tratamiento sustitutivo surtiera efecto atenuando la induccion del reinstatement
por la cocaina durante el test. De esta forma, la administracién pasiva del
tratamiento sustitutivo en el contexto de consumo de droga permitié6 una
proteccion duradera sobre la recaida. Una posibilidad es que el tratamiento
sustitutivo produjera la extincién de sefiales interoceptivas asociadas con la
abstinencia de cocaina, las cuales se piensa que son adquiridas durante la
exposicién a la droga y que son en gran medida responsables del ansia de droga o
craving (Gray and Critchley, 2007). Esta idea es consistente con evidencias
recientes que muestran que la administracion repetida y no contingente de cocaina
disociada del consumo activo puede disminuir la intensidad de busqueda de droga
en un procedimiento de reinstatement mediante la extincion de las claves
interoceptivas asociadas al consumo (Mihindou et al, 2011). Estudios adicionales
estudiando los efectos terapéuticos del analogo en un contexto diferente al
habitual serian necesarios para establecer si los efectos observados son especificos
del contexto

Ademas, estudiamos la expresion de diferentes proteinas para obtener una
medida de la actividad y de los cambios adaptativos en el mPFC asociados con los
efectos del tratamiento sustitutivo. Tanto la PrLC como la Cgl son elementos
centrales en los circuitos que median el craving y la busqueda de droga. Estudios
previos han mostrado que mediante la inactivacion de la PrLC es posible bloquear
la recaida inducida por la reexposicion a la cocaina en un procedimiento de
autoadministracion. Este efecto preventivo de la recaida se ha demostrado
también cuando ésta es provocada por sefiales condicionadas (Capriles et al, 2003;
McLaughlin and See, 2003). Las vias activadas durante la recaida en la busqueda de
cocaina podrian estar segregadas en la mPFC, siendo la corteza infralimbica la que
estuviera mediando los efectos supresores tras la extincion y la corteza PrLC y la

Cgl las responsables de disparar la motivaciéon para consumir droga, al ser el
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sujeto reespuesto a ella, por medio de las proyecciones de Cgl al NAcc (Kalivas et
al, 2003a; Peters et al, 2009).

El priming de cocaina durante el test de recaida aumento la expresion de c-
Fos, BDNF y de proteinas FADD en el area PrLC/Cgl en ratas que recibieron
sustitucién por salino y mostraron una fuerte recaida, siendo este efecto sélo
presente en ratas sin experiencia previa. Este hallazgo sugiere que la induccion de
c-Fos, BDNF y de proteinas FADD en el mPFC podrian asociarse con la recaida
inducida por cocaina, pero también con una sensibilidad especial a la cocaina. La
activacion de c-Fos y de genes de expresion temprana en el mPFC se ha
evidenciado tanto tras la induccién de la recaida por claves como por la reposicion
a la droga (Ciccocioppo et al, 2001; Ziolkowska et al, 2011), lo cual podria indicar
una actividad funcional del mPFC durante la recaida. La administracion de cocaina
eleva la expresion de BDNF en diferentes areas cerebrales, incluyendo el mPFC.
Esta proteina se ha sido propuesta como el responsable de la eficacia sinaptica y
plasticidad que estan a la base del trastorno adictivo (McGinty et al, 2010).
Asimismo, la reexposicion al contexto de consumo y la subsecuente recaida en
ratas consumidoras se ha mostrado previamente que aumenta mRNA BDNF en el
mPFC (Hearing et al, 2008). Tras un periodo de abstinencia a la cocaina,
incrementos de BDNF en la mPFC contribuyen a la potenciacién a largo plazo,
sensibilizando las sinapsis excitatorias en esta region y contribuyendo a la
sensibilizacion conductual y reactividad a la droga (Lu et al, 2010). De acuerdo con
estos resultados, nuestros datos sugieren que la sustitucion con un inhibidor de la
captura de DA después del consumo de cocaina, reduce la expresion de BDNF
inducida por la droga en la mPFC de ratas que presentan una una menor
reactividad a la droga y susceptibilidad a la recaida. Finalmente, la induccion de
FADD por la administracion de cocaina se mostré inhibida en ratas que recibieron
el tratamiento sustitutivo con el analogo. A pesar de que el papel principal de
FADD es proapoptético, existen evidencias que sugieren que esta proteina podria
ser responsable en parte de la plasticidad sinaptica inducida por cocaina (Alvaro-
Bartolome et al, 2011; Garcia-Fuster et al, 2009; Garcia-Fuster et al, 2011). Los
resultados presentados muestran, ademas, que la cocaina induce la expresion de
proteina FADD en la mPFC de ratas con una aparente falta de conversion de esta

