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ABREVIATURAS

AB: Acido benzoico
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SNpc: Sustancia Nigra pars compacta

SNpr: Sustancia Nigra pars reticulata

SNC: Sistema Nervioso Central

STN: Nucleo Subtalamico

TIC: Total ion current



RESUMEN

La Pasta Base de Cocaina (PBC) es una droga ilegal de abuso que se consume en
Uruguay desde el aio 2002. Esta clasificada como una cocaina fumable debido a que
contiene el alcaloide cocaina en su forma de base determinando asi un punto de
volatilizacién bajo y haciéndola sublimable. El consumo crénico de PBC genera una
fuerte y rapida dependencia, lo que conlleva un fuerte impacto en la salud de los
usuarios. Existen evidencias que indican que la velocidad con la que una droga alcanza
el cerebro aumenta significativamente la vulnerabilidad a su dependencia. Este hecho
resalta la importancia de la via de administracion en el consumo de PBC, dado que la
inhalacién pulmonar es una de las vias que facilita la llegada de la PBC al cerebro, lo
que podria explicar la rapida instauracién de la dependencia en sus consumidores. Sin
embargo, en el transcurso de estos afios hemos demostrado que la composicién
guimica es otro factor que debe ser considerado en los efectos farmacolégicos de la
PBC. En el mismo sentido, hemos instalado el concepto de que la presencia y cantidad
de adulterantes (activos) en la PBC podrian potenciar su accién farmacoldgica, siendo
cafeina uno de sus principales adulterantes. Sin embargo, hasta el momento de la
realizacion de esta tesis el factor composicidn quimica no habia sido testeado bajo la

misma via de administracidon que utilizan los usuarios.

En este contexto, esta Tesis propone en primer lugar, realizar un andlisis quimico de
muestras de PBC incautadas desde 2007 a 2014. En segundo lugar abordar el estudio
de la combinacién de dos factores importantes - la via de administracién, inhalacién
pulmonar y el contenido quimico - en el efecto estimulante y neuroquimico de
diferentes muestras de PBC incautadas en el Uruguay. En tercer lugar, estudiar el papel

de la cafeina en ambos efectos, asi como su efecto per se por la via inhalada.

Los resultados obtenidos del analisis quimico de muestras de PBC demostraron la
existencia de una gran variabilidad en la pureza y composiciéon de las mismas, siendo
cafeina, fenacetina y, en menor medida, aminopirina los adulterantes encontrados. A
su vez, se detectd la presencia de trans y cis-cinnamoilcocaina en todas las muestras,

lo que confirma que todas ellas correspondian a PBC.



Los resultados comportamentales y neuroquimicos demostraron la capacidad de la
PBC volatilizada de generar un efecto estimulante y de incrementar significativamente
los niveles de DA extracelular en el NAcc shell. A su vez, se evidencid la capacidad
potenciadora de la cafeina en ambos efectos. Por su parte, cafeina volatilizada indujo
per se un efecto estimulante dosis-dependiente y un incremento significativo en los

niveles de DA extracelular en el NAcc shell.

El conjunto de resultados de este trabajo aportan informacién relevante que
demuestra la incidencia de la via de administracién junto al de la composiciéon quimica
en el efecto farmacolégico de PBC. A su vez, contribuyen al conocimiento sobre la

dinamica del trafico de PBC y al impacto de la PBC en la salud de sus consumidores.



INTRODUCCION

|. ANTECEDENTES GENERALES

1. PASTA BASE DE COCAINA

La Pasta Base de Cocaina (PBC) es una droga ilegal de abuso que aparece circunscrita a
principios de la década de los 70 al area Andina en paises como Peru, Colombia y
Bolivia y que se instala en el Uruguay a partir de afio 2002. A pesar de ser una de las
drogas menos consumidas en el Uruguay (1.1 % - prevalencia de vida), respecto a otras
drogas de abuso, genera un gran impacto en la salud de los individuos que la
consumen y en su entorno. Se concentra en dreas geograficas y socioecondmicas de
bajos recursos, alcanzando un consumo del 4 % en algunas zonas de Montevideo (JND
2006; JND 2012). La PBC es una droga psicoestimulante que se obtiene como producto
intermedio en el proceso de extraccidn y purificacion del alcaloide cocaina a partir de
las hojas de coca del arbusto Erythroxylum coca. En este proceso existen varias etapas
de purificacién y refinamiento, las cuales finalizan generalmente con la obtencién de

cocaina en su forma de clorhidrato (Figura 1).

HoJA DE cOCA PASTA BASE DE CLORHIDRATO DE COCAINA CRACK
“ERYTHROXYLUM COCA” CocAiNA

Figura 1. Esquema de las diferentes formas de consumo de cocaina. Se muestra que PBC
constituye un producto previo en el proceso de elaboracién y purificacién del alcaloide cocaina
en su forma de clorhidrato, a diferencia del crack (otra cocaina fumable) que es un producto
posterior a este.

La produccion de PBC se realiza generalmente mediante la maceracién de las hojas de
coca en una solucién con acido sulfurico, amoniaco u otros productos alcalinos vy
solventes organicos como kerosene y gasoil. Finalizado este proceso, la PBC tiene la
apariencia de un polvo de consistencia pastosa y color blanco, amarillento o

amarronado (Figura 2), conteniendo porcentajes variables de cocaina en su forma de



base e impurezas que surgen del procesamiento quimico como por ejemplo, impurezas
provenientes de los solventes y otros metabolitos de la planta (EISohly y cols. 1991;

Castano 2000; JND 2007).

Figura 2. Muestra representativa de la variedad de colores que presentan las diferentes
muestras de PBC. Estas muestras corresponden a incautaciones realizadas en Uruguay entre
2014y 2015.

A su vez, como todas las drogas ilicitas, la PBC se vende con el agregado de sustancias
adulterantes. Los adulterantes son sustancias agregadas con el fin de aumentar el
volumen de la droga principal, imitar o potenciar su accién. Existen adulterantes
inactivos y activos. Los adulterantes inactivos o diluyentes son aquellas sustancias
utilizadas exclusivamente con el fin de aumentar el volumen de la droga y asi
aumentar el rédito econdmico del que las vende. En general no poseen un gran
impacto sobre la salud del consumidor, siempre qué estén agregados a bajas dosis. Los
mas utilizados son la lactosa, manitol, talco y polvo de ladrillo (Gostic y cols. 2009;
Evrard vy cols. 2010). Estas sustancias son baratas, facilmente accesibles vy
generalmente legales. Por otra parte, los adulterantes denominados activos poseen la
capacidad de imitar o potenciar los efectos de la droga y/o facilitar su administracion
(Brunt y cols. 2009; Cole y cols. 2011; Broséus y cols. 2016). Los estudios realizados
demuestran que los adulterantes activos son generalmente aquellas sustancias con
una facil disponibilidad, siendo la cafeina, fenacetina, levamisol y lidocaina alguno de
los mas comunmente encontrados en las drogas ilegales de abuso, tales como cocaina
clorhidrato, metanfetamina, ecstasy, heroina, etc. (Evrard y cols. 2010; Chang vy cols.

2010; Cole y cols. 2011; Broséus y cols. 2016; Vidal Giné y cols. 2016).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vidal%20Gin%C3%A9%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27129144

2. TIPOS DE MUESTRAS DE PBC

La PBC se comercializa principalmente bajo cuatro formas: “ladrillo” para el trafico
internacional, “tiza” y “roca” para el trafico nacional y “gota” o “chasqui”, que es la

forma que se vende dosificada al consumidor (Figura 3).

Figura 3. Muestras representativas de PBC en su formato ladrillo (A), tiza (B), roca (C) y gota
(D).

Si bien es dificil constatar exactamente la cantidad que contiene cada muestra, se
considera que cada gota posee entre 0,2 a 0,5 gramos de PBC (Pascale y cols. 2010). Se
estima que los consumidores dependientes de PBC alcanzan a consumir mas de 20
dosis por dia, lo que daria un consumo diario de hasta 10 gramos, una cantidad
importante si se considera que entre los consumidores de cocaina (clorhidrato) el
maximo suele estimarse entre 2-3 gramos por dia. Se piensa que el alto consumo de
dosis por dia esta asociado a la corta duracién del efecto que produce la droga, el cual
es seguido por una profunda angustia y disforia en los consumidores, sensaciones que

intentan evitar mediante el continuo consumo de la droga (Pascale y cols. 2014).

3. DEPENDENCIA A PBC

La dependencia o adiccidén a drogas de abuso es una enfermedad crdénica del cerebro
caracterizada por el consumo y la busqueda compulsiva de la droga, la pérdida del
autocontrol y la aparicion de un estado emocional negativo (disforia, ansiedad,
irritabilidad), cuando es impedido el acceso a la droga (Koob y Volkow 2010). La
vulnerabilidad a la recaida puede persistir durante afios de abstinencia, lo que implica
que, a largo plazo, la adiccidon cause cambios perdurables en la funcidn cerebral, como
resultado del consumo crénico de la droga (Volkow y Baler 2014). Para la mayoria de

las drogas de abuso, es importante mencionar que no todos los individuos que se



exponen a su consumo desarrollan dependencia a la sustancia. Por lo tanto, la
exposicion a largo plazo a las drogas es una condicién necesaria, pero no suficiente
para desarrollar dependencia. En el caso especifico de PBC, hasta nuestro
conocimiento no existen trabajos publicados que reporten un consumo recreacional o
esporadico de PBC. Unicamente se ha reportado que el 53 % de quienes consumieron
PBC en el ultimo afo presentan signos de dependencia. Dicha relacidon es
extremadamente alta en comparacion con otras drogas de abuso (34 % para cocaina;
16,6% para marihuana; 5,5 % para alcohol), posicionando a PBC como la droga de
abuso con el mayor potencial adictivo de nuestro pais (JNC 2012). Los ultimos datos de
la Junta Nacional de Drogas (2015) muestran que el 58,6 % de las consultas realizadas
a los centros de asistencia a consumidores son debido al consumo de PBC (JND 2015).
Este dato sefiala una mayor percepcién de riesgo de parte de los usuarios de PBC en

relacién a otras drogas de abuso.

Factores genéticos, epigenéticos, ambientales y alteraciones en el Sistema Nervioso
Central (SNC) durante el desarrollo juegan un rol fundamental en la vulnerabilidad a la
adiccion a drogas (Volkow y cols. 2011; Volkow y Baler 2014). Tampoco se conoce aun
cuales son los mecanismos que expliquen la transicién entre un consumo recreacional

y/o abusivo y un consumo dependiente.

En particular, el fendmeno del consumo de PBC en Uruguay data del 2002 por lo que
existen escasos datos epidemioldgicos que senalen los factores de vulnerabilidad
especificos que inciden en el fendmeno de la PBC. Sin embargo, datos proporcionados
por el Centro Asistencial y de Referencia en Drogas “Portal Amarillo”, indican que
factores socio-econdmicos y ambientales, co-morbilidad con trastornos afectivos vy
antecedentes de consumo de familiares, son algunos de los encontrados (Triaca y cols.

20009).

3.1. CoNsumo DE PBC Y PERFIL CLINICO CARACTERISTICO

La PBC es una forma bdasica de cocaina, que a diferencia del clorhidrato de cocaina
posee un punto de volatilizacién bajo. Esta propiedad le confiere la capacidad de ser
fumada, definiéndose asi, al igual que el crack, como una cocaina fumable. La PBC se

consume mediante pipas u otros dispositivos similares como latas o inhaladores, y
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puede fumarse mezclada con otras drogas como tabaco y marihuana en forma de

cigarrillo (Castafio 2000; Pascale y cols. 2014).

La via de administracién inhalatoria determina que la PBC volatilizada se absorba vy
alcance el SNC en pocos segundos, generando un potente y veloz efecto euforizante y
psicoestimulante (Samaha 2005; Lizasoain y cols. 2002). En esta etapa inicial de euforia
se produce un flash placentero e intenso de corta duracion acompafado de una
disminucion de las inhibiciones, cambios en los niveles de atencidn, hiperexcitabilidad
e hipersensibilidad sensorial (olfatoria, auditiva). Ademas existen alteraciones
psicomotrices (hipertonia muscular y estereotipias), aumento de la presion arterial,
temperatura corporal, frecuencia respiratoria y cardiaca. Luego de algunos minutos
esta etapa de euforia cae bruscamente y es reemplazada por una marcada angustia,
ansiedad e inseguridad, seguido de una profunda depresién (en ocasiones con ideacién
suicida), apatia e indiferencia sexual. Esta etapa de disforia lleva a que el individuo
posea un deseo incontrolable por seguir consumiendo, desencadenando el fenémeno
de busqueda de la droga o craving (Pérez 2003; Pascale y cols. 2010; Pascale y cols.

2014).

Con el consumo crénico de PBC se establece una rapida y fuerte dependencia asociada
a una marcada disminucion del peso corporal, con anorexia, irritabilidad y alteraciones
tanto en algunas funciones cognitivas (atencién, memoria, razonamiento) como en el
ciclo sueno-vigilia. A su vez, los consumidores pueden presentar un alto nivel de
impulsividad y agresividad asi como la rotura de los cédigos sociales con el fin de
obtener la droga, al mismo tiempo que la aparicion de psicosis paranoide y
alucinaciones. Estas alteraciones establecen un perfil clinico caracteristico de los
consumidores de PBC, el cual se diferencia del observado luego del consumo crénico

de cocaina clorhidrato (Castafio 2000; JND 2006; Pascale 2014).

3.2. Via DE ADMINISTRACION DE LA PBC

La inhalacién de sustancias en su forma volatilizada es una via de administracién
extremadamente potente, que se caracteriza por la absorcion rapida y efectiva de la
droga desde la mucosa nasal y los extensos capilares alveolares pulmonares, al flujo

sanguineo. La inhalacion resulta en un inmediato aumento de los niveles de la droga

11



en sangre arterial, accediendo directamente al cerebro, al tiempo que se evita el

primer pasaje hepatico y la consecuente metabolizacién de la droga.

Se sabe que las diferentes vias de administracidon de cocaina (oral, esnifada, fumada o
intravenosa) producen patrones farmacocinéticos diferenciales, lo que repercute de
manera notable en los efectos conductuales que produce. La Figura 4 muestra las
diferencias temporales de las concentraciones plasmaticas de cocaina luego de la

administracion de dosis equipotentes de cocaina por sus diferentes vias de

administracion a voluntarios sanos.
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Figura 4. El grafico representa las variaciones temporales en los niveles plasmaticos de
cocaina en humanos, administrada a dosis equimolares y a través de diferentes vias. Tomado

de Lizasoain y cols. 2002.

Como se puede observar, la absorcidn por la mucosa nasal, después de esnifar, y la
absorcién a través del tracto digestivo, luego de su administracién oral, es similar y
mas lenta que cuando la cocaina es fumada o administrada por via intravenosa. Las
vias de administracién fumada e intravenosa son consideradas las mas rdpidas, dado
gue inducen un rdpido aumento de los niveles plasmatico de la cocaina, produciendo
un pico a los 30 minutos, a diferencia de las vias de administracién intranasal u oral, las
cuales alcanzan sus maximos valores recién a los 60 y 120 minutos, respectivamente
(Lizasoain vy cols. 2002). Para el caso de PBC aun no hay evidencias reportadas que

muestren la biodisponibilidad de la droga o sus componentes en plasma o en cerebro.
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Sin embargo, dado que la PBC es una forma fumable de cocaina, los datos de cocaina
fumada de la Figura 4 podrian extrapolarse a lo correspondiente para PBC, explicando
en cierta manera, el patron de consumo de los usuarios. La forma fumada de cocaina
puede ser eficaz en su efecto, aunque menos eficiente, dado que posee baja
biodisponibilidad en relaciéon a las diferentes vias de administracion. La diferencia
entre la biodisponibilidad de la cocaina fumada y la administrada por la via intravenosa
podria adjudicarse a que durante la volatilizacion no se aspira la mayor parte del humo
generado, y de lo aspirado no todo se absorbe, existiendo una buena parte del humo
gue se vuelve a expirar. Ademads, podria haber una incompleta volatilizacién de la

cocaina fumada o a una mayor destruccion por la pirolisis.

Existen evidencias clinicas y preclinicas que sugieren que cuanto mayor es la velocidad
con la cual una droga accede al SNC, mayor es el riesgo de abuso de dicha sustancia y
su poder adictivo, aunque aun no estan del todo claras las razones de este fendmeno
(Samaha y Robinson 2005; Volkow y cols. 2011). Se ha argumentado que ésta puede
ser la razén por la que el crack, otra cocaina fumable, es mas adictiva que la cocaina
esnifada (Hatsukami y Fischman 1996). En base a esto, la Figura 5 muestra la severidad
de la dependencia de la cocaina consumida por tres vias diferentes: intranasal, fumada
e inyectada, en comparacién con otras dos drogas altamente adictivas como son la

heroina y la anfetamina o metanfetamina (Gossop y cols. 1992).

SDS score

Injected Smoked Intranasa

Figura 5. Relacion entre la via de administracion y la severidad de dependencia producida por
cocaina, anfetamina y heroina. La puntuacion total de la escala de severidad de dependencia
(SDS) fue calculada en base a cinco elementos, cada uno de los cuales se puntud en una escala
de cuatro puntos (0-3). Tomado de Gossop y cols. 1992.
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Se puede observar que la inhalacidn pulmonar es la via que induce un mayor grado de

severidad en relacién a la dependencia.

4. COCAINA: MECANISMO DE ACCION

La cocaina, un alcaloide tropdnico, es un estimulante del SNC, un supresor del apetito y
un anestésico local. Especificamente, la cocaina es considerado un agonista
dopaminérgico indirecto, el cual se une con gran afinidad al transportador de
dopamina (DAT), bloquedndolo e inhibiendo de esta forma la recaptacion de la
dopamina (DA; Figura 6). Este bloqueo resulta en un aumento de la disponibilidad del
neurotransmisor en la hendidura sindptica, aumentando la actividad dopaminérgica,
particularmente en el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico, el cual forma parte
del circuito motivacional o de recompensa (ver mas adelante). Este sistema estd
conformado por las neuronas dopaminérgicas ubicadas en el drea tegmental ventral
(ATV) y sus proyecciones hacia el nucleo accumbens (NAcc) y corteza prefrontal (CPF)
(Carboni y cols. 1989; Lizasoain y cols. 2002; Nestler 2005). Es la estimulacion
dopaminérgica la responsable de la mayoria de los efectos inducidos por la cocaina,

tanto psicomotores como reforzadores (Moratalla 2008, Volkow vy cols. 1995).

Transportador de

por la cocaina

Neurona
transmisora

Cocaina

Intensidad del efecto

Figura 6. Mecanismos de accién de la cocaina. La cocaina inhibe la recaptacién de dopamina
uniéndose al DAT e inhibiendo su actividad, aumentando asi la disponibilidad de ésta en la
hendidura sindptica y promoviendo su transmision via receptores dopaminérgicos.
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La cocaina también bloquea la recaptacién de otras monoaminas como la serotonina y
la noradrenalina, aunque el sistema dopaminérgico es el principal sustrato neuronal de
los efectos reforzadores de la conducta adictiva inducida por cocaina, al igual que de la

mayoria de las drogas de abuso (Di Chiara e Imperato, 1988; Moratalla 2008).

Algunos estudios sugieren que la velocidad con que la droga accede al cerebro es un
factor muy importante para generar sus efectos reforzadores (Volkow y cols. 2011). Se
ha demostrado que las diferentes vias de administracion de cocaina producen un
efecto recompensante diferente, medido en niveles equivalentes al bloqueo del DAT.
Cuando la cocaina entra rdpidamente en el sistema (fumado o intravenosa) produce
efectos subjetivos mas fuertes (ej. “high” y “liking”) en comparacién a cuando ingresa
al sistema por una via mas lenta (esnifada) (Hatsukamiy Fischman 1996; Volkow vy cols.
2000). Estos resultados indican que las diferencias en los efectos reforzadores y
subjetivos de la cocaina en funcién de la via de administracién no se deberian a
diferencias en el nivel alcanzado del bloqueo de DAT, sino que en la velocidad con la

que la droga alcanzan el cerebro (Volkow y cols. 2000).

Otros estudios apuntan que las diferencias en la velocidad a la que se administra una
droga determina la capacidad de producir el fendmeno de sensibilizacién
comportamental (Samaha y Robinson 2005). Este fendmeno refleja los cambios
plasticos y duraderos en las areas que integran el circuito motivacional, como son la
CPF, el NAcc y el ATV, asociadas al proceso adictivo (Pierce y Kalivas 1997). Existen
resultados que muestran que los procesos neuroadaptativos iniciados por drogas
adictivas son sensibles a la velocidad a la cual son administradas. Debido a esto,
algunos autores postulan que la razén por la cual es importante la velocidad de
absorcidén de las drogas en el desarrollo de la adiccion estaria relacionada con la
capacidad de inducir formas de plasticidad neuro-conductual que contribuyen al uso

compulsivo y excesivo de las drogas (Samaha y Robinson 2005).

Tomando en cuenta todas éstas evidencias, se ha reportado que la via de
administracion de la PBC podria explicar el perfil clinico observado en los
consumidores el cual parece establecerse mas rapido e intensamente que el

observado en las personas adictas a cocaina clorhidrato (Ferrando y cols. 2009), sin
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embargo, hasta la fecha no existen estudios preclinicos que reporten efectos de la PBC

bajo la via inhalada y que puedan colaborar con la interpretacion a nivel clinico.

Estudios clinicos de imagenologia molecular (SPECT), han demostrado la presencia de
hipoactividad acentuada en circuitos prefrontales-subcorticales, estructuras limbicas y
corteza de asociacién relacionada en pacientes adictos a PBC durante el consumo
activo. Dichas alteraciones probablemente corresponden a fendmenos de
neuroadaptacién inducidos por el desbalance dopaminérgico provocado por el
consumo cronico de la droga. Los trastornos funcionales acentuados en la corteza
prefrontal podrian relacionarse con predisposicion a la conducta agresiva,
particularmente durante el consumo o en la abstinencia relativamente precoz

(Ferrando y cols. 2009).

