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Resumen

La metanfetamina (MET) es una forma estructural y funcionalmente similar a la
anfetamina (ANF). Sin embargo, la MET difiere de la ANF en que a dosis compara-
bles, entran al cerebro niveles mas altos de MET, haciéndola un psicoestimulante
mas potente que la ANF. A pesar de esto, se ha reportado que tanto la MET como
la ANF producen efectos conductuales similares. Los procedimientos de discri-
minacion de drogas son herramientas conductuales que se utilizan para evaluar
si dos drogas producen efectos conductuales similares o diferentes. Este estudio,
evalud la capacidad de varias dosis de ANF para substituir dosis equivalentes de
MET en ratas entrenadas a discriminar MET de salina utilizando la aversion con-
dicionada al sabor como procedimiento de discriminacion de drogas. Después de
que las ratas aprendieron la discriminacion MET-salina, se evaluaron en pruebas
de substitucién varias dosis de MET y ANF. Los resultados mostraron que las dife-
rentes dosis de MET que se evaluaron produjeron una substitucién dependiente
de la dosis. Sin embargo, las diferentes dosis de ANF produjeron una substitucién
parcial dependiente de la dosis, utilizando dosis equivalentes de MET. Estos resul-
tados sugieren que la MET produce efectos conductuales mas altos que la ANF en
un procedimiento de discriminacién de drogas.

Palabras clave: Metanfetamina, anfetamina, discriminacién de drogas, ratas.
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Abstract

Methamphetamine (METH) is a form of amphetamine (AMPH) that is structurally
and functionally similar. However METH differs from AMPH in that, at compara-
ble doses, much higher levels of METH get into the brain, making it a more potent
psychostimulant than AMPH. Despite of this, it has been reported that both METH
and AMPH produce similar behavioral effects. Drug discrimination procedures are
behavioral tools used to assess if two drugs produce similar or different behavioral
effects. In the present study we evaluated the ability of various doses of AMPH
to substitute for equivalent doses of METH in rats trained to discriminate METH
from saline using a conditioned taste aversion as the drug discriminating proce-
dure. After rats learned the discrimination METH-saline, various doses of METH
or AMPH were evaluated on substitution tests. The results showed that different
doses of METH produced a dose-dependent substitution. However, different doses
of AMPH produced a partial dose-dependent substitution using equivalent doses
of METH. These results suggest that METH produces higher behavioral effects than
AMPH on a drug discrimination procedure.

Key words: Methamphetamine, amphetamine, drug discrimination, rats.

Las drogas tipo anfetamina (ANF) son parte de una clase de drogas llamadas psico-
estimulantes, las cuales pueden alterar profundamente las funciones corporales y
cerebrales. Estas drogas producen sentimientos de euforia, aumento del estado de
alerta, excitacion y disminucién del apetito (Murray, 1998). El uso crénico de estas
drogas, principalmente de la metanfetamina (MET), un derivado N-metilado de
la ANF, ha alcanzado proporciones epidémicas en diferentes ciudades del mun-
do (Meredith, Jaffe, Ang-Lee, & Saxon, 2005), incluyendo México (Garcia-Aurre-
coechea, Mejia-Cobarrubias, Diaz-Negrete, & Balanzario-Lorenzana, 1999). Sin
embargo, hasta el momento adn no hay un tratamiento efectivo para prevenir o
tratar la adiccion a la MET. Se necesita mas investigacion sobre los mecanismos
neurobioldgicos de la adiccion a la MET antes de sugerir un programa preventivo
o de tratamiento farmacoldgico efectivo. No obstante, también se puede utilizar
una estrategia complementaria comparando los efectos conductuales de la MET
con un psicoestimulante prototipo que tenga una estructura y funcion similar, tal
como la ANF.

