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Resumen

Numerosos datos clinicos y experimentales han demostrado que la nicotina del tabaco (NI) es
la razén de la adiccién al tabaco en los seres humanos, a través de la induccién de la tolerancia
y la dependencia fisica. El humo del tabaco contiene otros alcaloides que pueden contribuir a
la adiccién, como la cotinina (COT).

En este estudio se evaluaron los posibles efectos de la COT en ratas durante el sindrome de abstinencia
nicotinica midiendo la actividad locomotora espontanea (ALE) utilizando el test del campo abierto.

El estudio se llevd a cabo con dos grupos de ratas que recibieron NI 10 mg / kg / dia en agua
potable durante 120 dias (grupos Ay B). Luego, en el grupo A, se sustituyd NI por agua potable
y en el grupo B, sustituido por COT |2 mg / kg, durante 24 horas en ambos grupos. La actividad
locomotora espontanea se registrd al final del dia 120 (nivel basal) y al final del dia 121, al final
del periodo de abstinencia.

Los resultados obtenidos se compararon con las mediciones basales. El grupo A mostré diferencias
significativas en 3 de los 9 movimientos medidos y el grupo B mostré diferencias significativas
en 7 de los 9 movimientos medidos. Cuando el grupo A se compard con el grupo B sélo |
movimiento mostrd diferencia significativa.

Estos resultados sugieren que en la administracion crénica de nicotina y en estas condiciones
experimentales, la cotinina participa en el sindrome de abstinencia nicotinica.
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Abstract

A large amount of clinical and experimental data has shown that tobacco nicotine (NI) is the reason
for tobacco addiction in humans, through the induction of tolerance and physical dependence.
Tobacco smoke contains other alkaloids that may contribute to addiction, such as cotinine (COT).
In this study we evaluated the possible effects of COT in rats during NI abstinence syndrome
by measuring spontaneous locomotor activity (SLA) with an open field test.

The study was carried out with two groups of rats receiving NI 10 mg / kg / day in drinking water
for 120 days (groups A and B). Then, in group A, NI was replaced by drinking water and in group B,
substituted by COT, 12 mg / kg, for 24 hours in both groups. Spontaneous locomotor activity was
recorded at the end of day 120 (baseline) and at the end of day 121, the end of the abstinence period.

The results obtained were compared against the baseline measurements and group A showed
significant differences in 3 of the 9 movements measured and group B displayed significant di-
fferences in 7 of the 9 movements measured.

When group A was compared with Group B only | movement showed any significant differences.

These results suggest that cotinine participates in the nicotine withdrawal syndrome in chronic
nicotine administration under these experimental conditions.

Key Words

Cotinine, nicotine, nicotine withdrawal, spontaneous locomotor activity, open field.

I.INTRODUCCION 1999) que comprende componentes fisicos
y emocionales (O’Dell, Bruijnzeel, Gho-

El tabaquismo se clasifica como un trastor- zland, Markou y Koob, 2004).

no relacionado con el consumo de una sus-
tancia psicoactiva, la nicotina (NI) (Halladay,
Schwartz, Wagner, Iba, Sekowski y Fischer,
1999). La nicotina, principal alcaloide del taba-
co, es la razén por la que el tabaco es adictivo
(Barrett, 2010; Clemens, Caillé, Stinus y Ca-
dor, 2009; Kyerematen y Vesell, 1991; Wiley,
Marusich, Thomas y Jackson, 2015).

Numerosos datos clinicos y experimen-
tales muestran que NI produce tolerancia y
dependencia fisica en humanos. La abstinen-
cia de NI en fumadores crénicos produce
un sindrome de abstinencia (Halladay et al,

En los animales de experimentacion, el
sindrome de abstinencia de NI consiste en
signos fisicos espontaneos (Epping-Jordan,
Watkins, Koob y Markou, 1998; Mathieu-
Kia, Kellogg, Butelman y Kreek, 2002), que
incluyen castafieo de dientes, masticacién
continua, bostezo, dolor abdominal, sibi-
lancias, sacudidas, parpadeo de los ojos y
caida del parpado (Mathieu-Kia et al., 2002;
O’Dell et al., 2004; O’Dell et al., 2006).

