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ANEXO IV

[ JUSTIFICACION DE PROYECTOS DE INVESTIGACION EN DROGODEPENDENCIAS l

MEMORIA CIENTIFICA DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

1@ ANUALIDADD 2% ANUALIDAD 32 ANUALIDAD D FINAL

Numero Expediente: PRG1/08 - 16415

Investigador Principal: Jose Antonio Lopez Moreno

Otros Investigadores:;

Raquel Gémez de Heras, Gregorio Angel Santos Montes, Elena Giné Dominguez, Gustavo Gonzélez
Cuevas, Ana Maria Pérez Castillo, Francisco Alen Farifias, Guillermo Moreno Sanz, Isabel Martinez

Higueras, Alejandro Lopez Jiménez, Ana Isabel De Tena Martin, Luis Franco Ruiz

Titule Proyecto o subproycecto: Co-abuso de Alcohol y Cocaina: exploracion de los determinantes
neuropsicoldgicos basados en su expresion génica utilizando modelos animales de autoadminisiracion
voluntaria para el desarrollo de nuevas dianas terapéuticas duales y preventivas

Organismo;

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

Centro:

Laboratorio de Psicobiologia, Facultad de Psicologia

Departamento:

Psicobiologia

Comunidad Auténoma:

Madrid

Duracién:

01/01/2009-31/12/2011 (3 afios)

Fecha de inicio:

01/01/2009

IFecha de finalizacion:

16/07/2011

Afle Convoceatoria:

2008
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Area Tematica:
Psicobiologia, Psicofarmacologia, Adiccion a drogas de abuso
Palabras Clave:

Adiccidn, alcohol, cannabinoides, cocaina, modelos animales, ralones knock-out, expresion genética.

RESUMEN: (Objetivo, 4mbito dc cstudio, snjctos de estudio, instrumentalizacion, resultados,
conclusiones, Maximo 2.000 palabras.)

Objctivo

Durante todo el Proyecto realizado en estos tres afios (2009-2011) se han desarroliado los objetivos
que se marcaron en el Proyecto Original y algunos han éido ampliados, como la inclusidn de un
estudio sobre neurogénesis en cerebro adulio de rata tras la exposicion a un agonista cannabinoide y/o
la ingesta crénica operante de alcohol; y el estudio de variantes genéticas en humanos asociados a
procesos psicoldgicos basicos vy fisioldgicos que se encuentran alierados en pacientes adictos. Los
estudios llevados a cabo durante todo el Proyecio (2009-2017) han buscado el desarrollo de
biomarcadores que pucdan incorporarse como herramientas diagndsticas y que permitan la accidn
terapéutica directa o preventiva; y por otro lado, el desarrollo de terapias farmacoldgicas para cl
tratamiento de la adiccion a cocaina, el alcohol y su co-abuso en humanos usando modelos animales

con alta validez predictiva en humanos.

Ambito de estudio

Gracias a los estudios de genémica comparada, fisiologia y datos fenotipicos provenicntes de modelos
animales, ralas y ratones, esencialmente usados como modelos de organismo, se puede obtener
importante informacién sobre la adicciéon a las drogas de abuso, y proporcionar loci genéticos
candidatos para el estudio en humanos. En nuestro laboratorio, de manera permanente hemos estudiado
la conducta de adiccion con modelos de autoadministracién operante de drogas, esencialmente
opiodes, alcohol y cocaina. Dichos paradigmas experimentales permiten estudiar la adiccion de las
drogas de abuso desde wna perspectiva més ecologica y vdlida para el desarrollo dec estrategias
farmacoterapéuticas, Durante el presente Proyecto (2009-2011) se han utilizado aproximaciones
conductuales, fisioldgicas y genéticas con ¢l fin de encontrar una explicacién mas integrada de las
causas gque explican el origen y el mantenimiento de los procesos de adiceidn y bosqueda de

tratamientos.

-
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Suijetos de estudio

A conlinuacion se resume de manera breve algunos de los sujetos de estudio (para una lista completa,
por favor, ver publicaciones adjuntas) que se han usado a lo largo de la gjecucion de todo el Proyecto
durante el trienio 2009-2011:

- Se han usado ratas adultas (Harlan, Barcelona, Espafia) con un peso entre 150-175 gramos y ratones
con una edad entre 3-4 semanas de vida (aprox. 20-24 gramos), en ¢l momento del comienzo de los
experimentos. Los animales con sesiones de autoadministracién operante fueron estabulados ¢n grupos
de dos (en el caso de las ratas) y en grupos de cuatro-ocho, (cn el caso de los ratones).

Se han usado ratones C57BL6/101a (C57BL6Snca-/-) y CS7BL6/NHsd o Ree (C57BL6Snca+/t).

- Todos los ratones fueron proporcionados por Harlan Laboratories (Barcelona, Spain) a la edad de 5 a
7 semanas. La comida estuvo disponible ad libitum en todo momento (a lo largo de todos los
protocolos).

- Los ratones knock-ount para la proteina alfa-sinucleina han sido adquiridos en Harlan, UK, mientras
que los ratones ratones knock-ont para el receplor cannabinoide CB1 han sido donados por el Dr. B.
Lutz, Alemania, tras la firma del correspondiente “Material Transfer Agreement”.

- Todos los animales han tenido agua y comida ad libitum, exceptuando los primeros dias de
aprendizaje en tareas de antoadministracion operante, donde se les privo varias horas al dia de comida
0 agua para incrementar la motivacién exploratoria de los animales en las cajas de autoadministracién.
Ratas y ratones estuvicron estabulados a una temperatura (23° +/-1°) y humedad controlada en el CAl
animal de la Facultad de Psicologia. Todos los animales han estado estabulados en ciclo reverso de luz
de 12 horas dependiendo de Ia hora de los experimentos (mafiana o tarde, pero en general, luz apagada
entre 9:00 y 21:00 horas). La totalidad de los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con la
normativa 86/609 CEE de la Comunidad Europea y del Comité del Bienestar de Animales de la
Universidad Complutense de Madyid.

Instrumentalizacién

Durante todo el Proyecto 2009-2011 se han usado distintos aparatajes, métodos y téenicas de medida,
incluso algunos desarrollados por nosotros mismos, como es el sistema de autoadministracion operante
de cocaina de manera inhalada (y objcto de Ja solicitud de un patente). A continuacion se describen
brevemente algunos de ellos (para una descripcion més exhaustiva, ver publicaciones y material
adjunto (p.e. patente) y las memorias presentadas comespondientemente en las dos anteriores

anualidades.
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a) Autoadminisiracion operante oral de alcohol (ratas y ratones)

Esta basado en ¢l paradigma del condicionamiento operante. Las cajas estan construidas en plexiglas
con una luz situada arriba y dos palancas rewdctiles de aluminio de 2 cm. En el medio de estas
palancas se encuentra un bebedero que libera una sotucion de alcohol al 10% en razon de 0.1 mL por
cada presion de la palanca en el caso de las ratas. En el caso de los ratones es la activacion de un
cmisor de infra-rojos situado ca un “nose-poke” el que libera la solucién de alcohol, pero en esle caso

en un volumen de 0.02 mL. Durante todo el protocolo se sigue un programa de razoén fija 1,

b) Determinacion del genotipado de a-syn

Los experimentos con PCR gendmica confirmaron la ausencia del lacus de -syn en ratones
CS57BL6Snca~/- y su presencia en ralones CS7BLOSncat+/. La identidad de cada producto de Ia PCR
fuc confirmada mediante secuenciacion, Los resultados confirmaron que los ratones C57BL6Snca-/-

portaban una delecidén cromosomica del locus para g-syn.

