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II.- ABSTRACT

Cocaine dependence continues to be a serious public health problem worldwide. It is
characterized by the compulsive and persistent use and seeking of cocaine, which is
often followed by a high relapse rate even after long periods of abstinence. Unfortunately,
and in spite of the intense research efforts in basic and clinical science, there are no proven
pharmacotherapies for this complex neuropsychiatric disorder at present. Conditioning and
associative learning, negative emotional states and inhibitory control and impulsivity are
considered as important factors that underlie drug-seeking behavior. The work in this
thesis has been focused on the role that the cannabinoid system may play in these cognitive
processes and their interactions with cocaine addiction in experimental animal models. The
results obtained in this study show that, on the one hand, the cannabinoid system is able to
modulate cocaine-seeking behavior in extinction and cue-induced reinstatement tests in
association with the changes observed in anxiety-like behavior as measured on the elevated
plus maze. On the other hand, the administration of various cannabinoid compounds
differently modulates several independent measures of the multidimensional construct
known as impulsivity, such as inhibitory control, impulsive choice and response inhibition.
Taken all together, these findings suggest an important role of the cannabinoid system in
neuro-cognitive processes underlying cocaine-seeking behavior and impulsive-like
behavior, and that its blocking may be a potential therapeutic tool for treating human
cocaine abuse. However, more studies are needed to further elucidate which

neuromechanisms are involved.
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II.- RESUMEN

La dependencia a cocaina continua siendo un serio problema de salud a nivel mundial
caracterizado por el uso persistente y compulsivo y la conducta de busqueda de
cocaina, la cual estd asociada a una elevada tasa de recaida incluso después de largos
periodos de abstinencia. Desafortunadamente, a pesar de los intensos esfuerzos realizados
en investigacion pre-clinica y clinica, no existe actualmente un tratamiento eficaz para este
complejo trastorno neuropsiquiatrico. Los condicionamientos y aprendizaje asociativo, los
estados emocionales negativos y los procesos de control inhibitorio e impulsivo
constituyen importantes factores que subyacen a la busqueda de drogas de abuso. En esta
tesis se ha estudiado el papel que el sistema cannabinoide pudiera ejercer sobre estos
procesos cognitivos en sus implicaciones sobre la adiccion a cocaina en modelos animales
de experimentacion. Los resultados ponen de manifiesto, en primer lugar, la modulacion
ejercida por el sistema cannabinoide sobre la conducta de busqueda de cocaina, tanto en
tests de extincion como de recaida a estimulos condicionados previamente asociados a la
autoadministracion intravenosa de cocaina, y su estrecha relacion con los cambios
inducidos en los niveles de ansiedad evaluados en el test del laberinto en cruz elevado. Por
otro lado, tras la administracion de diferentes compuestos cannabinoides se observa una
modulacion diferencial sobre medidas independientes de impulsividad tales como control
inhibitorio, elecciéon impulsiva e inhibicion comportamental. Los hallazgos presentados
sugieren que el sistema cannabinoide ejerce una influencia importante sobre la conducta de
busqueda de cocaina y comportamientos impulsivos, y que su bloqueo podria ser una
herramienta terapéutica prometedora en el tratamiento de la adiccion a cocaina, si bien,
seran necesarios mas estudios para tener un nivel de conocimiento mas profundo y preciso

de los mecanismos neuronales subyacentes.
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IV.- VISION GLOBAL DE LA TESIS

Esta tesis se ha centrado en el papel del aprendizaje asociativo (condicionamientos),
estados emocionales negativos y comportamientos impulsivos en la adiccion a cocaina,
bajo un marco tedrico amplio e integrador, aunque siendo conscientes de que otros
procesos también pudieran estar implicados en alguna otra medida. Su objetivo final ha
sido el acercamiento experimental de las implicaciones terapéuticas de la modulacion del

sistema endocannabinoide sobre la adiccion a cocaina.

Tras una resumida presentacion de la neurofarmacologia bésica del sistema
cannabinoide y de la adiccidon a cocaina se ha procedido a arrojar luz sobre las posibles
interacciones neuro-funcionales entre ambas. A continuacion, desde una perspectiva neuro-
tedrica, cuyo fin fue adentrarnos en sentido amplio y enriquecedor en modelos para la
comprension psicobiologica del comportamiento tan complejo como es la adiccion,
desgranamos aspectos considerados clave en la misma, como son el papel de los estimulos
condicionados en la recaida a cocaina, la importancia de los estados de tinte emocional
negativo en adiccion y el fraccionamiento de la impulsividad, incluyéndose asimismo sus
bases neurocientificas. De la vinculacion de los procesos asociativos con su valencia
emocional, postulamos un papel relevante del sistema cannabinoide como regulador
multiple de procesos de reforzamiento secundario y estados emocionales, el cual
estudiamos en el primer articulo. Ademas del papel de la ansiedad y los estimulos
previamente emparejados a la autoadministracion de cocaina por procesos de
condicionamiento asociativo como impulsores de la recaida a cocaina, la impulsividad es
también considerada actualmente factor esencial en la conducta de busqueda de drogas. Sin
embargo, aun se requiere mayor numero de trabajos experimentales para desentrafiar cual
es la influencia del sistema cannabinoide en sus diferentes expresiones comportamentales,

la cual empezamos a esbozar en el segundo articulo.

En definitiva, hemos delineado y estudiado la importancia del sistema
endocannabinoide (a) como posible terapéutica de la extincion-recaida del hébito adictivo
(b) en la modulacion de los sintomas afectivos negativos en la abstinencia a cocaina (c) y,

finalmente, en la impulsividad, como variable fundamental en la recaida a cocaina.
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1.- NEUROFARMACOLOGIA BASICA DEL SISTEMA CANNABINOIDE

1.- NEUROFARMACOLOGIA BASICA DEL SISTEMA
CANNABINOIDE

| sistema cannabinoide comprende varios tipos de compuestos; los principios activos
Ede la marihuana (Cannabis Sativa), sus derivados endogenos y sintéticos (Drysdale y
Platt, 2003), asi como las enzimas especificas para su produccion, inactivacion y
degradacion (Pazos et al, 2005). De los 400 compuestos quimicos que Cannabis Sativa
contiene, aproximadamente 60 pueden englobarse como cannabinoides (Dewey, 1986). El
principal componente psicoactivo de los extractos del cannabis es delta-9-
tetrahidrocannabinol  (delta-9-THC) (Gaoni y Mechoulam, 1964). Los dos
endocannabinoides mas representativos son anandamida (anandamide, AEA) (Di Marzo et
al, 1994) y 2-araquidonil glicerol (2-arachidonoyl glycerol, 2-AG) (Mechoulam et al,
1995). En cuanto al antagonismo del sistema cannabinoide, el antagonista cannabinoide

mas conocido es rimonabant o0 SR141716 (Rinaldi-Carmona et al, 1994).
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Estructura quimica de agonistas exogenos (delta-9-THC, HU-210,
CP55,940 y WIN 55,212-2) y endogenos (anandamida y 2-araquidonil
glicerol) y antagonistas (SR141716 y SR144528) mas representativos del

receptor cannabinoide (Tomado de Howlett et al, 2004)
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1.- NEUROFARMACOLOGIA BASICA DEL SISTEMA CANNABINOIDE

Hasta la fecha son reconocidas dos subunidades, CB; (Matsuda et a/, 1990) y CB,
(Munro et al, 1993), del receptor cannabinoide, el cual constituye una cadena de 473
aminoacidos con siete dominios hidrofobicos que se extienden a través de la membrana
celular (Barmblett et al, 1995). Los receptores CB; estan localizados principalmente en el
sistema nervioso central, mientras que los receptores CB, lo hacen, en su mayoria, en la
periferia, donde ejercen principalmente sus acciones sobre el sistema inmune (Howlett,
2002). En los afios 90 fueron clonados y caracterizados neurobiologicamente los dos
receptores para cannabinoides, CB; y CB,. Sin embargo, actualmente se tiene la sospecha
de la existencia de un receptor cannabinoide diferente a los anteriores (Breivogel et al,
2001; Hajos et al, 2001). Mientras AEA presenta una mayor selectividad funcional por el
receptor CBy, 2-AG es equipotente para ambos receptores (De Petrocellis, 2004). Ademas,
2-AG estd mayoritariamente representado en el sistema nervioso central con respecto a
AEA (Sugiura et al, 2002). Por otra parte, también es conocido que los endocannabinoides,
especialmente AEA (Di Marzo et al, 2001), ejercen sus efectos, en cierto grado, a través de
receptores vanilloides (7ransient Receptor Potential Vanilloid 1, TRPV1), los cuales son

canales no selectivos a cationes activados por capsaicina (Zygmunt et al, 1999).

Los cannabinoides endogenos son moléculas sefalizadoras lipidicas formadas a
partir de precursores fosfolipidicos (Gerdeman y Lovinger, 2003) que actian como
mensajeros retrogrados (Ohno-Shosaku et al/, 2001; Wilson y Nicoll, 2001). Son
sintetizados a demanda (Rodriguez de Fonseca et al, 2005), liberados de la membrana
postsinaptica para activar receptores CB; localizados, en su mayoria, presinapticamente, y
moduladores de la liberacion de neurotransmisores (Wilson y Nicoll, 2001; Freund et al,
2003). Los endocannabinoides no son almacenados en vesiculas, como asi lo hacen los
neurotransmisores clasicos. En su lugar, son sintetizados cuando asi son requeridos, en

respuesta a despolarizacion y la correspondiente entrada de calcio (Piomelli ef al, 1998).

Como regla general, incrementos y decrementos de la neurotransmision
endocannabinoide resultan, respectivamente, en decrementos e incrementos en la
liberacion de neurotransmisores, sin embargo hay que tener en cuenta otros factores, como
el nivel del tono endogeno regional (Degroot y Nomikos, 2006). Los efectos inhibitorios
de los agonistas cannabinoides sobre la liberacion de neurotransmisores son mediados

esencialmente en el receptor CBy, a través de proteinas Gi/o, por medio de decrementos en
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1.- NEUROFARMACOLOGIA BASICA DEL SISTEMA CANNABINOIDE

la actividad de la via de AMPc, estimulacion de la actividad de proteinas kinasas activadas
por mitégenos, inhibicién de canales de Ca*" tipo N y P/Q y potenciaciéon de corrientes

hiperpolarizantes de K" (Schlicker y Kathmann, 2001; Di Marzo et al, 2004).

El receptor CB; se encuentra predominantemente en terminales axonicos
presindpticos de neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas (Katona et al, 2001; Kofalvi et
al, 2005; Hill et al, 2007). En el caso de interneuronas GABAérgicas del cortex anterior
tan solo parecen contener el receptor CB; aquellas que expresan el neuropéptido
colecistoquinina (Freund et al, 2003). La sefalizacion retrograda de los endocannabinoides
es fundamental para ciertos tipos de plasticidad sinéaptica a corto y a largo plazo que tienen
lugar tanto en sinapsis excitatorias como inhibitorias en diversas regiones cerebrales, y que
constituyen la base de procesos de aprendizaje y memoria (Hashimotodani et al/, 2007).
Cuando se produce una reduccion de la inhibicion mediada por GABA a través de
cannabinoides este fenomeno recibe el nombre de supresion de inhibicién inducida por
despolarizacion (Depolarization-induced Supression of Inhibition, DSI) (Kreitzer y
Regehr, 2001a). Por el contrario, cuando lo que se produce es una reduccion de excitacion
inducida por glutamato, su nombre es, entonces, supresion de la excitacion inducida por
despolarizacion (Depolarization-induced Supression of Excitation, DSE) (Kreitzer y

Regehr, 2001b).

El proceso de recaptacion de cannabinoides tras su liberacion es llevado a cabo por
proteinas transportadoras especificas que se encuentran tanto en neuronas como en glia.
Posteriormente, diversas enzimas intracelulares los degradan. Por ejemplo, AEA es
degradada a acido araquidonico por medio de la enzima amidohidrolasa de acidos grasos
(Fatty Acid Amide Hydrolase, FAAH) (Piomelli et al, 1998) y 2-AG es degradado por la
lipasa monoacilglicerol (monoacylglycerol lipase, MGL) (Dinh et al, 2004). Mientras
FAAH se localiza postsinapticamente controlando asi los niveles de AEA en su lugar de
sintesis, MGL lo hace presinapticamente, degradando 2-AG en su lugar de accion (Gulyas

et al, 2004).
El receptor CB; presenta la mayor densidad comparada con cualquier otro receptor

acoplado a proteinas G (Herkenham et al, 1990) y una densidad similar a receptores de

GABA y glutamato (Howlett et al/, 2004). Sin embargo, existen unos niveles bajos de
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1.- NEUROFARMACOLOGIA BASICA DEL SISTEMA CANNABINOIDE

endocannabinoides en comparacion (Walker et al, 1999). Ademas, esta densamente
representado en cortex, hipocampo, amigdala, ganglios basales y cerebelo (Mackie, 2005)
y sin diferencias ostensibles entre diferentes especies (Herkenham et al, 1990; Herkenham
et al, 1991; Glass et al, 1997). Sin embargo, se ha observado la existencia de un
acoplamiento desigual de receptores cannabinoides al activar proteinas G. Por ejemplo, el
acoplamiento a proteinas G en hipotdlamo es considerablemente mayor de lo que pudiera
indicar su relativa baja densidad en receptores CB; (Freund et al, 2003). Estudios de
hibridacién in situ (Mailleux y Vanderhaeghen, 1992; Matsuda et al, 1993; Marsicano y
Lutz, 1999) muestran una gran expresion de ARNm del receptor CB; en hipocampo,
nucleo olfatorio anterior, neocortex y amigdala y con moderados niveles en estriado y
cerebelo. Finalmente, estudios de inmunohistocitoquimica confirman previos resultados

obtenidos con las anteriores técnicas (Tsou et al, 1998; Egertova y Elphick, 2000).

A nivel neuroquimico, por un lado, el receptor CB; colocaliza con los receptores
Di, Dy y 5-HT)p, aunque solamente en neuronas con baja expresion del receptor CB,, las
cuales son neuronas de proyeccion. Por otro lado, el receptor CB; co-expresa junto al
receptor 5-HT3; en neuronas con alta expresion del receptor CB;, las cuales son
consideradas en su mayoria neuronas GABA¢érgicas. Mas especificamente; en estriado, el
receptor CB; co-expresa con Dy, D, y 5-HT)p; en hipocampo, con D,, 5-HT;g y 5-HT3, y
en neocortex; junto 5-HT5 y 5-HT3; (Hermann et al, 2002). En general, los receptores CB;
ejercen su principal modo de accion a través de su accidon sobre los niveles de glutamato,

noradrenalina, dopamina, GABA y serotonina (Drysdale y Platt, 2003).
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1.- NEUROFARMACOLOGIA BASICA DEL SISTEMA CANNABINOIDE

Regién cerebral Activacion del receptor | Activacion del receptor CB1 (por

CB1 (por agonistas) antagonistas)
T NE 1 NE
1 Glu
Neocortex 1 DA 1 DA
| GABA
1 ACh, | ACh 1 ACh
1 5-HT
1 ACh, |ACh 1 ACh
Hipocampo | Glu
| 5-HT

1 Met-encefalina

Nucleo acumbens 1 DA — DA
1 5-HT
< ACh

Estriado 1 DA

Globo palido | GABA

Area tegmental ventral 1 B-endorfina

Cerebro basal anterior 1 Adenosina

1 Histamina 1T NO

Hipotalamo 1 Glu

1 NE

Flechas hacia arriba o abajo indican, respectivamente, incrementos o decrementos en concentraciones
extracelulares de neurotransmisores (in vivo por microdialisis), mientras que la ausencia de cambios
viene indicado por ‘<>’. 5-HT, serotonina (5-hidroxitriptamina); ACh, acetilcolina; DA, dopamina;
GABA, acido y-amino butirico; Glu, glutamato; NE, norepinefrina; NO, 6xido nitrico (Modificado de
Degroot y Nomikos, 2007).
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2.- BASES NEUROFARMACOLOGICAS DE LA ADICCION
A COCAINA

I a cocaina es un poderoso psicoestimulante procedente de las hojas del arbusto
Erytroxilon coca, cuyo cultivo se realiza, principalmente, en paises del altiplano

andino, como Bolivia, Colombia y Peru (White y Lambe, 2003).

Arbusto Erytroxilon coca

Aunque las diferentes formas de abuso de Ila cocaina condicionan la
farmacocinética, la actividad farmacoldgica, la toxicidad y el grado de adiccion de esta
droga (Platt, 1997), nos centraremos basicamente en el clorhidrato de cocaina, el cual es la
sal de la cocaina, formada con acido clorhidrico. Estos cristales escamosos blancos pueden

ser tanto esnifados o inyectados intravenosamente (Lizasoain et a/, 2001).
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2.- BASES NEUROFARMACOLOGICAS DE LA ADICCION A COCAINA

FORMAS DE ABUSO DE LA COCAINA
TIPO DE CONCENTRACION VIA DE PORCENT. | VELOCIDAD CONC. | DURACION | DESARROLLO
SUSTANCIA DE COCAINA | ADMINISTRACION |[EN PLASMA | APARICION | MAXIMA | EFECTOS | DEPENDENCIA
DE EFECTOS | PLASMA
HOJASDE | 0.5-15% Mascado 20-30% | LENTA 60 30- 60 NO
COCA infusion oral Minutos Minutos
CLORHID. 12-75% tépica: ocular 20-30% | RELATIV. 5-10 30- 60 Sl
COCAINA genital,intranasal RAPIDA Minutos Minutos LARGO PLAZO
(esnifar)
CLORHID. 12-75% parenteral: 100% RAPIDA 30-45 10-20 Sl
COCAINA endovenosa Segundos | Minutos CORTO PLAZO
subcutanea,
intramuscular.
PASTA DE 40-85% Fumada 70-80% | MUY RAPIDA | 8-10 5-10 Sl
COCA (Sulfato de cocaina) Segundos | Minutos CORTO PLAZO
COCAINA 30-80% Inhalada-fumada 70-80% | MUY RAPIDA | 8-10 5-10 Sl
BASE. (alcaloide cocaina) Segundos | Minutos CORTO PLAZO

Tabla que muestra las diferentes formas de abuso de la cocaina (Lizasoain ef al, 2001).

La cocaina es altamente reforzante cuando es inyectada intravenosamente. Hasta tal
punto, que los animales de experimentacion aprenden ficilmente a autoadministrarse la
cocaina, e incluso, algunos de ellos abandonan sus necesidades basicas, tales como comida
y agua por conseguir la dosis de cocaina, llegando, en algunos casos, a la muerte (Dackis y
Gold, 1985). La administracion de cocaina por via endovenosa da lugar a una sensacion de
corta duracion (10-20 minutos), aunque intensamente placentera (a los 30 segundos),
descrita como andloga al orgasmo sexual (Lizasoain et al, 2001). A continuacion, es
seguida por una “bajada” que va incrementandose a lo largo del tiempo y se caracteriza por
un estado de ansiedad, fatiga, agitacion, depresion y a menudo, intensos deseos por
consumir mas cocaina (Ettenberg, 2004; Breiter et al, 1997). En fumadores de pasta de
cocaina también se han observado efectos displacenteros (caracterizados por ansiedad,
depresion, fatiga y deseo de mas cocaina) justo a continuacion de los efectos euféricos

(Van Dyke y Byck, 1982).
Antiguas definiciones sobre la adiccion consideraban necesaria la presencia de

dependencia fisica. Sin embargo, este criterio ha sido abandonado, ya que drogas tan

altamente adictivas, como la cocaina, se asocian con cambios emocionales y
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motivacionales del sindrome de abstinencia, en ausencia de sintomas fisicos importantes

(Nestler et al, 2001).

En base a sus mecanismos de reforzamiento positivo, es decir, potenciando el
estado de euforia asociado con la cocaina, o negativo, es decir, reduciendo la ansiedad
derivada del consiguiente consumo de cocaina, puede explicarse el uso de la cocaina junto
con otras drogas de abuso, como alcohol, heroina o cannabis (Gawin, 1991). Por ejemplo,
entre el 50% y el 90% de cocainomanos consumen alcohol de forma concomitante. Los
efectos reforzantes de la combinacion de alcohol y cocaina pueden interpretarse como la
suma de sus propiedades reforzantes por separado o en base a los efectos sedativos del
alcohol. Estos ultimos podrian, por un lado, actuar inicialmente en contra de la excesiva
estimulacién promovida por la cocaina, o por otro lado, reducir los efectos disforicos
posteriores al consumo de cocaina (Eran et al, 1991). Cocatileno es la substancia
psicoactiva resultante de la combinacion de cocaina y alcohol. Presenta un perfil
farmacoldgico similar a la cocaina, pero con una duracidon en su accidon farmacologica
significativamente mayor (McCance et al/, 1995). Es de destacar que supone un riesgo y un
aumento de la morbi-mortalidad asociada a cocaina. Datos epidemioldgicos indican que la
ingesta simultanea de alcohol y cocaina aumenta el riesgo de muerte subita por cocaina

hasta en 18 veces (Lizasoain ef al, 2001).

La cocaina, de igual modo que las anfetaminas, potencia la transmision
monoaminérgica a través de su accion en el transportador de dopamina, aunque no
exclusivamente, también en los transportadores de serotonina y noradrenalina (Nestler et
al, 2001). La cocaina se une e inhibe competitivamente el funcionamiento del
transportador de dopamina, incrementando asi la duracion de la accion de la dopamina que
es liberada en el espacio sinaptico. De manera similar afecta los transportadores de

serotonina y noradrenalina (Ritz et al, 1990).

Aunque la cocaina se une al transportador de serotonina aproximadamente cinco
veces mas potentemente que al transportador de dopamina, y al transportador de
noradrenalina aproximadamente tres veces con menor afinidad que al transportador de
dopamina (White y Kalivas, 1998), parece que los efectos reforzantes positivos de la

cocaina se basan principalmente en su capacidad para bloquear el transportador de
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dopamina (Dackis y Gold, 1985), o mas bien, en su accién final resultante sobre el
neurotransmisor de dopamina (Pierce y Kumaresan, 2006). Sin embargo, aun queda por
dilucidar el papel del resto de monodminas (Filip ef al, 2005; Weinshenker y Schroeder,
2006) e, incluso, de la propia dopamina (Spanagel y Weiss, 1999; Wise, 2004). Por
ejemplo, la potencia reforzante positiva de la cocaina es mantenida en ausencia del
transportador de dopamina en ratones knock out, pero decrece en ausencia del
transportador de noradrenalina. Por otro lado, sus efectos recompensantes se observan en
ausencia del transportador de serotonina, pero no cuando estan ausentes tanto el

transportador de serotonina como el de dopamina (Rocha, 2003).
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Accion de la cocaina sobre el transportador de dopamina.

Con la exposicion cronica de cocaina se ha demostrado la existencia de una sobre-
regulacion en el nicleo accumbens del sistema del AMP ciclico y una alteracion de la
expresion génica (White y Kalivas, 1998; Nestler, 2001; Nestler, 2004), ademas de
cambios morfologicos en el nucleo accumbens y cortex frontal (Robinson et al/, 2001;
Ballesteros-Yanez et al, 2007). Estas modificaciones podrian involucrar cambios en la
plasticidad sindptica subyacentes a procesos de memoria y aprendizaje (Thomas et al,

2001), que también podrian tener lugar durante el periodo de abstinencia (Lu et a/, 2002).
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Igualmente, se observan cambios duraderos y, a menudo, demorados con el tratamiento
cronico de cocaina, conllevando una disminucion en la sintesis y liberacion de dopamina y
densidad reducida de los transportadores de dopamina. Lo que sugiere una regulacion a la

baja del sistema dopaminérgico y/o degeneracion neuronal (Majewska, 1996).

Los efectos reforzantes de la cocaina en ratas fueron primero caracterizados por
Pickens y Thompson (1968) y ya desde los primeros estudios en autoadministracion

intravenosa de cocaina se observan dos caracteristicas (Tsibulsky y Norman, 1999):

1) Laregularidad en la autoadministracion.

2) Latasa de inyecciones esta inversamente relacionada con la dosis de cocaina.