El humo del tabaco, ademas de NI, con-
tiene otros alcaloides que pueden contri-
buir a las propiedades adictivas del tabaco
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(Barrett, 2010; Clemens et al., 2009; Wiley
et al., 2015) como, por ejemplo, la cotinina
(COT), el principal producto del metabolis-
mo de la NI en varias especies incluido el

ser humano (larkov, Appunn y Echeverria,
2016; Wiley et al., 2015).

Diversos autores han descrito que, en
el fumador, los niveles de COT plasmati-
cos aumentan gradualmente a medida que
transcurre el dia (Miller, Rotenberg y Adir,
1997; Rama Sastry, Chance, Singh, Horn
y Janson, 1995; Schroff, Lovich, Schmitz,
Aschhoff, Richter y Remien, 2000; Shoaib
y Stolerman, 1999; Slotkin, 2002; Sziraki
et al., 1999) hasta alcanzar un maximo al
finalizar la jornada y persisten durante la
noche. Esta permanencia en el plasma se-
ria una consecuencia de su larga vida media
(Riah, Courriere, Dousset, Todeschi y La-
bat, 1998; Schroff et al., 2000) que, segin
distintos autores, se encuentra comprendi-
da dentro de un rango entre [0y 30 horas
(Dwoskin, Teng y Crooks, 2001; Hansen,
Garde, Christensen, Eller, Knudsen y Hein-
rich-Ramm, 2001; Kyerematen y Vesell,
1991; Lorenzo, Ladero, Leza y Lizasoain,
[998; Rama Sastry el al, 1995; Riah, Dous-
set, Courriére, Stigliani, Baziard-Mouysset
y Belahsen,1999; Sam Niedbala, Haley,
Kardos y Kardos, 2002; Sziraki et al., 1999;
Tricker, 2003;). En relacién con lo anterior,
en los fumadores los niveles plasmaticos de
la COT son significativamente mayores que
los de la NI (250 a 900 ng/ml vs 10 a 30
ng/ml) (Dwoskin, Teng, Buxton y Crooks,
1999; Rama Sastry el al, 1995; Schroff et
al., 2000, Shoaib y Stolerman, 1999).

La COT, en roedores, puede afectar
la funcién del sistema nervioso central ya
que atraviesa la barrera hematoencefalica
(Ghosheh, Dwoskin, Li y Crooks, 1999;

Revista Espaiiola
de

Ghosheh, Dwoskin, Miller y Crooks, 2001;
Riah et al, 1998; Schroff et dl., 2000; Sziraki
et al., 1999). En el cerebro de rata, el per-
fil de concentracién de COT a lo largo del
tiempo indica que se detecta a los 30 mi-
nutos de la administracion, alcanza su pico
maximo entre 60 y 240 minutos, permanece
en circulacién entre 8 y 16 horas después de
la inyecciény su T1/2 es de 5,5 horas, sien-
do aln detectable hasta 24 horas después
de la inyeccion (Ghosheh et al., 1999).

La COT es un neuroprotector, poten-
ciador de la memoria y es un compuesto
antiinflamatorio, preserva la densidad si-
naptica, disminuye la ansiedad y reduce el
comportamiento depresivo en los ratones
(larkov et al., 2016)

Un criterio para evaluar la abstinencia
inducida por farmacos adictivos en ani-
males de experimentacién, incluyendo NI,
es la evaluacion de la actividad locomoto-
ra espontanea (ALE). Esta es una técnica
ampliamente utilizada para estudiar una
variedad de sustancias quimicos (Clemens
et al., 2009; Goutier, O’Connor, Lowry y
McCreary, 2015; Halladay et al., 1999; Wi-
ley et dl., 2015).

En ratas, el aumento del peso corporal,
la hiperfagia (Mathieu-Kia et al., 2002; Sto-
lerman, 1999), la disminuciéon de la ALE
y la polidipsia son parametros utilizados
para evaluar la intensidad de la abstinencia
(Mathieu-Kia et 4l., 2002).

Si bien la COT presenta una menor ac-
tividad farmacoldgica que la NI, podria es-
tar involucrada en la dependencia a la NI
o en el sindrome de abstinencia al tabaco
(Dwoskin et al., 1999). Esto se deberia a
que reduce el efecto beneficioso de los
parches de NI en la disminucién de los
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sintomas en la abstinencia tabaquica (Hat-
sukami, Lexau, Nelson, Pentel, Sofuoglu y
Goldman, 1998a; Hatsukami et al., 1998b;
Riah et al., 1999; Schroff et 4l. 2000; Vainio
y Tuominen, 2001) y los empeora en los
adictos indicando, al menos a nivel funcio-
nal, un antagonismo a los efectos de la NI
(Hatsukami et al., 1998b; Vainio, Viluksela y
Tuominen, 1998).