La ANF y la MET son drogas psicoestimulantes que comparten una estructura
quimica muy similar y tienen propiedades farmacocinéticas similares (Melega,
Williams, Schmitz, & DiStefeano, 1995). También comparten el mecanismo neu-
robiolégico que produce un aumento en la concentracién de dopamina (DA) en
el nicleo accumbens (Rothman & Baumann, 2003). Ambas drogas acttan sobre
el transportador de las vesiculas presinapticas para promover un aumento en la
concentracion citosélica de la DA, y al mismo tiempo invierten la funcién del
trasportador de la recaptura de la DA (DAT por sus siglas en inglés) facilitando su
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flujo al espacio intersindptico (Rothman & Baumann, 2003).

A pesar de estas similitudes, se ha reportado que hay algunas diferencias entre
la MET y la ANF. Es aceptado cominmente que la MET es mas adictiva que la ANF
y ha sido considerada como una forma potente y altamente adictiva de la ANF por
NIDA (Nacional Institute of drug Abuse Research Report, 2006). También se ha
reportado que la MET tiene una vida media mayor que otros psicoestimulantes,
y como consecuencia, produce efectos conductuales de mayor duracion, de 8-13
horas para MET, 2-4 horas para ANF y 1-3 horas para cocaina. Adicionalmente, la
MET tiene una alta solubilidad en lipidos, permitiendo una transferencia mas rapi-
da de la droga a través de la barrera hematoencefalica (Barr, Panenka, MacEwan,
Thornton, Lang, Honer, & Lecompte, 2006). A pesar de esto, se ha reportado que
monos de la India se autoadministran la MET y la ANF a tasas comparables (Bals-
ter & Schuster, 1973) y ambos psicoestimulantes producen conductas estereoti-
padas similares (Kuczenski, Segal, Cho, & Melega, 1995). Un modelo conductual
que podria aclarar si la MET produce efectos conductuales mas fuertes que la ANF
es el procedimiento de discriminacion de drogas (Miranda & Velazquez, 1998).
En este modelo, los animales se entrenan a discriminar la droga A de salina y en
pruebas de substitucién o generalizacion se substituye la dosis de entrenamiento
de la droga A por diferentes dosis de la droga B o de prueba. Asi, los resultados de
las pruebas de substitucién podrian proporcionar informacién adicional acerca de
si la MET es mas potente que la ANF.

En el presente estudio se evalué si los animales entrenados a discriminar 1.0
mg/kg de MET de salina producen una substitucién igual o menor con una dosis
equivalente de ANF. Adicionalmente, también se evalué si animales entrenados
a discriminar 1.0 mg/kg de ANF producen una substitucion similar con una dosis
equivalente de MET.

Método

Sujetos

Se utilizaron 20 ratas machos de la cepa Wistar de aproximadamente 120 dias
de edad al inicio de la investigacion, cuyo peso promedio fue de 200 a 250 g,
provenientes del Bioterio General de la FES-Iztacala. Las ratas se alojaron indivi-
dualmente en cajas-hogar de acero inoxidable y bajo un ciclo luz-oscuridad (luz:
8:00 am-8:00 pm) y a una temperatura ambiente de 23 (+1) grados centigrados.
La comida siempre estuvo disponible.

Procedimiento

Las ratas fueron privadas de agua y entrenadas a tomar agua por 20 min al dia du-
rante 7 dias consecutivos. Posteriormente fueron divididas en dos grupos (n=10),
el grupo MET (gMET) y el grupo ANF (gANF) y entrenadas por 2 dias a tomar una
solucién de sacarina durante 10 min al dia.
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Entrenamiento de discriminacion de drogas

Las ratas fueron entrenadas a discriminar MET (gMET) o ANF (gANF) de salina con
el procedimiento del condicionamiento de aversion a los sabores (CAS). El proce-
dimiento para adquirir la discriminacién consté de dos tipos de ensayos:

Ensayos droga.
A las ratas del grupo gMET se les administr6 1.0 mg/kg de MET y a las ratas del
grupo gANF se les administré 1.0 mg/kg de ANF y 30 minutos después se les per-
miti6 el acceso a la sacarina durante 10 minutos. Después de finalizar este perio-
do, se les administré a ambos grupos 2.0 ml/kg de 0.17 M de LiCl.

