UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE MEDICINA

CANNABIS, PSICOSIS Y LIMITES
DE TOLERANCIA A LA DOPAMINA

TESIS DOCTORAL

MIGUEL ANGEL GORRITI IRIGARAY

MADRID, SEPTIEMBRE 1993



DEPARTAMENTO DE

CIJDAD UNIVERSITARIA

PSIQUIATRIA ¥ PSICOLOGIA MEDICA

FACULTAD DE MEDICINA
(UNIVERSIDAD COMPLUTENSE!

TELEF. 394 14 97
FAX: 3741506
28040 MACRID

ALFREDO CALCEDO ORDONEZ, DIRECTOR DEL DEPARTAMENTO DE PSIQUIATRIA Y
PSICOLOGIA MEDICA DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD COM
PLUTENSE DE MADRID

HACE CONSTAR:

ACUL TAD
E MEDlr‘w

que el trabajo '"Cannabis, psicosis y limites de tole

rancia a la Dopamina", realizado por D.Miguel AngeT

GORRITI IRIGARAY bajo la direccidén del Prof. Palomo
Alvarez, se encuentra en condicicnes de ser presenta
do y defendido pGblicamente como Tesis Doctoral.

Para que conste a los efectos oportunos, firmo el -

presente en Madrid, a veintidds de Julio de mil nove

lentos noventa y tres.

ﬁv- > $
A(ﬁ’r‘of A.Calcedo Ordofiez



CIUDAD UNIVERSITARIA
TELEF. 394 14 97
FAX: 3941506
28040 MADRID

DEPARTAMENTC DE
PSIQUIATRIA Y PSICOLOGIA MEDICA
FACULTAD DE MEDICINA
{UNIVERSIDAD COMPLUTENSE!

TOMAS PALOMO ALVAREZ, PROFESOR TITULAR DEL DEPARTAMENTC DE PSIQUIA
TRIA Y PSICOLOGIA MEDICA DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA UNIVERSI
DAD COMPLUTENSE DE MADRID

HACE CONSTAR: que el trabajo "Cannabis, psicosis y limites de tole
rancia a la Dopamina", realizado bajo mi direccidn -
por D.Miguel Angel GORRITI IRIGARAY, tiene a mi jui-
clo méritos suficientes para optar al Grado de Doctor.

Y para que asi conste firmc el presente documento en
Madrid, a veintidds de Julio de mil novecientos noven

//_%__
\ ~’T

'Vﬂaiamfnru

%

}.
'%“!tﬂfq)
Fdo.:Prof.T.Palomc Alvarez



AGRADECIMIENTOS.

A JOSE ANTONIO RAMOS, que nos permiti6 utilizar su laboratorio.

A JOSE JAVIER FERNADEZ RUIZ, que realiz6 las mediciones neuroquimicas.

A FERNANDO RODRIGUEZ DE FONSECA por su ayuda en el anilisis estadistico

de los datos y en la composicién de los graficos.

A TOMAS PALOMO, por su ayuda, que ha sido mucha.



INDICE GENERAL



1.~ PLANTEAMIENTO GENERAL Y JUSTIFICACION.

........................... 1
e INTRODUGCCTION. « e v ennsensnnnsnenesnneaeeaesseeenceseeeaneeeneaanuns 5
II-1.— CANNABINOIDES. ... i ittt ettt taeanaannann. 6
[I-2.- PSICOSIS ESQUIZOFRENICA. | 46
- LIMITES DE TOLERANCIA A LA DOPAMINA. o
IV.— MODELO ANFETAMINICO ..ottt it et eeeeenaann 73
V.— EFECTOS DEL §-9-THC SOBRE ELL MODELO ANFETAMINICO. --v-vv-.-. 107
V-1.—- CURVA DOSIS-RESPUESTA A LA D~ANFETAMINA. .............. 109
V-2.—- CURVA DOSIS-RESPUESTA AL 8-9-THC AGUDQ. .. _............. 133

V-3.— EFECTOS DEL 6-9-THC CRONICO SOBRE LA CONDUCTA
ESPONTANEA. ceccvveconcacsoneannenns et naaans 157

V-4.- EFECTOS DEL 6-9~-THC AGUDO SOBRE LA CURVA

ANFETAMINICA (CONDUCTA Y DA, DOPAC Y S-HT). 170

V-5.- EFECTOS DEL 8-9-THC CRONICQO SOBRE LA RESPUESTA
A LA ANFETAMINA (CONDUCTA Y DA, DOPAC Y 5-HT). o16

V-6.— EFECTOS DEL 8-9~-THC CRONICO, TRAS SU SUSPENSION,
SOBRE CURVA ANFETAMINICA (CONDUCTA, DA Y DOPAC). ....252
VI- DISCUSION GENERAL. .. ottt ettt et 286
VIL- CONCLUSIONES. ... ... 320
VIL- BIBLIOGRAFIA. i) 324



INDICE DETALLADO



I.— PLANTEAMIENTO GENERAL Y JUSTIFICACION . ... iiiiiiiiiiiiin,n 1

1.- La investigacién animal frente a la investigacién clinica . ................. 2

2.— Modelo animal experimental en el estudio de hipétesis neuro

bioldgicas sobre la esquizofrenia . .. ... .. . i i, 3

3.— Cannabis, psicosis y esquizofrenia . ... 3

- INTRODUCGCION . sttt iitin it tiittenenvassasnsaonarcacananensasnanne 5

H-1.— CANNABINOIDES. . . o it ittt asnstesriasnsncansaans 6

1.— Origen ¢ Historia del Cannabis. .. ... i it i i i iainaancnnnn 7

2.— Aspectos quimicos de 10§ cannabinoides. .. 8

3.~ Farmacocinética de los cannabinoides. ......cooiriiiiiiiiiiiiiinnan. 12

3.1.- Vias de administracion y niveles plasmaticos. .. .. ............ 12

3.2.— Metabolismo y vias de eliminacion., .....coaeieiiaiiininns., 14

4.— Farmacodinadmica de los cannabinoides. .. .. ... .. ... ..., 15

4.1.— Mecanismos de acCifn.  ......uiiieniiriiiiaiinaeintnacennnaans 15

4.1.1.— Interaccién con componentes de membrana. ... 15

4.1.2.— Alteraciones de enzimas. .......c.eiiiiriinninenacnneans 17

4.1.3.- Efectos sobre las Prostaglandinas. 20

4,1.4.— Receptores y ligando enddgeno. .......coeiiiiiiinnnnnnnn.. 21

4.2.— Niveles plamdticos y efectos farmacolégicos de los cannabinoides. o3
5.— Efectos farmacoldgicos y de comportamiento en modelos animales de

exposicién a preparados de cannabis. . o5

0.~ Tolerancia. «.ccuvriiiiiii il i ittt icaaarataancannesaannns 29

7= Dependencia. | Ll iiiiiiiieiiieeiieeeenaa. 30

8.— Neuroquimica de los cannabinoides: Efectos sobre los

distintos sistemas de neurotranSmision. L 31

9.— Efectos psicopatoldgicos del cannabis. ovoovvnniiiiiiiiiniiiiiiiiiaa., 35

9.1.- Reaccibn de panico aguda. e e 35

9.2.— Delirio Toxico.



9.3.— Estados agudos paranoides. _........cciiiiiiiiiii i 36

9.4.- Flashbacks. i 37
9.5.—~ Violencia y agresividad. ... ... .. .ciiiiiriiiiiiiiaieiiaaaan 37
9.6.— Sindrome amotivacional. «--essseresecrananasearaanseranaaasns 37
9.7~ Deterioro PSICOMOIOL. |, .. ...t neeensnnnneeresaneennsansnasnns 38
10.— Cannabis y PSICOSIS. = =-veeeaneeeeenemoieaerreeernntercaatannans 39
I1-2.— PSICOSIS ESQUIZOFRENICA. ittt eeeeeaeesanacansannans 46
1-IntroducCiOn . ... .. i iiiriiiiiiireiiierannnnceatncannnsanannas 47
2.— Hipétesis dopaminérgica de la esquizofrenia. +-....caeveenienirennnnnn 49
2.1~ IntroducCidn. . i i it ettt 49
2.2.~ La hip6tesis dopaminérgica a la luz de la evidencia clinica. ......... 50
2.2.1.— Efectos de 10s neurolépticos. ... ... ... iietiirnnnnonnrnnan 51
2.2.2.— Efectos de los psicoestimulantes. ...ceeveeenerrenanann.s 52
2221~ Anfetamina. . . .. iiiiiieiiiiiiiiiieea, 52
2.2.2.2.- Fenciclidina (PCP). «-evevrveanmnmnniinenancnnnan, 53

2.2.3.— Estudios in vivo del metabolismo cerebral en
pacientes esquiZOTENICOS. ++veeennnnuaenricnnentenenss 54
2.2.4.— Estudios poStMOIIEIL. | .. ... e.eueenceenseneannnansonnnns 54
3.- Sistema noradrenérgico y esquizofrenia. «.c.veiiiiiiiiiiiiiiiiiia e 55
4.~ Sistema colinérgico y esquizofrenia. ... .. ... ...ttt rnerriananaaan 56
5.— Sistema serotoninérgico y esquizofrenia. ....... . .iiiiiiiiiiiieaanen 57
6.— Neuopéptidos y esquizofrenia. ... . ... ... eeiiiineanaan 58
7.— Sistema Gabérgico y esquizofrenia. « - o -eveeoiiiiiiiiaiiiiiiaiiina 59
8.— Acido Glutdmico y esquizofrenia. . ... ... ... ceeeennecicrnnnnnnns 59
8.1.~ Evidencia de la implicaciOn glutamatérgica ....oeoeuienaeenennaans 59
8.2.~ Posible interaccién glutamatérgica—DA en la esquizofrenia. «--+-+--- 60

—C ion.
9 —Conclusion 62

-----------------------------------------------------



IIL.- LIMITES DE TOLERANCIA A LA DOPAMINA. .. .. ..ttt 64

1= IntroducciOn. | .. .. ittt it 65
1.1.~ Las contradicciones cliniCas, «eseevraareneiarcanrcssnvsnnaanasnas 65
1.2.~ La hipétesis DA reconsiderada. ... .0ttt eaaaan 65

2.— Planteamiento de la hipOtesis. - «..eeeeeininiriiranrinraaaas ceveas 65

3.— De la hipétesis clinica a la investigacién animal: modelo anfetaminico. |, _gg

4.— Predicciones del modelo (clinicas y experimentales). ......vivviinennn.. 70
4.1.~ Vulnerabilidad genética. «ececsecereereerrarrittianiatniennean, 70
4.2.~ Factores psicosociales. .....iiiiriiiiriiiieintiiianreranatnannn 70
4.3.~ La esquizofrenia defectual. ., 71
4.4.~ Abuso de drogas y riesgo de psicOSIS. v evneinerenieentsenannenanan 72

[V.—- MODELO ANFETAMINICO. c++ssscssnncaccnassnnas I 73

1= INOAUCCION. L. Lttt 74

2.— Efecto de la administraciéon aguda de Oxypertina en un modelo
animal anfetaminico. | L iiiiieiiiiiiiieaaaeanan, 76
2.1.- Material y mé€todos. ... .. ii i it ittt e 78
2.2~ Resultados. +ve-serereacsnsssnarnanncsssnsccsarsassancannnnnns 80

2.2.1.- ANOVA incluyendo el tiempo como factor. ................. 82
2.2.2.~ ANOVA en cada periodo de tiempo. «-cveseeevascanreans 83
2.2.3.— Efectos de las drogas. Andlisis factorial de la varianza. ....... 84
2.2.3.1.— Efectos sobre la exploracion. «««seeseverrvncacenane. 84
2.2.3.2.—- Efectos sobre las esterotipias. .......veeiiiinennannn 86

2.2.3.3.— Efectos sobre la conducta de aseo y la no actividad. .--.87

3.— DiscusiOn y cONClUSIONES., «erevversnnncnneirenrennensecnectaasannns 88



V.- EFECTOS DEL THC SOBRE EL. MODELO ANFETAMINICO ............

1.~ INTRODUCCION. <t teeenannnnnnenaecacasnnaancaeeasosesasraaaaansas

V-1.- CURVA DOSIS RESPUESTA A LA D-ANFETAMINA  .............

1.— Material ¥y métodoS. . ..iiiiniiiiii it it
2= ReSUIAAOS.
2.1.— Actividad exploratoria. ... ... . i i i i ittt
2.2.— Actividad motora (actividad exploratoria + locomocién).  ««ceecvsn.
2.3.- Actividad estereotipada.  ........iiiieiiei it ei i
2.4.~ No actividad (en segundos). «essseeeesrarenennnnancnaacannn-e

3= DISCUSION e ieeiiesennnneessasosnoatosnsnsnnonsnnananeananns

Vv-2.— CURVA DOSIS RESPUESTA AL 8-9-THC (AGUDQO). ..............

1.— Material y métodos. ... iiiiiii ittt ittt ra it ettt e
D ReSultad0s. +eeeeveecreeseasescaontescasasnsonssssoasosseasnsns
2.1.- Actividad exploratoria. .. ....iiieirncireenencacaaiioceaanns
2.2.— Actividad motora (actividad exploratoria + locomocién). «-.--....-
2.3.— Actividad estereotipada. ... .. ... .. iiieiii it aaaaaaa
2.4.— No actividad (en segundos). «eeveeeenaneiaaniiiiaiiiiieseenns

3= DSCUSION. ... .. ueeeseseaceeacaasesasnaeesasanensansonannaannan

1.- Material y métodos. ... ... . i e
2.— Resultados.  cecneeeeernensnsecnaaetacecansstatsasassssnnnnnans

2.1.- Actividad exploratoria. ... ... ... ..t eieieeiiaaaeans
2.2.— Actividad motora (actividad exploratoria + locomocién). «.........
2.3.—~ Actividad estereotipada. ... ... .. it
2.4.— No actividad (en segundos). «c-vceeeereriiiniiiaitaenraanan.