En consecuencia, nuestra hipotesis de
trabajo es considerar la posibilidad de que la
COT pueda contribuir con la manifestacion
de los efectos adversos de la exposicion
a NI a largo plazo (Ghosheh et al., 1999;
Ghosheh et al., 2001; Schroff et &l., 2000;
Wiley et al., 2015).

El objetivo de este estudio es poder eva-
luar algin posible efecto de la COT sobre
la actividad locomotriz espontanea en ratas
durante el sindrome de abstinencia nicotinica.

Para ello se utilizaron ratas a las que se
les administré crénicamente NI en agua po-
table (Gaddnas, Pietila y Ahtee, 2000; Gadd-
nas, Pietila, Petteri Piepponen, Ahtee, 2001;
Halladay et al., 1999) durante 120 dias y se
midi6é la ALE (basal). En ese momento se
reemplazé la NI por una solucién de COT
durante 24 hs y se midi6 la ALE en el perio-
do de abstinencia.

2. MATERIALESY METODOS

Reactivos

(-) -Nicotine, Fluka, Ref. N°. 72290, CAS
54-11-5, 98% pureza.

(-)-Cotinine, Sigma, Ref. N°. C5923, CAS
486-56-6, 98% de pureza.

!

Animales

24 ratas Sprague Dawley machos adul-
tas de 210 £ 10 g de peso corporal inicial
fueron sometidas a 5 dias de aclimatacion.
Luego fueron asignadas al azar y divididas en
3 grupos de ocho animales cada uno (n =
8). 2 de los 3 grupos recibieron NI a la do-
sis de 10 mg/kg/diay un grupo recibi6 agua
potable (grupo control). Los grupos se de-
nominaron como sigue: A, By C (Figura I).

Mantenimiento de animales

El protocolo experimental se disefid de
acuerdo con la Guia N° 452 para ensayo de
productos quimicos en animales de experi-
mentacién de la Organisation for Economic
Co-operation and Development (OECD,
1993).

Se utilizaron ratas Sprague Dawley ma-
chos adultas, se aclimataron en el bioterio
durante cinco dias antes de iniciar el trata-
miento. Las ratas se mantuvieron a una tem-
peratura de 22 * 3°C, con humedad del 30
al 70% y un ciclo luz/oscuridad de 12 horas
cada uno. Los animales fueron alimentados
con una dieta comercial estandar para roe-
dores y recibieron agua del red ad libitum
(OECD, 1993).

Los animales fueron provistos por el
bioterio central de la Facultad de Farmacia
y Bioquimica de la Universidad de Buenos
Aires.

Dosis

Las dosis de NI fue establecida teniendo
en cuenta el contenido equivalente a fumar
30 cigarrillos/dia (“fumadores fuertes” (Ber-
linetal., 1995). Ademas, se considerd que la
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NI se metabolizaba entre el 70% y el 80% a
COT (Berlin et al., 1995; Kyerematen y Ve-
sell, 1991; Lea, Dickson y Benowitz, 2006;
Nakajima, Kuroiwa y Yokoi, 2002; Nakajima,
Yamagishi, Yamamoto, Yamamoto, Kuroiwa
y Yokoi, 2000; Pelkonen, Rautio, Raunio y
Pasanen, 2000; Sam Niedbala et al., 2002).
A las dosis calculadas se aplicd un factor de
seguridad x 10, que también incluy6 la varia-
cion entre especies.

Ambos alcaloides fueron administra-
dos oralmente y disueltos en agua potable
(Gaddnas et al., 2000; Gaddnas et al., 2001;
Halladay et al., 1999). La cantidad del alca-
loide en el agua potable se ajusté semanal-
mente considerando la variacién del peso
corporal promedio de las ratas/jaula. El
peso corporal, la ingesta de alimentos vy li-
quidos se registraron semanalmente a lo lar-
go de la experiencia.

Figura |. Esquema experimental

[1]

La ingesta aproximada de NI y COT se
calculé en base a un experimento piloto
previo, en el que se determind la ingesta dia-
ria de soluciones de los alcaloides por dia/
rata durante una semana.

