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RESUMEN

La cafeina (CAF) se usa frecuentemente como adulterante de otros
psicoestimulantes, como la metanfetamina (MET). La xilacina (XIL) se emplea
en la medicina veterinaria como sedante; sin embargo, recientemente ha sido
utilizada para adulterar opioides como el fentanilo (FEN). El objetivo de este
trabajo es estudiar los efectos letales y conductuales producidos por la
combinacion de MET+CAF y de FEN+XIL. Se usaron grupos independientes
de ratones Swiss Webster macho de 5 a 6 semanas de edad (n=10) para cada
tratamiento. Se evalud: (a) la letalidad producida al combinar MET+CAF o
FEN+XIL a sus dosis letales al 10% (DLio) y su posible prevencion con
adenosina (AD), y naloxona (NLX) y yohimbina (YOH) respectivamente; (b) el
efecto de MET+CAF a dosis bajas (0.3+17.7 mg/kg i.p.) sobre la actividad
locomotora evaluada en campo abierto; (c) la sensibilizacion locomotora
inducida por administraciones repetidas de CAF y MET (0.5 y 10 mg/kg, i.p.);
(d) el efecto antinociceptivo de FEN+XIL (0.3+5.6 mg/kg, i.p.) en la prueba de
retiro de la cola (tail flick); (e) el efecto sobre la coordinacién motriz de FEN+XIL
(0.1+5.6 mg/kg, i.p.) evaluada en la prueba de rota-rod. Estos datos se
compararon con los observados con los tratamientos individuales.
Adicionalmente se evalué la tolerancia al efecto antinociceptivo de
administraciones repetidas de FEN+XIL, (0.3+5.6 mg/kg, i.p.), asi como los
signos de abstinencia por supresién a las 24 horas de la Gltima administracion.
Ambas combinaciones aumentaron significativamente el porcentaje de
letalidad. Solo la NLX (30 mg/kg, i.p.) previno la letalidad ocasionada por
FEN+XIL, mientras que la AD (10 y 30 mg/kg, i.p.) no previno la letalidad
inducida por MET+CAF. La CAF incrementd la hiperlocomocion inducida por
la MET y produjo sensibilizacion cruzada. La XIL incrementé el efecto
antinociceptivo de FEN, no modificé la tolerancia ni la abstinencia a FEN. En

conclusién, la presencia de adulterantes exacerba los efectos adversos de las



drogas de abuso potencialmente nocivos, el estudio de estos efectos y su
mecanismo de accion deben continuar con el fin de prevenir y responder de
forma mas eficiente ante los riesgos a la salud que estos implican.
ABSTRACT

Caffeine (CAFF) is a psychostimulant frequently used as drug of abuse
adulterant like methamphetamine (METH). Xylazine (XYL) is used in veterinary
medicine as a sedative, however, recently it has been used for adulterating
opioids like fentanyl (FEN). The aim of this work was to describe lethal and
behavioral effects of combining METH+CAFF and FEN+XYL.

Independent group male mice 5 to 6 weeks of age were used for each
experiment (n=10). We evaluated (a) the lethality produced of combining
METH+CAFF or FEN+XYL at their lethal doses 10 (LD1o) and its possible
prevention with adenosine (AD), naloxone (NLX) and yohimbine (YOH)
respectively; (b) the effect of low doses of METH+CAFF (0.3+17.7 mg/kg, i.p.)
on locomotor activity evaluated in an open field; (c) the locomotor sensitization
induced for repetitive administrations of CAFF and METH (0.5 and 10 mg/kg,
I.p.); (d) the antinociceptive effect of FEN+XYL (0.3+5.6 mg/kg, i.p.) in tail flick
test; (e) the effects on motor coordination of FEN+XYL (0.1+5.6 mg/kg, i.p.)
evaluated in the rotarod. These data were compared with individual treatment.
In addition, it was evaluated the tolerance to the antinociceptive effect of
FEN+XYL (0.1+5.6 mg/kg, i.p.) as well as the signs of withdrawal for
suppression after 24 hours of the last administration.

Both combinations increased the lethality percentage. Only the NLX (30 mg/kg,
i.p.) prevented the lethality caused by FEN+XYL, whereas the AD did not
prevent the death produced by METH+CAFF. The CAFF increased the
hyperlocomotion induced by METH and produced cross sensitization. The XYL
increased the antinociceptive effect of FEN and did not alter the tolerance or
withdrawal to FEN.

In conclusion, adulterants exacerbate potentially harmful adverse effects of
drugs of abuse. The study of these effects and their mechanism of action must
continue in order to prevent and respond more efficiently to the health risks that



they imply.

1. INTRODUCCION

El trastorno por uso de sustancias se caracteriza por la busqueda compulsiva
de una o mas drogas de abuso y por la pérdida de control sobre su consumo
(Koob & Volkow, 2016). Es un problema de salud que afecta a millones de
personas en el mundo. De acuerdo con reportes internacionales, durante el
afio 2021 aproximadamente 296 millones de personas consumieron drogas
ilicitas y 500,000 personas murieron por causas relacionadas con el consumo
de drogas (World Drug Report, 2023).
En el mercado ilegal, las drogas de abuso frecuentemente se encuentran
combinadas con otras sustancias (Pascale et al., 2019.). De acuerdo con su
propoésito y origen, éstas pueden clasificarse de la siguiente manera (Cole et
al., 2011, 2010; Pascale et al., 2019.):
e Contaminantes quimicos: residuos resultantes del proceso de sintesis.
e Contaminantes bioldgicos: bacterias y hongos acumulados durante el
proceso de manufactura o almacenamiento.
e Sustitutos: sustancias farmacoldégicamente activas que se presentan
en lugar de la droga.
e Diluyentes: sustancias inertes que comparten caracteristicas
morfologicas con la droga.
e Adulterantes: sustancias farmacoldégicamente activas con propiedades
similares a la droga.
Estudiar los efectos de las drogas adulteradas es fundamental para conocer
las posibles consecuencias a la salud y buscar maneras de prevenir el riesgo
de muerte.
El principal objetivo de combinar las drogas de abuso con sustitutos, diluyentes
o adulterantes es incrementar el volumen de la droga, reducir los costos de

produccion, incrementar las ganancias y aumentar los efectos psicoactivos.
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Sin embargo, las combinaciones pueden generar mayores efectos nocivos; por
ejemplo, las sustancias pueden resultar toxicas por si mismas, potenciar los
efectos toxicos de la droga, y aumentar el riesgo de desarrollar dependencia
(di Trana & Montanari, 2022).

1.1 Generalidades de los adulterantes

Las sustancias utilizadas como adulterantes poseen caracteristicas fisicas y
quimicas que mimetizan el aspecto y los efectos de la droga base, aparentan
buena calidad, e incrementan o potencian sus efectos (Cole et al., 2011).

Afadir componentes farmacol6gicamente activos a las drogas tiene
implicaciones importantes en la salud publica. Usualmente los usuarios
afrontan efectos adversos inesperados porque desconocen la calidad y
cantidad de las sustancias que se combinan con las drogas que consumen
habitualmente (Minutillo et al., 2019). Ademas, el personal de salud también
puede enfrentar dificultades cuando los consumidores no responden a los
tratamientos convencionales. Varios reportes han asociado a los adulterantes
con un mayor riesgo de muerte y con un incremento significativo en los dafios
en la salud por un consumo crénico de drogas adulteradas (Pascale A., et al.,
2019). En este trabajo estamos interesados en el efecto de dos adulterantes
comunes: la cafeina y la xilacina. En las secciones siguientes, se presentan

las caracteristicas de las sustancias utilizadas en este estudio.