proteina a sus forma fosforilada (Alvaro-Bartolome et al, 2011; Garcia-Fuster et al,
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2009; Garcia-Fuster et al, 2007). Es importante sefialar que niveles basales
elevados de FADD en ratas se han relacionado con alta sensibilizaciéon y una mayor
propensidn a autoadministrarse cocaina (Garcia-Fuster et al, 2009). En linea con
estas observaciones nuestros datos muestran como el tratamiento sustitutivo con
el analogo reduce la elevacion de los niveles de FADD en la mPFC inducidos por
cocaina, lo cual se relaciona con una susceptibilidad reducida a la recaida inducida
por la droga. Considerando el conjunto de los datos, y reconociendo que la
evidencia neuroquimica presentada es so6lo correlacional, los llamativos cambios
en la expresion de proteinas inducidos por cocaina durante la recaida sugieren
claramente que la terapia sustitutiva disminuye la reactividad a la droga a nivel de
la mPFC, reduciendo asimismo el craving y la vulnerabilidad a la recaida.

En resumen, los resultados de este capitulo proporcionan evidencias de que
un inhibidor atipico de la recaptaciéon de dopamina de accién prolongada como lo
es el AHN-1055, puede reducir de forma efectiva la vulnerabilidad a la recaida tras

un periodo de terapia sustitutiva en el contexto de consumo de la droga.

3. Estudio sobre el potencial de abuso del inhibidor del transportador de

dopamina, JHW-007 y de su influencia en el consumo de metanfetamina.

El objetivo general del estudio expuesto en el capitulo 3 de los resultados
fue caracterizar la capacidad del JHW-007, un inhibidor atipico de la captura de
DA, en una variedad de modelos animales de adiccién a la METH. Los objetivos
especificos fueron, en primer lugar determinar la capacidad del analogo para
alterar la actividad locomotora inducida por METH y en segundo lugar, estudiar los
efectos modulatorios del JHW-007 sobre los efectos reforzantes de la droga,
mediante tests de consumo y de motivacion (ratio progresivo). Los resultados
mostraron que el JHW-007 atenué de forma dosis dependiente la estimulacidon
locomotora inducida por la METH y el consumo de la droga, pero no de sacarosa,
en ratas con un historial estable de consumo. Asimismo, bajo los efectos del JHW-
007, los animales incrementaron el breaking point tanto para la obtencion de droga

como de sacarosa.
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El abuso de METH continua siendo un problema grave en muchos paises.
Las medicaciones utilizadas en la actualidad para tratar la adiccion a los
psicoestimulantes son no son medicaciones disefiadas especificamente para este
trastorno y contribuyen, en el mejor de los casos, s6lo a atenuar algunos de los
sintomas asociados con la abstinencia, como la depresion o la anhedonia. La METH,
al igual que la anfetamina, ejerce parte de sus efectos activando vias del sistema
noradrenérgico, pero se ha reconocido que sus acciones estimulantes y
recompensantes de deben principalmente a sus interacciones sobre el sistema
dopaminérgico, especialmente sobre el DAT (Fleckenstein et al, 2007; Goodwin et
al, 2009; Sofuoglu and Sewell, 2009).