Son numerosos los estudios que restringen el acceso de cocaina a unas pocas horas
por dia, consiguiendo asi un patron regular y estable de consumo. Por el contrario, un
continuo acceso a la droga muestra diferentes patrones en su consumo, incluyendo lo que
se conoce como binge o consumo excesivo (Ahmed y Koob, 1998), aunque a veces este
patrén de consumo excesivo se muestra también al inicio de las sesiones regulares de

autoadministracion (Gardner, 2000).
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Patrones tipicos en el consumo de cocaina autoadministrada intravenosamente por
animales de experimentacion (ratas), segin diversas dosis (Modificado de Koob,

2000)
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Dentro de un rango de dosis que mantienen una respuesta estable en un programa
de razén fija, los animales incrementan su tasa de autoadministracion cuando la dosis
aumenta. E inversamente, la bajan cuando la dosis sube (Caine et al/, 1993). Este fendémeno
sugiere que los animales regulan su intoxicacion de cocaina segin alguna referencia
endogena que sefiala el maximo valor hedénico (Koob, 1996). Las manipulaciones
farmacologicas que eleven la tasa de autoadministracion en un programa de razén fija, de
forma parecida a como lo hace el disminuir la dosis, causan un desplazamiento a la derecha
en la curva dosis-efecto (una disminucion en la potencia reforzante positiva de la cocaina)
(Koob, 2000). Bajas a moderadas dosis de antagonistas del receptor de dopamina
incrementan la autoadministracién de una forma parecida a como lo hace el disminuir la
dosis de cocaina. Esto sugiere, que el bloqueo parcial de receptores de dopamina por
antagonistas competitivos reduce la potencia en el refuerzo de la cocaina. Y al contrario,
los agonistas de dopamina disminuyen la autoadministracién de cocaina de una manera

similar a como lo hace el aumento de la dosis cocaina.

Una estructura que se ha implicado extensivamente en la adiccién a drogas es el
nucleo accumbens, la cual se cree basica en los efectos reforzantes positivos de la cocaina
(Roberts et al, 1977). Mientras durante la autoadministracion intravenosa de cocaina se
observa un incremento en la liberacion de dopamina (Di Ciano et al, 1995) y serotonina
(Parsons et al, 1995) en el nucleo accumbens, sendos decrementos de los niveles de
dopamina y serotonina tienen lugar durante la abstinencia en esta misma estructura
(Parsons et al, 1995). Ademas, otras estructuras cerebrales estdn implicadas en la adiccion
a cocaina, en mayor o menor medida, dependiendo de la fase de la adiccion en la que nos
encontremos. Por ejemplo, en estudios de neuroimagen en humanos se observan
incrementos en la actividad neuronal en el cortex orbitofrontal, cortex prefrontal y cortex
cingulado durante la administraciéon aguda de cocaina (Breiter et al, 1997). Por el
contrario, durante la fase de abstinencia se aprecian mayores decrementos en la actividad
neuronal en estas mismas estructuras, junto a una reduccion de receptores de dopamina D,
en regiones fronto-estriatales (Volkow et al, 1993). Durante la exposicion a estimulos
medioambientales previamente asociados con cocaina hay una re-activacion de estés

misma regiones, mas activacion de la amigdala (Childress ef al, 1999).
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3.- INTERACCIONES NEUROFUNCIONALES ENTRE EL
SISTEMA CANNABINOIDE Y COCAINA

1 uso recreativo conjunto de cocaina y marihuana esta ampliamente extendido (Rush
Eet al, 1998), llegando a consumir marihuana hasta un 89% de los cocaindmanos
(Smart et al, 1990). En el caso especifico de la poblacion espafiola esta cifra es muy
similar; un 81,6% de los consumidores de cocaina han probado el cannabis (PNSD, 2006).
Ademas, un 53% de los adictos a cocaina resultan también ser dependientes a cannabis
(Miller et al, 1990). Incluso, un 98% de adictos a cocaina parecen consumir cannabis antes
de convertirse en adictos a cocaina (Miller et al, 1985; O’Malley et al, 1985). Finalmente,
el uso combinado de cocaina y marihuana ha sido demostrado en mas de 200 muertes por

abuso de drogas (DAWN, 1996).

Existen estudios que sugieren una relacion estrecha entre ambas drogas (Kandel et
al, 1997; Fergusson y Horwood, 2000; Degenhardt y Hall, 2001; Von Sydow et al, 2001).
En el caso de humanos, el pre-tratamiento con delta-9-THC, principal principio activo del
cannabis, dobld los niveles en plasma de cocaina en voluntarios que recibieron cocaina
intranasalmente. La duracion y el nimero de efectos euforicos positivos se incrementd
después del pre-tratamiento con delta-9-THC, mientras la duracion de los efectos
disforicos disminuy6 (Lukas et al, 1994). En otro estudio realizado por Foltin et al (1993),
voluntarios sanos que primero fumaban marihuana y después tomaban cocaina, informaban
de una mayor “subida” o “estimulacion” que tomando las drogas por separado. Estudios
genéticos ponen de manifiesto una mayor predisposicion al consumo y dependencia de
cocaina por polimorfismo del triplete AAT en el gen que codifica para el receptor CB;

(Ballon ef al, 2006; Comings et al, 1997).

Estudios con animales de experimentacion también han arrojado luz en las
interacciones entre la cocaina y el sistema cannabinoide. Se ha demostrado en ratones que
el pre-tratamiento con delta-9-THC, aunque en menor efecto que con cannabidiol,
incrementa las concentraciones cerebrales y las acciones farmacoldgicas de la cocaina
(Reid y Bornheim, 2001). Planteando el tema de si este pre-tratamiento con cannabinoides

podria hacer més vulnerable al individuo a su consumo posterior de cocaina (Arnold et al,
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1998), se ha observado un riesgo de recidiva en el abuso de cocaina tras un periodo
prolongado de abstinencia en ratas tratadas con el potente cannabinoide agonista HU-210
(De Vries et al, 2001). Sin embargo, tras tratamiento con delta-9-THC, Schenk y Partridge

(1999) no encontraron un mayor riesgo de recaida.

Es de destacar que la activacion de receptores CB; por el agonista sintético WIN
55,212-2 conlleva una reduccién en la autoadministracion de cocaina, que podria ser
debida a los efectos reforzantes positivos producidos por el propio agonista cannabinoide
(Fattore et al, 1999). Ahora bien, la estimulacién aguda de los receptores CB; a través de
este agonista cannabinoide no afecta a la auto-estimulacion basal del sistema de
recompensa, aunque si reduce los efectos reforzantes inducidos por la cocaina (Vlachou et
al, 2003). Por otro lado, el antagonista cannabinoide SR 141716 es capaz de revertir el
efecto inducido por WIN 55,21-2 en autoadministracion intravenosa de cocaina y de, por si
mismo, disminuir el valor reforzante de la auto-estimulacion intracraneal (Deroche-

Gamonet et al, 2001).

Algunos autores han demostrado la autoadministracion intravenosa del agonista
sintético WIN 55,212-2 en ratones (Martellotta et al, 1998) y ratas (Fattore et al, 2001), la
autoadministracion intravenosa de AEA (Justinova ef al, 2005) y de AM404 (Justinova y
Goldberg, 2005) y la autoadministracion intracerebroventricular del potente agonista
cannabinoide CP 55,940 (Braida et al, 2001). Igualmente, se ha conseguido la auto-
administracion intravenosa de delta-9-THC en monos ardilla, pero con una historia previa
de autoadministracion de cocaina (Tanda et a/, 2000). Curiosamente, en ratas parece que la
pre-exposicion a delta-9-THC podria incrementar los efectos anxiogénicos de la cocaina y

de esta manera, reducir el valor reforzante de la misma (Panlilio et al, 2006).

Debido a que la iniciacion en la autoadministracion de cocaina esta esencialmente
determinada por las propiedades reforzantes positivas de la cocaina, en contraste a la fase
de consolidacion (van Ree et al, 1999), es importante resaltar la falta de implicacion del
receptor CB; en la sensibilizacion motora inducida por cocaina, ya sea utilizando
antagonistas como SR 141716 (Lesscher et al, 2004) o ratones knock out del receptor CB;

(Martin et al, 2000). Hay que resefar, sin embargo, que recientemente se ha informado de
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que rimonabant es capaz de reducir la sensibilizacion motora a cocaina durante su

expresion (Filip et al, 2006).

Aunque hay estudios con modelos animales que sugieren que el bloqueo del
receptor cannabinoide mediante el antagonista del receptor cannabinoide CB,, SR 141716,
es capaz de aliviar el deseo por alcohol y heroina (Gallate y McGregor, 1999; Freedland et
al, 2001; Caille y Parsons, 2003; Solinas et a/, 2003; Colombo et al/, 2004), no parece que
ocurra de igual manera en el caso de la cocaina. Por un lado, la administracion de
rimonabant no altera la autoadministracion de cocaina en monos (Tanda et al/, 2000), ratas
(Fattore et al, 1999; De Vries et al, 2001; Caille y Parsons, 2003) o ratones (Lesscher et al,
2004). Por otro lado, en ratones carentes del receptor CB; no se aprecian alteraciones en la
autoadministracion de cocaina (Cossu et al, 2001) o paradigma de lugar preferente (Martin
et al, 2000). En la misma linea, ni la carencia del receptor CB; en ratones (Soria et al,
2005), ni rimobant en ratas (Caille y Parsons, 2003) altera los niveles de dopamina en el
nicleo accumbens tras administracion aguda de cocaina. Ademads, el tratamiento agudo de
cocaina en ratas no altera los niveles de endocannabinoides en esta misma estructura
(Caille et al, 2007). Por tanto, los mecanismos que subyacen a los efectos reforzantes
primarios de la cocaina no se ven sujetos a control endégeno tonico por parte del sistema
cannabinoide (Fattore et al, 1999), ya que tanto el antagonismo farmacolégico como la

eliminacion del receptor CB; no altera los efectos recompensantes agudos de la cocaina.

Por el contrario, los receptores CB; parecen estar involucrados en la asociaciéon de
estimulos medioambientales y la recompensa a cocaina, ademés de a la recaida a cocaina
(Arnold, 2005; De Vries y Schoffelmeer, 2005, Maldonado et al, 2006). Lo que viene a
demostrar una disociacion entre los mecanismos que imperan durante la recaida y aquellos
que controlan la autoadministracion (Shalev et al, 2002; Kalivas y Volkow, 2005; Epstein,
2006). En esta misma linea, el antagonista cannabinoide SR 141716, administrado durante
la fase de condicionamiento, es capaz de reducir el condicionamiento de lugar preferencial
inducido por cocaina (Chaperon ef al, 1998) o de disminuir la recaida en ratas abstinentes a
cocaina tanto en presencia de estimulos condicionados como de dosis de recuerdo

(priming) de cocaina (De Vries et al, 2001).
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Al examinar los niveles de endocannabinoides en diversas regiones cerebrales
relevantes al circuito de recompensa en ratas tratadas crénicamente con cocaina, no se
observan cambios notables (Gonzalez et al, 2002a); tan sélo un ligero descenso en los
niveles de 2-AG en el area limbica anterior (que incluye al nlicleo accumbens y la
amigdala basolateral). Aunque si se ha observado la existencia de modificaciones en la
expresion del gen para el receptor CB; (Gonzalez et al, 2002b). No so6lo se ha encontrado
una disminucioén en la expresion del receptor CB; en la corteza cerebral sino también
disminuciones en los niveles de ARNm para CB; en el nticleo hipotaldmico ventromedial,
el cual forma parte del eje de estrés. Es sabido que los cannabinoides enddgenos facilitan
los efectos de neuronas liberadoras de orexina en el hipotdlamo, las cuales también tienen
proyecciones al niicleo accumbens y el area tegmental ventral. De la misma manera que los
cannabinoides, las orexinas hipotalamicas estan involucradas en los efectos de las drogas

de abuso y el comportamiento de recaida (Maldonado et al, 2006).

Existe una co-expresion de receptores CB; con receptores dopaminergicos en el
cerebro (Hermann et al/, 2002). Ambas drogas, la cocaina y los agonistas cannabinoides,
comparten ciertos efectos neuroquimicos clave, como la elevacion de la cantidad de
dopamina en el nucleo accumbens (Gardner y Lowinson, 1991; Gardner y Vorel, 1998).
Sin embargo, el hecho de que tanto ratones knock out del receptor CB; como ratones naive
incrementen de manera similar (no diferen o se potencian sus efectos) los niveles
extracelulares de dopamina en el ntcleo accumbens tras inyeccién aguda de cocaina
(Cossu et al, 2001; Soria et al, 2005) indica que otras areas cerebrales y otros sistemas de
neurotransmision pudieran estar mediando crucialmente la interaccion entre estas drogas
de abuso. De hecho, al ser minima la densidad y expresion del receptor CB; tanto en el
area tegmental ventral como en el nucleo accumbens (Mailleux y Vanderhaeghen, 1992),
otras estructuras que inervan el nucleo accumbens cobran especial relevancia, como el

cortex prefrontal y la amigdala basolateral, las cuales contienen gran densidad de recetores

CB; (Tsou et al, 1998; Egertova y Elphick, 2000).

Resumiendo, son dos los neurotransmisores que generan cannabinoides. Por un
lado, dopamina libera AEA en el estriado dorsal al estimular receptores D, de dopamina
(Giuffrida et al, 1999). Por otro lado, glutamato induce la formacion de 2-AG en el cortex,

a través de receptores NMDA (Piomelli, 2001). Aunque como hemos visto anteriormente
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el sistema cannabinoide no parece modular el reforzamiento primario de la cocaina, con
relacion al reforzamiento secundario, esencial en la recaida, pudiera encontrarse una
explicacion basada en el sistema dopaminérgico. Esta relacion entre dopamina y

endocannabinoides podria sintetizarse en tres hipdtesis (De Vries et al, 2001)

1) Los niveles elevados de dopamina producidos por cocaina o estimulos
condicionados a la cocaina inducen la liberacion de endocannabinoides,
los cuales llevan a la recaida.

2) La cocaina o los estimulos condicionados a la cocaina elevan los niveles
de endocannabinoides, los cuales causan la recaida al incrementar la
liberacion de dopamina.

3) Mediante el papel desinhibitorio de los endocannabinoides en la
transmision dopaminérgica. Los receptores CB; se encuentran en gran
numero en los axones terminales de interneuronas GABAérgicas en
todo el sistema nervioso central. La activacion de estos receptores
inhibe 1la liberacion de GABA. A su vez, las interneuronas

GABAérgicas influencian fuertemente la actividad dopaminérgica.

Es conocido que los endocannabinoides actian como mensajeros de sefializacion
retrograda en sinapsis glutamatérgicas y GABAérgicas y modulan la transmision
postsinaptica al interactuar con otros muchos neurotransmisores (Wilson y Nicoll, 2002).
En este sentido, los cannabinoides podrian actuar en receptores presinapticos localizados
en neuronas glutamatérgicas de origen cortical y con eferencias hacia el niicleo accumbens.
El consecuente decremento en la liberacion de glutamato desinhibiria neuronas
GABA¢érgicas del area tegmental ventral, a su vez, liberando dopamina en el nucleo

accumbens (Szabo et al, 2002).

Como ya vimos, los receptores CB; tienen una sorprendente alta densidad en la
amigdala basolateral, pero también en el hipocampo y en el cortex prefrontal. Los
cannabinoides podrian reducir el control inhibitorio tonico GABAérgico sobre células
piramidales en la amigdala basolateral. De esta manera, el tratamiento con cannabinoides
podria resultar en una excitabilidad incrementada asociada con un incremento de dopamina

en el nacleo accumbens (Katona et al, 2001).
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La cocaina es capaz de inhibir la transmision GABA¢érgica en el estriado a través de
la activacion de receptores D, localizados en terminales presindpticos de interneuronas
GABA¢érgicas (Centonze et al, 2004). Recientemente, se ha observado que Ila
administracion cronica de cocaina altera la modulacion de sinapsis GABAérgicas (pero no
glutamatérgicas) estriatales por activacion de receptores CB; (Centonze et al, 2007). A
través de la estimulacion de receptores D, se incrementan los niveles de AEA (estimulando
su sintesis e inhibiendo su degradacion) en el estriado (Giuffrida et al, 1999), una
estructura esencial en el cardcter compulsivo y de la toma de drogas en fases avanzadas de
la adiccion (Gerdeman et al, 2003), la recaida a estimulos condicionados (Volkow et al,
2006) y en impulsividad (Cardinal et al, 2001; Pothuizen et al, 2005; Dalley et al, 2007).
Otros autores postulan que a través de las interacciones con el receptor Ds, el receptor CB;

podria alterar la recaida a estimulos condicionados (Le Foll y Goldberg, 2005).

Por otro lado, el antagonista cannabinoide CB;, AM251, inhibe la recaida a cocaina
provocada por priming de cocaina por un mecanismo glutamatérgico (Xi et al, 2006). La
liberacion de glutamato en el nucleo accumbens por desinhibicion mediada por el receptor
CB, activaria los receptores presinapticos glutamatérgicos mGIluR2/3, los cuales podrian
inhibir, a su vez, la liberacion de glutamato en el nicleo accumbens mediada por la recaida
a cocaina (Kalivas et al, 2003; Xi et al, 2006). Curiosamente, resaltar, que al igual que con
el receptor CBy, la activacion del receptor glutamatérgico mGIluR2/3 altera la recaida a
estimulos condicionados mientras que su papel se reduce en cuanto a la modulacion de las
propiedades reforzantes primarias de la cocaina (Baptista et a/, 2004). Aunque hallazgos
indican que estimulos condicionados al consumo previo de cocaina son capaces de
incrementar los niveles de glutamato (Hotsenpiller et al, 2001) en el core del nucleo
accumbens (Hollander y Carelli, 2007), ain se desconoce el alcance de las interacciones
entre el sistema cannabinoide y la transmision glutamatérgica en la recaida a estimulos
condicionados. Por ejemplo, no podria descartarse un efecto indirecto desde el cortex
prefrontal, donde la activacion del receptor CB; suprime la transmision glutamatérgica
(Auclair et al, 1999), ya que la via glutamatérgica que liga el cortex frontal con el core del
nucleo accumbens esta implicada intimamente en la conducta de busqueda de drogas

(McFarland et al, 2003).
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EFECTOS DE LA MODULACION DE LA TRANSMISION ENDOCANNABINOIDE
SOBRE LA RECOMPENSA A COCAINA EN DIFERENTES MODELOS ANIMALES

MODELO ESPECIE TRATAMIENTO EFECTO AUTORES
EIC Rata SR 141716 Sin cambios Vlachou et al (2003)
AAI Mono SR 141716 Sin cambios Tanda et al (2000)
Rata SR 141716 Sin cambios De Vries et al (2001)
Caille y Parsons (2003)
Ratén SR 141716 Sin cambios Lesscher et al (2004)
Ratén CB1KO Sin cambios Cossu etal (2001)
Ratén CB1 KO Altera la adquisicién Soria et al (2005)
AAl: razén Ratén CB1KO Tasa de respuesta reducida Soria et al (2005)
progresiva
AAL: recaida Rata SR 141716 Tasa de respuesta reducida en De Vries et al (2001)
recaida acocainay estimulos Filip et al (2006)
condicionados pero no a estrés
CLP Rata SR 141716 Altera adquisicién pero no Chaperon et al (1998)
expresion
Raton CB1 KO Sin cambios Martin et al {2000)
Houchi et al {2005)
Sensibilizacion Rata SR 141716 Altera la expresién Filip et al (2006)
motora
Ratén CB1KO Sin cambios Martin et al (2000)

Houchi et al {2005)

EFECTOS DE LA MODULACION EXOGENA DEL SISTEMA CANNABINOIDE SOBRE
LA RECOMPENSA A COCAINA EN DIFERENTES MODELOS ANIMALES

MODELOQO ESPECIE TRATAMIENTO EFECTO AUTORES
EIC Rata WIN 55,2122 Reduce las propiedades reforzantes | Vlachou etal (2003)
de lacocaina
AAI Rata WIN 55,2122 Reduce la tasa de respuesta Fattore et al (1999)
Rata HU-210 Incrementa la tasa de respuesta De Vries et al {2001)
Rata Delta9-THC Reduce la tasa de respuesta Panlilio et al (2006)
AAl: razén Rata Delta9-THC Reduce la tasa de respuesta Fanlilio et al (2006)
progresiva
AAL recaida Rata Delta9-THC Sin cambios ﬁgggl;ky Partridge
CLP: extincién Rata Delta9-THC, Potencia la extincion Parker et al (2004)
cannabidiol
Sensibilizacion Rata CP 55,940 Sin cambios Arnold et al (1998)
cruzada
Rata HU-210 Sin cambios Ferrari et al (1999)

EIC: Estimulacion Intracraneal; AAI: Autoadministracion Intravenosa; CLP: Condicionamiento de

Lugar Preferencial; KO: Knock out (Modificado de Arnold, 2005).
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4.- FUNDAMENTOS NEUROTEORICOS DE LA RECAIDA A DROGAS DE ABUSO

4. - FUNDAMENTOS NEUROTEORICOS DE LA RECAIDA
A DROGAS DE ABUSO

Las diferentes teorias sobre adiccion tienen asociados distintos substratos
psicobiologicos, a veces solapados, pero no excluyentes. Mayoritariamente, es
aceptado que la droga de abuso puede actuar tanto como reforzador positivo (al producir
euforia; especialmente en fases iniciales) como negativo (al aliviar sintomas del sindrome
de abstinencia o meramente disféricos). El uso compulsivo de drogas en humanos esta
asociado con craving o deseo de volver a experimentar los efectos psicoactivos de la droga
y puede venir reflejado por la conducta de busqueda de drogas (drug seeking behavior)
(Olmstead, 2006). Estimulos ambientales previamente asociados con el consumo de la
droga pueden inducir respuestas condicionadas en ausencia de la droga (Cami y Farré,
2003) y provocar, asi, la conducta de busqueda de droga. Estos estimulos,
consecuentemente, actian como reforzadores secundarios y adquieren saliencia emocional
y propiedades motivacionales a través de un proceso de asociacion predictiva con la
autoadministracion de la droga. Sin embargo, no sélo los diferentes estimulos (estimulos
previamente asociados a la droga, estresores y re-exposicion a la misma droga) que
conducen a la recaida, sino también procesos comportamentales como los derivados de las
consecuencias negativas de la abstinencia son importantes en la adiccion (Maldonado et al,
2006). Finalmente, la conducta adictiva es insensible a las consecuencias aversivas
derivadas del consumo de drogas (Vanderschuren y Everitt, 2004). Con el término general
de impulsividad se entiende la incapacidad del adicto para inhibir su compartimiento de
busqueda de drogas, si bien, psicobiologicamente existen diferentes expresiones del

comportamiento impulsivo.
A continuacidn, y sin la pretension de ser exhaustivos, se delinea someramente

algunas de las principales teorias en el campo de la adiccion, con el fin de enfatizar y

abarcar el cardcter globalizador e integrador del concepto de adiccion.
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4.- FUNDAMENTOS NEUROTEORICOS DE LA RECAIDA A DROGAS DE ABUSO

4.1.- SENSIBILIZACION-INCENTIVO

Robinson y Berridge (2003) postulan que no hay relacion causal entre los efectos
placenteros de la toma de drogas (drug liking) y la motivacion (craving) para la toma
de drogas (drug wanting). Unicamente los procesos psicologicos de saliencia de incentivo
(de motivacion para la toma de drogas) se sensibilizan a través de procesos de aprendizaje
asociativo, especialmente dirigidos a estimulos previamente emparejados con la droga y
desencadenantes de la recaida. Esta exagerada motivacion para la busqueda de drogas
conllevaria su uso compulsivo. La sensibilizacion psicomotora caracteristica de la adiccion
funcionaria en paralelo a la sensibilizacion de la actividad del sistema dopaminérgico

mesolimbico (Robinson y Berridge, 1993).