1.2 Metanfetamina
La metanfetamina es un psicoestimulante tipo anfetamina, usado ampliamente
como droga de abuso desde la segunda guerra mundial (Anglin et al., 2000).
Existen 2 formas en las que se puede encontrar en el mercado ilegal, cristales
y polvo. Los cristales tienen un nivel de pureza alto, pero el polvo suele ser
menos puro y estar adulterado (Cruickshank & Dyer, 2009). Desde la década
de los 1980s, se han encontrado muestras de metanfetamina o anfetamina
mezcladas con sustitutos y diluyentes, principalmente con azucares y cafeina
(Brown & Malone, 1976; Cole et al., 2010; King, 1997; Lambrechts et al., 1986).

11



Actualmente, en México, la metanfetamina ocupa el segundo lugar de droga
de mayor impacto solo después de la marihuana y representando el 10% del

total de los casos (Centros de Integracion Juvenil, A.C., 2023).
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Figura 1. Estructura quimica de la metanfetamina (A) y la cafeina (B).

Farmacocinética
La metanfetamina se absorbe rapidamente por el tracto gastrointestinal, v,
dependiendo de la via de administracion, en seres humanos, la concentracién
maxima en sangre se puede alcanzar en un rango de dos a 150 minutos
(Cruickshank & Dyer, 2009). Se metaboliza por la enzima CYP2D6 y se
convierte en parahidroximetanfetamina o anfetamina por medio de una
hidroxilacion o N-desmetilacion (Li et al., 2010). Se excreta principalmente por
la orina, con una vida media de eliminaciéon de aproximadamente 12 horas
(Harris et al., 2003).

Efectos y mecanismo de accion
El consumo de metanfetamina produce varios efectos; entre los mas comunes
se encuentran euforia, sensacion de bienestar, incremento de la locomocién,
incremento del estado de alerta, reduccién el apetito y elevacion de la presién
arterial y la frecuencia cardiaca. La ansiedad, el insomnio y una pérdida de
peso muy significativa son comunes entre los consumidores. El consumo

repetido de metanfetamina produce tolerancia y dependencia (Cruickshank &
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Dyer, 2009; Mendelson et al., 2006; Perez-Reyes et al., 1991). Entre los
efectos adversos asociados al consumo de la metanfetamina, se encuentran
el incremento significativo en la temperatura corporal, hipertension pulmonar,
enfermedad periodontal, problemas cardiovasculares y dafio renal. Ademas,
incrementa el riesgo de adquirir infecciones como hepatitis y virus de
inmunodeficiencia humana (Moratalla et al., 2017; Schep et al., 2010). Su
consumo repetido favorece la presentacion de la llamada psicosis
anfetaminica, caracterizada por alucinaciones visuales y auditivas, delirios de
persecucion y habla incoherente (McKetin et al., 2006; Zweben et al., 2004).
En algunos casos, esa psicosis se puede prolongar convirtiéndose en una
psicosis cronica (Wearne & Cornish, 2018).

La metanfetamina es un agonista indirecto de los receptores a noradrenalina,
dopamina y serotonina. Ingresa a las terminales nerviosas por medio de los
transportadores (DAT, NET, SERT) y revierte su funcion. Asimismo, ingresa a
las vesiculas a través del transportador de monoaminas (VMAT) y provoca la
salida de los neurotransmisores al citoplasma. De esta forma, provoca la
liberacion indirecta de los neurotransmisores al espacio sinaptico (Reith &
Gnegy, 2020; Sulzer et al., 2005) (Fig. 2). La metanfetamina también puede
ingresar a la terminal presinaptica por difusién pasiva y producir estrés
oxidativo. La presencia de la metanfetamina libre en la terminal sinaptica y el
estrés oxidativo producen neurotoxicidad, es decir, dafio en las terminales
dopaminérgicas y serotonérgicas, asi como activacion de la microglia y

astrocitos y apoptosis (Moszczynska & Callan, 2017; Yang et al., 2018).
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Figura 2. Mecanismo de accion de la metanfetamina. A. Transmision
dopaminérgica en condiciones normales. B. Transmisién dopaminérgica
alterada por la presencia de metanfetamina (en amarillo). VMAT:
Transportador vesicular de monoaminas. DAT: transportador de dopamina,
NET: transportador de noradrenalina y adrenalina, SERT: transportador de
serotonina.

1.3 Cafeina
La cafeina es el psicoestimulante més consumido a nivel mundial. En Estados
Unidos se estima que el 85% de la poblacion consume una bebida con cafeina
al dia (Mitchell et al., 2014), mientras que en México se estima que el consumo
de café per capita al afio es de 1.4 kg (Aceves-Navarro et al., 2018). La cafeina
ha sido ampliamente utilizada como adulterante de multiples drogas de abuso
como anfetaminas, cocaina, heroina y metanfetamina (Cole et al., 2011;
Onoka et al., 2020; Prieto et al., 2016).
Farmacocinética

La cafeina se absorbe rapidamente en el tracto gastrointestinal y sus niveles
maximos se alcanzan entre 15 y 45 min después de consumirla (Liguori et al.,
1997). Se metaboliza por la enzima CYP1A2. Se convierte principalmente a

paraxantina por una N-3-demetilacion y tiene una vida media de eliminacién
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de 4a5 h (Thorn et al., 2012). Se elimina principalmente por orina.

Efectos y mecanismo de accion
La cafeina induce la liberacion de dopamina, mejora la atencion y la funciéon
cognitiva, disminuye el suefio, puede mejorar el desempefio deportivo y su
consumo crénico, y en altas concentraciones, puede ocasionar tolerancia y
dependencia (Cappelletti et al., 2014; Sawyer et al., 1982). Ademas, es
ansiogenica, puede producir sintomas metabdlicos como hiperglicemia y
también puede inducir efectos cardiovasculares como arritmias, hipertension,
hipotension, taquicardia, bradicardia y falla respiratoria (Willson, 2018).
La cafeina actia como un antagonista competitivo de los receptores a la
adenosina (A1, Aza, A2s Y Asz). Sin embargo, presenta mayor afinidad por los
receptores Aza y A1 (Fredholm, 2010). Los receptores Aza estan acoplados a
proteinas Gs y Gorr en neuronas (Kull et al., 2000). La activacion de estos
receptores activa a la adenilato ciclasa (AC), incrementa los niveles de AMPc
y se desencadena una cascada de sefalizacion que lleva a la fosforilacion de
CREB y con ello se promueve la transcripcion génica (Ferré, 2008; Preti et al.,
2015). La adenosina induce el suefio y es considerada uno de los principales
factores involucrados en su regulacion (Basheer et al., 2004). La cafeina, al
bloquear estos receptores, provoca el efecto contrario; es decir, incrementa el
estado de alerta y disminuye el suefio (Scorza et al., 2022).
Adicionalmente, los receptores Aza forman heterodimeros con receptores de
dopamina tipo D2. La unién de adenosina bloquea la actividad del receptor Do.
Cuando la cafeina bloguea a los receptores de adenosina Aza, desaparece la
inhibicién de los receptores D2 y aumenta la sefializacion dopaminérgica (Fig.
3) (Ferré, 2016; Huang et al., 2005).
A dosis considerablemente mas altas, toxicas o incluso letales, la cafeina
también inhibe a las fosfodiesterasas, responsables de la degradacion de
AMPc. Al aumentar los niveles de AMPc, se estimula la lipdlisis y se activa a
la proteina cinasa A (Cappelletti et al., 2014; Umemura et al., 2006). Ademas,
la cafeina también induce la liberacion del calcio intracelular del reticulo

sarcoplasmico (Endo, 1977). Otros mecanismos descritos a dosis elevadas de
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cafeina incluyen el bloqueo de los canales de potasio y de los receptores de
GABAA (Cockerill & Mitcheson, 2006; Yu et al., 2009). Sin embargo, las
concentraciones de cafeina necesarias para producir estos efectos son cientos
de veces mas altas que las que se alcanzan con una dieta habitual de

productos con cafeina.