¢) Teécnicas de fiiacion y contaje de células madre en cerebro de rata

Para la deteccidn y exploracion de la neurogénesis se empled el analogo de la timina
Bromodeoxiuridina, que se incorpora tnicamente en las células en la fase S de la division celular, fase
donde se sintetiza el nuevo ADN. Esta inyeccion se realizé entre 20-24 horas antes (2 veces x 175
mg/kg separados por 4 horas) del sacrificio de los animales ¢ inmediatamente después que los animales
fueron sacados de las cajas de awtoadministracion de alcohol. El contaje final y las técnicas

inmunohistequimicas han side desarrolladas con el Instituto Pasteur de Paris.

d) Realizacién de los ratones doble Knock-out CB1 x alpha-syviuclein (SPEED-CONGENICS)

En estos momentos estamos con la generacion N4, Junto con la seleccion de los ratones macho que
han heredado en helerocigosis el gen para cannabionides CB1 y e gen de la proleina alfa-sinucleing, se
han seleccionado unos marcadores genéticos que nos han permitido obtener una mayor presencia del
fondo genético BOJ presente en [os animales gue expresan una mayor preferencia al alcohol, mientras
que los animales procedentes de las cepa B6N no muestran preferencia o mayor ingesla de alcohol. A
conlinuacion se presenta dos imagenes de los polimorfismos explorados entre las distintas cepas de
ratones. Actualmente, en estos dias de finales de junio/ principios de julio, Jackson Laboratories estd
llevando a cabo el ultimo cribaje con sus paneles de Illumina {Mouse Diversity Genotyping Array

panel);
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e} Diferencias en niveles de transcripcion de ARNm.

De forma abreviada: los cerebros de ratones/ratas fueron retirados de los craneos, y el cortex
prefrontal, ¢l estriado, la amigdala y el hipocampo fueron diseccionados rapidamente sobre hielo,
congelados de inmediato y almacenados a -80°C. El total de ARN fuc aislado de estas cuatro regiones
cercbrales mediante Trizol Reagent (Invitrogen) y almacenados a -80°C, v 5 ug del ARN total fue
inversamente trancrito en ADNc utilizando el High Capacity ¢DNA Reverse Transcription Kit
(Applicd Biosystems/Roche). Se llevo a cabo Ia PCR-RT mediante €] 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) v en ci LightCycler 480 11 (Roche).

1} Protocolo de autoadministracion alcohelfsacarina.

Mediante la eleccidn de las dos botcllas (alcohol/agua) se evalud el consumo y preferencia, utilizando
una modificacién del protocolo descrito por Basavarajappa et al. (2006). A los ratones, mitad
C57BL6Snca~/- y mitad C57BL6Sncat/+ , se les ofrecid alcohol en botcllas de 50 ml en cajas
individuales: una solucién a 3% (v/v) de alcohol para los primeros cuatro dias, unas solucion a 6%
para los signientes 4 dias, y una solucion al 10% para los siguientes doce dias. Una vez alcanzada la

concentracion total, esta se mantuvo a lo largo de todos los experimentos consecutivos.

gl Drogas

Las soluciones de alcohol fueron preparadas a diario al 10% v/v de alcohol desde una stock de alcohol
al 99%. Acamprosato (Campral®, Merck Santés.a.s, Francia) y nalirexona (Antaxone®, Pharmazam

SA, Espaia) se disolvieron en agua y fueron administrados por sonda nasogéstrica en un volumen de
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3,0 ml / kg. Clorhidrato de cocaina (Sigma-Aldrich CO. EE.UU.) se disolvié en solucién salina
fisiologica e inyecta por via intraperitoneal en un volumen de 1,0 ml / kg. WIN 55,212-2 (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia) y Rimonabant se disolvieron en salino fisioldgico esterilizado con 0.1%
Tween 80.

Resultados

Debido a que los resultados de las anteriores anualidades 2009 y 2010 han sido descritos més
exiensamenie en sus correspondientes memorias, parte de los principales resultados obtenidos durante

este trienio se pueden resumir del siguiente modo:

1) Implicacion de las células madre en cerebro adulto de rata y recaida al alcohol

La intoxicacién forzada de la adininistracidn de una dosis hipnética de alcohol, la ingesta voluntaria
crénica de alcohol (paradigma operanie) y la administracién del agonista cannabinoide WIN reducen

dramaticamente la neurogénesis hipocampal en cerebro de rata adulta.

2) Antaeonismo de los receptores elutamatérgicos tino NDMA L-701-324 en la autoadministracion de
aleohol y expresion de genes en cerebro de ratas

L.-701 previene ¢l incremento del consumo de alcoho! inducido por cannabinoides de forma dosis-
dependiente, mientras que la administracion de L-701 por si sola, en ausencia de tratamiento con WIN,
no altera significativamente el consumo de alcohol. La potenciacion del consumo inducido por WIN
no es causada por efectos inespecificos anxiogénicos, (evaluado por el Laberinto en Cruz Elevado -
Elevated Plus Maze). Las conductas relacionadas con el consumo de alcohol estaban asociadas a
diferentes cambios en los transcritos de ARNm de CNR1 y la subunidad NR1. En ratas tratadas con
WIN, se observd un incremento en los niveles de transcripcion de CNR1 en el hipocampo y estriado,
mientras que se observo un decremento del mismo en la amigdala y cortex cingulado anterior, regiones
cerebrales involucradas en el procesamiento emocional. Cabe destacar que estos cambios se
blogquearon tras ¢l tratamiento con L-701. Finalmente, cl tratamiento con WIN también causé una

reduccién de los niveles de ARNm de NR1 en la amigdala.

2) Alfa-sinucleina, el sistema endocannabinoide e ingesta de alcohol

C57BL6Snca-/~ {ratones carentes de la proteina alfa-sinuclecina) mostraron un  consumo
significativamente mayor de EIOH pero una reduccién tras el tratamiento con agonistas/anlagonisias

cannabinoides en comparacion con CS7BL6Snct/t (ratones que expresan normaimente alfa-
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sinucleina). Del sistema endocannabinoide, exceptuando Faah, Cnrl y GprS$, los transcritos de ARNm
mostraron un incremento significativo en el cdrtex prefrontal, amigdala, hipocampo y estriado en
ratones Snca-/-. Eslos ratones también mostraron un incremento en la expresion de GABA (Gatl) y
transcripciones del transportador de ghitamato (Glt]), excepluando en estriado. La expresion del
receptor CBI se mostré incrementado en C57BL6Snca-/- a nivel de hipocampo y amigdala, La dosis
hipndtica de EtOH provocéd un incremento general en los transcritos de ARNm en ambos tipos de

ratones, excepto para Gpr55 y Gatl.