5. SUSTRATO NEUROBIOLOGICO DE DROGAS DE ABUSO

Las dreas cerebrales que conforman los ganglios basales son los sustratos neurales
claves que controlan la actividad motora (efecto psicoestimulante) y el aprendizaje
asociativo al efecto recompensante de las drogas de abuso. Disfunciones en el sistema
de ganglios basales lleva a patologias tan devastadoras como la enfermedad de
Parkinson, la Corea de Huntington, en los que el control motor se ve seriamente
afectado, y a la adiccion de drogas de abuso (Albin y cols. 1989; Graybiel 2000;
Wickens y cols. 2003; Hyman y cols. 2006). Regiones como el ATV (en particular el
sistema dopaminérgico) y el NAcc, que conforman el mencionado circuito motivacional
conjuntamente con otras regiones cerebrales (CPF, Amigdala, hipocampo, etc.),
poseen un solapamiento funcional en el control motor dado que pertenecen al sistema
de ganglios basales en los que el estriado dorsal y la sustancia nigra pars compacta
poseen un rol relevante. Sumado a esto, tanto el efecto euférico o psicomotriz
inducido por drogas psicoestimulante, asi como la respuesta motivacional por el
consumo, conlleva un componente motor, de busqueda de la droga hasta su
obtencién, que implica la confluencia en la activacién de las mismas regiones

cerebrales, situacién dificil de discriminar experimentalmente.
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En particular, las bases neurobioldgicas del efecto reforzador de las drogas de abuso
incluyen a regiones y sistemas que integran el circuito motivacional o de recompensa
(Kalivas y Volkow 2005; Koob y Volkow 2010), el que participa especificamente en la
atribucion de saliencia (valor o importancia) a un estimulo determinado, y en la
modulacion de la respuesta conductual frente al mismo. Es asi que este circuito resulta
clave en el inicio y mantenimiento de respuestas conductuales vinculadas con los
reforzadores naturales (comida, sexo), asi como también con los efectos psicoactivos

de drogas de abuso (Fernandez-Espejo 2002; Kalivas y Volkow 2005).

El circuito motivacional incluye un conjunto de regiones interconectadas, disefiadas
para optimizar la respuesta conductual frente a la recompensa y a asociaciones
aprendidas con el efecto recompensante de la droga (Figura 7). A su vez, compromete
varios sistemas de neurotransmisién (dopaminérgico, GABAérgico, glutamatérgico y

peptidérgico), dentro de los que el dopaminérgico destaca particularmente.

Y

. PFC
PFC (medial OFC) B (ACC, inferior PFC,

Salience attribution dIPFC, lateral OFC)
Conditioning
A Inhibitory control
Decision making
Planning
Y £ Y
Insula ACC Nac VTA Amygdala
> hippocampus
Introspection Reward 14 Stress reactivity
Mood
Y Conditioning
Dorsal striatum Habenula
Habits, drive, action Anti-reward

Figura 7. El esquema muestra la relacion funcional entre las regiones que conforman el
llamado circuito motivacional o de recompensa. NAc, nucleo accumbens; VTA, drea tegmental
ventra; PFC, corteza prefrontal; OFC, corteza orbitofrontal; ACC, corteza cingulada anterior;
dIPFC, PFC dorsolateral. Tomado de Volkow y Morales 2015.

El ATV es una de las principales regiones involucradas en las propiedades reforzadoras
de las drogas de abuso, conteniendo entre un 60 y 65 % de neuronas dopaminérgicas.

Estas neuronas proyectan y modulan la amigdala, el NAcc y la CPF, formando el
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sistema dopaminérgico mesocorticolimbico, involucrado en el control de la emocion, el
comportamiento, la recompensa y la cognicién (Fernandez-Espejo 2002; Koob vy
Volkow 2010). La liberacién de DA por parte de las neuronas del ATV sobre el circuito
se da como respuesta a eventos motivacionalmente relevantes (Robinson y Berridge
1993). Esto promueve el inicio de respuestas comportamentalmente adaptativas, las
cuales facilitan los cambios celulares que establecen asociaciones aprendidas con el
estimulo (Jay 2003). De esta manera, el organismo puede emitir mas eficazmente una

respuesta adaptativa del comportamiento cuando el estimulo se repite.

La amigdala constituye una estructura critica en la determinacion del valor
motivacional y afectivo de un estimulo asociado a un evento relevante. Su conexion
con el NAcc puede estar relacionada con la saliencia otorgada a un evento asociado
con la recompensa, como puede ser la presencia o ausencia de la droga (Cleck y Blendy
2008; Kalivas y Volkow 2005). La amigdala extendida (nucleo central de la amigdala y
nucleo de la stria terminalis) también participa de este sistema, aunque de manera
indirecta a través de sus conexiones con el ATV. La liberacion de GABA y péptidos
como el factor liberador de corticotropina sobre el ATV aporta informacion sobre
estrés y aspectos ambientales e interoceptivos de valencia negativa (Cleck y Blendy

2008).

Por su parte, el NAcc es un sitio fundamental en la mediacién de los efectos
reforzadores de estimulos psicomotores, y se caracteriza por ser una estructura
heterogénea conformada por dos subregiones anatémica y funcionalmente distintas:
una regién medial y ventral denominada shell y una regién mas lateral denominada
core (David y cols. 1998). El NAcc shell es un nucleo importante en la modulacién del
valor motivacional de un estimulo y contribuye en establecer asociaciones entre
estimulos motivacionales y percepciones ambientales concurrentes (Bassareo y Di
Chiara 1999; Sellings y Clarke 2003). Por otro lado, el NAcc core media la expresiéon de
comportamientos aprendidos en respuesta a contextos que predicen estimulos

motivacionalmente relevantes (Ito y cols. 2000; Kalivas y Volkow 2005).

Mientras que la amigdala esta involucrada en los comportamientos motivados por el

miedo y el NAcc en aquellos comportamientos mediados por la recompensa, la CPF no
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tiene una mayor vinculacién con la determinacion de si un estimulo es positivo o
negativo (Kalivas y Volkow 2005). Esta estructura es reclutada por estimulos
motivacionalmente relevantes, asi como por sefiales que predicen dichos estimulos, y
determina la realizacién e intensidad de la respuesta conductual (Breiter y cols. 1997).
Conjuntamente con los aferentes dopaminérgicos, la activaciéon de la CPF por los
estimulos recompensantes esta fuertemente influenciada por la predictibilidad de

dicha recompensa (Berns y cols. 2001; Volkow y cols. 2003).

5.1. RELEVANCIA DE LAS NEURONAS DOPAMINERGICAS DEL ATV

Las neuronas dopaminérgicas localizadas en el ATV y que proyectan al NAcc juegan un
rol clave en el procesamiento de los estimulos relacionados con la recompensa,
incluidos aquellos asociados con las drogas de abuso (Wise 2008). A pesar de que las
drogas adictivas presentan una gran diversidad molecular y actian sobre diversos
receptores y estructuras, existe una propiedad comun, que es que luego de su
administracién aguda, aumentan la liberacidon de DA en el NAcc (Di Chiara e Imperato,
1988; Robinson y Berridge 1993; Di Chiara, 2002; Fernandez-Espejo 2002; Kalivas y
Volkow 2005). Se postula que las drogas de abuso imitan las descargas fasicas de las
neuronas dopaminérgicas que llevan a un aumento rapido de DA y por lo tanto al
mecanismo a través del cual el cerebro realiza las sefiales de recompensa (Volkow vy

Morales 2015).

Las neuronas dopaminérgicas del ATV descargan tanto de forma ténica (1-8 Hz) como
transitoriamente (<500 ms) de forma fasica (>15 Hz), siendo esta ultima la que
produce mayores aumentos de DA. Aunque en un principio se creia que las sefales
dopaminérgicas estaban relacionadas con la recompensa, estudios mas recientes han
revelado que estaria mas relacionada con la prediccién de la recompensa.
Especificamente, estos resultados han demostrado que las descargas fasicas de DA se
desencadenan por sefales que predicen una recompensa, mientras que permanecen

apagadas frente a una recompensa inesperada o novedosa (Volkow y Morales 2015).

Las neuronas del ATV proyectan predominantemente al NAcc, donde la DA interactua
con los receptores de DA D; y D,, expresados principalmente en las neuronas

espinosas medianas (NEMs). Las NEMs que expresan los receptores D, proyectan sus

19



sefiales a través de la via directa del estriado, mientras que aquellos que expresan los
receptores D, lo hacen por medio de la via indirecta. Las vias directas e indirectas
tienen papeles distintos en la modulacidon de la recompensa y la motivacién. La via
directa estd asociada con la recompensa, mientras que la indirecta esta asociada con el
castigo (Hikida y cols. 2010; Kravitz y cols. 2012). Debido a esto, la estimulacion de los
receptores de DA de la via directa median directamente la recompensa, mientras que
la inhibicién mediada por los receptores de DA de la via indirecta se oponen a las
respuestas aversivas. Esto podria explicar porque se obtiene la maxima recompensa de

una droga cuando la DA se une tanto a los receptores D; como D,.

Para que una droga produzca un efecto reforzador, esta tiene que producir aumentos
grandes y rapidos de DA para poder estimular tanto los receptores D, de baja afinidad
como los D,, activando asi la via directa e inhibiendo la indirecta. Esto podria explicar
porque las vias de administracion que logran niveles mas rapidos y altos de droga en el
cerebro (como la via inhalatoria) son mas reforzadores y adictivos que aquellas drogas

con una via de administracion mas lenta (Volkow y Morales 2015).

Los aumentos de DA que son lo suficientemente grandes para activar los receptores
D;, como aquellos inducidos por drogas de abuso en el NAcc, pueden inducir
aprendizaje asociativo (Zweifel y cols. 2009). De esta forma, se genera un
condicionamiento de los estimulos (contextuales y ambientales) asociados con la
droga, que los hace ser capaz de estimular la liberacion de DA del ATV hacia el NAcc. Se
cree que el aumento de DA producido por estos estimulos asociados a la droga refleja
la expectativa de recibir una recompensa. Estas respuestas condicionadas estan
mediadas por las neuronas glutamatérgicas provenientes de la amigdala, el hipocampo
y la CPF que proyectan sobre las NEMs. El aumento de los niveles de DA luego de la
exposicién a un estimulo condicionado asegura que el individuo tenga la motivacién
para realizar los comportamientos necesarios para obtener el reforzador, ya sea este

uno natural o farmacolégico.
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Il. ANTECEDENTES PARTICULARES

1. ComPOSICION QUIMICA DE MUESTRAS DE PBC INCAUTADAS EN EL URUGUAY

Interesados en los factores que podrian explicar los efectos farmacoldgicos inducidos
por la PBC, en primera instancia se evalud el rol de la composicidon quimica. Para llevar
a cabo este estudio, se realizd un analisis del contenido quimico de 10 muestras de
PBC provenientes de incautaciones policiales en Montevideo entre el 2007 y 2010
(Tabla 1). Estas muestras fueron proporcionadas por el Instituto Técnico Forense, con
la autorizacion de la Junta Nacional de Drogas y el Ministerio de Salud Publica. Es
importante destacar que éstas eran muestras que potencialmente iban a ser
consumidas por el usuario de PBC. El analisis se realizé en la Plataforma de
Cromatografia de Alta resolucion del IIBCE en colaboracién con el Polo Tecnoldgico de
Pando (Facultad de Quimica, Udelar), mediante el uso de las técnicas de cromatografia

de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) y cromatografia liquida de alta

resolucién con deteccidn de arreglo de diodos (HPLC-DAD).

Muestras Cocaina base Cis-cinamoil Trans-cinamoil

de PBC (%) cocaina (%) cocaina (%)
PBC 1 689 =36 18=x02 06=0.2 150=+0.1
PBC 2 67412 4202 19+02 140=02
PBC 3 593 = 0.6 09=x02 04+02 140=+=0.1
PBC 4 599+ 45 10x02 14+02 140x05
PBC 5 68220 Nd Nd 1.0x05
PBC 6 502+1.0 Nd Nd 10+=05
PBC 7 207 x02 Nd Nd 10305
PBC 8 646 02 Nd Nd 1590 =15
PBC 9 484 02 Nd Nd 0.0x00
PBC 10 553 =02 Nd Nd 150 =10.5
Cocaina 896 =00 - - -
Cafeina - - - 100.0 £ 0.0

Tabla 1. Andlisis cuantitativo de 10 muestras de PBC realizado por HPLC-DAD. Los datos estan
expresados como Medias + EEM. La cuantificacion de cocaina, cis y trans-cinamoilcocaina y
cafeina se realiz6 tomando como referencia soluciones estdndares de cada una de las
sustancias. Nd: no determinado. Tomado de Prieto y cols. 2012.
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De acuerdo a lo esperado, el anadlisis realizado determind que cocaina (en su forma de
base) fue el principal alcaloide presente en la PBC, y su contenido varié entre un 20y
70 %. También se encontraron otros alcaloides presentes en la planta de coca, tales
como la ecgonina y la trans y cis-cinamoilcocaina, los cuales aparecieron en un muy
bajo porcentaje (0.1 - 4 %) en relaciéon con la cocaina (Lopez-Hill y cols. 2011). La
presencia de estos alcaloides son indicativos de que la muestra incautada es pasta
base de cocaina, dado que se pierden en el proceso de purificaciéon y refinamiento
hasta la obtencién del clorhidrato de cocaina (Figura 1). La composicién hallada
coincidié con la descrita para muestras incautadas de PBC provenientes de Perd y

Colombia y analizadas en los respectivos paises (EISholy y cols. 1991).

Dado que las drogas de abuso se venden frecuentemente adulteradas se analizd la
presencia de adulterantes en las muestras de PBC incautadas. Cafeina fue el Unico
adulterante encontrado y su contenido varié entre 1 y 15 %. Cafeina suele ser usada
como adulterante en drogas ilicitas principalmente por su caracter legal (lo que la hace
mas facil de conseguir), su bajo costo y acciéon psicoestimulante (Cole y cols. 2011).
Cabe destacar ademas que la cafeina tiene la capacidad de ser volatilizada (Gostic y

cols. 2009), hecho que explica su uso como adulterante en las muestras de PBC.

Si bien estos estudios nos permitieron tener una primera aproximacién del contenido
quimico presente en las muestras de PBC del Uruguay, el ndmero de muestras
analizadas fue poco numeroso, por lo que fue necesario continuar con el analisis de
nuevas incautaciones con mayor numero de muestras para obtener un mejor correlato

de la composicion de las PBC consumidas en el Uruguay.

2. CAFEINA: MECANISMO DE ACCION

La cafeina, un alcaloide del grupo de las xantinas, es la droga psicoactiva mds popular
del mundo. La razén de su popularidad se encuentra en sus propiedades
psicoestimulantes y en la ausencia de importantes efectos secundarios negativos luego
de su consumo agudo y crénico (Fisone y cols. 2004). Debido a esto, no existen
restricciones sobre el consumo de cafeina y no se encuentra clasificada como droga de

abuso en la DSM-IV (Fredholm y cols. 1999). Sin embargo, algunos autores han
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sefialado a la cafeina como una “droga de abuso atipica” y la posibilidad de que el
abuso, la dependencia y la abstinencia a la cafeina deberian ser afadidos a los
manuales de diagndstico, ha sido considerado seriamente (Daly y Fredholm 1998;

Hughes y cols. 1998).

La cafeina es un antagonista competitivo no selectivo de los receptores de adenosina y
produce su efecto psicoestimulante contrarrestando los efectos tdnicos de la
adenosina enddgena (Fredholm vy cols. 1999; Ferre 2016). El efecto psicoestimulante
depende en gran medida de la capacidad de la adenosina de modular la funcién de
multiples sistemas de neurotransmisores, dentro de los que destaca el sistema
dopaminérgico. La adenosina se une a cuatro tipo de receptores metabotropicos (A,
Ayn, A ¥ Asz), siendo los receptores A; y Ay los que presentan una mayor afinidad, y
sobre los cuales la cafeina ejerce sus principales efectos (Ferre 2010). Estos dos
receptores tienen efectos farmacoldgicos opuestos: la activacion de los receptores A;
reducen los niveles de AMP ciclico, produciendo un efecto inhibitorio, mientras que la
de los receptores A,x los aumentan, generando un efecto excitatorio (Londos y cols.

1980; Astrid y cols. 1992; Fisone y cols. 2004).

El patréon de distribucion en el cerebro de los receptores A; y Ay, difiere notablemente.
La mayoria de los receptores de adenosina A; se encuentran localizados en las
terminales pre-sindpticas de numerosas regiones del cerebro, donde al ser estimulados
por adenosina inhiben la liberacién de varios neurotransmisores, dentro de los que se
encuentran la DA, el glutamato vy la acetilcolina (Fredholm y cols. 1988; Solinas vy cols.
2002). Se cree que la inhibicién producida sobre los receptores A; es la responsable de
los efectos positivos producidos por la cafeina sobre la excitacién, la vigilancia y la

atencién (Fisone 2003).

En contraste con la amplia distribucién de los receptores Aj, la expresién de los
receptores A,n en el cerebro esta limitada a regiones muy inervadas por fibras
dopaminérgicas, como es el caso del cuerpo estriado (Jarvis y Williams 1989; Fisone y
cols. 2004; Cauli y Morelli 2005). En el estriado, los receptores A,5 estdn altamente
expresados post-sindpticamente en una gran poblacion de NEMs. Hay evidencias que

indican que la cafeina produce su efecto estimulante en la actividad motora al actuar
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sobre estas neuronas del estriado (Figura 8). En particular, la mayoria de los efectos
bioquimicos y comportamentales de la cafeina se han relacionado con su capacidad de
reducir la inhibicién ejercida por la adenosina endégena en la transmisién de DA
estriatal (Fisone y cols. 2004). Una gran cantidad de evidencias indican la existencia de
una relacion antagénica compleja entre los receptores A,, de adenosina y los
receptores de DA D,, en las neuronas de proyeccién estriatal. Estudios realizados
muestran que la activacidn de receptores de adenosina Aa reduce la afinidad de los
receptores de DA D, por sus agonistas (Ferre y cols. 1991). Esto nos sugiere que la
cafeina estimula la actividad motora contrarrestando el control inhibitorio que ejercen
los receptores de adenosina Ajx sobre los receptores de DA D, estriatales (Fisone vy

cols. 2004; Yacoubi y cols. 2000).

Cortex
—~ @& ®
Striatum
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=@ @®-:
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®
Y STN SNpr/GPi Thalamus
N\
Brainstem ’.\ I . /‘
Spinal cord \ \

Figura 8. Diagrama ilustrativo de la organizacion funcional de los ganglios basales. Los inputs
excitatorios (glutamatérgicos), inhibitorios (GABAérgicos) y modulatorios (dopaminérgicos) se
muestran como lineas verdes, rojas y negras, respectivamente. La dopamina activa, mediante
los receptores D, la via directa mientras que inhibe, mediante los receptores D,, la via
indirecta. Ambas vias desinhiben las neuronas glutamatérgias talamo-corticales, promoviendo
la actividad motora. La cafeina produce su efecto estimulante psicomotor mediante el bloqueo
de los receptores de adenosina A,,, impidiendo asi que la adenosina inhiba el efecto de la DA
sobre los receptores D,. Gpe: globo palido externo; Gpi: globo palido interno; STN: nucleo
subtalamico; SNpc: sustancia negra pars compacta; SNpr: sustancia negra pars reticulata.
Tomado de Fisone y cols. 2004.
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3. ROL DE LA COCAINA Y CAFEINA EN EL EFECTO FARMACOLOGICO DE PBC

La relevancia de la variabilidad de la composicién quimica en el efecto farmacoldgico
de la PBC fue evaluada mediante el estudio de la accién estimulante inducida por
diferentes muestras de PBC. La accion estimulante se determind mediante el registro
de la distancia recorrida (como indice de la actividad locomotora) inducida por la
administracion sistémica intraperitoneal (i.p.) aguda de diferentes muestras inyectadas
a dosis equivalentes en cocaina base. Los resultados indicaron que dos de las muestras
de PBC estudiadas (PBC 1y 7, Tabla 1) indujeron un aumento en la distancia recorrida
respecto del grupo control, el cual fue superior ademas, del inducido por el grupo
tratado con cocaina pura. A través de estos experimentos, se pudo determinar que
cocaina fue el principal componente responsable de la aparicion del efecto
estimulante inducido por las diferentes muestras de PBC, y que cafeina, cuando esta
presente en determinadas proporciones, es capaz de actuar en forma aditiva con la
cocaina potenciando su efecto estimulante (Lopez-Hill v cols. 2011; Prieto y cols.
2012). Estos resultados también demostraron que las impurezas (cis y trans-
cinnamoilcocaina) presentes en las muestras de PBC, no contribuyeron en el efecto
estimulante producido por PBC. Estos datos resaltaron la importancia de considerar el
contenido quimico y las caracteristicas de los adulterantes a la hora de estudiar las

acciones de la PBC en el SNC.

Por otra parte, a nivel neuroquimico, el efecto estimulante inducido por la PBC 1 (Tabla
1) se relaciond con un aumento en la transmisién dopaminérgica en el NAcc (Meikle y
cols. 2009), propiedad que comparten todas las drogas de abuso y que refleja un
aumento en la actividad del sistema dopaminérgico mesolimbico (Carboni y cols. 1989;

Robinson y Berridge 1993; Koob y Le Moal 2006).

A partir de estos resultados se pudo demostrar la importancia de la composiciéon
guimica de las muestras estudiadas como factor determinante en la propiedad
estimulante de la droga, siendo la cantidad de cocaina y la presencia de su principal

adulterante, cafeina, los responsables de dicha propiedad.

A pesar de esto, restaba conocer los factores que explicaran la alta dependencia

inducida por PBC, por lo que se profundizé en el estudio de los efectos centrales de
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PBC, utilizando aproximaciones conductuales y neuroquimicas vinculadas a los
procesos de adiccion. En particular, se estudid el papel que juegan la cocaina y cafeina
en la capacidad de inducir el fendmeno de sensibilizacién comportamental (Prieto y
cols. 2015), fendmeno neurobiolédgico que refleja los cambios duraderos que subyacen
a la busqueda de la droga, la asociacidén con el contexto y la recaida. Este fendmeno
ocurre tanto en humanos como en animales de experimentacion, y aparece luego de la
administracion repetida de una droga psicoestimulante, la que provoca una
potenciacidon del efecto hiperlocomotor cuando el animal es re-expuesto a la droga
luego de un periodo de abstinencia (Robinson y Berridge 1993; Pierce y Kalivas 1997;
Vanderschuren y Pierce 2010). Para evaluar dicho fenémeno inducido por PBC, se
cuantificd la actividad locomotora de los animales en un campo abierto (CA), tratados
repetidamente con una muestra de PBC (PBC 1, Tabla 1) y su sucedaneo en cocaina y
cafeina, utilizando dos protocolos de administracion repetida (5 y 3 dias) y un periodo
de abstinencia de 5 dias (Prieto y cols. 2015). Se utilizaron animales controles y

tratados con una solucién de cocaina pura a dosis equivalentes en cocaina base.

Los resultados mostraron que tanto la muestra de PBC como cocaina pura fueron
capaces de inducir el fendmeno de sensibilizacién comportamental luego de 5 dias de
tratamiento, aunque la expresién de la misma fue mayor en el grupo pre-tratado con
PBC. A su vez, en el grupo tratado con el sucedaneo de la PBC, la presencia de cafeina
fue capaz de potenciar y acelerar la sensibilizacién inducida por cocaina, de forma tal
gue la combinacién de ambas sustancias fue capaz de inducir la sensibilizacién con tan
so6lo 3 dias de tratamiento. Para cocaina en cambio, el protocolo de 3 dias no fue
suficiente para inducir este fendmeno (Prieto y cols. 2015). Los controles pretratados
con salino y desafiados con los diferentes tratamientos no alcanzaron a desarrollar ni a

expresar la sensibilizacion.