La cafeina como adulterante

Los receptores de adenosina, particularmente los receptores Aza cumplen un
papel muy importante como moduladores del estado de &nimo, del
comportamiento y la cognicion (Shen & Chen, 2009), esto, gracias a la modulacion
gue ejercen sobre los receptores de dopamina. Por tanto, el uso de cafeina
como adulterante de drogas de abuso, puede afectar esos ambitos, asi como
incrementar o potenciar efectos nocivos de las drogas como la locomocién o
la sensibilizacion locomotora.

Estudios previos han demostrado que la cafeina potencia los efectos
recompensantes de la cocaina (Mufiiz et al., 2017; Prieto et al., 2016) y la
toxicidad inducida por MDMA (éxtasis), que es otro psicoestimulante tipo
anfetamina (Vanattou-Saifoudine et al.,, 2012). Estudios preclinicos

demostraron que la combinacién de cafeina con metanfetamina disminuye la

DA\Q G/Adenosine

Figura 3. Inhibicién alostérica de los receptores D2 por la activacion de los
receptores A2A. Imagen tomada de (J. S. Meyer, 2019).
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viabilidad celular y potencia sus efectos téxicos en ratas (Sinchai et al., 2011).
Los estudios sobre la combinacion de metanfetamina con cafeina en modelos
preclinicos son escasos. Es importante describir los posibles efectos adversos
que conlleva la combinacion de drogas psicoestimulantes y opioides con
adulterantes con la finalidad de desarrollar tratamientos que prevengan los
efectos letales.

1.4 Fentanilo

El fentanilo es un opioide sintético de uso terapéutico, pero con alto potencial
adictivo (Armenian et al.,, 2018). Se sintetiz6 en 1960 por Paul Janssen
(Stanley, 1992) y se utiliza como analgésico y como anestésico en
procedimientos quirdrgicos (Comer & Cahill, 2019). En comparacion con la
morfina, el fentanilo es entre 50 y 100 veces mas potente (Mather, 1983).

El fentanilo se usa como adulterante de opioides y estimulantes ((Behrman,
2008; Cole et al., 2011)) y como droga base a la que se afiaden adulterantes
como la xilacina. Durante los afios de 2005-2006 se detectaron en Estados
Unidos multiples casos de muertes por sobredosis ocasionadas por la
combinacion de fentanilo con heroina (DEA, 2016). Desde entonces el
consumo de fentanilo, ya sea solo o en combinacion, ha seguido en aumento.
Actualmente los opioides sintéticos, principalmente el fentanilo, ocupan el
primer lugar de muertes por sobredosis en Estados Unidos y Canada. Aunque
en menor proporcion, en algunos paises europeos también hay una alta tasa
de mortalidad por sobredosis con fentanilo y sus analogos (Pierce et al., 2021).
De acuerdo con la ONU, se considera que estamos viviendo una crisis global
por uso de opioides (UNODC, 2019).
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Figura 4. Estructura quimica de fentanilo (A) y xilacina (B).

Farmacocinética
El fentanilo es altamente lipofilico, por lo tanto, se absorbe y distribuye en todos
los tejidos altamente perfundidos y atraviesa con facilidad la barrera
hematoencefélica (Comer & Cabhill, 2019). Tiene gran afinidad por el receptor
M (Ki= 1.35 nM) y menor afinidad por los receptores & y k (Volpe et al., 2011),
por lo que se considera un agonista especifico u. Se metaboliza por las
enzimas CYP3A4, CYP3A5y CYP3AY. La principal via de degradacion es una
N-desalquilacién a norfentanilo. La principal via de excrecion es por la orina y
la vida media de eliminacion (t12) es de 2 a 4 horas (Comer & Cabhill, 2019).
Efectos y mecanismo de accién

Entre los efectos que produce el fentanilo se incluyen: euforia, nauseas,
voémito, constipacion, analgesia, sedacion, miosis y depresién respiratoria
(Cruz & Granados-Soto, 2015). La depresion respiratoria puede provocar la
muerte. El uso repetido de fentanilo puede conducir al desarrollo de tolerancia
y dependencia fisica (Inturrisi & Jamison, 2002).

El fentanilo es un agonista selectivo de los receptores opioides tipo p, por lo
que activa la via de sefalizacion mediada por la proteina Gaioy el dimero By.
Esto lleva a la inhibicién de la enzima adenilato ciclasa y a la hiperpolarizacion
de la célula por la activacion de los canales rectificadores de potasio (GIRK) y
la disminucion de la conductancia de los canales de calcio. Ademas, la union

del fentanilo con el receptor genera cambios conformacionales que llevan al
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reclutamiento de B-arrestina2, a la internalizacion de los receptores y a la
sefalizacion de proteina cinasas activadas por mitbgeno (MAPK) (Fig. 5). En
las ultimas décadas se ha acumulado evidencia de que el fentanilo activa al
receptor no opioide tipo Toll TLR4 que tiene un papel fundamental en el
sistema inmune innato (Siuda et al., 2017; Wang et al., 2012).

La naloxona es un antagonista competitivo de los receptores a opioides. Este
farmaco es eficaz como antidoto para prevenir la muerte por sobredosis de
fentanilo porque compite por el sitio de union y desplaza al fentanilo del
receptor. En la clinica y en los centros de ayuda, la naloxona se usa
eficazmente para evitar la muerte por depresion respiratoria. En estudios

preclinicos también se ha demostrado su efectividad (Moss et al., 2020).

Desde principios de la década de los 2000, se ha reportado un incremento de
la presencia de fentanilo y xilacina como adulterantes en muestras de heroina
y de otras drogas (Macmadu et al., 2017). Su uso se detecto inicialmente en
Puerto Rico. Alrededor de 2006 aparecieron los primeros casos en Filadelfia
y, en la dltima década se ha extendido al resto de los Estados Unidos y otros
paises (Bowles et al., 2021). Es decir, el fentanilo ha pasado de ser una droga

utilizada como adulterante, a ser una droga adulterada.
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Figura 5. Via de sefializacidon de los receptores a opioides. Mecanismos
moleculares que se desencadenan tras la unién del fentanilo al receptor p.
Modificado de (Al-Hasani & Bruchas, 2011).
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1.5 Xilacina
La xilacina fue sintetizada en 1962 y se propuso como tratamiento
antihipertensivo. Sin embargo, debido a sus efectos adversos como la
hipotensién, inhibicidbn generalizada del sistema nervioso central (mareo,
relajacibn muscular, suefo) y depresion respiratoria, nunca se aprobd su uso
en humanos (Greene & Thurmon, 1988). Actualmente se utiliza en la medicina
veterinaria como sedante y relajante muscular (Stillwell, 2003).
Farmacocinética
La xilacina, al igual que el fentanilo, es una sustancia lipofilica que se absorbe
y distribuye rapidamente. Su vida media varia dependiendo de la especie, pero
oscila entre los 20 y 60 minutos (GARCIA-VILLAR et al., 1981). La xilacina se
metaboliza por las enzimas del citocromo P450 (Veilleux-Lemieux et al., 2013)
y su via de degradacion puede ser por N-desalquilacion, S-desalquilaciéon y/o
hidroxilacion, su eliminacion es principalmente por la orina (G. M. J. Meyer &
Maurer, 2013).
Efectos y mecanismo de accion