Ensayos salina.

A las ratas de ambos grupos se les administrd salina y 30 minutos después se les
permitié el acceso a la sacarina durante 10 minutos. Después de finalizar este
periodo, se les administré 1.0 ml/kg de salina.

Entre los ensayos droga y los ensayos salina hubo dos dias de descanso, donde
se les permiti6 el acceso al agua simple durante 30 minutos en las cajas-hogar. El
ciclo ensayo droga-ensayo salina se repitié 9 ocasiones en un orden aleatorio, con
la restriccién de que no tuvieran lugar mas de dos ensayos droga consecutivos.

Pruebas de substitucion.

Los ensayos en estas pruebas se hicieron sobre un ciclo de 4 dias. En el dia 1, las
ratas se sometieron a un procedimiento similar al que se sometieron en el ensayo
droga. En el dia 2, a los sujetos se les permitié consumir agua simple durante 30
minutos en sus cajas-hogar. El dia 3 fue idéntico a los ensayos salina. El dia 4 fue
de prueba, la cual consistié en administrar una dosis de la droga de prueba a am-
bos grupos (diferentes dosis de MET o diferentes dosis de ANF). El procedimiento
fue similar al utilizado en el dia 1 con excepcién de que se utiliz6 una prueba de
dos botellas y no se administré el LiCl. Esta prueba consistié en permitirles el ac-
ceso durante 10 minutos a dos botellas, una con agua simple y otra con sacarina.
Cada dosis evaluada se administr6 30 min antes del acceso a las dos botellas.

Drogas

Las drogas que se utilizaron en esta investigacion fueron sulfato de d-anfetamina
y clorhidrato de metanfetamina (Sigma, St. Louis, MO, USA). Todas las dosis de
las drogas se calcularon de acuerdo al peso de la sal y se administraron intrape-
ritonealmente en un volumen de 1.0 ml/kg excepto el LiCl que se administré a
una dosis de 2.0 ml/kg de 0.17 M. La solucién con sabor fue sacarina (Elly Lilly,
Meéxico) al 0.15% (p/v) en agua destilada. La MET y la ANF se administraron 30
min antes de iniciar las sesiones experimentales.
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Analisis estadistico

Se registr6 el consumo de sacarina en los ensayos droga y los ensayos salina y se
analizé con un ANOVA factorial de dos factores, con los tipos de ensayos (ensayo
droga-ensayo salina) como primer factor y el nimero de ensayo (se analizaron los
Gltimos tres ensayos de cada condicién) como segundo factor. Se registré también
el consumo de liquidos en las pruebas de substitucion. A partir de estos datos se
calculé un indice de aversion a la sacarina el cual se obtuvo con la formula A/
A+B; donde A fue el consumo de sacarina y B fue el consumo de agua. Con este
indice, un valor de 1.0 indic6 preferencia por la sacarina y un valor de 0.0 una
aversion por la sacarina. Estos datos se analizaron usando un ANOVA de una via;
cuando los ANOVAs fueron significativos, se llevé a cabo un andlisis de compara-
ciones posteriores con la prueba Newman Keuls. En todas las pruebas, el nivel de
rechazo del error tipo | fue de 0.05.