4) Generacién de los ratones doble knmock-out

En eslos momentos eslamos con la generacion N4 (ver parte de 1a Metodologia). Actualinente, en estos
dias de finales de junio/principios de julio, Jackson Laboratories esta Hevando a cabo ¢l Ultimo cribaje
con sus pancles de llumina (Mouse Diversity Genotyping Array panel). Es previsible que a mediados

del préximo afio dispongamos de los ratones doble mutante {Cir] y Snea)

3) Estudio de Polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) en lnimanos

Nuestros resultados han mostrado que los SNPs de la cnzima FAAH C385A y 512075550 estan

asociados con la memoria corto plazo; el SNP 1512075550 también fue asociado con control ejecutivo;
el SNP C957T del gen DRDZ fue asociado con aprendizaje motor; y el SNP A158G de la enzima
COMT estaba asociado con una lasa cardiaca més elevada, hecho que probablemente refleje un

dimorfismo sexual. Todas estas variables se encuentran alteradas normalmente en los sujetos adiclos

6) Escritura de dos revisiones cientificas: (a) sobre el sistema endocannabinoide v _alcohol; (D)

oendtica del sistema endocannabinoide v adiccion a drogas en humanos

{a) Segun la Trayecioria de nuestro Laboratorio y frulo de nuesiros resultados, hemos publicado una
revision en la cual también hemos incorporado ciertos aspectos originales, haciendo nuestra aportacion
sobre la interaccion entre cl sistema endocannabinoide, opioide y alcohol.

(b)Y Hemos hecho una revision de los principales polimorfismos de un solo nucledtido (SNP)
perienecientes al sistema endocannabinoide en humanos asociados a la adiccién de drogas de abuso.
lgualmente hemos descrito las bases genéticas del sistema endocannabinoide y sus principales

proteinas,

7} Desarrollo de la patente para la autoadministracion operante de cocaina
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Hemos disefiado un aparato para la autoadministracién operante de cocaina (y otras soluciones
farmacolégicas) que suma multiples ventajas respecto a los modelos actuales de autoadministracion de

drogas de manera infravenosa,

8) Efectos de la administracion crénica de cocaina, naltrexona o su combinacion, en la respuesta para

abtener alcohol
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Figura 1: Efectos de la administracién suberdnica de naltrexona en el total de respuestas para obtener
alcohol. La mayor dosis de naltrexona (10 mg/kg) redujo significaiivamente el niimero de respuestas
para obtener alcohol. Los datos se presentan como media + ET Media. *** Indica significativamente
menor que los vehiculos y la naltrexona 1 mg/kg (p <0,000). ** Indica significativamente menor que la
naltrexona 3 mg/kg (p <0,01). Figura 2: Efectos de la administracion subcronica de acamprosato en

el total de respuestas para obtener alcohol. Los datos se presentan como media £ ET Media.

Tabla 1. Valor de la diferencia de medias (¢ ET Media) del consumo de alcohol (g/kg) tras la
administracion de naltrexona (0, 1, 3 6 10 mg/kg) sola o en combinacién con cocaina (0, 2.5, 10 o

20 mg/kg).

Tratamiento Dia0  Diai/2 Dia 3/4 Dia 5/6 Dia 7/8 Dia 910  Dia11/12  Dia 13114
Salino 30t3  .40:3 38+.4 3644 3614 A3 35+.3 2B£.2
Naitrexona 10 mg/Kg 38+3 3413 31£.3 2712 2241 22£.2 2432 20,2
Naltrexona 16+Cocaina 10 mg/Kg 37+3 3745 38t.5 4244 A3+.4 4384 42+.4 37e4
Naltrexona 10+Cocaina 20 mg/Kg 39+3 42+.4 Alt.4 4214 48,5 5284 44:3 50£.5
Cocaina 2.5 mg/kg 37+4  A0%B 364.6 3125 34t5 3214 .361.4 30t.3
Cacaina 10 mg/kg 38+.4 3815 35£.6 33%.5 A2¢5 40t.5 374 37:5
Cocaina 20 mglkg 38t.4 3814 35t.4 4024 45¢.4 4433 4415 A4
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Conclusiones

Durante todo este trienio (2009-2011) hemos realizado muititud de estudios de acuerdo a los objetivos
iniciales presentados en cl Proyecto y algunos se han ampliado. Algunas de las conclusiones que
podemos destacar son que: (a) la neurogénesis hipocampal en la edad adulta es un factor clave en el
abuso de drogas y esto puede proporcionar una nueva estrategia para el tratamiento de ia adiccion y
dependencia al alcohol. (b) La inactivacion farmacologica del lugar de union de glicina del receptor
NMDA puede controtar el consumo de alcohol inducido por cannabinoides el cual esta asociado a la
alteracién en la expresion génica de CNRI y NRI (¢} La presencia de un polimorfismo microsatelite
consistente en un riplete (AAT)n cerca del gen CB1 esta asociado con fenotipos de drogadiceidn. Sin
embargo, aun sc¢ carccen de estudios de haplotipos relacionados con otros sistemas (como p.c. ¢l
opoiode). (d) Nuestros datos sobre SNPs en humanos proporcionan una informacion 1til para una
mejor comprension de la variacion fenotipica tanto en individuos drogadictos como sanos. Y (e) La
ausencia de alfa-sinucleina modula el sistema endocannabionoide, la expresion génica de varios
componenies presinapticos y que estos cambios deben estar asociadas con o bien predictivos de

diferentes fenotipos relacionadas con alcohol.

ARTICULOS PUBLICADOS COMO CONSECUENCIA DE LA ACCION (2009-2011):
(Se adjuntarén ires separatas de cada uno de eflos)

PUBLICABDOS:
2009
(1) Alén F, Santos A, Moreno-Sanz G, Gonzdlez-Cuevas G, Giné E, Franco-Ruiz L, Navarro M,

Lépez-Moreno JA. Cannabinoid-induced increase in relapse-like drinking is prevented by the
blockade of the glycine-binding site of N-methyl-D-aspartate receptors. Neuroscience, 2009 Jan
23;158(2):465-73

* Impact factor JCR 2009: 3.292
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(2) Alén F, Gomez R, Gonzélez-Cuevas G, Navarro M, Lopez-Moreno JA, Nicotine causcs opposite
effects on alcohol intake: Evidence in an animal experimental model of abstinence and relapse from
alcohol. Nicotine Tob Res, 2009 Nov;11{11):1304-11.

* tmpact factor JCR 2009: 2,557

2010

(3) Lépez-Morens JA, Lopez-Jiménez A, Gorriti MA, de Fonseca FR. Funciional interactions
between endogenous cannabinoid and opioid systems: focus on alcohol, genetics and drug-addicted
behaviors. Curr Drug Targets. 2010 Apr;11{(4):406-28.