Evidencias recientes sugieren el posible potencial de estos analogos de la
BZT como farmacoterapia para el abuso de psicoestimulantes. Ademas de tener un
bajo potencial de abuso, estos derivados de la BZT presentan una elevada afinidad
por el DAT, una lenta penetracion a través de la barrera hemoatoencefalica y una
mayor duracién de sus efectos farmacolégicos (Katz et al, 2004; Raje et al, 2003;
Raje et al, 2005). Algunos de estos analogos como el AHN-1055 y el JHW-007 son
capaces de antagonizar efectos comportamentales inducidos por
psicoestimulantes clasicos como la cocaina o anfetamina, mostrando débiles
propiedades estimulantes, recompensantes y reforzantes por si mismos en
diferentes modelos animales de adiccion (Desai et al, 2005a; Ferragud et al, 2009;
Hiranita et al, 2009; Velazquez-Sanchez et al, 2009; Velazquez-Sanchez et al,
2010a; Velazquez-Sanchez et al, 2012; Velazquez-Sanchez et al, 2011; Velazquez-
Sanchez et al, 2013).

En este trabajo, los resultados indican que un pretratamiento con JHW-007
bloquea de forma dosis dependiente la estimulaciéon locomotora inducida por
METH, sin mostrar ninguin efecto estimulante por si mismo. Los analogos de la BZT
muestran grados de similaridad con estimulantes como la cocaina en ensayos de
locomocion y de discriminacién de drogas. Como se muestra en el capitulo 1 de la
tesis, otro de los analogos, el AHN-1055, a diferencia del JHW-007, exhibe un débil
efecto estimulante en ratas cuando es administrado solo e incrementa el efecto
estimulante inducido por la cocaina cuando fue administrado en combinacién
(Ferragud et al, 2009), a pesar de mostrar una débil eficacia reforzante en

comparacién con la de la cocaina (Ferragud et al, 2009; Velazquez-Sanchez et al,
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2012). La atenuacion producida por el JHW-007 sobre los efectos estimulantes
inducidos por la METH no puede ser explicada por la presencia de
comportamientos estereotipados que pudieran estar interfiriendo con la tarea.
Trabajos previos han mostrado que analogos de la BZT, entre los que se
encuentran el AHN-2005, AHN-1055 y el JHW 007, inducen tenues o nulos efectos
estimulantes sobre la actividad locomotora y sobre la induccion de estereotipia
motoras cuando se administraron solos y que no potencian las estereotipias
inducidas por cocaina cuando se administran en combinacién (Li et al, 2013;
Velazquez-Sanchez et al, 2009). Estos resultados son, por tanto, consistentes con
las limitadas propiedades estimulantes de los analogos, y, en lo que concierne al
JHW-007, con su capacidad para funcionar como un antagonista psicoestimulante
(Desai et al, 2005b; Velazquez-Sanchez et al, 2010a). Este perfil antagonista esta
relacionado con una rapida asociacion entre el analogo y el DAT, seguida de una
asociacién mas lenta (Desai et al, 2005b; Kopajtic et al, 2010). Inhibidores atipicos
de la captura de DA, como el JHW-007, muestran unas limitadas capacidades
estimulantes debido presumiblemente a su capacidad de interaccionar con el DAT
en una conformacion cerrada, mientras que la cocaina y sus analogos prefieren la
interaccidon cuando la conformacion es abierta (Beuming et al, 2008). Ademas, el
JHW-007 ha mostrado la capacidad de desplazar el equilibrio del transportador
desde una conformaciéon abierta a una cerrada, reduciendo, de esta forma, la
afinidad de los psicoestimulantes clasicos por el transportador y contribuyendo a
antagonizar sus efectos psicofarmacolégicos (Loland et al, 2008).

Confirmando nuestra hipotesis, el JHW-007 produjo en los experimentos
descritos en este capitulo un desplazamiento hacia abajo de la curva dosis-
respuesta en la autoadministracion de METH. Esta observacion es consistente con
trabajos previos, incluido los estudios presentados en el capitulo 1 de esta tesis,
que muestran una reduccién del consumo de cocaina y anfetamina al administrar
un pretratamiento con este tipo de analogos de la BZT (Ferragud et al, 2009;
Hiranita et al, 2009; Velazquez-Sanchez et al, 2011). Este decremento de la tasa
autoadministracion de metanfetamina fue alcanzado a dosis que no alteraron la
conducta operante para la obtencién de sacarosa, pudiéndose excluir asi que los
sujetos mostraran deficiencias motoras o motivacionales que estuvieran

