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Resumen del proyecto

El cannabidiol (CBD) es uno de los principales cannabinoides del Cannabis, sin accién psicotomimética o reforzadora comparado con el delta-9-
tetrahidrocannabinol o THC. Varios estudios preclinicos han demostrado que CBD posee propiedades beneficiosas como antiinflamatorio,
neuroprotector, antiepiléptico, antidepresivo y ansiolitico, propiedades que han despertado el interés para su uso médico en varios desordenes
neuropsiquidtricos, entre ellos, el trastorno por uso de drogas psicoestimulantes (TUP). Cocaina es la droga de abuso psicoestimulante
prototipica, con alto poder adictivo, y existe urgencia en encontrar estrategias eficaces para el tratamiento de la dependencia a cocaina. Desde
hace varios afos, en nuestro laboratorio trabajamos con una de las formas fumables de cocaina, la pasta base de cocaina (PBC). Si bien es bajo
el porcentaje de consumo en Uruguay, el impacto en la salud de las personas que la consumen y su entorno es significativamente negativo. Su
poder adictivo es mayor que el de cocaina esnifada, y tampoco existen aun tratamientos eficaces para su dependencia. Si bien la via de
administracién es un factor clave para comprender el poder adictivo de PBC, hemos reportamos que muestras de PBC incautadas en Uruguay
poseen un contenido variable de cocaina, y estdn adulteradas con cafeina. En modelos animales, demostramos que cafeina potencia y acelera los
efectos de cocaina. Una de las acciones es el fendmeno sensibilizacién locomotora (SL), el que implica cambios neuropldsticos en regiones
cerebrales del circuito motivacional (Nicleo accumbens-NAcc) y procesos neuro-inflamatorios. Estas evidencias sugerian que los agentes
antiinflamatorios podian ser estrategias Utiles en el tratamiento el TUP. En este marco, en este proyecto evaluamos si la SL inducida por
cocaina-cafeina (CocCaf) se asocia con procesos neuro-inflamatorios NAcc, y la produccion de citoquinas pro- y antiinflamatorias plasmaticas, y
si CBD era capaz de atenuar ambos fendmenos. A su vez, comenzamos a estudiar el papel del transportador de adenosina (ENT-1) en las
acciones de CBD. Los hallazgos del proyecto son prometedores, y sentaron las bases para estudios futuros que permitan comprender mejor el
impacto del CBD en el tratamiento del TUP.

Ciencias Médicas y de la Salud / Medicina Bdsica / Neurociencias (incluye Psicofiosiologia) / Cannabinoides de uso medicinal

Palabras clave: Cocaina / Cafeina / Adiccidon a drogas de abuso /
Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacién.

El desorden de abuso de sustancias (en inglés Substance use Disorder, SUD) es un trastorno crdnico recurrente caracterizado por el deseo
compulsivo de buscar y consumir drogas con un bajo autocontrol sobre el consumo de la sustancia, a pesar de la vivencia de consecuencias
negativas (1,2). Una terapia eficaz para el trastorno de uso de drogas psicoestimulantes (TUP) como la cocaina, en cualquiera de sus formas,
continda siendo un gran desafio para la investigacién preclinica y clinica.