* Impact factor JCR 2009: 3,932

(4) Alén F, Mourct A, Viveros MP, Llorente R, Lepousez G, Liedo PM, Lépez-Moreno JA.
Converging action of alcohol consumption and cannabinoid receptor activation on adult hippocampal
neurogenesis. Int J Neuropsychopharmacol. 2010 Mar;13(2):191-205.

* Impact factor JCR 2009: 4.874

(5) Peraile 1, Torres E, Mayado A, 1zco M, Lopez-Jimenez A, Lopez-Moreno JA, Colado M1, O'Shea
E. Dopamine transporter down-regulation following repeated cocaine: implications for 3,4-
methylenedioxymethamphetamine-induced acute effects and long-term neurotoxicity in mice. Br J
Pharmacol. 2010 Jan; 159(1):201-11.

* |mpact factor JCR 2009: 5.204

2011

(6) Zurita E, Chagoyen M, Cantero M, Alonso R, Gonzélez-Neira A, Lépez-Jiménez A, Lépez-
Moreno JA, Landel CP, Benitez J, Pazos F, Montoliu L. Genetic polymorphisms among C57BL/6
mouse inbred strains, Transgenic Res. 2011 Jun;20{3):481-9

* Impact factor JCR 2009: 2.467

ACEPTADOS 2011
(7) Lopez-Moreno JA, Echeverry-Alzate V, Bithler XM (2010). The genetic bases of the

endocannabinoid system in humans and drug addiction. Journal of Psychopharmacology.
Submitted 62-Nov-2010
Currently, accepted: 06-Jun-2011
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* Impact factor JCR 2009: 3.647

2011 SUBMITTED / RESPONDIENDO A REVISORES
(8) Lépez-Jiménez A., Walter N, Giné E., Santos A., Echeverry-Alzate V., Giezendanner S., Sainz L.,
Moratalla R., Montoliv LL., Buck K., and Lépez-Moreno JA (2010}. A null mutation in ¢-Synuclein

is associated with ethanol intake, alterations in endocannabinoid system and changes in the mRNA
expression of GABA and glulamate transporters. Enropean Journal of Neuroscience.

Submitted 11-Nov-2010/ Decision of EJN 07-Jan-2011 (review requested).

* |mpact factor JCR 2009: 3.418

(9) Huertas E, Bithler KM, Echeverry-Alzate V, Giménez T, Lépez-Moreno JA (2011). FAAH,
DRDD?2 and COMT gene variants modulate executive control, short-term memory, procedural motor
learning and heart rate in healthy volunteers. European Journal of Newroscience.

Submitted 21-Mar-2011

* |mpact factor JCR 2009: 3.418

EN PROCESO DE ESCRITURA (Fecha prevista submission 10 Apgoste 2011)

(10) Cocaine overcomes Nalirexone-reduced alcohol operant self-administration: implication of

genetic expression of o-fos in the prefrontal costex.
Tuda-Arizcun M, Echeveiry-Alzate V, Bithler KM, Lépez-Moreno JA (2011).
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OBJETIVOS

PLANTEADOS: {Transcribir los del proyeclo original}

1.- Edentificar factores neuropsicoldgicos con
base en la expresion génica y estudios de genes
que expliquen el fenotipe adictivo cn Ia

adiccidn al alechol, cocaing y su co-abuso.

ALCANZADOS; {Ordenar de igual forma que los

planteados. En el caso de proyectos coordinados, ¢l coordinador
debers  describir ademds ¢l desarrollo de la coordinacion entre
subproyectos en este afio, y los resultados de dicha coordinacién con
relacién a los objetivos globales del proyecto

la.- Generacion de los ratones doble knock-out
Hemos alcanzado la generacion N4 en el
desatrollo de estos ratones doble mutantes en
heterocigosis ~ (CB!  x  alfa-sinucleina).
Actualmente estamos en cl cruce de éstos, por 1o
que a mediados del préximo afio (2012)
podremos tener la generacion del doble mutante
CBI x alfa-sinucleina definitiva,

Ver parte de Metodologia (d) (Speed-Congenics)

1b,- Identificacion de transcritos de genes en
cepas de raton que responden diferencinlmente
al alcohal

Hemos puesto en evidencia que los genes
encargados de la produccion de las proteinas
receptores ChJ, Gpr35, de la proteina alpha-
synucleina (Snca), y de los transportadores de
glutamato (Glt1) y gabaérgicos (Gatl} pueden
predecir el fenotipo adictive de alcohol.

Ver publicacion: (8)

Ie~- Estudio de Polimorfismos de un solo
nucledtide (SNPs) en humanos (OBJETIVO
AMPLIADQO)

Se han estudiado procesos psicologicos basicos
(memoria,  procesamiento  ejecutivo) vy
fisiologicos (respuesta cardiaca) en humanos y se
han asociado a SNPs de los sistemas
cannabinoide, dopaminérgico Yy
catelocaminérgico. Sistentas qu estén implicados
en la adiccion de drogas de abuso. También
hemos encontrado asociaciones con patrones de
consumo de sustancias.

Ver publicacion: (9)

1d.~ El gen c-fos se expresa 10-12 veces menos
en el cortex prefrontal en animales que se
administran alcehol y cocaina

Nuesiros dalos mds recientes demuestran que
ratas que se autoadministran alcohol y que son
tratadas con cocaina ¢l nivel del gen c-fos (que
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2.- Disefiar experimentos con  modelos
animales que nos permitan cstablecer modelos
de organismo andjogos a la adiccion de alcohol

y cocaina en humanos.

implica nivel de activacion celular) se encuentra
enire 10-12 veces menos expresado en el cortex
prefrontal, e independientemente de que hayan
sido tratados con Naltrexona.

Ver publicacion: (10)

2a.~ Desarrollo de un modelo de inhalacion de
cocaina en Modelos Animales.

Después de varios prototipos, hemos podido
desarrollar ¢l método mas fiable y robusto de
autoadministracion operante por inhalacién de
cocaina. Actualmente estd presentada la solicitud
de patente en la Oficina de Transferencia de
Investigacion de la UCM (que consisic en un
aparato  de atomizacién/nebulizaciéon de la
cocaina).

Ver patente adjunia

2b.- Uso de la “Validez Reversa” para el estudio
nuevas dianas terapéuticas el tratamiento de
alcohol y cocaina,

La validez reversa es un constructo que consiste
en que las moléculas que estan aprobadas en el
mercado y funcionan en humanos tienen
igualmente efecto  en  animales. Usando
Antaxone© y Campral© hemos demostrado que
ninguno de estos tratamientos es efectivo para el
tratamiento comorbido de alcohol y cocaina.

Ver publicacion: (10)

2¢,- Contingente v no-contingente.
(OBJETIVO AMPLIADO)

Hemos aportado mas evidencias (en este caso con
nicotina) que se pucden obtener rcsultados en
direcciones opuestas en el consumo de alcohol en
modelos animales dependiendo del momento en
gque son tratados. Segin nuestro modelo, las
mayores tasa de consumo se dan cuando son
tratados en

Ver publicacion:(2)
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3.~ Explorar nuevas dianas terapéuticas

basadas esencialmente en la combinacion de
manipulaciones farmacoldgicas en ¢l sistema
endocannabinoide (principal

neuromodulador) junto con otros sistemas de

neurctransmisién cercbral (principalmente
glutamatérgicos, gabaérgicos y
dopaminérgicos).