3= DHSCUSION. ..t eeees et eeeeasecaanssnsenasonnaseansanenonnanna



V-5.- EFECTO DEL 8-9-THC CRONICO (14 DIAS) SOBRE LA

ADMINISTRACION DE 4 mg/kg DE D-ANFETAMINA.  ............ 216
1.— Material ¥ Métod0S.  ceieieiiii i i ittt ettt 217
1.1.- Animales, drogas y pauta de tratamiento.  -<s-ccescsserec-escoes 217
1.2.- Estudio del comportamientd. .ceeieeieniriiiiiiiiiiiaaiaan. 218
1.3.- Estudio neuroquimiCo. . et ettt 219
1.3.1.- Obtencidn de mMUESIIAS  +-vveneeceracccaccacacssananacans 219
1.3.2.—~ Determinacién de DA y DOPAC mediante HPLC. +«<coecve. 219
1.3.3.— Determinacién de S-HT y 5-HIAA mediante HPLC. ....... 219
2~ Resultados. . ... .ioiLi.l...l. et 220
2.1.— Estudio del comporfamiento. .....ccivereneeranennnrecnennanns 220
2.1.1.- Actividad exploratoria. =e=ecceccrmrittetettioiieoon. 220
2.1.2.— Actividad motora. = ... iiiicieeiinentanaacanaattenaan 221
2.1.3.— Actividad estereotipada. L 299
2.1.4.- No actividad (en segundos). .....c.ceeecerrnnnnroncanncens 223
2.2.- Estudio neuroquimico. L llliiiiiiiiiiiie.e-... 235
2.2.1.- Contenidos de DA, DOPAC y relacién DOPAC/DA

en cl Sistema eStriad0.  ceee-eeectececcconttocaananenaan 235

2.2.2.— Contenidos de 5-HT, 5-HIAA vy relacién 5-HIAA/5-HT
en cl sistema estriado.,  seccsrrersicciiitiiiiiiiiiaaan 236

2.2.3.- Contenidos de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA

en el sistema limbico anterior. -ececsrereretsiiiiaiaaan.. 237

2.2.4.— Contenidos de 5-HT, 5-HIAA y relacién 5-HIAA/5-HT
en el sistema limbico anterior.  «cc-veersvcenitiacnieenn. 238
3.— DiscusiOn. ... .i. ittt iisaenaee ettt 248
3.1.- Estudio del comportamiento.  s--sccesereccrererrernannnonn.. 248

3.2.— Estudio neuroquiMiCo.  ...ceciuciusencansanssanacannsnaansns 250



V-5.—- EFECTO DEL 6-9-THC CRONICO (14 DIAS) SOBRE LA

ADMINISTRACION DE 4 mg/kg DE D-ANFETAMINA. .. ........... 216
1.- Material y métodos.  «eveminiiii it i it e it e 217
1.1.- Animales, drogas y pauta de tratamiento.  ----csccrrecrrneeann 217
1.2.- Estudio del comportamiento. ..ciciiiiiiiiiiieiieitiaaaan 218
1.3.- Estudio neuroquimiCo. e 219
1.3.1.- Obtencidn de MUuesStras  ......cieenenenarsanas teeeaeas 219
1.3.2.- Determinacién de DA y DOPAC mediante HPLC. ~---cvx--- 219
1.3.3.— Determinacién de 5-HT y 5~-HIAA mediante HPLC. ....... 219
2.~ Resultados. . ... ... .. il e, 220
2.1.— Estudio del comportamiento. .......c.cevviiienrncennannaenanas 220
2.1.1.- Actividad exploratoria. s=+ssrrr-cserressiettta i, 220
2.1.2.- Actividad motora. = ... ... iiieiiiiicret it 221
2.1.3.— Actividad estereotipada. ... 259
2.1.4.— No actividad (en segundos). .....cceiiieiiisinnncannennnn 223
2.2.- Estudio neuroquimico. 035
2.2.1.- Contenidos de DA, DOPAC y relacién DOPAC/DA

en el sistema estriado.  csrecceiiciciiiitiineiiiiaaa, 235

2.2.2.~ Contenidos de 5-HT, 5-HIAA vy relacién 5-HIAA/5-HT
en el sisterma eSIHAd0, ~csevccoeracaroconsaarostoraaann 236

2.2.3.- Contenidos de DA, DOPAC vy relacion DOPAC/DA

en el sistema limbico anterior. --+-ercevarrereaaaiaa. 237

2.2.4.- Contenidos de 5-HT, 5-HIAA y relacion S-HIAA/5-HT
en ¢l sistema limbico anterior.  cc-ccrrrecererraiaeal 238
3.— DISCUSIOM. L iiiieeieiitteeacacccsssnsansnsnnnanansanaasnass 248
3.1.- Estudio del comportamiento.  secccsereerraeetcrsatiiatiaann 248

3.2.- Estudio neuroquimico.  ...iiieeniennatincsannenranacaaaannn 250



V~6.- EFECTO DEL 6-9-THC CRONICO (14 DIAS) SOBRE LA

CURVA DOSIS RESPUESTA A LA D-ANFETAMINA. ___....... 252
1.— Matenial ¥y mEtOdos. ... ..ttt i catac e 253
1.1.- Animales, drogas y pauta de tratamiento. ...ceeocecesccnaceninans 253
1.2.- Estudio del comportamiento. ... e 254
1.3.- Estudio neuroquimico. cvveieiiiiiiiianacasaaaceraananann 255
1.3.1.~ Obtencidn de mUESITaS | . . ..ttt 255
1.3.2.~ Determinacién de DA y DOPAC mediante HPLC.  ........ 255
2.~ Resultados. ... et ietceseievaaeaeresesseee et naranans 256
2.1.- Estudio del comportamientd. ..o.iiiiiiiiiieii it i, 256
2.1.1.- Actividad exploratoria. e, 256
2.1.2.- Actividad motOra. .t iieiieii et raateeranaaan 257
2.1.3.~ Actividad estercotipada. crececcesecceciorieiiaannaan 258
2.1.4.~ No actividad (en segundos). «cceecnriieriinecninanannns. 260
2.2.- Estudio neuroquimico. . L.t e >77
2.2.1.- Contenidos de DA, DOPAC y relacién DOPAC/DA
en el sistema estriado. s c sttt iiie i iii ittt i 277
2.2.2.- Contenidos de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA
en ¢l sistema limbico anterior.  sseeceiccieiiiiiiiaaaa., 278
3.- DISCUSION.  seeieiiiii ittt re sttt 284
3.1.- Estudio del comportamiento. ... 284
3.2.- Estudio neuroquimiCo. ... iiieiiieiieiieartosacaannanaan 285
VI—- DISCUSION GENERAL  ct-tertsccnacncanneanansesesassssnsnioncans 286
1.~ Estudios del comportamiento animal frente a estudios bioquimicos
con O sin relevancia clinica. ... ... ..iiiiiiiiiicerttti e 288

2.- Discusion del estado actual de la hipétesis dopaminergica de la

eSqUIZOfTEmIa. L. i ittt it e it 292



2.1.~ Evidencia clinica.  ccveereinniiii i, 292

2.1.1.— Demarcacifn cliniCa. | .. .. ...t eeeenaennrannns 293

2.1.2.- Demarcacion biolfgica.  -ceceennciimniaiiaacaiiiiiaa. 293

2.1.3.— Predictores de curso, prondstico y respuesta terapéutica. «-----294

2.1.4.- Efiologia. e e e i e i aeaaa 296

2.2.- Evidencia preclinica. =~ trtterrecresciiecii ittt 298

2.3.~ Los limites de tolerancia a la dopamina.  ........cciieiaia..... 300

2.4.~ Panorama general: Todos los caminos llevan a Roma.  -----cvvnvne 303

3.- Discusion general de los resultados experimentales. .................. 306

3.1.~ Modelo anfetaminico.  *----cr-ecererreciiiniitiiiiaaean.. 307

3.2.— Efecto del 6-9-THC sobre el comportamiento de la rata. ......... 310

3.3.— Efecto del -9-THC sobre el modelo anfetaminico.  -+--rveeeen-- 314

3.4.~ Estudios neuroquimicos.  ceeeciriciiiiiieiitnisattanatenanas 315

VII.—- CONCLUSIONES ottt iiiiieetesvesncsananncssancanccancan 321
VIL-BIBLIOGRAFIA ittt tae et aecanaaanenaenennnans 325



I.- PLANTEAMIENTO GENERAL Y JUSTIFICACION



El trabajo que presentamos a continuacién como tesis para grado de doctor se
inscribe dentro del contexto de los trabajos realizados por el director de la tesis Tomads
Palomo en los dltimos veinte anos en laboratorios nacionales y extranjeros. Existen dos
vertientes en dicho trabajo: de un lado la investigacion de modelos animales de
enfermedades mentales y de otro la aplicacién especifica al estudio de Ia esquizofrenia
ambas en un intento de establecer puentes entre la investigacién bésica vy la realidad clinica

psiquiatrica.

1.- La investigacién animal frente a la investigacion clinica.

Uno de los problemas basicos en investigacion psiquidtrica es la dificultad debido a
razones de tipo ético y otras de experimentar en el hombre. De este modo, se han desa-
rrollado diferentes modelos animales de trastornos psicopatoldgicos humanos para estudiar
los mecanismos sindpticos subyacentes y de aqui extrapolar al funcionamiento cerebral
humano asi como para el estudio de firmacos potencialmente utiles para el tratamiento de
dichos trastornos. Es debatible hasta qué punto alcanzan el primero de estos objetivos pero
sin duda alguna han sido de médxima utilidad en estimular la investigacién y aumentar
nuestro conocimiento del funcionamiento cerebral. También han servido para aumentar

nuestro arsenal terapéutico.

Sin duda alguna la investigacién neurobioldgica animal s esencial para examinar los
mecanismos maés profundos de la actividad mental. Sin embargo el criterio final que
determina si los hallazgos experimentales son aplicables al paciente es un criterio clinico.
Después de todo, mientras que el neurobidlogo puede modificar sus animales para acomodar
su teoria y corre el riesgo si no trabaja junto con el clinico, de seguir un camino que tiene
poco que ver con la realidad del paciente, el clinico sin embargo tiene la realidad delante de

si que puede contradecir cualquier hipdtesis que no se ajuste a los hechos (Palomo, 1989a).

La presente tesis Se plantea por tanto como un ejemplo de investigacién experimental

con una perspectiva clinica (véase apartado VI).



2.- Modelo experimental animal en el estudio de hipétesis neurobioldgicas

sobre la esquizofrenia.

En 1981, Ashcroft et al., sugirieron la hipotesis de los limites de tolerancia para la
Esquizofrenia y propusieron e! modelo anfetaminico para su estudio experimental (Palomo
y Rusell, 1983). Los resultados preliminares experimentales (véase apartado III) y clinicos
(Palomo et al. 1985) resultaron prometedores y de acuerdo con las predicciones clinicas

(véase apartado III).

El presente trabajo se plantea por tanto también como un intento de replicar los
experimentos preliminares y de estudiar y analizar en profundidad tanto el modelo
anfetaminico (apartado IV) como la hipGtesis de los limites de tolerancia a la dopamina

(DA) (apartados I y VI).

3.- Cannabis, psicosis y esquizofrenia.

Si el consumo de cannabis aumenta la vulnerabilidad a la psicosis y a padecer
esquizofrenia y aumenta el riesgo de recaidas (Andreason et al. 1987) (véase apartado II-1),
es posible que elio se deba a un efecto del cannabis sobre los limites de tolerancia a la DA

(Palomo, 1989b).

Por ello, la parte fundamental del presente trabajo consiste en el estudio de los
efectos del cannabis sobre el modelo anfetaminico (apartado V). En este apartado se
describen seis experimentos independientes para investigar los efectos de la anfetamina
(apartado V-1), los efectos del THC agudo y crénico (apartados V-2 y V-3} y las
interacciones con el modelo anfetaminico del THC agudo (apartado V-4) y crénico {apar-
tados V-5 y V-6). Con ello queremos comprobar si el THC produce un estrechamiento de
los limites postulados y si ello se correlaciona con efectos sobre el metabolismo

dopaminérgico y/o serotoninérgico.



En resumen, por tanto, las paginas que siguen recogen el siguiente plan: Revision
bibliografica en relacion con el cannabis, la psicosis canndbica y la esquizofrenia (apartado
II). Planteamiento y andlisis de la hip6tesis clinica de los limites de tolerancia a la DA
(apartado III}. Comprobacién experimental y analisis del modelo anfetaminico propuesto
(apartado IV). Experimentos realizados para el estudio de los efectos del cannabis (apartado
V). Discusion general actualizada de las hipdtesis y modelos propuestos en relacién con los
datos de otros investigadores asi como de los resultados experimentales obtenidos (apartado
VI). Conclusiones (apartado VII) y bibliografia (apartado VIII}. Debido a su caracter de
experimentos independientes, la discusion de los resultados correspondientes la hemos

colocado al final de cada uno de los siete experimentos.



INTRODUCCION



I1.1.- CANNABINOIDES.



1.- ORIGEN E HISTORIA.

La planta cannabis sativa es probablemente originaria de las estepas de las regiones
comprendidas entre el Asia Central, el Norte del Himalaya, Africa, y Europa Meridional,
desde donde fue difundida por los griegos y por los romanos. El cultivo del cannabis se
extendio para la produccion de fibra (cafiamo) para fabricar cuerda, alpargatas, tejidos,
etc... alcanzando su méaxima produccion en la segunda mitad del siglo XIX. Desde esta
época se ha ido seleccionando una variedad rica en principios psicoactivos que actualmente
se cultiva en determinadas zonas para su consumo como droga. Segin Grispoon (1983),

Shen Nung la detallaria en una farmacopea datada hace unos 2.700 afios a.C.