/ Deseo subjetivo

gatribueianide: WANTING [H— Atraccion
saliencia de incentivo

[

r 3 Dispara el consumo
T P

Aprendizaje - -
asociativo si [ _Estimulos bajo ]
“comparar si motivaciones fisiolégicas

con memoria”

b

¥ Deseo subjetivo

EI . Integracién de
placer
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LIKING

Los procesos psicologicos y las bases neurales que median el placer (/iking) y la saliencia de

Accciones afectivas

incentivo (wanting) en la adiccion son disociables. Los incentivos naturales (estimulos
incondicionados como la cocaina: EI) generan placer directamente, pero activan respuestas de
busqueda de droga y saliencia de incentivo indirectamente. Mediante un proceso de aprendizaje
asociativo (por emparejamientos sucesivos) los estimulos condicionados (EC) adquieren saliencia
de incentivo bajo determinados estados fisiologicos. La sensibilizacion de los substratos neurales
de la saliencia de incentivo por consumo repetido de cocaina conduce a una busqueda patologica
(wanting) de cocaina desencadenada por estimulos condicionados, incluso ante la falta de placer

(liking) (Robinson y Berridge, 1993).
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4.2.- ESTADOS EMOCIONALES NEGATIVOS

Para Koob (2004) la adiccion es un trastorno que progresa desde la impulsividad
(caracterizada por un incremento de tension o arousal antes de cometer un acto
impulsivo) a la compulsion (caracterizado por estrés y ansiedad antes de cometer un actor
repetitivo compulsivo y, posterior alivio del estrés al realizar ese acto). La progresiva
aparicion de un estado emocional negativo (disforia, ansiedad o irritabilidad), cuando no se
tiene acceso a la droga, va asociado a la transicion desde el uso de la droga a la verdadera
adiccion (Koob y Le Moal, 2001). La manifestacion de este estado heddnico disfuncional
durante el uso crénico de la droga tendria su substrato neurobioldgico en la division central
de la amigdala extendida (nucleo central de la amigdala, ntcleo del lecho de la estria
terminal y un area de transicion en la region del shell del nucleo accumbens) (Koob et al,

1998).
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EJE DEL ESTRES REFUERZO
POSITIVO

Nucleo paraventricular € — — — = —

Pituitaria anterior = — — — —

|

|

. |
Sistema adrenal -

v v

Neurocircuito extra-

Neurocircuito . L i
hipotalamico del estrés

de recompensas

NEUROCIRCUITO EXTRA-
HIPOTALAMICO DEL ESTRES

HLC
I HLC
Amigdala
A HLC
NLET * vy
Tronco cerebral

Hipotalamo
NA

NA

REFUERZO
NA NEGATIVO

El eje del estrés y los circuitos cerebrales relacionados con el estrés son activados durante el ciclo
adictivo cuando existe un direccionamiento desde el refuerzo positivo al refuerzo negativo. El eje
del estrés es capaz de autorregularse y activar a su vez el circuito de la recompensa, ademas de
participar activamente en el neurocircuito extrahipotalamico del estrés. La hormona o factor
liberador de corticotrofina (HLC) liberada en la amigdala extendida (incluyendo el nucleo del lecho
de la estria terminal NLET) afecta a la liberacion de noradrenalina en el tronco cerebral en un

circuito cerrado (Koob y Le Moal, 2004).
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4.3.- IMPULSIVIDAD

S egun Jentsch y Taylor (1999), el consumo cronico de cocaina se encontraria asociado
con una disfuncion dopaminérgica del cortex frontal que produciria una incapacidad
para inhibir tanto respuestas condicionadas como no condicionadas a la cocaina. La
adiccion a cocaina vendria definida por dos fendémenos: 1) Un incremento de las
propiedades motivacionales y de saliencia de la cocaina y de sus estimulos asociados
(debido a disfuncion limbica-amigdalar) 2) Un decremento del control inhibitorio (debido

a disfuncion del cortex frontal).

Tiffany (1990) postula que la adiccién puede explicarse a través del aprendizaje de
habitos estimulo-respuesta. Aunque inicialmente el consumo de la droga es un proceso
dirigido, posteriormente se convierte en automatico, disminuyendo el control inhibitorio
ejercido por el individuo, y cobrando especial relevancia los estimulos asociados a la droga
como desencadenantes de este habito estimulo-respuesta. Neurotransmision dopaminérgica
en el estriado dorsolateral estaria mediando los aspectos compulsivos de la busqueda de
drogas basandose en esta teoria (Miller y Gold, 1994; Porrino et al, 2004; Vanderschuren
et al, 2005).

En estudios de neuroimagen, Goldstein y Volkow (2002) observan que la
disfuncion del cortex prefrontal altera el control inhibitorio y la toma de decisiones,
contribuyendo asi a la pérdida de control caracteristica de la adiccion. Durante la adiccion,
el valor incrementado de la droga en los circuitos de recompensa (nicleo accumbens y
palido ventral), motivacional (cortex orbitofrontal y cortex subcalloso) y de memoria
(amigdala e hipocampo) superaria el control inhibitorio ejercido por el cortex prefrontal
(especificamente, el cortex orbitofrontal y el cortex cingulado anterior) (Volkow et al,
2003); lo que se conoce como sindrome de la atribucidon de saliencia y alteracion de la
respuesta de inhibicion (Syndrome of Impaired Response Inhibition and Saliente

Attribution I-RISA).
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Por un lado, la hiperactividad dopaminérgica subcortical, que provoca una amplificacion del
aprendizaje estimulo-recompensa y una potenciacion de recompensas condicionadas, podria
resultar en una mayor impulsividad en la busqueda de drogas. El incremento de impulsividad tras el
consumo repetido de cocaina conllevaria un mayor riesgo de recaida. A su vez, la funcion
dopaminérgica cortical alterada tras consumo cronico de cocaina afectaria andmalamente el control
inhibitorio ejercido por el sistema fronto-estriatal, que a su vez modula los comportamientos
relacionados con recompensas. El sinergismo entre el incremento de las recompensas
condicionadas y el decremento del control inhibitorio explicaria la conducta compulsiva de

busqueda de cocaina (Jentsch y Taylor, 1999).
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5.- ESTIMULOS CONDICIONADOS EN LA RECAIDA A COCAINA

5.- ESTIMULOS CONDICIONADOS EN LA RECAIDA A
COCAINA

I a adiccién se compone de cuatro fases: iniciacidon, mantenimiento, abstinencia y
recaida. El término recaida se refiere, en el contexto de la adiccion, al regreso en la

busqueda y/o consumo de la droga tras un periodo prolongado de abstinencia.

De Wit y Stewart (1981) han establecido un modelo de recaida en donde se pueden
estudiar los factores involucrados en la conducta de busqueda de diversas drogas de abuso.
Basicamente son tres, (a) la presentacion de la droga, (b) el estrés y (c) los estimulos
condicionados a la droga. También, se han identificado las estructuras implicadas en los
diferentes tipos de recaidas. Para el caso de la recaida (a) por estimulos condicionados
tendriamos ejerciendo un papel fundamental a la amigdala basolateral; (b) por inyecciones
de recuerdo (priming), al area tegmental ventral y; (c) por estrés, la inervacion adrenérgica
de la amigdala extendida. Estos tres modelos podrian converger en el cortex cingulado
anterior y llegar finalmente por proyecciones glutamatergicas al core del nucleo

accumbens (Kalivas y McFarland, 2003, Bossert et al, 2005).

McFarland y Kalivas (2001) muestran que la recaida inducida por cocaina depende
del flujo de informacion secuencial entre el drea tegmental ventral, el cortex prefrontal
dorsal, el core del nucleo accumbens y el palido ventral. De igual manera, la recaida
inducida por estimulos condicionados dependeria de un circuito similar, pero a través de un
punto de entrada que involucrase la amigdala basolateral. Segun Everitt et al (1999), el
control de la conducta por estimulos condicionados a la droga se basa en la interaccion de

la amigdala basolateral y el sistema dopaminérgico mesolimbico.

Parece existir un solapamiento entre los estimulos previamente asociados a la droga
y estrés, ya que ambos serian capaces activar el sistema dopaminérgico mesolimbico a
través del cortex prefrontal, la amigdala y el eje del estrés (Self y Nestler, 1998) e
incrementar los niveles de la hormona adrenocorticotropa o corticotropina y de cortisol
(Sinha et al, 1999; Sinha et al, 2003). Emociones y condicionamientos se entrelazan en
cuanto a que un aspecto central de la emocion implica la valoracidon y procesamiento de los

estimulos medioambientales (Cardinal et al, 2002). También, los estados emocionales
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negativos parecen jugar un papel relevante como desencadenantes de la recaida (Marlatt y
Gordon, 1985; McKay et al, 1996). Por tanto, la interaccién entre estrés y

condicionamiento surge como uno de los factores mas importantes en el proceso de recaida

en adiccion (See, 2005).
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Esquema resumen de los sistemas cerebrales criticos en la recaida a cocaina. Las flechas
grandes indican vias que podrian estar involucradas en la recaida; las delgadas, algunas de
las conexiones anatomicas directas y las punteadas, conexiones indirectas. Agrupamientos
de neuronas dopaminérgicas A8 y A10; BLA, amigdala basolateral; BNST, ntcleo del
lecho de la estria terminal; CeA, amigdala central; CRF, factor de liberacion de
corticotropina; LC, locus coeruleus; LTg, Agrupaciones de neuronas noradrenérgicas de
nucleos del tegmento lateral; mPFC, cortex prefrontal medial; NAc, nicleo Accumbens;

VP, palido ventral (Shaham et al, 2003).

A continuacion, nos centraremos en la recaida por estimulos condicionados, donde
las asociaciones entre estimulos juegan un papel importante en el desarrollo de los
sintomas del sindrome de abstinencia y la urgencia para la toma de drogas (West, 2006).
Tanto en animales de experimentacion como en humanos estos han demostrado una gran

relevancia en la activacion del deseo por la cocaina y su recaida (Childress et al, 1999).
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Existen dos teorias en relacion al condicionamiento secundario que tiene lugar
durante el desarrollo de la adiccion, quizas no totalmente opuestas (Ettenberg y Geist,

1991):

- Los estimulos condicionados desatan respuestas condicionadas anticipatorias de
caracter opuesto a los efectos directos de la droga, similares a los sintomas del sindrome
de abstinencia. De esta manera, la recaida se desencadenaria por el deseo a escapar de
estados aversivos condicionados similares al sindrome de abstinencia (Siegel, 1979;
MacRae et al, 1987). La teoria de Siegel no deberia confundirse con la de Wikler
(1973), que se refiere al sindrome de abstinencia condicionado durante la abstinencia a

la droga.

- Los estimulos condicionados desatan respuestas del mismo caracter que los efectos
euforicos de la droga, incrementandose asi la motivacion para la toma de la droga. En
este caso, la recaida se desencadenaria por la anticipacion de los efectos placenteros

producto de respuestas condicionadas, semejantes a la droga (Stewart et al, 1984).

A través de procesos de aprendizaje asociativo (Pavlov, 1927), estimulos
anteriormente neutros adquieren propiedades incentivo-motivacionales por medio del
repetido emparejamiento con la toma de la droga (Foltin y Haney, 2000). Ciertamente, su
peso en la adiccion es mayusculo, ya que los estimulos previamente asociados a la cocaina
subyacen a la conducta de busqueda de la droga (Kruzich et al, 2001), se muestran
altamente resistentes a la extincion (Weiss et al, 2001) y su efecto se potencia de manera
temporal-dependiente por un mecanismo de incubacion (Grimm et al, 2001). La
sensibilizacién no ocurre tan solo a los efectos de activacion psicomotora sino también a
los efectos motivacionales tras la abstinencia a la cocaina (Weiss et al, 2001). En
consecuencia, la probabilidad a recaer podria verse incrementada segin avanza el periodo

de abstinencia (Grimm et al, 2001).

En humanos, cocaindmanos abstinentes a la droga informan de un intenso deseo,

activacion fisioldgica y sintomas del sindrome de abstinencia cuando son expuestos a
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estimulos previamente asociados con el uso de cocaina (Childress et al, 1993). Con
animales de experimentacion, hasta el desarrollo de los modelos actuales de recaida, los
estudios con programas de reforzamiento de segundo orden eran los que sefalaban la
importancia de los estimulos condicionados (Goldberg et al, 1975). Actualmente, se
utilizan estimulos compuestos (por ejemplo una luz y un tono emparejados con las
infusiones de cocaina durante la autoadministracién) ya que son mas efectivos durante la

recaida que los estimulos aislados (See et a/, 1999).

Los estimulos condicionados que se asocian con la droga pueden ser estimulos
discretos que van emparejados con las infusiones de droga, estimulos discriminativos que
actuarian como predictores de la disponibilidad de la droga y estimulos contextuales o de

fondo (como el ventilador o la hora del dia) (Shaham et al, 2003; Bossert et al, 2005).

Tanto estudios en humanos como en animales que han investigado los estimulos
condicionados durante la recaida a cocaina sefialan tres estructuras cerebrales esenciales:
(a) el complejo amigdalino, (b) ciertas regiones del lobulo frontal y (c) el nucleo
accumbens (See, 2005; Rebec y Sun, 2005; Kalivas, 2007). La amigdala es una pieza clave
en las asociaciones entre el reforzador (la droga) y los estimulos discriminativos, mientras
que el cortex cingulado y orbitofrontal son criticos en la recaida provocada por estimulos
condicionados que predicen la disponibilidad de la droga (See, 2002). La presentacion no
contingente de estimulos discriminativos que previamente indicaban la disponibilidad de la
cocaina (mas que la infusion de la misma) causan una recaida a cocaina tras largo tiempo
de abstinencia, asociada con un incremento en la liberaciéon de dopamina tanto en la
amigdala como en el nicleo accumbens (Weiss et al, 2000). La presentacion de estimulos
contextuales, incluso después de cuatro meses de abstinencia, son capaces de incrementar
la sintesis de c-Fos en el cortex cingulado anterior y la amigdala basolateral (Ciccocioppo
et al, 2001). Otras estructuras cerebrales podrian jugar un papel mas relevante en la
respuesta a estimulos contextuales, entre las cuales cabe citar el hipocampo (Everitt y

Wolf, 2002).
La transmision dopaminérgica en la amigdala basolateral parece ser la sefial

primaria en iniciar la respuesta comportamental de recaida y la formacion inicial de

asociaciones entre estimulos y la droga, ya que la inhibicion de los receptores D; de
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dopamina en la amigdala basolateral inhibe la recaida inducida por estimulos
condicionados, mientras que los antagonistas de glutamato ionotropicos se muestran
inefectivos (See et al, 2001). Si bien, interacciones con otros sistemas de neurotransmision,
como el sistema colinérgico, se espera sean criticas (See, 2005). La amigdala puede
dividirse en dos areas (Cardinal et a/, 2002). Una compuesta por los nticleos basal y lateral,
y otra formada por los nucleos central y medial. Los nucleos basal y lateral tienen un
mayor grado de conexion directa con regiones neocorticales, mientras los ntcleos central y
medial tienen mayor numero de conexiones con estructuras subcorticales. La amigdala
basolateral parece estar mas implicada en el proceso asociativo entre estimulos
emparejados con el reforzamiento primario, mientras la amigdala central seria mas
importante en la atenciébn controlada, incluyéndose la orientacion a estimulos
condicionados distales. Dentro de la amigdala basolateral, su parte rostral parece ser
especialmente sensible en la recaida inducida por estimulos condicionados a la cocaina
(Kantak et al, 2002). A diferencia de la amigdala, la cual presenta extensas conexiones con
el nucleo accumbens, los cortex cingulado anterior y orbitofrontal tienen conexiones

directas con ambas estructuras, amigdala y nucleo accumbens (Groenewegen, 1990).

Aunque la participacion del cortex cingulado anterior y el cortex orbitofrontal es
innegable en procesos de control inhibitorio y toma de decisiones, también estas mismas
areas cerebrales se vinculan con procesos de valoracion de recompensas y asignacion de
valencia emocional a los estimulos medioambientales. De tal manera que, en la adiccién a
cocaina, al afectarse estas estructuras, pudiera perderse el control sobre el comportamiento
y seguirse, en su lugar, tendencias pre-potentes a estimulos condicionados a la droga

(Lubman et al, 2004)

Aunque los efectos reforzantes primarios de la cocaina podrian depender de la
integridad del sistema dopaminérgico mesocorticolimbico que termina en el nucleo
accumbens (Everitt y Wolf, 2002), la liberacion de dopamina en el niicleo accumbens por
estimulos condicionados es un tema atn controvertido, que posiblemente pueda depender
del tipo de estimulacién utilizada y de la diferenciacion regional dentro del nucleo
accumbens (Weiss et al, 2000; Ghitza et al, 2003; Fuchs et al, 2004). Ito et al (2004)
proponen que el shell del nlcleo accumbens estd mas implicado en las acciones

psicoestimulantes de la cocaina mientras que el core es fundamental en las propiedades
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reforzantes secundarias de los estimulos condicionados a la cocaina. Ciertamente, la parte
central podria jugar un papel destacado en el reforzamiento secundario debido a sus
conexiones con la parte rostral de la amigdala basolateral (Ito et al, 2000). Es por esta
razén que los esfuerzos para implicar al sistema cannabinoide en los efectos de la cocaina
sobre el nicleo accumbens puedan haber fracasado hasta ahora. Seria interesante estudiar
su papel, especialmente en el core del nicleo accumbens; en la mediacion de las

influencias condicionadas en el comportamiento instrumental a la cocaina (Ito et a/, 2004)

Ha sido postulado que la sensibilizacion en la liberacién de dopamina en el nicleo
accumbens incrementa el valor motivacional de estimulos asociados con la droga. De esta
manera, el nicleo accumbens se perfila como un lugar primario en el reforzamiento de las
drogas de abuso y en los procesos asociativos de estimulos condicionados emparejados con
la droga. También, se han observado incrementos en la liberacion de dopamina en el
estriado dorsal, pero unicamente cuando la presentacion de estimulos condicionados se
realiza de manera contingente (Ito et a/, 2002), indicando su implicacién en la conducta de

busqueda de la droga (Vanderschuren et al, 2005).

Por otro lado, los inputs glutamatérgicos que el nucleo accumbens recibe del cortex
prefrontal, amigdala, hipocampo y talamo sefialan lo intrincado del circuito (Berke y
Hyman, 2000). De hecho, los antagonistas del receptor NMDA, inyectados
sistémicamente, sefialan un papel del glutamato en la recaida a estimulos condicionados
discretos (Bespalov et al, 2000). Durante la presentacion del estimulo condicionado,
neuronas glutamatérgicas de la amigdala basolateral incrementan su actividad provocando
una elevacion de dopamina en el nicleo accumbens por medio de la activacion de los
receptores de glutamato presentes en los terminales axonicos dopaminérgicos (Katona et

al, 2001).

Futuros estudios deberan tratar de dilucidar si los sustratos neurales de la recaida a
estimulos condicionados en ratas dependen criticamente de si hay un proceso de extincion
explicito o, simplemente un periodo de privacion a la droga (Kalivas et al, 2006; Fuchs et
al, 2006). De igual manera que la administracion pasiva o activa de drogas es determinante
en las neuroadaptaciones inducidas por drogas (Jacobs et al, 2003), el hecho de que la

abstinencia sea elegida o impuesta (Epstein et al, 2006) podria ser a su vez un factor clave
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en la reactividad del adicto a la presentacion de estimulos condicionados a la droga

(Wilson et al, 2004).
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6.- ESTADOS EMOCIONALES NEGATIVOS EN ADICCION

Aunque es reconocido que tanto estrés, ansiedad y depresion son diferentes
expresiones emocionales, irremediablemente son conceptos entrelazados (Friedman
et al, 1992). Tanto el estrés, como otros estados emocionales negativos, llevan a la
adiccion a individuos vulnerables y precipitan la recaida al interferir con la habilidad para
inhibir respuestas y tomar decisiones (de Wit y Richards, 2004; Sinha, 2001). Factores
importantes en la vulnerabilidad a la adiccion a cocaina son elevadas reacciones a
situaciones estresantes, incluido estrés psicologico y sobre-activacion del eje del estrés
(Ramsey y Van Ree, 1993; Piazza y Le Moal, 1998; Piazza et al, 1996; Kreek et al, 2005).
Curiosamente, estrés es asociado con la liberacion de dopamina en neuronas
dopaminérgicas mesolimbicas, especificamente en el shell del nucleo accumbens,
considerado el principal substrato de los efectos reforzantes de las drogas de abuso (Piazza

y Le Moal, 1996).

Aunque en el caso de cocaina no existan signos explicitos de dependencia fisica
durante su abstinencia, son varios los sintomas motivacionales de cardcter negativo
presentes, tales como disforia, depresion, ansiedad, anergia, insomnio y deseo por la droga
(Gawin y Kleber, 1986). Se han identificado tres fases durante la abstinencia en

cocaindmanos (Gawin y Kleber, 1986; Gawin, 1991):

1) Fase de “bajada”. Tiene una duracion de hasta 4 dias y viene caracterizada,
inicialmente, por un rapido decaimiento del d&nimo y energia, un inicio agudo de
depresion y un intenso deseo por cocaina. En cambio, durante las fases media y
tardia, el deseo de cocaina desciende hasta ser practicamente inexistente,
predominando el abatimiento general. Si se superan las primeras horas de
abstinencia, el riesgo de recaida durante esta primera fase es bajo.

2) Periodo de prolongada disforia, anhedonia y falta de motivaciéon, y un incremento
del deseo por la cocaina que puede llegar hasta las 10 semanas. La recaida es muy
probable que tenga lugar durante esta fase. El poder de los estimulos condicionados
es mayusculo.

3) Caracterizada por deseos episddicos y de duracion indefinida.
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FASE 1 FASE 2 FASE 3
Crash Abstinencia Extincion
9h — 4 dias 1-10 semanas indefinida
Temprana Temprana
Agitacion Suefio normal Respuesta hedonica
Depresion Afecto eutimico normal
Anorexia Bajo deseo por
Gran deseo cocaina Animo eutimico
COCAINA por la cocaina Baja ansiedad ABSTINENCIA
Deseos por la cocaina
Media Media y tardia esporadicos
Fatiga Anhedonia
Depresion Anergia Estimulos
No deseo por Ansiedad condicionados
la cocaina Gran deseo por provocando el deseo
Insomnio con la cocaina por la cocaina
RECAIDA deseo de dormir exacerbado por I
estimulos
Tardia condicionados
Laxitud
Hipersomnolencia
Hiperfagia
No deseo por
la cocaina

Patrén temporal de los estados emocionales en las diferentes fases de la abstinencia a cocaina y su

implicacion en la adiccion (Gawin, 1991)

La psicopatologia mas frecuentemente asociada a los adictos a cocaina incluye
anhedonia, ansiedad, anergia, paranoia, depresion y trastorno bipolar de la personalidad
(Majewska, 1996). Cocaina, al igual que el estrés, estimula el eje hipotdlamico hipofisiario
(Calogero et al, 1989). Incluso, algunos individuos que consumen cocaina cesan su uso
inmediatamente describiendo una abrumadora ansiedad que supera a la euforia (Gawin,
1991). Cocaina no sélo puede producir ansiedad y ataques de panico en humanos sino
también respuestas ansiogénicas en animales a través de sus efectos sobre la liberacion de
corticotrofina (Sarnyal et al, 2001; Goeders, 2002). El co-abuso de cannabis con cocaina,
tan ampliamente extendido, podria deberse, en parte, a la disminucion de la disforia
asociada al consumo de cocaina por parte del cannabis (Foltin et al, 1993; Lukas et al,

1994).
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EFECTOS DE LA MODULACION DE LA TRANSMISION ENDOCANNABINOIDE
SOBRE ANSIEDAD MEDIDA EN EL LABERINTO ELEVADO EN CRUZ

TRATAMIENTO ESPECIE MEDIDA EFECTO AUTORES
Rimonabant Rata Agudo 1 Nevarmo a =l (1937); Arevalo & =l (2001)
Ratdon Agudo 1 Patel v Hillard [2006]
Rata Agudo — Balerio et o [2008]
Raton Agudo - Takahaszhi & al [2005)
Rata Agudo l Griebel et al [2005)
Ratdn Agudo ! Haller & =l (2002); Rodgers & =l (2003)
AM251 Agudo 1 Haller o =l (2004a); Patel ¥ Hillard [2006)
CB1HKO Ratdn 1 Hzller et =l (2004=b]; Uriglen et = (2004)
Ratdén o5 Marsicane et d (2002, Houchi =t o (2005)
AM404 Ratdn Agudo l Haller et =l (20043 ); Patel w Hillard et  (2008)
Rata Agudo i Bortolsto et d [2006]; Braida et = (2007
URB597 Rata Agudo ! Hill et = [2007)
Raton Agudo ! Fad y Hillard [2008)
Oleamida Rata Agudo 1 Fedarava & al (2001]
Anandamida Raton Agudo T Chakrabarti et  [1998)

Aunque no parece haber duda de que el sistema cannabinoide estd implicado en el
control emocional del comportamiento, en que direccidn ocurren estos cambios es aun un
tema controvertido. Por ejemplo, los estudios pre-clinicos sobre la ansiedad tras
manipulacion farmacologica del sistema cannabinoide muestran resultados contradictorios.
Por limitaciones de espacio nos centraremos tan solo en la prueba comportamental para el
estudio de la ansiedad conocida como laberinto elevado en cruz. En las tablas resumen
podemos apreciar como la modulaciéon tanto endogena como exdgena del sistema
cannabinoide provoca efectos tanto de tipo ansiolitico como ansiogénico. Estas
contradicciones podrian explicarse sobre la base de variables como, la dosis empleada
(dosis bajas ejerciendo, por lo general, ansidlisis y dosis altas, ansiogénesis), la historia
previa del sujeto, tipo de tratamiento (agudo, crénico, en abstinencia), el contexto, los
niveles basales previos de ansiedad, la especie y el modelo utilizado (Witkin et al, 2005a;

Valverde, 2005; Viveros et al, 2005). Otros autores atribuyen estas discrepancias, al menos
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en parte, a la existencia de un tercer receptor cannabinoide (Breivogel et al, 2001; Haller et

al, 2002).