La xilacina es un agonista de los receptores a2 adrenérgicos que tienen una
localizacion pre— y postsinaptica (Fig. 6). A través de estos receptores,
produce efectos centrales y periféricos. Al unirse a los receptores presinapticos
az, la xilacina disminuye la liberacién de noradrenalina y dopamina causando
relajacion muscular, sedacion, depresion del sistema nervioso central e
inhibicion del sistema cardiovascular (bradicardia, hipotension, taquicardia).
Ademas, produce hiperglicemia (Hoffmann et al., 2001). Por sus efectos como
relajante muscular, se usa frecuentemente en combinacion con ketamina para
producir anestesia. La xilacina, a dosis altas, es toxica por si misma y esta
relacionada con mayor incidencia de accidentes, muertes por sobredosis y
suicidios (Hoffmann et al., 2001; Nunez et al., 2021). En preclinica se utiliza
yohimbina, un antagonista de los receptores az, para revertir los efectos de la
xilacina (Janssen et al., 2017), pero no hay evidencias de que pueda funcionar
como antidoto para una sobredosis producida por la combinacion de xilacina

con opioides.
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La xilacina como adulterante

La xilacina es de uso comun en la medicina veterinaria, por lo que no esta
controlada por los tratados internacionales de psicotropicos y estupefacientes,
por lo tanto, es relativamente facil de conseguir. Este farmaco se ha utilizado
como droga facilitadora de crimenes por ser un inductor del suefio y relajante
muscular (Krongvorakul et al., 2018). Como se menciond previamente, la
xilacina se ha detectado en usuarios que la consumen involuntariamente en
drogas de abuso adulteradas (Ruiz-Colon et al., 2014). Los primeros
descubrimientos de la xilacina como adulterante se realizaron en Filadelfia
(Wong et al., 2008) y Puerto Rico, donde, en un momento determinado, el 36-
37% de muestras de heroina analizadas contenian esta sustancia (Rodriguez
et al., 2008). Actualmente se ha encontrado como adulterante del fentanilo
(Bowles et al., 2021; Korn et al., 2021; Nunez et al., 2021), principalmente en
Estados Unidos (Alexander et al., 2022; Johnson et al., 2021; Korn et al., 2021)
y Canada (Bowles et al., 2021) y ha sido responsable de varias muertes por
sobredosis (Nunez et al., 2021). Un estudio reciente ha probado que la
presencia de xilacina pudiera incrementar la hipoxia cerebral inducida por
fentanilo, sin embargo, los estudios al respecto son muy limitados (Choi et al.,
2023).

La xilacina y el fentanilo

La xilacina comparte algunas caracteristicas con el fentanilo, ya que ambos
inhiben al sistema nervioso central. Dentro de los sintomas que ambos
farmacos producen se encuentran la hipotension y la depresién respiratoria,
aunque, en el caso del fentanilo, la hipotensién ortostatica es moderada. Tanto
los receptores a2 adrenérgicos como los opioides sefializan por la proteina
Gain, que inhibe a la enzima adenilato ciclasa y produce la hiperpolarizacion
de la célula (Bylund, 2007; Comer & Cahill, 2019). El consumo simultaneo de
xilacina y fentanilo podria crear un efecto aditivo o de potenciacion, sin
embargo, no hay estudios que lo comprueben (Ehrman-Dupre et al., 2022;
Ruiz-Coldn et al., 2014).
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A la fecha, no hay un tratamiento para pacientes con sobredosis de fentanilo
combinado con xilacina. Los reportes clinicos que se han presentado con este
tipo de sobredosis han sido tratados administrando liquidos como solucién
salina, asistiendo la respiracion y administrando 2 mg de naloxona; sin
embargo, esta Ultima no ha sido efectiva para prevenir la muerte (Ball et al.,
2022). Es fundamental estudiar los efectos farmacolégicos de la combinacion
de fentanilo con xilacina para buscar posibles tratamientos que reduzcan los

efectos adversos y prevengan la muerte por sobredosis.

Retroalimentacién
negativa

Noradrenalina,
adrenalinay/o
dopamina

Figura 6. Mecanismo de accién de la xilacina. La xilacina inhibe la liberacién
de noradrenalina, adrenalina y/o dopamina por retroalimentacion negativa.
Modificado de (Gertler et al., 2001).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La adulteracion de drogas es una practica comun que implica grandes
riesgos para los consumidores. La presencia de sustancias
farmacoldgicamente activas en sustancias psicoactivas expone a los
usuarios a efectos adversos inesperados, incluyendo la muerte.

La metanfetamina, al combinarse con cafeina se potencian sus efectos
toxicos. Se ha determinado el efecto de la adulteracion de cafeina con
otros psicoestimulantes, pero hay pocos estudios que determinen los
efectos de la combinacion de metanfetamina y cafeina.

El fentanilo se encuentra frecuentemente adulterado con xilacina. Sin
embargo, los efectos preclinicos de la combinaciéon de fentanilo y
xilacina no han sido estudiados.

Es necesario determinar los efectos de estas adulteraciones para
conocer los riesgos para la salud de los pacientes y buscar tratamientos

que permitan prevenir la muerte por sobredosis.

23



3. OBJETIVO GENERAL

Definir los efectos letales y conductuales de la adulteracion de metanfetamina

con cafeina y de fentanilo con xilacina.

3.1 Objetivos especificos
Para la combinacion de metanfetamina y cafeina:

e Analizar como se modifican los efectos letales, de actividad locomotora
y de sensibilizacion locomotora de la metanfetamina combinada con
cafeina.

e Evaluar si la adenosina, agonista del receptor Aza, es eficaz para
prevenir la muerte por sobredosis de metanfetamina combinada con
cafeina.

Para la combinacion de fentanilo y xilacina:

e Determinar como se modifican los efectos letales, antinociceptivos, en
la coordinacién motora y de desarrollo de tolerancia y abstinencia al
fentanilo en combinacion con xilacina.

e Evaluar sila naloxona o la yohimbina, son eficaces para evitar la muerte

por sobredosis del fentanilo combinado con xilacina.
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4. HIPOTESIS

Hipotesis para la combinacion de cafeina con metanfetamina:

. La cafeina: a) aumentara la letalidad, la actividad locomotora y la
sensibilizacion motora de la metanfetamina.

. La adenosina reducird la mortalidad de la combinaciéon de cafeina y

metanfetamina.

Hipotesis para la combinacion de xilacina con fentanilo:

. La xilacina: a) disminuird la coordinacion motora; b) aumentara la letalidad
inducida por fentanilo; c) disminuird la eficacia de la naloxona para prevenir
la sobredosis; y d) modificara el efecto antinociceptivo del fentanilo.

. Solo la combinacion de yohimbina combinada con naloxona prevendra la

muerte por sobredosis del fentanilo adulterado con xilacina
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Animales
Se utilizaron ratones macho de la cepa Swiss Webster de 5-6 semanas de
edad (25-32 gr). Los animales tuvieron acceso a comida y agua ad libitum y
estuvieron alojados en grupos de 10 ratones por caja en un ciclo de
luz/oscuridad de 12/12 horas. El encendido de las luces fue a las 6:00. La
temperatura se mantuvo controlada (20-23°C). El manejo de los animales
cumplié con las condiciones de la NOM-062-ZO0-1999 y del Comité Interno
para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de acuerdo

con el protocolo 012-021.

5.2 Farmacos
Los farmacos que se utilizaron son: clorhidrato de naloxona, clorhidrato de
yohimbina, adenosina, clorhidrato de xilacina y cafeina de Sigma-Aldrich. El
clorhidrato de metanfetamina fue donado por la Secretaria de Salud y su
pureza se confirmd por medio de espectropscopia infrarroja. El citrato de
fentanilo fue donado por el laboratorio Psicofarma. Todos los farmacos se
disolvieron en solucion salina al 0.9% v/v y se administraron por via
intraperitoneal (i.p.). En el caso de las combinaciones, los farmacos se
mezclaron en la jeringa justo antes de su administracion, teniendo como

volumen méaximo 0.2 ml.

5.3 Pruebas de letalidad
Con lafinalidad de determinar la dosis letal al 10% (DL1o), se realizaron curvas
dosis-respuesta del efecto letal de las combinaciones y del pretratamiento con
antagonistas. En todos los grupos (n=10, cada uno) se evalud la latencia de

muerte y el porcentaje de animales que murieron (Fig. 7A).