3a.- Implicacién de las células madre en cerebro
adulto y recaida al alcohol (OBJETIVO
AMPLIADO)

Hemos demostrade que hay un correlato entre la
reduccidn en la neurogénesis en el cercbro adulto
de rata (hipocampo) y la mayor recaida al
alcohol, usando modelos de autoadminisiracion
operante de alcohol. Segin nuestros datos, una
intoxicacidon de alcohol produce wna mayor

reduccion  en la neurogénesis que una
intoxicacion tras un agonista cannabinoide.

Ver publicacion: (4)

3b.- El  antagonista de los receptores

glutamatérgicos L-701-324 previene In recalda
al alcohol

Hemos demostrado que la administracion del
antagonista L-701-324 para los receptores
glutanmatérgicos de tipo NMDA es capaz de
prevenir la recaida al alcohol, y reducir el
consumo de alcohol incluso cuando existe una
coadministracion de cannabinoides.

Ver publicacion: (1)

3¢~ Naltrexona y Acamprosato  para el
tratamiento de la adiccidn comorbida de alcoliol
¥y cocaind.

El Acamprosato s¢ ha mostrado ineficaz en la
reduceidn de la ingesta de alcohol a cualquiera de
las dosis probadas en modelos animales operantes
de autoadministracién. La naltrexona, a la dosis
de 10mg/kg, se mostr6 eficaz en la reduccion de
consumo de alcohol. Sin embargo, la naltrexona
na es capaz de reducir el incremento en el
consumo  de  alcohol producide por la
administracién de cocaina.

Ver publicacion: (10)

Noia: La empresa farmacéutica Pfizer se negd a
suministrarnos el inhibidor de la FAAH PF-
04457845, con ¢l cual realizado la empresa ya ha
realizado algunos experimentos en Fase Clinica.
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4.- Proporcionar dates y resultados
experimentales que permitan el desarrollo de
nuevos marcadores genéticos que nos
permitan pronosticar y establecer relacioncs
experimentales y causales entre genes,
patroncs de expresion génica y la adiccién a

cocaina y alcohol,

4a.- Expresion diferencial de genes en cepas de
raton  que responden diferencialmente al
aleehol, .

Existe una relacion significativa entre el nivel de
expresion génica de los genes: Cnrl, Faah,
Gpr33, Gitl, Gatl y Snca y el mayor nivel de
preferencia y consumo de alcohol en las cepas de
ratébn examinadas. Sin embargo no hemos
enconlrado diferencias en la expresion de los
receptores de dopaminérgicos Drd2 y Vinat.

Ver publicacion: (8)

4b.- Variantes genéticas (SNPs} en los genes
FAAH, DRD2 y COMT modulan diversas
procesos psicoldgicos y fisioldgicos bdsicos que
se encuentran alterades en sufetos sanos y
adictos (OBJETIVO AMPLIADO)

Basandonos, primero en variantes genéticas de
los sistemas de neurotransmisién cerebral que
presentan repetidas relaciones con la adiccion a
drogas de abuso, y segundo, en procesos
psicolégicos basicos y fisioldgicos que estdn
alterados en sujetos adictos, hemos aportado
evidencias de que dichas variantes genéticas
también estdn asociadas a diferencias en memoria
(incluida procedimental} control ejecutivo y la
tasa cardiaca en sujeto no adictos.

Ver publicacion: {9)

METODOLOGIA Y PLAN DE TRABAJO

PROYECTADO

1.- Generacion de los ratones doble
Knock-out

EJECUTADO

1.- En un 80%. Nos hemos encontrado que la
tasa de reproduccién de los ratones seleccionados
para los retrocruces asistidos con marcadores
genéticos (speed-congenics) cada vez han sido
més bajas teniendo que seleccionar entre un gran
nomero de animales los ratones que habian
heredado en heterocigosis la doble mutacion (alfa
sinucleina y receptor CB1).
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2.- Aproximacién inicial y estudio de

W

factores genéticos en ratas Wistar

3.- Estudio de la curva dosis-respuesta de

alcohol y cocaina

4.- Disefio, validacion y caracterizacién
experimental de la via de la cocaina

inhalada

5.~ Selecciéon de genes o expresidon génica
que nos permitan predecir el fenotipo

adictivo

6.- Estudio de Ia combinacién conjunta de

dos farmacos

2.- En un 100%. Hemos demostrado diversos
patrones de expresién de genes. Como ultimo
resultado el importante decremento de ¢-fos en el
cortex prefrontal de ratas Wistar con alcohol y
cocaina.

I.- En un 75%. Debido a que no tenemos
todavia la generacidn final de los ratones doble
Knock-out para CBi y alfa-sinucleina tenemos
que esperar unos 8 meses para empezar y acabar
estos experimentos. La mayor parte del trabajo lo
hemos realizado en ratas Wistar y ratones
CS57BL/6J.

4.- En un 100%. Fruto de ello hemos generado
una patente,

5.- En un 100%. Hemos puesto en evidencia
diversos patrones de expresion de genes en
animales preferentes a alcohol o no, asi como
diversas variantes genéticas (SNPs) en humanos
que pueden explicar la vulnerabilidad a trastornos
cognitivos en sujetos adictos y/o sanos, -

6.- En un 50%. La empresa farmacdutica Pfizer
se negd a suministrarnos ¢} inhibidor de la FAAH
PF-04457845, siendo uno de nuestros principales
objetivos en nuestros estudios usar la validez
reversa {es decir, medicamentos ya aprobados en
humanos usdndolos en animales buscando nuevas
combinaciones). Usamos para nuestros objetivos
Acamprosato y Naloxona. Actualmente estamos
en tramite con la empresa Almiral que ha
comenzado a comercializar desde primeros de
este afio Sativex en Espafia.
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OBJETIVOS AMPLIADOS

Otros Irabajos relacionados directamente con la
tematica del Proyecto pero que no se describieron
en la solicitud del Proyecto original son: los
experimentos con alcohol y neurogénesis en el
cerebro de ratas adultas, el experimento con
nicotina y alcohol, y los experimentos con las
variantes genéticas en humanos.

ACTIVIDADES

PROYECTADAS

1.- Colaboraciones Cientificas
(internacionales/nacionales):

2.- Asistencia/particiapacion a Congresos /
Conferencias / Simposios
(internacionales/nacionales):

EJECUTADAS

la.- Pierre Marie LLedo
Laboratory for Perception and Memory, Pasteur
Institute, Paris, France.

1b.- Tsuyoshi Koide
National Institute of Genetics, Mouse Genomics
Resource Laboratory, Mishima, Japan.

lc.- Beat Lutz

Institute of Physiological Chemistry, University
Medical Center of the Johannes Gutenberg
University, D-55099 Mainz, Germany.

1d.- Fernando Rodriguez de Fonseca
Fundacion IMABIS, Hospital Carlos Haya de
Malaga, Malaga, Spain '

1e.- M Isabel Colado Megia

Departamento de Farmacologia, Facultad de
Medicina, Universidad Complutense, 28040
Madrid, Spain.