Por otra parte, con el fin de evaluar el comportamiento de busqueda de la droga y la
motivacion de los animales por obtener el sucedaneo de PBC (combinacién de cocaina
y cafeina) en comparacion con cocaina pura se utilizé el modelo de autoadministracion
intravenosa(Prieto y cols. 2016). Este modelo intenta reflejar aspectos motivacionales
de la droga autoadministrados por el propio animal, en semejanza con lo que ocurre

en usuarios de drogas (Robinson y Berridge 2008).
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Los experimentos demostraron que los animales tratados con cocaina y la combinacion
de <cocaina y cafeina exhibieron eficientemente el comportamiento de
autoadministracion, lo que demostré el poder reforzador de ambos tratamientos. A su
vez, bajo el régimen progresivo (protocolo en el que al animal se le hace mas
espaciado el acceso a la droga), el breaking point (medida que indica el grado de
esfuerzo que el animal estd dispuesto a realizar por obtener la droga) de la
combinacidn cocaina y cafeina fue mas alto que el de cocaina sola, evidenciando una
mayor motivacién por la obtencién de la droga (Prieto y cols. 2016). El grupo tratado
con cafeina Unicamente, no exhibié el comportamiento de auto-administracion,
confirmando el bajo poder reforzador de la cafeina a la dosis ensayada y por la via

intravenosa.

El conjunto de estos estudios resaltaron la importancia de la variabilidad en la
composicidon quimica en la determinacion del efecto estimulante y en la propiedad
motivacional y reforzadora de la PBC (propiedades asociadas al potencial adictivo)
demostrando que la cafeina presente en las muestras podria colaborar a la fuerte
dependencia que produce en los consumidores. Sin embargo, la PBC es una cocaina
fumable por lo que nos propusimos comenzar a realizar estudios pre-clinicos que
evalien los efectos de la PBC y de sus adulterantes reproduciendo la via de

administracion utilizada en humanos.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

PBC suministrada por la via inhalatoria pulmonar induce un efecto estimulante que se
potencia por la presencia de cafeina. A su vez, el efecto estimulante se asocia a un

aumento en la transmisién dopaminérgica en el NAcc.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto estimulante y neuroquimico inducido por la inhalacién pulmonar de
diferentes muestras de PBC, evaluando el papel de la cafeina en ambos efectos asi

como su efecto per se por la via inhalatoria.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Analizar quimicamente una serie de muestras de PBC incautadas en Uruguay entre

los afios 2007-2014.

1.1. Identificar los componentes presentes en las muestras de PBC mediante la

técnica de GC-MS.

1.2. Cuantificar los componentes presentes en las muestras de PBC mediante la

técnica de HPLC-DAD.
2. Caracterizar el efecto estimulante inducido por PBC y cafeina volatilizada.

2.1. Determinar el efecto estimulante inducido por la volatilizacion de
muestras de PBC con diferente contenido en cocaina y cafeina. Analizar los

niveles plasmaticos de cocaina y cafeina de los animales tratados.

2.2. Determinar el efecto estimulante per se de cafeina mediante una curva
dosis-respuesta. Analizar los niveles plasmaticos de cafeina de los animales

tratados.
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2.3. Determinar la influencia de la cafeina en el efecto estimulante de las
muestras de PBC adulteradas o no con cafeina. Analizar los niveles plasmaticos

de cocaina y cafeina de los animales tratados.

3. Caracterizar el efecto neuroquimico inducido por PBC y cafeina volatilizada.

3.1. Evaluar los cambios en los niveles extracelulares de DA en el NAcc shell de
animales expuestos a muestras de PBC volatilizada con contenido diferente en
cocaina y cafeina. Determinar la influencia de la cafeina en el efecto

neuroquimico.

3.2. Determinar el efecto per se de cafeina sobre los niveles extracelulares de

DA en el NAcc shell.

4. Analizar la composicion quimica del humo de las muestras de PBC y cafeina

volatilizada.

4.1. Evaluar por GC-MS la aparicidn de posibles productos de combustién en el

humo de muestras de PBC.

4.2. Evaluar por GC-MS la aparicidn de posibles productos de combustién en el

humo de muestras de cafeina.

29



MATERIALES Y METODOS

1. DROGAS

Se utilizaron muestras de PBC de diferentes incautaciones proporcionadas por el
Instituto Técnico Forense con la autorizacion de la Junta Nacional de Drogas y del
Ministerio de Salud Publica, a través de la Comisidon de Lucha contra las Toxicomanias.
Cafeina se obtuvo de Sigma-Aldrich (Alemania) y cocaina y cafeina deuterada de

Cerilliant (USA).

2. ANIMALES

Se utilizaron 90 ratas macho, cepa Wistar, de 2-3 meses de edad y un peso de 250-330
gr. Los animales fueron criados en el Bioterio del IIBCE, alojados en grupos de a 5 en
cajas de plastico transparentes (50 x 37.5 x 21 cm) y mantenidos en condiciones
controladas de temperatura (22 + 2 2C), ciclo de luz-oscuridad (07:00-19:00 h) y
comida y agua ad libitum. Todos los experimentos se llevaron a cabo bajo las normas
éticas establecidas y aprobadas por el Comité de Etica en el Uso de Animales del IIBCE
(CEUA-IIBCE), y de acuerdo con la Ley Nacional N° 18.611 de experimentacién animal.
Los experimentos fueron realizados en el cuarto de experimentacion del
Departamento de Neurofarmacologia Experimental con condiciones de luz y

temperatura iguales a las del Bioterio.

3. ANALISIS QUIMICO DE MUESTRAS DE PBC

Se analizé quimicamente una serie de 27 muestras de PBC incautadas en el periodo
2007-2014 con el fin de identificar y cuantificar el nivel de pureza de su principal
alcaloide, cocaina, asi como el de las sustancias utilizadas como adulterantes. Cabe
sefialar que las muestras que integran la Tabla 1 mostrada en la seccién Introduccién
han sido analizadas nuevamente con el fin de profundizar en la identificacién de otros
adulterantes no estudiados anteriormente. Dicho analisis se realizd mediante los

siguientes métodos analiticos:
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3.1. CROMATOGRAFiA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE IMIASAS

El GC-MS es un método analitico que combina las caracteristicas de la cromatografia
de gases y de la espectrometria de masas para separar, identificar y cuantificar el
contenido de muestras volatiles y semi-volatiles. La separacidon de dichas sustancias
depende de la diferente distribucion de las sustancias estudiadas entre la fase mévil y
la estacionaria que conforman el sistema cromatografico. Una vez separadas las
sustancias son fragmentadas y analizadas en funcién de su patréon de fragmentacion, el
cual puede ser comparado con informaciéon contenida en una base de datos de
espectros de masas para su identificacién. Mediante el uso de esta técnica se

identificaron los principales componentes presentes en las muestras de PBC.

En el presente trabajo se utilizé un equipo GC-MS-QP 2010 Ultra (Figura 8), con
inyector automdatico (AOC-20i. Shimadzu Corporation) y con una columna HP-5MS (30
m largo x 0.25 mm didmetro interno x 0.25 um de espesor de fase; Agilent J & W GC
Columns). Se utilizé helio como gas carrier a un flujo de columna de 0.93 ml/miny los

cromatrogramas se analizaron con el software GCMSolution Version 2.71.

Figura 9. Equipo de GC-MS utilizado para la identificaciéon de los componentes presentes en la
PBC. También se utiliz6 para identificar y cuantificar los niveles plasmaticos de cocaina y
cafeina en los animales tratados con PBC y cafeina volatilizada.

3.2. CROMATOGRAFIA LiQuIDA DE ALTA RESOLUCION cON DETECCION DE ARREGLO DE DIODOS

El HPLC es una técnica de separacién basada en la retencion diferencial de los
componentes de una muestra disueltos en la fase mdvil al pasar por la fase

estacionaria. La interaccidn entre el soluto de la fase movil y la fase estacionaria
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determina la separaciéon de los componentes a identificar. El detector de arreglo de
diodos (DAD) estad dentro de la espectrofotometria ultravioleta. Este consta de una
[dmpara de erbio como fuente de luz, el cual permite registrar la absorbancia
simultanea en todo el rango UV/VIS, con una resolucion éptica de 1.2 nm y un rango
de 190 a 800 nm. La muestra a estudiar es atravesada por una luz blanca (todas las A\) y
el policromador dispersa la luz en las diversas A que la componen, haciéndolas incidir
en la fila de fotodiodos. En cada diodo incide una A diferente, que manda la
informacién al sistema de andlisis de datos. Mediante el uso de esta técnica se
cuantificaron los principales componentes presentes en las muestras de PBC. El uso de
soluciones estandares de los componentes conocidos presentes en la muestra de PBC

permitio la cuantificaciéon de los mismos.

En el presente trabajo se utilizé un equipo HPLC Waters (Figura 10), con inyector
automatico (Waters 717 plus), bomba binaria (Waters 1525), detector de arreglo de
diodos (Waters 2998) y con una columna Luna-C18 (5u, 100 A (150*4.6 mm),
Phenomenex). Se utilizé metanol 90 % (A) y buffer (acido acético / acetato de sodio,
pH=3.65: agua bi-destilada (5:95); octil sulfato de sodio (SOS) 0.86 mM) (B) como fase
movil segun el siguiente gradiente: de 0 a 20 minutos se pasa de 30 % a 100 % de A, un
periodo isocratico de 14 minutos con 100 % de A y se restablecen las condiciones
iniciales por 10 minutos. Los cromatogramas fueron analizados mediante el software

Empower Pro a la longitud de onda éptima para cada analito.

Figura 10. Equipo de HPLC-DAD utilizado para la cuantificacién de los componentes presentes
en la PBC.
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3.3. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE PBC

Se prepard una solucién concentrada (SCi) a partir de la toma de 50 mg de cada
muestra de PBC y se disolvié en 5 ml de metanol (J.T. Baker, calidad HPLC). Para cada

técnica se procedio diferencialmente:

e GC-MS: Se tomd un volumen de 20 pl de SCi y se diluyd en 980 pl de cloroformo
(J.T. Baker, calidad HPLC), inyectando posteriormente 1 ul de dicha solucion en el
GC-MS (Figura 11).
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Figura 11. Perfil cromatografico representativo de una muestra de PBC analizada en el GC-MS.

e HPLC-DAD: Se tomé un volumen de 20 pl de SCi y se diluyé en 980 ul de fase
movil, inyectando posteriormente 20 ul de dicha solucion en el HPLC-DAD (Figura
12).
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Figura 12. Perfil cromatografico representativo de las soluciones estandares ensayadas en el
HPLC-DAD.
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4. VOLATILIZACION DE PBC Y CAFEINA

4.1. DOSIS Y ViA DE ADMINISTRACION

Tanto las muestras de PBC como la cafeina fueron volatilizadas utilizando un
dispositivo similar a aquellos utilizados por los consumidores de PBC (Figura 13). Las
dosis de las diferentes PBC fueron calculadas en base a su contenido en cocaina base,
siendo éstas equiparadas a 50 mg de cocaina. La cafeina fue administrada a tres
diferentes dosis (10.5, 25 y 50 mg), teniendo como referencia la dosis maxima de 50

mg de cocaina ensayada para PBC.

Figura 13. Dispositivos caseros utilizados por los consumidores de PBC (A). Dispositivo utilizado
durante el protocolo para llevar a cabo la volatilizacién de la PBC y la cafeina (B). Mecanismo
mediante el cual se llevé a cabo la volatilizacién de las diferentes muestras (C).

4.2. CAMARA INHALATORIA

Para la realizacién de los experimentos conductuales se disefid una camara inhalatoria
de material acrilico, rectangular de 23 x 15 x 10 cm con una capacidad de 3.331 cm?®
para la exposicidn de los animales a la volatilizacion de las drogas (Figura 14). El disefio
de dicha camara se basd en diferentes trabajos ya publicados adaptados a nuestras
condiciones (Jardim y cols. 2010; Yamada y cols. 2010). La cdmara posee una valvula de
entrada, el cual permite la colocaciéon de una jeringa de 60 ml. mediante la cual se

inyectd el humo generado por la droga volatilizada.
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Figura 14. Camara inhalatoria de acrilico disefiada para llevar a cabo la exposicion de los
animales al humo de la droga en los experimentos comportamentales.

4.3. PROCEDIMIENTO DE VOLATILIZACION E INHALACION

La volatilizacidn de las drogas se realiz6 mediante el uso de un tubo de metal; en uno
de sus extremos se coloco la droga a ser quemada, mientras que en el otro se colocé
una jeringa para realizar el vacio necesario para extraer el humo de la volatilizacién
(Figura 13B). El humo generado fue inmediatamente inyectado en la cdmara

inhalatoria, con la previa introduccién del animal.

Todo el procedimiento se realizd bajo una campana de extraccién de aire. Para
estandarizar la exposicién de los animales a las diferentes drogas, se utilizé el mismo
volumen de inyeccidn, el mismo tiempo de exposicion dentro de la caja y para cada
PBC estudiada (con o sin la presencia de adulterantes) se volatilizaron cantidades
equivalentes de cocaina base. Los animales permanecieron expuestos al humo durante
10 min en la caja. El grupo control se dejé por 10 min libre de humo en el interior de la

caja (Figura 15).

Figura 15. Los experimentos fueron realizados bajo campana (A). Los animales fueron
colocados dentro de una camara inhalatoria (B), donde fueron expuestos en forma aguda al
humo de las diferentes muestras de PBCy a las diversas dosis de cafeina volatilizada (C).
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5. ESTUDIOS COMPORTAMENTALES

5.1. EFECTO ESTIMULANTE

El estudio del efecto estimulante se realizd mediante la evaluacion de la actividad
locomotora horizontal y la actividad exploratoria vertical (nimero de rearings) de los
animales inmediatamente después de la volatilizacién de las distintas drogas a
estudiar. Para ello se utilizé el modelo de CA (Figura 16), el cual consiste en una caja
cuadrada (60 x 60 cm) con paredes de acrilico rojas de 40 cm de alto, en el cual se
colocd a los animales por un periodo de 30 mintuos para observar su conducta. Los
animales no son habituados por lo que el CA constituye un ambiente novedoso para el
animal, favoreciendo su exploracién. Esta caracteristica hace que el CA sea
extensamente utilizado para el andlisis de la actividad locomotora (Archer 1973;

Razafshay cols. 2013).

Los experimentos fueron filmados mediante una cdmara asociada a un software de
video-seguimiento (Ethovision XT 7) el cual permite cuantificar parametros tales como

la distancia recorrida (m) y la velocidad del movimiento (m/s).

Figura 16. Modelo de CA asociado a un software de video-seguimiento mediante una camara
de video.
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5.2. VALIDACION DEL METODO DE ANALISIS DE LOS NIVELES PLASMATICOS DE COCAINA Y CAFEINA

El andlisis de drogas de abuso asi como adulterantes o impurezas de muestras de
venta callejera (cocaina, cafeina, fenacetina, etc.) ha sido estudiado ampliamente
gracias al uso de diferentes técnicas analiticas. El analisis por GC-MS es uno de los mas
comunmente utilizados para este tipo de fines y su principal ventaja es la alta

sensibilidad que confiere la técnica.

Para llevar a cabo la cuantificacidon de los niveles plasmaticos de cocaina y cafeina
utilizando la técnica de GC-MS se realizd la puesta a punto del método, la cual se
realizé por medio de dos pasantias locales, una en el Polo Tecnoldgico de Pando y la

otra en el Departamento de Biologia Molecular del IIBCE.

Para la puesta a punto del método se analizaron diferentes parametros (estandares
internos, solventes, temperatura del inyector, detector y fuente de iones, rampas de
temperatura, etc.) para obtener los mejores resultados a la hora de analizar las
muestras de plasma. Dichos procedimientos se realizaron sin la utilizacién de muestras
de plasma. Las pruebas se llevaron a cabo utilizando soluciones estandares de cocaina
y cafeina, con el agregado de sus respectivos estandares internos, con el fin de

determinar una curva de calibracidén para la cocaina y cafeina.

Un estandar interno es un compuesto muy similar, pero no idéntico, al analito de
interés en la muestra a analizar. Este compuesto se afiade en cantidades constantes a

la muestra y se utiliza para determinar la concentracion del analito en cuestién.

En primera instancia las pruebas se llevaron a cabo utilizando atropina y difenilamina
como los estandares internos de cocaina y cafeina respectivamente. A pesar de que
ambos compuestos mostraron ser correctos estdndares, presentaban ciertas
dificultades a la hora de realizar las pruebas en plasma. En base a esto, decidimos
realizar los trdmites necesarios para comprar los compuestos deuterados, de cocaina y
cafeina, los cuales constituyen los estandares internos mas adecuados y utilizados en

la bibliografia especializada.

Una vez que contamos con la cocaina y cafeina deuterada se procedié a determinar el

tiempo de retencidn y los iones de los diferentes compuestos a analizar en las corridas,
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para luego poder identificarlos a la hora de analizar nuestras muestras. Para ello, se
prepararon estandares de los diferentes compuestos a analizar (cocaina, cafeina,
cocaina-D3, y cafeina-D3) en concentraciones de 0.5 mg/ml y se corrieron por GC-MS
mediante el método de total ion current (TIC) y split (1/25). Los tiempos de retencion y

los iones seleccionados se muestran en la Tabla 2.

COMPUESTO TIEMPO DE RETENCION (MIN) IONES SELECCIONADOS
Cafeina 18.027 194-109

Cafeina-D3 18.073 197-111
Cocaina 21.873 182-82

Cocaina-D3 21.854 185-85

Tabla 2. Tiempos de retencidén e iones seleccionados para la clasificacién y cuantificacion de
cada analito. Los iones fueron seleccionados en base a su abundancia y a la relacién masa-
carga (m/z). Debido a su reproducibilidad y falta de interferencia, se seleccionaron en lo
posible iones de masa alta. Los iones subrayados fueron los utilizados posteriormente para la
cuantificacion.

También se llevo a cabo la evaluacion de diferentes solventes para determinar cual nos
brindaba los mejores resultados. Se realizaron estandares en metanol, diclorometano y
cloroformo para analizar tanto la solubilidad de los compuestos como los
cromatogramas obtenidos, evaluando la reproducibilidad y resolucion de las corridas.
En base a los resultados obtenidos se determino que cloroformo era el solvente mas

adecuado para nuestro estudio.

Una vez determinado los tiempos de retencidon y el solvente a utilizar se llevo a cabo
las curvas de linealidad mediante el método de selected-ion monitoring (SIM) vy
splitless (Figura 17). Los resultados mostraron curvas lineales, las cuales se

mantuvieron constantes a lo largo de los dias analizados.
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Figura 17. Estdndares de cocaina, cafeina y sus respectivos deuterados preparados en
cloroformo y corridos durante 4 dias diferentes.

Por ultimo, se ensayaron diferentes condiciones del GC-MS vy diversos protocolos para
la preparacién de las muestras de plasma de forma tal de obtener altos porcentajes de
recuperacién y de detecciéon de los compuestos deseados. Durante este proceso
tuvimos varias dificultades para obtener una buena reproducibilidad y una alta
deteccidn de las muestras analizadas. El protocolo para la preparacion de las muestras

y las condiciones finales del GC-MS se muestran en el siguiente punto.

5.3. PRODEDIMIENTO DE OBTENCION DE PLASMA E INYECCION DE MUESTRAS EN GC-MS

Una vez finalizados los experimentos comportamentales, los animales fueron
sacrificados por decapitacién para la extracciéon de muestras de sangre. Las muestras
de sangre fueron colectadas en tubos previamente heparinizados, colocadas
rapidamente en hielo y centriguadas a 3000 g. El plasma obtenido fue almacenado en
un frezeer -80 2C hasta su procesamiento. Para la preparacién de las muestras de
plasma se utilizaron columnas C-18 con extraccidn de fase en sélido (SPE) y se utilizé el

siguiente protocolo:

50 pl de cocaina y cafeina deuterada (5 pg/ml) fueron agregados a 450 pl de plasma.
La mezcla fue disuelta en 500 pl de metanol y centrifugada durante 2 min a 12000 g. El
sobrenadante fue extraido, mezclado con 1 ml de agua milli-Q y aplicado a una
columna SPE (200 mg/3 ml) a un flujo de 1 ml/min. Previo a la aplicacion de la muestra
la columna fue activada y acondicionada con 3 ml de metanol y 3 ml de agua milli-Q.

Luego de la aplicacion de la muestra la columna fue lavada con 1 ml de agua milli-Q y
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secada en un manifold durante 10 min a 20 mmHg. Los analitos fueron en primera
instancia eluidos con 1 ml de cloroformo y posteriormente con 2 ml de una mezcla de
90% cloroformo, 8% metanol y 2% acido férmico. La segunda elucién fue evaporada a

sequedad en un speedvac y luego reconstituida en el cloroformo de la primera elucién.

Una vez procesadas las muestras de plasma, estas fueron inyectadas (1 pl) en el GC-MS
para la cuantificacién de los niveles plasmaticos de cocaina y cafeina. Se utilizdé un
equipo GC-MS-QP 2010 Ultra (Figura 9), con inyector automatico (AOC-20i. Shimadzu
Corporation) y con una columna HP-5MS (30 m largo x 0.25 mm didmetro interno x
0.25 um de espesor de fase; Agilent ] & W GC Columns). Se utilizd helio como gas
carrier a un flujo de columna de 0.93 ml/min y los cromatrogramas se analizaron con el

software GCMSolution Versién 2.71.

La temperatura del inyector, la fuente de iones y el detector fueron mantenidas en 300
9C. Se utilizé un programa de temperatura el cual iniciaba a 90 2C (6 min), seguido de
una rampa de 10 2C/min hasta alcanzar los 280 2C (4.3 min) y una segunda rampa de
30 2C/min hasta llegar a los 315 2C (12 min). El limite de deteccidn obtenido mediante

el modo SIM y splitless fue de 50 ng/ml.