5.4 Evaluacién de la actividad locomotora
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Se realizé una prueba de campo abierto para evaluar la actividad locomotora
inducida por los farmacos. Se emple6é un actimetro electronico (Panlab,
Barcelona, Espafia) que esta compuesto por un marco bidimensional (45 x 45
cm) que emite haces infrarrojos que se interrumpen conforme los animales se
desplazan dentro del equipo, y el niumero de cortes se va registrando en una
computadora. La prueba consiste en una etapa de habituacién al equipo de 30
min, después de los cuales se administra el tratamiento y la actividad

locomotora se registra en intervalos de 5 min durante 90 minutos (Fig. 7B).

5.5 Evaluacién de la antinocicepcion
Se realiz6 la prueba de retiro de la cola (“tail flick”) que evalta la sensibilidad
al dolor ante un estimulo térmico con una intensidad definida. El aparato
consiste en un equipo que emite un haz de luz a partir de una fuente de calor
conectada a un temporizador automatico. Los animales se habituan al aparato
2 veces al dia durante 2 dias. El dia de la prueba, se coloca al animal de
manera que la base de su cola quede sobre el haz de luz del aparato y se
ajusta la fuente de calor hasta obtener una latencia de retiro de la cola
promedio de 4-6 s. Esta latencia se seleccion6 para que fuera posible ver
cambios por arriba y por debajo de ese valor con los diferentes tratamientos.
Después se administra el farmaco y se realizan cursos temporales a los 0, 15,
30, 45, 60, 90 y 120 min. En esta prueba, un incremento en la latencia del retiro
de la cola indica antinocicepcién, mientras que una disminucion en la latencia
indica un efecto pro-nociceptivo. Para evitar dafio al tejido, se establecié un
tiempo de corte de 15 s. El grado de antinocicepcion, expresado como
porcentaje del maximo efecto posible (Y%oMEP) se calcula por medio de la
siguiente formula: %MEP= [(B-A) / (C-A)] *100. Donde “A” es la latencia basal
antes del tratamiento, “B” es la latencia después de administrar el farmaco y

“C” es la latencia de corte (15 en este caso) (Fig. 8B).

5.6 Evaluacion de la coordinacion motora

Se utilizé un equipo de rota-rod para evaluar la coordinacion motora de los
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animales. El rota-rod consta de carriles cilindricos que rotan a una velocidad
constante de 11 rpm. Los animales se habitian para aprender a caminar en
los carriles giratorios, 2 veces al dia, durante 10 min. En la prueba, al tercer
dia, se realiza el mismo procedimiento y se mide la latencia y el nUmero de
caidas en un periodo de 5 min. En esta prueba, una disminucion en la latencia
de caida o un incremento en el numero de caidas indica disminucion de la

coordinaciéon motora (Fig. 8C).

5.7 Evaluacién de la abstinencia
La abstinencia por supresion se evalla 24 h después de la ultima
administracion de farmaco. Para ello, los animales se colocan en cilindros
individuales de 10 cm de didmetro x 20.5 cm de alto y se cuentan las veces
que presentan los siguientes signos de abstinencia: acicalamiento,

levantamientos y brincos, en un periodo de 10 min.

5.8 Andlisis estadistico
Para determinar si existen diferencias estadisticas entre grupos en las pruebas
de letalidad, se hicieron pruebas de Fisher. Para analizar diferencias entre mas
de 3 grupos se realizaron analisis de varianzas (ANOVA) de una via. Como
prueba post-hoc se utilizé la prueba de Tukey. Para determinar cambios entre
dos grupos independientes se utilizé la prueba t de Student no pareada y para
las pruebas de tolerancia se hicieron pruebas t de Student pareadas. Se
consideré como nivel de significancia estadistica un valor de p menor a 0.05
(p<0.05). Todos los analisis y graficos se realizan con el software GraphPad

Prism 8.

Disefio experimental
Experimento 1: Efecto de la metanfetamina y la cafeina sobre la letalidad y su
posible prevencién con administracion de adenosina
Los animales reciben la DLio, de metanfetamina 5.6 mg/kg (Ruiz-Quifionez,
2020), la DL1o de cafeina (177 mg/kg) y su combinacion (n=10, por grupo).
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Estas dosis se seleccionaron con base en estudios previos de nuestro
laboratorio. En grupos independientes se evalla si la adenosina (10 o 100
mg/kg), administrada al mismo tiempo que la combinacion o una hora después,
previene la muerte ocasionada por la combinacién de metanfetamina con

cafeina

Experimento 2: Efecto de la metanfetamina y la cafeina sobre la actividad
locomotora

Los efectos motores de la metanfetamina (0.3 mg/kg), la cafeina (17.7 mg/kg)
y su combinacion se evaltan en la prueba de campo abierto (n=10, por grupo).

Experimento 3: Efecto de la metanfetamina y la cafeina sobre la sensibilizacion
locomotora

Los ratones reciben 4 administraciones (una cada dia) de metanfetamina (0.5
mg/kg), cafeina (10 mg/kg) o su combinacién para evaluar el desarrollo de la
sensibilizacion locomotora. Esos mismos ratones se dejan 2 dias en
abstinencia y al tercer dia se administra un reto que puede ser su mismo
tratamiento o bien el tratamiento inverso, es decir, si recibieron repetidamente
metanfetamina, ahora se les va a dar cafeina y viceversa, esto con la finalidad

de determinar si se desarrolla sensibilidad cruzada.

Experimento 4: Efecto del fentanilo y la xilacina sobre la letalidad y su posible
prevencion con la administracién de antagonistas

Los animales se administran con la DL1o de fentanilo (10 mg/kg), de xilacina o
la combinacion de ambos farmacos a las mismas dosis (n=10, por grupo). La
DL1o de fentanilo se obtuvo previamente en nuestro laboratorio (Carranza-
Aguilar, 2021). La DLio de xilacina se calcula a partir de una curva dosis
respuesta de letalidad.

Para evaluar si la naloxona o la yohimbina previenen la muerte ocasionada por
la combinacion fentanilo con xilacina, las dosis de naloxona 10 y 30 mg/kg
(Ruiz-Quifionez, 2020), o de yohimbina 10 y 30 mg/kg, se administran 20 min

29



antes del tratamiento combinado. (n=10, por grupo) y los animales se observan

durante un periodo de 1 h. Después de 24 h se cuenta el numero de individuos
gue sobrevivieron.

A.
W,
Administracion  Administracién Observacion y conteo de
de antagonista de tratamiento sobrevivientes
B.

Habituacién Adminis;racidn Registro de
: tratamiento actividad
30 min |
90 min
C.
]
rd rd

L : - ) I <

Administraciones y registro Abstinencia Administracion
de actividad 48 horas de tratamiento
salina x1

inverso
tratamiento x3

Figura 7. Esquema de los experimentos con la combinacion de cafeina y
metanfetamina. A. Pruebas de letalidad. B. Evaluacion de la actividad
locomotora. C. Evaluacion de la sensibilizacién locomotora
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Experimento 5: Efecto del fentanilo y la xilacina sobre la antinocicepcion

Para este experimento, se administra xilacina (5.6 mg/kg), fentanilo (0.3
mg/kg) o la combinacion de ambos (n=8 por grupo) y se evaltan en la prueba
de tail flick. Para seleccionar las dosis se hicieron curvas dosis-respuesta y se
utilizaron dosis efectivas pero que no presentaran el efecto maximo. Al grupo

control se le administra el vehiculo.

Experimento 6: Efecto del fentanilo y la xilacina sobre la coordinacion motora
Los animales reciben fentanilo 0.1 o 0.3 mg/kg, xilacina 3.1 mg/kg (que es la
dosis subefectiva al efecto sedante) y la combinacion de fentanilo y xilacina en
las dosis mencionadas; cinco min después se evalla la coordinacion motora
en el modelo de rotarod (n=10, por grupo). El grupo control se administra con

solucién salina.