EFECTOS DE LA MODULACION EXOGENA DEL SISTEMA CANNABINOIDE
SOBRE ANSIEDAD MEDIDA EN EL LABERINTO ELEVADO EN CRUZ

TRATAMIENTO ESPECIE MEDIDA EFECTO AUTORES
WIN 55,2122 Rata Crénico T Page et al 2007)
Raton Agudo T Haller et al (2007)
Rata Agudo L Pandolfo et al (2007)
Rata Abstinencia = Page et al (2007)
Raton Agudo 1 Haller et al (2004a); Patel y Hillard et al (2006); Haller et al
(2007)
HU-210 Rata Agudo T Hill y Gorzalka (2004)
Rata Crénico T Giuliani et al (2000); Carbelotto et al (2004)
Rata Agudo = Guialiani et al (2000)
Rata Crénico I Carbelotto et al 2004); Hill y Gorzalka (2006)
Rata Agudo 1 Hill y Gorzalka (2004)
CP 55,940 Rata Agudo 1 Arevalo et al (2001); Genn et al {2003); Marin et al (2003);
Marco et al (2004); Marco et al {2006)
Ratén Agudo T Patel y Hillard (2006)
Rata Agudo 1 Genn et al (2003); Marco et al (2004)
Rata Periadeloscencia- ! Biscaia et al (2003)
adultez
Delta-9-THC Rata Agudo T QOnaivi et al (1990); Valjent et al (2002); Celerier et al (2006)
Raton Agudo T Onaivi et al (1990)
Ratalraton Crénico T Balerio et al (1990)
Rata Agudo L Balerio et al (2006)
Ratalratén Abstinencia ¥ Onaivi et al (1990)
Rata Agudo i Valjent et al (2002); Celer_ier et al (2006); Rubino et al (2007);
Braida et al (2007)
Extracto cannabis Rata Abstinencia = Bhattacharya et al (1993)
Cannabidiol Rata Agudo 1 Onaivi et al (1990); Guimaraes et al (1990)

El incremento de la transmisiéon endocannabinoide suprime (aunque la exdgena
parece incrementar en algunos casos) la activacion del eje del estrés (Tasker, 2004; Patel et
al, 2004) tras activacion (por estimulacion de corticosteroides) de los receptores CB;
presinapticos del nlicleo paraventricular del hipotalamo (Cota ef al, 2007), que, a su vez,
reduce la liberacion de glutamato (Di et a/, 2003). No solamente existe una alta densidad
de receptores del factor liberador de corticotropina en el nucleo paraventricular del
hipotalamo sino también en la amigdala basolateral (DeSouza et al, 1985), que conecta
profusamente con el nucleo central de la amigdala (Otterson, 1982). Aunque no existen
receptores CB; en el nucleo central de la amigdala, estos estan altamente representados en

la amigdala basolateral, especificamente en los terminales axénicos de una subpoblacion
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de interneuronas GABA¢rgicas, que a su vez co-expresan colescitoquinina (Katona et al,
2001), neuromodulador implicado en ansiedad (Harro et al/, 1993). Sin embargo, los
efectos de algunos agonistas cannabinoides (como WIN 55,212-2) en la amigdala
basolateral pudieran estar mediados por un, ain por caracterizar farmacoldgicamente,

tercer receptor cannabinoide (Pistis et al, 2004).
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El incremento de la transmision endocannabinoide suprime la activacion

del eje hipotalamico-hipofisiario ante estrés (Tasker, 2004)

Resultados experimentales sefialan que un incremento de la transmision
endocannabinoide es capaz de reducir los efectos ansiogénicos de la cocaina (Hayase et a/,
2005). Ademas, tanto en humanos como en animales, estimulos condicionados a la
cocaina, al igual que el estrés, son capaces de activar el eje del estrés (DeVries y Pert,
1998; DeVries et al, 1998; Sinha et al, 2000; Goeders, 2002) provocando la recaida. El
tratamiento con compuestos ansioliticos (Goeders y Clampitt, 2002) o ansiogénicos
(Feltenstein y See, 2006), reduce o potencia, respectivamente, la recaida inducida por
estimulos condicionados a cocaina. Sin embargo, conocer en que medida estructuras
hipotalamicas (DeVries et al, 1998) o extrahipotalamicas (DeVries y Pert, 1998) median
estos efectos requiere de un mayor estudio. Curiosamente, el incremento de la transmision

enddgena del sistema cannabinoide en la amigdala basolateral parece facilitar la extincion
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de memorias aversivas en tareas de condicionamiento del miedo, considerado un modelo
de ansiedad en humanos (Chhatwal y Ressler, 2007). Lo que sefiala su importancia en el
tratamiento de alteraciones del estado de &nimo, como trastornos de estrés postraumatico o
fobias (Marsicano et al, 2002). Estd misma estructura cerebral, como ya hemos visto
anteriormente, esta intimamente ligada a la recaida a estimulos condicionados, y conecta
directamente con el cortex cingulado anterior (Groenewegen et al, 1990), implicado tanto
en la recaida a estimulos condicionados como en la modulacidon de estados emocionales
(Wexler et al, 2001). Por tanto, parece razonable pensar que en funcidon de sus efectos
bifasicos sobre la modulacion de la ansiedad, el sistema cannabinoide podria estar

afectando la recaida a estimulos condicionados durante la abstinencia a cocaina.
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7.- ADICCION E IMPULSIVIDAD

1 concepto de impulsividad es utilizado en el DSM-IV formando parte de diferentes
Etrastornos psiquiatricos, aunque no es definido explicitamente en ningin apartado
(DSM-1V, 1994). A nivel teérico, impulsividad podria definirse como la predisposicion
hacia reacciones rapidas y no planificadas a estimulos internos o externos, sin
consideraciéon de las consecuencias negativas hacia si mismo o los demas (Moeller y
Barrat, 2001). Como puede apreciarse, el término impulsividad recoge diferentes procesos
psicoldgicos, tales como la incapacidad para demorar la gratificacion, la incapacidad para
frenar una respuesta pre-potente, actuar antes de que toda la informacion relevante sea
proporcionada y la toma de decisiones inapropiada, arriesgada o mal concebida (Olmstead,
2006). Desde los diferentes campos de estudio, ya sean estos estudios con animales o
humanos, se distinguen dos tipos de impulsividad: motora y cognitiva (Barrat y Patton,
1983; Lane et al, 2003; Arce y Santisteban, 2006). De las pruebas utilizadas en nuestros
experimentos, pertenecen a la categoria de impulsividad cognitiva, la eleccion impulsiva; y
a impulsividad motora, la sefial de stop y la tarea de tiempo de reaccion serial de eleccion

cinco (five choice serial reaction time task, 5-CSRT) (ver apéndice).

Por un lado, la impulsividad cognitiva puede ser explicada por un déficit en
atencion, incapacidad para discriminar la magnitud de recompensas, alteraciones en la
percepcion temporal, problemas en la comprension de las contigencias comportamentales,
una incapacidad para considerar futuros eventos, una distorsion en el valor de las
consecuencias a largo plazo, etc. Por otro lado, la impulsividad motora puede producirse

por alteraciones en las capacidades sensoriales, motoras o temporales (Olmstead, 2006).

A su vez, impulsividad afecta diferentes tareas en funcion de los recursos
cognitivos que se requieran. Por ejemplo, tareas que requieran al sujeto esperar y/o
procesar grandes cantidades de informacion pueden verse alteradas por un incremento en la
impulsividad. Contrariamente, en tareas cognitivas donde para el éxito se necesitan
decisiones y respuestas rapidas, un incremento de impulsividad podria resultar beneficioso.
Impulsividad puede ser un factor critico cuando el tiempo de una respuesta es esencial para
el éxito, en situaciones donde los animales tienen que inhibir su comportamiento o donde,

por el contrario, tienen que actuar rapidamente (Bizot y Thiébot, 1996).

59



7.- ADICCION E IMPULSIVIDAD

En el campo de la drogodependencia, impulsividad es un factor importante en las
fases de iniciacion, mantenimiento y recaida de la adiccion (Moeller y Dougherty, 2002).
Incluso, podria situarse en la base de la transicidon entre un uso de la droga casual y la
propia dependencia; donde la droga es usada a pesar de sus evidentes consecuencias
negativas (Bechara ef al, 2001). Puede entenderse tanto como factor de riesgo o
vulnerabilidad, como consecuencia del abuso de sustancias (Moeller y Dougherty, 2002,
Yiicel y Lubman, 2007). Por un lado, se conoce que trastornos infantiles (como el trastorno
por déficit de atencion e hiperactividad) caracterizados por impulsividad podrian conllevar
una mayor vulnerabilidad para desarrollar adiccion (Sullivan y Rudnik-Levin, 2001;
Lynskey y Hall, 2001). Indirectamente, la adiccion a drogas estd en gran medida
relacionada con trastornos psiquiatricos en donde la impulsividad esta presente, como son
el trastorno de personalidad antisocial y el trastorno bipolar I (Regier ef al, 1990). Por otro
lado, cocaindmanos se muestran significativamente mas impulsivos que controles; medido
por la escala de impulsividad denominada BIS (Barrat Impulsiveness Scale) (Moeller et al,

2001).

Son dos los neurotransmisores que clasicamente se han asociado con impulsividad:
serotonina y dopamina (Cardinal et al, 2004; Kalenscher et al, 2006). En cuanto al sistema
dopaminérgico, se ha encontrado relacion entre impulsividad y determinados
polimorfismos de los genes que codifican los receptores D, (Limosin et al, 2003) y D4
(Comings et al, 1999). Para el sistema serotoninérgico, se han hallado polimorfismos del
gen promotor del transportador de serotonina (5-HTT) (Hallikainen et al, 1999) y del gen
que codifica el receptor 5-HTa (Preuss et al, 2001). Una funcién dopaminérgica alterada,
sobre todo en receptores D,, parece incrementar la impulsividad cognitiva (van Gaalen et
al, 2006b; Wade et al, 2000). Por otro lado, la supresion de la actividad serotoninérgica
reduce la inhibicion comportamental, haciendo a los animales mas impulsivos a nivel
motor (Cardinal et al, 2004). Una transmision serotorinérgica reducida resulta en un
cambio desde la inhibicion del comportamiento hacia su facilitaciéon, un cambio que en
humanos refleja el control impulsivo (Soubrié, 1986). Finalmente, es de esperar que sea la
interaccion entre ambos sistemas, el dopaminergico y serotoninérgico, la que tenga un peso

importante en consideracion a las bases neuroquimicas de la impulsividad (Winstanley et

al, 2005b).
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Area cerebral Sefial de stop Eleccion impulsiva 5-CSRT
Cdrtex prelimbico ? = s
Cortex infralimbico ? R 1
Cortex cingulado anterior ? o )
Cortex orbitofrontal ? T 1
Nicleo accumbens st - 1
Estriado medial 1 ? )
Niicleo subtaldmico ? . 1

Tabla resumen de los efectos de lesiones en diferentes regiones cerebrales en varios test de
impulsividad en ratas. <»: ningln efecto; 1: incremento de la impulsividad; |: decremento de la
impulsividad; ?: efecto desconocido. Abreviaturas: 5-CSRT (Five Choice Serial Reaction Time:

Tiempo de reaccion serial de eleccion 5) (Modificado de Winstaley et al, 2006)

Varias estructuras cerebrales parecen jugar un papel critico en la mediacion de
diferentes aspectos de la impulsividad cognitiva, como son el cortex orbitofrontal (Bechara
et al, 2000), el core del nucleo accumbens (Cardinal et al, 2001) y la amigdala basolateral
(Bechara et al, 1999). Pacientes con dafo al lobulo frontal a menudo muestran
impulsividad dependiente en un alto grado de estimulos ambientales (Luria, 1980;
Fillmore, 2003). En estudios con animales de experimentacion, mientras que lesiones del
core del nucleo accumbens y de la amigdala basolateral (pero no del cortex prefrontal
medial o del cortex cingulado anterior) incrementan la impulsividad cognitiva, lesiones del
cortex orbitofrontal y del nucleo subtalamico disminuyen la eleccion impulsiva (Cardinal
et al, 2001; Winstanley, 2004 y 2005a; Uslaner y Robinson, 2006). Para el caso de la
impulsividad motora, no se han observado cambios substanciales tras lesion del cortex
prefrontal medial (cortex infralimbico), del core del nucelo accumbens o del nucleo
subtalamico (Eagle y Robbins, 2003b; Eagle et al, 2007), aunque si un incremento de
impulsividad al lesionar el estriado medial (caudado-putatmen) (Eagle y Robbins, 2003a)
en la tarea de la sefal de stop. Por su parte, en la tarea de tiempo de reaccion de eleccion

cinco se ha observado un incremento en el nimero de respuestas prematuras tras lesion del
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cortex cingulado anterior (Muir et al, 1996), del cortex orbitofrontal (Chudasama et al,
2003), del core del nucleo accumbens (Christakou et al, 2004) y del nucleo subtaldmico

(Baunez y Robbins, 1997).

7.1.- CANNABINOIDES E IMPULSIVIDAD

1 consumo de cannabis podria estar asociado con un incremento de impulsividad
E(Simons y Carey, 2002; Vangness et al, 2005). En experimentos de laboratorio con
humanos, se ha estudiado el efecto agudo de delta-9-THC en varias tareas de impulsividad.
Por un lado, impulsividad cognitiva, es decir, eleccion impulsiva; y por otro lado,
impulsividad motora, como son: sefial de stop, tarea go/no go, ademas de una tarea de
estimacion temporal. Delta-9-THC tan solo produjo alteraciones en la tarea de la sefial de
stop y en estimacion temporal (aumentando la estimacion de la duracion de intervalos
cortos pero no largos) (McDonald et al/, 2003, Quednow et al, 2007). Alteraciones en la
tarea de la sefal de stop también han sido encontradas recientemente por otros grupos
(Ramaekers et al, 2006a, Ramaekers et al, 2006b). Finalmente, en la tarea de juego
patologico (gambling task), tratamiento con delta-9-THC (Lamers et al, 2006) o cannabis
(Whitlow et al, 2004; pero no: Quednow et al, 2007) indica una alteracion en la toma de

decisiones (Lamers et al, 2006).

En el sindrome de atencion por impulsividad existe una alteracion de la percepcion
temporal con una valoracidn subjetiva temporal incrementada, donde se sobre-estiman y se
reproducen antes los intervalos temporales (Barkley et al, 2001; Crystal et al, 2003). Lo
que sugiere que el comportamiento impulsivo podria surgir de la deficiencia en el control
temporal de la conducta (Barrat y Patton, 1983; van den Broek et al, 1992; Ho et al, 1998).
Parece ser que ratas tratadas con agonistas cannabinoides (WIN 55,212-2 y delta-9-THC)
sub-estiman la percepcion temporal mientras que aquellas tratadas con antagonistas del
sistema cannabinoide (SR 141716A) la sobre-estiman (Han y Robinson, 2001). Sin
embargo, en humanos, tanto marihuana como su principal ingrediente activo, delta-9-THC,
son capaces de incrementar la estimacién temporal (Han y Robinson, 2001; Crystal et al,

2003).
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En trastornos impulsivos, el uso de cannabinoides parece prometedor para arrojar
luz sobre un futuro tratamiento. Por ejemplo, ratas impulsivas (en la tarea de eleccion
impulsiva) y al mismo tiempo, adolescentes y espontdneamente hipertensivas (modelo
animal del sindrome de atencion por impulsividad), presentan una reduccion de la densidad
del receptor cannabinoide CB; en el cortex prefrontal. La administracion aguda del
agonista cannabinoide WIN 55,212-2 incrementa los niveles de auto-control en este grupo
de animales (Adriani y Laviola, 2004). En esta misma linea, un inhibidor de la recaptacion
de anandamida, AM-404, es capaz de reducir la hiperactividad de este tipo de ratas
(Beltramo et al, 2000). Curiosamente, recientemente se ha ligado al gen del receptor
cannabinoide (CNR1) con el trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (Ponce et al,

2003)

El tratamiento con delta-9-THC durante el periodo prenatal en humanos conlleva
un aumento posterior de impulsividad (Smith et al, 2004). Igualmente, el estrés parece
jugar un papel importante en el desarrollo de la impulsividad, ya que una experiencia
adversa temprana en la infancia lleva al posterior desarrollo de impulsividad (Olmstead,
2006). Ratas adolescentes que sufrieron privacion maternal temprana presentan niveles
elevados de impulsividad cognitiva (medida en la tarea de eleccion impulsiva) que son
reducidos por tratamiento crénico con el cannabinoide URB597 (Unicamente a dosis
bajas), que por su acciéon bloqueante de la enzima FAAH, eleva los niveles del
endocannabinoide endégeno AEA. Sin embargo, esta reduccion en los niveles de
impulsividad no se produce con dosis altas de URB597 o en animales control (Marco et al,
2006). Nuevos estudios son necesarios para entender como estados emocionales negativos

e impulsividad se entrecruzan a nivel neurocomportamental.

En cuanto al bloqueo del sistema cannabinoide a través de antagonistas,
préacticamente no hay estudios. Tan s6lo un experimento en donde SR 141716 fue capaz de
incrementar el numero de elecciones hacia recompensas mayores pero demoradas en la

prueba T-maze (Chaperon y Thiebot, 1999), es decir, de reducir la eleccion impulsiva.
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7.2.- IMPULSIVIDAD Y COCAINA

Son dos los estudios que hasta ahora destacan en considerar el rasgo de impulsividad
(tanto cognitiva como motora) como determinante de la adiccioén a cocaina. Un tipo
de impulsividad cognitiva, recompensa demorada, parece predecir la posterior
autoadministracion intravenosa de cocaina en ratas hembra (Perry et al/, 2005), hecho que
podria corroborarse igualmente para el caso de las mujeres y la adiccion a cocaina (Lejuez
et al, 2007). Otro tipo de impulsividad motora, respuestas prematuras en la tarea conocida
como tiempo de reaccion serial de eleccion cinco, también predice el mantenimiento y
escalada en autoadministracion intravenosa (Dalley et al, 2007). El incremento de la
impulsividad y su asociacién con una menor disponibilidad del receptor D,/3 (no por mayor
liberacion de dopamina sino probablemente por una disminucion de receptores) en el
nlcleo accumbens (aunque no en el estriado dorsal o el cortex prefrontal medial) se

presenta como un factor de vulnerabilidad a la adiccion a cocaina (Dalley et al, 2007).

En cocaindmanos, la administracion aguda de cocaina muestra tanto efectos
negativos (Fillmore y Rush, 2002; Fillmore et al, 2002) como positivos (Fillmore et al,
20006; Fillmore et al, 2005) sobre tareas de impulsividad motora. Es importante, de esta
manera, tener en cuenta los efectos a largo de las diferentes fases de la adiccion a cocaina
cuando los sujetos reciben tratamiento agudo con el psicoestimulante (Fillmore, 2003). Por
otro lado, cocaindmanos, incluidos abstinentes, muestran mayor impulsividad cognitiva
(Heil et al, 2006) y motora (Bolla et al, 2000; Verdejo-Garcia ef al, 2007) en comparacion
con controles. El propio consumo continuado de cocaina, acentia el rasgo de impulsividad
y a través de este mecanismo intermedio podria favorecer el mantenimiento en la
dependencia y dificultar el cese del consumo. Podria existir un cierto grado de
reversibilidad, ya que cocaindmanos abstinentes podrian presentar niveles de impulsividad

mas bajos que los consumidores (Forcada Chapa et al, 2006).

En estudios con animales de experimentacion, mientras la administracion aguda de
cocaina incrementa el tipo de impulsividad motora (Paine y Olmstead, 2003), su
administracién cronica podria no alterar, en términos generales, ni impulsividad de tipo
cognitiva ni motora (Paine et al, 2003; Dalley et al, 2005; Dalley et al, 2007). En

tratamiento agudo, cocaina incrementa las respuestas prematuras en la tarea de tiempo de
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reaccion serial de eleccion cinco (van Gaalen et al, 2006a) y disminuye los tiempos entre
respuestas (interresponse time) en differential-reinforcement-of-low-rates schedules
(Woolverton et al, 1978; Wenger y Wright, 1990). Por otro lado, cuando es administrada
subcronicamente disminuye el autocontrol o incrementa la impulsividad cognitiva (Logue
et al, 1992) o cuando es administrada cronicamente incrementa transitoriamente la

impulsividad motora, aunque se recupere posteriormente (Paine et a/, 2003).

Estudios con otro psicoestimulante, anfetamina, han encontrado una mejora de la
impulsividad motora (tarea de la sefial de stop) en adultos sanos (de Wit et al, 2002, de Wit
et al, 2000) o en animales (Feola et al, 2000), si bien este efecto se refiere a sujetos con
una linea basal de inhibicion de respuesta baja. Sin embargo, se observa un incremento en
el nimero de respuestas prematuras tras tratamiento con anfetamina (Cole y Robbins,
1987). Curiosamente, en la prueba de eleccion impulsiva la anfetamina disminuye la
impulsividad cuando no hay ningun estimulo sefialando la demora en la duracion de la
recompensa mayor, pero la incrementa cuando estd presente este estimulo (Winstanley et
al, 2005a; Cardinal et al, 2000). Una posible explicacion para estos resultados podria ser
que el tratamiento agudo con psicoestimulantes pudiera alterar el proceso de toma de
decisiones de tal manera que los estimulos mas salientes del medio ambiente cobraran

mayor relevancia (Steele y Josephs, 1990).

Estudios de neuroimagen con PET y SPECT en cocaindmanos de larga duracion
revelan una baja actividad metabdlica en el cortex frontal (Ernst y London, 1997), incluso
apreciable durante la abstinencia (Volkow et al, 1991). Es sugerido que la activacion
dopaminérgica repetida del cortex prefrontal por uso continuado de cocaina consigue
alterar las funciones inhibitorias (Jentsch y Taylor, 1999; Lyvers, 2000; Volkow et al,
1996), reforzando asi la idea de que el consumo crénico de cocaina lleva asociado un
incremento de la impulsividad. La deficiencia observada en dopamina en el déficit de
atencion e hiperactividad y en adictos crénicos podria tener una base bioldgica comun, y
quizas podria explicar el alto porcentaje de adictos a cocaina diagnosticados con déficit de
atencion e hiperactividad (Khantzian, 1985), los cuales pudieran estar auto-medicandose en
relacion con la disminucion de dopamina (Majewaka, 1996). Por otro lado, mientras la
disminucion del tono serotonérgico se asocia con impulsividad, la administracion repetida

de cocaina conlleva un decremento en el tono serotonérgico cerebral (Hamon, 2002).
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Finalmente, muy importantes desde el punto de vista de un posible tratamiento para
la adiccion a cocaina son los estudios que sefalan el rasgo de impulsividad como factor
predictor de la retencion en el tratamiento a cocaina durante la abstinencia. Es decir,
aquellos individuos cocaindmanos con mayores puntuaciones en un test de impulsividad
(Barrat Impulsivity Scale, BIS) tienen mayor probabilidad de abandonar el tratamiento en
abstinencia y de permanecer menor tiempo en esta (Moeller et al/, 2001; Patkar et al, 2004;

Poling et al, 2007).
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Aquellos cocainémanos con un rasgo de impulsividad elevado tienen mayor

probabilidad de recaer que aquellos con un rasgo de impulsividad bajo (Moeller et al,

2001).
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ABSTRACT

The co-abuse of marijuana with cocaine is wide-spread, but it has not been until recently that
the relationship between the behavioral effects of cannabinoids and cocaine has begun to be
unveiled in animal models. Male Wistar rats were trained to intravenously self-administer
cocaine until a stable baseline was reached. Rats then were subjected to a 5-day cocaine
deprivation period during which they were treated daily with the cannabinoid receptor agonist
WIN 55,212-2 (R-(+)-[2,3-dihydro-5-methyl-3-(4-morpholinylmethyl)pyrrolo[1,2,3-de]-1,4-
benzoxazin-6-yl]-1-naphthalenylmethanone mesylate) (0, 0.3, 1 and 3 mg/kg; i.p.). Following
this subchronic treatment, rats were tested, in counterbalanced order, in a test of anxiety
(elevated plus-maze), as well as extinction and cue-induced reinstatement tests, the latter
conducted according to a between-within procedure. Subchronic administration of WIN
55,212-2 was found to produce dose-dependent alterations of performance in the extinction,
reinstatement, and anxiety tests with the lowest dose of WIN 55,212-2 producing the highest
resistance to extinction and reinstatement, and the highest dose of WIN 55,212-2 producing
the highest anxiolytic activity. Subchronic treatment with WIN 55,212-2 in rats without a
history of cocaine self-administration did not affect anxiety levels. The results suggest an
important role of the cannabinoid system in neuronal processes underlying cocaine seeking
behavior. However, further studies will be necessary to understand possible implications of
these findings for a role of the cannabinoid system as a treatment target for human cocaine

abuse.