Resultados

Adquisicién de la discriminacién droga-salina

Las ratas de ambos grupos aprendieron la discriminacién entre el psicoestimulan-
te y salina (Figura 1). En el grupo gMET, la comparacion del consumo de sacarina
entre la linea base, el primer ensayo droga y el primer ensayo salina mostré que no
hubo diferencias significativas (F[2,27]1=0.942, p=0.402). Sin embargo, cuando la
administracion de MET fue seguida por los apareamientos sacarina-LiCl, se obser-
vo una reduccion en el consumo de la solucion de sacarina. Un ANOVA factorial
de dos vias revel6 diferencias significativas en el consumo de sacarina entre los
Gltimos 3 ensayos droga y los Gltimos 3 ensayos salina (condicion tipo de ensayo;
F[1,54]=112.422, p=0.00001). Los efectos del nimero de ensayo (F[2,54]=0.258,
p=0.774) y la interaccion tipo de ensayo y nimero de ensayo (F[2,54]=0.573,
p=0.567) no fueron significativos. Resultados similares se obtuvieron en el grupo
gANF. La comparacién del consumo de sacarina durante la linea base, el pri-
mer ensayo droga y el primer ensayo salina no mostré diferencias significativas
(F[2,271=0.462, p=0.635). El consumo de sacarina durante los Gltimos 3 ensayos
droga fue diferente del consumo de sacarina durante los Gltimos 3 ensayos salina
(F[1,54]1=77.743, p=0.0001) y los efectos del nimero de ensayo (F[2,54]1=0.747,
p=0.479) y la interaccion tipo y ndmero de ensayo (F[2,5410.253, p=0.778) no
mostraron diferencias significativas.

Pruebas de substitucion

La Figura 2 muestra los resultados de las pruebas de substitucion con MET y ANF
en los grupos gMET y gANF. En el caso del grupo gMET la administracién de dife-
rentes dosis de MET evaluadas en la prueba de dos botellas produjo una substitu-
cién dependiente de la dosis de MET (grafico A). La evaluacién de la dosis de 1.0
mg/kg de MET replicé el control discriminativo de la dosis de entrenamiento de
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la MET. Un ANOVA de una via revel6 diferencias significativas (F[4,451=10.381,
p=0.0001) y las comparaciones posteriores con la prueba Newman Keuls reve-
laron que los tratamientos con salina, 0.1 y 0.3 mg/kg de MET fueron signifi-
cativamente diferentes de la dosis de entrenamiento de MET. La administracion
de diferentes dosis de ANF en animales entrenados a discriminar MET de salina
también produjo una substitucion dependiente de la dosis de ANF (grafico B). Sin
embargo, fue necesario aumentar la dosis de la ANF (1.3 mg/kg) para observar un
control similar al que produjo la dosis de entrenamiento de la MET. Un ANOVA de
una via revel6 diferencias significativas (F[5,54]1=9.128, p=0.0001) y las compara-
ciones posteriores revelaron que las condiciones de salina, 0.1, 0.3 y 1.0 mg/kg de
ANF fueron significativamente diferentes de la dosis de entrenamiento de MET.

oMET —@— MET-SAC-Li 9ANF —@— ANF-SAC-Li
o) —O— SAL-SAC-SAL
20 —O— SAL-SAC-SAL -
E
£ 1" 1
©
Q
©
%)
o
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<
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[3)
| |
s—F—T—T——T T T T T i i e e e e e M R
B 1 2 38 4 5 6 7 8 9 B 1 2 38 4 5 6 7 8 9

Ensayos

Figura 1. Adquisicién de la discriminacion MET-salina (en gMET) y ANF-salina (en
gANF) con el procedimiento del CAS. Los puntos representan la media + SEM de 10
ratas por grupo. Los asteriscos indican diferencias significativas entre el consumo de
sacarina durante los ensayos droga y los ensayos salina (prueba de Newman-Keuls,
p<0.05). LB: linea base del consumo de sacarina, SAL: salina, SAC: sacarina.