Experimento 7: Efecto de la xilacina sobre la tolerancia desarrollada por el
fentanilo

Para inducir la dependencia fisica, los ratones reciben 7 administraciones (3
veces al dia, con un intervalo de 6 horas, en un periodo de 2 dias y medio) de
fentanilo (0.3 mg/kg), xilacina (5.6 mg/kg), o su combinacién (n=8, por grupo).
Estas dosis y esquema de administracion se seleccionaron con base en
estudios previos del laboratorio (Sanchez-Rojas, 2019). El grupo control se
trata repetidamente con el vehiculo (n=8). La tolerancia se determina con la
prueba de tail-flick realizada inmediatamente después de la primera y la ultima
administracion de los farmacos. La abstinencia por supresion se evalia 24 h

después de la ultima administracion de farmacos.
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Figura 8. Esquema de los experimentos con la combinacion de xilacina y
fentanilo. A. Pruebas de letalidad. B. Evaluacién de la antinocicepcion. C.
Evaluaciéon de la coordinacion motora. D. Evaluacién de la tolerancia y

abstinencia.
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6. RESULTADOS

6.1 La cafeina potencia la letalidad de la metanfetamina
Las dosis de cafeina que se probaron para determinar la letalidad fueron 100,
177, 316 y 560 mg/kg. La dosis mas alta que no produjo la muerte fue la de
177 mg/kg. Esta dosis se combiné con la DLio de metanfetamina (5.6 mg/kg)
y observamos que la cafeina potencié el efecto de la metanfetamina al
incrementar significativamente el porcentaje de animales que murieron (Fig.
9B).

6.2 La letalidad inducida por la combinacion de cafeina con
metanfetamina no se puede prevenir con adenosina
Se administraron 2 dosis de adenosina, 10 mg/kg y 100 mg/kg, y ninguna
previno la letalidad inducida por la adulteracion de metanfetamina con cafeina
(Fig. 9B).

6.3 La cafeina incrementa la hiperlocomocién inducida por la

metanfetamina
Tanto la cafeina como la metanfetamina incrementaron significativamente la
actividad locomotriz por si solas con respecto al grupo control. La cafeina lo
hizo a la dosis de 17.1 mg/kg y la metanfetamina a 0.3 mg/kg. Al combinarse
los dos farmacos, a las mismas dosis, se observd un incremento significativo
de la actividad locomotora principalmente durante la primera mitad de la
prueba. La combinacion de los farmacos produjo un efecto de tipo aditivo
sobre la lo comocion (Fig. 10).
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% letalidad

Figura 9. Letalidad inducida por metanfetamina y cafeina. A. Curva dosis respuesta
de la letalidad inducida por cafeina (n=10; excepto 560 mg/kg n=5. B. Comparaciéon
de la letalidad inducida por de cafeina (Caf) (177 mg/kg), metanfetamina (Met) (5.6
mg/kg) y su combinacién y en presencia de adenosina (Ad) (10 y 100 mg/kg). La
letalidad se expresa en porcentaje. C. Latencia de muerte en horas para cada

100 -

80-

60—

40+

20

177 316 560
Dosis (mg/kq)

% letalidad

100

80

60

40+

20+

C.

-510-

<

S

@

-

£ 5

Q

©

o

(&]

c

9

T - —
T T
LY X LY
> (4 >
(SRR x() >

é‘é} xv.x?‘

tratamiento, Prueba de Fisher, **p<0.01.

34

T T
S
N



4000 - -o- Solucién Salina
- Cafeina 17.7 mg/kg

[72]
@
S
5 3000+ _¥IVI -4+ Metanfetamina 0.3 mg/kg
o
= 2000 ~+ Met +Caf O
- Met + Caf E
©
= 1000-
©
]
0- oo
1 I I I I 1 I I I 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tiempo (min)
B.
300000 -
## dekk
| s )
200000
&)
=
<

1
1000004 I I I
o W
Figura 10. La cafeina incrementa la hiperlocomocion en ratones inducida por la
metanfetamina. A. Actividad locomotora de los ratones con diferentes tratamientos.
Cada punto representa el promedio del numero de movimientos de cada grupo
+SEM; n= 10 Met + Caf O: efecto observado de la combinaqién de cafeina y
metanfetamina. Met + Caf E: suma tedrica de los promedios. B. Area bajo la curva
de los movimientos en el panel A. ANOVA de una via: F (3,36 = 584.1; p<0.001;

prueba post-hoc de Tukey, comparaciones multiples donde todos los grupos
resultaron diferentes comparados con el control ***p<0.001.

6.4 La metanfetamina induce sensibilizacién locomotora pero

no la cafeina ni la combinacién de cafeina con metanfetamina

La administracion repetida de metanfetamina indujo sensibilizacion motora
con cada administracion mientras que los ratones tratados repetidamente con
cafeina no presentaron una respuesta diferente con cada administracion. En

el caso del grupo tratado con la combinacién, se presenta una mayor
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locomocion comparada con los grupos tratados solo con metanfetamina o

cafeina, pero no se induje sensibilizacion (Fig. 11 A-C).
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Figura 11. Promedio de actividad locomotora por cada dia, por grupos. A-C. Grafica
de barras del promedio de la actividad total por grupo por cada dia de administracion
(M: metanfetamina, C: cafeina, M+C: Metanfetamina + cafeina). D-E Actividad total
por cada dia de administracién de cada grupo. Cada punto de la gréafica representa el
promedio de actividad total por cada dia de administracion +SEM. ANOVA de una via:
F (10 30) = 19; p<0.001; prueba post-hoc de Tukey.
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6.5 La cafeina y la metanfetamina inducen sensibilizacion
cruzada
Un grupo de ratones se les dio como reto el tratamiento opuesto al que
recibieron repetidamente durante 4 dias. En ambos casos la actividad
locomotora registrada con el reto fue significativamente mayor comparada con

la que produjo el tratamiento agudo de cada farmaco (Fig. 11 Dy 11 E).

6.6 La xilacina potencia la letalidad del fentanilo y la muerte

se previene con una dosis alta de naloxona
Las dosis de xilacina que se evaluaron para determinar la letalidad fueron 17.7,
31.6,56.2, 60, 74.2, 100 y 177 mg/kg. La DL1o de xilacina fue 60 mg/kg. Esta se
combind con la DLio de fentanilo y observamos que la xilacina potencio la
letalidad del fentanilo (Fig. 15 B). La dosis de naloxona de 30 mg/kg, pero no la
de 10 mg/kg previno la letalidad inducida por la adulteracion de fentanilo con
xilacina. La yohimbina no tuvo efecto a las dos dosis probadas. La
administracion de la combinacion de naloxona y yohimbina, a las dosis de 10
mg/kg cada una, redujo el porcentaje de letalidad e increment6 la latencia de
muerte (Fig. 12 By 12 C).
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Figura 12. La xilacina potencia la letalidad del fentanilo. A. Porcentaje de letalidad
de xilacina a diferentes dosis (para cada grupo n=10; excepto 60 mg/kg n=5). B.
Porcentaje de letalidad de xilacina (xil) (DL1o= 60 mg/kg) combinada con fentanilo
(Fent) (DL1o= 10 mg/kg) y sus respectivos antagonistas a diferentes dosis yohimbina
(Yoh) 10 y 30 mg/kg, naloxona (NIx) 10 y 30 mg/kg, y la combinacion de yohimbina
y naloxona 10mg/kg). C. Latencia de muerte con los diferentes tratamientos. Prueba
de Fisher n=10, *p<0.01; ***p<0.001.