Los preparados de cannabis se obtienen a partir de brotes florecidos de plantas del
cafiamo comun, que es una planta anual, herbdcea con la unica especie Cannabis Sativa y
dos variedades: cannabis sativa var. indica y var. americana. Consta de un tallo erecto que
crece de uno a tres metros de altura; las hojas son palmiformes y profundamente dentadas.
Es dioica, las plantas masculinas producen racimos laxos de flores verdosas y las femeninas
tienen pequefias flores en forma de ampolla. Para un cultivo 6ptimo se requieren climas
calidos y himedos; las zonas ideales son las sierras y montafias de regiones semitropicales
como Méjico, Colombia, Libano, picos bajos del Himalaya y las montaias del Rif de

Marruecos.

Aunque todas las partes de las plantas macho y hembra contienen sustancias
psicoactivas (cannabinoides), la riqueza varia segiin la parte que se considere: bracteas>,
flores>, hojas>, tallos>, raices y semillas. Ademas, el material empleado como droga varia
en potencia segln factores climdticos y estacionales, segin el método de cultivo y el origen

geografico.

La marihuana ( "grifa", "maria", "hierba") consiste ¢n una preparacién seca y
triturada de flores, hojas y pequefios tallos; generalmente se fuma sola en forma de
cigarrillos 0 mezclada con tabaco y es la forma mas habitual de consumo en Estados
Unidos. El hachis ("chocolate”, "mierda"”, "costo”, "goma"), es un exudado resinoso,

concentrado de las partes mas ricas de la planta y se presenta en forma de pastillas para el



consumo, se deshace al calor y se consume habitualmente mezclado con tabaco. En la India
se distinguen tres tipos de preparaciones: el bhang, equivalente a la marihuana; ¢l charas,
equivalente al hachis de alta calidad, y el ganje producto intermedio. El kif es una

preparacion tipica de Marruecos equivalente al ganja.

2.- ASPECTOS QUIMICOS DE LOS CANNABINODES.

Se ha comprobado que hay mas de 400 componentes quimicos en la planta de
marihuana. De €stos, mas de 60 son cannabinoides (Turner, 1980). Los méas extensamente
estudiados son el 8~9-THC (THC), &-8-THC, el cannabidiol (CBD) y el cannabinol
(CBN).

Existen dos sistemas de numeracién aceptados, la numeracion benzopirano (es la que

utilizaremos en este trabajo) v la numeracién terpenoide.

Benzopirano Terpenoide

6-9-THC 0-1-THC

La estructura dihydrobenzopirano, con un grupo hidroxilo en la posicién ¢, y un

grupo alkil en la posicidn c, estd presente en los cannabinoides mas activos, incluyendo el

8-9-THC.



Si abrimos el anillo pirano se forman los compuestos tipo cannabidiol (CBD)

desprovistos de psicoactividad.

o8
\ HO CsHyy

Cannabidiol
(CBD)

Cambiando la estructura benzopirano en anillo por uma estructura tipo

tetrahidroquinolona tenemos el {evonantrodol y derivados.

OH

OAc

/\; O/L(CHz)scﬁﬂs

Levonantradol



Simplificando mas la molécula cannabinoide obtenemos los compuestos sintéticos

CP, que carecen del anillo heterociclico B.

OH OH
OH OH
CeHy3 ) CsHy3
CH,0H
CP-47497 CP-55940

Mas recientemente varios aminoalkilindoles (AAI) no relacionados estructuralmente
con los cannabinoides, han demostrado tener un perfil farmacol6gico cannabimimético y su

unién al receptor cannabinoide.

Win-55212-2
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El 11-hidroxi-3-8-THC-DMH (HU-210) es el cannabinoide més potente conocido
hasta ahora. El aumento de la potencia es debido a la introduccién de un grupo hidroxilo en

;¥ a la sustitucion de la cadena lateral pentilo con un grupo 1,1 dimetilheptil.

CH,OH

G4
’7’:\0 O CeHys

HU-210

Un aspecto importante a considerar es el diferente efecto farmacoldgico de los
distintos isomeros de los constituyentes activos de la marihuana. Los (-)transisémeros del
9-9-THC y del 6—-8-THC son los que tienen actividad farmacolégica y son los que apa-
recen de modo natural en la planta. Las formas (+) son inactivas farmacol6gicamente

(Mechoulan. et al. 1992).

Sélamente el 8-9-THC posee propiedades psicoactivas importantes. EIl CBN. iv,
posee alrededor de 1/10 de potencia det 6—-9-THC en el hombre mientras que el CBD esta
desprovisto de propiedades psicomimeticas (Hollister, 1973; Pérez~Reyes, 1973). El 8-8-
THC es casi equipotente con el 8~9~THC pero normalmente estd presente en muy pequeiias

cantidades comparado con el 8-9-THC, CBN y CBD (Hollister, 1973).
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Los cannabinoides y muchos de sus metabolitos son compuestos altamente
liposolubles. El 8—-9-THC puede disolverse en solucion acuosa sélamente en un rango de
unos pgr/mi (Garret, 1974). EI 6-9-THC es un compuesto fotolabil, susceptible al calor, al
acido y la oxidacion puede parcialmente transformarlo en CBN (Mechoulan, 1981).
Manejado correctamente el 8-9-THC es un compuesto estable y puede ser almecenado
durante meses a -20°C a baja concentracién disuelto en etanol. Dichas propiedades
dificultan extraordinariamente la utilizacién y la caracterizacién de estos compuestos lo que
explica el hecho de que hayan sido necesarios mas de cincuenta afios de investigacion hasta
que se ha conseguido clonar el gen que dirige la sintesis del receptor del 6-9-THC en el
sistema nervioso central (SNC), (Matsuda et al. 1990) y el descubrimiento de la

anandamida, ¢l ligando endégeno que se une a dicho receptor (Devane et al. 1992).

3.- FARMACOCINETICA DE LOS CANNABINOIDES.

3.1.- Vias de administracion y niveles plasmaticos

Las preparaciones de cannabis, y particularmente del tipo de la marihuana
habitualmente se autoadministran por via respiratoria fumandose, por lo que desde un punto
de vista farmacol6gico se introducen una serie de factores incontrolables. El 6—-9-THC esta
presente de forma variable en estas preparaciones en rangos de concentracion comprendidas
entre un 0.3% a mas de un 3% del peso de las mismas. Asimismo se presenta en
combinacién variable con otros cannabinoides, principalmente CBN y CBD lo que podria
influir en la farmacocinética. Sin embargo se ha visto que los niveles plasmaticos de

8—9-THC se encuentran en el mismo rango independientemente de que se fume puro o en
forma de extracto de marihuana (Agurell, 1985). Al ser fumado, la biodisponibilidad es

limitada por pirélisis, por pérdida a través de la corriente inhalada, ineficacia en la absorcion
pulmonar y una pequefia cantidad es metabolizada en pulmén antes de pasar a la circulacién

sistémica (Widman et al. 1975; Halldin et al. 1984).

Aproximadamente un 20% del 6-9-THC presente en un cigarrillo de marihuana

absorbido cuando se consume en la forma habitual (Agurell et al. 1971). Segin Lindgren et
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al. (1981) la cantidad media liberada al ser fumada es de un 18%, pero los fumadores
habituales obtendrian hasta un 23% mientras que en los fumadores no habituales se liberaria
un 10%, lo que denota una mayor eficiencia derivada del aprendizaje de la técnica de
fumar. Por otra parte parece que no hay claras diferencias en la cantidad de cannabis que se
transfiere por la corriente inspiratoria al ser consumido como cigarrillos de marihuana con
inhalaciones profundas. Sin embargo de esta forma puede ser importante la mayor cantidad
absorbida por los pulmones (Agurell et al. 1984) y se puede explicar que la
biodisponibilidad del 6-9-THC varie entre el 2% vy el 56% dependiendo de la experiencia
del fumador (Agurell et al. 1986).

Cuando es fumado, ¢l 6-9-THC se absorbe rapidamente, los efectos aparecen en
minutos y raramente se prolongan por mas de dos o tres horas. Las concentraciones
plasmaticas mdximas alcanzadas tanto por via iv. como por inhalacién al ser fumado son
similares, mientras que por via oral no se alcanzan niveles maximos tan altos (Lemberger et

al. 1971; Ohlsson et al. 1980).

Segin Agurell et al. (1986) inmediatmente después de fumar un cigarrillo que
contiene de 10 a 20 mgr de 8-9-THC, los niveles plasmaticos son de unos 100 ngr/ml, 1
hora después 10 ngr/ml, de 1 ngr/ml 4 horas después, vy de 0,1 ngr/ml hasta 72 horas mas

tarde.

En otros dos trabajos (Lidgren et al. 1981; Ohlsson et al. 1982) en los que se
compararon un grupo de grandes consumidores respecto a otro de consumidores ligeros,
encontraron diferencias limitadas en los niveles plasmdticos y en la velocidad de
desaparicion tras una dosis de 8-9-THC iv., aunque habia una tendencia no significativa en
el grupo de grandes consumidores a tener niveles plasmdticos mas bajos. Los niveles
plasmaticos despues de fumar eran aproximadamente dos veces mas altos en el grupo de

grandes consumidores.

Lemberger et al. (1970) observaron que el THC desaparecia mas rdpido del plasma

de los fumadores crénicos (VM 27 h) respecio a los no fumadores (VM 57h).
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El 6-9-THC y los extractos de marihuana son también activos por via oral. La
biodisponibilidad tras ser administrados por esta via es aproximadamente de un 6%, un
tercio de la que se consigue al fumar la marihuana (Ohlsson et al. 1980). Esto es debido
fundamentalmente a que el 6—9-THC es detruido en parte por la acidez del jugo géstrico, es
eliminado por el intestine y es metabolizado en un primer paso por el higado antes de
alcanzar la circulacién sistémica. Por via oral, los efectos tardan en aparecer de 30 minutos

a dos horas mientras que la duracion de éstos se prolonga durante mas tiempo.

3.2.— Metabolismo y vias de eliminacién.

El 8-9-THC se metaboliza fundamentalmente en el higado mediante procesos de
hidroxilacién microsomal y de oxidacion, dando lugar a los mas de 80 metabolitos que
actualmente se conocen. Estas reacciones requieren NADPH y oxigeno y son inhibidas por
mondxido de carbono lo que indica que el citocromo P-450 esti implicado en ellas
(Bumstein y Kupffer 1971). Otros tejidos, como ¢l intestino y el pulmoén, tienen cierta
capacidad de actividad metabélica (Garret y Hunt, 1977; Harvey, 1984; Widman et al.
1975). El metabolito final mas importante es el 4dcido 11-carboxi~-8-9-THC que procede

del 11-OH-6-9-THC y se excreta conjugado en forma de glucoronatos o estaearatos.

Wall et al. (1970, 1976 y 1981) y Lemberger et al. (1970) investigaron la aparicién
en plasma de los primeros metabolitos tras administrar 6-9-THC marcado por via iv. y por
via oral. Por via iv. los niveles de 11-OH~§-9-THC y de 8-8-OH-6-9-THC resultaron
ser bastante similares, alrededor de un 10% del nivel del 6—-9-THC. Por via oral los niveles

de 11-OH-0-9-THC y los niveles de 6-9~THC, resultaron ser equivalentes.

Alrededor de 2/3 de 8-9-THC en el hombre es eliminado por las heces y 1/3 por via
renal. Por esta via s6lo se eliminan formas conjugadas, mientras que en las heces la pro-
porcidon de formas metabolizadas es pequeiia siendo el 11-OH-6-9-THC libre el mayor
constituyente fecal (Halldin et al. 1984; Wall et al. 1981). Segiin estos mismos autores la

velocidad de excrecién es muy lenta siendo eliminado el 50% en los primeros 4-5 dias.
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4.- FARMACODINAMICA DE LOS CANNABINOIDES.

4.1.— Mecanismos de accion.

Una de las mayores deficiencias en ¢l conocimiento de la farmacologia del cannabis
es en lo concerniente a los mecanismos de accién. Hay distintos factores que han
contribuido a ello. Por una parte los cannabinoides constituyen un grupo farmacolégico
aparte y aunque comparten algunas propiedades con otras drogas que actian a nivel del
SNC con ninguna lo suficiente para permitir su uso como prueba en el estudio de los
mecanismos de accién. Otras dificultades son su gran liposolubilidad y el hecho de que

altere cualquier sistema en el que es examinado.

4.1.1.- Interaccion con componentes de membrana.

Debido a su esqueleto carbociclico los cannabinoides poseen un elevado coeficiente
de particién lipido/acuoso. Distintos autores (Gill y Jones, 1972 ; Roth y Willians, 1979)
han encontrado una concentracién entre 6.000 y 60.000 veces mayor de cannabinoides en
biomembranas que en soluciones acuosas, lo que demuestra que éstos presentan una afinidad
mucho mayor por las membranas bioldgicas que por el medio acuoso. Como consecuencia
de los resultados anteriores, se han elaborado distintas hipotesis sobre los mecanismos de

accién del 6—9-THC a nivel de las membranas de las neuronas en el SNC.

4.1.1.1.- Interacciones inespecicas.

Una de ellas es que los cgnnabinoides podrian producir alteraciones inespecificas en
las membranas neuronales causando depresidn del SNC. Asi se han desarrollado numerosos
estudios con sistemas artificiales de membranas o con biomembranas intactas para
determinar si los cannabinocides producen alteraciones en ellas. Lawrence y Gill (1975)
encontraron que las alteraciones moleculares que estos compuestos producen en los

liposomas consisten en un aumento del desorden de la bicapa lipidica que constituye la
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membrana. Este efecto se considera similar a la fluidificadion de membrana, siendo
cualitativamente similar al producido por los anestésicos pero cuantitativamente mucho
menor. Por tanto y segin estos autores dicha alteracidn podria explicar los efectos del

cannabis sobre ¢l comportamiento pero seria insuficiente para producir anestesia.