interfiriendo sobre la dicha conducta de forma inespecifica. Una posible
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interpretacidon de estos resultados podria ser que la habilidad del JHW-007 para
atenuar la autoadministracion de METH es debida a sus efectos antagonistas
disminuyendo la eficacia reforzante de la droga. Sin embargo, esta conclusiéon no
puede garantizarse completamente con los resultados obtenidos. Dos dosis de
metanfetamina fueron testadas, 0.04 y 0.12 mg/kg/infusiéon, que generaron altas
tasas de respuesta y un consumo total de droga por sesidn similar. Las dos dosis de
METH seleccionadas, se encuentran en el tramo ascendente y descendente,
respectivamente, de la curva dosis-respuesta de metanfetamina (Beckmann et al,
2012), siendo la dosis alta la que produce tasas de respuesta mas bajas. Un
pretratamiento puede tener diferente efectos al variar el rango de dosis de la droga
autoadministrada (Mello et al, 1996). Por ejemplo, si la curva dosis-respuesta se
desplaza hacia la derecha, el pretratamiento podria estar ejerciendo efectos
antagonistas. Por el contrario, si la curva dosis-efecto se desplaza hacia la
izquierda, la sustancia administrada como pretratamiento podria estar
incrementando los efectos reforzantes de dicha droga. La administracién de
metilfenidato combinado con cocaina, por ejemplo, desplaza la curva hacia la
izquierda (Hiranita et al, 2009). Resultados similares han sido obtenidos con otros
inhibidores de la captura de DA y compuestos estimulantes, como el GBR 12909, la
d-anfetamina y el analogo de la cocaina WIN 35,428 (Barrett et al, 2004; Schenk,
2002). Otra posibilidad que podriamos contemplar seria que el pretratamiento
indujera una atenuacién de la curva dosis-respuesta (hacia abajo). Este patrén de
respuesta es el que se ha observado tras la administracion de analogos de la BZT,
como AHN 2-005, AHN 1-055 y JHW-007 como pretratamiento antes de la sesion
de autoaministracion de cocaina (Hiranita et al, 2009). Es por tanto, que estas
moléculas parecen comportarse como agonistas o antagonistas en funcion de la
dosis de la droga autoadministrada. Los presentes resultados se limitaron a dos
dosis de METH y e indicaron una eficacia mayor en la reduccién de las tasas de
respuesta a las dosis altas, lo que no seria consistente con un perfil antagonista del
JHW-007 sobre los efectos reforzantes de la droga.

En el caso en el que el JHW-007 estuviera antagonizando los efectos
reforzantes de la METH deberiamos haber observado un incremento en la tasa de
respuestas al menos con la dosis alta (Mello et al, 1996), lo que no constituye una

caracteristica deseable para una potencial medicacidon que pudiera ser utilizada en
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la clinica. Los resultados obtenidos en los presentes experimentos han evidenciado
que el JHW-007 no actiia como antagonista en el contexto de la autoadministracion
bajo programas de refuerzo de PR. El pretratamiento con el andlogo produjo un
incremento del nimero de respuestas que los animales realizaron para obtener la
droga a las dos dosis de METH testadas. Un incremento similar de la eficacia
reforzante fue observado en los animales que respondian por sacarosa. Estudios
previos con el analogo de la cocaina RTI 111, un analogo 3-feniltropano con alta
afinidad por el DAT, NET y SERT, asi como efectos estimulantes, produjo en monos
un desplazamiento de la curva hacia la izquierda y hacia abajo en la curva dosis-
respuesta para METH bajo programas de PR. Los autores sugirieron que el RTI 111
produce un incremento en la potencia reforzante de la droga cuando ambas se
administran de forma combinada (Ranaldi et al, 2000). Al igual que incrementos en
la dosis de los estimulantes en paradigmas de autoadministraciéon elevan el
breaking point en programas de PR (Richardson et al, 1996), seria de esperar que
manipulaciones con agentes dopaminérgicos incrementaran también esta variable
para la autoadministracion de psicoestimulantes. EIl JHW-007 produjo un aumento
del breaking point para los animales que respondieron tanto para la obtencién de
METH como de sacarosa, sugiriendo que el analogo podria estar incrementando las
propiedades de incentivo tanto de refuerzos naturales como de la droga. Este
aspecto podria derivarse de la moderada elevacion del tono dopaminérgico basal
inducido por el JHW-007.