6. ESTUDIOS NEUROQUIMICOS

6.1. CIRUGIA ESTEREOTAXICA

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (90 mg/kg) y xilasina (5
mg/kg) administrada por via i.p. y colocados en un aparato estereotaxico (David Kopf
Instruments) para la implantaciéon de canulas de microdialisis (BASi) de 2 mm de
longitud de membrana en el NAcc shell (coordenadas en mm para rata: AP: +1.9; Lat: -
1.0; DV: -7.6 a partir de Bregma segun el atlas de Paxinos and Watson, 2005; Figura
18). Las canulas fueron aseguradas al crdneo mediante la implantacion de tres tornillos
dispuestos en forma equidistante a la canula de microdialisis (Figura 18B) y fijadas con
acrilico autocurable. Esta maniobra se utiliza para garantizar la fijacién de la canula de
dialisis durante el experimento por el uso de animales despiertos. Luego de la cirugia
los animales fueron colocados en la cdmara de microdidlisis (Figura 18D) hasta el dia

del experimento y monitorizadas durante su recuperacion.
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Perillas de
posicionamiento

Bregma 1.92 mm i/

Figura 18. (A) Esquema del aparato estereotaxico. (B) Diagrama de la cirugia estereotdxica. Se
muestra la localizacion de la canula de didlisis en relacion a Bregma y los puntos verdes indican
la ubicacidn de los tornillos que fortalecen la fijacidn de la canula al craneo. (C) Diagrama de un
corte coronal del cerebro de rata. La flecha indica la localizacidn de la regién de interés (NAcc
shell). NAcc: Nucleo Accumbens; CP: Caudado-Putamen. Tomado de Paxinos y Watson, 2005.
(D) Setup experimental de la microdialisis intracerebral en animal despierto y sin restriccién de
movimiento. Se puede apreciar la bomba de perfusidon equipada con una jeringa Hamilton
conectada por tubings de plastico a la canula de didlisis.

6.2. MICRODIALISIS INTRACEREBRAL

Luego de la cirugia estereotaxica los animales permanecieron en recuperacion durante
24 hs. El dia del experimento la canula de microdialisis fue conectada a una bomba de
perfusion (Harvard PHD 2000) por la cual se perfundié constantemente liquido
cefalorraquideo artificial (LCRa; NaCl 125 mM; KCl 2.5 mM; MgCI2 1.18 mM; CaCl2 1.26
mM, a un pH=6.2) a un flujo constante de 1.5 pl/min. Luego de un periodo de 100 min
de estabilizacién se comenzd con la colecta de las muestras de dialisis cada 20 min
(30 ul de volumen cada muestra). Luego de determinar las concentraciones basales de
DA (se colectan 6 muestras basales) se expuso a los animales durante 10 min al humo
de diferentes muestras de PBC y cafeina volatilizadas, y se continud colectando las
muestras de dialisis (sin desconectar al animal) durante 120 min adicionales (Figura
19). El grupo control se dejé por 10 min libre de humo en el interior de la cdmara

inhalatoria.
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Figura 19. Cdmara inhalatoria donde fueron expuestos los animales durante 10 minutos en
forma aguda al humo de diferentes muestras de PBC y cafeina volatilizada. Los animales
permanecieron conectados a la bomba de perfusidn durante la exposicion.

6.3. ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE DIALISIS

Las muestras de dialisis fueron analizadas inmediatamente después de su colecta
mediante un sistema de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién con Deteccién
Electroquimica (HPLC-DE, Waters 2465). El HPLC estuvo equipado con una columna C-
18 (3p; 100A (100*2 mm), Phenomenex Luna) y un detector electroquimico Waters
2465 con un potencial de oxidacion dptimo para DA (+ 0.6 V). La composicién de la
fase movil fue la siguiente: acido citrico (0.15 M), octil sulfato de sodio (0.7 mM),
acetonitrilo 3% y tetrahidrofurano 1,5% a pH = 3.0. El flujo de trabajo fue de 0.3
mL/min. Se cuantificaron los niveles de DA y su metabolito acido dihidroxifenilacético
(DOPAC). Se procesaron soluciones estandar diariamente para comprobar el estado

del equipo y la correcta deteccién y cuantificaciéon de las moléculas de interés.

6.4. LOCALIZACION DE LAS CANULAS DE DIALISIS

Luego de finalizado cada experimento de microdidlisis, los animales fueron
anestesiados y sacrificados por dislocacién cervical. Los cerebros fueron disecados y
congelados a -20 °C y posteriormente seccionado en cortes coronales mediante el uso
de un criostato para determinar la localizacién de la canula de microdidlisis. Aquellos

animales con cdnulas localizadas fuera de la regidn de interés fueron descartados.

7. ANALISIS DEL HUMO DE PBC Y CAFEINA

Se llevo a cabo el analisis cualitativo de los compuestos presentes en el humo de las

diferentes muestras de PBC utilizadas y de cafeina. La identificacién de los compuestos
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se realizd mediante la técnica de GC-MS, utilizando el método TIC y split (1/25). La
volatilizaciéon de las muestras se realizo de la misma forma que en los experimentos
comportamentales (ver punto 4.3. -Materiales y Métodos-). Una vez volatilizadas las
muestras, estas fueron colectadas en una jeringa Hamilton (250 ul; Sigma Aldrich) e
inmediatamente se inyecté 50 ul del humo en el GC-MS. El programa de temperatura
inicié a 902C (3 min), seguido por una rampa de 102C/min hasta alcanzar los 3002C (5

min).

8. ANALISIS DE DATOS

Los datos fueron expresados como la Media + Error Estandar de la media (EEM). Los
datos comportamentales fueron analizados utilizando el test t de Student o mediante
el andlisis de varianza (ANOVA) de una via seguido del test de comparaciéon multiple de
Newman-Keuls. Estos datos fueron analizados y graficados utilizando el programa
GraphPad Prism 5.01. Los datos de microdidlisis intracerebral fueron analizados
utilizando ANOVA de dos vias (muestras y tratamiento) para medidas repetidas,
seguido de Newman-Keuls post hoc test. Los datos fueron analizados y graficados
utilizando el programa Statistica 10 y GraphPad Prism 5.01, respectivamente. La

significancia estadistica fue fijada en p < 0.05.
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RESULTADOS

1. ANALISIS QUiMICO DE MUESTRAS DE PBC INCAUTADAS EN URUGUAY ENTRE LOS ANOS
2007-2014

Se realizé la identificacion y cuantificacion de los componentes presentes en 27

muestras de PBC incautadas mediante las técnicas de GC-MS y HPLC-DAD. El resultado

del analisis quimico se incluye en la Tabla 3.

FECHA DE COCAINA ] FENACETINA TRANS Y CIS
MUESTRAS i CAFEINA (%) AMINOPIRINA .
INCAUTACION BASE (%) (%) CINNAMOILCOCAINA
Pec1 2007 68.9+3.6 15.0+0.1 0.0+0.0 - v
PBCc2 2007 67.4+1.2 14.0+0.2 0.0+0.0 - v
Pec3 2008 593+06 14.0+0.1 0.0+0.0 - v
Pec4 2008 599+45 14.0+0.5 0.0+0.0 - v
PBC5S 2009 68.2+2.0 0.0£0.0 0.5+0.5 - v
PBC6 2009 50.2+1.0 0.0£0.0 0.5+0.5 - v
Pec7 2009 20.7+0.2 10.3+0.5 0.0+0.0 v v
PBCc8 2010 64.6 £ 0.0 19+0.0 0.0+0.0 - v
PBCc9 2010 48.4+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 - v
Pec10 2010 55.3+0.0 15+0.0 0.0+0.0 - v
Pec11l 2011 64.1+0.0 22.4+0.0 0.0+0.0 - v
PBc12 2011 57.9+0.0 21.3+0.0 0.0+£0.0 - Vv
Pec13 2011 37.1+£0.0 419+0.0 0.0+0.0 - Vv
Pec 14 2011 61.9+0.0 9.0+£0.0 0.0+£0.0 v v
PBc15 2011 13.5+0.0 21.1+0.0 0.0+£0.0 v v
PBCc 16 2013 26.6+0.0 18.8+0.0 3.0£0.0 \' v
PBCc17 2014 346+0.0 26.5+£0.0 28.0+£0.0 - v
PBCc 18 2014 18.7+0.0 0.0+£0.0 78.0+£0.0 - v
PBCc19 2014 23.5+0.0 47.3+0.0 25.0+£0.0 - v
PBC 20 2014 36.7+0.0 35.6+0.0 36.0+£0.0 - v
Pec21 2014 64.9+0.0 0.0+£0.0 35.0+£0.0 - v
PBC 22 2014 22.1+0.0 39.4+0.0 22.5+£0.0 - v
PBc 23 2014 26.0+0.0 18.1+0.0 27.2+0.0 \' v
PBc 24 2014 37.6+0.0 7.5+0.0 39.3+0.0 - v
PBC 25 2014 8.0+0.0 48.2+0.0 26.2+0.0 - v
PBC 26 2014 32.5+0.0 0.2+0.0 46.3+£0.0 - v
PBC 27 2014 29.4+0.0 27.9+0.0 19.2+0.0 v v

Tabla 3. Analisis cualitativo y cuantitativo de los principales componentes de las muestras de
PBC realizado por GC-MS y HPLC-DAD, respectivamente. Los datos estan expresados como
Medias + EEM. La cuantificacion de cocaina, cafeina y fenacetina se realizé tomando como

referencia soluciones estandares de cada una de las sustancias.
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El analisis cualitativo demostré que el 100 % de las muestras analizadas contienen
cocaina (base) y que el 88.9 % de las muestras se encuentran adulteradas. De los
adulterantes mas conocidos (Cole y cols. 2011), los mas frecuentemente encontrados
fueron cafeina y fenacetina. De las muestras adulteradas, el 50 % presenté cafeinay el
12.5 % fenacetina (analgésico, antipirético), mientras que el restante 37.5 % se
encontré adulterado con ambos compuestos (Figura 20). En el analisis realizado
también se observo la presencia de aminopirina (analgésico, antipirético) en el 22 % de
las muestras, mientras que ningun otro adulterante de los frecuentemente reportados
en drogas de abuso (levamisol, lidocaina, procaina, etc.) fue detectado (Cole y cols.
2011). A su vez, en todas las muestras se determind la presencia de trans y cis-

cinnamoilcocaina.

Cafeina
50 %

Adulteradas
88.9%

/ Cafeina+ Fenacetina
37.5%

Figura 20. Porcentaje de muestras adulteradas y no adulteradas. De las adulteradas, se
muestra el porcentaje de aparicidn de cafeina, fenacetina y ambas sustancias combinadas.

El analisis cuantitativo demostrd que tanto cocaina, cafeina como fenacetina aparecen
en un rango muy amplio de concentraciones. Los valores de cocaina en las muestras de
PBC varian entre 10 y 70 %, mientras que cafeina y fenacetina varian entre 0-50 % y O-
80 %, respectivamente. Los valores mas comunmente encontrados en las muestras de
PBC corresponden a 60 % de cocaina, 20 % de cafeina y 30 % de fenacetina (Figura 21).
Tanto la aminopirina como la trans y cis-cinnamoilcocaina presentes en las muestras

de PBC se encontraron en muy bajas concentraciones.
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Figura 21. Relacion entre el contenido y la frecuencia relativa de cocaina (A), cafeina (B) y
fenacetina (C) en 27 muestras de PBC analizadas.

Por otro lado, los datos demostraron que la concentracién de cocaina en las muestras
de PBC va disminuyendo a lo largo de los afos. En el 2007 el contenido promedio en
cocaina fue de 68 %, mientras que en el 2014 fue de un 30 % (Tabla 3, Figura 22A),
indicando una disminucién en el grado de pureza de las muestras de PBC.
Similarmente, cafeina parece haber disminuido en el correr de los afios, aunque no ha
cambiado sustancialmente su frecuencia de aparicion (Tabla 3, Figura 22B). Continua
siendo el adulterante mas frecuentemente encontrado en muestras de PBC. En
contraposicién, un hallazgo interesante fue que fenacetina aparece recién en muestras

incautadas en el aiflo 2013 (Tabla 3, Figura 22C).

Este trabajo se centra especificamente en el estudio del papel de la cafeina en el
efecto farmacoldgico de la PBC, dejando abierta la necesidad de estudiar la accién
central de la fenacetina, su combinaciéon con cocaina y con cafeina. Hasta nuestro
conocimiento, no existen datos clinicos o pre-clinicos que expliquen el uso de
fenacetina como adulterante ni que reporten su accidon central consumida bajo la via

de administracién de la inhalacion pulmonar.
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Figura 22. Variacion del contenido de cocaina (A), cafeina (B) y fenacetina (C) en muestras de
PBC incautadas entre 2007 y 2014. ND: no detectado.

2. CARACTERIZACION DEL EFECTO ESTIMULANTE INDUCIDO POR PBC Y CAFEINA
VOLATILIZADA

2.1. EFECTO ESTIMULANTE INDUCIDO POR LA VOLATILIZACION DE MUESTRAS DE PBC CON DIFERENTE
CONTENIDO EN COCAINA Y CAFEINA

Con el fin de evaluar el efecto estimulante inducido por PBC volatilizada se
seleccionaron 6 muestras en base a su contenido en cocaina base y cafeina (Tabla 4).

Esto dio lugar a 3 grupos experimentales con diferente composicién:
e Alto contenido en cocaina y alto en cafeina (PBC 2 y 4).
e Alto contenido en cocaina vy sin cafeina (PBC 5y 9).

e Bajo contenido en cocaina y alto en cafeina (PBC 13 y 15).
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MUESTRAS COCAINA BASE (%) CAFEINA (%) DosIS COCAINA (MG)

PBC2 67.4+1.2 14.0+0.2 50.0
PBC4 59.9+45 14.0+£0.5 50.0
PBC5 68.2+2.0 0.0+0.0 50.0
PBC9 48.4+0.0 0.0+0.0 50.0
PBC13 37.1+£0.0 41.9+0.0 50.0
PBC15 13.5+0.0 21.1+£0.0 25.0

Tabla 4. Muestras de PBC seleccionadas para los experimentos comportamentales.

Para la realizacion de estos experimentos todas las muestras de PBC fueron
administradas a cantidades equivalentes de 50 mg de cocaina base, permitiéndonos
asi poder comparar el efecto producido entre las diferentes muestras. Cabe seiialar
qgue por la baja composicidon en cocaina presente en la PBC 15, la misma debid ser
administrada en una cantidad equivalente de 25 mg de cocaina base, a diferencia de
las otras muestras. Igualar el contenido de cocaina base a 50 mg en esta muestra
implicaba aumentar significativamente el volumen de la misma, hecho que trajo

aparejado dificultades en su volatilizacion.

2.1.1. EFECTO ESTIMULANTE INDUCIDO POR PBC CON ALTO CONTENIDIO EN COCAINA Y CAFEINA

En la Figura 23 se puede observar el efecto de las PBC con alto contenido en cocaina y
cafeina (PBC 2 y 4) sobre la actividad locomotora y exploratoria de animales tratados.
El analisis estadistico revelé que tanto la administracion de PBC 2 como de PBC 4
volatilizada aumento significativamente la actividad locomotora y la velocidad de
movimiento de los animales en comparacion con el grupo control (p<0.001 en ambos
casos). Por otra parte, Unicamente se observé una diferencia significativa en el nimero
de rearings con respecto a los controles en aquellos animales tratados con PBC 2

(p<0.001).
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Figura 23. Efecto de PBC 2 (A, B, C) y 4 (D, E, F) volatilizada sobre la distancia recorrida (m),
velocidad de movimiento (m/s) y nimero de rearings de animales tratados. Cada parametro
fue evaluado inmediatamente después de la volatilizacidon (10 minutos de exposicion). Media +
EEM. Student t-Test. *= vs control. ***= p<0.001. N=6-7.

2.1.2. EFECTO ESTIMULANTE INDUCIDO POR PBC CON ALTO CONTENIDIO EN COCAINA Y SIN CAFEINA

La Figura 24 muestra el efecto de las PBC con bajo contenido en cocaina y sin cafeina
(PBC 5 y 9). Como se observa en la Figura 24A-C, no hubo diferencias significativas ni
en la distancia recorrida (p=0.051) ni en el nimero de rearings (p=0.087) entre el
grupo tratado con PBC 5 y el grupo control, mientras que la velocidad de movimiento
aumenté significativamente (p<0.05), aunque dicho aumento fue levemente superior
al grupo control . Por otra parte, la PBC 9 (Figura 24D-F) fue capaz de generar un efecto
estimulante, produciendo un aumento tanto en la distancia recorrida, velocidad de
movimiento y numero de rearings significativamente superior al mostrado por el grupo

control (p<0.001).
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Figura 24. Efecto de PBC 5 (A, B, C) y 9 (D, E, F) volatilizada sobre la distancia recorrida (m),
velocidad de movimiento (m/s) y nimero de rearings de animales tratados. Cada parametro
fue evaluado inmediatamente después de la volatilizacién (10 minutos de exposicion). Media
EEM. Student t-Test. *= vs control. *= p<0.05; ***= p<0.001. N=6-7.

2.1.3. EFECTO ESTIMULANTE INDUCIDO POR PBC CON BAJO CONTENIDIO EN COCAINA Y ALTO CAFEINA

En la Figura 25 se observa el efecto producido por muestras de PBC con bajo contenido
en cocaina y alto en cafeina. Tanto la PBC 13 como la 15 produjeron un efecto
estimulante, produciendo un aumento en la distancia recorrida, velocidad de
movimiento y niumero de rearings significativamente superior al observado en el grupo
control (p<0.01 y p<0.05, respectivamente). Cabe recordar que la PBC 15 fue
administrada a dosis equivalentes de 25 mg de cocaina base, la mitad a la cual fueron

administradas las otras PBC.
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Figura 25. Efecto de PBC 13 (A, B, C) y 15 (D, E, F) volatilizada sobre la distancia recorrida (m),
velocidad de movimiento (m/s) y nimero de rearings de animales tratados. Cada parametro
fue evaluado inmediatamente después de la volatilizacién (10 minutos de exposicion). Media
EEM. Student t-Test. *= vs control. *= p<0.05; **= p<0.01. N=6-7.

2.1.4. NIVELES PLASMATICOS DE COCAINA Y CAFEINA EN ANIMALES TRATADOS CON PBC VOLATILIZADA

En la Tabla 5 se observan los valores plasmaticos de cocaina y cafeina de aquellos
animales tratados con las muestras de PBC volatilizada. Como se puede observar, los
valores de cocaina plasmatica variaron desde 12.45 a 291.61 ng/ml en los diferentes
grupos experimentales, siendo la PBC 15 y 9 las que mostraron los valores mas bajos y
mas altos respectivamente. A su vez, con excepcién de los grupos experimentales
tratados con PBC 5 y 9, las cuales no contenian cafeina, todos presentaron valores de
cafeina en plasma. El rango de valores de cafeina fue desde 694 a 5403 ng/ml, siendo
la PBC 13 la que mostro los valores mas altos. Los valores de cafeina en plasma son
acordes al contenido quimico de las muestras, ya que las PBC 13 y 15, que mostraron
los valores mas altos, son las muestras que contenian mayores niveles de cafeina en su

composicion (PBC con bajo contenido en cocaina y alto en cafeina). Estos resultados
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validan aun mas el modelo experimental utilizado, confirmando que los efectos
estimulantes previamente observados son producto de las acciones de cocaina y

cafeina.

MUESTRAS COCAINA BASE (NG/ML) CAFEINA (NG/ML)
PBC2 144.57 + 15.66 694.95 + 88.47
PBC4 188.49 + 29.03 1549.50 + 140.85
PBC5 12.45+2.64 0.00 £ 0.00
PBC9 291.61 +62.53 0.00 £ 0.00

PBC13 192.30 +44.19 5403.34 + 988.07
PBC15 26.72+3.76 3480.96 + 996.04

Tabla 5. Niveles plasmaticos de cocaina y cafeina en animales tratados con PBC volatilizada.
Media + EEM. N=5-7.

2.2. EFECTO ESTIMULANTE INDUCIDO POR CAFEINA VOLATILIZADA

Con el fin de evaluar si la cafeina volatilizada era capaz de generar un efecto
estimulante per se, se realizd una curva dosis-respuesta con diferentes cantidades de
cafeina. Se analizé, como parametro del efecto estimulante, la distancia recorrida, la
velocidad de movimiento y el nimero de rearings. La Figura 26 muestra el efecto
comportamental producido por cafeina, donde la dosis de 50 mg fue la que produjo el
mayor efecto estimulante. Cafeina 50 mg indujo un aumento significativo en la
distancia recorrida y la velocidad de movimiento tanto en relacién con el grupo control
(p<0.001) como con los tratados con cafeina 10.5 y 25 mg (p<0.01). En cuanto a los
rearings, también se observo un aumento significativo en aquellos tratados con
cafeina 50 mg, siendo esta significativamente superior al mostrado por los controles
(p<0.05) y los tratados con cafeina 25 mg (p<0.05). Los animales tratados con cafeina
10.5 y 25 mg mostraron un aumento en los parametros analizados con respecto a los

controles, aunque este no llego a ser significativo.
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Figura 26. Efecto de cafeina volatilizada (10.5, 25 y 50 mg) sobre la distancia recorrida (m),
velocidad de movimiento (m/s) y nimero de rearings de animales tratados. Cada parametro
fue evaluado inmediatamente después de la volatilizacién (10 minutos de exposicidn). Media
EEM. ANOVA de una via, seguido de Newman-Keuls. *= vs control; += vs cafeina 10.5 mg; /= vs
cafeina 25 mg. *, /= p<0.05; ++, //= p<0.01; ***=p<0.001. N=5-7.

Por otra parte, se llevo a cabo el andlisis de los niveles plasmaticos de cafeina en
aquellos animales tratados con cafeina volatilizada mediante la técnica de GC-MS
(Tabla 6). Como se puede observar, todos los animales mostraron niveles plasmaticos
de cafeina, observandose una relacion directa entre la cantidad de cafeina

administrada y los niveles plasmaticos observados.

MUESTRAS CAFEINA (NG/ML)
CAFEINA 10.5 MG 1551.62 + 284.74
CAFEINA 25.0 MG 5507.66 £ 478.45
CAFEINA 50.0 MG 15546.24 + 2564.54

Tabla 6. Niveles plasmaticos de cafeina en animales tratados con cafeina volatilizada. Media +
EEM. N=6-7.

La correlacidn entre los niveles plasmaticos de cafeina y la distancia recorrida por los
animales tratados se muestra en la Figura 27. Como se puede observar existe un efecto
dosis dependiente, siendo los niveles plasmaticos de cafeina directamente
proporcionales al efecto estimulante producido por las diferentes dosis de cafeina
volatilizada (r* = 0.98). Estos resultados confirman el rol de la cafeina en el efecto
estimulante previamente observado y demuestran su rol activo al ser utilizada como

adulterante en una droga de abuso psicoestimulante.
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Figura 27. Relacion entre la distancia recorrida y los niveles plasmaticos de cafeina de aquellos
animales tratados con cafeina volatilizada.

2.3. INFLUENCIA DE LA CAFEINA EN EL EFECTO ESTIMULANTE DE PBC VOLATILIZADA

Con el fin de avanzar en el estudio de la participaciéon de la cafeina en el efecto
estimulante de la PBC, se evalud la respuesta comportamental de animales tratados
con la PBC 5 (muestra sin cafeina y sin accién estimulante) enriquecida con cantidades

conocidas de cafeina (PBC5 + cafeina 10.5 mg y PBC5 + cafeina 25 mg).