Experimento

Luego de 120 dias de tratamiento con el
alcaloide (NI=10 mg/kg/dia), las soluciones
para beber de los grupos Ay B se reempla-
zaron durante un periodo de 24 hs segun:
grupo A por agua potable y grupo B por una
solucién de COT de 12 mg/kg rata, ambas
ingestas fueron ad libitum. El grupo C reci-
bid agua potable durante la experiencia.

La ALE fue medida dos veces en todos
los grupos: A los 120 dias de tratamiento
(ALE basal) y al dia 121, al final del periodo
de abstinencia (Figura I).

121

|
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Grupo A

[1]

Grupo B
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=
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En el experimento, la ALE fue medida
por periodos de 10 minutos entre las 19:00
y las 21:00 horas usando una lampara de luz
roja no visible para los roedores debido a
su adaptacién a la oscuridad (Zufiga, Tur
Maru, Milocco y Pifieiro, 2001). Las ratas se
colocaron individualmente dentro de la caja
de medicién

Este estudio fue aprobado por el Comité
de Etica para la Experimentacién Animal de
la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad de Buenos Aires.

Instrumental

La ALE de los animales se midié uti-
lizando un equipo Opto-Minor Varimex
(Auto-Track System, 1990) conectado a
una computadora IBM compatible. Basica-
mente el equipo consta de una caja de plas-
tico transparente de 45 x 45 x 19 cm (lon-
gitud, ancho y altura, respectivamente). La
actividad motriz horizontal y vertical (X e

!

Y) se midié por sensores infrarrojos y los
datos integrados se clasificaron por activi-
dad (Auto-Track System, 1990; Nisell, No-
mikos, Hertel, Panagis y Svensson, 1996).
En la Tabla | se indican los movimientos a
medir, sus unidades y abreviaciones por sus
siglas en inglés.

Analisis estadistico

Se utilizaron las pruebas de Shapiro Wilks
y de Levene para la distribucién de datos y
para el andlisis de homogeneidad de varian-
za (Dunny Clark, 1987).

Para cada variable (9 movimientos), se
utilizé la prueba “t” de Student para mues-
tras apareadas y el andlisis de varianza de 2
factores con medidas repetidas en un factor
(Winer, Brown y Michels, 1991).

En el experimento, los valores con
p<0,05 se consideraron estadisticamente
significativos.

Tabla 1. Movimientos, unidades y abreviaciones (Auto-Track/Opto-Varimex)

Movimientos Unidades Abreviaciones

Distance travelled Centimetros DT
Resting time Segundos RT

Ambulatory time Segundos AT

Stereotypic time Segundos ST

Burst of stereotypic movement Nimero of movimientos BSM
Horizontal counts Numero de haces interrumpidos HC
Total ambulatory counts Numero de haces interrumpidos TAC
Vertical counts Numero de haces interrumpidos VIC
Vertical beam interrupts Multiples haces interrumpidos VIB
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3.RESULTADOS

No se registré mortalidad o signos de en-
fermedad en ninglin animal durante todo el
experimento.

Los grupos que recibieron NI mos-
traron una disminucién significativa en el
peso corporal en relacién al grupo con-
trol. Sin embargo, no hubo diferencias sig-
nificativas en la ingesta de alimentos entre
los grupos.

Durante los 120 dias de tratamiento, la
ingesta diaria promedio de solucién para los
grupos que recibieron NI fue de 19 = 5 ml/
dia/rata y el grupo C consumié 45 £ 6 ml/
dia/rata de agua de red. Como resultado de
la menor ingesta diaria de solucion del alca-
loide (debido al sabor amargo) la dosis final
de nicotina administrada en los grupos Ay B
fue de 6,2 mg/kg/dia.

En el experimento todas las variables
cumplieron la homogeneidad de la varianza.

El grupo A mostrd una disminucion sig-
nificativa en los siguientes movimientos: DT
(p<0,05), AT (p<0,01) y TAC (p<0,02) al
dia 121 al compararlos con los resultados
basales de ese grupo (dia 120) (Figura 2).
En los otros movimientos estudiados, no
se observaron diferencias estadisticamente
significativas.