Como consecuencia distintos autores trataron de demostrar que existe una correlacion
directa entre el grado de fluidez de membrana producida por los distintos cannabinoides y
su capacidad psicoactiva (Lawrence y Gill, 1975; Tamir y Litdhtemberger 1983; Bloom y
Hillard, 1985, etc..). En general se puede decir que existe cierta correlacién. Por ejemplo, el
(-)-6-9-THC producia una mayor fluidificaciéon de membranas y tieme una mayor
capacidad psicoactiva que el (-)-6-8-THC, el CBN y el CBD. Sin embargo, el nabilone, el
CBD vy el dimetilheptyl andlogo del (+)-6-9-THC actian como estabilizadores de
membrana y mientras que los dos Gltimos carecen de actividad psicoactiva, el nabilone

produce un efecto euforizante en humanos (Lemberger 1976).

Los cambios en la fluidez de membrana también podrian ser responsables de las
alteraciones de los pardmetros de union a ligandos observados en ensayos de unioén a
distintos receptores asociados a proteinas G (Hillard y Bloom, 1982; Bloom y Hillard, 1985;
Vaysse et al. 1987) y podran alterar la estimulacion de la adenilato ciclasa en algunas
membranas (Hillard et al. 1986; Hillard et al. 1990). Por lo tanto se puede pensar que los
cambios de membrana provocados por los cannabinoides pueden afectar e incluso ser

necesarios tanto para las interacciones ligando-receptor como receptor—proteina G.

Mediante estudios del angulo de difraccién de rayos X (Mavromoustakos et al. 1990;
Mavromoustakos 1991) y de la resonancia magnética nuclear para deuterio, {2H] RMN,
(Makriyannis et al. 1989) en la interaccién de los cannabinoides con modelos de
membranas, se ha demostrado que los ligandos cannabinoides se posicionan con el eje largo
de la molécula triciclica perpendiculares a las cadenas de lipidos y estan situados en la
interfase polar por la accién de los grupos hidroxilos. Estos trabajos han llevado a la
hipétesis de que los ligandos cannabinoides deben adoptar una conformacion dentro de la
bicapa lipidica que les permita interaccionar con el receptor del cannabis (Yang et al. 1991;

Makriyannis y Rapaka, 1990). Este modelo asume que la interaccion ocurre en la interfase
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lipido~receptor y que la interaccion ligando-membrana es necesaria para la interaccién

ligando-receptor.

Sin embargo Houston y Howlett (1992) han conseguido solubilizar el receptor del
cannabis a partir del cerebro de rata y basindose en evidencias cinéticas y farmacol6gicas
(Houston y Howlett, 1993) demuestran que la actividad del ligando [PHJCP- 55940 en
solucién es idéntica a la que previamente se habia demostrado en preparaciones de
membranas de neuronas de cerebro de rata. Por lo tanto y en contra del modelo anterior
demuestran que las interacciones cannabinoides-membrana no son necesarias para la

interaccion ligando—receptor.

4.1.1.2.- Interacciones especificas.

Existen distintos componentes de membrana con los que el cannabis podra
interactuar directamente. Se ha demostrado que ¢l tratamiento con 6-9-THC puede producir
una disminucién de colesterol en el cerebro de rata (Sakar y Ghosh, 1975). Bruggeman y
Melchior, (1983) estudiaron la interaccion del 8-9-THC con distintos fosfolipidos de
membrana y postularon que el cannabis podria producir fosfolipidos complejos que a su vez

podrian estar regulados por la concentracién de colesterol.

Otros trabajos demuestran que el consumo de cannabis altera la concentracién de
fosfolipidos en plaquetas (Kalofoutis et al. 1980), eritrocitos (Kalofoutis y Kalofoutis, 1979),

plasma y en leucocitos (Koutselinis et al. 1978).

4.1.2.- Alteraciones de enzimas.
Numerosos trabajos demuestran que los cannabinoides pueden alterar distintos

enzimas, siendo especialmente interesantes aquellas relacionadas con la transduccién de

seflales en la membrana celular como son: Adenilato ciclasa, ATPasa y fosfodiesterasas.
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4.1.2.1.- Adenosina Trifosfatasa (ATPasa).

Existe un acuerdo de que en general, los cannabinoides producen una inhibicién de
todas las ATPasas a distintas concentraciones. La relacién es muy poco especifica entre el
tipo de cannabdis y el tipo de enzima y parece que no existe una correlacién con el grado de

psicoactividad que se produce, (Laurent et al. 1974; Toro-Goyco, 1978).

4.1.2.2.-~ Adenilato Ciclasa y Fosfodiesterasa.

Quizas el descubrimiento de que los cannabinoides inhiben la adenilato ciclasa, y de
que tal inhibicion no se produzca a través de ningtin otro receptor conocido, sea la primera

evidencia importante de que los cannabinoides actan a través de su propio receptor.

Howlett (1984) demostré que el §-9-THC y el desacetyllevonantradol (DALN), un
andlogo del THC activo a nivel del SNC, inhiben la actividad de la adenilato ciclasa en un
cultivo de células de neuroblastoma, tanto en condiciones basales como tras ser estimulada
la produccion de cAMP. Ademas se comprob6 que la inhibicién de la adenilato ciclasa era
dosis dependiente, estereoselectiva y especifica de los cannabinoides psicoactivos (Howlett

y Fleming, 1984; Howlett, 1987).

La inhibicién de la adentlato ciclasa producida por agentes cannabinomiméticos a
concentraciones menores a 1 uM es similar a la producida por agentes muscarinicos en que
ambas son dependientes del Mg++ y del GTP (Howlett, 1985) y pucden ser bloqueadas por
la toxina pertussis (Howlett, 1986). Este tiltimo dato esta a favor de que los cannabinnoides

inhiben la adenilato ciclasa a través de una proteina G asociada al receptor.

Posteriormente (Dill y Howlett, 1988) demostraron que la exposicion crénica a
cannabinoides produce desensibilizacion reversible de sus receptores de una forma similar a
otras hormonas o neuromoduladores que actian a través de receptores asociados con la
adenilato ciclasa. La inhibicién de la acumulacuién de cAMP es concentracién dependiente,

comienza con una incubacion de 0.01 uM y fue completa con 1 pM de DALN. En este
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trabajo se comprob6é que la desensibilizacién producida no es consecuencia de ningfin
proceso tdxico que altere la proliferacion celular, viabilidad y contenido en proteinas, sino
que realmente es un proceso de adaptacion celular. Este trabajo aporté una explicacion

bioquimica al fenémeno de la toleracia a los compuestos canndbicos a nivel celular.

Bidaut-Russell et al. (1990) trataron de evaluar la modulacién del cAMP por drogas
de accién cannabinoide en regiones de cerebro de rata que poseen alta concentracién de
receptores para el cannabis (hipocampo, cerebelo, cortex y estriado) llegando a las

siguientes conclusiones:

~ Las drogas cannabinoides reducen la formacion de cAMP estimulada por Forskolin
y otros neuromoduladores estimulantes de la produccion de cAMP en hipocampo, cortex
frontal y estriado. En cerebelo la respuesta es bifdsica, de modo que a concentraciones entre
1y 10 nM de DALN, se produce una reduccién significativa de la produccion de cAMP;
mientras que a concentraciones de DALN de 100 oM y 1 puM se producen aumentos de

¢cAMP que no son significativos respecto al control.

- Los receptores cannabinoides no son sensibles a los distintos neuromoduladores
conocidos con capacidad de estimular la produccion de cAMP. Esto estaria en contra de una
posible interaccion alostérica entre los receptores del cannabis y los receptores de los

neuromoduladores estudiados.

- La inhibicién en la produccion de cAMP no se vid afectada por la presencia de
inhibidores de la ciclooxigenasa, indometacina, excepto en cerebelo donde el aumento de
cAMP en presencia de 1 oM de DALN se redujo significativamente con la adicion de
indometacina. Quizis un producto de la ciclooxigenasa (prostaglandinas) podria estimular la

sintesis de cAMP en cerebelo.
_ El aumento de cAMP producido por el VIP es atenuado por el DALN en

hipocampo, estriado y cortex, lo que sugiere la posibilidad de que existan receptores dei

cannabis en una subpoblacion de las c€lulas que respondan al VIP.
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- El efecto del DALN de inhibir el aumento de cAMP producido por la estimulacién
B-adrenérgica en cerebelo y en el cortex sugiere que estas células tienen ambos tipos de

receptores.

Mas recietemente (Schatz et al. 1992) han demostrado que el 8—9-THC inhibe la
actividad de la adenilato ciclasa en c€lulas de bazo de ratén, lo que sugiere la existencia de

un posible receptor cannabinoide asociado al sistema inmune.

4.1.3.— Efectos sobre las prostaglandinas.

El pretratamiento con indometacina disminuye el aumento de prostaglandinas
inducido por el §—9-THC. Ademas disminuye de forma significativa [a sensacién subjetiva
"high" y el aumento de la frecuencia cardiaca y es capaz de abolir las alteraciones en la
percepcidn del paso del tiempo. En cambio no mejora las alteraciones de memoria (Pérez
Reyes et al. 1991). De este trabajo podemos deducir que los procesos de sintesis y
liberacién de prostaglandinas intervienen en la mediacion de algunos de los efectos mas

importantes de los cannabinoides.

El 8-9-THC es un agente liberador de acido araquidénico (Chaudry 1988,
Reichman et al. 1987 y 1988). La estimulacion de la actividad de la adenilato ciclasa es
bloqueada por un inhibidor de la ciclooxigenasa, implicando que las prostaglandinas
sintetizadas en respuesta a los cannabinoides puedan ser estimulantes de la adenilato ciclasa
(Hillard y Bloom, 1983). Todo ello hace suponer una estrecha relacién entre las pros-
taglandinas y la accién de los cannabinoides. Relacién que se ha demostrado recientemente
al descubrirse el ligando enddgeno del receptor de los cannabinoides, que ha resultado ser

un derivado del icido araquidénico (Devane et al. 1992).

20



4.1.4.- Receptores y ligando enddgeno.

Se ha demostrado que los cannabinoides inhiben la actividad de la adenil ciclasa in
vitro, en membranas de células de neuroblastoma N18TG2 y de células hibridas de
NG108-15 de neuroblastoma y de glioma (Howlet et al. 1986). Estas células también
contienen receptores de opioides y receptores muscarinicos, pero los efectos de los
cannabinoides no son inhibidos por los antagonistas de estos tipos de receptores. La
inhibicién de la adenil ciclasa es especifica y estereosclectiva para los cannabinoides

psicoactivos, ya que el cannabidiol y el cannabinol producen poca respuesta.

Mediante autorradiografia se ha demostrado que existe una distribucién heterogénea
de los receptores que se conserva en distintas especies de mamiferos, incluidos los humanos.
Las concentraciones mds altas de todo el cerebro se ven en los nicleos eferentes de los
ganglios basales (globus palidus, micleo entopeduncular y sustancia negra porcién reticular,
SNr,), en cerebelo, las capas mds internas del buibo olfatorio y algunas zonas del hipocampo
(CA3 y gyrus dentatus). Son igualmente altas en estriado dorsolateral, cortex cerebral y
otras porciones del hipocampo, sin embargo son moderadas en el estriado ventromedial
incluyendo al micleo accumbens. Las concentraciones mdas altas se dan en la SNr en
humanos, ratas y monos rhesus. Concentraciones muy bajas en el tdlamo, tronco del
encéfalo, incluyendo todos los grupos neuronales que contienen monoaminas y médula
espinal (Herkenham et al. 1990 y 1991; Herkenham, 1992). Ademas en las drcas de mayor
densidad se ha visto que el niimero de receptores, mayor de 1 pg/mg de proteina, excede al
de neuropéptidos y es equivalente a los receptores benzodiacepinicos corticales,
dopaminérgicos en estriado, y glutametérgicos (Herkenham, 1992). Estudios de
densitometria han confirmado esta distribucién que por otro lado se correlaciona muy bien
con algunos de los efectos farmacologicos de los cannabinoides, por ejemplo, alteraciones
cognitivas (disminucién de la capacidad asociativa, fragmentacion del pensamiento,
confusién, alteracién de la memoria reciente) en relacién con altas concentraciones en
hipocampo y cortex; alteraciones del movimiento en relacién con una alta densidad en
axones y en terminales de neuronas estriatales gabérgicas de los ganglios basales y en
células granulares glutamatérgicas del cerebelo; y baja toxicidad, probablemente en relacién

con la ausencia de receptores en el tronco cerebral donde estan las areas de control de las

21



funciones cardiovascular y respiratoria, que explicaria que altas dosis de 6~9-THC no sean

letales (Herkenham, 1992).

Matsuda et al. (1990) consiguieron la clonacién y expresion del gen que dirige la
sintesis del receptor del cannabis en el cortex cerebral de rata. La estrategia seguida,
denominada farmacologia inversa, consiste en la clonacién y expresién de genes cuyos
productos deben producir las acciones fisioldgicas del receptor buscado. En este caso,
fundamentados en datos previamente demostrados, se buscaba un receptor ligado a la
proteina G que actuasc en el cerebro y en lineas celulares neurales, y que tuviese una accién
inhibidora sobre la actividad de la adenilato ciclasa que fuese dosis dependiente v
estereoselectiva (Howlett y Fleming, 1984; Howlett, 1985; Howlett et al. 1986; Devane et al.
1986). Ademas dicho receptor debia responder mas a los cannabinoides psicoactivos que a
los no psicoactivos (Howlett 1987). Otro dato importante, la distribucién del mRNA para ¢l
receptor del cannabis en el cerebro es paralela a la distribucién de los receptores (Matsuda,

1990).