En la Figura 28 se muestra la distancia recorrida, la velocidad de movimiento y el
numero de rearings de animales tratados con PBC y las diferentes combinaciones con
cafeina. Aquellos animales tratados con PBC 5 + cafeina 25 mg mostraron un aumento
tanto en la distancia recorrida como en la velocidad de movimiento significativamente
superior a los controles (p<0.01) y a aquellos tratados con PBC 5 y PBC + cafeina 10.5
mg (p<0.05), evidencidandose la aparicion de una respuesta comportamental
estimulante. Por otra parte, a pesar de observarse un aumento en el ndmero de
rearings de aquellos animales tratados con las combinaciones de PBC y cafeina, estas

no llegaron a ser significativamente diferentes.
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Figura 28. Efecto de PBC 5, PBC 5 + cafeina 10.5 mg y PBC 5 + cafeina 25 mg volatilizada sobre
la distancia recorrida (m), velocidad de movimiento (m/s) y nimero de rearings de animales
tratados. Cada parametro fue evaluado inmediatamente después de la volatilizacién (10
minutos de exposicion). Media + EEM. ANOVA de una via, seguido de Newman-Keuls. *= vs
control; +=vs PBC5; /=vs PBC 5 + cafeina 10.5 mg. **=p <0.01; +, /= p < 0.05. N=5-7.

En base a estos resultados, pudimos observar que a pesar de que 25 mg de cafeina
puso en evidencia el efecto estimulante producido por PBC 5, 10.5 mg de cafeina no lo
hizo, aun cuando ésta es la cantidad de cafeina presente en los animales tratados con
PBC 2 (ambas muestras comparten el mismo contenido de cocaina; ver Figura 23). Esto
demuestra que, ademas ademas de la cantidad de cocaina y de cafeina, existen otras
variables, que podrian explicar las diferencias observadas en el efecto estimulante

producido por las diferentes muestras de PBC.

Por otra parte, se llevo a cabo el andlisis de los niveles plasmaticos de cocaina y cafeina
en aquellos animales tratados con las combinaciones de PBC 5 y cafeina 10.5 y 25 mg
volatilizada (Tabla 7). Ambos grupos experimentales tratados con la combinacién de
las drogas mostraron niveles plasmaticos tanto de cocaina como de cafeina, siendo
mayores los niveles de cafeina en el grupo tratado con PBC y cafeina 25 mg. Estos
resultados confirman que el aumento locomotor observado en los animales co-
tratados con PBC 5 y cafeina 25 mg en relacioén a los tratados unicamente con PBC 5,

fue producto de la potenciacién producida por cafeina.
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MUESTRAS COCAINA BASE (NG/ML) CAFEINA (NG/ML)

PBCS5 12.45+2.64 0.00 £ 0.00
PBC5 + CAFEINA 10.5 MG 42.08 £11.44 1867.99 + 180.18
PBC5 + CAFEINA 25.0 MG 14.19 + 4.06 2250.93 +578.02

Tabla 7. Niveles plasmaticos de cocaina y cafeina en animales tratados con la combinacién de
PBC 5 y cafeina 10.5 y 25 mg. Media £ EEM. N=5-7.

3. CARACTERIZACION DEL EFECTO NEUROQUIMICO INDUCIDO POR PBC Y CAFEINA
VOLATILIZADA

Interesados en el correlato neuroquimico del efecto estimulante descrito previamente,
en esta serie de experimentos se evalud los niveles extracelulares de DAy DOPAC en el
NAcc shell luego de la exposicion a PBC y cafeina volatilizada. Los experimentos se
realizaron mediante la técnica de microdidlisis intracerebral in vivo, y solo aquellos
animales que presentaron una correcta localizaciéon anatdomica de la canula fueron

incluidos en los grupos experimentales.

3.1. EFECTO NEUROQUIMICO INDUCIDO POR PBC VOLATILIZADA E INFLUENCIA DE LA CAFEINA

En la primera serie de experimentos se analizé el efecto neuroquimico producido por
dos muestras de PBC con diferentes contenidos en cocaina y cafeina. Para ello se
selecciono la PBC 2 con un alto contenido en cafeina y la PBC 6 sin cafeina (Tabla 8).
Cabe resaltar que a diferencia de la PBC 2, que se utilizo también en los experimentos
comportamentales, la PBC 6 fue utilizada Unicamente en esta serie de experimentos.
Esto se debid a que dentro de las muestras incautadas que teniamos, ninguna de las
muestras sin cafeina tenia el volumen suficiente como para poder ser utilizada en

ambos experimentos.

MUESTRAS COCAINA BASE (%) CAFEINA (%)
PBC2 67.4%1.2 14.0+0.2
PBC6 50.2+1.0 0.0+£0.0

Tabla 8. Muestras de PBC seleccionadas para los experimentos neuroquimicos.

La Figura 29 muestra los niveles extracelulares de DA y DOPAC en aquellos animales
tratados con una PBC sin cafeina. Como se puede observar, la PBC 6 indujo un

aumento significativo en la liberacion de DA en comparacién con los animales
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controles (p < 0.05), los cuales tuvieron niveles de DA estables a lo largo de toda la
sesion experimental (Figura 29A). El efecto de la PBC 6 se produjo inmediatamente
luego de la exposicidn, logrando un aumento del 40 %, el cual perdurd durante 20
minutos (muestras 5-6) y luego disminuyé rapidamente a los valores basales (muestra
7). En cuanto a los niveles de DOPAC (Figura 29B), los animales tratados con PBC 6
mostraron una rdpida y corta disminucidon (muestra 5), la cual fue significativamente

superior a la mostrada por los controles (p < 0.05).
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Figura 29. Efecto de PBC 6 volatilizada sobre los niveles extracelulares de DA y DOPAC en el
NAcc shell. La barra gris indica el periodo de exposicion a la droga volatilizada (10 minutos).
Media £ EEM. ANOVA de dos vias, seguido de Newman-Keuls. * = vs control. * = p <0.05. N=5.

También se evalud el efecto neuroquimico sobre los niveles extracelulares de DA vy
DOPAC producido por una PBC adulterada con cafeina (Figura 30). La PBC 2 produjo un

gran y rdpido aumento en los niveles extracelulares de DA, alcanzando valores de
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hasta 325 %. Al igual que con la PBC 6, se observd un aumento significativo
inmediatamente luego de la exposicion a PBC 2 (p < 0.001) el cual también duro 20
minutos (muestras 5-6). Por otra parte, a diferencia de lo observado luego de la
exposiciéon a la PBC 6, la PBC 2 mostré una caida mads lenta en los niveles de DA,
llegando recién a los valores basales en la muestra 9 (Figura 30A). Los animales
tratados con PBC 2 también mostraron diferencias significativas con los controles en
los niveles extracelulares de DOPAC (Figura 30B). Inmediatamente después de la
exposicion a la droga se observo una disminucién de los valores de DOPAC
significativamente superior a la mostrada por los controles (p < 0.05), la cual continud

disminuyendo durante los siguientes 40 minutos (muestras 6-7, p < 0.001).
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Figura 30. Efecto de PBC 2 volatilizada sobre los niveles extracelulares de DA y DOPAC en el
NAcc shell. La barra gris indica el periodo de exposicion a la droga volatilizada (10 minutos).
Media + EEM. ANOVA de dos vias, seguido de Newman-Keuls. * = vs control. * = p < 0.05; ***
=p <0.001. N=5.
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En la Figura 31 se muestra una comparacion entre los niveles extracelulares de DA
luego de la exposicidn a las dos muestras de PBC utilizadas. Como se puede observar,
aquellos animales tratados con PBC 2 mostraron niveles significativamente mayores a
los mostrados por PBC 6 durante los primeros 40 minutos (p < 0.001), ademas de
mostrar un decaimiento mas lento luego del efecto neuroquimico observado. Estas
diferencia en el efecto producido por ambas drogas podria estar explicado en parte
por la presencia de cafeina en la PBC 2, la cual no solo es capaz de potenciar el efecto
producido por PBC sino que también se ha demostrado que facilita la volatilizacién de

las drogas (Cole y cols. 2011).

@ PBC2 -O- PBC6
500+

400+
300+

2004

DA extracelular
(% del basal)

100+

volatilizacién

(10 min)

0 2 4 6 8 10 12

Muestra (20 min)

Figura 31. Comparacién entre los niveles extracelulares de DA en el NAcc shell luego de la
exposicién a PBC 2 y PBC 6. La barra gris indica el periodo de exposicidn a la droga volatilizada
(10 minutos). Media £ EEM. ANOVA de dos vias, seguido de Newman-Keuls. * =vs PBC 6. *** =

p <0.001. N=5.

3.2. EFECTO NEUROQUIMICO INDUCIDO POR CAFEINA VOLATILIZADA

La Figura 32 ilustra los niveles extracelulares de DA y DOPAC en el NAcc shell de los
animales expuestos a 50 mg de cafeina volatilizada en relacién a los animales
controles. Como se puede observar, los niveles de DA en el grupo control fueron
estables a lo largo de toda la sesidn experimental. En contraste, un aumento
significativo de los niveles extracelulares de DA fue observado luego de la exposicion a
cafeina, produciendo un aumento de hasta el 70 % (Figura 32A). El efecto de cafeina

fue evidente inmediatamente luego de la exposicidn y alcanzo diferencias significativas
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con el grupo control después de 40 minutos (p < 0.05y p < 0.01). El efecto de cafeina
duro 100 minutos (muestras 6-11) y comenzé a disminuir recién a los 140 minutos de
la exposicion (p < 0.05). Por otra parte, no se observaron cambios en los niveles

extracelulares de DOPAC luego de la exposicidn a cafeina (Figura 32B).
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Figura 32. Efecto de cafeina volatilizada sobre los niveles extracelulares de DA y DOPAC en el
NAcc shell. La barra gris indica el periodo de exposicidon a la droga volatilizada (10 minutos).
Media * EEM. ANOVA de dos vias, seguido de Newman-Keuls. * = vs control. * = p < 0.05; ** =
P <0.01. N=5.

4. ANALISIS DEL HUMO DE PBC Y CAFEINA

En esta serie de experimentos se analizé el humo de las muestras de PBC y cafeina a
las que fueron expuestos los animales durante los experimentos comportamentales,
con el fin de evaluar la presencia de nuevos compuestos producidos durante, y

producto, de la volatilizacién.
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Como se puede observar en las Figuras 33-37, el andlisis realizado en el GC-MS mostro
que el humo de todas las PBC estudiadas contiene cocaina, ademas de revelar la
presencia de algunos productos de pirolisis adicionales a la cocaina, tales como el
anhidro ecgonina metil ester (AEME), el acido benzoico (AB) y cuatro isémeros del
carbometoxicicloheptatrienos (CMCHTSs). A su vez, también se observé la presencia de
cafeina en el humo de aquellas PBC que la presentaban en su composicién (PBC 2, 4y
13). Este analisis también demostrd que, bajo las condiciones utilizadas, no se produjo
ningun producto de reaccidén entre cocaina y cafeina. Estos resultados estuvieron en
concordancia con los obtenidos por Gostic y cols. 2009. Cabe resaltar que problemas

metodoldgicos impidieron realizar el estudio del humo de las muestras de PBC 9y 15.

Por otra parte, el humo de cafeina analizado mostré que este contenia Unicamente

cafeina, sin presentar otros productos de pirolisis (Figura 38).
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Figura 33. Andlisis en GC-MS de la composicion del humo de PBC 2. El circulo en el
cromatograma engloba los 4 picos correspondientes a los isémeros de CMCHTSs.
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Figura 34. Analisis en GC-MS de la composicidn del humo de PBC 4. El circulo en el
cromatograma engloba los 4 picos correspondientes a los isémeros de CMCHTSs.
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Figura 35. Analisis en GC-MS de la composicidn del humo de PBC 5. El circulo en el
cromatograma engloba los 4 picos correspondientes a los isémeros de CMCHTSs.
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Figura 36. Analisis en GC-MS de la composicidon del humo de PBC 6. El circulo en el
cromatograma engloba los 4 picos correspondientes a los isémeros de CMCHTSs.
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Figura 37. Analisis en GC-MS de la composicidon del humo de PBC 13. El circulo en el
cromatograma engloba los 4 picos correspondientes a los isémeros de CMCHTSs.
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Figura 38. Analisis en GC-MS de la composicidn del humo de cafeina.




DISCUSION

Los resultados obtenidos a lo largo de la tesis confirmaron nuestra hipdtesis. PBC
suministrada por la via inhalatoria pulmonar indujo un efecto estimulante, el cual se
vio potenciado por la presencia de cafeina. A su vez, dicho efecto estimulante se vio
asociado a un aumento en la transmision dopaminérgica en el NAcc shell. Del mismo
modo, también se determind que cafeina volatilizada induce un efecto estimulante y

neuroquimico per se.

ANALISIS QUIMICO DE MUESTRAS DE PBC INCAUTADAS EN URUGUAY ENTRE LOS ANOS
2007-2014

Durante esta serie de experimentos se analizé la composicién quimica de una serie de
muestras representativas de PBC incautadas en Uruguay en un periodo de siete anos.
En primer lugar, los resultados obtenidos confirmaron que las muestras analizadas
correspondian realmente a PBC, ya que todas presentaban trans y cis-
cinnamoilcocaina en su composicidon (Moraes y cols. 2015). Estas impurezas permiten
determinar que las muestras incautadas corresponden a etapas tempranas en la
elaboracién de la cocaina, confirmando entonces que ninguna de ellas corresponde a

clorhidrato de cocaina o crack.

Los resultados obtenidos también demostraron la existencia de una gran variabilidad
en la pureza y composicién de las muestras estudiadas en las diferentes incautaciones
del periodo analizado. Los adulterantes encontrados en las muestras (cafeina,
fenacetina y en menor medida aminopirina) son algunos de los frecuentemente
reportados como adulterantes de drogas de abuso y se encuentran dentro de los
adulterantes reportados en muestras de PBC de Bolivia, Colombia y Perd (PRADICAN
2012). Estos resultados nos sugieren que las muestras llegarian a Uruguay va
adulteradas, independientemente de que aqui sufran mas modificaciones u

adulteraciones.

Las razones por las cuales estos adulterantes son utilizados en las muestras de PBC son

diversas y en algunos casos aun no son del todo claras:
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La cafeina, es la droga psicoactiva mas popular del mundo debido a su propiedad
psicoestimulante combinada con la ausencia de severos efectos secundarios (Fisone y
cols. 2004). Existen varias evidencias cientificas que demuestran la capacidad de la
cafeina de potenciar las acciones psicoestimulantes y reforzadoras de la cocaina
(Lopez-Hill y cols. 2011; Prieto y cols. 2015), aunque ninguna de estas evidencias
utilizaron la inhalacién pulmonar como via de administracion. Ademads, parece facilitar
la administraciéon de drogas ilegales de abuso, especificamente disminuyendo la

temperatura de volatilizacion de las drogas fumadas (Cole y cols. 2011).

Por otra parte, se ha reportado que la fenacetina, una droga con propiedades
analgésicas y antipiréticas, se aflade como adulterante para potenciar el sabor amargo
de la cocaina (clorhidrato) y mejorar su aspecto. La fenacetina hace que la cocaina
brille y simula el aspecto de la “alita de mosca” (Jones y cols. 2015). Sin embargo, es
posible que se agregue por tener efectos motivacionales per se. En este sentido, hay
un unico estudio preclinico en animales que demuestra que la fenacetina, a dosis que
genera efectos anti-nociceptivos produce un aumento de la motivacidn en los animales
de experimentacién (Abbott y Hellemans 2000). Sin embargo, hasta nuestro
conocimiento, no existe ningln reporte que haya estudiado los efectos de la
combinacidon de fenacetina y cocaina, ni estudios que hayan usado la inhalacién

pulmonar como via de administracién de fenacetina.

La aminopirina, por su parte, es una droga con propiedades analgésicas, anti-
inflamatorias y antipiréticas, y se presentaen forma de polvo cristalino, blanco,
inodoro, casi insipido y facilmente soluble en agua. Con excepcidn de sus propiedades
fisicas similares a la cocaina, hasta nuestro conocimiento, no existen datos clinicos o
pre-clinicos que expliquen la razén por la cual esta droga es utilizada como

adulterante.

Los analisis realizados en este trabajo no solo revelaron una variacién en la
composicion cualitativa de las muestras de PBC a lo largo de los afios, sino también en
lo cuantitativo. La disminucién en el porcentaje de cocaina base y la apariciéon de un
nuevo adulterante (fenacetina), nos confirma la importancia y necesidad de realizar

estudios quimicos de las muestras de PBC incautadas de manera periddica, de forma
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tal de tener un verdadero correlato de lo que se esta consumiendo en las calles. En
linea con este pensamiento y dentro del marco del “Proyecto sobre Cocainas
Fumables” coordinado por el Observatorio Interamericano de Drogas de la Comisién
Interamericana para el Control del Abuso de Drogas (CICAD-OEA) y financiado por el
Smoked Cocaine in South Cone Countries Grant CICAD-OEA/USINL-USA, realizamos el
analisis de 305 muestras de PBC incautadas en Uruguay durante los afios 2014 y 2015
(Ver Anexo). El objetivo del proyecto consistié en analizar quimicamente muestras
incautadas de cocainas fumables provenientes de paises de la regidén tales como
Uruguay, Argentina, Brasil, Chile y Paraguay. El fin era alentar a las autoridades
correspondientes sobre la necesidad de desarrollar un mecanismo institucional que
permita el analisis sistemdatico de todas las muestras de drogas incautadas, como
fuente permanente de conocimiento y como eslabén de un sistema de alarma
temprana sobre el perfil quimico de las drogas de consumo y los adulterantes
utilizados. Este trabajo se realizd en el Ultimo semestre del trabajo de tesis y permitio
tener un marco comparativo con las 27 muestras analizadas durante el desarrollo de la

tesis (Tabla 3).

Por lo tanto, el analisis quimico de muestras incautadas de PBC realizados durante el
2007 al 2015, contribuyé al conocimiento sobre la dinamica del trafico y al potencial

impacto de la PBC en la salud de los consumidores.

EFECTO ESTIMULANTE Y NEUROQUIMICO DE PBC VOLATILIZADA

Durante esta serie de experimentos se evalud el efecto estimulante asi como el efecto
sobre los niveles de DA extracelular en el NAcc shell luego de un tratamiento agudo
con muestras de PBC volatilizada con diferente contenido en cocaina y cafeina. A su
vez, se disefiaron experimentos para evaluar la contribucion de la cafeina en el efecto

estimulante producido por PBC.

Los resultados obtenidos durante los experimentos comportamentales demostraron
que el tratamiento agudo con PBC volatilizada es capaz de generar, con excepcion de
la PBC 5, un efecto estimulante. Si bien este resultado era esperable, en base a

nuestros antecedentes (Lopez-Hill y cols. 2011) y a los numerosos estudios que
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demuestran la capacidad estimulante de otras drogas de abuso, estos datos
constituyen el primer reporte pre-clinico de los efectos de la PBC mediante la via de

inhalacién pulmonar.

El efecto comportamental producido por PBC fue acompafiado por variaciones en los
niveles plasmaticos de cocaina y cafeina. Estos datos proporcionan un correlato
bioquimico de lo observado comportamentalmente y fueron de gran ayuda a la hora
de analizar el efecto estimulante inducido por las diferentes muestras de PBC. Cabe
destacar que los niveles plasmdticos obtenidos no explican completamente las
diferencias observadas en el efecto estimulante producido por las diferentes muestras
de PBC, por lo que nuevos estudios con mejoras en las técnicas utilizadas deberan ser
realizados. De todas formas, estos datos son imprescindibles para validar la

metodologia implementada en este trabajo.

PBC 5, conteniendo Unicamente cocaina, fue la Unica muestra que no generd un efecto
estimulante en los animales tratados en relacion al grupo control (50.39 + 4.403 m vs
39.18 + 2.867 m). Estos datos contrastaron completamente a los mostrados por la PBC
9 (107.2 £ 5.972 m), que a pesar de tener la misma composicidon quimica que PBC5,
indujo un significativo efecto estimulante en relacién al grupo control. Si bien, no hay
razon aparente para esta discrepancia, el analisis de los niveles plasmaticos de cocaina
en estas muestras mostré que, mientras que los animales tratados con PBC 5
contenian 12.45 ng/ml de cocaina en plasma, los tratados con PBC 9 contenian 291.6
ng/ml. Esta clara diferencia en los valores plasmaticos de cocaina podria explicar las
diferencias observadas en el efecto estimulante producido por ambas drogas. Estos
resultados exponen ademas que, a pesar de que ambas muestras contienen la misma
composicidn en cocaina, existe algln otro factor que determina que su volatilizacién, y
por ende los valores plasmaticos, sea mejor en una muestra que en la otra. Es de
destacar que, si bien el analisis quimico realizado por GC-MS, no evidencié ningun otro
componente, no podemos descartar la aparicion de algun subproducto de Ia

volatilizacién que explique las diferencias entre ambas muestras.

Diversos estudios preclinicos han sugerido fuertemente que la cafeina, consumida

tanto aguda como crénicamente, es capaz de potenciar los efectos psicoestimulantes,
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recompensantes y téxicos inducidos por psicoestimulantes prototipicos, ademas de
aumentar la vulnerabilidad a la dependencia y la recaida. Tanto en este trabajo como
en trabajos previos hemos reportado a la cafeina como un importante adulterante en
las muestras incautadas de PBC (Lopez-Hill y cols. 2011; Prieto y cols. 2015), llegando a
alcanzar altos porcentajes en relacion al contenido del alcaloide cocaina y en algunos
casos a presentar un contenido incluso superior al de cocaina. Mediante la via de
administracion i.p., hemos demostrado que la cafeina potencia significativamente los
efectos locomotores y la sensibilizacién inducida por muestras de PBC administrada en
ratas (Lopez-Hill et al. 2011; Prieto et al. 2015). Sin embargo, hasta el momento no
existian estudios que demostraran el rol de la cafeina como adulterante en drogas de

abuso volatilizadas.