El grupo B mostrd una disminucion sig-
nificativa en los siguientes movimientos:
DT, AT, HC y TAC (p<0,05); RT, ST y BSM
(p<0,01) al dia 121 en relacién con los resul-
tados basales de ese grupo (dia 120) (Figura
2). No hubo diferencias significativas para
los movimientos restantes medidos.

El grupo A mostré una diferencia signi-
ficativa en el movimiento ST (p<0,01) al
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compararlo con el grupo B (Figura 2]. No
hubo diferencias significativas entre los gru-
pos en los otros movimientos medidos.

Las unidades y abreviaturas de los movi-
mientos vistos en la figura 2 se muestran en
la tabla I.

4. DISCUSION

Varios datos clinicos y experimenta-
les muestran que la NI produce toleran-
cia y dependencia fisica. La cesacién del
uso crénico de este alcaloide conduce al
sindrome de abstinencia (Damaj, Kao y
Martin, 2003).

En ratas también se ha observado un fe-
némeno similar, desarrollando un sindrome
de abstinencia caracterizado por diversos
cambios en el comportamiento (Damaj et
al., 2003; Mathieu-Kia et al., 2002; O’Dell
et al., 2004; O’Dell et al., 2006).

El modelo de consumo oral volunta-
rio en animales de experimentacion pro-
porciona informacién necesaria para in-
vestigar la adiccién a la NI observada en
fumadores fuertes. Ademds, el modelo
de autoadministracidon oral puede ser un
modelo Util para investigar los factores de
riesgo psicobioldgicos involucrados en el
consumo Yy la dependencia de NI (Adriani,
Macri, Pacifici y Laviola, 2002)

Estudios previos han demostrado que
la administracién intermitente de NI pro-
duce sensibilizacién locomotora en ratas
dentro de los 5 dias. Este efecto depende
del tiempo de administracién, de la droga
y de la interaccion entre los dos factores
(Goutier et al., 2015).
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Figura 2. Valores medios de los movimientos medidos a 120 dias de tratamiento con NI 10 mg/kg/
dia (m Basal) y al dia 121 al final del periodo de abstinencia. En ese periodo, las soluciones para beber

se reemplazaron por agua potable (Grupo A (m)) o por una solucién de COT |2 mg/kg rata (Grupo B
(0)). Las unidades y las abreviaturas de los movimientos vistos en la Figura 2 se muestran en la Tabla |.
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Los efectos de la NI sobre la ALE en roe-
dores son complejos. La NI puede deprimir
o estimular la ALE mediante una accién cen-
tral directa (Fung, Schmid, Anderson y Lau,
1996; Halladay et al., 1999; Mathieu-Kia et
al., 2002). Los diferentes efectos inducidos
por la NI sobre el comportamiento en ratas
pueden estar mediados a través de mecanis-
mos que probablemente implican diferentes
subtipos de receptores nicotinicos. Diversos
autores (Fung et al., 1996; Hildebrand, No-
mikos, Bondjers, Nisell y Svensson, 1997)
informaron una reduccion significativa de
la ALE en el campo abierto después de la
retirada de nicotina en ratas que recibieron
NI por via subcutanea en un periodo de has-
ta 20 dias. Irvine y col. (Irvine, Bagualasta,
Marcon y Motta, 2001) observaron en ratas,
privadas de NI después de la autoadminis-
tracion intravenosa del farmaco durante 4
semanas, una disminucion de la ALE des-
pués de 24 y 72 horas de abstinencia.

En concordancia con estas observacio-
nes, en este trabajo el sindrome de retirada
ala NI fue observado (grupo A) después de
24 hs de privacién de la droga y luego de
|20 dias de tratamiento a una dosis de 10
mg/kg/dia del alcaloide. El mismo estuvo
caracterizado por una disminucion en la ac-
tividad locomotora espontanea en 3 de los
9 movimientos medidos (DT, AT y TAC) en
el dia 121 al compararlos con los resultados
basales (dia 120) (Figura 2).

Aunqgue la COT tiene una actividad far-
macoldgica menor que la NI podria estar
implicado en la dependencia a la NI o en el
sindrome de retirada al tabaco (Dwoskin et
al., 1999).