Por otra parte se ha conseguido clonar una secuencia de nucledtidos de origen
humano cuyo producto (HGMPO8) cumple todas las caracteristicas de un receptor asociado
a una proteina G (Gerard et al. 1990). Es importante sefialar que existe una homologia de
un 97.3% entre el HGMPOS vy el receptor clonado por Matsuda et al. (1990). Posteriormente
(Gerard et al. 1991) probaron la existencia de receptores de cannabinoides en tejido de
testiculo humano (BS/08) y demostraron inhibicién estereoselectiva de la acumulacién de
cAMP estimulada por forskolin en células de ovario de hamster chino transfectas con dichos

receptores.

Trabajos mas recientes (Schatz et al. 1992; Kaminski et al. 1992) demuestran que el

8~9-THC es capaz de inhibir la acumulacién de cAMP estimulada por forskolin en células
de bazo de ratén, que dicha modulacion es estereoselectiva, que el PHJCP-55940 se une

con gran especificidad a dichas células donde ademés encuentran mRNA para el receptor del
cannabis. Con todos estos datos sugieren la existencia de un receptor cannabinoide que
estaria ligado al sistema inmune y proponen un mecanismo bioquimico por el que los

cannabinoides podrian interactuar con dicho sistema.
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Por otra parte (Felder et al. 1992) han demostrado que los cannabinoides actian de
modo receptor dependiente y de modo receptor independiente en la misma célula. Para ello
han utilizado células de ovario de hamster chimo y fibroblastos. A las primeras se les
transfirié clones del receptor humano del cannabis y a las segundas clones del receptor de
rata y se utilizaron como control células desprovistas de receptores. Los agonistas
cannabinoides provocan una disminucién de la acumulacién de cAMP sOlamente en células
que exhiben receptores y para ello requieren una concentracion de rango nanomolar. Otros
efectos como la liberacién de acido araquidénico y la movilizacion de calcio intracelular se
produjeron en ambos tipos de células. Ademdas demostraron la estereoselectividad de los
agonistas cannabinoides para la unién a receptores y la inhibicién del cAMP, pero no para

la liberacién de 4cido araquiddénico ni para la movilizacion de calcio intracelular.

Recientemente (Devane et al. 1992) en una prueba de ligandos endégenos para
receptores de cannabis, han identificado y aislado un derivado del acido araquidénico en
cerebro porcino, Araquidoniletanolamida, al que han denominado anaendamida. Este
compuesto inhibe la unién especifica del cannabis a membranas de sinaptosomas de forma
similar a como lo hacen ligandos competitivos y produce una inhibicién concentracién-
dependiente de la respuesta de contraccién evocada cléctricamente en vasos deferentes de
raton, un efecto caracteristico de los cannabinoides psicotropicos. Todo esto sugiere que la
anandamida puede funcionar como un ligando enddgeno para el receptor del cannabis.
Ademas en este trabajo se apunta la posibilidad de que la anandamida se produzca a través
de una via metabdlica del 4cido araquidonico que todavia no estaria caracterizada y cuyos

productos, al menos en parte, podrian actuar via receptor del cannabis.

4.2.— Niveles plasmaiticos y efectos de los cannabinoides.

Galander et al. (1972) estudiaron un grupo de fumadores y vieron que se producia un
pico en los niveles plasmiticos de 8-9-THC a los quince minutos paralelamente a un
incremento en la frecuencia cardiaca. Ambos declinaban rapidamente, mientras que los

efectos subjetivos psicoldgicos comenzaban mas tarde pero permanecian mas tiempo. Desde
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entonces se ha intentado correlacionar los niveles de 6-9-THC y de su metabolito 11—
hidroxi-6-9~THC con los efectos psicoldgicos subjetivos, memoria, frecuencia cardiaca y

pruebas de ejecucion.

Hollister et al. (1981) intentaron correlacionar el grado de intoxicacién con la
velocidad de puiso y la inyeccién cojuntival tras la administracién de §-9-THC por via
oral, iv, y por inhalacién. Encontraron una relacién modesta cuando la via de
administracion era iv., algo mejor cuando se administraba por via oral y mejor cuando se
consumia fumando. Por otra parte habia sujetos que experimentaban muy poco "high"
(sensacién subjetiva de placer) a pesar de los miveles plasmaticos de 8-9-THC y sin
embargo otros experimentaban un "high" pronunciado a pesar de tener niveles mas bajos de

8-9-THC. En este trabajo demostraron que el tiempo que tardaban en alcanzar el "high”
tanto por via iv. como fumando asi como las curvas plasmadticas en los mismos sujetos era

similar. Por via oral el "high" tarda mas tiempo en alcanzarse y con unos niveles
plasméticos mas bajos (alrededor de 6 ng/ml). Este estudio demostré asimismo, que aunque
existia una cierta correlacién entre los niveles 6~-9-THC y el "high", habia también una gran
variacién individual en los valores. En cuanto al enrojecimiento conjuntival, era maximo a
los diez minutos tanto por via iv. como fumando y por via oral ¢l maximo enrojecimiento
coincidia con ¢l pico de §-9-THC en plasma. En general el enrojecimiento permanecia
mientras los niveles de 8~9-THC en plasma estaban por encima de 5 ng/ml. En cuanto a la
frecuencia cardiaca, en el mismo trabajo después de administrar por via iv., una dosis de 5
mg/kg de 8-9-THC, esta aumentaba en una media de 40 por minuto con unos niveles

plasmaticos de unos 100 ng/ml.

El descubrimiento del metabolito 11~0OH-3-9-THC llevé a pensar que el retraso de
los efectos psicologicos se podia deber a la lenta formacién del metabolito activo. Sin
embargo se comprobd que al administrar 11-hydroxi-6-9-THC iv. el "high" aparecia con
un retraso similar al que se produce al administrar 6~9-THC. El metabolito activo no
proporciona un "high” instantaneo y tiene un perfil farmacocinético similar (Lemberger et al.

1972; Pérez-Reyes et al. 1972).
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Menkes et al. (1991) realizaron un trabajo con voluntarios en el que tratan de
correlacionar el grado de intoxicacidn subjetiva, con la frecuencia cardiaca y los niveles de
0—9-THC en saliva. Este estudio presenta una correlacién significativa entre el 8-9-THC en
saliva y el grado de intoxicacién subjetiva en fumadores experimentados después de fumar

un cigarrillo con 11 mg de §-9-THC aproximadamente.

S5.- EFECTOS FARMACOLOGICOS Y DE COMPFORTAMIENTO EN
MODELOS ANIMALES DE EXPOSICION A PREPARADOS DE CANNABIS.

Los cannabinoides psicoactivos producen un mezcla de efectos estimulantes y efectos
depresores en animales. Entre los primeros se incluyen hiperreactividad a estimulos
auditivos y tactiles, y entre los segundos hipocinesia y catalepsia. Los efectos depresores del
SNC de los cannabinoides difieren de la depresion producida por barbitiricos, tranqui-
lizantes mayores y otros depresores del SNC, en que durante el periodo depresivo se
produce un estado de hiperreflexia o hiperestimulacion. Los cannabinoides también afectan
a la postura, empeoran la coordinacién y pueden producir varios tipos de conducta

estereotipada (Pertwee, 1992).

Segiin Dewey (1986) a dosis bajas se producen cambios de comportamiento
caracterizados por ser una mezcla de efectos de tipo estimulante y de tipo depresor de la
actividad psicomotora, y a altas dosis se producen cambios predominantemente de tipo

depresor.

Sieber et al. (1981) estudiaron ¢l efecto del cannabis en el comportamiento social en
ratones. Observaron como una dosis de extracto de hachish que contenia 20 mgr. de 8-9-
THC/Kg producia un debilitamiento en la posicién del ratén dominante y comprobaron que
se producia un efecto de tolerancia con la tercera dosis. Ademas si se administraba la misma

dosis de extracto a los tres ratones del grupo no se producian cambios en la dominancia.

Sassenrath (1983) realiz6 un estudio similar en monos, a los que administr6 una

dosis diaria de 2,4 mgr/Kg de 6-9-THC a los monos dominantes en un grupo y a los
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subordinados en otros. Entre los efectos agudos se produjo un aumento de la imritabilidad
que los experimentadores atribuyeron al estrés. La administracion prolongada provocé una
disminucidén en el juego, un aumento de la actividad no social y un aumento de

autoactividad.

Burgess et al. (1980) realizaron un trabajo con monos a los que administraron

0-9-THC cronicamente. La administracion a una parte de ellos provocéd una disminucién de

las distancias en todos. Los efectos se produjeron tanto con tratamiento agudo como crénico
e incluso persistieron tras la finalizaci6én del tratamiento. En este caso, al contrario que en el
trabajo anterior, una disminucién de la agresividad facilitaria el aumento de la actividad

social en todos los monos del grupo.

Alves et al. {(1973) administraron dosis de 5 a 40 mgr/Kg de 6-9-THC y extractos
alcohélicos de marihuana a ratas que habian sido privadas de suefio REM. Observaron que
se producia un aumento de la agresividad y que los efectos se prolongaban durante mas de
cuatro horas. Los autores concluyeron que dependiendo de las condiciones de los animales,
los efectos podian ser opuestos, ya que el 6~9-THC que normalmente produce depresién de
la actividad en ratas, cuando éstas son previamente estresadas los efectos son de un aumento

de la agresividad y de la irritabilidad.

Carlini et al. (1972) en un trabajo en el que administraban cannabis a ratas
deprivadas de comida durante 20 horas, comprobaron que se producia un gran aumento de

la agresividad.

Hine et al. (1975) observaron que la administracién de naloxona a ratas morfino
dependientes pretatadas 60 minutos antes con 8-8-THC 6 6-9-THC, producia actividad
locomotora en circulos. Dicha actividad se atenuaba con la administracién de haloperidol y

no con la administracién de prometazina.

Tulanay et al. (1982) hallaron que el efecto depresor del -9-THC sobre la actividad

motora espontdnea en ratas era parcialmente reversible con la adminstracién de naloxona (5

me/kg i.p).
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Pickens (1981) en un trabajo con ratones demostré que los efectos depresores del
cannabis, 8-9-THC y CBD sobre la actividad locomotora, se atenuaban con la
administracién de dcido acetil salicilico y que a su vez dicha atenuacién era reversible con

la administracién de PGE2.

Duncan y Dagirmanjian (1979) observaron actividad en circulos contralateral tras
inyectar carbacol directamente en el nicleo septal lateral izquierdo poco después de una
inyeccién intraperitoneal de 8-9-THC. Cuando ambos compuestos se administraron por

separado no se produjo dicha actividad.

De Souza y Neto (1978) en un trabajo realizado con ratas deprivadas de suefio REM
y tratadas con marihuana crénicamente, demostraron que la administracion de drogas
anticolinérgicas producia una disminucién de la conducta agresiva de forma significativa.

Esta disminucién fué dosis dependiente necesitindose dosis de atropina de al menos 50

mg/Kg.

Jones et al. (1975 y 1976) vieron que la administracién de 6—9-THC tenia un efecto
depresor sobre la locomocidn, rearing (ponerse en pie), grooming (aseo), y actividad
exploratoria. La administracién de fisostigmina provocaba un aumento de dicha actividad y

la administracion de ambas provocaba un antagonismo mdtuo.

Pryor et al. (1978) demostraron que existe un efecto antagonista mutuo entre el
efecto depresor del §-9-THC y el efecto estimulante de la cocaina sobre la actividad
locomotora en ratas. Ademas encontraron que la nicotina aumentaba el efecto depresor del
0~9-THC pero en cambio no afectaba la capacidad del 8-9-THC de empeorar la ejecucion
de un test de respuesta condicionada de evitacion. En un estudio previo estos mismos
autores demostraron que e! -9-THC y el clordiacepoxido tenian un efecto aditivo sobre la

depresion de la actividad locomotora en ratas.

Grunfeld y Edery (1969) demostraron que la disminucién de la actividad locomotora
espontdnea provocada por la administracién de -8 ¢ 6-9-THC, en monos rhesus, podia ser

totalmente reversible con la administracién de anfetamina.
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Consroe et al. (1975 y 1976) realizaron trabajos en los que la administracién de
metaanfetamina revertia los efectos depresores que el cannabis provocaba sobre la conducta

exploratoria en conejos.

Lew y Richardson (1981) observaron que las ratas tratadas con 8-9-THC tendian a

dar circulos hacia atrds y que dicho efecto se podfa atenuar con anfetamina.

Sabelli et al. (1974) en trabajos con grupos de ratones encontraron que el
pretratamiento con pargylina o nialamida, producia un refuerzo muy importante del efecto
excitador inducido por el 8-9-THC, provocando saltos, carreras y vocalizacién ("popcorn
effect”). Los efectos estimuiantes aumentaban al inyectar Z2~feniletilamina poco después del
8~-9-THC. En estos trabajos, ni la p-clorofenilalanina ni la a-metil-p-tirosina prevenian cl
"porcorn effect”. También observaron que la pargylina aumentaba el efecto estimulante del

8-9~-THC en conejos.

Carder v Deikel (1976) en un experimento en ratas con electrodos implantados
bilateralmente en la regidn hipotaldmica bilateral, demostraron que el pretratamiento con
nialamida inducia un aumento, en respuesta al THC, de la velocidad de presién de una barra
para autoestimulacion eléctrica. Por separado la nialamida tenia muy poco efecto sobre la

autoestimulacién y el 6~9-THC tenia un efecto depresor.

Musty et al. (1976) realizaron un trabajo con ratas deprivadas de suefio REM. La
administracién de 6-OHDA producia un aumento de la conducta agresiva provocada por la
administracién previa de marihuana. La inyeccidn de DA empeord €sta conducta, en cambio
la inyeccion de NA en el mismo ventriculo produjo una disminucién significativa de dicha
conducta agresiva. Los autores concluyeron que la marihuana provocaria un aumento de
sensibilidad del sistema dopaminérgico y en cambio una inhibicién del sistema noradre-

nérgico lo que llevaria a un aumento de agresividad.