Keywords: cocaine, cannabinoids, WIN 55,212-2, extinction, reinstatement, anxiety.
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INTRODUCTION

Cannabis represents the most widely used illicit drug and its co-abuse with cocaine has been
identified as highly popular among drug users. It is thought that cannabis not only potentiates
the positive effects of cocaine (by increasing its duration), but also diminishes the dysphoria
associated with cocaine’s unpleasant effects, particularly those experienced during the cocaine
“crash” syndrome (Lukas et al, 1994). Indeed, it is known that cannabis-induced vasodilation
of the nasal mucosa attenuates the vasoconstrictive effects of cocaine increasing its absorption
(Foltin et al, 1993). At the same time, cocaine produces a number of negative symptoms
including anxiety, depression, anergia, insomnia, drug craving and dysphoria (Koob and Le

Moal, 2006), conditions that may be ameliorated by cannabis.

The endocannabinoid system, which mediates the effects of exogenous cannabionoids,
plays an important role in multiple physiological and behavioral processes (Freund et al, 2003;
Marx, 2006), including the regulation of emotional states (Witkin ez al, 2005) such as anxiety
(Navarro et al, 1997), the mediation of the reinforcing effects of depressants (i.e. heroin,
morphine and alcohol) and nicotine (Maldonado et al, 2006) and the modulation of drug-
seeking in animal models of relapse (Lopez-Moreno et al, 2004; De Vries and Schoffelmeer,

2005).

The role of the endocannabinoid system in the neurobehavioral effects of cocaine appears
to be different compared to its role on other drugs of abuse such as depressants and nicotine
(Gonzalez et al, 2002a; Gonzalez et al, 2002b; Maldonado et al, 2006). Studies utilizing
pharmacological antagonism of CB; receptors or CB; deletion in knockout mice have failed to
implicate endogenous cannabinoids in either the primary reinforcing actions of cocaine or
cocaine-induced behavioral sensitization (Arnold et al, 1998; Ferrari et al, 1999; Martin et al,
2000; Cossu et al, 2001; Lesscher et al, 2004; Soria et al, 2005). However, a CB; cannabinoid
receptor agonist, WIN 55,212-2, has been shown to decrease intravenous cocaine self-
administration in rats at low doses (Fattore et al, 1999). Furthermore, WIN 55,212-2 is self-
administered by mice at low doses (Martellota et al, 1998). According to the unit dose-

response model (Caine et al, 1993), low doses of WIN 55,212-2 may decrease cocaine self-
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administration in a manner similar to increasing the unit dose of cocaine. While the role of the
endocannabinoid system in the acute reinforcing effects remains unclear, there is growing
evidence for a participation of CB; receptor in the motivation to cocaine-seeking in a
progressive ratio schedule (Soria ef a/, 2005) and in the reinstatement of cocaine-seeking by
exposure to cocaine-associated environmental stimuli or cocaine itself (De Vries and
Schoftelmeer, 2005; Arnold, 2005). While the potent cannabinoid receptor agonist HU-210
produced reinstatement of cocaine-seeking following long-term extinction, blockade of CB;
receptors by the antagonist SR141716A attenuated reinstatement induced by cocaine cues or

cocaine priming, but not reinstatement induced by stress (De Vries et al, 2001).

Cocaine is not only euphorigenic, but also can produce anxiety in humans and anxiety-like
behavioral effects in animals (Blanchard and Blanchard, 1999; Ettenberg, 2004) following
both acute and chronic administration (Yang et al, 1992) as well as during cocaine withdrawal
(Wood and Lal, 1987). In addition, cocaine-associated cues were shown to produce anxiety-
like behavior in rats after systemic administration of cocaine (DeVries and Pert, 1998).
Similarly, increases in subjective anxiety and negative affect were recently observed in
association with stress-induced and drug cue-induced craving in cocaine addicts (Sinha et al,
2000; Sinha et al, 2003). Interestingly, activation of CB; receptors seems to attenuate the
anxiogenic or stressful aspects of cocaine’s actions. For example, anxiogenic effects
associated with either single or repeated doses of cocaine in mice were attenuated by the CB;
agonists, CP 55940, anandamide, 2-arachidonylglycerol, N-arachidonyldopamine, and noladin
ether (Hayase et al, 2005). Moreover, recent cannabis use has been found to decrease stress-
induced blood oxygen level-dependent (BOLD) signals in the frontal and cingulate cortices of
cocaine dependent individuals (Li et al, 2005). Although it is well-documented that acute
administration of CB, agonists, at low doses, may induce anxiolysis, whereas higher doses
result in anxiety-like behavior (Navarro et al, 1997; Valverde, 2005; Viveros et al, 2005), the
direction in which emotional responses are modulated by repeated or chronic administration of

cannabinoid agonists still remains to be elucidated.

The purpose of this study was to investigate the effects of subchronic treatment with the

cannabinoid agonist WIN 55,212-2 - conducted during abstinence from daily cocaine self-
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administration in rats - on subsequent motivational measures of cocaine-seeking, including
resistance to extinction and conditioned reinstatement, as well as anxiety-like behavior in the
elevated plus-maze. It was hypothesized that subchronic treatment with the cannabinoid
agonist WIN 55,212-2 will alter cocaine seeking behaviour in extinction and conditioned
reinstatement tests and that the direction of changes in cocaine-seeking behavior will be linked

to the direction of changes in anxiety-like behaviour as measured on the elevated plus-maze.
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MATERIAL AND METHODS

Animals

Male Wistar rats (Charles River) weighing 200-250g at the beginning of the experiments were
housed in groups of three on a 12 hour reverse light/dark cycle (lights off at 8:00 a.m.).
Experimental sessions were carried out during the dark phase of the day/night cycle. All
procedures were conducted in strict adherence to the National Institutes of Health Guide for

the Care and Use of Laboratory Animals.

Drugs

Cocaine hydrochloride (National Institute on Drug Abuse, Bethesda, MD) was dissolved in
physiological saline. WIN 55,212-2 (Sigma) was dissolved in a solution consisting of ethanol,

emulphor, and saline in a 1:1:18 ratio and injected i.p. at a volume of 1 ml/kg.

Surgery

Rats were anesthetized with isoflurane (1.0-1.5%), prepared surgically with chronic silastic
catheters in the right jugular vein as described previously (Caine ef a/, 1993) and allowed at
least 5 days to recover. Catheter patency was maintained by flushing with 0.1 ml of sterile
heparine/saline (33.3 USP U/ml) solution before and after each self-administration session.
Catheter patency was tested whenever responses differed from the baseline, by infusing 0.1 ml
of Brevital® sodium through the catheter. Animals with intact catheters showed a rapid loss of
muscle tone within 3s after the infusion. Animals not showing this response (i.e., with

compromised catheters) were removed from the experiment.

Apparatus

Self-administration apparatus. Rats were trained and tested in standard operant conditioning

chambers located inside ventilated sound attenuating cubicles (BRS/LVE Inc., Laurel, MD).
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The chambers were equipped with two retractable levers, a white cue light above each lever,
and a house light located at the top of the chamber’s front panel. The chambers were equipped
also with a 80 ohm speaker located in the center of the chamber’s front panel below the house
light for presentation of a white noise (70 db) stimulus. Intravenous infusions were
administered by a syringe pump (Razel Scientific Instruments, Stamford, CT) located outside
the sound attenuating boxes. Testing equipment and data collection were controlled by an

IBM-compatible microcomputer.

Elevated plus maze apparatus. The elevated plus maze apparatus consisted of four arms (50
cm long X 10 cm wide). The two enclosed arms had 40 cm high dark walls, whereas the two
open arms had 0.5 cm high ledges. Lighting on the open arm was 1.5-2.0 lux. The maze was
elevated to a height of 50 cm. White noise (70 dB) was present throughout habituation and

testing.

Procedures

Operant Self-administration. Rats were food restricted (for 24 hr the first day and from the
second day on, fed 15g of standard rodent chow per day) and trained on a fixed-ratio (FR)
schedule of food reinforcement. Responding on an FR1 schedule resulted in delivery of one
food pellet (45mg, Research Diets). Once rats had earned 100 pellets, they were returned to ad
libitum feeding and catheters were implanted. Following post-operative recovery, rats were
allowed to self-administer cocaine on the right lever at a dose of 0.25 mg/infusion (delivered
at a volume of 0.1 ml infused over 4 s) under a FR1 schedule for two hours on the right lever.
Each reinforced response was followed by a compound stimulus, consisting of illumination of
the white cue light above the right lever for 20 sec and presentation of white noise for 5 sec. In
order to avoid accidental overdosing the lever remained inactive for 20 sec following every

infusion. Responses at the inactive lever were recorded but had no programmed consequences.

Self-administration sessions continued until animals reached an acquisition criterion
(x10% of mean active lever presses over three consecutive sessions). Once rats developed

stable cocaine intake, daily self-administration sessions were discontinued (i.e., rats were

75



8.- ARTICULO 1

cocaine deprived) and the animals were treated with the cannabinoid agonist WIN 55,212-2
(veh, 0.3, 1 and 3 mg/kg; i.p.; n = 7-8 per group) for 5 d. Following this subchronic treatment,
rats were tested in extinction/reinstatement tests and a test of anxiety-like behavior (i.e., the
elevated plus-maze). The extinction/reinstatement tests and elevated plus-maze tests were

conducted in counterbalanced order on days 6 and 7 of cocaine deprivation.

Extinction and cue-induced reinstatement procedures. Cocaine seeking behavior was
evaluated according to a between-within reinstatement procedure (for review, see Shaham et
al, 2003). Thus, the extinction and cue-induced reinstatement tests were conducted on the
same day. During the extinction period, responses at the previously active lever had no
scheduled consequences. Immediately following completion of 2h of extinction testing, 2h
conditioned reinstatement tests began under contingencies identical to those in effect during

the self-administration phase except that lever presses did not result in cocaine delivery.

Elevated plus-maze procedure. Two separate groups of rats, having received the same
subchronic treatment with WIN 55,212-2 were tested. One group, the same rats as above, was
tested following cocaine self-administration and WIN 55,212-2 treatment during abstinence.
Rats in the other group were not subjected to cocaine self-administration and served as
cocaine-naive controls. Rats were placed individually onto the center of the apparatus facing
one of the open arms. Plus-maze behavior was recorded by video camera interfaced with a
monitor and a VCR in an adjacent room. Percent time spent in the open arms / (% time in
open arms + % time in the closed arms) and number of entries into the closed arm were
analysed. In addition, the number of closed arm entries was evaluated to provide a measure of

locomotor activity (Cruz et al, 1994).

Statistical Analysis

The data are presented as mean + SEM. Extinction, reinstatement, and elevated plus maze data
were separately analysed by one-way between subjects analysis of variance (ANOVA). After
confirmation of significant main effects by ANOVA (p < 0.05), Tukey HSD post hoc tests

were employed to verify significant differences among individual groups.

76



8.- ARTICULO 1

RESULTS

Extinction and Cue-Induced Reinstatement Tests

A main effect of treatment was observed in responding at the active lever between the
different groups during extinction (Fs»s = 3.53; p < 0.05). The effect of subchronic WIN
55,212-2 was dose-dependent, with the lowest dose producing the highest responding at the
previously active lever during extinction. Subsequent Tukey HSD post hoc test revealed
significant differences in responding at the active lever (p < 0.05) between the lowest (0.3
mg/kg) and the highest dose (3 mg/kg) of subchronic WIN 55,212-2 but there was no
significant difference in responding between rats subchronically treated with WIN 55,212-2
and vehicle controls. Responding at the inactive lever was negligible and not altered (F3 15 =

1.19; p = 0.34; NS) by subchronic WIN 55,212-2 (Figure 1).
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Figure 1 Lever-press responses during extinction at an active and
inactive lever. Rats subchronically pre-treated with the lowest dose of
WIN 55,212-2 showed the highest responding at the active lever (i.e.,
higher resistance) to extinction. Data represents mean = SEM
responses for N =7 - 8 per group) * p <0.05 vs. 3 mg/kg (Tukey HSD
post hoc test).
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A main effect of treatment was observed in responding at the active lever between the
different groups during conditioned reinstatement (F3 23 = 5.28; p < 0.01). Similar to its effects
on extinction, subchronic treatment with WIN 55,212-2 modified reinstatement responses in a
dose-dependent manner, with the lowest dose producing the highest level of responding at the
active lever. The increase in responding with the lowest dose not only was higher than that
seen with the highest dose of subchronic WIN 55,212-2 but as well as compared with vehicle
(* p < 0.05 vs. vehicle, ** p < 0.01 vs. 3 mg/kg). Responding at the inactive lever was
negligible and not altered (Fs25 = 3.63; p = 0.78; NS) by subchronic WIN 55,212-2 (Figure
2).
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Figure 2 Lever-press responses during cue-induced reinstatement at the
previously active and inactive lever. The lowest dose of subchronic WIN
55,212-2 produced the highest responding at the active lever during
conditioned-reinstatement. Data represent mean = SEM responses for N =7 -
8 per group) * p < 0.05 vs. vehicle, ** p < 0.01 vs. 3 mg/kg (Tukey HSD
post hoc test).
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Elevated Plus-Maze Test

We examined whether the ability of a subchronic treatment with WIN 55,212-2 to alter drug
seeking behavior in the extinction and cue-induced reinstatement tests is associated with

modulation of anxiety-like behavior.

In rats with a history of cocaine self-administration (n = 7-8 per group) statistical
analysis revealed a main effect of subchronic WIN 55,212-2 treatment (F3 5 = 5.20; p < 0.01)
on plus maze performance expressed as % time in open arms / (% time in open arms + % time
in close arms). WIN 55,212-2 modulated this behavior in a dose-dependent manner with the
lowest subchronic dose resulting in the lowest % time spent in open arms. The increase in %
time spent in open arms associated with the highest subchronic dose not only was higher than
that seen after subchronic treatment with the lowest dose of WIN 55,212-2 but also compared
to vehicle (* p < 0.05 vs. vehicle, ** p <0.01 vs. 0.3 mg/kg). The number of crossing into the
closed arms, a realiable measure of locomotor activity (Cruz et al, 1994), was not altered (F; 23

=2.26; p=0.11; NS) by subchronic WIN 55,212-2 (Figure 3).
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Figure 3 Effects of subchronic treatment with WIN 55,212-2 on anxiety-
like behavior and locomotor activity in the elevated plus-maze test in rats
with a history of cocaine self-administration. (a) Rats subchronically
treated with the highest dose of WIN 55,212-2 showed the highest
anxiolytic-like effect. (b) Locomotor activity was not altered by
subchronic WIN 55,212-2. Data represent mean = SEM (N = 7 - 8 per
group). * p < 0.05 vs. vehicle, ** p < 0.01 vs. 0.3 mg/kg (Tukey HSD

post hoc test).

Furthermore, a separate group of rats that underwent the identical subchronic treatment
with WIN 55,212-2 (n = 9 per group) but without a history of cocaine self-administration (or
catheter implantation) was used. Statistical analysis did not reveal significant effects of

subchronic treatment with WIN 55,212-2 on either % time spent in the open arms (F;335 =
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0.45; p = 0.72; NS) or on number of crossing into closed arms (F335 = 0.79; p = 0.51; NS)
(Figure 4).
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Figure 4 Effects of subchronic treatment with WIN 55,212-2 on anxiety-
like behavior and locomotor activity in the elevated plus-maze test in rats
without a history of cocaine self-administration. (a) Neither anxiety-like
behavior (b) nor locomotor activity was altered by subchronic WIN

55,212-2. Data represent mean £ SEM (N = 9 per group).
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DISCUSSION

The major finding was that subchronic treatment with the cannabinoid agonist WIN 55,212-2
during a period of abstinence following intravenous cocaine self-administration results in a
dose-dependent modification of cocaine-seeking behavior in extinction and conditioned
reinstatement tests and produces anxiolytic-like effects as measured by the elevated plus-maze
test. The direction of these dose-dependent modulations was inverted. While subchronic
pretreatment with the lowest dose of WIN 55,212-2 produced the greatest resistance to
extinction and reinstatement, the highest dose of WIN 55,212-2 was associated with the
greatest anxiolytic-like effect without significantly affecting motor activity, as inferred by the
absence of differences between WIN 55,212-2-treated rats and vehicle controls in either the
number of entries into the closed arm of the elevated-plus maze or in the number of responses

at the inactive lever in the extinction and reinstatement tests.

To our knowledge, this is the first study demonstrating effects of subchronic
cannabinoid agonist treatment implemented during forced abstinence from daily cocaine self-
administration on extinction of cocaine-reinforced behavior. The modification of resistance to
extinction and cue-induced reinstatement following subchronic cannabinoid agonist treatment
observed here confirms a role of the cannabinoid system in cocaine-seeking and vulnerability
to relapse. In this context, it should be pointed out the subchronic WIN 55,212-2 pretreatment
across doses altered resistance to extinction and reinstatement in the same direction, consistent
with existing evidence that resistance to extinction predicts cue-induced reinstatement

(Shaham et al, 2003).

Cocaine has been reported to produce anxiety in humans and anxiogenic-like
behavioral effects in animals (Blanchard and Blanchard, 1999; Ettenberg, 2004). These effects
are associated with both acute and chronic administration of the drug (Yang et a/, 1992) and
cocaine withdrawal (Wood and Lal, 1987). Importantly, cues associated with repeated cocaine
treatment can elicit anxiety-like behavior in the absence of the drug (DeVries and Pert, 1998).
Drug cues also can induce both cocaine craving and anxiety, paired with activation of the

hypothalamic-pituitary-adrenal axis (Sinha et al/, 2003), suggesting that overlap exists between
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neural substrates controlling craving evoked by drug cues and stress (Sinha et al/, 2000; Weiss,
2005). Finally, the anxiogenic effects of cocaine can be attenuated by CB, agonists (Hayase et
al, 2005). Considering this evidence, one may speculate that the anxiolytic consequences of
subchronic treatment with the highest dose of WIN 55,212-2 in the elevated plus maze test
may have contributed to the attenuation of anxiogenic effects exerted by environmental cues
during the extinction and cue reinstatement tests. Biphasic dose-effect curves for the
behavioral effects of cannabinoids have been reported previously (Chaperon and Thiebot,
1999). Consistent with this dose-response profile, the lowest dose of subchronic WIN 55,212-
2 provoked the greatest resistance to extinction and reinstatement while at the same time
producing the highest anxiety—like response in the elevated plus maze. Hypersensitization to
drug and drug-associated stimuli due to neuroadaptations is a crucial factor in relapse
(Robinson and Berridge, 2001). To date, behavioral cross-sensitization between cocaine and
cannabinoids and CB; participation in psychomotor sensitization to cocaine have not yet been
demonstrated (Arnold, 2005). However, it cannot be fully ruled out that an enhanced response
(sensitization) to the incentive actions of the cocaine cues contributed to the increased cocaine-

seeking response in rats treated with the lowest dose of subchronic WIN 55,212-2.

Controversial data exist concerning the ability of cannabinoids to modulate emotional
states such as anxiety. Both anxiolytic- and anxiogenic-like effects have been reported with
both enhancers and blockers of endocannabinoid neurotransmission (Witkin et al, 2005).
Although it is well-documented that acute administration of CB; agonists induce anxiolytic
effects at low doses and anxiety-like behavior at high doses (Navarro et al, 1997; Valverde,
2005; Viveros et al, 2005), the modulation of emotional responses by repeated administration
of cannabinoid agonists, as in the present study, still remains to be systematically elucidated. It
is interesting to note that the subchronic treatment with WIN 55,212-2 did not affect anxiety
levels in the elevated plus-maze test in rats without a history of cocaine self-administration,
but had dose-dependent anxiolytic-like consequences in rats with a history of self-
administration. A very recent report indicates that, in mice, acute administration of WIN
55,212-2 produces anxiolytic effects on the elevated plus-maze only at low doses (Patel and
Hillard, 2006). Although slight spontaneous withdrawal signs (wet-dog shakes and facial rubs)

have been reported 24 h after a four-day treatment period with an intermediate dose of WIN
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55,212-2 (Aceto et al, 2001), chronic treatment with the agonist HU-210 did not alter behavior
on the elevated plus-maze (Hill and Gorzalka, 2006). The finding that subchronic WIN
55,212-2 pretreatment produced anxiolytic effects only in rats with a history of cocaine self-
administration suggests a specific link between the consequences of chronic cocaine exposure

and endocannabinoid function in the modulation of susceptibility to anxiety.

The present data provide no direct insight into the neural mechanisms by which
subchronic WIN 55,212-2 produced the behavioral changes observed. The alterations in
cocaine-seeking and anxiety-like behavior may have been the result of CB; cannabinoid
receptor activation. However, modulation of neural systems other than cannabinoid receptors
by subchronic WIN 55,212-2 may also be responsible to a certain extent for these results. For
example, WIN 55,212-2 and other agents acting at the CB; receptor interact with GABA,
receptors, the corticotrophin-releasing factor, cholecystokinin, endogenous opioid and
serotonergic systems (Viveros et al, 2005). Interestingly, the hypothalamic-pituitary-adrenal
axis may have a common role in anxiety-related responses (Sinha et al, 2003), cue-induced
reinstatement of extinguished cocaine seeking (Goeders and Clampitt, 2002), and behavioral
effects of cannabinoids (Rodriguez de Fonseca et al, 1997). In this line, recent studies have
shown that chronic cocaine exposure decreased the levels of CB; receptor mRNA in the
ventromedial hypothalamic nucleus (Gonzalez et al, 2002a), which forms part of the
hypothalamic-pituitary-adrenal axis, and that orexin neurons in the lateral hypothalamus,
probably by a regulatory role of the endocannabinoid system (Hilairet et al, 2003), became
activated by cues associated with cocaine and altered relapse (Harris et al, 2005). Future
research will be needed to confirm this suspicion and to elucidate the role of these neural
substrates in the neurobiological effects produced by pharmacological manipulation of the

cannabinoid system.

In conclusion, the present findings indicate that subchronic treatment with the
cannabinoid agonist WIN 55,212-2 alters, in a biphasic and dose-sensitive fashion, cocaine
seeking behavior in extinction and cue-induced reinstatement tests in association with
modulation of anxiety-like behavior. The direction of changes in cocaine-seeking, inversely

linked to the direction of changes in anxiety-like behavior as measured on the elevated plus

84



8.- ARTICULO 1

maze, suggests an important role of the endocannabinoid system in the vulnerability to
relapse. The anxiolytic effects of subchronic treatment with the highest dose of WIN 55,212-2,
only shown in the group with a history of cocaine self-administration, is suggestive of a
specific link between the consequences of chronic cocaine exposure and endocannabinoid
function in the modulation of susceptibility to anxiety. By contrast, the high resistance to
extinction and enhanced reinstatement produced by subchronic treatment with the lowest dose
of WIN 55,212-2 suggests that cannabinoid antagonists may prove to offer treatment promise
for craving and relapse prevention. However, further research will be required to understand
the precise implications of these findings with respect to the treatment target potential of the

cannabinoid system.
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ABSTRACT

Rationale Pathological impulsivity is a prominent feature in several psychiatric disorders, but
detailed understanding of the specific neuronal processes underlying impulsive behavior is as

yet lacking.

Objectives As recent findings have suggested involvement of the brain cannabinoid system in
impulsivity, the present study aimed at further elucidating the role of cannabinoid CB;

receptor activation in distinct measures of impulsive behavior.

Materials and methods The effects of the selective cannabinoid CB, receptor antagonist,
rimonabant SR141716A) and agonist WIN55,212-2 were tested in various measures of
impulsive behavior, namely, inhibitory control in a five choice serial reaction time task (5-
CSRTT), impulsive choice in a delayed reward paradigm, and response inhibition in a stop-

signal paradigm.

Results In the 5-CSRTT, SR141716A dose-dependently improved inhibitory control by
decreasing the number of premature responses. Furthermore, SR141716A slightly improved
attentional function, increased correct response latency, but did not affect other parameters.
The CB; receptor agonist WIN55,212-2 did not change inhibitory control in the 5-CSRTT and
only increased response latencies and errors of omissions. Coadministration of WINS55,212-2
prevented the effects of SR141716A on inhibitory control in the 5-CSRTT. Impulsive choice
and response inhibition were not affected by SR141716A at any dose, whereas WIN55,212-2

slightly impaired response inhibition but did not change impulsive choice.

Conclusions The present data suggest that particularly the endocannabinoid system seems
involved in some measures of impulsivity and provides further evidence for the existence of

distinct forms of impulsivity that can be pharmacologically dissociated.