6.7 La xilacina incrementa el efecto antinociceptivo del
fentanilo

La dosis de 0.3 mg/kg de fentanilo produjo un efecto antinociceptivo que alcanz6
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su maximo en los primeros 15 min después de su administracion. La xilacina
tuvo un efecto antinociceptivo menor y mas lento, alcanzando su valor maximo
a los 30 min. Al combinar estas dos dosis, observamos que la xilacina

incremento el efecto antinociceptivo del fentanilo (Fig. 13).
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Figura 13. La xilacina incrementa la antinocicepcion en ratones inducida
por el fentanilo. A. Curso temporal de los ratones con diferentes
tratamientos. Cada punto representa el promedio del porcentaje
maximo de efecto de cada grupo (Fent + Xil E: efecto esperado, suma
tedrica de xilacina (xil), y fentanilo (Fent); Fent + Xil O: efecto
observado) +SEM; n= 10. B. Area bajo la curva del curso temporal en
el panel A. ANOVA de una via: F (3,34) = 34.54; p<0.0001; prueba post-
hoc de Tukey, comparaciones mdltiples donde todos los grupos
resultaron diferentes al efecto observado ***p<0.001.
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6.8 La combinacion de xilacina con fentanilo no afecta la
coordinacion motora
Los animales no tuvieron cambios significativos en cuanto al nimero de

caidas que presentaron durante la prueba de rotarod ANOVA de una via F s,
42=1.63, p=0.172 (Tabla 1)

Tabla 1. La coordinacion motora no se altera con los diferentes tratamientos.
Promedio del nimero de caidas que presentaron los ratones ante los diferentes
tratamientos.

Tratamiento (mg/kQg) N° promedio de caidas + SEM
Solucidn salina 00

Xilacina (5.6) 0.62 +0.49

Fentanilo (0.1) 00

Fentanilo (0.3) 0.62 +0.26

Fentanilo (0.1) + xilacina (5.6) 0.62 +0.37
Fentanilo (0.3) + xilacina (5.6) 1+0.32

6.9 La xilacina no modifica la tolerancia ni abstinencia
inducidas por fentanilo
Después de 7 administraciones repetidas de cada tratamiento
observamos que el tratamiento con solucion salina y xilacina produjeron
el mismo efecto después de la primera administracion y la dltima, es
decir no indujeron tolerancia, mientras que el fentanilo desarrollo
tolerancia después de 7 administraciones. Esta tolerancia no fue

alterada al combinar fentanilo con xilacina (Fig. 14).
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Figura 14. La tolerancia inducida por fentanilo no se altera con la presencia de
xilacina. A-D Cursos temporales de los diferentes tratamientos al dia 1 y dia 3
de tratamiento. E. Area bajo la curva de los cursos temporales. Prueba t de
Student pareado *p<0.05.
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# de eventos

Al evaluar las conductas asociadas a la abstinencia, solo presentaron
diferencias el grupo de ratones que fueron expuestos a la combinacion
de fentanilo y xilacina, y solo en la conducta de acicalamiento, tanto en

la frecuencia como en el tiempo en que se presenta cada evento (Fig.

15).
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Figura 15. Conductas evaluadas después de 24 horas de abstinencia por supresion
a los diferentes tratamientos. Prueba t de Student pareada *p<0.05.
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7. DISCUSION

7.1. Efectos de combinar metanfetamina y cafeina

Estudios preclinicos previos han demostrado que la cafeina incrementa el
efecto estimulante de la cocaina (Lépez-Hill et al., 2011), la preferencia de
lugar condicionado (Muiiiz et al., 2017), la liberacién de dopamina (Scorza et
al., 2023), y la sensibilizacién motora inducida por cocaina en ratas (Prieto et
al., 2015). Estos estudios, sugieren que la cafeina, afiadida como adulterante,
puede exacerbar o potenciar los efectos de otros psicoestimulantes, sin
embargo, a la fecha, los estudios de la combinaciébn de metanfetamina y
cafeina son limitados.

En este trabajo, nosotros observamos que la cafeina incrementa la letalidad
de la metanfetamina. Este resultado coincide con el trabajo de Sinchai y
colaboradores en el que observaron que la administracion de cafeina y
metanfetamina redujo el porcentaje de supervivencia hasta en un 33%,
comparado con el grupo de ratas que solo recibid metanfetamina (83%)
(Sinchai et al., 2011). La diferencia con respecto a nuestro trabajo es que ellos
utilizaron un esquema de administraciones repetidas y que lo hicieron en otra
especie, ademas, usaron una dosis de cafeina mas baja que la nuestra (12
mg/kg). Nuestros resultados muestran que la potenciacion de efectos letales
puede ocurrir con una administracion aguda de metanfetamina y cafeina.

El mecanismo de accion a través del cual la cafeina incrementa la letalidad de
la metanfetamina no esta claramente definido. La metanfetamina, por si
misma, es neurotéxica, es decir, que genera dafio en las neuronas
dopaminérgicas, serotonérgicas, e induce neuroiflamacion y apoptosis (Cadet
& Krasnova, 2009; Moratalla et al., 2017). Ademas, la metanfetamina, a dosis altas,
produce hipertension pulmonaria, vasoconstriccion, arritmias y cardiomiopatia
(Kevil et al., 2019). Las dosis altas de cafeina pueden producir temblores,
ansiedad, sintomas metabdlicos como hiperglicemia e inducir efectos
cardiovasculares como arritmias, hipotension, hipertension, taquicardia,

bradicardia ademas puede producir hiperventilacion pulmonar y falla
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respiratoria (Willson, 2018). Todos estos mecanismos trabajando en conjunto,
en especial los mecanismos cardiacos y respiratorios pueden actuar de
manera sinérgica, y con ello, facilitar la muerte.

En nuestro trabajo observamos que la cafeina incrementé el efecto de
hiperlocomocion inducido por metanfetamina, tanto en un esquema de
administracion agudo como repetido. Este efecto se ha atribuido a la
estimulacién motora provocada por cafeina que ha sido descrita previamente
(Fisone et al., 2004) y que, puede deberse a que los receptores a adenosina,
particularmente el A1 y el A2a modulan la actividad de los receptores a
dopamina. Los receptores Aza co-localizan y forman heterodimeros con los
receptores a dopamina tipo D2 mientras que los receptores Ai forman
heterodimeros con los receptores a dopamina de tipo D1 (Fuxe et al., 2010).
El complejo A2a-D2 se encuentra expresado en neuronas GABAérgicas
espinosas medias del estriado, donde, la unién de adenosina reduce la
afinidad de la dopamina al receptor D2 (Ferre et al., 1991; Ferré et al., 1994).
La cafeina, como antagonista de los receptores Aza, inhibe la inhibicion que
las neuronas GABAérgicas ejercen, resultando en una mayor activacion de las
neuronas dopaminérgicas (Malave & Broderick, 2014).

Este antagonismo, no solamente sucede a nivel de membrana plasmatica, sino
que, ademas, las cascadas de sefializacién también convergen. Por un lado,
la activacion del receptor Aza esta acoplado a la proteina Gorr que incrementa
la actividad de la AC (Fredholm, 1977), mientras que el receptor D2 esta
acoplado a la proteina Gi resultando en una reduccion de la AC (Stoof &
Kebabian, 1981). Esto se refleja en una regulacién opuesta de los niveles de
AMPc y la actividad de la PKA (Fisone et al., 2004).

Se considera que esta interaccién es responsable de los efectos en la actividad
locomotora, sensibilizacion y efectos recompensantes de algunas drogas de
abuso como cocaina y anfetaminas (Ballesteros-Yafiez et al., 2018).

A pesar de que el papel principal de los efectos conductuales observados con
cafeina se atribuye principalmente al complejo A2a-D2 (Hsu et al., 2009),
también se ha demostrado que el complejo A:-D1 participa en la estimulacion
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locomotora inducida por cafeina (Acevedo et al., 2016).