En base a estos antecedentes y debido a la variabilidad observada en el efecto
comportamental producido por las diferentes muestras de PBC volatilizada, nos
propusimos evaluar el rol de la cafeina en el efecto producido por PBC mediante la via
de inhalacién pulmonar. Durante estos experimentos se observé que cafeina (25 mg)
incrementd el efecto estimulante producido por PBC 5 en relacion al grupo control
(67.7 £9.3 mvs 39.2 + 2.8 m), demostrando claramente la capacidad potenciadora que
tiene la cafeina como adulterante de drogas de abuso fumadas. Sin embargo, cabe
resaltar que no se observd el efecto estimulante después del tratamiento con la
combinacion de PBC 5 con 10.5 mg de cafeina (48.4 + 3.0 m), aun cuando la
combinacidn contiene las mismas cantidades de cocaina y cafeina presentes en la PBC
2 (la cual indujo un claro efecto estimulante; 103.7 + 13.5 m). Estos resultados
confirman aun mads que parecen existir otros factores, que estarian determinando las
diferencias observadas entre el efecto estimulante producido por las diferentes PBC.
La diferencia observada en las concentraciones de cocaina en plasma podrian estar
determinando que, la temperatura a la cual las muestras de PBC se estarian
volatilizando seria un factor relevante en los diferentes efectos estimulantes
observados. Es sabido que a mayores temperaturas, menor es la concentracion de
cocaina en el humo y mayor es la produccion de productos de pirolisis (Nakahara
y Ishigami 1991; Gostic y cols. 2009). De acuerdo con esto, la PBC 2 se estaria

volatilizando a menores temperaturas que la PBC 5, hecho que garantizaria la
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preservacion de sus principales componentes (cocaina y cafeina) y por lo tanto un
mayor acceso de éstos al cerebro. Cabe resaltar que restd evaluar el rol de la cafeina
en la muestra PBC 9, dado que ésta muestra podria volatilizarse en mejores
condiciones que la muestra PBC 5 y evidenciar una potenciacion real del efecto

estimulante inducido por la PBC 9.

Con la intencidon de conocer la composicién del humo al cual se expusieron los
animales se realizd el analisis cualitativo de los compuestos presentes en el humo de
las muestras de PBC. Los resultados mostraron que ademas de cocaina y cafeina (en
aquellas muestras que la contenian), el humo de todas las muestras contenia tres
productos de pirolisis de cocaina: AB, AEME Y CMCHTs (Nakahara y Ishigami 1991;
Gostic y cols. 2009).

De estos productos de pirolisis, se ha demostrado en cultivos celulares primarios de
hipocampo de rata, que el AEME, por medio de los receptores muscarinicos M1y M3,
resulté ser mas neurotdxico que la cocaina, sugiriendo que los consumidores de
cocaina fumada podrian estar predispuestos a mayores efectos deletéreos en
comparacion a los consumidores de otras vias de administracién (Garcia y cols. 2012;
Garcia y cols. 2015). Estos mismos autores demostraron que AEME, a pesar de no
inducir la expresion de sensibilizacion comportamental por si solo, potencié
sustancialmente los efectos de la cocaina, observandose una mayor expresién del
fenédmeno en aquellos animales tratados con la combinacidén cocaina-AEME en
comparacion con los tratados Unicamente con cocaina (Garcia y cols. 2016). Por otra
parte, hasta nuestro conocimiento no existen reportes que demuestren efectos

psicoactivos de los otros productos de pirolisis encontrados.

Si bien los experimentos conductuales demostraron, aunque de manera parcial, que la
cafeina posee un rol principal en el efecto estimulante inducido por aquellas PBC que
estdn adulteradas con esta sustancia, los ensayos neuroquimicos lo confirmaron una
vez mas. El aumento en los niveles extracelulares de DA inducidos tanto por la PBC 2
(con cafeina) como por la PBC 6 (sin cafeina), se explican, en primer lugar, por la
accién de la cocaina (presente en ambas muestras) sobre los DAT. La cocaina bloquea

los DAT presentes en la terminal pre-sindptica evitando la remocién de la DA de la
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hendidura sinaptica, lo que genera la acumulacion de DA en el espacio extracelular
(Lizasoain y cols. 2002; Volkow vy cols. 1997). Estos resultados obtenidos eran
esperados, ya que una de las principales caracteristicas de las drogas de abuso es la
capacidad de incrementar las concentraciones extracelulares de DA en el NAcc, lo cual
se cree es el principal mecanismo involucrado en las propiedades recompensantes y

estimulantes de estas drogas (Wise y Bozarth 1987; Pontieriy cols. 1995).

Sin embargo, los ensayos neuroquimicos mostraron diferencias significativas entre la
liberacion de DA producida por ambas muestras, siendo mayor la liberacion de DA en
los animales tratados con la PBC adulterada con cafeina (PBC 2), sugiriendo que la
cafeina no solo potencia la actividad motora producida por la muestra de PBC

adulterada con cafeina sino que también incrementa sus efectos neuroquimicos.

Por otra parte, los resultados también mostraron una caida en los niveles
extracelulares de DOPAC en ambos grupos experimentales (PBC 2 y 6). Este resultado
se explica por el hecho de que la mayoria del catabolismo de la DA es mediado por la
accion de las monoamino oxidasas (MAOQ), las cuales se encuentran principalmente en
la membrana externa de las mitocondrias dentro de la terminal sindptica. El bloqueo
producido por la cocaina sobre los DAT, impide el ingreso de la DA a la terminal,
volviéndose entonces inaccesible para las MAO y disminuyendo de esta forma los

niveles de sus metabolitos (Garrett y Soares-da-Silva 1990; Feldman y cols. 1997).

EFECTO ESTIMULANTE Y NEUROQUIMICO DE CAFEINA VOLATILIZADA

Los resultados generados en este estudio demostraron un efecto estimulante dosis-
dependiente y un incremento significativo en los niveles de DA extracelular en el NAcc
shell luego de un tratamiento agudo con cafeina administrada a través de la via de
inhalacién pulmonar. A pesar de que ya existian evidencias que mostraban la
capacidad de cafeina de ser volatilizada (Gostic y cols. 2009), nuestro trabajo
representa la primera evidencia experimental que muestra que cafeina ejerce efectos
farmacoldgicos luego de su administracion por inhalacién pulmonar. El hecho de que el
efecto comportamental observado estuviera acompafado directamente por

variaciones en los niveles plasmaticos de cafeina sugiere que la sustancia llega al
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cerebro luego de la inhalacion pulmonar, validando asi la metodologia aplicada en este

trabajo.

Un gran numero de evidencias experimentales sugiere que la transmision
dopaminérgica juega un rol clave en los efectos psicoestimulantes de la cafeina
(Garrett y Griffiths 1997; Fredholm y Svenningsson 2003; Cauli y Morelli 2005; Ferré
2008; Volkow vy cols. 2015; Ferré 2016). En concordancia, durante este trabajo se
demostré que la dosis de cafeina que generd los mayores efectos comportamentales
(50 mg) aumenté significativamente los niveles extracelulares de DA en el NAcc shell,
sin alterar el metabolismo dopaminérgico, ya que no se observaron cambios en los
niveles extracelulares de DOPAC. Estos ultimos resultados coinciden con trabajos
realizados en los que se demostrd que cafeina, a pesar de ser utilizado como base para
el diseno de potentes inhibidores de las MAQ, es un débil inhibidor de las isoformas

MAO-A y MAO-B (Petzer y cols. 2013).

Estudios realizados tanto en animales como en humanos, mediante vias de
administracion distintas a la usada en este trabajo, muestran que cafeina exhibe
propiedades reforzadoras débiles en comparacién a las mostradas por
psicoestimulantes prototipicos y otras sustancias adictivas (Strain y Griffiths 1995;
Nehlig 1999; Ferré 2016). Teniendo en cuenta que se ha sugerido que la liberacion de
DA en el NAcc shell esta causalmente asociada con los efectos reforzadores de los
psicoestimulantes (Di Chiara e Imperato 1998; Volkow y cols. 2009), podria ser posible
gue, bajo una via de administracién rapida (inhalacién pulmonar), la cafeina fuese
capaz de inducir un efecto reforzador mayor que el mostrado mediante otras vias

ensayadas.

La via de administracidn tiene una alta influencia sobre la severidad de la dependencia
a las drogas de abuso (Gossop y cols. 1992). De hecho, la velocidad con la que las
drogas de abuso entran en el cerebro es un parametro clave que determina el efecto
reforzador de las drogas. Se ha propuesto que la alta velocidad con la que una droga
llega al cerebro facilita su capacidad de inducir formas de plasticidad
neurocomportamental, produciendo asi una mayor motivacién por la droga vy

contribuyendo a su uso compulsivo (Samaha y Robinson 2005). Dado que el consumo
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cronico de cafeina puede llevar al desarrollo de dependencias psicoldgicas vy fisicas
leves (Morelli y Simola 2011) existiria la posibilidad de que el consumo de cafeina por
la via fumada podria aumentar sus efectos reforzadores y de esta forma el riesgo de
abuso. Sin embargo, serian necesarios estudios comportamentales adicionales,
combinando paradigmas especificos (autoadministracién o ultra-vocalizaciones) y la

via de administracién fumada, para verificar esta hipdtesis.

Existen evidencias controversiales sobre la induccion de cambios en los niveles
extracelulares de DA en el NAcc shell por parte de cafeina (Acquas y cols. 2002; Solinas
y cols. 2002; Cauli y Morelli 2005; De Luca y cols. 2007; Morelli y Simola 2011; Malave
y Broderick 2014). Sin embargo, nuestros resultados apoyan aquellas evidencias que
muestran un aumento en la liberacion de DA, incluso utilizando otras vias de
administracion. En relacién a un posible mecanismo que explique los resultados
obtenidos, Solinas y colaboradores demostraron que el aumento en los niveles
extracelulares de DA en el NAcc se debe a la accion de la cafeina sobre los receptores
A1, dado que dicho efecto se reprodujo mediante el tratamiento con antagonistas de
los receptores Al y no por antagonistas A2A (Solinas y cols. 2002). Ademas, por su
localizacion pre-sindptica, los receptores Al participarian en la modulacién de la
liberacion de DA. Asi, aunque actualmente se piense que el bloqueo de los receptores
de adenosina A2A es el mecanismo responsable del efecto estimulante producido por
cafeina, el bloqueo de los receptores de adenosina Al podria también jugar un papel

relevante en dicho efecto.

Para nuestro conocimiento, no se han realizado estudios clinicos o preclinicos sobre los
efectos centrales asociados al consumo de una forma fumable de cafeina. Basado en la
asuncién de que el efecto psicomotor de los psicoestimulantes predice su efecto
reforzador y su poder adictivo (Wise y Bozarth 1987; Volkow vy cols. 2015), nuestros
resultados nos llevan a proponer que la cafeina fumada podria tener algunas
similitudes con los efectos producidos por drogas psicoestimulantes de abuso, como la
cocaina y metanfetamina. Existen fuentes de datos informales en internet que explican
diferentes formas de producir cafeina fumable, junto con informes subjetivos que
sugieren que sus efectos serian similares a los producidos por la cocaina fumada. Es

importante considerar que todos estos reportes son sobre el uso experimental de
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cafeina fumada basado en procesos quimicos caseros, los cuales carecen
completamente de los controles sanitarios y de calidad, poniendo en grave peligro la
salud de los usuarios. Nuestros trabajo proporciona una advertencia significativa sobre
la necesidad urgente de aumentar la conciencia social y el control del consumo de
cafeina a través de diversas fuentes de la dieta como el café, té, refrescos cola y
bebidas energizantes, particularmente en adolescentes (Vester 2014; Harris y Munsell

2015).

Por ultimo, el abuso de PBC es un importante problema social y sanitario en varios
paises latinoamericanos, el conocimiento acerca de como los adulterantes activos
colaboran en los efectos nocivos es de suma importancia para entender finalmente las
graves consecuencias que este tipo de drogas, adulteradas con cafeina, pueden tener

sobre la salud de las personas.
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CONCLUSIONES

El analisis quimico de muestras de PBC incautadas en Uruguay demostré que todas
las muestras contienen cocaina base como su principal componente y evidencié la

presencia de cafeina, fenacetina y/o aminopirina como adulterantes.

El andlisis quimico demostrd un cambio en la composicién quimica de las muestras
de PBC incautadas en el Uruguay entre el 2007 y el 2015. A pesar de este cambio,
cafeina continda siendo el adulterante mas frecuente en muestras de PBC. Estos
datos aportan informacion relevante sobre la dindmica del trafico de este tipo de

drogas.

La aparicion de la respuesta comportamental estimulante inducida por el
tratamiento agudo con PBC volatilizada demuestra la validez de la estrategia

experimental utilizada.

Por primera vez se reportan datos de cantidades plasmaticas de los componentes

principales de la PBC, cocaina y cafeina.

Por primera vez se evidencid que cafeina volatilizada produce un efecto
estimulante, el cual fue dosis-dependiente. Este resultado refuerza el papel de los

adulterantes en el efecto farmacoldgico de una droga psicoestimulante fumable.

Si bien la presencia de cafeina demostré que puede potenciar el efecto estimulante
de una PBC, otros factores deben ser tomados en cuenta ya que cada muestra de
PBC indujo una respuesta comportamental diferente a igual cantidad de cocaina. La
temperatura de volatilizacion de PBC, y por tanto la mayor disponibilidad de sus

componentes activos, podria ser uno de los factores que explique estas diferencias.

Los resultados neuroquimicos demostraron que PBC volatilizada induce un aumento
en la transmision dopaminérgica en el NAcc shell, efecto asociado al efecto
reforzador de todas las drogas de abuso. En concordancia con los resultados
comportamentales, la presencia de cafeina en su composicién quimica influencio el

efecto neuroquimico dopaminérgico.
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Por primera vez se evidencid que cafeina volatilizada indujo un aumento en la
transmision dopaminérgica en el NAcc shell, efecto que podria vincularse a un

aumento en el efecto reforzador de la cafeina.

El analisis del humo de las muestras de PBC demostrd la presencia de cocaina y
cafeina ademads de tres productos de pirolisis de la cocaina: AB, AEME y CMCHTs.
Por su parte, en el humo de la cafeina volatilizada se detecté Unicamente cafeina,

confirmando la ausencia de productos de pirolisis.

Este trabajo aporta informacién relevante que demuestra la incidencia de la via de
administracion junto al de la composicién quimica en el efecto farmacoldgico de
PBC. A su vez, contribuye al conocimiento de efectos per se de la cafeina bajo una

via de administracién nunca antes ensayada.

Los datos obtenidos en esta tesis colaboran en la identificacion de factores con

potencial impacto en la salud de los consumidores de PBC.
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PERSPECTIVAS

Continuar el andlisis quimico de muestras de PBC incautadas en Uruguay, de forma
tal de ir generando un registro de la composicidon quimica y un mejor correlato de lo

gue se consume en las calles.

Realizar los experimentos comportamentales y neuroquimicos con cocaina base
mas el agregado de concentraciones conocidas de cafeina. De esta forma
eliminariamos las variables particulares de cada PBC y se podria determinar el rol

exclusivo de la cafeina como adulterante mediante la via de inhalacién pulmonar
Evaluar la variable temperatura en la volatilizacién de las muestras de PBC.

Evaluar la capacidad reforzadora de la cafeina volatilizada mediante paradigmas de

autoadministracion o ultra-vocalizaciones.

Evaluar las respuestas comportamentales en ansiedad experimental y funcidn

cognitiva inducidas por cafeina volatilizada.

Evaluar los efectos comportamentales y neuroquimicos de la fenacetina

volatilizada, determinando su rol como adulterante.
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Proyecto Cocainas Fumables-CICAD:

“ANALISIS DE CARACTERIZACION QUIIMICA DE COCAINAS FUMABLES
INCAUTADAS EN EL URUGUAY: Lineamientos metodoldgicos y
conceptuales para la sistematizacién de informacion”

Juan Andrés Abin Carriquiry™?, Martin Galvalisi®, Marcela Martinez'?, José
Pedro Prieto®, Javier Bonda® Elena Lerena® Veronica Rivero®, Alicia Pla®,
Cecilia Scorza?

'Plataforma de Servicios Analiticos, Instituto de Investigaciones Biolégicas Clemente
Estable (IIBCE), “Departamento de Neuroquimica, |IBCE, °Departamento de
Neurofarmacologia Experimental, [IBCE, ‘Instituto Técnico Forense, °Comision de
Lucha contra las Toxicomanias, Ministerio de Salud Publica.

1. CONSIDERACIONES GENERALES

Desde el afio 2007, en el Instituto de Investigaciones Biol6gicas Clemente Estable
(IIBCE) se viene realizando la caracterizacion de la composicion quimica de muestras
de pasta base de cocaina incautadas en el Uruguay proporcionadas por el Instituto
Técnico Forense (ITF) con fines exclusivamente de investigacion. La evidencia en la
composicion quimica que se tenia hasta el momento se basaba en resultados del
andlisis quimico de un nuamero relativamente bajo de muestras. A partir de nuestra
participacion en el Proyecto de Cocainas Fumables-CICAD, representando a Uruguay,
se analiz6 un numero mayor de muestras, correspondientes a incautaciones del 2014-
2015 registradas por el ITF. El IIBCE recibié 62 muestras de incautaciones realizadas
en el 2014 y 244 muestras del 2015, haciendo un total de 306 muestras (Tabla 1). El
fin del Proyecto era caracterizar la composicion quimica de muestras incautadas de
cocainas fumables provenientes de diferentes paises de la region (Argentina, Brasil,
Chile, Paraguay y Uruguay) y crear asi una base de datos a nivel regional sobre dicha
composicion.

2. UNIDAD DE ANALISIS Y MUESTRA

o El objetivo del trabajo fue caracterizar quimicamente drogas bajo denominacién de
cocainas fumables, conocer su composicién cualitativa y cuantitativa e intentar

asociar estas caracteristicas con variables del contexto tales como lugar del decomiso,
lugar de la venta, lugar -pais o region- de procedencia o destino, lugar del consumo.

¢ Las unidades de analisis especificas: muestras de drogas definidas como cocainas
fumables, sobre las cuales se analiz6 el contenido en cocaina base y la identificacion y
cuantificacion de sustancias agregadas por los mecanismos de adulteracion/dilucion.
Se analizaron distintos formatos de las muestras incautadas: lagrima, envoltorio, trozo
de piedra, chasqui, piedra, tiza, ladrillo y cdpsula. Definimos las formas lagrima,
envoltorio, trozo de piedra, chasqui, piedra y capsula como muestras incautadas
prontas para comercializar al usuario final mientras que la forma tiza y ladrillo se
asumieron como muestras para trafico.
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Todas las muestras entregadas por el ITF al IIBCE fueron analizadas. Si bien por ley,
el ITF (organismo pericial de la Justicia Uruguaya) recibe el universo de las
incautaciones realizadas en Uruguay, hubo una seleccién al azar de las muestras
proporcionadas por el ITF para ser incluidas en el presente estudio. Por lo tanto, las
muestras seleccionadas para la investigacion no corresponden a todas las
incautaciones realizadas en el pais en el periodo solicitado afio 2014 junio 2015
debido a que cuando se inicié el proyecto muchas de estas muestras habian sido
destruidas de acuerdo a lo exigido por la ley 17016 de Uruguay. Es decir, las muestras
no reflejan el universo de lo que se consume en general, sino de lo que se incaut6 en
un area y periodo determinado. Cabe resaltar ademas que no existio ninguna
seleccién posterior por parte del IIBCE y que el ITF no ha proporcionado datos sobre
el tamafo de los decomisos.

Las muestras fueron analizadas utilizando diferentes técnicas (ver mas adelante)
segun si fueron cuantificadas o sus componentes Unicamente identificados.

e EIITF defini6 como pasta base de cocaina a las muestras seleccionadas en base a
sus analisis previos realizados por GC-NPD (Cromatografia de Gas con detector de
nitrégeno-fésforo) los que reportaron presencia de cocaina, ademas de que la
solubilidad, consistencia cerosa y amorfa, color y olor (andlisis presuntivos) sugerian
corresponder a pasta base de cocaina donde la cocaina esté en la forma base libre.

e La Plataforma de Servicios Analiticos del IIBCE recibi6 los siguientes datos de las
muestras (Tabla 1, Figuras 1-3):

Tabla 1: Caracteristicas generales de las muestras analizadas

Cantidad Afio Meses Tipo de Localidad de la
de (cantidad de muestra incautacion
muestras muestras) (% de frecuencia)
Abril (1), Julio (1) Montevideo
qusto D), Lagrima (44 %), Ca?elones, San
2014 Setiembre (3) . 0 José, Maldonado,
62 envoltorio (29 %), )
Octubre (21) tr020 de piedra Rivera, Cerro
Noviembre (12) (12 %) cEas i Largo, Salto,
Diciembre (23) e d Artigas, Flores,
(7%), piedra (3
' Durazno,
Enero (41), Febrero %), tiza (3 %), Pavsandd Rocha
(32), Marzo (25) ladrillo (2%) y ysandd, ’
244 2015 4 , Soriano, Rio Negro,
Abril  (60), Mayo cépsula (0,3) Florida, Colonia y
(65) y Junio (21) La\’/alleja

En la Figura 1 se observa una primera relacion entre el porcentaje de muestras
incautadas en funcion de la localidad.
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Figura 1: Distribucion geogréfica en el Uruguay de las muestras seleccionadas
para el estudio
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La mayoria de las muestras seleccionadas se concentraron en los Departamentos del
sur del pais (Montevideo > Canelones > San José). Tacuarembd y Treinta y Tres
fueron los Unicos Departamentos del pais de los que no recibimos ninguna muestra
incautada durante el periodo seleccionado. Esto no significa que no se incauten
muestras en otros periodos o que no se consuma PBC en dichas localidades.

En la Figura 2 se observa una primera relacién entre la cantidad de muestras
incautadas en funcion de los meses de cada uno de los afos seleccionados.

Soriano
1% Florida
1%

Montevideo
54 %

Figura 2: Distribucion temporal en el Uruguay de las muestras seleccionadas
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Figura 3: Tipo de muestras incautadas en el Uruguay
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La mayoria de las muestras analizadas (44 %) se presentaron en la forma de lagrima.

3. CARACTERIZACION QUIMICA: METODOLOGIA Y EQUIPAMIENTO

La caracterizacién quimica cuali-cuantitativa de los principales componentes que
constituyen las muestras de PBC incautadas, permitieron la identificacion del nivel de
pureza de su principal alcaloide, cocaina, asi como la de sustancias utilizadas como
adulterantes.

Entre los métodos analiticos empleados destacamos:

3.1. Prueba de Scott modificada: Test de color orientativo y presuntivo frente a la
presencia de cocaina, a través de la aparicion de un complejo de color azul que se
forma por la formacién de un complejo entre el tiocianato de cobalto y cocaina. Si la
muestra reacciona de inmediato variando al azul indica probable presencia de cocaina
clorhidrato; si la muestra se mantiene insoluble y se torna de color azul, se asume
como probable cocaina base. Como analisis complementario, al adicionar cloroformo
el material insoluble se disuelve rdpidamente y la fase orgénica se torna de color azul
intenso.

3.2. Cromatografia gaseosa acoplada a detector de espectrometria de masa
(GC/MS): La cromatografia GC/MS es una técnica de separacién y deteccion de una
muestra, la cual debe ser volatil. El detector de espectrometria de masas, entrega el
espectro unico para cada compuesto (huella digital) al comparar la muestra con los
espectros almacenados en su biblioteca. Esta metodologia es usada para confirmar la
identidad de posibles drogas dificiles de identificar, ya sea por su naturaleza o
pequefia cantidad disponible.