Sakurai et al. (1985) encontraron que ratas a las que habia administrado previamente

6~0HDA unilateralmente en la sustancia negra, mostraban una asimetria postural unilateral
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o giraban en circulos ipsilateralmente cuando se¢ les administraba &-9-THC por via

sistémica tres semanas mas tarde. Dicha conducta podia ser abolida con haloperidol.

Ferri et al. (1981) comprobaron que la conducta estereotipada (movimientos ritmicos
de cabeza, mordisqueo y olfateo), e hiperreactividad (hipersensibilidad al ser tocadas) que es
provocada por la administracion de cannabis en ratas, puede ser atenuada por apomorfina y

por el pimozide. La atropina atenuaba las estereotipias pero no la hiperactividad.

Conty y Musty (1984) en estudios de comportamiento con ratas demostraron que [a

inyeccion directa de 8-9~THC en niicleo accumbens incrementaba la actividad locomotora.

En general la mayor parte de los trabajos realizados con animales en laboratorio
demuestran que la administracion de cannabis induce agresividad, y en animales sometidos
a situaciones estresantes (deprivacion de sueo REM, de alimentos, etc..) la potencia. Existe

evidencia para la implicacidn de numerosos neurotransmisores (véase apartado I1-8).

6.- TOLERANCIA.

En general, se puede decir que la mayor parte de los datos demuestran claramente
que el consumo prolongado de cannabis produce el desarrollo de tolerancia a la mayor parte
de los efectos farmacoldgicos de la marihuana tanto en humanos como en modelos animales

de experimentacidn.

El desarrolio de tolerancia tanto a los efectos farmacoldgicos como a los psicol6gicos
tras un consumo prolongado ha sido estudiado por distintos autores (Pérez—Reyes et al.

1974; Hunt y Jones, 1980; Hollister, 1979).
Hunt y Jones (1980) estudiaron la influencia de [a administracién prolongada de 6-

9-THC por via oral sobre la farmacocinética y el metabolismo del 8-9-THC en el hombre.

Para ello administraron '*¢-8~9-~THC iv. antes y después de dos semanas de consumir
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8-9-THC. S6lamente encontraron que se producia un ligero aumento en el aclaramiento del

plasma, pcrmaneciendo el resto de pardmetros farmacocinéticos invariables y concluyeron
que el desarrollo de tolerancia a los cfectos cardiovasculares y psicolégicos producidos por
el 6—9-THC no se podian explicar por cambios en la disponibilidad de la droga. McMillan
et al. (1970) observaron que tras la administracion de §—9-THC a palomos s¢ producia una
inhibicién de una respuesta condicional y como tras la administracion repetida de 6-9-THC,

dicha respuesta tendia a desaparecer.

McMillan et al. (1973) y Dewey et al. (1973) demostraron que el desarrollo de
tolerancia a los efectos farmacolégicos del cannabis, no eran debidos a una alteracion en la
absorcion o del metabolismo, ni tampoco a una variacién en los niveles de 8~9~THC o de
sus metabolitos mayores en sangre o en el cerebro, sino que era una verdadera tolerancia

farmacodinamica.

Dewey et al. (1976) en un estudio con ratas y ratones que habian desarrollado
tolerancia de comportamiento después de un tratamiento crénico con 06-9-THC
comprobaron que tampoco habia cambios en los niveles cerebrales ni en la distribucion

subcelular.

Una caracateristica de la tolerancia producida por el 8-9-THC es su larga duracién
después de que se ha dejado de administrar la droga. Por ejemplo, después de inyectar

8-9-THC a perros durante 8 dias y tras 11 dias de no hacerlo, una nueva dosis que produce

cambios en perros no consumidores apenas los produce en aquellos a los que previamente s¢

les habia administrado la droga (Dewey 1986).

7.- DEPENDENCIA.

No es facil determinar la dependencia bien fisica, bien psicolégica, de una droga
determinada en consumidores humanos debido a toda una serie de factores sociales y legales
y a que habitualmente los consumidores de drogas no lo son de una sola sino de varias al

mismo tiempo. De aqui se deduce la importancia de la experimentacién animal para el
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estudio e investigacion de las drogodependencias. Una de las estrategias mads utilizadas
consiste en la exposicion continua a la droga que se quiere estudiar, la suspensién de la
misma, la observacién de la aparicién de signos de retirada (abstinencia) y la reversibilidad

de los mismos al reintroducir la droga.

Segin Dewey (1986) y Abood y Martin (1992) no se ha demostrado de forma
concluyente que los cannabinoides produzcan dependencia. Al revisar algunos de los
trabajos mas importantes realizados sobre este tema, varios autores afirmaban encontrar
cambios de comportamiento importantes tras el cese agudo del consumo de cannabis, sin
embargo al reintroducir la droga no se interrumpen tales cambios. En otros casos en los que
se cumple esta condicion no se ha podido replicar en otros laboratorios o cuando se han
empleado otras vias de administracion. Seria muy importante desarrollar un antagonista
especifico del 6-9-THC ya que serviria, entre otras cosas, para comprobar si en efecto se
produce dependencia fisica tras el consumo crénico de cannabis. Respecto a los modelos de
autoadministracion de drogas, indicadores de dependencia psicoldgica o de abuso potencial,
segin los mismos autores no se ha conseguido desarrollar modelos experimentales de

autoadministracién con cannabis.

8.- NEUROQUIMICA DE LOS CANNABINOIDES. EFECTOS SOBRE LOS
DISTINTOS SISTEMAS DE NEUROTRANSMISION.

Los efectos mds importantes de los cannabinoides son sobre el SNC por lo que se ha
investigado intensamente la implicacién de los distintos sistemas de neurotransmision.
Existen evidencias de que los efectos psicotrépicos de los cannabinoides son mediados por
varios neurotransmisores o neuromoduladores, fundamentalmente por NA, DA, serotonina
(5-HT), acetilcolina (ACh), icido gammaaminobutirico (GABA), histamina, péptidos
opiaceos y prostaglandinas (PGs) (Pertwee 1990).

Es importante sefialar en este punto que muchos de los datos que conocemos se
deben a trabajos en los que interaccionan dos o mas drogas por lo que a la hora de

interpretar los resultados debemos tener en cuenta una una serie de factores. Por ejemplo
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algunas de las interacciones observadas pueden ser debidas a interferencias de una de las
drogas con la absorcifn, distribucion o eliminacion de la otra. Esto es especialmente
importante para los datos obtenidos en experimentos con cannabis. Asi el CBD, que no
tiene efecto psicotropico y que habitualmente estd presente en las preparaciones de cannabis,
se sabe que es un importante inhibidor del metabolismo de drogas a nivel del citocromo mi-
crosomal hepético P450 (Burke et al. 1984; Bornheim y Correia, 1989 y 1990; Narimatsu et
al. 1990). En segundo lugar (Agarwal et al. 1989) afirma que el cannabis aumenta la per—

meabilidad de la barrera hematoencefilica.

8.1.~ Sistema de neurotransmision monoaminérgico.

Maitre et al. (1970) en un trabajo en el que inyectaron dosis de §—9-THC de 10-100
mg/kg a ratas, encontraron que no se alteraban los niveles cerebreles de DA y NA pero en

cambio si aumentaba la velocidad de sintesis de ambas.

Bloom et al. (1978 y 1980) administraron por via iv. dosis de 6-9-THC de 1 a 16
mg/kg. El resultado fue que se produjo un aumento en la velocidad de sintesis de DA y NA

en el cerebro de ratdn.

Mazurkiewiez y Filezewski (1973) comprobaron que tras la administraron de una
dosis diaria de 2 mg/kg de THC de forma crénica a ratas no se producian alteraciones en
los niveles de DA y NA tanto a nivel glandular como a nivel cerebral. Sin embargo se

producia un aumento significativo de la sintesis de CAs a nivel glandular y a nivel cerebral.

En un trabajo posterior (Bloom, 1982) con una preparacion de sinaptosomas,
demostré que el 6-9-THC también aumentaba la sintesis de CAs in vitro y que tal aumento

se debia a un efecto directo del cannabis.

Patel et al. (1985) en un trabajo en ¢l que administraron una dosis diaria de 3 mg/kg
de 8-9-THC durante 25 dias, observaron cambios en los niveles de CAs. La NA disminuia

en el area pre6ptica, en hipotdlamo mediobasal y en plasma. La epinefrina disminuia en
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plasma e hipotilamo mediobasal y los niveles de DA y DOPAC aumentaban en el

hipotdlamo mediobasal.

Howes y Osgood (1974) obsevaron que el 6~9-THC en una preparacién de
sinaptosomas de cerebro de ratén producia una disminucién de la captacién y un aumento
de la liberacién de DA marcada. Estos mismos autores demostraron que la administracién de

5~9-THC aumentaba los niveles en estriado de HVA y dcido DOPAC en animales tratados
previamente con I-dopa, pero no los aumentaba en los controles. Concluyeron que el

6~9-THC alteraba la distribucién interneuronal de DA sin alterar los enzimas que

intervienen en su metabolismo.

Bracs et al. (1975) no encontraron cambios en los niveles cerebrales de NA, DA y
5~HT en ratas tras la administracion oral de 20 mg/kg de 8-9-THC. Tampoco encontraron
cambios en areas especificas como neoestriado, hipotdlamo, tdlamo, cerebelo y médula

espinal.

Banerjee et al. (1975) demostraron que el 6-9-THC, inhibia la captacién de NA y
5-HT en una preparacion de sinaptosomas de hipotdlamo. También inhibian la captacién de

DA en sinaptosomas de estriado.

En estudios ir vivo con microdidlisis cerebral (Taylor et al. 1988) demostraron que la
administracién de 6~-9~THC aumentaba la liberacién de DA en el cuerpo estriado. Chen et
al. (1990a,b) estudiaron los efectos de la administracién aguda de 6-9~THC sobre el flujo
extracelular de DA y sus metabolitos en niicleo accumbens y en cortex prefrontal medial de
ratas. Encontraron que tanto la administracion de 0.5 como la de 1 mg/kg de 6-9-THC
aumentaban de modo significativo el flujo basal de DA. Sin embargo no se producian
cambios significativos en las concentraciones de DOPAC 6 de HVA. La administracion de
naloxona atenuaba significativamente el aumento del flujo basal de DA. Ademas
comprobaron que el aumento del flujo es calcio dependiente de modo que una perfusion

libre de calcio inhibia dicho aumento.
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Estos hallazgos concuerdan con estudios in vitro que demuestran que el 8-9-THC
aumenta la sintesis y liberacién de DA en sinaptosomas (Poddar y Dewey, 1980; Bloom,
1982). También estan de acuerdo con otros trabajos (Banarjee et al. 1975; Johnson et al.
1976; Hershkowitz y Szechtman, 1979) en los que demuestran que el 6-9-THC inhibe la
captacién de DA en sinaptosomas. Del mismo modo estaria en la linea de los hallazgos
realizados por Sakurai et al. (1985) en modelos animales con denervacidn nigroestriatal
unilateral en los que el 8-9-THC provoca actividad ipsilateral en circulos, un efecto tipico
de los drogas que aumentan la concentracién de DA en los terminales nerviosos del estriado,

como la anfetamina, en tests de comportamiento.

Por otra parte, es importante sefialar que el aumento de DA en el cuerpo estriado o
en el nicleo accumbens no es un efecto directo del 6-9-THC sobre las neuronas dopami-
nérgicas, ya que no parece que haya receptores para el cannabis en los cuerpos celulares
dopaminérgicos o en los terminales nerviosos en la SNc, CE o NAc (Herkenham et al.
1991). En linea con esta idea, estd el hecho de la capacidad que tiene el 6—9-THC de

aumentar el flujo extracelular de DA es antagonizada por la naloxona (Chen et al. 1990a).

En conjunto parece claro que el §-9-~THC produce un efecto sobre el sistema
aminérgico central caracterizado por un incremento en la sintesis de CAs. De todas formas
es dudoso que un solo efecto neuroquimico pudiera explicar los cambios de comportamiento
que se producen cn los distintos modelos animales de experimentacién o de los efectos
psicomiméticos en el hombre. Seguramente el 8-9-THC, al igual que otras drogas que
alteran el comportamiento, produce un cambio en el control homeostatico de numerosos

mecanisSmos neuroquimicos.

8.2.- Aminoacidos: GABA y Glutamato.
Es importante recordar en este punto que los receptores para cannabis se encuentran

en neuronas gabérgicas del estriado (Herkenham, 1991) o glutamaérgicas en cerebelo ¢

hipocampo (Herkenham, 1992).
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Banerjee ¢t al. (1975) demostraron que el 8-9-THC inhibia la captacién de GABA

en una preparacion de sinaptosomas de cortex frontal.

El 8-9-THC puede aumentar el turnover de GABA en ciertas areas cerebrales en

ratas como la SN y septum, pero no en el CE o NAc (Pertwee, 1990).

9.~ EFECTOS PSICOPATOLOGICOS DEL CANNABIS.

El consumo del cannabis puede dar lugar directamente a distintas alteraciones
psicopatoldgicas: Estados paranoides agudos, reacciones de panico agudas, delirio téxico o
un estado agudo de mania. El hecho de si puede provocar directamente estados depresivos o
de tipo esquizofreniforme, de si puede conducir a una sociopatia o incluso a provocar un
sindrome amotivacional es motivo de controversia segin los distintos autores (Hollister et al.
1986). Para este mismo autor, del dato de que los consumidores de cannabis tengan niveles
mds altos de problemas psicopatoldgicos no se puede inferir una relacién causal e incluso

cree que los problemas psicopatologicos anteceden y predisponen al consumo del cannabis.