La prevalencia mundial en el consumo de cocaina ha aumentado significativamente en las Gltimas décadas, constituyendo un grave problema a la
salud publica (3). La cocaina es un alcaloide obtenido de la planta Erythroxylum coca. Es un psicoestimulante que bloquea el transportador de
dopamina (DA) (4-6), y sus efectos de recompensa estdn asociados a un aumento en la transmisién dopaminérgica (6). Existen diferentes formas
de consumo de cocaina. El clorhidrato de cocaina se consume principalmente por via intranasal (esnifada), mientras que el crack y la pasta base
de cocaina (PBC) son formas fumables de cocaina que se consumen por inhalacién pulmonar (4,7). PBC es uno de los productos intermedios
obtenidos durante las fases iniciales de la extraccién y purificacion del alcaloide cocaina, considerdndose una droga de baja pureza (4,7,8). La
PBC se consume preferentemente en paises de América del Sur, incluido el Uruguay (9, 10). El uso crénico de PBC resulta en un rdpido y alto
nivel de dependencia con altas tasas de recaida y un deterioro psicofisico que impacta negativamente en la salud del consumidor y su entorno
social (9-11). En Uruguay, la prevalencia de vida de consumo de PBC es baja, en relacidn a otras drogas cocaina o cannabis (12,13), aunque este
valor aumenta (aprox. 4 %) en zonas mds vulnerables, ya que existe una segmentacién territorial y socioecondémica asociada a su consumo
(12,13). Esta situacion aumenta la urgencia en el aporte de soluciones al fenémeno del consumo de PBC. La pureza de la droga y la via de
administracién son factores que contribuyen sustancialmente al aumento de la propensién a desarrollar el SUD (14,15). Trabajos previos de
nuestro laboratorio han establecido que la composicién quimica de muestras incautadas de PBC y la via de administracién influyen en su
potencial adictivo (16-20). Utilizando andlisis quimicos de muestras incautadas de PBC en Uruguay (potencialmente las que consumen los
usuarios) demostramos la presencia de cafeina como adulterante activo (16). A su vez, y utilizando modelos animales, reportamos que cafeina
influye significativamente en las acciones de cocaina (17-20). La estrategia terapéutica actual para los usuarios de PBC es poco especifica y se
basa principalmente en el tratamiento de los sintomas (agitacion, ansiedad) (21,22). Era entonces de capital importancia investigar en el
fendmeno e identificar nuevas estrategias terapéuticas que permitan un tratamiento eficaz de los usuarios de PBC.

Cannabidiol (CBD) es uno de los fitocannanbinoides no-psicotomiméticos mds abundantes del cannabis (23,26). Evidencias preclinicas y clinicas,
muestran que CBD posee propiedades terapéuticas (27-32) aplicables a varios desérdenes (32), entre ellos el SUD (33,34). Sin embargo, aun
sigue siendo escasa la informacion sobre el potencial terapéutico de CBD en el TUP (34,35). CBD no posee una accidn reforzadora per se,
confiriéndole seguridad a la hora de proponerlo como una herramienta para los abordajes clinicos en humanos (36,37). Si bien se estd estudiando
CBD como potencial terapéutico en SUD, existen aun datos controversiales y no se han identificado adn los mecanismos involucrados. Se han
identificado multiples mecanismos farmacoldgicos para CBD, modulando ya sea, directa o indirectamente, la funcién de varios blancos
moleculares del sistema nervioso central (SNC) (38). Sin embargo, poco se ha estudiado la accién inhibitoria de CBD sobre el transportador
equilibrativo de adenosina (ENT1). Si bien existen algunos trabajos vinculando el papel de los receptores CB2, 5SHT1A y TRPV1 en la accidn
protectora de CBD sobre los efectos de la cocaina en la recompensa, se necesitan mds datos para determinar el perfil especifico de CBD en el
tratamiento del SUD (33). De particular interés para este proyecto es el sitio de accidn sobre el ENT-1, y la propiedad inhibitoria de dicho
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transportador por parte de CBD, la que se asocia con su propiedad anti-inflamatoria (39,40).

Las drogas de abuso, en particular el alcohol, desencadenan procesos de neuroinflamacién, aunque se sabe menos sobre los efectos de la
cocaina en la induccidn de estos procesos (41,42), en cualquiera de sus formas de consumo. Existen evidencias en humanos que indican que el
consumo croénico de cocaina se asocia con niveles plasmdticos elevados de la citoquina proinflamatoria IL-6 y niveles plasmaticos reducidos de
la citoquina antiinflamatoria IL-10 (42), sugiriendo un efecto proinflamatorio global. Este concepto, se apoya por evidencia de una activacion de la
microglia en cerebros post-mortem de consumidores de cocaina (43). Independientemente de estas evidencias, es necesario continuar
investigando sobre los mecanismos involucrados en las consecuencias inflamatorias del uso de cocaina. Hasta ahora no hay evidencias
reportadas de procesos inflamatorios inducidos por la combinacién de CocCaf, como simil de la PBC.