En el presente trabajo se utilizO un equipo GC-MS-QP 2010 Ultra, con inyector
automatico (AOC-20i. Shimadzu Corporation) y con una columna HP-5MS (30 m largo
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x 0.25 mm diametro interno x 0.25 um de espesor de fase; Agilent J & W GC
Columns). Se utilizé helio como gas carrier a un flujo de columna de 0.93 ml/min y los
cromatrogramas se analizaron con el software GCMSolution Version 2.71.

3.3. Cromatografia liquida de alta presion con deteccion de arreglo de diodos
(HPLC/DAD): La cromatografia liquida de alta presion es una técnica de separacion
basada en la distinta retencién de los componentes de una muestra disueltos en la
fase movil al pasar por la fase estacionaria. La interaccion entre el soluto de la fase
movil y la fase estacionaria determina la separacion de los componentes a identificar.
El detector de arreglo de diodos esta dentro de la espectrofotometria ultravioleta que
utiliza un haz de radiacién de diferentes longitudes de onda que es absorbido por cada
componente separado en la columna de cromatografia, dando sefiales para los
diferentes valores de longitudes de onda, existiendo una en la cual ese componente
tiene mayor sefal. Esta técnica permitid realizar la cuantificacién de los componentes
presentes en las muestras de pasta base de cocaina.

En el presente trabajo se utilizé un equipo HPLC Waters, con inyector automatico
(Waters 717 plus), bomba binaria (Waters 1525), detector de arreglo de diodos
(Waters 2998) y con una columna Luna-C18 (5u, 100 A (150*4.6mm), Phenomenex).
Se utilizé metanol 90 % (A) y buffer (Acido acético / acetato de sodio, pH=3.65: agua
bi-destilada (5:95); octil sulfato de sodio (SOS) 0.86 mM) (B) como fase maovil segun el
siguiente gradiente: de 0 a 20 minutos se pasa de 30 % a 100 % de A, un periodo
isocréatico de 14 minutos con 100 % de Ay se restablecen las condiciones iniciales por
10 minutos. Los cromatogramas fueron analizados mediante el software Empower Pro
a la longitud de onda 6ptima para cada analito.

3.4. Equipamiento utilizado para andlisis de drogas:

a. Balanza analitica de precisién
b. Centrifuga refrigerada

c. Agitador de tubos vortex

d. Bafio ultrasonido

3.5. Procesamiento de la muestra

Se prepara una soluciéon concentrada (SCi) a partir de la toma de 50 mg de cada
muestra de PBC y se disuelve en 5 ml de metanol.

3.6. GC-MS:
Se toman 20 ul de SCi y se diluye en 980 ul de cloroformo, inyectando posteriormente
1 pl de dicha solucién en el GC-MS.

3.7. HPLC-DAD:

Se toman 20 pl de SCi y se diluye en 980 ul de fase mdvil, inyectando posteriormente
20 pl de dicha solucion en el HPLC-DAD.

El criterio que se utiliz6 para considerar presencia o0 ausencia de cocaina y
adulterantes es que su contenido sea superior al 1 %.

4. ANALISIS CUALITATIVO
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Se utilizé el test Scott para aquellas muestras que no se disolvieron en una primera
instancia, confirmando que correspondian a muestras de pasta base de cocaina.

En la Tabla 2 se evidencia que la mayoria de las muestras incautadas se encuentran
adulteradas. Se ha identificado al menos un adulterante en el 90 % de las muestras

analizadas.

Tabla 2: Cantidad de muestras en las que se detect6 presencia de adulterante

Cantidad de muestras
ARos de Total de
incautacion muestras Cocaina base SIN Cocaina base
adulterantes CON adulterantes
Afo 2014 62 2 (3%) 60 (97 %)
Afo 2015 244 30 (12 %) 214 (88 %)
Periodo 2014-2015 306 32 (10 %) 274 (90 %)

Cabe mencionar que “adulterante” se le denomina a toda aquella sustancia
deliberadamente agregada para imitar o potenciar el efecto de la droga de base o con
el fin de aumentar el volumen (diluyente) [1].

Si consideramos el tipo de adulterantes, en la Tabla 3 se puede evidenciar que los
adulterantes mayormente encontrados en las muestras fueron: cafeina, fenacetina y
aminopirina. Las muestras adulteradas con lidocaina, levamisol, pseudococaina,
benzocaina y procaina fueron agrupadas dado que estos aparecen en muy baja
frecuencia.

Tabla 3: Cantidad de muestras segun el contenido de cocainay adulterantes

5 Cantidad de muestras
Afio de Total de

Incautacion | muestras Cocaina | Cafeina | Fenacetina | Aminopirina | Otros*

2014 62 62 49 56 7 5
(100%) | (79 %) (90 %) (11 %) (8 %)

2015 244 244 147 175 75 21
(100 %) | (60 %) (72 %) (31 %) (9 %)

2014-2015 306 306 196 231 82 26
(100 %) | (64 %) (76 %) (27 %) (9 %)

* lidocaina, levamisol, pseudococaina, benzocaina y procaina

Si observamos los datos en porcentaje, podemos apreciar una alta proporcion de
muestras adulteradas con fenacetina y cafeina (Tabla 3). Y a partir del 2015 se
observa un aumento en la proporcién de muestras adulteradas con aminopirina. De
hecho, mas concretamente, la aparicibn de aminopirina se constata a partir de
noviembre de 2014.
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Hemos detectado ademds una variedad de adulterantes en menor proporcién como se
muestran en la tabla 4.

Tabla 4: Cantidad de muestras segun el contenido de adulterantes menos

frecuentes
Afio de Total de Cantidad de muestras

Incautacion | muestras Levamisol | Lidocaina | Procaina | Benzocaina | Pseudococaina
2014 62 4 1 0 0 0

(6.5 %) (1.6 %) (0 %) (0 %) (0 %)
2015 244 12 4 4 1 1

(4.9 %) (1.6 %) (1.6 %) (0.4 %) (0.4 %)
2014-2015 306 16 5 4 1 1

(5.2 %) (1.6 %) (1.3 %) (0.3 %) (0.3 %)

En relacién a la combinacion de cocaina y adulterantes, la Tabla 5 muestra que
aproximadamente un 50 % de las muestras contienen cafeina y fenacetina como
adulterantes.

Tabla 5: Cantidad de muestras segun la combinacion de cocainay los tres
principales adulterantes

Cocaina
o Cocaina Cocaina +
. Afo dQ, Total de N N Cafeina
incautacion muestras , .
Cafeina fenacetina +
Fenacetina
2014 62 5 (8 %) 12 (19 %) 44 (71 %)
2015 244 36 (15 %) 51 (21 %) 122 (50 %)
2014-2015 306 41 (13.4 %) 63 (20.1 %) 166 (54.2 %)

En base a datos previos de nuestro grupo de trabajo habiamos constatado que cafeina
era el Unico adulterante que aparecia en muestras de pasta base de cocaina
analizadas desde el 2007 hasta principios del 2014. Sin embargo, el nimero de
muestras analizadas era bajo en relacién al presente analisis. En el presente estudio
podemos constatar la presencia de fenacetina en las muestras de pasta base de
cocaina.

Al analizar la composicion cualitativa de los diferentes tipos de muestras (Figura 4),
observamos que la presencia de los componentes mas frecuentemente detectados
(cocaina, fenacetina, cafeina y aminopirina) sufre variaciones menores,
independientemente de que se trate de muestras incautadas prontas para
comercializar al usuario final o para tréfico.
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Figura 4: Frecuencia relativa de la aparicion de los principales componentes de
pasta base de cocaina segun el tipo de muestra
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De los datos cualitativos mostrados hasta el momento, se puede concluir que la
totalidad de las muestras contienen cocaina y que en su mayoria estan adulteradas.
Los adulterantes mas frecuentes fueron la cafeina y fenacetina y ambos estuvieron
frecuentemente presentes en las mismas muestras. Es decir que el tipo de muestra
gue alcanza al usuario (por ejemplo: lagrima) contiene las tres sustancias.

Es importante sefialar que independientemente de los efectos negativos que genera
per se un droga de abuso, en general no se consideran las acciones que pueden
agregar los adulterantes. Muchos de ellos pueden considerarse sustancias que
inducen severos riesgos, a corto o largo plazo, para la salud de la persona que
consume drogas de abuso. Sumado a esto, en general, no hay suficiente investigacion
cientifica que cuantifique la naturaleza o el alcance de los efectos inducidos por la
mayoria de los adulterantes usados [1]. Por lo tanto, es alin mas relevante conocer la
cantidad en la que aparecen estas sustancias para comprender finalmente el efecto
farmacoldgico completo de la cocaina fumable y su nivel de toxicidad.

5. ANALISIS CUANTITATIVO

La Figura 5 muestra los rangos de concentraciones de cocaina, cafeina y fenacetina
en las muestras analizadas de pasta base de cocaina. El analisis cuantitativo
demostré que cocaina base aparece en un rango muy amplio de concentraciones
superando incluso el 90 % en una muestra (Figura 5A), en tanto que fenacetina y
cafeina se han detectado hasta en un maximo de 60 % (Figura 5B y C,
respectivamente), mientras que levamisol y lidocaina en ningin caso superaron el 30
% (no se muestra en el grafico). Si bien el rango de concentraciones de cocaina,
cafeina y fenacetina es amplio, en promedio el contenido en las muestras es de 40, 30
y 26 %, respectivamente (Figura 5A-C).

Al analizar la sumatoria de estos 3 componentes, se aprecia que la suma de estos
representa mas del 50 % de la composicion en la mayoria de las muestras analizadas
y que en promedio, para el total de las muestras analizadas, estos 3 componentes
representan el 80 % del contenido de las muestras (Figura 5 D).
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Figura 5: Contenido en cocaina, fenacetina y cafeina en muestras analizadas
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El porcentaje que estos componentes representan para las diferentes tipos de
muestras analizadas no presenta una variacion sustancial de acuerdo al perfil que se
muestra en la Figura 6.
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Figura 6: Contenido de cocaina, cafeinay fenacetina segun el tipo de muestra

analizado
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Luego de agrupar las muestras segun su destino, sea para consumo o para tréafico,
tampoco parece haber evidentes diferencias desde el punto de vista cuantitativo

(Figura 7).
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Figura 7: Contenido de cocaina, cafeinay fenacetina en muestras de consumo
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5. CONCLUSIONES GENERALES DEL ANALISIS QUIMICO CUALI Y
CUANTITATIVO

e Se identificaron varios adulterantes en las muestras seleccionadas y
analizadas.

e En el total de muestras analizadas existe variabilidad en la pureza de cocaina y
adulterantes. En relacién a los analisis previos llevados a cabo en el IIBCE, la
pureza fue disminuyendo con los afios y se registraron otros adulterantes que antes
no se detectaban (por ejemplo, fenacetina). Asimismo, la proporcién de cocaina ha
bajado en relacion a afios anteriores, hecho que concuerda con la instalacion de
una droga en un mercado.

e Considerando que las muestras analizadas corresponden a un area incautada,
se podria suponer que reflejan lo consumido por los usuarios en el periodo 2014-
2015. Asumiendo esto, el contenido quimico del 90 % de las muestras que se han
consumido en ese periodo consistié en una mezcla de cocaina, fenacetina y cafeina
en una proporcién similar (30 % cada una). Este hecho deja en evidencia la
relevancia de los adulterantes en el efecto farmacolégico y/o toxicolégico de la
cocaina fumable.

e La toxicidad de la fenacetina ha sido descrita por via oral [2,3]. No hay datos
gue demuestren su toxicidad por via inhalatoria.

e La interaccién cocaina y cafeina ha sido determinada en modelos animales
pre-clinicos [4,5]. En particular, en el modelo de auto-administracion en roedores,
que refleja aspectos reforzadores y motivacionales de la droga, hemos demostrado
gue cafeina potencia los efectos motivacionales y reforzadores de la cocaina a
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proporciones que aparece en muestras de pasta base de cocaina [6]. Este
resultado sugiere, en primer lugar, que la presencia de cafeina como adulterante de
una cocaina fumable no es inocua; en segundo lugar, que cafeina parece estar
siendo agregada de manera racional y, en tercer lugar, podria potenciar los efectos
adictivos de la cocaina. Sin embargo, hasta la fecha no hay datos pre-clinicos
publicados (o incluso clinicos) de los efectos inducidos por la interaccion de cocaina
y fenacetina o la combinacién de cocaina, fenacetina y cafeina, bajo la via de
administracién de inhalaciéon pulmonar. Futuros experimentos deberan realizarse
para comprobar si existe 0 no potenciacion de los efectos reforzadores de la
cocaina por fenacetina Unicamente o por su interaccion con cafeina. No existen
ademas datos que demuestren la toxicidad que implica el agregado de adulterantes
y su consumo por la via de administracion de inhalacién pulmonar.

A continuacion se enumeran algunas caracteristicas de las sustancias adulterantes
detectadas mayoritariamente en las muestras analizadas de cocainas fumables:

1) Cafeina: la cafeina es la droga psicoactiva mas popular del mundo debido a su
propiedad psicoestimulante combinada con la ausencia de severos efectos
secundarios [7]. La cafeina se encuentra en varios brebajes y alimentos
comUnmente consumidos tales como el café, mate, té, refrescos, bebidas
energizantes y chocolate. La propiedad psicoestimulante de la cafeina se debe a su
capacidad de interactuar con la neurotransmision quimica del cerebro, en diversas
areas y sobre diferentes sistemas de neurotransmisores, promoviendo funciones
tales como la vigilia, la atencién, estado de animo y la excitacion motora. Ejerce
dichas acciones principalmente actuando a nivel del cerebro por el bloqueo de
receptores especificos para la adenosina (sustancia enddgena del cerebro),
clasificados como subtipos de receptores Al y A2A [7]. La cafeina es considerada
por algunos autores como una “droga de abuso atipica” ya que estrictamente
cumple algunos, aunque no todos los criterios de dependencia del DSM-V
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fifth Edition). De hecho, la
cafeina posee propiedades reforzadoras débiles, y existe poca evidencia de
dependencia clinica [8,9]. Sin embargo, varias evidencias cientificas demuestran su
propiedad de potenciar las acciones psicoestimulantes y reforzadoras de la cocaina
[4,5].

2) Fenacetina: la fenacetina posee propiedades analgésicas (dolor muscular) y
antipiréticas. Su primer metabolito es el acetaminofen, que contribuye a los efectos
de la fenacetina. La sobredosis de fenacetina puede producir metahemoglobinemia
y hemodlisis, por su naturaleza oxidante. También produce necrosis tubular renal. Se
presenta con clinica de cianosis y pérdida de conocimiento, por hipoxia tisular [2,3].
La metahemoglobinemia es un trastorno poco frecuente, caracterizada por el
aumento de las cantidades de hemoglobina en la que el hierro del grupo hemo se
oxida a la forma (Fe3+) férrico [10]. Existen algunos casos de uso recreacional de
cocaina y la aparicion de metahemoglobinemia. Se piensa que en este caso se
debe principalmente a la presencia de adulterantes de la cocaina, entre los que se
considera a la fenacetina. Es considerada probablemente carcinogénica en
humanos (grupo 2A) [11]. El motivo por el que se afiade como adulterante es para
potenciar el sabor amargo de la cocaina y mejorar el aspecto. La fenacetina le
confiere brillo a la mezcla y simula el aspecto de la "alita de mosca" [12]. Sin
embargo, es posible que se agregue por tener efectos motivacionales per se. En
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este sentido, hay un Unico estudio que demuestra que la fenacetina, a dosis que
genera efectos anti-nociceptivos, también produce un aumento de la motivacién en
los animales de experimentacién [13]. Es importante destacar que no existen a la
fecha estudios que evallen la biodisponibilidad de fenacetina administrada por via
inhalatoria, sus efectos tdxicos ni comportamentales.

3) Aminopirina: la aminopirina o sus sinénimos amidopirina, aminofenazona, entre
otros [14], es una pirazolona con propiedades analgésicas, anti-inflamatorias y
antipiréticas. Se utilizaba cominmente para aliviar el dolor y reducir la fiebre
(analgésico y antipirético), hasta que se observo que en algunas personas producia
agranulocitosis (enfermedad caracterizada por una gran reduccién en el nimero de
los leucocitos). Ejerce una accién prolongada en el tratamiento del dolor y la
fiebre sin producir irritacion gastrica ni cianosis. Se presenta en forma de polvo
cristalino, blanco, inodoro, casi insipido y facilmente soluble en agua. No existen a
la fecha estudios que evallen sus efectos tras ser administrada por via inhalatoria.

4) Lidocaina: la lidocaina o xilocaina es un farmaco perteneciente a la familia de
los anestésicos locales, concretamente del tipo de las amino amidas. Ejerce sus
acciones anestésicas a través del bloqueo de canales de sodio alterando la
transmisién de los potenciales de accion a lo largo de los axones, de esta manera
bloquea las fibras nerviosas que transmiten el tacto, impulsos motores o
quinestesia (sensacion de movimiento de musculos, tendones y articulaciones)
[15]. Por la misma propiedad de ser blogqueante de canales de sodio, la cocaina es
un potente anestésico local. Es por esta razén que la lidocaina se usa como
adulterante, dado que imita esta propiedad de la cocaina. A diferencia de la
cocaina, lidocaina no bloquea los transportadores de dopamina y no se le atribuyen
propiedades psicoestimulantes. Tampoco existen estudios que evallen sus efectos
tras la administracion inhalatoria.

5) Levamisol: el levamisol ha sido identificado como un adulterante de la cocaina
ilicita durante varios afios. Es una imidazotiazol con propiedades antihelminticas e
inmuno-estimulantes. Utilizado previamente como un inmunomodulador en la artritis
reumatoide y como terapia adyuvante en el tratamiento del cancer colorectal. Ya no
estd disponible en América del Norte para su uso humano. Es posible que los
productores o proveedores de cocaina piensen que el levamisol mejora los efectos
de la cocaina o atenta sus efectos secundarios. La cocaina logra sus efectos
psicoactivos mediante el aumento de las concentraciones de dopamina en los
centros eufdricos del cerebro, y los estudios en animales han encontrado que el
levamisol también aumenta los niveles de dopamina en estas regiones. Es posible
pensar que el levamisol puede potenciar los efectos euféricos de la cocaina
aumentando aun mas los niveles de dopamina del cerebro. Sin embargo, no hay
evidencias concretas respecto a esta accion. Cocaina adulterada con levamisol
puede ser la causa de fiebre y agranulocitosis en algunos pacientes. Existe la
advertencia a los clinicos de considerar una posibilidad de uso de cocaina y
especificamente de uso de cocaina adulterada con levamisol en pacientes que
padecen agranulocitosis sin razén aparente [16].
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Abstract Oral, intraperitoneal, or intravenous have been
the common routes of administration used to study the
behavioral and neurochemical pharmacology of caffeine,
one of the most widely used psychoactive substances
worldwide. We have reported that caffeine is an active
adulterant frequently found in coca-paste (CP)-seized
samples, a highly addictive form of smokable cocaine. The
role of caffeine in the psychostimulant and neurochemical
effects induced by CP remains under study. No preclinical
animal studies have been performed so far to characterize
the effects of caffeine when it is administered through the
pulmonary inhalation route. Caffeine (10, 25, and 50 mg)
was volatilized and rats were exposed to one inhalation
session of its vapor. The stimulant effect was automatically
recorded and plasmatic levels of caffeine were measured.
Caffeine capability (50 mg) to increase extracellular
dopamine (DA) levels in nucleus accumbens shell was also
studied by in vivo microdialysis in non-anesthetized ani-
mals. A dose-dependent stimulant effect induced by vola-
tilized caffeine was observed and this effect was directly
related with caffeine plasmatic levels. A significant
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increase in the extracellular DA was achieved after 50 mg
of volatilized caffeine exposure. This is the first report
showing pharmacological acute effects of caffeine through
the pulmonary inhalation route of administration and sug-
gests that this could be a condition under which caffeine
can elevate its weak reinforcing effect and even enhance
the psychostimulant effect and abuse liability of smokable
adulterated psychostimulant drugs.

Keywords Adulteration - Pulmonary inhalation - Drugs of
abuse - DA transmission - GC-MS

Introduction

Adulteration of drugs of abuse involves the intentional
addition of pharmacologically active substances in order to
use less of the intended product without making the user
aware (Hoffman et al. 2008; Broséus et al. 2016). The
specific adulterants used are selected depending on the type
of drug of abuse and how it is consumed. Caffeine is one of
the substances most frequently found in seized samples of
psychostimulants, including cocaine hydrochloride and
even in smoked forms of cocaine, like crack and coca-paste
(CP) (Pawlik and Mahler 2001; Evrard et al. 2010; Cole
et al. 2011; Lopez-Hill et al. 2011; Fukushima et al. 2014;
Prieto et al. 2015). It has been suggested that caffeine is
added not only to increase the weight and volume but also
to mimic or potentiate the stimulant and the reinforcing
effects of cocaine (Cole et al. 2011; Broséus et al. 2016). In
accordance with these evidences, we have previously
demonstrated that caffeine has a significant role in the
acute stimulant effect induced by different CP-seized
samples in rats (Lopez-Hill et al. 2011). We also observed
that the concomitant administration of caffeine and cocaine

@ Springer


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s12640-016-9667-8&amp;domain=pdf
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s12640-016-9667-8&amp;domain=pdf

Neurotox Res

significantly enhanced and accelerated the expression of
cocaine-induced sensitization, as well as potentiated its
reinforcing effect and drug-seeking behavior (Prieto et al.
2015, 2016). All these effects were observed using
intraperitoneal (i.p.) or intravenous routes of administra-
tion, although behavioral effects of caffeine administered
through the pulmonary inhalation route remained to be
studied. To our knowledge, no preclinical assays showing
caffeine central actions have been performed so far using
this route of administration.

It is widely known that dopamine (DA) transmission in
the shell of the nucleus accumbens (NAc shell) is a key
factor in rewarding/reinforcing and motivational actions of
cocaine and other drugs of abuse which lead to abuse and
dependence in humans (Di Chiara and Imperato 1988;
Koob and Bloom 1988; Kalivas and Volkow 2005).
Moreover, it has been proposed that the propensity to
develop addiction to a particular drug depends on how fast
the substance reaches the brain pointing up the relevance of
the route of administration (Samaha and Robinson 2005).
Taking into account that a weak reinforcing property has
been associated to caffeine (Griffiths and Woodson 1988;
Nehlig 1999), it could be hypothesized that volatilized
caffeine can increase extracellular DA in NAc shell and
this condition aids to elevate its reinforcing property or,
even more, to enhance the rewarding/reinforcing effects of
drugs of abuse which acts as an active adulterant. However,
there is contradictory evidence concerning the effect of
caffeine on DA release in the NAc shell (Solinas et al.
2002; Acquas et al. 2002; De Luca et al. 2007).

Based on the above data, the present paper was designed
(a) to study the stimulant effect induced by volatilized caf-
feine, and (b) to find out if volatilized caffeine is able to induce
an increase in extracellular DA levels in NAc shell in rats.