Ademas, el hecho de que hayamos observado una sensibilizacion cruzada
sugiere que hay mecanismos similares entre la cafeina y la metanfetamina
dentro del desarrollo de la sensibilizacion, lo cual se ha relacionado con
mecanismos propios del desarrollo de dependencia modulados por la
dopamina (Steketee & Kalivas, 2011).

También es importante resaltar que los efectos en el comportamiento de la
cafeina dependen fundamentalmente de la dosis (Ferré, 2008, 2010). Por
ejemplo, dosis bajas de cafeina (15-30 mg/kg) inducen hiperlocomocion, pero
a dosis altas (60-120 mg/kg) este efecto se revierte (Marin et al., 2011),
ademas, la cafeina incrementa la preferencia de lugar condicionada a dosis
bajas, pero este efecto es opuesto a dosis altas por su efecto ansiogénico
(Fredholm et al., 1999).

Por otro lado, los efectos obtenidos en este estudio pueden ser muy diferentes
al trasladarlos a nivel clinico. En primer lugar, debido a la diferencia entre
especies, y, en segundo lugar, las proporciones de cafeina y metanfetamina
de las muestras que se encuentran en el mercado ilegal de drogas son muy
variables lo cual nos puede llevar a presentar una variedad de efectos
diferentes.

No obstante, este tipo de trabajos son una buena aproximacion para estudiar

mejor el fendbmeno de adulteracion de drogas y su estudio debe continuar.

7.2. Efectos de combinar xilacina con fentanilo

Los estudios recientes han reportado un incremento significativo de muestras
de opioides adulterados con xilacina, asi como un incremento en reportes
forenses donde se detecté tanto xilacina como opioides (Alexander et al.,
2022; Kacinko et al., 2022). También se ha observado que la combinacién de
xilacina y fentanilo puede exacerbar algunos de los efectos toxicos del
fentanilo como la hipoxia cerebral en ratas (Choi et al., 2023). Estos datos

sugieren que la presencia de xilacina podria representar un mayor riesgo en
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la salud para los consumidores de opioides.

En este trabajo observamos que la xilacina incrementa significativamente la
letalidad del fentanilo en ratones, lo que podria sugerir que las personas que
consumen fentanilo combinado con xilacina, corren mayor riesgo de morir por
sobredosis.

Adicionalmente, observamos que la yohimbina por si sola es ineficaz para
prevenir la letalidad y que, combinada con naloxona puede prevenir la muerte
en un 70%. Sin embargo, una dosis alta de naloxona previene la muerte en un
100%.

También evaluamos los efectos de la xilacina sobre la antinocicepcion, y
observamos que la xilacina incrementa la antinocicepcién del fentanilo.
Mientras que la coordinacion motora no se vio alterada.

A pesar de que se ha observado que la combinacion de opioides y agonistas
adrenérgicos pueden reducir la tolerancia inducida por los opioides (Root-
Bernstein, 2022b), en nuestro trabajo observamos que la xilacina no modificé
de manera significativa la tolerancia que induce el fentanilo. Esto puede ser un
riesgo para los consumidores, debido a que puede conducir al consumo de
mayores cantidades de sustancia con el fin de obtener los efectos deseados.
Tomando en consideracion los resultados de los experimentos de letalidad, se
puede alcanzar niveles toxicos mas facilmente.

De todas las conductas de abstinencia que evaluamos, solo el grupo que
recibié el tratamiento combinado presentd diferencias en el acicalamiento,
tanto en la frecuencia como en la duracion de cada evento. Por otro lado, no
se observaron diferencias significativas en las demas conductas, posiblemente
debido a que, en la abstinencia por supresion, los signos aparecen
gradualmente, lo cual dificulta la observacién de algunos signos. Otro factor
importante por considerar es que el fentanilo es una molécula ampliamente
lipofilica, lo cual facilita su almacenamiento en el tejido, en estudios en
humanos se ha detectado fentanilo incluso después de dos y hasta siete dias
después del consumo (Huhn et al., 2020).

En conjunto, los efectos observados en este trabajo sugieren que existe una
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interaccioén sinérgica entre el sistema adrenérgico y el sistema opioide.

Ambos sistemas interactian de varias maneras: primeramente, ambos
receptores estan acoplados a la proteina Gi por lo que la sefalizacion de
ambos receptores puede converger en algun punto mediante segundos
mensajeros. En segundo lugar, los receptores a opioides y adrenérgicos
pueden formar heterodimeros y por Gltimo los agonistas adrenérgicos pueden
unirse alostéricamente y modular la actividad de los receptores opioides, asi
como los agonistas opioides pueden modular alostéricamente a los receptores
adrenérgicos. Este mecanismo ha sido descrito recientemente y sucede
gracias a que la union alostérica de agonistas adrenérgicos como la clonidina,
puede evitar la fosforilacion de los receptores p, evitando su internalizacion y
prolongando asi su sefializacion (Root-Bernstein, 2022b, 2022a). Aungue a la
fecha no se ha determinado si la xilacina puede funcionar como modulador
alostérico de los receptores a opioides, se ha descrito que la clonidina (otro
agonista a2) si presenta afinidad (Root-Bernstein, 2022b), por lo que es

razonable proponer que la xilacina actia de manera similar.

8. CONCLUSION

En este trabajo observamos que dos adulterantes comunes aumentan los
efectos de sustancias de abuso. Agregar sustancias farmacolégicamente
activas exacerba e incrementa efectos potencialmente dafiinos para las
personas que consumen drogas adulteradas, aunque el consumo sea agudo.
Los efectos de consumir drogas de abuso adulteradas por periodos
prolongados de tiempo aun no han sido ampliamente explorados, por lo que el
estudio en este campo debe continuar.

Adicionalmente, elucidar los mecanismos y determinar la forma en la que estas
sustancias interactian es fundamental para entender los efectos preclinicos
observados en este trabajo, asi como describir el papel que tienen los
adulterantes en el desarrollo de la adiccidon y buscar posibles tratamientos que

prevengan los efectos adversos asociados a un consumao cronico.
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9. PERSPECTIVAS

Realizar experimentos con hembras para determinar si los efectos de
ambas combinaciones descritos en este trabajo varian entre sexos,
particularmente en las pruebas de letalidad.

Determinar si ambas combinaciones resultan mas recompensantes

mediante una prueba de preferencia de lugar condicionado.

Evaluar los efectos a largo plazo asociados a un consumo cronico de

metanfetamina y cafeina:

o Cambios en la modulacion de la transmision dopaminérgica por
efectos de plasticidad.

o Cambios en la sensibilizacion locomotora a largo plazo,
modificando el periodo de exposicidon y el tiempo de abstinencia.

o Neuroinflamacion inducida por el consumo cronico.

e Determinar los mecanismos moleculares y celulares involucrados en la
letalidad de cafeina y metanfetamina, definiendo el papel de cada
receptor con ratones carentes de los receptores Aza 'y Ai.

e Evaluar si la adenosina pudiera ser eficaz previniendo la letalidad
usando una via de administracion diferente como vaporizacién, o a otra
dosis.

e Determinar si la cafeina afecta otras etapas del abuso, como la recaida.

e Evaluar los efectos en la piel por un consumo crénico de fentanilo
combinado con xilacina a nivel preclinico.

e Determinar si la xilacina modifica la tolerancia al fentanilo con un
esquema de administracion mas extenso.

e Determinar la participacion de los receptores adrenérgicos en la
letalidad observada por la combinacion de xilacina y fentanilo, mediante
aproximaciones farmacoldgicas con otros antagonistas selectivos, o
bien, moleculares con ratones carentes de receptores a2.

e Definir si la xilacina puede activar a los receptores a opioides por

ensayos de radioligando.
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e Evaluar los signos de abstinencia a fentanilo y xilacina por precipitacion

con naloxona.
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