Para Halikas et al. (1972 y 1983) si se tomaran en cuenta los antecedentes de los
trastornos de conducta, problemas escolares y asociacién con el consumo de otras drogas,
seria mds dificil relacionar directamente el consumo de cannabis con el deterioro

psicopatoldgico.

9.1.- Reaccion de panico aguda.

Es probablemente la reaccién adversa mds frecuente. Entre un tercio de los
consumidores en unos trabajos, y uno de cada cinco en otros, tienen experiencias de
ansiedad, confusién, y otros efectos displacenteros tras el consumo de cannabis. Este tipo de
reaccion no siempre estd asociada con una falta de familiaridad con la droga y con mucha
frecuencia se presentan en consumidores habituales (Annis et al. 1973). Sin embargo, el

convencimiento general entre los distintos autores es que este tipo de reacciones ocurre
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sobre todo entre consumidores relativamente inexperimentados, cuando las dosis son altas, y

entre los consumidores de mayor edad (Halikas et al. 1974).

En este tipo de reacciones los sujetos afectos se encuentran angustiados porque
tienen la sensacién de una absoluta pérdida de control. Son generalmente reacciones de tipo
autolimitadas y pueden responder a una intervencidn psicélogica tranquilizadora. Raramente
se requiere el uso de sedantes debido al efecto inherente de la droga tras un periodo inicial
de estimulacién. Otras veces se dan reacciones de tipo disociativo pero éstas son

ripidamente reversibles.

Los trastornos de despersonalizacién pueden ser mas duraderos y recurrentes y se

parecen algo a los "flashbacks" producidos por alucinégenos (Szimanski, 1981).

9.2.— Delirio toxico.

Generalmente son reacciones producidas tras el consumo de dosis muy altas de
cannabis y se caracterizan por una pérdida muy marcada de memoria, confusidon vy
desorientacion (Meyer 1975). Habitualmente se trata de un cuadro de tipo autolimitado que

no requiere tratamiento.

9.3.—- Estados agudos paranoides.

No hay mucha coincidencia entre los distintos autores respecto al grado de incidencia
de este tipo de reacciones. Ademds concurren otros factores causales importantes tales como

el tema de la legalidad-ilegalidad del cannabis, el grado individual de paranoia, el escenario

de consumo etc..
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9.4.— Flashbacks.

Se pensaba que este curioso fendmeno estaba asociado al consumo de LSD y otros
alucinégenos. Sin embargo (Stanton, 1976) refiere haber encontrado que se produce tras el
consumo de cannabis. La mayor parte de las veces ocurre meses después del consumo de la

droga. Las reacciones son leves y no requieren tratamiento especifico.

9.5.— Violencia y agresividad.

Diversos trabajos en con sujetos humanos y no humanos, en condiciones naturales y
en laboratorios de agresividad se han ocupado de estudiar la relacion entre el consumo de
cannabis y la conducta violenta. La mayouria de ellos (Taylor et al. 1976; Tinklemberg,
1974; Abel, 1977; Chereck y Thompson, 1973; Chereck y Steimberg, 1987 a,b; Miczek,
1978) han demostrado que el consumo de cannabis no auementa la conducta violenta y la

agresividad.

Sin embargo recientemente (Chereck et al. 1993) en un trabajo con fumadores de
marihuana en condiciones de [aboratorio han encontrado un aumento significativo de la
agresividad en la primera hora tras el consumo de cannabis para disminuir después a niveles
basales. Los autores que no esperaban este resultado piensan que los efectos del carnnabis
podrian variar con los distintos subgrupos de poblacién y que estos son potencialmente
distinguibles fundamentalmente por el consumo previo de otras drogas y por la conducta

antisocial.

9.6.— Sindrome amotivacional.

Sharma (1975) en un estudio comparativo entre consumidores habituales sélamente
de cannabis y no consumidores encontré que los primeros ejercian peor su trabajo, tenian
peores relaciones sociales y familiares, pérdida de interés sexual y pérdida de iniciativa y

eficacia.

37



Para algunos autores (Kupffer et al. 1973) los signos de aparente pérdida de
motivacién que se dan entre los consumidores de cannabis serian en realidad una
manifestacioén de una depresién concurrente para la cual el cannabis podria ser una forma de

autoprescripcion.

La demostracién dec la existencia de éste sindrome en distintos estudios ha tenido en
general poco éxito. Por ejemplo, Carter et al. (1976) no encontraron ningin signo de
empeoramiento funcional en un grupo de trabajadores en Costa Rica. En un trabajo similar
en Jamaica, Comitas (1976) no encontré signos de apatia, pérdida de efectividad,
disminucién de productividad o dificits en general. Mellinger et al.(1979) y Miranne (1979)

llegaron a conclusiones similares en sendos trabajos.

Sin embargo (Babor et al. 1978a y 1978b; Higgings y Stitzer, 1986) encontraron un
disminucién de la interacci6n social, midiendo la conducta interpersonal y {a conversacion,

depués de consumir cannabis por via inhalatoria.

Heishman y Stitzer (1991) en cambio no encontraron una disminucién significtiva
del lenguaje conversacional y de la interaccién social, a la vez que si se apreciaban
aumentos'significativos tanto en parametros subjetivos "high", como objetivos, aumento de
la frecuencia cardiaca a }os dos minutos. Foltin et al. (1987) tampoco hallaron un efecto del

cannabis sobre la interaccién social cuando dichos niveles basales previos de interaccién

eran bajos.

9.7.~ Deterioro psicomotor.

Estudios experimentales en ratas (Fher, 1976) parccen demostrar que tras la

administracién prolongada de cannabis se produce un deterioro importante.

Aigner (1988) en un trabajo realizado con monos rhesus encontré que ¢l &-9-THC
alteraba mas la memoria visual que el aprendizaje discriminatorio. Para el autor esto era

consecuencia de una posible alteracién selectiva en el SL.
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Wig (1977) realizé un trabajo comparativo entre dos grupos, uno compuesto por 23
personas consumidores de cannabis, unos 50 mgr. de 6—9-THC diarios, y otro grupo de 11
personas voluntarias no consumidoras. Los primeros obtuvieron unos cocientes de memoria

¢ inteligencia con una baja puntuacién en tests de tipo psicomotor.

Schwartz et al. (1989) realizaron un estudio comparativo en -tres grupos de
adolescentes, uno de consumidores cronicos de cannabis, el segundo consumidor de otras
drogas pero no de cannabis, fenciclidina ni alcohol, y el tercero sin antecedentes de
consumo de ningin tipo de drogas. Encontraron diferencias significativas del grupo
consumidor de cannabis y los otros dos grupos en el Test de Retencion Visual de Benton y
Whesler Memory Scale Prose Passages. Después de 6 meses de abstencion vigilada de con-
sumo, mejoraron las puntuaciones de forma ligera y no significativa. Concluyeron que el
consumo de cannabis en la adolescencia produce déficits selectivos de memoria reciente que

contidan al menos seis meses despites de suprimir el consumo de cannabis.

10.- CANNABIS Y PSICOSIS.

Moreau de Tours (1845) describi6 las reacciones psicéticas agudas por consumo de
cannabis " generalmente no duran sino unas horas aunque a veces pueden durar hasta una
semana; las recciones parecen ser dosis—dependientes y entre sus principales rasgos se
incluyen ideacion paranoide, delirios, alucinaciones, despersonalizacién, confusion,

intranquilidad y excitabilidad"”.

Wert y Raulin (1986a,b) describen la intoxicacién aguda por cannabis caracterizada
por un estado confusional y una reccidn psicética transitoria como un efecto farmacoldgico

dosis dependiente.

Numerosos autores han utilizado el término de psicosis canndbica para referirse a
una forma de psicosis dentro del cspectro esquizofrénico. Los rasgos mas importantes
incluyen ideas paranoides, delirios, despersonalizacién y excitabilidad (Thacore, 1973;

Negrete, 1973; Chopra y Smith, 1974).
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Binitie (1975) refiere dos casos de psicosis con rasgos maniacos en nifios expuestos
repetidamente al consumo de cannabis. Ambos fueron tratados con antipsicéticos y

mostraron buena recuperacién.

Harding (1973) observé en cuatro personas que aumentaron el consumo de cannabis
un cuadro caracterizado por hipomania con ideaciones de tipo paranoide, alucinaciones

auditivas y trastornos del pensamiento.

Rottamburg et al. (1982) realizaron un trabajo en el que compararon 20 pacientes
psicoticos con niveles altos de cannabinoides en orina con otros 20 pacientes psicéticos que
no tenian evidencia de exposicién al cannabis. Encontraron que el grupo expuesto al
cannabis estaba mas agitado e hipomaniaco pero mostraban menos alteraciones afectivas y
menos alucinaciones auditivas. Al analaizar los sintomas con el programa CATEGO, seis
pacientes fueron clasificados dentro del grupo de las psicosis maniaco depresivas
(comparado con tres controles) y diez de esquizofrenia paranoide (comparado con gince
controles). Asimismo mejoraron tras una semana con tratamiento antipsicdtico, mientras que

el grupo de no consumidores permanecicron practicamente igual.

Chopra y Smith (1974) describen 200 casos de ingresos por reacciones psicéticas, en
general de tipo agudo y transitorio, tras consumir cannabis. De ellos, el 45% no tenian
alteraciones psicopatoldgicas previas. La mayor parte Se recuperaron completanente, pero
entre los que presentaban patologia previa algunos tuvieron un curso menos favorable,
caracteriazandose sus reacciones por presentar sintomas esquizofrénicos y paranoides.
Asimismo encontraron una relacion entre la dosis de la droga, potencia de la misma y los
mas jovenes de edad, con una mayor frecuencia de psicosis toxicas. En un 16% de la
muestra y sobre todo en los pacientes menos estables, se producian sintomas con droga de
baja potencia. Los sintomas mas comunes en todos los pacientes eran la confusién
generalmente asociada con delirios, alucinaciones, la mas frecuentes de tipo visual y
labilidad emocional. También eran comunes la amnesia temporal, la despersonalizacion y
sintomas paranoides. En general tras la resolucion del cuadro y ser dados de alta, el brote
s6l0 reaparecia en aquellos pacientes que volvian a consumir la droga. Algunos continuaron

mas incapacitados por su psicopatologia subyacente de lo que estaban con anterioridad al
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consumo de cannabis, y otros pertenecientes a un subgrupo con antecedentes de psicosis,

sufrian un cuadro psicético que les incapacitaba totalmente al consumir de nuevo la droga.

Knudsen y Vilmar (1984) demostraron que el consumo de cannabis en un grupo de
pacientes esquizofrénicos en tratamiento con neurolépticos depot agravaba la sintomatologia
bruscamente. Los autores piensan que esto se debe a que el cannabis tiende a bloguear el
sistema colinérgico en el 4rea del hipocampo y esto a su vez tiende a disminuir la eficacia

de los neurolépticos.

Palsson et al. (1982) realizaron un estudio con once pacientes durante un periodo de
un afio en el sur de Suecia. Ninguno tenia antecedentes de posesién o abuso de otras drogas.
Los rasgos mas comunes fueron alteraciones del humor, pobre concentracion y orientacion,
alucinaciones auditivas y visuales y delirios de persecusion. Estas alteraciones fueron de tipo

autolimitado. Los autores las describieron como psicosis cicloides.

Tennant et al. (1972) realizaron un estudio en un grupo de 720 militares. Las
reacciones de panico, psicosis téxica, y las reacciones esquizofrénicas fueron infrecuentes,
excepto cuando se asociaba el consumo de cannabis con alcohol u otras drogas. Un
subgrupo de 10 personas que consumié dosis muy altas de 50 gr/mes, desarrollé un cuadro
de intoxicacion crénica caracterizado por apatia, Inactividad, asf como pérdida de juicio,

concentracién y memoria.

Thacore et al. (1976) realizaron un estudio comparativo de dos grupos de 25
pacientes. Uno asociado con el consumo prolongado de cannabis y diagnosticado de psicosis
paranoide, y el otro de no consumidores diagnosticados de esquizofrenia paranoide. El
cuadro de psicosis asociado al consumo de cannabis se caracterizaba por una conducta mas
extrafia, mas violenta y asustadiza y ausencia de alteraciones del pensamiento. El cuadro
psicotico remitié rapidamente con hospitalizacion y tratamiento antipsicotico y solo re-

aparecié con el posterior consumo de cannabis.

Simoes et al. {1991) realizaron un trabajo con un grupo de 61 personas, todos ellos

ingresados con sintomatologia psicética aguda con al menos 1 6 2 sintomas primarios de
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Kurt Schneider. De éstas, 17 eran fumadoras de cannabis (6—-10 mg/kg y dia). Ademas de la
entrevista y de la observacién clinica, se les aplicé distintos instrumentos de evaluacién
psicopatoldgica al ingreso y tras siete dias de tratamiento antipsicético. Entre los criterios de
exclusion de la muestra estaba el haber consumido otras drogas distintas al cannabis durante

los seis meses anteriores. Entre las conclusiones destacan que:

-no encuentran datos ni clinicos ni sobre el curso de la enfermedad que permitan
diferenciar una psicosis canndbica sintomdtica especifica.

—un brote psicético inducido por cannabis no excluye con seguridad el diagnéstico
de esquizofrenia.

~el consumo de cannabis influye en la psicopatologia del brote psicético agudo y en

su evolucién de modo que existen unos parametros clinicos caracteristicos que son:

1.- Ausencia de percepciones delirantes.
2.— Test de atencién y de concentracién con pocos errores
3.— Mejoria significativa de la sintomatologia psicética en la primera semana con

tratamiento antipsicotico.