1f-- M* Paz Viveros Herndandez

Departamento "de Fisiologia (Fisiologia Animal
1), Facultad de Biologia, Universidad
Compluiense, Madrid, Spain.

1.- E. Huertas , K.M. Biihler, V. Echerverry-
Alzate, M. Tuda-Arizcun, Lépez-Morceno JA
“Human single nucleotide polymorphisims
(SNPs) from the cannabinoid and
calecholaminergic sysiem are associated to drug
consumption and basic psychological processes”
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11th Reunion Anual de Sociedad Espafiola de
Investigacion sobre Cannabinoides
Pontevedra, Spain November 25-27 2010

2.-E. Giné, V. Echeverry-Alzate, Lapez-Moreno
JA, M, Tuda Arizcun, KM, Buhler, A, Lopez-
Jiménez, A. Pérez-Castillo, and A. Santos
“Spatial memory impairment in developmental
hypothyroid rats: implication of the
endocannabinoid system”

11th Reunidn Anual de Sociedad Espaiiola de
Investigacion sobre Cannabinoides

Pontevedra, Spain ~ November 25-27 2010

3.- P M. Tuda-Arizcun, T, Koide, 8. Toshihiko,
V. Echeverry-Alzate, K.M. Biihier, B. Lutz,
Lopez-Moreno JA

“Study of the polygenic influence on the
cannabinoid tetrad tests using consoinic mice
strains™

11th Reunidon Anual de Sociedad Espafiola de
Investigacion sobre Cannabinoides
Pontevedra, Spain ~ November 25-27 2010

4,- Lopez-Moreno JA

“Cannabinoid receptor activation during alcohol
abstinence: From neuropharmacology and
behavior to neurogenesis in the adult rat brain,
and beyond”

2010 International Society for Biomedical

Research on Alcoholism

Paris, France September 13-
16-2010

5.- Lopez-Moreno JA, Lépez-Jiménez A,
Echeverry-Alzate V, Walter N, Buck K, Santos
A, Montoliu LL, Giné B

“Study of the interaction between alpha-
synuclein and the endocannabinoid system in.
alcohol self-administration using two inbred
substrains of mice”

(9th) Transgenic Technology (TT) Meeting
Berlin, Germany Mars 22-24 2010

6.- A. Lopez-Jimenez, V. Echeverry-Alzate,
N.Waliter, K.J. Buck, K. Mackie, A. Santos, E.
Gine, R. Moratalla, Lopez-Moreno JA
“Different genetic and protein expression of the
endocannabinoid system is related to specific
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alcohol related behaviors”

10th Reunidn Anual de Sociedad Espafiola de
Invesligacion sobre Cannabinoides
Santander, Spain November 26-28 2009

7.- V. Echeverry-Alzate, A.lLopez-limenez, A.
Santos, E. Gine, Lopez-Moreno JA

“Lack of alpha-synuclein alters the sensitivity of
cananbinoid treatments in alcohol drinking and
picference”

10th Reunion Anual de Sociedad Espaitola de
Investigacion sobre Cannabinoides

Santander, Spain November 26-28 2009

8.- Francisco Alén, Aurelie Mouret, Maria-Paz
Viveros, Ricardo Llorente, Gabriel Lepousez,
Pierre-Marie LLedo, Lépez-Moreno JA

“La activacidn de los receptores cannabinoides y
1a recaida al alcohol correlacionan con una
reduccion de la neurogénesis en el hipocampo del
cerebro adulto”

X1H Congreso Sociedad Espafiola de
Neurociencia

Tarragona, Spain September 19-24 2009

9.- E. O’shea, S. Giezendanner, G. Moreno, L.
Orio, 1. Escobedo, G. Gonzéalez-Cuevas, M.1.
Colado, Lopcz-Morene JA

“MDMA-induced ethanol operant self-
administration relapse and dopamine release
during reinstatement”

13th Meeting European Behavioural
Pharmacology Society

Rome, ltaly September 4-7
2009

}0.- Francisco Alén, Aurelie Mouret, Maria-Paz
Viveros, Ricardo Liorente, Gabriel Lepousez,
Pierre-Marie LLedo, Léopez-Moreno JA.
*Cannabinoid receptor activation and alcohol
self-administration during relapse correlates with
a reduction of adult hippocampal neurogenesis”
13th Meeting European Behavioural
Pharmacology Society

Rome, ltaly September 4-7
2009

11.- Lopez-Moreno JA
“The endocannabineid sysiem in the
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hippocampus and drug addiction.”
Spring Hippocampal Research Conference
Verona, ltaly June 15-18 2009

i12.- Francisco Alén, Aurelic Mouret, Maria-Paz
Viveros, Ricardo Llorente, Gabriel Lepousez,
Pierre-Marie LLedo, Lopez-Moreno JA,
“Cannabinoid and alcohol-induced reduction of
adult neurogenesis”

XI Annual Meeting of the International
Behavioural and Neural Genetics Society
Dresden, Germany  June 5-8 2009

13.- Francisco Alén, Aurelic Mouwret, Maria-Paz
Viveros, Ricardo Llorente, Gabriel Lepousez,
Pierre-Marie LLedo, Lépez-Mercno JA.
“Cannabinoid and alcohol-induced reduction of
adult hippocampal neurogenesis”

IV European Workshop on Cannabinoid
Research

El Escorial, Spain ~ May 7-10 2009

EN CASO DE FINANCIACION DE ESTANCIA FORMATIVA EN ESTADOS
UNIDOS AVALADA POR EL NIDA:

No procede en este proyecto

APLICABILIDAD Y UTILIDAD PRACTICA DE LOS RESULTADOS EN EL AREA
DE LAS DROGODEPENDENCIAS. (En caso de memoria final)

1.- Desarrollo de la patente para la autoadministracién operante de cocaina,

Hemos disefiado un aparato para la autoadministracion operante de cocaina que suma multiples
ventajas respecto a los modelos actuales de avtoadminisiracién de drogas de manera iniravenosa. Entre
estas ventajas destacan:

1.1.- Evita la cirugia de implaniacion de un catéter en la yusular externa del animal con las siguientes

CONSecuencias.
a) Previene el sufrimiento animal.
b) Evita el entrenamiento y especializacidn del personal en el proceso de cirugfa.

¢) Elimina todos los costes derivados de las intervenciones quirdrgicas.
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d) Elimina Ia necesidad de un espacio cspecifico/esterilizado para las operaciones (p.e.
quirofano).

e) Evita todos los tratamientos postoperatorios (anticoagulantes, analgésicos, antibidticos,
uso de catéteres comerciales, etc.).

) Elimina la mortandad experimental por infecciones o por inutilizacién del catéter
implantado.

h) Ahorro de tiempo (tiempo de cirugia, postoperatorio, recuperacién de los animales, etc.)

1.2.- Presenta mejoras metodoldgicas criticas.

a) Mejora la validez predictiva en humanos al mimetizar la principal ruta de administracién
de la cocaina en humanos.

b) Permite la exploracion de nuevos compuestos farmacologicos y principios activos
administrados de forma inhalada.