Basados en los datos mencionados y en nuestros propios antecedentes, surgié la necesidad de investigar si la propiedad anti-inflamatoria de
CBD, a través de la sefalizacién adenosinérgica (via ENT1), podria colaborar o mediar las acciones protectoras sobre la expresién de la
sensibilizacion locomotora inducida por la combinacion de CocCaf (simil de PBC). De esta manera, aportariamos informacion sobre la ocurrencia
de procesos de inflamacidn y la estrategia anti-inflamatoria en la dependencia a drogas psicoestimulantes.

El objetivo general del proyecto se basé, en primer lugar, en identificar procesos de neuroinflamacién asociados al fendmeno de sensibilizacién
locomotora inducida por CocCaf, y si CBD era capaz de atenuar ambos fendmenos. En segundo lugar, se propuso estudiar el papel del ENT1 en el
mecanismo de accién de CBD, utilizando el compuesto Nitrobenzylthioinosine (NBTI, inhibidor especifico de ENT1) como herramienta
farmacolégica (44).

Objetivo 1.

1.1. Evaluar el efecto comportamental del tratamiento repetido con CocCaf: sensibilizacién locomotora.

1.2. Evaluar el efecto comportamental del tratamiento repetido con CBD sobre la sensibilizacidn locomotora inducida por CocCaf.
1.3. Evaluar los procesos inflamatorios asociados al tratamiento con CocCaf.

Objetivo 2.

2.1. Evaluar el efecto de CBD sobre la reactividad glial en NAc luego del protocolo de sensibilizacién locomotora inducia por la CocCaf.

2.2. Evaluar el efecto de CBD sobre citoquinas plasmaticas pro y anti-inflamatorias luego del protocolo de sensibilizacidon locomotora inducia por
la CocCaf.

Objetivo 3.

3.1. Evaluacidn del papel del ENT-1 sobre las acciones farmacolégicas del CBD.

3.1.1. Realizacion de curva dosis-respuesta de NBTI.

3.1.2. Evaluacién del efecto de NBTI sobre la actividad locomotora inducida por la administracién aguda de CocCaf.
3.2. Identificacion y cuantificacién de adenosina por HPLC-DAD/MS.

Metodologia/Disefio del estudio

Animales

Se utilizaron ratones macho Wistar (Bioterio-IIBCE), mantenidas en condiciones controladas de temperatura (22 + 2 °C) y ciclo de luz-oscuridad
(7:00 AM - 7:00 PM), con alimentacién y agua ad libitum. Los procedimientos fueron aprobados la Comisién de Etica del Uso de Animales (CEUA)
del IIBCE.

Drogas y dosis: se utilizé la combinacion de Cocaina 5 mg/kg y Cafeina 2.5 mg/kg (CocCaf) a dosis equivalentes a las proporciones presentes en
muestras incautadas de PBC (2:1) de acuerdo a estudios previos (16,18,19,45). Cocaina clorhidrato, cafeina y nitrobenzylthioinosine (NBTI), se
obtuvieron de Sigma-Aldrich (USA). CBD, 95 % pureza fue donado por Phytoplant Research (www.phytoplantresearch.com/es). Cocaina y cafeina
se disolvieron en solucion salina. CBD y NBTI se disolvieron en 3% Tween 80 en salino estéril (vehiculo), de acuerdo Prieto y cols. (2020b). Las
drogas fueron alicuotadas y almacenadas en freezer -20°C hasta su utilizacion.