En el caso del grupo gANF la administracion de diferentes dosis de ANF tam-
bién produjo una substitucién dependiente de la dosis de ANF (grafico C). Un
ANOVA de una via revel6 diferencias significativas (F[4,45]=10.204, p=0.0001) y
las comparaciones posteriores mostraron que las condiciones de salina, 0.1 y 0.3
mg/kg de ANF fueron significativamente diferentes de la dosis de entrenamiento
de la ANF. Sin embargo, una dosis relativamente menor de MET (0.6 mg/kg) pro-
dujo un control discriminativo similar al producido por la dosis de entrenamien-
to de ANF (gréfico D). Un ANOVA de una via mostré diferencias significativas
(F[5.54]1=14.453, p=0.0001) y las comparaciones posteriores revelaron que las
condiciones de salina, 0.1 y 0.3 mg/kg de MET fueron significativamente diferen-
tes de la dosis de entrenamiento de ANF.
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Figura 2. Preferencia por la sacarina (indice de discriminacién) durante las pruebas
de substitucion con MET y ANF en los grupos gMET (A 'y B) y gANF (B y C) respecti-
vamente. Los puntos representan la media + SEM de 10 ratas por grupo. Los puntos
no conectados en cada grafico muestran los datos de la dosis de entrenamiento
de la MET y de la ANF y de salina (SAL), los cuales se derivaron antes de la deter-
minacién de la curva dosis-respuesta de cada compuesto. Los asteriscos indican
diferencias significativas (prueba Newman-Keuls, p<0.05) entre la preferencia por
la sacarina obtenida después de la dosis de entrenamiento con MET o ANF y la ob-
tenida después de las diferentes dosis de MET o ANF.
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El consumo total de liquidos durante las pruebas de substitucion (datos no
mostrados) no fue alterado en el grupo gMET durante la administracién de MET
(F[4,451=0.624, p=0.648) y ANF (F[5,54]=1.51, p=0.345). Tampoco se alter6 el
consumo total en el grupo gANF durante la administracion de ANF (F[4,451=0.456,
p=0.768) y MET (F[5,54]=0.557, p=0.732).

Discusién

El propésito del presente estudio fue examinar si la MET es relativamente mas po-
tente que la ANF. Se encontré que la administracion de MET o ANF puede inducir
un control discriminativo sobre el consumo de sacarina en un procedimiento de
discriminacién de drogas utilizando el CAS. Este control fue evidente en dos si-
tuaciones. La primera de ellas, fue durante el aprendizaje de discriminacién MET-
salina (grupo gMET) o ANF-salina (grupo gANF). Cuando la administracion de la
droga de entrenamiento precedio los apareamientos sacarina-LiCl, las ratas dismi-
nuyeron el consumo de sacarina. Sin embargo, el consumo de sacarina aument6
o se mantuvo al nivel basal, cuando la administracion de salina precedi6 los apa-
reamientos sacarina-salina. La segunda situacion que muestra el control discrimi-
nativo de la droga de entrenamiento fue durante las pruebas de substitucién con
diferentes dosis de MET (en grupo gMET) o ANF (en grupo gANF), donde las ratas
mostraron un control discriminativo sobre el consumo de sacarina. Este control
fue una funcién directa de las dosis de prueba de MET o ANF (Figura 2). A mayor
similitud entre la dosis de prueba y la dosis de entrenamiento, menor preferencia
por la sacarina. Estos datos son similares a los de estudios previos utilizando como
droga de entrenamiento a la ANF o MET con procedimientos de discriminacion de
drogas utilizando el CAS (Miranda, Hermosillo, Sdnchez, & Veldzquez-Martinez,
2005; Miranda, Sandoval-Sanchez, Cedillo, Jiménez, Millan-Mejia, & Velazquez-
Martinez, 2007; Miranda, Jiménez, Cedillo, Sandoval-Sanchez, Millan-Mejia,
Sanchez-Castillo, & Velazquez-Martinez, 2009) o con procedimientos operantes
de dos palancas (Ho & Huang, 1975; Munzar, Kutkat, Millar, & Goldberg, 2000).