Methods
Subjects

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

Drugs and Doses

Caffeine was obtained from Sigma-Aldrich (Germany).
Doses of 10, 25, and 50 mg of caffeine were tested. These
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doses were chosen on the basis of preliminary studies
showing that 50 mg of volatilized cocaine base (taken as a
psychostimulant drug standard) induced a clear stimulant
effect in rats (Galvalisi et al. 2015). Caffeine-d3 was pro-
vided by Cerilliant Corporation (USA).

Procedure of Caffeine Volatilization

The method applied to volatilize caffeine reproduces at the
lab the procedure used by consumers to smoke CP (or
crack). Based on previous reports, the sequence of proce-
dures was as follows (Herculiani et al. 2009; Galvalisi et al.
2015). The volatilization device consisted of a stainless-
steel tube (length 10 cm, i.d. 0.6 mm) filled with steel wool
used in order to keep the caffeine at the top of the tube. The
tube was closely connected to a plastic syringe (60 ml)
through which a vacuum system was set up (representing
the human’s respiratory system). At the end of the tube, a
lighter was turn on and caffeine was heated until the vapor
generation started. At this point, the syringe piston was
moved away and the vapor immediately reached the syr-
inge. By mean of this volatilization procedure, behavioral
assays and the caffeine identification in vapor samples
were performed (Fig. la—c).

Procedure of Behavioral Assays

Caffeine volatilization was done using an extraction hood.
The caffeine vapor collected in the plastic syringe was
injected through a valve placed in one of the walls of a
whole-body chamber (inhalation chamber; 23 x 15 X
10 cm®) where animals were separately placed and exposed
acutely to different doses of volatilized caffeine for 10 min
(Fig. 1b). Animals belonging to the control group had no
access to the drug since they were subjected to the men-
tioned volatilization procedure although only the steel wool
was heated. After the exposure to the volatilized drug—or
control—animals were removed from the inhalation
chamber and placed in an Open Field paradigm (OF, a
square box of 60 x 60 cm? with red 40-cm-high acrylic
sides) associated to the EthoVision XT 7 software (Noldus,
The Netherlands; Fig. 1c). Using this video tracking soft-
ware, we specifically measured the horizontal locomotor
activity defined as the total distance moved in meters
(m) and velocity of movement. Locomotor and exploratory
(number of rearings) activities were registered during 30
and 15 min, respectively. During all the experiments the
inhalation chamber and the OF were cleaned with alcohol
30 % before placing the following rat. All experiments
were done between 9 a.m. and 3 p.m. In order to measure
plasmatic caffeine levels, plasma samples of each animal
(control and treated) were collected immediately after the
end of behavioral recordings.
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Fig. 1 Schematic representation of the caffeine volatilization proce-
dure. In a and b, a stainless-steel tube containing caffeine connected
to a syringe filled with the caffeine vapor and an animal exposed to
the caffeine vapor into the inhalation chamber are shown,

Blood and Plasma Sample Collection

Animals were killed by decapitation and trunk blood was
collected in plastic Falcon tubes containing a solution of
citric acid (0.05 mM), sodium citrate (0.09 mM), and
sodium fluoride (0.2 mM). Blood was then centrifuged
(Centrifuge, Thermo Scientific) for 15 min at 3000 g and
4 °C. The recovered plasma was stored at —80 °C until
assay.

GC-MS Measurements

Identification and quantification of caffeine (in vapor and
plasma samples, respectively) was performed using a gas
chromatography mass spectrometry (GC-MS-QP 2010
Ultra, Shimadzu Corporation) equipped with a HP-5MS
column (30 m large x i.d. 0.25 mm x 0.25 um; Agilent J
and W GC Columns). Helium as carrier gas was infused at
a flow rate of 1.39 ml/min The injector temperature, the ion
source, and the interface were kept at 300 °C. Analysis of
samples was done using the software GCMSolution Vs
2.71. The qualitative analysis of caffeine vapor samples
was done as follows. Using an extraction hood, a Hamilton
syringe (250 pl; Sigma-Aldrich) was charged with the
caffeine vapor (collected as mentioned above) and imme-
diately injected (50 pl) into the GC—MS, using the total ion
current (TIC) and split methods. The temperature program
was started at 90 °C (3 min), followed by a 10 °C/min
ramp to 300 °C (5 min). Plasma sample preparation for the
quantitative analysis of caffeine levels by GC-MS was
performed as follows: 50 pl of caffeine-d3 (as internal
standard; 5 pg/ml) was added to 450 pl of plasma. The
mixture was dissolved in 500 pl of methanol and cen-
trifuged for 2 min to 12000 g. The supernatant was
extracted and mixed with 1 ml of Milli-Q water and
applied to a C18 solid-phase extraction (SPE) column
(200 mg/3 ml) and forced to pass through at 1 ml/min by
applying reduced pressure. The column had been previ-
ously activated and conditioned with 3 ml of methanol and

video input to
Ethovision software
(videotracking)

caffeine
vapor

respectively. Both procedures were done under an extraction hood
(dark gray shade). In ¢, a rat was placed in an Open Field for
recording of its behavioral response after the exposition to the
caffeine vapor

3 ml of Milli-Q water. After application of the sample, the
column was washed with 1 ml of Milli-Q water and dried
in a vacuum manifold for 10 min at 20 mmHg. Analytes
were firstly eluted with chloroform (1 ml) and then with a
mixture of 90 % chloroform, 8 % methanol, and 2 % for-
mic acid (2 ml). The second eluate was evaporated to
dryness in a Speedvac (Labconco, USA) and then recon-
stituted in the chloroform obtained from the first eluate.
Plasma sample was injected (1 pl) into the GC-MS, and a
splitless injection with a split valve off-time (3 min) was
employed. The temperature program was started at 90 °C
(6 min), followed by a 10 °C/min ramp to 280 °C
(4.3 min) and a second 30 °C/min ramp to 315 °C
(12 min). Quantifier and qualifier ions used for each ana-
lyte were selected on the basis of their abundance and
mass-to-charge ratio (m/z). Because of their reproducibility
and lack of interference, high mass ions were selected
when possible. The ions selected for each compound
studied were m/z 194, 109 (caffeine) and m/197, 111
(caffeine-d3). The selected ions were used for quantization.
Upon selection of ions, the MS was run in selected ion
monitoring (SIM) mode. Detection limit was estimated at
50 ng/ml.

Procedure of In Vivo Intra-accumbal Microdialysis
Assay

Rats were anesthetized with a combination of ketamine
(90 mg/kg, i.p.) and xylazine (5 mg/kg, i.p., Konsol Kon-
ing S.A Laboratory). A dialysis probe (MD-2200, 2 mm
membrane length, BAS, USA) was implanted into the NAc
shell following these coordinates (in mm): AP +1.9, L
—1.0, DV—-7.6 (Paxinos and Watson 2005). After surgery,
animals were housed individually. Microdialysis experi-
ments were conducted at least 20 h after surgery in a freely
moving condition (Diaz-Mataix et al 2005). On the
experimental day, each animal was perfused at a constant
flow rate of 1.5 pl/min with artificial cerebrospinal fluid
(aCSF: 125 mM NaCl; 1.26 mM CaCl2; 2.5 mM KCI;

@ Springer



Neurotox Res

1.18 mM MgClI2). Dialysate samples were collected every
20 min during all the experiment (30 pl each). After
100 min of a stabilization period, four fractions were col-
lected to obtain basal values before the volatilized caffeine
exposure. At this moment, each animal was placed into the
inhalation chamber where the dialysis samples collection
continues during the caffeine volatilization (Fig. 1b).
Ten min later, animals were removed from the inhalation
chamber and returned to the dialysis cage. Animals were
not disconnected during the dialysis experiment. Control
animals were subjected to the same procedure although
only the steel wool was heated. DA and 3,4-dihydrox-
yphenylacetic acid (DOPAC) concentration in dialysate
samples were immediately determined by High Perfor-
mance Liquid Chromatography (HPLC) equipped with a
degassing unit (DGU-20A5R; Shimadzu,USA), a binary
HPLC pump (1525; Waters, USA), an electrochemical
detector with a temperature controller (2465, Waters,
USA), and a C18 column (3 pm particle size; Phenomenex,
USA). The mobile phase consisted of citric acid (0.15 M),
sodium octyl sulfate (0.6 mM), 3 % acetonitrile, and 1.5 %
tetrahydrofuran at pH 3.0, and was infused at a flow rate of
0.3 ml/min. Oxidation potential was set of +650 mV ver-
sus Ag/AgCl. The analytical column and the electro-
chemical flow cell were maintained at 35 °C. At the end of
the experiments, brains were processed for histological
procedures in order to confirm the localization of each
dialysis probe.

Statistical and Data Analysis

Data are given as mean =+ standard error of the mean
(SEM) and were analyzed by two-way (time and pretreat-
ment) analysis of variance (ANOVA) for repeated mea-
sures followed by post hoc Newman—Keuls multiple
comparison test and by one-way ANOVA for independent
measures (treatment) followed by Newman—Keuls test.
Linear regression was applied. Statistical significance was
set at P < 0.05.

Results

Identification of Caffeine in Vapor and Plasma
Samples

In order to discard the presence of combustion products in
caffeine vapor, a representative chromatogram of caffeine
vapor samples injected into the GC-MS is shown (Fig. 2a).
The qualitative analysis did not reveal any other active
substance suggesting that the behavioral and neurochem-
istry effects shown below are associated with caffeine
inhalation. A representative GC-MS chromatogram of
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plasma samples from caffeine-treated animal is also shown
(Fig. 2b).

Stimulant Effect Induced by Volatilized Caffeine

Figure 3a—c shows the behavioral effect induced by vola-
tilized caffeine. Stimulant effect was evaluated by changes
in the following parameters: distance moved, velocity of
movement, and number of rearings (exploratory activity).
For distance moved (Fig. 3a), ANOVA revealed a signifi-
cant effect of caffeine [F(324) = 10.43, P < 0.0001] com-
pared to the control group. Post hoc analysis showed that
the distance moved of rats treated with 50 mg of caffeine
was significantly higher than control group (P < 0.001),
caffeine 25 mg (P < 0.01), and 10 mg (P < 0.01). The
effect of lower doses of caffeine (10 and 25 mg) was not
significantly different compared to the control group.
Distance moved profile was similarly accompanied with
changes in the velocity of movement and rearing behavior.
ANOVA revealed (Fig. 3b) also a significant effect of
caffeine on velocity of movement compared to untreated
animals [F(3,4) = 10.60, P < 0.001]. Pos hoc analysis
showed that animals stimulated with caffeine 50 mg were
faster than control group (P < 0.001), caffeine 25 mg
(P <0.01), and caffeine 10 mg (P < 0.01). Again, the
effects of lower doses of caffeine (10 and 25 mg) were not
significantly different from control animals. Rearing
activity (Fig. 3c) also changed after caffeine exposure
[F(324) = 4.54, P < 0.05]. Caffeine at 50 mg (P < 0.05)
but not at 10 or 25 mg doses significantly increased the
number of rearings.

In order to confirm that the animal behavioral response
is related with the caffeine inhalation, two correlation
analyses were done (Fig. 4a, b). Firstly, the corresponding
plasmatic levels of animals treated with each dose of caf-
feine are shown in Fig. 4a. It can be seen that average
plasmatic levels of caffeine increased accordingly to the
doses of caffeine administered (P < 0.001 for caffeine 50
versus 10 and 25 mg). A direct and significant relation
between both variables was achieved (r2 = 0.95,
P < 0.05). Secondly, the average of the distance moved
(selected as the main parameter reflecting the stimulant
effect) also significantly correlated with the average plas-
matic levels of caffeine (©* = 0.92, P < 0.05, Fig. 4b).

DA Release Induced by Volatilized Caffeine

Figure 5a, b illustrates DA and DOPAC extracellular levels
in the NAc shell, respectively, of animals exposed to
50 mg of volatilized caffeine versus control animals. Basal
conditions of DA and DOPAC levels in dialysate samples
of NAc shell were 10.1 £ 3.1 and 2715 4 355.8 pg/
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Fig. 2 Representative GC-MS chromatograms of caffeine. In a, TIC
chromatogram (upper) and its mass spectrum of the caffeine vapor
sample (middle), and the reference mass spectrum of caffeine (lower).

fraction, respectively. DA levels in the control group were
stable along the entire experimental session. In contrast, a
significant increase in extracellular DA levels was
observed after the exposure to caffeine (Fig. 5a). Two-way
ANOVA revealed a significant effect for treatment
(FI,S = 1153, P< 001), for time (FIO,SO = 313,
P <0.01), and the interaction treatment X time

In b, a representative SIM chromatogram of caffeine plasma sample
with the caffeine-d3 (shown in the inser)

(Fro80 = 3.92, P <0.001). Pos hoc Newman Keuls
demonstrated that the effect of caffeine was evident
immediately after its exposure and reached statistical sig-
nificance after 40 min (P < 0.05 and P < 0.01). The effect
of caffeine lasted 100 min, whereas at 120 min began to
decrease (P < 0.05). The extracellular level of DOPAC
was not changed by caffeine (Fig. 5b). Figure 6 shows a
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Fig. 3 Stimulant effect induced by volatilized caffeine. Distance
moved (m), velocity of movement (m/s), and number of rearings (a—c,
respectively) in caffeine-treated animals (10, 25, 50 mg) or control
group (0). Each parameter was evaluated immediately after its

a
20000
2 15000
N —
EE
& 5, 100004
o c
O —
c o 50004
33
8 o.' T T T T T
10 20 30 40 50
-5000- Caffeine (mg)
b 100+ 2
r=0.92
Ee] 80
g (50)
g 601
3 E
§ 4004 @9
o
o 20-
0

T T L)
0 5000 10000 15000

Caffeine plasmatic
level (ng/ml)

Fig. 4 Correlation with caffeine plasma levels and caffeine doses (in
a,” =097, P < 0.05), and distance moved (m) and caffeine doses
(in b; ?=092, P< 0.05). In a and b, data are shown as
mean £+ SEM. In a, One-way ANOVA, followed by Newman—Keuls
test was applied; *'versus caffeine doses; P <0.01. In b, each
caffeine doses are indicated in brackets. N = 5-7 for each group

schematic diagram of the cannula localization within the
NAc shell. Only those animals with a correct anatomical
localization were included in the experiment (10/12).
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volatilization (10 min exposed). Mean + SEM. One-way ANOVA,
followed by Newman—Keuls test. *versus control group; ™versus
caffeine group. P < 0.05; TP < 0.01; ***P < 0.001. N = 5-7 for
each group
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Fig. 5 Effect of caffeine on the DA and DOPAC extracellular levels
in the NAc shell. Animals were exposed to 50 mg of volatilized
caffeine (caffeine, closed circles, a) or control animals (open circles,
b) during 10 min. Gray bar indicates the volatilization period
(10 min). Mean = SEM. Two-way ANOVA followed by Newman
Keuls. *versus control. *P < 0.05; **P < 0.01. N = 5 per group

Discussion
Results generated in this study showed a dose-dependent

stimulant effect and a significant increment in extracellular
DA levels in NAc shell after an acute treatment of caffeine
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administered through the pulmonary inhalation route of
administration. Although it was already known that caf-
feine could be volatilized (Gostic et al. 2009), we report the
first experimental evidence showing that caffeine exerts its
pharmacological effects after pulmonary inhalation. The
fact that the caffeine behavioral effect was directly
accompanied by variations of caffeine plasma levels firstly
suggests that caffeine correctly reaches the brain after
pulmonary inhalation, and secondly validates the applied
methodology.

A large amount of experimental evidence supports a key
role of DA transmission in the psychostimulant effects of
caffeine in animals and humans (Garrett and Griffiths
1997; Fredholm and Svenningsson 2003; Cauli and Morelli
2005; Ferré 2008; Volkow et al. 2015; Ferré 2016).
Accordingly, we found that the most behaviorally relevant
dose of caffeine (50 mg) significantly increased the extra-
cellular levels of DA in the NAc shell without affecting the
DAergic metabolism, since no changes on DOPAC extra-
cellular levels were observed. It has been reported that
caffeine could inhibit monoamino oxidase-B (MAO-B)
activity causing the decrease in extracellular levels of
monoamine metabolites (Petzer et al. 2013). However, in
our experimental design, the MAO-B inhibition by caffeine
seems negligible. Since the neurochemical response on
intra-accumbal DA levels could be underlying the

Bregma + 1.80 mm

Bregma + 1.92 mm

Fig. 6 Representative localization of cannula sites (vertical black
lines) into the nucleus accumbens shell. Figure shows a schematic
diagram of coronal sections at two different levels (—1.80
and—1.92 mm from Bregma) according to Paxinos and Watson
(2005) atlas. N = 10 (control and treated animals). PFCx prefrontal
cortex, NAsS and NAcC nucleus Accumbens shell and core,
respectively, CPu caudate putamen

stimulant effect induced by caffeine at this specific dose
(50 mg), it cannot be ruled out that this effect could be
associated to the caffeine positive reinforcing effect.

Caffeine exhibits weaker reinforcing properties com-
pared to prototypical psychostimulants and other common
addictive substances, and these actions have been demon-
strated in experimental animal and humans studies using
other routes of administration than assayed here (Strain and
Griffiths 1995; Nehlig 1999; Ferré 2016). Taking into
account that preferential release of DA in the shell of the
accumbens has been suggested to be causally associated to
the reinforcing effects of psychostimulants (Di Chiara and
Imperato 1988; Volkow et al. 2009) it may be possible that,
under a fast route of administration (pulmonary inhalation),
caffeine is able to induce a higher reinforcing effect than
through other routes assayed. It has been reported that
severity of dependence to drugs of abuse is influenced by
the route of administration (Gossop et al. 1992). Indeed, the
speed at which drugs of abuse enter the brain is a key
parameter that affects drugs’ reinforcing effects (Volkow
et al. 1995). It has been proposed that the rapid delivery of
a drug to the brain facilitates its capacity to induce various
forms of neurobehavioral plasticity leading to a greater
incentive motivation for the drug (i.e., sensitization) and
contributing to its compulsive use (Samaha and Robinson
2005). Since chronic use of caffeine may lead to the
development of mild psychological and physical depen-
dence (Morelli and Simola 2011), we speculated that the
consumption of caffeine in a smoking form could increase
its reinforcing effects and consequently its abuse liability.
Nevertheless, additional behavioral studies should be done
combining specific paradigms (self-administration or ultra-
vocalizations) and pulmonary inhalation route of adminis-
tration to verify this assumption. Controversial evidences
about the induction of changes in extracellular DA levels in
NAc shell by caffeine have been provided (Acquas et al.
2002; Solinas et al. 2002; Cauli and Morelli 2005; De Luca
et al. 2007; Morelli and Simola 2011; Malave and Brod-
erick 2014). However, our results support those evidences
which found an increment of DA release even using other
route of administration. In the present paper, the mecha-
nism of action by which caffeine increased DA release was
not determined. Numerous experimental data indicate that
heteromers of A2A and dopamine D2 receptors, localized
in a striatal neuronal population, are responsible for the
interaction of adenosinergic and dopaminergic neuro-
transmission which is involved in the psychomotor and
reinforcing effects of caffeine (Ferré 2016).

Several preclinical data have strongly suggested that,
acutely or chronically consumed, caffeine is able to
potentiate psychostimulant and rewarding effects induced
by prototypical psychostimulants, and may increase the
vulnerability to dependence and relapse. We have reported
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that caffeine was a major adulterant in CP-seized samples
(Lopez-Hill et al. 2011; Prieto et al. 2015) and it can reach
high percentages related to cocaine alkaloid content. In
fact, in some CP-seized samples, caffeine content was
higher than cocaine (Galvalisi et al. 2015). We have
demonstrated that caffeine significantly potentiates the
acute locomotor effects and sensitization induced by CP
samples administered to rats (Lopez-Hill et al. 2011; Prieto
et al. 2015). Although these evidences have been reported
using an i.p. route of administration, we highlighted the
contribution of active adulterants in the high dependence
induced by CP and other adulterated psychostimulants. In
this context, other several studies have reported serious
drug interaction with caffeine, i.e., caffeine may increase
adverse effects induced by psychostimulants either on
neural functions or peripheral organs. Forensic analyses of
seized illicit drug samples have reported the mix of caf-
feine with psychostimulants (Cole et al. 2011; Parrot 2004)
including cocaine, amphetamine, methylenedioxymetham-
phetamine (Ecstasj; MDMA), and methylenedioxyam-
phetamine (Lové; MDA). It has been described that
caffeine is able to promote the acute and long-term toxicity
associated with MDMA and MDA in rats (McNamara et al.
2006). Besides, caffeine can potentiate the activation of
microglia and astroglia in the rat striatum leading to the
exacerbation of neurotoxic effects induced by both entac-
togens (Khairnar et al. 2010). Moreover, striatal alterations
in the gene expression of adenosinergic, dopaminergic, and
glutamatergic receptors were evidenced in mice treated
with a combined solution of cocaine and caffeine (Muiiiz
et al. 2016). Moreover, caffeine can potentiate the toxic
effects induced by cocaine on testicular physiology (Gon-
zalez et al. 2015). Therefore, consequences on the health of
consumers of adulterated drugs, particularly with caffeine,
should be strongly considered.

To our knowledge, no clinical or preclinical studies on
central effects associated to the consumption of a smokable
form of caffeine have been performed. Based on the
assumption that the psychomotor-activating effect of psy-
chostimulants predicts its reinforcing effects and addiction
liability (Wise and Bozarth 1987; Volkow et al. 2015), our
data lead us to propose that smokable forms of caffeine
could have some similarities to those produced by typical
psychostimulant drugs of abuse like cocaine and amphe-
tamine. In fact, on the internet there are informal data
sources about the production of crude freebase smokable
caffeine called “black magic”; an example of which is
available at  http://boingboing.net/2009/01/19/how-to-
make-smokable.html, along with subjective reports sug-
gesting that the effect of smokable caffeine seems to be
similar to that of smoking cocaine. Moreover, other
informal reports about smoking ground coffee or coffee
beans (called “caffeine sticks”), which produces a

@ Springer

different kind of caffeine high, are also available on http://
www.medicaldaily.com (April 2014). It is important to
consider that all these reports are about an experimental use
of smokable caffeine based on home-made chemical pro-
cesses, completely lacking sanitary and quality control,
seriously endangering the user’s health. Additionally, our
data also provide a significant warning about the urgent
need to increase social awareness and control of caffeine
consumption through various dietary sources like coffee,
tea, cola, and energy drinks, particularly in adolescents
(Vester 2014; Harris and Munsell 2015). Finally, CP and
crack abuse is a major health and social problem in several
countries. The precise knowledge about how active adul-
terants collaborate in its harmful effects is of paramount
importance to finally understand the serious consequences
that this kind of drug, adulterated with caffeine, can have
on people’s health.
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