Protocolo experimental (Figura 1)

El protocolo de sensibilizacion fue adaptado de trabajos previos (18,46). Los animales fueron inyectados intraperitonealmente (i.p.) con la
combinacion de CocCaf o salino durante 5 dias; 30 minutos antes, los animales recibieron una inyeccién i.p. de CBD (20 mg/kg, dosis utilizada en
el laboratorio) (46). Los animales se colocaron en un campo abierto y se cuantificaron (60 min) la distancia recorrida, velocidad y tiempo de
movimiento y patrén locomotor, utilizando el software de video-seguimiento Ethovision XT17. Al quinto dia del tratamiento, los animales se
separaron en dos grupos: 1) para perfundir y realizar los ensayos de inmunofluorescencia para determinar Iba-1 (marcador de inflamacion
neural), 2) sacrificados para la obtencién del plasma y la diseccién de regiones cerebrales del circuito motivacional, para la determinacién de
citoquinas pro y anti-inflamatorias. Los grupos experimentales serdn: Veh/Salino; CBD/Salino; Veh/CocCaf; CBD/CocCaf.

Adicionalmente, una curva-dosis respuesta fue realizada para determinar la dosis efectiva de NBTI para atenuar el efecto de CocCaf. Una vez
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determinada la dosis-efectiva de NBTI, se evalud, en un protocolo inicial si NBT era capaz de bloquear el efecto estimulante agudo de CocCaf.
Para los estudios comportamentales se utilizaron N= 8-10 por grupo, y para los estudios de inmunohistoquimica y citoquinas N=4-8.

Inmunofluorescencia: al finalizar el experimento conductual y siguiendo protocolos ya establecidos en el laboratorio (47), los animales fueron
perfundidos transcardiacamente con paraformaldehido al 4 %, y los cerebros se disecaron para obtener secciones coronales de 40 ?m de
espesor mediante criostato. Las secciones se incubaron con anticuerpo primario anti-molécula adaptadora de unién a calcio ionizado de ratén 1
(Iba1) generado en conejo (# 019-19741, 1:2000, Wako, US). Ademds se anadid, un anticuerpo secundario, anti-IgG de conejo conjugado al
fluoréforo Alexa 488 (Invitrogen, 1:400, US), y Hoechst 33258 (1 ng/mL) como marcador de nucleos celulares. Las imdgenes se adquirieron
utilizando un microscopio confocal (LSM ZEISS 800) de la Plataforma de Microscopia Confocal y Epifluorescencia del IIBCE, configurado para
obtener mosaicos 4x4 y z-stacks de secciones opticas de 1 ?m en una grilla de 200x200 ?m. Se tomaron ambos hemisferios en conjunto como
muestra para cada ratén, para las cuales se analizaron las subregiones core y shell del NAcc, evaluando la intensidad media de fluorescencia
(mean gray value, medido en unidades arbitrarias, u.a.) para Iba-1y el nimero total de células positivas para Iba-1en tres secciones de la
region cerebral de interés. El andlisis cuantitativo de las imdgenes se realizé utilizando el software ImageJ, siguiendo protocolos establecidos
en el laboratorio.

Citometria de flujo: se evaluaron los niveles plasmadticos de citoquinas pro- y antiinflamatorias. La sangre fue colectada mediante puncién
cardiaca, en tubos con EDTA como anticoagulante. Posteriormente, se centrifugd a 2000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, y el plasma obtenido fue
almacenado a -80 °C hasta su andlisis. La cuantificacién de citoquinas plasmdticas (TNF-alfa, IL-1beta, IL-1?, MCP-1, IL-23, IL-6 e IL-10) se
realizé utilizando el kit Mouse Inflammation Panel 13-plex (Biolegend, San Diego, EE.UU.), segun las instrucciones del fabricante. Este ensayo
multiplex emplea perlas de poliestireno marcadas con anticuerpos especificos para las citoquinas de interés, permitiendo su deteccion
mediante citometria de flujo. En la placa de 96 pocillos con fondo en V se incubaron 25 ?L de plasma con las perlas durante 1 hora a temperatura
ambiente para permitir la formacién del complejo anticuerpo-antigeno. Tras sucesivos lavados con la solucién de lavado proporcionada por el
kit, se anadié estreptavidina-ficoeritrina para marcar los complejos anticuerpo-antigeno, y se resuspendio el contenido para posteriormente
realizar la adquisicién por citometria de flujo. Finalmente, se adquirieron las medidas de fluorescencia en un citémetro de flujo Attune NxT
(Thermo Fisher Scientific) perteneciente a la Plataforma de Citometria de Flujo del Instituto Pasteur Montevideo. Para el andlisis cuantitativo,
los datos obtenidos fueron analizados con el software LEGENDplexTM de BioLegend, generando curvas estandar para calcular las
concentraciones de citoquinas expresadas en pg/mL.