¢) Permite el estudio de tratamientos crénicos caracteristicos p.e. de los procesos de
adiccidn a drogas de abuso ya que no hay mortandad experimental.

d) Mayor validez interestudios, reduce variabilidad en los procesos experimentales.

e) Mayor flexibilidad en los protocolos y posibilidad de incrementar las variables a
investigar (p.e. incrementando el nimero de programas de reforzamiento a utilizar).

f) Reduce el numero de errores al ser un sistema mds simple y con menos variables
susceptibles de mal funcionamicnto.

g) Permite el estudio de la neurobiologia de la adiccion a las drogas de abuso y cualquier

otra molécula o compuesto cuya ruta de administracion sea inhalada.

1.3.- Reduce la necesidad de personal, de tiempo, espacio y de costes econémicos:

a) Un solo investigador puede trabajar con un gran nimero de animales.

b} Evita dias de trabajo operando los animales, periodos de postoperatorio y reduce el
tiempo en cada experimento debido a la menor necesidad de manipulacion y supervision de la salud de
los animales.

¢} Varios animales pueden estar en la misma jaula (homecage) reduciendo el nimero
necesario de jaulas, cstanies, biberones y habitaciones necesarios para la correcta estabulacion de los
animales.

d) Reduce costes en fungibles derivados del proceso de cimgia como del mantenimiento de

las cajas de avtoadministracion.
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1.4.- Permite la exploracion_de nuevos principios activos de forma inhalada incrementado el interés

por ensavos preclinicos en la industria farmacelogica

2.- Descubrimiento de biomarcadores genéticos relacionados con la adiccidn a drogas de abuso.

Hemos aportado evidencias sobre variantes genéticas (Cord, Faah, Gprs3, Gltl, Gatl y Snca) en
animales (ratas y ratones como modelo de organismo y con alta validez predictiva en humanos) que
parecen jugar un papel fundamental en la preferencia e ingesta de alcohol. En humanos es muy
probable que cstos genes también sean factores que:contribuyan importantemente en el fenotipo del
alcoholismo. También hemos descubierto recientemente que la expresion del gen de expresion
temprana c-fos y que se suele usar como marcador de actividad neuronal se encuentra muy
significativamente reducido en ¢l coriex prefrontal de ratas que toman alcahol y han sido tratadas con
cocaina, Por lo tanto estos resultados indican que una hipofuncién del cortex prefrontal (cuantificado
como una reduccién en la expresion de c-fos) es uno de los correlatos que subyacen a ia ingesta de
alcohol. En humanos esta reduccion en la actividad del cértex prefrontal se traduce en una mayor
impulsividad y pérdida de control.

En humanos, hemos descubierlo que ciertas variantes genéticas de la enzima que degrada los
endocannabinoides FAAH, del receptor dopaminérgico DRD2, ¥ de una de las principales enzimas que
degrada las catecolaminas (COMT), estan asociadas y podrian modular la memoria a corto plazo, la
memoria procedimental, funcién ejecutiva y Ia tasa cardiaca. Dichos procesos se encuentran alterados
en sujetos adictos.

La utilidad de la desecripeion de dichos biomarcadores genéticos posibilita, por una parte;

a) el conocimiento de la neurobiologia (variantes genéticas) que subyace a la adiccion dando lugar a
estrategias de medicina preventiva. Por ejemplo, adolescentes con variantes genéticas que les hacen
mas vulnerables a los efectos de las drogas (como una menor sensibilidad a sus efectos negativos y una
mayor sensibilidad a sus efeclos “posilivos™) podrian ser susceptibles de programas de apoyo,
asesoramiento y/o prevencion.

y por otra parte:

b) el desarrollo de nuevas dianas terapéuticas farmacologicas basadas en las variantes genéticas. Por un
lado nuestras investigaciones aportan claves para el desarrollo de nuevas moléculas que se centren en

los sistemas de neurotransimision descritos y asociados al aleoholismo y cocaina. Por otro, se puede




E IGUALDAD

tener en consideracion esas variables genéticas para el esiudio de la adecuacion personalizada de cada

farmaco a cada pacicnte, es decir farmacogenética.

3.- ;Puede ser la neurogénesis una diana terapéutica en la adicciém a las drogas de abuso?

Hemos demostrado que la ncurogénesis en el cerebro de rata adulta se encuentra afectada en animales
tras la exposicion cronica de alcohol (en modelos de autoadminisiracién operante), a la exposicién
aguda de una dosis sedante de alcohol y tras la exposicidn a cannabinoides. A pesar de que estos
cambios parecen responder a los tratamientos empleados (alcohol y cannabinoides) es plausible
plantearse si se pudieran disefiar estrategias farmacoldgicas que redujeran o eliminaran en su totalidad
los efectos de las drogas en los procesos de neurogénesis normal. Esto tendrfa importanic
implicaciones clinicas. Uno de los principales sitios donde es persistente la neurogénesis en el cerebro
adulto, es en el hipocampo, regién que controla y modula.la formacién de recuerdos a largo plazo. Por
lo tanto una de las principales ventajas del tratamiento basado en la preservacion de la tasa normal de
neurogénesis supondria, entre otros logros, una reduccidn en la pérdida de memoria caracteristica de

los adictos cronicos a alcohol y cannabinoides.

4.-La Naltrexona (Antexone ©) v no el Acamprosato (Campral ©) es capaz de prevenir la ingesta

de alcohiol, pero no cuando existe la combinacion alcohol y cocaina

Uno de nuestros Gltimos trabajos desarrollados durante la presente anuvalidad 2011 demuestra que las
ralas que se autoadministran alcohol (paradigma operante) solamente reducen su consumo si son
tratadas con Antexone© a la dosis de 10 mg/kg, pero a ninguna de las dosis usadas Campral©. Esto
pasa igualmente con humanos. El Campral© parece solamente efectivo y esta indicado para el
mantenimiento de la individuos en periode de abstinencia, pero no para la reduccion de la ingesta de
alcohol. Sin embargo, al igual que en humanos, el Antexone© esté indicada para reducir el nimero de
episodios de borrachera o de intoxicaciones alcohdlicas. Estos hechos demuestran ¢l concepto de
validez reversa, es decir, que las moléculas farmacologicas que son efectivas en humanos para una
indicacion concreta, lo son igualmente vélidas en modelos animales. Esto permite depurar los modelos
animales para mimetizar lo méximo posible el patrén humano, proporcionando a su vez mayor validez
predictiva en humanos.