En conjunto, los resultados obtenidos han mostrado los efectos inhibitorios
sobre la actividad locomotora inducida por la METH y sobre la autoadministraciéon
producidos por el del JHW-007 son mas consistentes con un incremento de las
propiedades reforzantes de la droga. El uso de un agente sustitutivo que reemplace
el uso de la droga de abuso contintia constituyendo una aproximacion valida y
racional para el tratamiento de la adiccion a psicoestimulantes. Aunque el JHW-
007 parece incrementar la potencia de la METH y podria exacerbar, por tanto, su
potencial de abuso, también muestra bajo potencial de abuso por si mismo en
varios modelos animales de adiccion y podria mostrar efectividad terapéutica
facilitando la reducciéon del consumo de METH o el mantenimiento de la
abstinencia. Los presentes resultados aportan evidencias que justifican el interés

en esta perfil de inhibidores atipicos de la recaptura de DA y justifican estudios
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adicionales que ayuden a esclarecer sus mecanismos de acciéon especificos asi
como su potencial terapéutico para el tratamiento de la adiccion a la

psicoestimulantes.

4. Agonistas TAAR1 y psicoestimulantes

A pesar de que estudios previos habian relacionado el abuso de drogas, al
igual que otros trastornos neuropsiquiatricos con una alteracion de los niveles de
aminas de traza (TAs) (Berry, 2007; Burchett et al, 2006; Grandy, 2007) hasta la
fecha esta relacion se habia considerado como inespecifica , debido a la ausencia
de receptores especificos. La identificacion del TAAR1 ha cambiado esta
perspectiva (Borowsky et al, 2001; Bunzow et al, 2001; Lindemann et al, 2005a;
Sotnikova et al, 2009) y ha generado gran expectativas en el contexto de la
neurofarmacologia de la adiccién. Sin embargo, el potencial de esta diana
farmacolégica como herramienta eficaz para la prevencién o tratamiento la de los
efectos nocivos de las drogas de abuso esta por elucidar. Con el objetivo de realizar
una aproximacion al papel de este nuevo sistema y de sus efectos de las drogas de
abuso se realizaron los experimentos presentados en el ultimo capitulo de la
presente tesis.

En primer lugar mostramos como la activacion selectiva del TAAR1 tanto
parcial como total mediante los agonistas R05203648 y RO0526390
respectivamente, no induce efectos estimulantes contrariamente a como se ha
observado en otros agonistas no selectivos (p.e.: PEA). De forma significativa los
fuertes efectos estimulantes del la metanfetamina son bloqueados de forma dosis
dependiente mediante la activacion de dicho receptor. Ademas, mostramos como
agonista R0O5106017 es capaz de atenuar significativamente los efectos
estimulantes inducidos por la cocaina en ratones, a pesar de que no bloquear
completamente los efectos condicionados de incentivo, mediante un paradigma de
condicionamiento de preferencia de lugar inducida por cocaina. De forma muy

significativa la administracién del agonista parcial TAAR1, R05203648, reduce la
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autoadministracidon de cocaina en animales con consumo estable. Este farmaco fue
altamente eficaz reduciendo el consumo de cocaina a dosis que sin embargo,
fueron inocuas sobre la coducta operante para la obtencion de sacarosa.

El disefio y sintesis del agonistas parcial RO5203648 asi como de los
agonistas totales R05203648 y RO05106017 nos ha permitido explorar
directamente por primera vez los efectos del agonismo parcial/total sobre este
receptor en la autoadministraciéon de cocaina y en el condicionamiento de
preferencia de lugar inducida por esta droga. Estos agonistas muestran una alta
afinidad y potencia sobre el TAAR1 y un alta especificidad respecto a otros
receptores monoaminérgicos (Revel et al, 2011; Revel et al, 2012b) vy
transportadores como el DAT, SERT o NERT, ademas de unas propiedades
farmacocinéticas favorables para su uso in vivo. Estas propiedades contrastan con
los agonistas disponibles hasta el momento, como la iodotironamina (Panas et al,
2010).