Keywords: cannabinoid; cognition; inhibitory control; impulsive choice; response inhibition;

SR141716A; WINS55,212-2
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INTRODUCTION

Despite its relative recent discovery, the central endocannabinoid system has been implicated
in a variety of behaviors such as food intake (for review, see Di Marzo and Matias 2005) and
nociception (for review, see Cravatt and Lichtman 2004), and in mediating the reinforcing
properties of drugs of abuse (for review, see De Vries and Schoffelmeer 2005). In addition, the
endocannabinoid system has been shown to play an important role in various cognitive
processes. In this respect, memory encoding, retrieval, and extinction processes have received
most interest (e.g., Marsicano et al. 2002; Takahashi et al. 2005; Varveletal. 2005; for review,
see Lichtman et al. 2002), presumably due to the high expression level of CB; receptors in the
hippocampal formation (Egertova and Elphick 2000;Tsouetal. 1998). High densities of CB;
receptors are also present in frontal cortical and striatal regions (Egertova and Elphick 2000;
Tsou et al. 1998), suggesting involvement of the endocannabinoid system in executive
functions that appear to be largely controlled by frontal corticostriatal systems (for review, see

Miller and Cohen 2001). Indeed, several clinical and preclinical observations have

demonstrated that Ag-tetrahydrocannabinol (THC), the principle active cannabinoid of
Cannabis sativa and other synthetic cannabimimetics impair selective attention (Arguello and
Jentsch 2004; Solowij et al. 1995; Verrico et al. 2004) and behavioral flexibility (Egerton et al.
2005; Hill et al. 2006), alter time estimation (Han and Robinson 2001, McDonald et al. 2003),
and impair working memory (Ilan et al. 2004; Jentsch et al. 1997). Nonetheless, to date, little
is known about the involvement of the endocannabinoid system in other executive functions

such as inhibitory control processes subserving impulsivity.

Pathological levels of impulsive behavior are important features in attention-
deficit/hyperactivity disorder, substance-related disorders, bipolar disorders and personality
disorders (American Psychiatric Association 2000). Further elucidating the neurobiological
basis of impulsivity may therefore enhance our understanding of these psychiatric disorders. It
is becoming increasingly clear, however, that the concept impulsivity is multifaceted and
covers various distinct and independent measures. These measures range from poor inhibitory
control (impulsive action) to probability and delay aversion or impulsive choice (Barkley

1997; Evenden 1999; Moeller et al. 2001). Recent studies have implicated CB; receptors in
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some of these measures of impulsivity. For instance, it has been shown that acute THC
impairs response inhibition in healthy volunteers, whereas time estimation and impulsive
choice were not affected (McDonald et al. 2003). On the other hand, it has been demonstrated
more recently that marijuana acutely increases risk taking in volunteers (Lane et al. 2005).
Collectively, these data suggest a role of the cannabinoid system in impulsivity, although its

precise role therein is still unclear.

The present experiments were aimed at further elucidating the importance of
cannabinoid CB; receptor activation on distinct measures of impulsivity. To this end, we
tested the effects of the potent and selective CB, receptor antagonist rimonabant (SR141716A;
Rinaldi-Carmona et al. 1994) and agonist WIN55,212-2 (D’ Ambra et al. 1992) on impulsive
behavior in various operant paradigms measuring different and presumably independent
aspects of impulsivity (for review, see Winstanley et al. 2006), namely, (1) the five-choice
serial reaction time task to measure inhibitory control; (2) the delayed reward paradigm to

measure impulsive choice, and (3) the stop-signal paradigm to measure response inhibition.
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MATERIALS AND METHODS

Subjects

In total, 48 male Wistar rats were obtained from Harlan CPB (Horst, The Netherlands). At the
start of the experiments, animals were 12 weeks old, weighed approximately 250 g, and were
housed in pairs in macrolon cages (42.5% 26.6x18.5 cm; /xwxh) under a reversed 12 h
light/dark cycle (lights on at 7:00 P.M.) at controlled room temperature (21+2°C) and relative
humidity of 60+£15%. Animals were maintained at approximately 90% of their free-feeding
weight, starting 1 week before the beginning of the experiments by restricting the amount of
standard rodent food pellets (Harlan Teklad Global Diet, Blackthorn, UK). Water was
available ad libitum throughout the entire experiment. All experiments were conducted with
the approval of the animal ethical committee of the J7ije Universiteit, Amsterdam, The

Netherlands.

Apparatus

Experiments were conducted in 12 identical rat five-hole nose poke operant chambers with
stainless steel grid floors (MED-NPW-5L, Med Associates, St. Albans, VT, USA) housed in
sound-insulating and ventilated cubicles. Set in the curved wall of each box was an array of
five circular holes, 2.54 cm in diameter, 2.2 cm deep, and 2.25 cm above floor level. Each hole
was equipped with an infrared detector located across each nose poke unit 1.0 cm from the
front, and a yellow LED stimulus light (6.4 mm in diameter). Rodent food pellets (45 mg,
Formula P, Research Diets, New Brunswick, NJ, USA) could be delivered at the opposite wall
via a dispenser. In addition, the chamber could be illuminated by a white houselight, and
sound stimuli were generated using a programmable audio generator (ANL-926, Med
Associates). A computer equipped with MED-PC version 1.17 (Med Associates) controlled
experimental sessions and recorded data. Animals were tested once daily from Monday until

Friday, during the dark phase of the light/dark cycle.
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Behavioral procedures

Separate groups of n=16 animals were trained for each different paradigm, and for all
procedures, a similar habituation and magazine training protocol was used. This protocol
consisted of a habituation exposure to the boxes for 20 min with the houselight on and the
food cup containing three food pellets for two consecutive sessions. Subsequently, in the next
two sessions, in total, 100 pellets were delivered with an average delay of 15 s, to allow the

animals to associate the sound of pellet delivery with reward.

Five-choice serial reaction time task

A more detailed description of training in the 5-CSRTT in our laboratory has been reported
previously (Van Gaalen et al. 2006a). In short, rats were trained 5 days per week to detect and
respond to a brief visual stimulus in one of five holes to obtain a food reward. Each session
terminated after 100 trials or 30 min, whichever occurred first. Initially the duration of this
stimulus was 32 s and was gradually decreased to 1 s over sessions until animals reached
stable baseline performance (accuracy >80% correct choice and <20% errors of omission).
Responding during stimulus presentation or within the limited hold (LH) period of 2 s was
counted as a correct response. Incorrect, premature responses and errors of omission (no
responses or a response after the LH) did not lead to the delivery of a food reward and resulted
in a 5-s time-out period during which the houselight was extinguished, whereas perseverative
responses, i.e., repeated responding during the presentation of the stimulus, were measured but
did not have any programmed consequences. Two different measures of inhibitory control
were measured, namely, (1) the number of premature responses before the onset of the visual
stimulus, reflecting aspects of loss of inhibitory control and (2) the number of perseverative
responses into the stimulus hole after correct choice, presumably measuring aspects of
compulsive behavior. In addition, the following other behavioral parameters were measured
that reflect task performance, namely, (3) accurate choice, i.e., percentage correct responses
calculated as [number correct trials/(correct+incorrect trials)]x100; (4) latency to make a

correct choice, i.e., the mean time between stimulus onset and nose poke in the illuminated
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hole; (5) omission errors, i.e., the number of omitted trials during a session; and (6) feeder

latency, i.e., the latency to collect a pellet following correct choice.

Delayed-reward paradigm

In addition to the 5-CSRTT, the delayed reward paradigm, as employed in our laboratory, has
also been described more elaborately (Van Gaalen et al. 2006b). Briefly, rats were trained 5
days per week in this paradigm. In the final stages of training and during drug testing, a
session was divided into 5 blocks of 12 trials, each block starting with 2 forced trials during
which, after initiating the trial through a nose poke into the central hole, either the left hole or
the right hole was illuminated in a counterbalanced fashion. In the next ten trials, the animals
had a free choice, and both the left and right hole were illuminated. Poking into one position
resulted in the immediate delivery of a small reinforcer (one food pellet), whereas a nose poke
into the other position resulted in the delivery of a large, but delayed, reinforcer (four food
pellets). If an animal did not make a response during this choice phase within 10 s, an intertrial
interval was initiated, and the trial was counted as an omission. The position associated with
the small and large reinforcer was always the same for each individual and counterbalanced
for the group. The delay for the large reinforcer progressively increased within a session per
block of 12 trials as follows: 0, 10, 20, 40, and 60 s. Responding into non-illuminated holes
during the test was recorded, but had no programmed consequences. The behavioral measure
to assess task performance, i.e., the percentage preference for the large reinforcer as a function
of delay, was calculated as: the number of choices for the large reinforcer/(number choices
large+small reinforcers)x100. In addition, we calculated the total number of omitted choice

trials within a session.

Stop-signal paradigm

Shaping During initial shaping for two consecutive sessions, both the middle nose poke hole
and the hole immediately adjacent to the right or left were illuminated (counterbalanced for all
subjects). A nose poke into either one of the two active holes extinguished the visual stimuli in

both holes and resulted in delivery of a pellet. After an intertrial interval of 10 s, the next trial
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started. Nose poking within this intertrial interval period did not have any programmed
consequences. A session ended when the rat had earned 100 pellets or after 30 min, whichever

occurred first.

Shaping: go trials During the next phase, only the stimulus light in the middle nose poke hole
was illuminated (start stimulus). A response into the active middle hole switched off the
stimulus light and was followed by the illumination of the stimulus light (go stimulus) in the
hole immediately adjacent to the left or right. A nose poke into this illuminated hole switched
off the stimulus light and resulted in the delivery of a pellet. After an intertrial interval of 10 s,
the next trial started. Responding in the start stimulus hole during presentation of the go
stimulus was counted as perseverative start pokes, whereas prestimulus responses into the go
stimulus hole resulted in a timeout period of 5 s. Subsequently, the response requirements into
the start stimulus hole before onset of a go stimulus were varied into a variable ratio 2
schedule (VR2, i.e., either FR1, FR2, or FR3) to avoid the development of a prepotent
response pattern from start stimulus to go stimulus hole and to ensure that animals waited until
the appearance of a go stimulus. During this phase, rats were trained until they reliably
completed 200 successful go trials. Following this phase, a LH period was introduced for the
go stimulus and only during this period was the go stimulus present. Initially, the LH was set
at 5 s, and in subsequent sessions, was individually titrated to meet performance criterion of
80% successful hits and <20% prestimulus responses. Omissions of a go stimulus response
within the LH resulted in a 5-s time-out period, during which both the houselight and stimulus
light were turned off. From initial shaping to criterion performance in this phase, 26 sessions

were required.

Shaping: introduction stop signal During the final training phase, a stop signal was introduced
in 25% of all trials. Initially, this stop signal (duration, 50 ms; frequency, 4,500 Hz; intensity
80 dB) was contingent with the appearance of the go signal. Responding during the onset of
the stop signal or during the LH immediately extinguished the go stimulus and houselight,
turned off the stop signal, and was followed by a 5-stime-out. In contrast, if the animal
successfully refrained from responding during a stop trial, a pellet was delivered. Initially, the

LH during stop and go trials were equal; however, when performance during stop trials was
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below 80% successfully inhibited stop trials, the LH during stop trials was lowered over
sessions in steps of 100-200 ms until animals improved performance. Subsequently, the LH
was then gradually increased in these individuals over sessions until the LH during both go
and stop trials were equal. As soon as animals reached the criterion of approximately 90%
successfully inhibited stop trials, delays for the onset of the stop signal were introduced. The
stop-signal delays (SSD) were presented in a pseudorandom order, and to compensate for
differences between rats, SSDs were based on each individual rats’ mean reaction time on go
trials in the preceding drug-free training session. SSDs were calculated as follows: mRT minus
either 25, 50, 100, 200, or 400 ms. In addition, an equal amount of zero delays were presented
during sessions. Drug testing commenced upon stable baseline performance for at least five
consecutive sessions, i.e., 80% accuracy during go trials and a significant SSD-dependent
decrease in correctly inhibited stop trials. It took 30 sessions before animals reached stable
baseline performance after the introduction of the stop signal; therefore, from initial shaping to

stable baseline performance in the stop-signal paradigm, in total, 56 sessions were required.

Stop-signal paradigm: estimation stop-signal reaction time and correction for omissions

during go trials

Calculations to estimate the stop-signal reaction times (SSRT) and a correction for omission
errors were adapted from Logan (1994) and Solanto et al. (2001). For estimating the SSRT,
data of the three SSDs of 200, 100, and 50 ms were used, as the probability of correct
inhibition on these intervals was within the range of 0.2< p<0.8, and thus, most informative
for estimating SSRT (Band et al. 2003). For each of the three intervals, the probability of
responding was calculated including a correction for nonresponses based on the number of
omissions during the go trials, the latter, as omissions cannot be distinguished from successful
inhibitions during stop trials. The following formula, adapted from Solanto et al. (2001) was

used for these calculations:
| P(responding) = (x — correctinhibitions)/x - Xy |

where x is the number of stop-signal trials at each delay interval; correct inhibitions are the

number of correctly inhibited trials, and y is the probability of omissions during the go trials

99



8.- ARTICULO 2

within the entire session. To calculate SSRTs, reaction times on all go trials were rank
ordered. From this list with RTs, the “nth” RT was taken, where “n“ was obtained by
multiplying the total number of go trials by the probability of responding for a particular SSD.
This RT value approximates the latency between onset of the go stimulus and completion of
the stopping process. The SSRT for each interval is then obtained by subtracting the SSD
interval from this RT. The average estimated SSRT that is used for the analyses in the present

study is calculated by taking the mean of each SSRT at the three SSDs (200, 100, and 50 ms).
Drugs

SR141716A was generated and kindly donated by Solvay Pharmaceuticals (Weesp, The
Netherlands), whereas WINS55,212-2 was purchased from Tocris Biosciences (Bristol, United
Kingdom). Both SR141716A and WINS55,212-2 were dissolved as described previously in a
mixture of ethanol, Tween80, and sterile saline (ratio 1:1:18; cf. De Vries et al. 2001). In all
experiments, SR141716A was injected 30 min before testing, whereas WIN55,212-2 was
injected 20 min before testing. In all paradigms, the order of testing the drugs was (1)
SR141716A and (2) WINS55,212-2. The drug combination was only performed in the five-
choice serial reaction time task and followed the studies with SR141716A and WINS55,212-2.
Drugs were freshly prepared each day before testing and intraperitoneally injected in a volume
of 1 ml/kg bodyweight according to a Latin square design for both the dose—response studies
and the drug combination on Tuesdays and Fridays, with baseline training sessions on the

other weekdays.
Statistical analyses

Data were subjected to repeated measures analysis of variance (ANOVA) with drug dose (all
paradigms), delay to large reinforcer (delayed reward paradigm), and stop-signal delay (stop-
signal paradigm) as within subjects variables using the Statistical Package for the Social

Sciences version 11 (SPSS, Chicago, IL, USA).

The homogeneity of variance across groups was determined using Mauchly’s tests for

equal variances, and in case of violation of homogeneity, corrected, and therefore, more

100



8.- ARTICULO 2

conservative Huynh—Feldt probability values were used for subsequent analyses. In the stop-
signal paradigm, some further exploratory analyses were performed between mean go reaction
times and the limited hold period using a bivariate Pearson correlation. In addition, the
estimated SSRT data were also subjected to a median split analysis to assess whether
SR141716A or WINS55,212-2 had differential effects on response inhibition in individuals
with relatively “fast” or “slow” stopping abilities. In case of statistically significant main
effects, further post hoc comparisons were conducted using Student—Newman—Keuls Tests.

The level of probability for statistically significant effects was set at 0.05.
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RESULTS

Effects of SR141716A and WINS55,212-2 on measures of inhibitory response control

in the five-choice serial reaction time task

The number of premature responses, a measure of inhibitory control reflecting impulsive
behavior, was dose dependently decreased by SR141716A [Fig. la; F345= 12.24, p<0.001],
and further post hoc analyses revealed that all doses significantly lowered premature
responding compared with vehicle, whereas the highest dose (3.0 mg/kg) even further lowered
the number of premature responses compared with 1.0 mg/kg SR141716A. In contrast,
perseverative responding after correct choice, a different measure of inhibitory control
reflecting compulsive behavior, was not affected at any dose [Fig. 1b; F34s=1.84, p=0.15].
Attentional function was improved by SR141716A, and further analyses revealed that only 0.3
mg/kg SRI141716A significantly increased the percentage of accurate choice from
approximately 77% under vehicle conditions to 82% as shown in Table 1 [F34s =3.43,
p=0.025]. In addition, a marginal, but significant, increase in the latency to make a correct
choice was also detected, and further comparisons showed that only the high dose of 3.0
mg/kg significantly slowed correct response reaction time [Table 1; F3 45=4.53, p=0.007]. The
latency to collect a food reward and errors of omission, however, were not affected at any dose

[Table 1; feeder latency: F345=0.39, p=0.65 and omissions: F345=1.30, p=0.29].

102



8.- ARTICULO 2

Accuracy (")

Response latency (ms)

Omissions (%)

Feeder latency (ms)

SR141716A
Vehicle

0.3 mgkg
1.0 mgkg
3.0 mgkg
WIN55.212-2
Vehicle

0.3 mgkg
1.0 mgkg
3.0 mgkg

77.2+£24
82.0+£1.0%*
80.5£2.5

80.2+£2.3

33649
33810
347414
374£14%

324 +£7
333410
IR0£23*

300£] 7%+

S54+1.1
6H£1.0
1£0.7
3£1.0

N

N

39+0.7
3407
14.4+£4 3%

20.2:4.1%*

054148
954+44
037443
0390L37

056+£53
910+41
94344

1212£138

Table 1 Effects

of SR141716A and WINS55,212-2 on measures of attentional function and
motivation in the 5-CSRTT. Data depict mean+ SEM *p<0.05 **p<0.005 vs vehicle

WINS55,212-2 did neither change the number of premature responses nor the number of

perserverative responses after correct choice [Fig. 1c and d; premature responses: Fz45=1.02,

p=0.39 and perseverative responses: Fsss =0.72, p=0.54 and feeder latency: Fs4s =3.19,

p=0.052]. In contrast, errors of omission were increased, and latencies to make a correct

choice were lengthened by WIN55,212-2 [omissions: F345=7.44, p=0.002 and correct latency:
F345=6.59, p=0.004].
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Fig. 1 Effects of SR141716A (a, b) and WINS55,212-2 (c, d) on different
measures of inhibitory control in the 5-CSRTT. Data depict mean (=SEM)
numbers of premature responses (a, ¢) and perseverative responses after

correct choice (b, d). *p<0.05 and **p<0.005 vs vehicle

As shown in Fig. 2, the decrements in premature responding by 3.0 mg/kg SR141716A
were prevented in premature responding by 3.0 mg/kg SR141716A were prevented in the
presence of WINS55,212-2 at a dose of 1.0 mg/kg [F34s =7.33, p<0.001]. In addition, this
selected inhibitory control as indicated by the absence of an effect of this dose on the number

of premature responses.
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Fig. 2 Coadministration of WIN55,212-2 at 1.0 mg/kg
(WIN1) prevents the effects of 3.0 mg/kg SR14716A
(SR3) on inhibitory control in the 5-CSRTT. All data are
depicted as mean (=SEM). *p<0.05 and **p<0.005

SR141716A and WINS55,212-2 do not affect decision making in the delayed reward

paradigm

Stable baseline performance on the delayed reward paradigm occurred after approximately 30
training sessions on a full delay range (0, 10, 20, 40, and 60 s), and therefore, we commenced
drug testing from session 35 onwards. A clear, highly significant delay-dependent decrement
in the percentage preference for the large reinforcer was observed [Fig. 3; delay: F460=270.22
p<0.001]. Nonetheless, SR141716A did not shift the preference for a large reinforcer over
delays at any of the tested doses [dose: F345 =1.56, p=0.21 and dose x delay: Fi5 150 =1.24,
p=0.29]. In addition, SR141716A also did not change the total numbers of omitted choice
trials, i.e., the failures to start a trial during the choice phase [F345=3.10, p=0.052].
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Fig. 3 Effects of SR141716A (a) and WIN55,212-2 (b) on the
mean (+SEM) percentage preference for the large reinforcer in

the delayed reward paradigm

In the WINS55,212-2 experiments, at the highest dose, in total, five animals omitted all
choice trials of some delays, and therefore, were excluded from all analyses of the delay
discounting data. Similar to SR141716A, increasing the delay highly significantly shifted the
preference from large to the small reinforcer [Fig. 4; delay: F440=179.06, p<0.001]. Although
there was no overall effect of WIN55,212-2 on decision making [dose: F330=0.68, p=0.57],
there was a dose by delay interaction effect suggesting a shift in preference for the large

reinforcer over delays [dose x delay: Fiz120=2.61, p=0.011]. Nonetheless, further post hoc
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comparisons revealed no differences between vehicle and any of the other doses. The number

of omitted choice trials was not affected by WINS55,212-2 [dose: F330=1.61, p=0.21].
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Fig. 4 Effects of SR141716A on response inhibition as measured in the stop-
signal paradigm. Data are depicted as mean (+SEM) percentage of correctly
inhibited stop trials with varying SSDs before the mean go RT (a), go
reaction times (b) and estimated stop signal reaction times from SSDs 200,

100, and 50 ms (c). **p<0.005 vs vehicle
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Effects of SR141716A and WINS55,212-2 on response inhibition in the stop-signal

paradigm

Under baseline conditions in the stop-signal paradigm, there was stable individual variation in
mean reaction times during go trials over consecutive sessions ranging from 290 to 470 ms
(mean: 365 ms; standard deviation: 58 ms). Likewise, the limited hold periods during go and
stop trials also stably varied and ranged from 400 to 1,100 ms (mean: 594 ms; SD: 167 ms). A
highly significant positive correlation indicated that individuals with “shorter” limited hold
periods also displayed shorter mean go reaction times compared to individuals with “longer”

limited hold periods that were slower in go reaction speed [r=0.85, p<0.001].

Response inhibition, as displayed in the inhibition function curve in Fig. 4a, was not
affected by SR141716A at any of the tested doses [dose: F345=1.28, p=0.29 and dosexSSD:
Fi2180=1.25, p=0.26]; however, the percentage of correctly inhibited stop trials significantly
declined with decreasing stop-signal delays [SSD: F460=39.24, p<0.001]. SR141716A did
slow mean reaction times during go trials by approximately 30 ms [Fig. 4b; dose: F345=7.93,
p=0.001], and further analyses indicated that both the 1.0 and 3.0 mg/kg dose significantly
slowed reaction times compared with vehicle. Nonetheless, the number of omissions during go
trials were not significantly affected [mean+SEM: vehicle=16.2+3.0; 0.3 mg/kg=18.1+1.2; 1.0
mg/kg=17.7+1.7 and 3.0 mg/kg=23.3+2.6; dose: F3,45=,7, p=0.17]. Lastly, the average
estimated SSRT across three stop-signal delays, putatively reflecting response inhibition, was
not significantly changed by SR141716A at any dose [Fig. 4c; dose: F;45=1.47, p=0.24].
Furthermore, a median split analysis (median SSRT: 238 ms) did not reveal differential effects
of SR141716A on the estimated SSRT in individuals with relatively “fast” vs “slow” stopping
abilities [slow vs fast stopper: F; 14=9.54, p=0.008; dose: F34,=1.04, p=0.38 and dosexslow vs
fast stopper: F34,=2.48, p=0.074].