Sin embargo, encontramos gue cuando fos animales fueron tratados con cocafna, ¢sta producia un
incremento en el consumo de alcohol de mancra dosis-dependiente, y que el Aniexone© perdia su
eficacia; no reducia el consumo de alcohol. Por lo tanto, y tras los conceptos explicados de validez

reversa y validez predictiva en humanos, nuestros datos apuntan que en humanos cuando hay
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exposicién a cocaina, ¢l tratamiento con Naltrexona (Antexone®) se mostraria ineficaz en su principal

indicacion: en la reduccidn del niimero de intoxicaciones alcohdlicas,

TRANSFERENCIA Y DIFUSION DE RESULTADOS A LA CIUDADANIA:
ACCIONES LLEVADAS A CABO. (En caso de memoria segunda anualidad y final)

1.- Participacidn cada afio (2009 -2011) en la Semana de la Ciencia organizado por la Comunidad de
Madrid y con ia participacién de distintos centros de la Universidad Complutense (OTRI}, y en nuestro
caso como Grupo de Investigacién del Laboratorio de Psicobiologfa con la Actividad de Jornadas de
Puertas Abiertas y Seminarios titulados “Genes, Farmacos y Cerebro: Coémo pueden explicar nuestra
conducta y su estudio con modelos animales (ratas y ratones) que tienen lugar durante dos semanas del

mes de Noviembre.

2.- Seminarios y clases impartidos en los cursos de Grado, Licenciatura y Misteres oficiales en Ia

Facultad de Psicologia de la Universidad Complutense de Madrid.

semana

de la ciencia
mied

LOMSERERA DE TDCAZION
Comunidad de Madrid

PATENTES U OTROS RESULTADOS EXPLOTABLES COMERCIALMENTE QUE
SEAN CONSECUENCIA DEL PROYECTO. (En caso de memoria final)

Como resultado de uno de los objetivos del presente Proyecto 2009-2011 (“Disefio, validacién y
caracterizacion experimental de ia via de la cocaina inhalada™) hemos presentado la solicitud de una
Patente en la oficina de la OTRI de la Universidad Complutense, la cual esta llevando todo el proceso
y se haré cargo de las primeras cuantias econdmicas que conlleva la Solicitud de una Patente a nivel
Nacional.

Dicha patente lleva como titulo: “Sistenta de autoadministracion inhalada de cocaina y otras

soluciones farmacoldgicas en animales experimentales de laboratorio”.
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Las novedades de la invencion pueden resumirse de la siguiente manera:
1.- Es una invencién especificamente disefiada para la autoadmistracion inhalada de dosis
nebulizadas/atomizadas de cocaina, soluciones farmacoldgicas y/u otros principios activos de manera

muy precisa, fiable y replicable.

2.- La invencion estd basada en una vilvola atomizadora neumdtica industrial alimentada por una linea

de aire comprimido y tomando la solucion farmacologica de un depdsito elevado por gravedad.

3.- Estd basada en controlar electronicamente la dosis nebulizada/atomizada mediante los tiempos de
apertura de dos electrovélvulas que permiten el paso del aire de amastre y del liquido. Con este
procedimiento se consigue que las dosis nebulizadas/atomizadas en cada liberacion sean
completamente replicables y de muy alta precisién, pudiéndose llegar hasta unos valores minimos

inferiores a los 3 microlitros por liberacion de nebulizacion/atomizacion,

4.- El disparo de la nebulizacién/atomizacién de la cocaina o de cualquier otro principio activo de
interés estd determinado por la presencia del animal en las proximidades de la zona de
nebulizacién/atomizacion de aproximadamente 2 cn garantizando de este modo la absorcion inhalada

de la cocaina o principio activo por parte del animal.

OTRAS SUBVENCIONES O RECURSOS (INCLUIDOS FONDOS PROPIOS) QUE
FINANCIAN ESTE PROYECTO O PENDIENTES DE RESOLUCION: importe,
procedencia y aplicacidn

Subvenciones recibidas durante el trienio 2009-2011 relacionadas con el estudio de la adiccidn a

drogas de abuso y en mayor/medida con ¢l Presente Proyecto 2009-2011:

Titnle
1dentificacion funcional y estudio de genes usando modelos animales de antoadminisiracion de drogas
de abuso

Investisador Principal

Jose Anionio Lopez Moreno
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Procedencia

Ministerio de Ciencia ¢ Innovacion

Importe

181.500,00

Titulo

Ayudas destinadas a financiar cstructuras estables de investigacién cooperativa, en ¢l drea de
biomedicina y ciencias de la salud, mediante la participacién en Redes Tematicas de Investigacion (red
RTA)

Investicador Principal

Jose Antonio Lopez Moreno

Procedencia

Red de Trastornos Adictivos. Instituto de Salud Carlos 111 Subdireccidn General de Redes y Centros
de Investigacion Cooperativa

Importe

257.201,84

Titulo

Realizacidén estudios e informes técnicos relacionados con la evaluacién de los programas de
prevencidn en drogodependencias.

Investigador Principal

Jose Antonio Lopez Moreno

Procedencia

Consejeria de Sanidad de la Comunidad de Madrid. Agencia Antidroga Comunidad de Madrid Art. 83:
entre la Agencia Antidroga y ¢l Departamento de Psicobiologia

Imparte

247.934,00

Titulo

Identificacién de marcadores genélicos relacionados con conductas adictivas y agresivas-impulsivas
en poblacion universitaria en la comunidad de Madrid que permitan predecir el uso de drogas de abuso

Investigador Principal

Jose Antonio Lopez Moreno

Procedencia

Consejeria de Sanidad de la Comunidad de Madrid. Agencia Antidroga Comunidad de Madrid.
Agencia Antidroga
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Importe
-15,000,00

Titule
GRUPO PSICOFARMACOLOGIA DE LA ADICCION

Investicador Principal

Jose Antonic Lopez Moreno
Procedencia
Universidad Complutense de Madrid. Banco Santander

Importe
9.470,00

SUBVENCIONES O AYUDAS SOLICITADAS PARA ESTE PROYECTO Y NO
CONCEDIDAS: organismo, convocatoria y cantidad,

OTRAS CONSIDERACIONES QUE SE DESEE HACER CONSTAR

Fruto de la Financiacion del Presente Proyecto 2009-2011 y de los recursos generados por el mismo, se
esté posibilitando que varios estudiantes, investigadores activos del Equipo de Invesligacion que dirijo,
puedan realizar sus Tesis Doctorales. Eatre elios, la dectoranda Maria Tuda Arizcun, la cual
actualmente esta subvencionada por el presente Proyecto 2009-2011, y que se encarga de la linea del
tratamiento farmacoldgico contra la adiccion. El doctorando Victor Echeverry Alzate, que se encarga
de la generacidn de los raiones doble knock-out y expresién de genes en ratas y ratones. La doctoranda
Kora-Mareen Biihler, que se encarga de la parle de cocaina inhalada y los estudios de variaciones
genéticas (SNPs) en humanos y adiccion. Finalinente, el doctorando Alejandro Lopez Jiménez que se
encarga de la parte de autoadministracion de alcohol y fenotipado de ratanes,

Por lo tanto, consideramos que la Financiacion del presente Proyecto 2009-2011, a parte de la
produccion cientifica, repercusidon y beneficio social a medio y largo plazo, ha posibilitado la
formacion de estudiantes, que terminardn siendo doctores y excelentes profesionales en el campo del

estudio de las adicciones a las drogas de abuso.

En esta fecha se remite también por correo electrénico, a la direccion
pndinvestigacion@mspsi.es la presente memoria.

En Madrid a 30 de Junio de 2011