También se encontr6 en las pruebas de substitucion o generalizacion que en
ratas entrenadas a discriminar MET de salina (grupo gMET), la administracién de
ANF a una dosis equivalente de MET produjo una substitucién parcial. El aumento
a una dosis mayor de ANF produjo una substitucion total. En contraste, en ratas
entrenadas a discriminar ANF de salina (grupo gANF), la administracion de una
dosis relativamente mas pequefia de MET produjo una substitucion total. Estos re-
sultados sugieren que la MET es mas potente que la ANF, al menos, en los efectos
discriminativos que ambas drogas producen utilizando el CAS como técnica de
entrenamiento discriminativo. Los efectos discriminativos de las drogas adictivas
en animales de laboratorio tienen una buena correspondencia con sus efectos
subjetivos en humanos y se han utilizado para predecir la probabilidad de que
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una droga tenga propiedades adictivas (Carter & Griffiths, 2009). De esta forma los
datos del presente experimento coinciden con sugerencias de que la MET es mas
potente que la ANF (Nacional Institute of drug Abuse Research Report, 2006). En
contraste a los resultados del presente experimento, otros han reportado que no
hay diferencias entre las dos drogas a dosis similares utilizando procedimientos de
discriminacién de drogas con técnicas operantes de dos palancas (Kuhn, Appel, &
Greenberg, 1974). Aunque la razén de esta discrepancia no es clara, se podria su-
gerir que el procedimiento para establecer la discriminacion usando los efectos de
las drogas como estimulos discriminativos es un factor importante. Mientras que
los estudios con técnicas operantes reportan un fracaso en detectar diferencias
entre la MET y la ANF, en el presente estudio se utiliz6 el procedimiento del CAS.
Algunos investigadores han sugerido que el entrenamiento de discriminacién de
drogas con CAS es mas sensible que el utilizado con técnicas operantes (Davis,
Stevenson, Canadas, Ullrich, Rice, & Riley, 2009). Ademas, es mas rapido y pue-
de evitar concentraciones toxicas de las drogas utilizadas para el aprendizaje de
la discriminacién (Quertemont, 2003).

Los resultados de la presente investigacion son consistentes con reportes pre-
vios que demostraron que la MET es mas potente que la ANF en otros modelos de
conducta. Por ejemplo, algunos estudios han reportado que la administracion de
dosis bajas de MET (0.5 mg/kg) es mas potente que la administracién de una dosis
equivalente de ANF para inducir locomocién (Hall, Stanis, Marquez, & Gulley,
2008). También se ha reportado que la MET produce prolongadas respuestas post
estereotipadas comparada con dosis equivalentes de ANF después de someterlas
a un modelo de exposicion “binge” (Segal & Kuczenski, 1997).

Diversos factores podrian participar en la potencia de la MET sobre la ANF. Por
ejemplo, la MET tiene una vida media mayor en el sistema nervioso central que
otros psicoestimulantes y debido a su naturaleza lipofilica , la MET penetra mas
rapido al sistema nervioso central y es mas potente que la ANF (Barr et al., 2006).
Otro factor que podria contribuir a la mayor potencia de la MET en comparacién
con la ANF es el efecto de la MET sobre el DAT. El DAT es el blanco principal para
los psicoestimulantes como la MET y la ANF y es el mecanismo mds importante
para la eliminacién de la DA del espacio intersinaptico, por lo tanto regula la fuer-
za y duracion de la sefializacién de la DA. Un estudio reciente demostré que en
un sistema in vitro, las corrientes celulares mediadas por el DAT fueron mayores
con la estimulacién de MET que con la estimulacién de ANF y que al mismo vol-
taje y la misma concentracién, la MET liber6 cinco veces mas DA que la ANF. El
mismo estudio report6 que la administracion sistémica de MET inhibi6 la elimina-
cién de de DA regulada por DAT en una forma mas eficiente que la que produce
la ANF (Goodwin, Larson, Swant, Sen, Javitch, Zahniser, DeFelice, & Khoshbouei,
2009). Estos datos sugieren que la MET tiene efectos mas fuertes que la ANF en la
fisiologia celular modulada por el DAT y que esto podria contribuir a efectos mas
adictivos de la MET.
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En conclusién, los resultados de esta investigacion indican que tanto la MET
como la ANF son capaces de adquirir propiedades discriminativas en un procedi-
miento de discriminacion de drogas con el CAS. Ademds, se mostré que la MET
es mas potente que la ANF, al menos en los efectos discriminativos de ambas
drogas.
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