Condiciones cromatograficas y curva de calibracién de adenosina por UHPLC-DAD/MS.

Se pusieron a punto las condiciones cromatogrdficas para la deteccién de adenosina con detector DAD/MS. Se realizé una curva de calibracion.
Se realizé una solucién stock de 1000 pg/mL en Metanol:Agua (50:50) y a partir de la misma se realizaron las diluciones en fase movil
(Acetonitrilo:Agua) equivalentes a las siguientes concentraciones: 2.5, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0125, 0.00625, 0.003125 pg/mL. El Volumen de inyeccién: 10
7L de muestra; Fase mévil: A: ACN:H20:Ac. Férmico (95:5:0.1) B: H20:ACN:Ac. Férmico.

Andlisis estadistico
Se utilizardn métodos paramétricos y/o no-paramétricos de acuerdo a la normalidad de los datos, seguidos por el andlisis post-hoc
correspondiente (P < 0.05).

Resultados, andlisis y discusién

Los resultados obtenidos indicaron que los animales tratados con la combinacién de CocCaf mostraron un efecto sensibilizador en el tiempo,
evidenciado por un aumento significativo en la actividad locomotora desde el dia 1 al dia 5, en relacidn al grupo control. Estos resultados
permitieron confirmar que estas dosis de CocCaf, bajo este tratamiento de administracion, generan el desarrollo de la sensibilizaciéon
comportamental, ya descrito anteriormente por nuestro (17-19,46). Sin embargo, el co-tratamiento con CBD no atenuo, en términos generales el
desarrollo del fenémeno de sensibilizacidn. Si bien interpretamos este resultado podria deberse a la naturaleza lipofilica alta del CBD y por
tanto a su baja biodisponibilidad (48), en un andlisis especifico se identificaron 3 respuestas inducidas por CBD en combinacién con CocCaf: 1)
disminuida, 2) sin efecto, 3) y potenciada, sugiriendo que CBD alcanza niveles cerebrales (Figura 2), aunque diferentes protocolos deberian
testearse (ver conclusiones). Por otro lado, confirmamos que el fendmeno de sensibilizacién locomotora estuvo asociado a procesos inflamatorios
en regiones cerebrales del circuito motivacional como el NAc, ya que los animales que demostraron la sensibilizacidn locomotora, luego del
tratamiento repetido con CocCaf, presentaron procesos de neuroinflamacion, evidenciado por un aumento en la intensidad de fluorescencia para
Iba-1, en las subregiones core y shell del NAc, sin alterar el nimero de células positivas para Iba-1(Figura 3). Si bien se esperaba que CBD, por
su propiedad antiinflamatoria, fuera capaz de prevenir la aparicién de esta reactividad glial, los resultados indicaron que el tratamiento con
CBD, a la dosis y al régimen de administracion elegido, no modificé la inmunoreactividad para Iba-1. Tampoco se observaron cambios
significativos luego del tratamientos con CocCaf (Figura 4). Es posible que sea necesario aumentar en N de estos experimentos para lograr
reproducir el efecto pro-inflamatorio observado en Figura 3, experimento que se realizé con un N de 8 animales. Por otro lado, se esperaba que
la sensibilizacidon locomotora y la reactivacion microglial inducidas por CocCaf se acompanaran de un aumento en los niveles plasmaticos de
citoquinas pro-inflamatorias y disminucién de las antiinflamatorias. No se observaron cambios significativos en ninguno de los grupos tratados.
Se evaluaron las siguientes citoquinas pro-inflamatorias: TNF-alfa, IL-1beta, IL-1alfa, MCP-1, IL-23, IL-6, IL-27, y la antiinflamatoria IL-10. Cabe
senalar que una tendencia al aumento en los niveles plasmdticos de TNF-alfa, IL-1beta, IL-1alfa, MCP-1, IL-23, IL-27 y IL-10 inducidas por el
tratamiento per se de CBD, y una tendencia a la disminucién en la IL-6 (Figura 5).
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Curva dosis-respuesta de NBTI: Para encontrar una dosis efectiva de NBTI que permitiera evaluar el bloqueo de ENT1 en el fenémeno de
sensibilizacién locomotora inducido por CocCaf comenzamos caracterizando el efecto agudo de NBTI a través de la realizaciéon de una dosis-
respuesta de NBTI en agudo sobre la actividad locomotora, para identificar una dosis que no generara un efecto per se. Evaluamos distintas
dosis de NBTI en dos rangos: 20, 10, 5, 2.5,y 1, 0.5 y 0.1 mg/kg. Observamos que todas las dosis ensayadas en el primer rango (20-2.5 mg/kg)
disminuyeron per se la actividad locomotora comparada con el grupo control. En el rango de dosis menor (1 a 0.1 mg/kg) observamos que no
parece haber un efecto per se del NBTI. Por lo tanto, estas dosis fueron seleccionadas para evaluar si eran capaces de disminuir el efecto
comportamental inducido por el tratamiento agudo de CocCaf. Las dosis de 0.1y 0.5 mg/kg de NBTI no indujeron un efecto per se, aunque no
bloquearon la hiperactividad locomotora inducida por el tratamiento agudo de CocCaf Figura 6). Es necesario evaluar otro compuesto inhibidor
de ENT-1y continuar los ensayos comportamentales para evaluar el efecto luego de un tratamiento repetido.