In the WINS55,212-2 experiments, at the highest dose, in total, four animals did not start
any go trials and were therefore excluded from all stop-signal data analyses. Response
inhibition, as displayed in the inhibition function curve in Fig. 5a, was affected by

WINS55,212-2 [SSD: F444=23.51, p<0.001; dose: F333=5.12, p=0.005 and dosexSSD:
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Fi213=1.11, p=0.36], and further comparisons revealed that 0.3 mg/kg WINS55,212-2
significantly deteriorated the percentage of correct inhibition compared to vehicle. Mean
reaction times during go trials were slowed by WINS55,212-2 [Fig. 5b; dose: F;333=15.07,
p<0.001], and further analyses indicated that 1.0 and 3.0 mg/kg WINS55,212-2 significantly
slowed mean reaction times compared to vehicle. Nonetheless, the number of omissions
during go trials were not significantly affected [meantSEM: vehicle=14.8+1.9; 0.3
mg/kg=23.2+4.8; 1.0 mg/kg=26.1£5.4 and 3.0 mg/kg=34.7+7.0; dose: F333=3.06, p=0.073].
Lastly, the average estimated SSRT across three stop-signal delays, putatively reflecting
response inhibition, was not significantly changed by WIN55,212-2 at any dose [Fig. 5c; dose:
F333=2.06, p=0.13]. Furthermore, a median split analysis (median SSRT: 227 ms) did not
reveal differential effects of WIN55,212-2 on the estimated SSRT in individuals with
relatively “fast” vs “slow” stopping abilities [slow vs fast stopper: F; 10=9.57, p=0.011; dose:
F330=2.12, p=0.12 and dosexslow vs fast stopper: F33,=1.30, p=0.29].
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Fig. 5 Effects of WIN55,212-2 on response inhibition as measured in
the stop-signal paradigm. Data are depicted as mean (+SEM)
percentage of correctly inhibited stop trials with varying SSDs before
the mean go reaction times (a), go RTs (b) and estimated stop signal
reaction times from SSDs 200, 100, and 50 ms (c). *p<0.05 and
*#p<0.005 vs vehicle
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DISCUSSION

To our knowledge, this is the first report demonstrating behavioral effects of a CB; receptor
agonist and antagonist on independent measures of impulsivity. Thus far, evidence pointing
towards cannabinoid involvement in impulsivity mainly originates from studies in which
effects of THC or marijuana were tested in human volunteers (Lane et al.2005; McDonald et
al. 2003). Our data obtained in the 5-CSRTT strongly suggest that inhibitory control is
modulated by an endogenous cannabinoid tone, as premature responding was dose
dependently decreased by SR141716A. This notion is further supported by the observation
that in the presence of WINS55,212-2, the effects of 3.0 mg/kg SR141716A on premature
responding were no longer observed. Furthermore, the finding that the CB, receptor agonist
WINS55,212-2, by itself, did not impair inhibitory control by increasing the number of
premature responses is in keeping with previous findings (Arguello and Jentsch 2004). It
should be noted though, that in the study by Arguello and Jentsch (2004), SR141716A (dose
range: 0.1-1.0 mg/kg), by itself, did not change premature responding in a lateralized reaction
time task, thereby, contrasting our findings. Nonetheless, differences in baseline performance
may have contributed to the discrepancy in findings, as premature responding in well-trained
rats in the task by Arguello and Jentsch (2004) was low (approximately 3 per session)
compared to premature responding in well-trained rats in the present study (approximately 22
per session). Presumably, a floor effect may have masked the effects of SR141716A on

premature responding in the lateralized reaction time task.

Together, our data indicate that performance in the 5-CSRTT is associated with
profound occupation of CB; receptors by endogenously released cannabinoids. As might then
be expected, the endocannabinoid uptake inhibitor AM404 did not affect inhibitory response
control in the 5-CSRTT (unpublished data). In contrast to premature responding, perseverative
responding after correct choice, a different measure of inhibitory control that putatively
reflects compulsive behavior (Robbins 2002), was neither altered upon activation nor blockade

of CB, receptors. This finding further underscores the dissociation between premature and
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perseverative responding in the 5-CSRTT that has been shown to have a neuroanatomical

basis as well (Chudasama et al. 2003).

The endocannabinoid system interacts with many other central neurotransmitters
systems including the cholinergic, GABAergic, glutamatergic, and opioid systems (Schlicker
and Kathmann 2001; Schoffelmeer et al. 2006). Moreover, cannabimimetics have been shown
to indirectly modulate the release of dopamine and glutamate in corticostriatal regions (e.g.,
Cheer et al. 2004; Szabo et al. 1999; Tanda et al. 1997; Xi et al. 2006), most notably in the
nucleus accumbens, and particularly, these effects have been linked to the involvement of the
cannabinoid system in addiction (for review, see De Vries and Schoffelmeer 2005). Although
it is beyond the scope of the present study and additional experiments are required to
substantiate this, one might speculate that the present findings are explained by these
modulatory effects of the cannabinoid system on mesolimbic dopamine release, as inhibitory
control processes in the 5-CSRTT have been shown to depend upon dopamine receptor
activation within the nucleus accumbens (Cole and Robbins 1987; Pattij et al. 2007). On the
other hand, explanations for the beneficial effects of SR141716A on inhibitory control may be
due to the role of the endocannabinoid system in feeding behavior (for review, see Di Marzo
and Matias 2005). Accordingly, it has been demonstrated that SR141716A reduces intake of
normal and palatable food (e.g., Arnone et al. 1997; Freedland et al. 2000; Thornton-Jones et
al. 2005) and the motivation to obtain food (Solinas and Goldberg 2005). Nonetheless, despite
these reported effects of SR141716A on food intake, anorexic effects of this compound seem
unlikely to explain the current data, as both primary indices of food-motivated behavior in the

5-CSRTT, namely, errors of omission and feeder response latencies, were not changed.

It is interesting to note that we also observed a moderate beneficial effect of
SR141716A on visuospatial attention, as it increased the level of accurate choice at 0.3 mg/kg.
Likewise, it has been shown that SR141716A improves social recognition and spatial and
aversive memory at comparable dose ranges between 0.3 and 3.0 mg/kg (Lichtman 2000;
Takahashi et al. 2005; Terranova et al. 1996; Wolff and Leander 2003). Although the
mechanisms responsible for the beneficial effects of disrupting endocannabinoid signaling on

mnemonic and attentional processes need to be elucidated further, it is interesting to note that
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SR141716A increases, among others, cholinergic neurotransmission in the medial prefrontal
cortex in vivo (Tzavara et al. 2003). This finding may be particularly relevant for attentional
function, as performance in the 5-CSRTT has been shown to be accompanied by increments in
acetylcholine release in the medial prefrontal cortex (Passetti et al. 2000), whereas decrements
in acetylcholine release in this brain region have been shown to correlate with poor

visuospatial attention (McGaughy et al. 2002).

A different measure of impulsivity we studied was impulsive choice in the delayed
reward paradigm. Conceptually, impulsive choice differs from inhibitory control in the 5-
CSRTT and rather reflects a cognitive decision making process, as rats have to weigh the
immediate vs delayed outcomes of their behavior. Impulsive choice then is reflected in
insensitivity towards the delayed larger reward and a preference for the small immediate
reward. In the present experiments, we observed that neither SR141716A nor WINS55,212-2
did have any effects on impulsive choice. In accordance with these findings, it has been shown
recently that THC did not change delay and probability discounting in human volunteers
(McDonald et al. 2003), and together, these data suggest that the (endo) cannabinoid system is
not critically involved in impulsive choice. Our observations do contrast with previous
findings indicating that marijuana elevates risk-taking behavior in volunteers (Lane et al.
2005). Risk taking, however, differs from delay and probability aversion in that it is most
likely to occur when the behavioral options may result in losses or have aversive consequences
(Rachlin et al. 1986). In the delayed reward paradigm and the paradigm used by McDonald et
al. (2003), subjects could only win and not lose reward (food or money, respectively), whereas
only the magnitude of the reward depended upon choice. It is therefore possible, that these
procedural and conceptual differences explain the discrepancy in findings, and furthermore,
that delay aversion and risk-taking processes are differentially regulated by the

(endo)cannabinoid system.

While response inhibition has been shown to be impaired in human volunteers after
THC administration (McDonald et al. 2003), neither disruption of endocannabinoid signaling
nor administration of a CB, receptor agonist had clear observable behavioral effects on stop

signal task performance. In agreement with the assumption of a “race model” between “go”
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and “stop” processes (Logan 1994) and previous stop-signal data in rats (Eagle and Robbins
2003a, b), the probability of successfully inhibiting a response during a stop trial decreased in
rats when the onset of the stop signal was delayed in time. Although SR141716A did not shift
this inhibition curve as a function of increasing stop-signal delays, the low dose WINS55,212-2
(0.3 mg/kg) significantly deteriorated the ability to inhibit responding with increasing stop-
signal delays. However, the primary parameter in this paradigm, the average estimated stop-
signal reaction time, or simply put, speed of stopping, was not changed by any dose of
SR141716A or WINS55,212-2. In addition, median split analyses revealed no differential drug
effects in individuals with “slow” vs “fast” stopping abilities as has been reported previously
for the effects of D-amphetamine on stopping speed in both rats and humans (De Wit et al.
2002; Feola et al. 2000). Collectively, our findings suggest that response inhibition processes,
as measured in the stop-signal paradigm, are not under control of CB, receptors. In the present
study, the speed of stopping was estimated from separate SSRTs obtained from three stop-
signal delays (200, 100, and 50 ms before mean go RT), and consistent with this estimation
method, there was some variability in the SSRTs depending on the delay (Band et al. 2003;
Logan 1994), with shorter stop-signal delays resulting in SSRTs of approximately 140 ms and
longer delays resulting in SSRTs of approximately 300 ms. However, the variability in SSRTs
over delays was similar across all doses of both drugs (data not shown), thus, ruling out the
possibility that this variability may have masked effects of SR141716A or WINS55,212-2 on
response inhibition. In contrast to the measures of response inhibition, reaction times during
performance on go trials were slowed by both compounds in line with their effects in the 5-
CSRTT. With regard to these effects of SR141716A, in the absence of changes on omission
errors in both the 5-CSRTT and the stop signal paradigm, they cannot be solely interpreted in
terms of motor effects. Rather, the minor but significant increase in response latencies of
approximately 30 ms in both paradigms (Table 1 and Fig. 4b) may indicate changes in
information processing speed induced by blockade of endocannabinoid signaling. However,
this notion is not confirmed by previous sensorimotor gating data (Mansbach et al. 1996;
Martin et al. 2003). In contrast, the effects of 1.0 and 3.0 mg/kg WINS55,212-2 on reaction
times in the stop-signal paradigm may in part be secondary to changes in locomotor activity,

as these doses also increased the number of omissions in the 5-CSRTT.
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Remarkably, although both the stop-signal paradigm and 5-CSRTT measure aspects of
impulsive action, only inhibitory control in the 5-CSRTT was improved by SR141716A.
Impulsive action in the latter paradigm is mainly measured as the inability to inhibit
inappropriate (premature) responses, whereas in the stop-signal paradigm impulsive action is
reflected in the inability to inhibit ongoing behavior, i.e., the inability to stop a behavioral
response that has just been initiated. Our observations support the notion of different and
separable forms of inhibitory control, and moreover, suggest a differential role for the
endocannabinoid system therein. Likewise, lesion studies have suggested that different brain
regions are involved in inhibitory control measured in either the 5-CSRTT or stop-signal
paradigm, as for instance, lesions of the nucleus accumbens or subregions of the medial
prefrontal cortex have been shown to impair inhibitory control in the 5-CSRTT (Christakou et
al. 2004; Chudasama et al. 2003; Muir et al. 1996) and not in the stop-signal paradigm (Eagle
and Robbins 2003b).

In summary, the present study provides evidence for a differential involvement of the
endocannabinoid system in independent measures of impulsivity, as SR141716A primarily
affected inhibitory control, and neither impulsive choice nor response inhibition, whereas
WINS55,212-2 only slightly affected response inhibition. In this regard, the present data add to
existing clinical and preclinical evidence demonstrating that distinct measures of impulsivity
can be dissociated at a pharmacological and neuroanatomical level (e.g., Chudasama et al.
2003; De Wit et al. 2002; McDonald et al. 2003; Winstanley et al. 2004). Our findings may be
of particular interest with respect to the heterogeneity observed in attention-
deficit/hyperactivity disorder (Sonuga-Barke 2002) and suggest that possible novel
pharmacotherapies targeted at the cannabinoid system may benefit the subtype resulting from

poor inhibitory control, but not the motivational style, or delay aversion, subtype.
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9.- DISCUSION INTEGRADORA: TRATAMIENTO DE LA
ADICCION A COCAINA Y PERSPECTIVAS FUTURAS

as cifras son elocuentes. Se calcula que existen unos 200 millones de consumidores
Lhabituales de drogas en todo el mundo. De estos, 162 millones son consumidores de
cannabis y 13 millones de cocaina (UNODC, 2006). Los espafioles lideran el ranking
europeo en el consumo de cocaina y de cannabis, con cifras de un 2,7% y un 11,3% sobre
la poblacion general (de 15 a 64 afos), respectivamente (OEDT, 2006). La adiccién tanto a
cocaina como a cannabis se presenta de esta manera como uno de los problemas mas
acuciantes de nuestra sociedad actual. Aunque el consumo de cannabis tiende a ralentizarse
en los ultimos afnos (periodo comprendido entre 2005-2006), el cannabis no deja de
constituir la droga ilegal mas consumida en Espafa. Sin embargo, los indicadores de
consumo en el caso de cocaina son alarmantes en Espafia (Caballero Martinez, 2005), ya
que tanto el consumo experimental como el esporadico practicamente se han duplicado
desde 1999, y el consumo en el ultimo mes se ha incrementado de un 0,9% hasta el 1,6%.
Aproximadamente 474.000 personas de entre 15 y 64 anos declaran haber consumido
cocaina en el ultimo mes y, de ellas, 350.000 son adultos jovenes menores de 34 afos
(PNSD, 2006). Mientras los usuarios de cocaina de fin de semana son mas de 100.000, tan
s6lo 25.000 reciben tratamiento anualmente (de la Fuente et al, 2006). El consumo de
cocaina en Espafia supera en cinco veces la media europea y nos sitia a nivel internacional
lideres mundiales seguidos de cerca por Estados Unidos. Especialmente preocupante es
que una vez iniciado el primer consumo de cocaina, se estima que un 5-6% de usuarios
desarrolla dependencia al primer afio de consumo, mientras que apenas un 1% de
consumidores iniciales de cannabis y alcohol desarrolla dependencia (Wagner y Anthony,

2007).

Es importante resaltar que cerca del 90% de aquellos que han usado una droga
ilicita no son adictos (Kandel et al, 1992), lo que significa que aproximadamente tan solo
entre el 10-15% de aquellos que inicialmente consumen cocaina intranasalmente se
convierten en adictos (Gawin, 1991). Esto nos lleva a plantearnos modelos animales ttiles
para el estudio del caracter compulsivo, sin control e independiente de las consecuencias

aversivas derivadas de la adiccion (Herman, 1996) e intentar asi responder a cuestiones
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vitales sobre los mecanismos que llevan del consumo de drogas a la verdadera adiccion, v,
como fin altimo, a su deseada cura (Abbott, 2002). El mayor conocimiento de las bases del
aprendizaje (condicionamientos), de los trastornos de la motivacion (impulsividad) asi
como de las emociones (ansiedad, estrés y depresion) se torna crucial para el desarrollo de

herramientas terapéuticas efectivas contra la adiccion (Cardinal et al, 2002).

La cocaina es una de las drogas de abuso que mas problemas psicosociobiologicos
generan, no solo en términos de su potencial adictivo, sino igualmente al referirnos a dafios
fisicos y cargas sociales (Nutt e al, 2007). El fuerte deseo de volver a experimentar los
efectos placenteros derivados de la experiencia con cocaina, junto con la necesidad de
hacer frente al posterior estado de 4&nimo negativo, puede conducir al consumo cronico y
compulsivo de la droga (Gold y Verebey, 1984). Sin embargo, lo realmente preocupante en
la adiccién a cocaina es el alto indice de recaidas después de abandonar su consumo
durante incluso largos periodos de abstinencia (Dennis et al, 2003). La hace
sustancialmente compleja el hecho de que los adictos a cocaina por la general tienden a

negar su consumo (Gold, 1993).

Hasta la fecha no existe ningun tipo de tratamiento farmacologico aprobado
directamente por la FDA (Food and Drug Administration) para la adiccidon a cocaina
(O’Brien, 2005). La mayoria de terapias se han centrado en contrarrestar los efectos
positivos, reforzantes o euforizantes de las drogas de abuso, aunque otro tipo de terapias,
como las que tienen como diana la recaida, la abstinencia o los aspectos compulsivos de la
adiccion, se muestran mas prometedoras (Vanderschuren y Everitt, 2005). Es indudable
que la comprension de como los estimulos condicionados adquieren control sobre el
comportamiento bajo modelos animales de adiccion, asi como el estudio de sus bases
neurobioldgicas, es de crucial importancia para entender los mecanismos basicos de la
recaida y futuros tratamientos en la adiccion a cocaina (Littleton, 2000). Ademas, el
estudio detallado de la participacion que el sistema endocannabinoide ejerce sobre estos
procesos, mediante modelos animales como la autoadministracion intravenosa, ayudara en
su busqueda y desarrollo (Spealman et al, 1999; Maisto y Connors, 2006). Planteamientos
tanto éticos como psicofarmacoldgicos nos llevan a desarrollar modelos animales de
recaida que se asemejan lo maximo posible a la recaida en humanos (Tiffany y Conklin,

2002). Es importante resaltar que la mayoria de las recaidas en humanos son producto de la
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voluntad del adicto para volver a la autoadministracién de cocaina. Evidentemente, en
modelos animales de recaida, una de sus limitaciones es que no existe un andlogo de una

decision voluntaria para permanecer abstinente antes de la recaida (Marlatt, 2002).

Es més complicado evitar el re-inicio de la adiccion que simplemente el paro en el
uso de cocaina (O’Brien et al, 1998; Shaham y Hope, 2005). Uno de los mayores
problemas en la terapéutica de la adiccion a cocaina, tras largos periodos de abstinencia, es
la recaida producto de la afrenta por estimulos medioambientales asociados con el
consumo anterior de cocaina y de profunda resistencia a la extincion (Weiss et al, 2001).
En este sentido, si las respuestas condicionadas compensatorias aprendidas en virtud de
procesos de condicionamiento Pavloviano actuian mediando los estados emocionales
negativos de la abstinencia y la recaida, el tratamiento (individual) de la adiccidon deberia
centrarse en la extincion de los estimulos condicionados (y consecuentemente, también en
estrés y depresion cuando acttian como tales) asociados a la cocaina y desencadenantes de
este tipo de respuestas (Siegel, 1981; Poulus ef al/, 1981). Este tipo de tratamiento, por
exposicion a estimulos ambientales (cue exposure) sin la presentacion de la droga (Carter y
Tiffany, 1999), se cree que pueda conllevar la extincion de las asociaciones cldsicamente
condicionadas entre los estimulos y los efectos de la cocaina. Sin embargo los resultados
en clinica son relativamente desalentadores (Conklin y Tiffany, 2002, pero: Ehrman et al,
1998). Si bien, parece ser util como valoracion de la efectividad de los diversos
tratamientos en base a su prediccion de la recaida (Drummond, 2000) e identificacion
individualizada de aquellos estimulos que resultan més nocivos para la recaida (Carter y
Tiffany, 1999). Hay que tener presente que los emparejamientos de condicionamiento con
la droga son un nimero mayusculo, y tan solo en la terapéutica se realizan un nimero muy

limitado de ensayos (West, 2006).

El tratamiento por exposicion a estimulos (Franken et al, 1999) deberia tener en
cuenta una serie de factores que pueden ser esenciales en el proceso de extincion y la
dificultad para extinguir los estimulos mas salientes. Entre ellos, podemos destacar el
efecto de recuperacion espontanea, de renovacion y de reinstauracion (Conklin y Tiffany,
2002). Primeramente, la recuperacion espontanea tiene lugar cuando las respuestas
extinguidas re-aparecen al presentar los estimulos condicionados después de las sesiones

del entrenamiento en extincion (Pavlov, 1927). En segundo lugar, el efecto de renovacion
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tiene lugar cuando se empareja un estimulo condicionado con un estimulo incondicionado
(EI) en un contexto (A) y, después de ser extinguido en otro contexto (B), su presentacion
en el contexto A produce una “renovacion” de la respuesta (Bouton, 1994). Aunque la
extincion sea en gran medida dependiente del contexto, se ha demostrado que la extincion
de estimulos condicionados en multiples contextos decrece la especificidad contextual de
la extincidon (Gunther et al, 1998; Chelonis ef al, 1999). En ultimo lugar, la reinstauracion
implica la re-aparicion de la respuesta condicionada tras la presentacion tnica del estimulo
incondicionado entre la finalizacion de la extincion y el consecuente test de retencion, pero
tan solo si tiene lugar en el contexto del test de retencion. El éxito de la terapéutica de la
adiccion dependera en gran medida de la inclusion de las implicaciones de los estudios
experimentales sobre la extincién en animales de laboratorio. Igualmente, la integracion
entre la farmacoterapia y la terapia psicologica sera critica (O’Brien et al, 1998; Kalivas,

2007).

La exposicion a estimulos durante el proceso de extincion deberia estar asociado
con un adecuado auto-control para evitar la recaida (Hodgson, 1993), debido a que los
problemas de impulsividad relacionados con el estado emocional negativo (Gray, 1999;
Tice et al, 2001) durante la abstinencia a cocaina son un factor serio de vulnerabilidad a
una potencial recaida (Tiffany, 1990; Fox et al/, 2007). En base al solapamiento entre la
recaida provocada por estimulos condicionados y estrés (Sinha, 2001; Sinha et al, 2000;
Weiss, 2005), donde el sistema canabinoide podria jugar un papel relevante, los
tratamientos de exposicion a estimulos condicionados suelen combinarse con
medicamentos ansioliticos y antidepresivos, con el fin de evitar la ansiedad (Tobena et al,

1993).

La motivacion de los individuos para autoadministrarse cocaina probablemente
recae en dos formas de reforzamiento. La euforia inicial actuaria como estimulo reforzante
positivo y explicaria el inicio y el mantenimiento del consumo de cocaina. Por el contrario,
el estado disforico y ansiogénico que acompafaria al consumo de cocaina funcionaria
como refuerzo negativo con el fin de mantener su consumo. Estos procesos oponentes
podrian dar respuesta al uso combinado de la cocaina con otras drogas, como en el caso

especifico del cannabis (Ettenberg, 2004).
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Las respuestas condicionadas extinguidas pueden re-aparecer
bajo una serie de circunstancias, como son la recuperacion
espontanea, la renovacion y la reinstauracion (Modificado de

Myers y Davis, 2002; Myers y Davis, 2007).

Al analizar los efectos del uso de cannabis en la adherencia al tratamiento y
abstinencia en pacientes cocaindmanos nos encontramos con resultados interesantes. En
aquellos individuos con dependencia a cocaina, el uso de cannabis fue 2,18 veces mayor
entre pacientes que volvieron al consumo de cocaina tras un periodo hospitalario que
aquellos que no lo hicieron. De manera similar, pacientes adictos a cocaina que no
consiguieron superar un periodo de remision (mayor o igual a 26 semanas) consumieron
cannabis con mayor probabilidad (1,61 veces mdas proclives a recaer) que aquellos
pacientes que se mantuvieron abstinentes. Finalmente, entre pacientes cocaindmanos el uso
de cannabis estuvo incrementado 2,96 veces para aquellos que recayeron después de un
periodo de abstinencia mayor o igual a 26 semanas, en comparacion con aquellos que no

recayeron. Sin embargo, segin otro estudio del mismo grupo de investigacion
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(Aharonovich et al, 2006), aquellos consumidores moderados/intermitentes de cannabis
obtuvieron mejores resultados en la abstinencia a cocaina que el resto de cocaindmanos
diagnosticados con Trastorno por Déficit de Atencion con Hiperactividad (TDAH) y en
tratamiento con metilfenidato. A la semana 14, la tasa de adherencia era del 24% entre los
no consumidores de cannabis, del 57% entre los usuarios moderados/intermitentes de
cannabis y del 39% entre los consumidores abusivos/regulares. Ademas, el uso de cannabis
se asocid con una elevada tasa de abandono del consumo de cocaina. Entre aquellos
individuos en el estudio que dijeron consumir cannabis de manera intermitente durante el
tratamiento, el 39% alcanzaron dos o mas semanas de abstinencia a cocaina comparado

con s6lo el 26% entre los que manifestaron no haberlo consumido.

El uso de cocaina, al menos en algunos casos, podria considerarse una posible auto-
medicacion en pacientes diagnosticados con hiperactividad o trastornos emocionales, como
depresion (Khantzian, 1985). En esta misma linea, estudios con animales de
experimentacion observan una reduccion de impulsividad, determinante en la recaida a
drogas de abuso como la cocaina, tras la administracion de cannabinoides (WIN 55,212-2)
en ratas consideradas como un posible modelo de TDAH (Adriani y Laviola, 2004). En
general, el consumo de cannabinoides podria reducir, al menos en cierto medida, como
sugieren nuestros resultados, el estado afectivo negativo en cocaindmanos durante la
abstinencia, a su vez, posibilitando una mayor facilitacion del auto-control y manejo de los
deseos por el consumo de cocaina desencadenado por estimulos condicionados. Sin
embargo, hay que resefiar que el tratamiento con agonistas cannabinoides en animales de
experimentacion podria incrementar el riesgo de recaida a cocaina (De Vries et al, 2001).
Ademas, la continuada conducta de bisqueda para la obtenciéon y uso de cannabis podria
implicar la exposicion, por extension, a estimulos asociados a cocaina, y de esta manera

incrementar el riesgo de recaida a cocaina (Aharonovich et al, 2005).