Estudios previos han mostrado que la activacién de TAAR1 tiene gran
influencia sobre la transmisién dopaminérgica y es capaz de reducir ciertos efectos
inducidos por estimulantes. Por una parte, evidencias basadas en trabajos con
ratones mutantes Taarl-ko mostraron tasas de disparo espontaneas
considerablemente mas elevadas que controles en neuronas dopaminérgicas en el
VTA (Lindemann et al, 2008) sugiriendo que el TAAR1 es tonicamente activo y que
mediante esta constante actividad regula a la baja la frecuencia de disparo
dopaminérgica. Consistentemente con este trabajo, los agonistas enddégenos p-
tiramina y los agonistas selectivos RO5166017 y R05256390 reducen la tasa de
disparo de las neuronas dopaminergicas mesencefalicas (Lindemann et al, 2008;
Revel et al, 2011). En contraste, los antagonistas selectivos EPPTB y los agonistas
parciales R0O5203648 and R05263397 produjeron un aumento en la frecuencia
basal de disparo de estas neuronas dopaminérgicas (Bradaia et al, 2009; Revel et
al, 2012b). Existe evidencias que sugieren que la activacion de TAAR1 puede
modular la potenciacion de la transmision dopaminérgica inducida por
estimulantes psicomotores. Ratones taarl knockouts mostraron una potenciaciéon
en la elevacion de la DA extracelular en el estriado inducida por anfetamina

respecto a animales wild type asi como en la estimulacion locomotora.
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Contrariamente, animales en los que se sobreexpres6 el TAAR1 mostraron ser
hiposensibles a la anfetamina en sendos parametros (Lindemann et al, 2008).

Dado la localizacion propuesta del TAAR1 en sindpsis monoaminérgicas, la
activacion parcial de este receptor por la DA o la 5-HT no puede descartarse. La
actividad de en este receptor resultaria en la unién competitiva de varios ligandos
del TAAR1 correspondientes a su concentraciéon local formando mecanismos
complejos de feedback autoregulatorios en neuronas monoaminérgicas que
expresan TAARL. .Se ha postulado para estos receptores una funcién modulatora
de la actividad dopaminérgica a través de una interaccion funcional con los
transportadores de DA y con los receptores D2 (Bradaia et al, 2009; Lindemann et
al, 2008; Miller, 2011; Wolinsky et al, 2007; Xie et al, 2007a).

Los agonistas parciales pueden actuar como agonistas netos o antagonistas
dependiendo del nivel de activacién endogena del receptor y de los niveles de
neurotransmisores del entorno, razén por la que han sido denominados también
“estabilizadores” (Carlsson et al, 2004; Mailman and Murthy, 2010; Stahl, 2001).
Los agonistas empleados en los experimentos presentados en este capitulo,
bloquearon en roedores la estimulacion locomotora inducida por la administraciéon
de tanto cocaina como metanfetamina, sin producir por si mismo ningun efecto en
esta variable. Esta perfil difiere significativamente de la feniletilamina, TA que es
capaz de inducir una hiperactividad similar a la inducida por la anfetamina. El
hecho de que el agonista parcial RO5166017 sea capaz de suprimir la
hiperlocomocidn en ratones carentes de DAT, sugiere que el transportador de DA
no es necesario para inducir los efectos del TAAR1 sobre las funciones
relacionadas con la DA.

Estos experimentos han permitido determinar que el R05203648 es
ademas capaz de atenuar la autoadministracion de cocaina en ratas con un
historial estable de consumo, propiedad que contrasta con los efectos que tienen la
administracion de otros psicoestimulantes, que generalmente incrementan el
consumo de droga (Koob et al, 1987; Negus et al, 1996), sugiriendo un modo de
accion distinto. Ademas, los efectos sobre el consumo de sacarosa permiten
descartar que los efectos observados sobre el consumo de cocaina se deban a la