En una primera fase de experimentos, se avanzoé en la determinacion de las condiciones cromatograficas para la deteccién neuroquimica de la
curva de calibracién de una muestra estdndar de adenosina (Figura 7).

Conclusiones y recomendaciones

Los resultados obtenidos no apoyaron nuestra hipétesis de trabajo, ya que CBD no atento el fenémeno de sensibilizaciéon locomotora inducida por
CocCaf. Sin embargo, hay que profundizar en este resultado ya que, se observaron 3 grupos de animales con diferentes efectos. Datos de la
literatura, apoyan la existencia de estos resultados (49). Los niveles de citoquinas plasmdticas obtenidos hasta el momento no permiten asociar
la propiedad antiinflamatoria de CBD con la presencia de procesos inflamatorios asociados el fendmeno de sensibilizacién locomotora inducida
por CocCaf. No podemos descartar el papel del sitio ENT-1 en el mecanismo de accién de CBD, aunque mds investigacion es necesaria. Una dosis
mayor de CBD, o protocolos experimentales que incluyan un tratamiento mds prolongado de CBD o la inclusién de un periodo de abstinencia,
serdn necesarios para avanzar en la hipdtesis de trabajo. Existe una alta variabilidad en los resultados con CBD en modelos animales,
sugiriendo que variedades diferentes de CBD o dosificaciones y vias de administracidn podrian ser los factores mds influyentes. Con la
necesidad existente de la busqueda de estrategias terapéuticas para el SUD, continuaremos apoyando la hipétesis de trabajo del presente
proyecto. CBD posee un amplio espectro de beneficios, y seguramente, encontrando el protocolo experimental adecuado, y ensayando otros
modelos, podremos alcanzar resultados positivos. Resultados en proceso de andlisis, no incluidos dentro de este proyecto, sugieren que, a
través de la cuantificacién de otros pardmetros (por ej. andlisis transcriptdomico- ARNseq), genes relacionados a procesos anti-inflamatorios y
de plasticidad se upregulan en los animales tratados con CBD-CocCaf. Continuar con la investigacidn en esta temdtica podria acercarnos a
comprender acciones a corto o mediano plazo de CBD sobre acciones inducidas por drogas psicoestimulantes.
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