Recientemente, el uso de cannabis ha emergido como potencial herramienta
terapéutica en diversas afecciones (Robson, 2005). Con el fin de eliminar o reducir al
maximo sus efectivos psicoactivos, se estd intentando aislar diversos compuestos
cannabinoides. Independientemente de las propiedades ansioliticas (o ansiogénicas)
derivadas del tratamiento con agonistas cannabinoides, sus acciones psicotropicas son una

seria limitacion para su uso en la terapéutica (Valverde, 2005). Histéricamente hay
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ejemplos que nos ponen sobre aviso del error de usar para el tratamiento de una
drogodependencia otra droga; por lo general, se termina sustituyendo una adiccidon por otra
(Rosecan y Nunes, 1987). Uno de los casos destacados lo encontramos en Freud, quien
defendia, al menos inicialmente, el uso de cocaina en el tratamiento de alcoholismo y la
adiccion a morfina (Freud, 1884). Por consiguiente, es el bloqueo del sistema cannabinoide

el que ofrece un futuro mas prometedor.

El primer antagonista del receptor cannabinoide caracterizado farmacologicamente
fue el compuesto SR141716A (Acomplia o rimonabant), de la empresa farmacéutica
francesa Sanofi-Aventis, el cudl ha sido extensamente investigado (Iversen, 2000). Este
compuesto ha sido recientemente aprobado para comercializacion en Europa con el fin de
combatir la obesidad (Xie et a/, 2007) y ain se encuentra bajo investigacién pre-clinica
para el tratamiento del tabaquismo (Tucci et al, 2006). Si el bloqueo de los receptores CB;
no s6lo muestra propiedades supresoras de la recaida inducida por estimulos condicionados
a nicotina (De Vries et al, 2005) sino también extensibles a otras drogas de abuso (De
Vries y Schoffelmeer, 2005), rimonabant se presenta como una alternativa terapéutica
potencial para el tratamiento de la adiccion a cocaina (De Vries et al, 2001). Ya que
medidas de las propiedades motivacionales de la droga son obtenidas a través de
procedimientos de extincion al evaluar la persistencia de la conducta de busqueda de la
droga en ausencia de la disponibilidad de esta (Schuster y Woods, 1968), el hecho de que
rimonabant sea capaz de reducir igualmente la extincion del hédbito adictivo de la cocaina
(datos preliminares de nuestro laboratorio) fortalece la idea del bloqueo del sistema
cannabinoide como clave en adiccion a cocaina (Comunicacion presentada en: [2th
Biennial Meeting of the European Behavioural Pharmacology Society). Un aspecto
esencial que debera tratarse en el futuro es si el compuesto acomplia es capaz de probar su
eficacia también en el modelo de extincidon-recaida después del tratamiento cronico
(Epstein et al, 2006). Por ultimo, otro hecho importante que no deberia olvidarse es que el
antagonista cannabinoide del receptor CB; SR 141716A, es en realidad un agonista inverso

a ciertas dosis (Landsman et al, 1997).
Los cannabinoides estan implicados en el control emocional del comportamiento,

pero con resultados contradictorios en cuanto a la modulacion de la ansiedad, tanto para el

caso de agonistas como de antagonistas del sistema cannabinoide. De manera similar
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ocurre para otros estados emocionales negativos, como la depresion, donde, nuevamente,
es indudable la implicacién del sistema cannabinoide (Vinod y Hungund, 2006). Por
ejemplo, en humanos, los niveles del receptor CB; se muestran elevados en regiones
frontales del cerebro de esquizofrénicos (Zavitsanou et al, 2004) y en victimas suicidas
bajo depresion (Hungund et al, 2004). Sin embargo, estudios en animales nos obligan a ser
cautos, ya que se ha encontrado un incremento de la susceptibilidad para un estado
anhedonico en ratones carentes del receptor CB,, avalado por una mayor sensibilidad a
respuestas depresivas (Martin et al, 2002). Por otro lado, el hecho de que rimonabant
muestre propiedades similares a los antidepresivos (Witkin et al, 2005b), los cuales
promueven auto-inhibicion, reducen el deseo por la droga y disminuyen el consumo de
drogas (Hamon, 2002), hace especialmente atractiva esta sustancia para el tratamiento
terapéutico en la abstinencia a drogas de abuso. Hay que resaltar, sin embargo, que, tanto
ansiedad como depresion, fueron los efectos adversos mas frecuentes afectando la retirada
en el estudio sobre el tratamiento con rimonabant en pacientes con sobrepeso (Van Gaal et

al, 2005).

Las emociones son esenciales en la formacion de asociaciones condicionadas.
Ademas, los estimulos previamente asociados con la cocaina podrian ser especialmente
relevantes para individuos impulsivos, haciendo complicado ignorarlos y promoviendo
respuestas de busqueda de droga ante ellos. Es caracteristica de la adiccion una progresiva
pérdida del control inhibitorio sobre las asociaciones aprendidas o condicionamientos,
llevando consigo un subrayado de los estimulos recordatorios del uso de la droga (McKay
et al, 2006). En este sentido, si la conducta es fruto del resultado neto de dos sistemas
opuestos, uno que activa el comportamiento a través de estructuras limbicas y otro que lo
inhibe por medio de estructuras superiores o corticales (Gray, 1976), los estimulos
condicionados a drogas, que promueven la recaida por medio de conductas de
aproximacion-evitacion, constituyen una prometedora area de estudio para desentrafiar las
bases neurocientificas de la adiccion (Fillmore, 2003), donde la elevada resistencia a la

extincion del habito adictivo conduce a la recaida (Tobena et al, 1993).
Un factor importante a tener en cuenta en la recaida es el sesgo atencional, el cual

se refiere a la tendencia del adicto a centrar su atencidn a estimulos relacionados con la

droga (Ryan, 2002; Ehrman et al, 2002). Mecanismos inhibitorios permiten dirigir los
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recursos atencionales a los estimulos ambientales relevantes y, por el contrario, reducir la
distraccion a estimulos ambientales irrelevantes (Tipper, 1985). El sistema cannabinoide,
tanto en estudios con humanos como realizados mediante modelos animales, se asocia con
determinadas alteraciones de varios procesos cognitivos, como son atencion selectiva y
sostenida, memoria de trabajo y flexibilidad mental, entre otros (Egerton et al/, 2006).
Aunque la administracion de ligandos exdgenos del receptor CB; altera ciertos tipos de
memoria que son dependientes de la integridad del hipocampo (Hill er al, 2006), la
capacidad de memoria operativa podria no relacionarse con impulsividad (Dellu-Hagedorn,
2006). En cuanto a la modulacion de la atencion sostenida por parte del sistema
cannabinoide, nuestros estudios ponen de manifiesto una ligera mejora de la atencion por
parte del antagonista del sistema cannabinoide CB; rimonabant en la tarea de tiempo de
reaccion serial de eleccidon cinco, aunque no se observan cambios significativos en

atencion tras administracion aguda del agonista cannabinoide WIN 55,212-2.

De manera similar a como Jentsch y Taylor (1999) han ligado impulsividad a los
efectos de los estimulos condicionados a cocaina durante la recaida, Shaham et al (2000)
hipotetizan que el estrés podria alterar los procesos de control inhibitorio sobre las
respuestas pre-potentes al incrementar la resistencia a la extincion de la conducta de
busqueda de cocaina y, a su vez, provocar la recaida. En nuestros estudios, el tratamiento
con la dosis mas baja del agonista cannabinoide WIN 55,212-2 mostr6 los niveles mas
altos de ansiedad en ratas cocaindbmanas a la vez que mayor resistencia a la extincion y
recaida a estimulos condicionados. Por otro lado, en la tarea de la sefial de stop estd misma
dosis (aunque agudamente) incremento la impulsividad motora. Evidentemente, futuros

estudios son necesarios para avanzar en nuestro conocimiento a este respecto.

Debido a la elevada impulsividad mostrada en los consumidores de cocaina, la
intervencidn terapéutica sobre sujetos adictos a cocaina deberia tener especialmente en
cuenta el tratamiento de la impulsividad (Forcada Chapa, 2006). De hecho, impulsividad es
considerado por cocaindbmanos como un factor critico en la recaida, un 41% lo cita como la
primera causa de recaida, mientras que craving tan solo es citado un 7% (Miller y Gold,
1994). El término impulsividad es considerado un constructo multidimensional constando
de diferentes dimensiones o factores (Dawe y Loxton, 2004), como ha puesto de

manifiesto la disociacién psicofarmacoldgica con la administracion de diversos
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compuestos cannabinoides y el estudio de sus efectos en diversas pruebas de impulsividad.
Destaca especialmente la implicacion del sistema cannabinoide en la impulsividad de tipo
motor. Importantes implicaciones en el contexto del tratamiento de la obesidad son
derivadas de la disminucion de la impulsividad ejercida por parte del tratamiento con
rimonabant (Nederkoorn et al, 2006; Nederkoorn et al, 2007). En relacion con la adiccion
a cocaina, resultados preliminares de nuestro laboratorio indican que el antagonista
cannabinoide SR 141716 es capaz de reducir el comportamiento impulsivo inducido por
cocaina en la tarea denominada differential reinforcement of low rates of responding, la
cual mide “accion impulsiva” (o desinhibicion comportamental) por “respuestas diferidas”.
Estos datos sugieren que el bloqueo del sistema cannabinoide podria ser una herramienta
terapéutica prometedora en la reducciéon de la desinhibicion comportamental y el
tratamiento de la adiccion a cocaina (Comunicacion presentada en: 37th annual meeting of

the Society for Neuroscience).
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V.- CONCLUSIONS

If we are to advance not only our knowledge and understanding of the various
psychobiological components that underlie the transition from drug intake to addiction,
but also the development of new pharmacologicalogical agents for the treatment of cocaine
addiction, it does turn out to be vital to use animal models that are relevant to the study of
cocaine-related behaviors such as compulsion to seek, lack of self-control, and drug-taking

regardless of its aversive consequences.

This doctoral thesis has covered a wide range of previously validated behavioral
tests for studying the fundamental aspects of addiction. Due to ethical and
psychopharmacological issues, animal models (i.e. extinction and conditioned
reinstatement tests) have been used to develop relapse approximate to that in human
addicts. On the other hand, it is becoming increasingly clear that the concept of impulsivity
is multifaceted and covers various distinct and independent measures in several operant
paradigms such as (1) the five-choice serial reaction time task to measure inhibitory
control; (2) the delayed reward paradigm to measure impulsive choice, and (3) the stop-
signal paradigm to measure response inhibition. Finally, the consideration of the evaluation
of negative emotional states (e.g. elevated plus maze) is necessary to have an integrated

and well-developed perspective on the study of cocaine addiction.

The results showed that subchronic treatment with the cannabinoid agonist WIN
55,212-2, alters in a biphasic and dose-sensitive fashion, cocaine-seeking behavior in
extinction and cue-induced reinstatement tests in association with modulation of anxiety-
like behavior. The direction of changes in cocaine-seeking, inversely linked to the direction
of changes in anxiety-like behavior as measured on the elevated plus maze, suggests an
important role of the endocannabinoid system in the vulnerability to relapse. The
anxiolytic effect of subchronic treatment with the highest dose of WIN 55,212-2, only
shown in the group with a history of cocaine self-administration, is suggestive of a specific
link between the consequences of chronic cocaine exposure and endocannabinoid function
in the modulation of susceptibility to anxiety. By contrast, the high resistance to extinction
and enhanced reinstatement produced by subchronic treatment with the lowest dose of
WIN 55,212-2 suggest that cannabinoid antagonists may prove to offer treatment promise

for craving and relapse prevention.
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In the five-choice serial reaction time task (5-CSRTT), the CB; cannabinoid
antagonist SR 141716A dose-dependently improved inhibitory control by decreasing the
number of premature responses. Furthermore, SR 141716A slightly improved attentional
function and increased correct reponse latency, but did not affect other parameters. The
CB; receptor agonist WIN 55,212-2 did not change inhibitory control in the 5-CSRTT and
only increased response latencies and errors of omissions. Co-administration of WIN
55,212-2 prevented the effects of SR 141716A on inhibitory control in the 5-CSRTT.
Impulsive choice and response inhibition were not affected by SR 141716A at any dose,
whereas WIN 55,212-2 slightly impaired response inhibition but did not change impulsive

choice.

Cocaine dependence continues to be a serious public health problem worldwide. It
is characterized by the compulsive and persistent use and seeking of cocaine, which is
often followed by a high relapse rate even after long periods of abstinence. Unfortunately,
and in spite of the intense research efforts in basic and clinical science, there are no proven
pharmacotherapies for this complex neuropsychiatric disorder at present. Our findings
suggest an important role of the cannabinoid system in neuro-cognitive processes
underlying cocaine-seeking behavior and impulsive-like behavior, and that its blocking
may be a potential therapeutic tool for treating human cocaine abuse. However more

studies are needed to further elucidate which neuromechanisms are involved.
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V.- CONCLUSIONES

El uso de modelos animales pertinentes al estudio de la adiccion a cocaina en base a su
caracter compulsivo, descontrolado e independiente de las consecuencias aversivas,
se torna esencial no solo para dar respuesta a cuestiones vitales sobre los mecanismos
psicobiologicos que llevan del mero consumo de drogas a la adiccion en toda su extension,

sino también para el desarrollo de una farmacologia eficaz en su tratamiento.

Para la realizacion de esta tesis doctoral se ha utilizado un rango de pruebas
comportamentales previamente validadas que abarca sustancialmente los aspectos basicos
de la adiccion. Planteamientos tanto éticos como psicofarmacologicos nos llevan a
desarrollar modelos animales de recaida (i.e. tests de extinciéon y recaida a estimulos
condicionados) que se asemejen en un grado maximo a la recaida en adictos humanos,
donde los estimulos condicionados previamente a la autoadministracion de la droga cobran
especial relevancia. Por otro lado, debido a que actualmente el concepto de impulsividad,
central al estudio de la drogadiccion, cubre medidas distintas e independientes, su estudio
puede ser desgranado en varios paradigmas operantes tales como (1) la tarea de tiempo de
reaccion serial de eleccion cinco, cuyo fin es la medida de control inhibitorio; (2) la tarea
de eleccion impulsiva, con el fin de estudiar la impulsividad cognitiva, y (3) la tarea de
sefal de stop, para la medicion de inhibicion comportamental. Finalmente, la inclusion de
la evaluacion de los estados de tinte emocional negativo (e.g. laberinto elevado en cruz) es

necesaria dentro de un marco tedrico amplio e integrador de la adiccion.

Los resultados muestran que el tratamiento subcronico con el agonista cannabinoide
WIN 55,212-2 es capaz de alterar, de manera bifasica y dosis dependiente, el
comportamiento de busqueda de cocaina en tests de extincion y recaida a estimulos
condicionados, al modular los niveles de ansiedad. La direcciéon de los cambios en la
conducta de busqueda de cocaina, los cuales estan inversamente relacionados a aquellos en
los niveles de ansiedad observados en la prueba de laberinto elevado en cruz, indica que el
sistema endocannabinoide ejerce un papel importante en la vulnerabilidad a la recaida. El
efecto ansiolitico en el tratamiento subcronico con la dosis mas alta de WIN 55,212-2,
solamente hallado en el grupo con historia de autoadministracion de cocaina, sugiere una
relacion estrecha entre las consecuencias de la administracién crénica de cocaina y la
funcion del sistema cannabinoide en la modulacion de la susceptibilidad a la ansiedad. Por

el contrario, el uso de antagonistas cannabinoides pudiera ser un tratamiento prometedor en
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la prevencion de recaidas debido al hecho de que el tratamiento con la dosis mas baja de

WIN 55,212-2 mostrd una alta resistencia a la extincion e incremento en la recaida.

En la tarea de tiempo de reaccion serial de eleccion cinco, el antagonista
cannabinoide CB;, SR 141716A, mejord, de manera dosis dependiente, el control
inhibitorio al disminuir el nimero de respuestas prematuras. Ademas, SR 141716A mejord
ligeramente la funcion atencional e increment6 la latencia de las respuestas correctas, sin
modificar otros parametros. El agonista del receptor CB;, WIN 55,-212-2 no modifico el
control inhibitorio en la tarea de tiempo de reaccion serial de eleccidon cinco y tan sélo
incremento las latencias de respuesta y los errores de omision. La administracion conjunta
con WIN 55,212-2 revirtio los efectos de SR 141716A en control inhibitorio en la tarea de
tiempo de reaccion serial de eleccion cinco. SR 141716A no alter6é ningin parametro en las

tareas de impulsividad cognitiva e inhibicion comportamental.

La dependencia a cocaina continua siendo un serio problema de salud a nivel
mundial caracterizado por el uso persistente y compulsivo y la conducta de busqueda de
cocaina, la cual estd asociada con una elevada tasa de recaida incluso después de largos
periodos de abstinencia. Desafortunadamente, a pesar de los intensos esfuerzos realizados
en investigacion pre-clinica y clinica, no existe actualmente un tratamiento eficaz para este
complejo trastorno neuropsiquidtrico. Los hallazgos presentados aqui sugieren que el
sistema cannabinoide ejerce una influencia importante sobre la conducta de busqueda de
cocaina y comportamientos impulsivos, y que su bloqueo podria ser una herramienta
terapéutica prometedora en el tratamiento de la adiccion a cocaina, si bien, seran

necesarios mas estudios para tener un nivel de conocimiento més profundo y preciso.
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1.- TECNICA DE AUTOADMINISTRACION INTRAVENOSA DE
COCAINA

Una vez ensamblado el catéter de autoadministracion intravenosa se procede a la
cateterizaciéon o implantacion quirurgica del mismo en el animal (Caine et al,
1993). La cirugia tiene como objeto la implantacion de un catéter de tubo silastic bajo
anestesia en el interior de la vena yugular derecha externa avanzando su extremo
terminal hasta el atrium derecho del corazon. El otro extremo del catéter, fijado a una

canula de acero, se situa subcutaneamente en la region media escapular del animal.
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La técnica de autoadministracion intraveosa fue desarrollada por primera vez por
Jim Weeks (1962), el cual utilizd6 un mecanismo giratorio y una correa para permitir la
inyeccion intravenosa de drogas en ratas sin casi ningin tipo de restriccion.
Posteriormente, se han realizado otras modificaciones (Pickens y Thompson, 1975;

Smith y Davis, 1975; Weeks, 1972) y se ha aplicado a diferentes especies de animales.

Los experimentos de autoadministracion intravenosa de cocaina son, en su mayoria,

realizados en cajas de autoadministracion operante o de Skinner

La mayoria de drogas que son adictivas en humanos son autoadministradas por
animales de laboratorio, y aquellas drogas que no son autoadministradas por animales
de laboratorio son, por lo general, no adictivas en el caso de los humanos (Deneau et al,

1969; Griftiths y Balster, 1979; Weeks y Collins, 1987; Yokel, 1987).

La autoadministracion intravenosa de drogas aporta un modelo animal del
comportamiento adictivo humano, a la vez que nos permite un acercamiento
experimental al estudio de las propiedades reforzantes de las drogas de abuso. Tras

varias décadas, la autoadministracion de drogas de abuso por animales ha demostrado
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ser un modelo 1til del comportamiento adictivo (Goudie, 1991). Es de resefiar que esta
técnica es el método mdas directo para determinar el reforzamiento de drogas.
Consecuentemente, se hace posible asi el estudio de las bases bioldgicas del abuso a
drogas y el desarrollo de nuevos tratamientos para la adiccidon. Asimismo, otra
aplicacion esencial sirve para determinar si los nuevos farmacos psicoactivos

desarrollan dependencia y constituyen de esta manera un peligro real para los pacientes.

Esta técnica ha resultado no sélo en un enorme corpus de conocimiento sobre la
la toma de drogas (drug-taking behavior) sino también sobre la conducta de busqueda
de drogas (drug-seeking behavior). Estos tltimos modelos de busqueda de droga han
aportado mayor riqueza en la compresion de los mecanismos comportamentales y
neurobioldgicos que subyacen a la adiccion y a sus factores de vulnerabilidad. Con
animales de laboratorio el modelo de recaida (a estimulos condicionados) nos permite
diferenciar y estudiar las diferentes fases en el proceso de adiccion. Primero, la
iniciacién y mantenimiento del consumo de drogas, en las que se produce el aprendizaje
asociativo entre la droga y los estimulos emparejados a la misma (por lo general, una
luz y/o tono). A continuacién, un proceso de extincion, en la que la conducta operante
de presionar la palanca es extinguida al dejar de ser recompensada (y no presentarse los
estimulos condicionados). Finalmente, ante la presentacion unica de los estimulos

condicionados se observa un incremento de la conducta operante de la busqueda de la

droga, tal como ocurre en humanos adictos.
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Modelo de recaida a estimulos condicionados (Modificado de De

Vries y Schoffelmeer, 2005)
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2.- LABERINTO ELEVADO EN CRUZ

| : ste test es considerado uno de los modelos més clasicos y ampliamente utilizados
para el estudio de la ansiedad en roedores (Hogg, 1996). Esta basado en su
tendencia aversiva, por naturaleza, hacia los lugares altos y con espacios abiertos (Treit

et al, 1993), la cual es reducida tras la administracion de drogas ansioliticas (Dawson y

Tricklebank, 1995).
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3.- TECNICAS PARA EL ESTUDIO DE LA IMPULSIVIDAD

s
0

Wy

CINCO AGUJEROS CON UNA
LUZY UN DETECTOR INFRARROJIO

RECOMPENSA

Todas las tareas para el estudio de la impulsividad fueron realizadas en la caja

operante con cinco aperturas.
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3.1.- TIEMPO DE REACCION SERIAL DE ELECCION CINCO

Tarea disefiada especialmente para el estudio de la atencidon selectiva, aunque no
exclusivamente (Carli ef al, 1983). Las ratas tienen que detectar y responder, bajo
un cierto limite de tiempo, a la breve iluminacién de luces presentes en cada uno de los
cinco agujeros. Las respuestas prematuras, es decir, las respuestas que tienen lugar
durante los intervalos entre ensayos y que ocurren anteriormente a la presentacion de la
informacion de los estimulos necesaria para iniciar una respuesta, son consideradas un

indice de impulsividad (Cole y Robbins, 1994; Cole y Robbins, 1989).

PARAMETROS MEDIDOS POR 5-CSRT

Numero de ensayos completados
Proporcion de respuestas
correctas e incorrectas
Errores de omision: fallos en la respuesta
ante los estimulos visuales
(Atencidn)

Respuestas prematuras: respuestas
durante el intervalo entre ensayos
(Impulsividad)

Latencia de respuesta
Latencia para recoger los pellets
conseguidos
(Motivacioén, actividad locomotora y percepcion
visual)

Respuestas perseverativas: Respuestas
repetidas en las aperturas
(Perserveracion)
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3.2.- ELECCION IMPULSIVA

La tarea de demora de la recompensa evalua una forma de impulsividad cognitiva
caracterizada por una preferencia por recompensas inmediatas, pero pequeias,
sobre recompensas demoradas, aunque mayores en valor (Rachlin y Green, 1972;
Ainslie 1974; Logue, 1988). De esta manera, la eleccion impulsiva puede verse afectada
tanto por una alteracion en la magnitud de la recompensa, el retraso temporal o ambos
(Ho et al, 1998). Una vez entrenadas las ratas, inicialmente tienden a elegir la apertura
asociada a la recompensa mayor, pero a medida que avanza la demora, cambian su
eleccion hacia la apertura asociada a la recompensa menor. Esto permite, para cada
sesion, relacionar la preferencia subjetiva sobre el tipo de recompensa dependiendo de
la demora (Evenden y Ryan, 1996), cuya funcion matematica es hiperbolica (Ainslie,
1975). Asi, aquellos individuos que consigan tolerar la demora de la gratificacion
mostraran mayor auto-control mientras los que se decanten por las recompensas

menores seran mas impulsivos.

AUTOCONTROL

O=e=—ErrmRE 00 s

IMPUSIVIDAD

0 DEMORA
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3.3.- SENAL DE STOP

En esta tarea, las ratas son entrenadas a responder rdpida y correctamente, primero
en una apertura, y a continuacion, en una de dos aperturas adyacentes; si bien,
también pueden utilizarse palancas (Eagle y Robbins, 2003ab). El tiempo promedio
para realizar esta respuesta es cuantificado y recibe el nombre de tiempo de reaccion
(TR) go. En el 25% de los ensayos de una sesion, una seial de stop (i.e. un tono) es
presentada una vez que la rata haya respondido a la primera apertura, pero antes de
hacerlo a la segunda. Si el animal inhibe su respuesta, recibira una recompensa. En caso
de que sea incapaz de inhibir esta respuesta pre-potente se le castiga sin recompensa y

un periodo de tiempo (10 s) de espera para el siguiente ensayo.

Con el fin de evaluar la habilidad del sujeto para inhibir su respuesta se utiliza el
tiempo de reaccion a la senal stop, el cual es una estimacion del tiempo requerido para
la inhibicion de la respuesta go. Como esta medida es indirecta, se utiliza el modelo
“horse-race” para calcularlo; en base a la medida del tiempo de reaccion go (Logan y

Cowan, 1984).
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