induccién de una disfunciéon motora o motivacional general.
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Los resultados obtenidos con este conjunto de agonistas TAAR1, permiten
mantener e reavivar el interés de los TAAR1 como dianas biolégicas para el
desarrollo de tratamientos para trastornos en los que la transmision
dopaminérgica es aberrante, como ocurre en el caso de la adiccion a
psicoestimulantes como la cocaina o la metanfetamina. El “efecto tampén” o
estabilizador de la transmision que se ha observado en estudios previos in vitro, ex
vivo e in vivo, como algunos de los mostrados en la presente tesis, subrayan dicho
potencial, tanto para atenuar la hiperactivacidn tras la ingesta aguda de la droga,
como para posiblemente para atenuar los efectos de la abstincia y reducir la
probabilidad de recaida en sujetos adictos. Pero este extremo es mera
especulacion. Futuros estudios seran necesarios para establecer los mecanismos
especificos de estos receptores y de su interelacion con los sistemas
monoaminérgicos asi como de su eficacia para la prevencidn del abuso de este tipo

de drogas a largo plazo.

in en este resultados sugieren un potencial terapéutico de estos agonistas
TAAR1 en el tratamiento del abuso de psicoestimulantes y dejan la puerta abierta
para futuros estudios que permitan comprender como estos receptores
antagonizan algunos de los efectos inducidos por los psicoestimulantes.

Los datos presentados apoyan la idea de que el desarrollo de farmacos que
actuen sobre el DAT y que muestren poco potencial de consumo podrian ser

efectivos para el tratamiento de la adiccidn a la cocaina.
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1.- El tratamiento con AHN-1055 tiene efectos estimulantes y potencia los efectos
estimulantes de la cocaina cuando ambas drogas son coadministradas.

2.- E1 AHN-1055 muestra una débil eficacia reforzante comparado con la cocaina
en un programa de refuerzo progresivo.

3.- El AHN-1055 bloquea de forma dosis-dependiente la autoadministracion de

cocaina sin afectar al consumo de sacarosa.

4.- En animales con un historial de consumo estable de AHN-1055 no se produce
una fuerte recaida de busqueda de droga tras dos semanas de abstinencia,
contrariamente a lo que se produce tras un historial comparable de consumo de

cocaina.

5.- A diferencia de lo que ocurre cuando la cocaina es sustituida por otros
psicoestimulantes de accion prolongada, el tratamiento sustitutivo con AHN-1055
produce la extincion del consumo de droga en ratas con una historia estable de

autoadministracién de cocaina.

6.- El tratamiento sustitutivo con AHN-1055 reduce considerablemente la recaida

de busqueda de droga inducida por una reexposicion a la cocaina.

7.- El patron de expresion de proteinas en la corteza prefrontal medial es analogo a
los efectos conductuales de busqueda de droga en el test de recaida. lLe.: el
tratamiento sustitutivo con AHN-1-055 bloquea el incremento en la expresiéon de

c-fos, BDNF y FADD inducido por cocaina.

8.- El JHW-007 no produce efectos estimulantes por si mismo.
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9.- El JHW-007 atenta de forma dosis-dependiente la estimulaciéon locomotora

inducida por la metanfetamina.

10.- El JHW-007 reduce el consumo de metanfetamina sin afectar el consumo de

sacarosa.

11.- EI JHW-007 incrementa la eficacia reforzante tanto de la metanfetamina como

de la sacarosa.

12.- El agonismo total del TAAR-1, mediante el RO5106017, inhibe la estimulacién
locomotora inducida por cocaina, pero no el condicionamiento de preferencia de

lugar.

13.- El agonismo parcial del TAAR1, mediante el compuesto R0O5203648, reduce el
consumo de cocaina de manera dependiente de la dosis en ratas con historial

estable de consumo.

14.- Tanto el agonismo total como parcial del TAAR1 mediante los compuestos
R05203648 y R0O5203648, respectivamente, que carecen de efectos cuando son
administrados solos, reducen los efectos estimulantes inducidos por

metanfetamina.

15.- El agonismo del TAAR-1 mediante los compuestos R0O5203648 y R05203648
incrementan la eficacia reforzante de la sacarosa utilizando programas de refuerzo

fijo y progresivo.
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