Algunos autores concluyeron, que la
COT en fumadores podria jugar un rol im-
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portante en el complejo proceso de la de-
pendencia tabaquica (Dwoskin et al., 1999;
Hatsukami et al., 1998a; Hatsukami et al.,
1998b; Riah et al., 1999), incluyendo el sin-
drome de abstinencia asociado con la cesa-
cion de fumar tabaco (Dwoskin et al., 1999;
Hatsukami et al., 1998b; Riah et dl., 1999).

Hatsukami y col. (Hatsukami et al,
1998b) sostuvieron que la COT, al ser ad-
ministrada a fumadores en abstinencia a la
dosis oral de 80 mg durante 21 dias, no tuvo
efecto sobre la atenuacién de los sintomas.
Por el contrario, encontraron que se pro-
dujo un aumento en la fatiga y una mayor
dificultad de concentracion.

Sin embargo, cuando la COT se combina
con la NI, no sélo antagoniza los efectos be-
néficos de los parches de este alcaloide en
la reduccién de los sintomas de abstinencia
(Hatsukami et al., 1998a; Hatsukami et al.,
1998b; Riah et al., 1999; Schroff et 4l., 2000;
Vainio y Tuominen, 2001) sino que hasta los
puede empeorar ligeramente (Vainio et al.,
[998; Vainio y Tuominen, 2001).

Hatsukami y col. (Hatsukami et al,
1998a) realizaron estudios en sujetos fuma-
dores por un periodo de 10 dias en el cual
tomaron capsulas de COT a las dosis de 40,
80 o 160 mg segln el caso. Los resultados
parecen indicar que, posiblemente, la COT
tendria un efecto antagdnico manifestado en
un aumento del nimero de cigarrillos fuma-
dos y en la mayor absorcién de NI.

Esos efectos antagdnicos de la COT tam-
bién fueron observados en los animales de
experimentacién (Hatsukami et al., 19983;
Schroff et al., 2000).
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Estudios en ratas revelaron que la Nl y la
COT afectaron la actividad locomotora en
dosis y periodos de tiempo especificos, con
perfiles de comportamiento diferentes (Wi-
ley et dl., 2015).

Riah y col. (Riah et al., 1999) trataron a
ratones con NIy COT durante 14 dias y re-
gistraron la presencia de NIy COT en todos
los tejidos incluyendo el cerebro y demos-
traron que ambos alcaloides actlan sobre
diferentes tipos de receptores.

Schroff y col. (Schroff et 4l., 2000), mos-
traron que la COT presentaba actividad
antagonista a NI en receptores nicotinicos
neuronales de ratones.

En este estudio, el grupo B (que recibid
COT en el agua de bebida durante las 24 hs
de privacion de NI) presentd una disminu-
cién en 6 (DT, AT, HC, TAC, ST y BSM) y
un aumento en | (RT) de los 9 movimientos
medidos en el campo abierto con respec-
to a la medicién basal (ALE sin privacion de
NI). En el sindrome de retirada nicotinica,
cuando se reemplaza la NI por la COT, los
movimientos medidos se ven afectados de
diferentes maneras segun se evidencia en la
figura 2 con respecto al grupo A.

5. CONCLUSIONES

En este trabajo se utilizd el modelo de
consumo oral voluntario de NIy COT, que
se administraron disueltas en agua potable
(Gaddnas et al., 2000; Gaddnas et al., 2001;
Halladay et al., 1999).

En concordancia con otros autores, en
este estudio el sindrome de retirada a la NI
fue observado (grupo A) después de 24 hs
de privacion de la droga y luego de 120 dias

!

de tratamiento a una dosis de 10 mg/kg/dia
del alcaloide observandose una disminucién
en la actividad locomotora espontanea en 3
de los 9 movimientos medidos respecto a
los resultados basales.

En cambio, el grupo B (que recibié COT
en el agua de bebida durante las 24 hs de
privacion de NI) presenté una disminucion
en 6 y un aumento en | de los 9 movimien-
tos medidos en el campo abierto con res-
pecto al grupo basal.

Nuestros resultados sugieren que, bajo
estas condiciones experimentales, los efec-
tos de NI y COT son diferentes, especial-
mente a dosis altas después de la adminis-
tracion crénica de NI. En consecuencia, es
probable sugerir que la COT participaria en
el sindrome de retirada nicotinica de dife-
rentes maneras.

Los resultados aqui presentados pueden
aportar alguna comprension para el papel
de la cotinina, uno de los principales meta-
bolitos de la nicotina.
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