Imade y Ebie (1991) trataron de comparar los rasgos clinicos de la psicosis por
cannabis de una parte, con los rasgos clinicos de la esquizofrenia y la mania por otra, para
tratar de establecer diferencias y/o similitudes o al menos un modelo consistente en cuanto
a rasgos clinicos en pacientes diagnosticados de psicosis por cannabis. Para ello estudiaron
retrospectivamente una muestra de 272 pacientes en cinco afios y los sintomas se agruparon
en 25 categorias. No observaron similitud entre la psicosis por cannabis y las otras dos
entidades en cuanto a sintomas psicéticos mayores. Observaron rasgos frecuentes comunes
a los tres grupos: alteraciones en el afecto, actividad psicomotora, pérdida de insight, apa—
riencia y otras formas de conductas anormales no psicdticas.Los rasgos asociados con mas
frecuencia a la psicosis por cannabis pero no estadisticamente siginificativos con respecto a
los asociados a la esquizofrenia y a la mania fueron: agresividad, ansiedad y conducta
anormal violenta y extrafia. Los sintomas del drea de la volicién y orientacion a personas
distinguia a la psicosis por cannabis de los otros dos grupos pero la incidencia de estos

sintomas fué muy baja para tipificarlos como sintomas cardinales. Por Gltimo, los autores
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encontraron sintomas psicOticos mayores con un patrén de distribucién de las puntuaciones
que no era unico en la psicosis por cannabis, por lo que los autores no pudicron encontrar
una consistencia entre los sintomas de esta entidad que la diferencien claramente de {as otras

dos y que permitan un diagnéstico independiente.

Tien y Anthony (1990) a partitr de un estudio epidemiolégico prospectivo
multicéntrico de consumidores de distintas drogas concluyeron que el consumo diario de
marihuana se asociaba con un riesgo dable respecto a los controles de padecer episodios de

psicosis.

Mathers y Ghodse (1992) realizaron un estudio comparativo en pacientes
diagnosticados de psicosis en funcién que previamente hubiesen consumido cannabis o no,
lo que se determiné en el momento de la admisién por andlisis de orina. A los pacientes se
les aplicé el PSE a la semana, al mes y a los seis meses de Ja admisién. A la semana de
admisién los dos grupos diferian sélo en 5 items del PSE: Cambios de percepcion, inserci6n
del pensamiento, alucinaciones auditivas no verbales, ilusiones de control y delirio de
grandeza. Sélo un item, retraso de sueiio, persistia al mes y ninguno a los seis meses. El
conjunto de sintomas que aparece en la primera semana es compatible con el diagndstico de
intoxicacion aguda por cannabis. En este trabajo no se encontraron pacientes diagnosticados

de psicosis crénica inducida por cannabis.

Andreason et al. (1987) estudiaron la asociacién entre el nivel de cannabis
consumido y el desarrollo de esquizofrenia durante un estudio de 15 anos de duracion en
una poblacién de 45.570 reclutas suecos. El riesgo relativo para la esquizofrenia entre los
grandes consumidores (consumo en mas de 50 ocasiones) fué 6 veces mayor, con una
probabilidad superior al 95% con respecto a los no consumidores. Todos los pacientes que
presentaron alteraciones psiquidtricas fueron evaluados por un psiquiatra y diagnosticados
segun los crtiterios de la ICD-8. La persistencia de tal asociacion después de descartar otras
enfermedades psiquidtricas y antecedentes sociales les permite, segin los autores, establecer
una relacion de causalidad y establecer el consumo de cannabis como un factor de riesgo
independiente para el dasarrollo de esquizofrenia. Esta conclusion final ha sido criticada

entre otros, por Johnson et al. (1988) y Negrete (1989) para quienes correlacién no implica
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causalidad y sugieren que es igualmente posible que el consumo de cannabis sea una
consecuencia de alteraciones sociales y de una vulnerabilidad psicolégica preexistente y que
en cualquier caso parte de esa poblacién llegaria a estar enferma de la misma manera.

Ademas Negrete critico la ausencia de datos sobre:

— el cannabis consumido a lo largo del estudio.
- comportamiento y salud mental en la nifiez y en la juventud

— datos clinicos detallados sobre el tipo y curso de los trastornos esquizofrénicos.

Andreasson et al. (1989) comparan 8 consumidores de cannabis, en mas de 10
ocasiones, que subsecuentemente desarrollaron esquizofrenia y validados con criterios
DSM 1II, con 13 casos control de la muestra que desarrollan esquizofrenia y no tienen
antecedentes de consumo de canrabis. Fl riesgo relativo de desarrollo de la enfermedad
entre los consumidores de cannabis en mas de 10 ocasiones fué de 4.1. No se demostr6 el
consumo de otras drogas ni de antecedentes de enfermedades mentales previas al consumo
de cannabis. Por otra parte el comienzo de la esquizofrenia es mds abrupto en el grupo
estudio que en el grupo control, no habia diferencias en herencia en cuanto a esquizofrenia
y otra alteraciones mentales, y entre los consumidores habia mas antecedentes sociales ne-

gativos.

Thornicroft (1990} traté de encontrar evidencias epidemiolégicas de asociacién entre
el consumo de cannabis y las alteraciones psicéticas producidas. Para ello hizo una revisién
de los trabajos mds importantes realizados hasta entonces y aplicO los criterios epi-
demiolégicos de Hill (1965): el grado de asociacién, su consistencia, especificidad,
temporalidad, gradiente bioldégico, plausibilidad, coherencia y evidencia experimental.
Ademds Thornicroft considerd los problemas metodologicos de los trabajos revisados. Sus

conclusiones mas importantes son las siguientes:

— El consumo de cannabis puede producir upa breve reaccion orgdnica aguda. Las

evidencias de reacciones organicas crénicas son escasas.
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- Dosis moderadas a altas pueden producir sintomas psicéticos, sin pérdida de

consciencia, con alucinaciones auditivas y visuales y delirio de persecucion.

— No es convincente que el consumo de cannabis pueda causar el sindrome de

hipomania,

~ La ingestidn de cannabis en no consumidores o el consumo creciente en
consumidores habituales puede precipitar episodios esquizofreniformes, pero estos
generalmente son brotes de casos previamente conocidos o reacciones idiosincriticas

infrecuentes.

- los grupos de grandes consumidores probablemente tengan un mavyor riesgo de
desarrollar esquizofrenia en los proximos quince anos. En este punto Thornicroft dice que

convendria replicar nuevos estudios prospectivos.

- Considera que no hay un soporte convincente para el diagndstico separado de

psicosis por cannabis y recomienda el abandono clinico del término.

Allebeck (1991) también basindose en los criterios epidemidlogicos de Hill, hace
una revision de los trabajos publicados por Andreasson et. al. (1987 y 1989) y analiza en
particular la posible relacion causal entre cannabis y esquizofrenia. Concluye el andlisis
asegurando que existen bases sélidas que demuestran la asociacion causal entre ambas, pero
precisa que la cuestiobn no es si tal asociacién es causal 0 no, sino mas bien en qué
personas, bajo qué circunstancias, qué tipo de esquizofrenia desarroliardn y sobre todo ello

se pregunta como se podria prevenir.
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II-2.- PSICOSIS ESQUIZOFRENICA
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1.- INTRODUCCION.

La esquizofrenia es una enfermedad mental grave, una de las psicosis mayores
funcionales, caracterizada por un trastorno caético del contenido y la forma del pensamiento
del paciente, de las percepciones, las emociones y de la conducta. Aunque los sintomas son
tan variados que probablemente deberiamos hablar de esquizofrenias mas que de
esquizofrenia, ha resultado muy util agrupar los sintomas en tres categorias: positivos,
negativos y psicomotores. Los sintomas positivos constituyen el lado florido de la en-
fermedad y, desde la distincion de Snyder en sintomas de primer rango, todavia constituyen
los signos fundamentales diagnésticos para la esquizofrenia a pesar del hecho de que pueden
aparecer en otras psicosis. Estos sintomas son particularmente prominentes en los estadios
agudos de la enfermedad o en las exacerbaciones de la enfermedad e incluyen sintomas tales
como alteraciones extrafalarias del pensamiento, delirios, alucinaciones y trastornos afectivos
sugeriendo una disfuncion cortical del hemisferio izquierdo. Los sintomas negativos, el lado
defectual de la enfermedad, son mas dificiles de definir pero son mas especificamente "es—
quizofrénicos”. Estos sintomas dominan el cuadro de los estadios cronicos residuales de la
enfermedad e incluyen sintomas tales como apatia, falta de iniciativa, pobreza de lenguaje y
de pensamiento, aplanamiento afectivo, enlentecimiento de la conducta y del pensamiento y
aislamiento social. Los sintomas negativos sugicren un proceso degenerativo mesolimbico y
mesocortical. La apariencia degenerativa de los sintomas negativos, junto con la
desorganizacidn profunda del pensamiento y la tipica y progresiva bajada en el estatus social
del paciente, condujo a Kraepelin (1893), tomandolo de Morel (1860), segin Bonfils (1979),
a aplicar el término "dementia praccox" para la esquizofrenia. Los sintomas psicomotores
varian desde €l estupor hasta la excitacion catatOnica. Incluyen sintomas tales como posturas
anOmalas, conducta estereotipada y rigidez muscular lo que sugiere un trastorno estriato—

limbico y de ganglios basales.

Los sintomas negativos, positivos 0 motores tienden a dominar el cuadro clinico del
paciente individual aunque cualquier combinacién de dichos sintomas puede presentarse en
cualquier estadio de la enfermedad cn el mismo paciente y de hecho el concepto basico de
la distincién entre sintomas negativos y positivos ha sido cuestionada recientemente

(Berrios, 1991; Malmberg y David, 1993).
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La esquizofrenia tipicamente se desarrolla en gente joven (20 a 40 anos de edad) con
un episodio agudo o insidioso que o bien se resuelve o bien da lugar a un estado defectual
de deterioro gradual pero progresivo salpicado de exacerbaciones agudas. Sin embargo, la
evolucion de la enfermedad en cualquier paciente individual puede presentar cualquicra de
los cursos posibles desde una remisién total a un defecto moderado o grave (en la serie de

Bleuler, 1960, 30%, 45% y 25% respectivamente).

No es sorprendente por tanto que una enfermedad o grupo de enfermedades de tal
complejidad, eluda su demarcacién bioldgica. La evidencia actual incluye anomalias en
estructuras corticotemporales mediales (hipocampo y giro parahipocampal), corteza pre—
frontal y cingular, estructuras limbicas mds profundas (amigdala etc.) y ganglios basales
(como revisidn véase Palomo, 1993; Sharma y Murray, 1993; Royston y Lewis, 1993; y
véase mas adelante en la discusién general}. Evidencia neuroquimica existe tanto para cam-—
bios primarios como secundarios en la mayoria de los sistemas neurotransmisores estudiados

(para revision véase Palomo, 1991a; Garza~Treviio et al. 1990 y véase mdis abajo).

Se sabe que la esquizofrenia afecta aproximadamente al 1% de la poblacién mundial
y que su incidencia aparentemente no guarda correlacién con los distintos status econdémicos
o culturales, (Sartorius et al, 1986; Torrey et al, 1987). Esta enfermedad es particularmente
devastadora para el individuo que la padece ya que su inicio se sitia sobre todo entre los 20
y los 30 anos (Strémgrem 1987), una edad en la que al menos en la cultura occidental se
suele adquirir cierta independencia econdmica y familiar. Debido a la pérdida de
productividad y a la necesidad de cuidados en la mayoria de los casos, ello supone que sus
familias se vean obligadas a prestar todo ¢l apoyo econdmico y a proporcionar los cuidados
necesarios . Desde el punto de vista econdmico y a pesar de que los estados dedican pocos
recursos para las necesidades reales, en U.S.A supone un presupuesto superior a los 20.000

millones de délares anuales (Grace, 1991).

Sin embargo y a pesar de los esfuerzos realizados en investigacion tanto basica como
clinica no se ha ilegado a saber su etiologia ni se ha conseguido desarrollar un modelo

neurobioldgico definitivo, lo que a su vez ha impedido el desarrollo de un tratamiento eficaz

de la esquizofrenia.
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2.- HIPOTESIS DOPAMINERGICA DE LA ESQUIZOFRENIA.

2.1- Introduccion

La hipétesis dopaminérgica de la esquizofrenia, en su forma original y mas simple,
postula un aumento de la actividad en la neurotransmision de la DA en la enfermedad. La
hip6tesis inicialmente se desarrollé a partir de la observacién de que drogas con propiedades
agonistas 0 que estimulan la liberacién de la DA, pueden producir una psicosis que es
indistinguible de la esquizofrenia aguda paranoide (Connell, 1958). La correlacidn entre la
eficacia clinica de los neurolépticos, y su accién antagonista sobre los receptores D2
dopaminérgicos proporcionan un mayor apoyo a esta hipdtesis (Creese et al. 1976; Seeman

et al. 1976).

Inicialmente la hipotesis dopaminérgica mds cominmente aceptada se basaba en una
elevacion anormal de la DA en el cerebro de los esquizofrénicos (Snyder, 1972). Sin em-
bargo no se ha podido demostrar que haya un aumento ni de DA ni de su metabolismo en
enfermos de esquizofrenia (Berger et al. 1980; Bowers, 1974; Post et al. 1975; Van
Kammen et al. 1986).

Datos mas recientes muestran un incremento en receptores D, en regiones
subcorticales de enfermos esquizofrénicos independientemente de que previamente hayan
sido tratados con medicadién (Joyce et al. 1988; Mackay et al. 1982; Mita et al. 1986;
Seeman, 1987; Wong et al. 1986). Sin embargo otros datos (Farde et al. 1987) de estudios
con imagenes obtenidas con tomografia por emisién de positrones (PET), no confirman el
aumento de receptores D, en jovenes esquizofrénicos no tratados y actualmente parece que
existe una aceptacion general de que dicho aumento es una respuesta al tratamieto con
drogas (Reynolds, 1992). Ademads algunos autores han encontrado que el turnover de DA
puede estar disminuido en los esquizofrénicos (Karoum, 1987; Meltzer, 1985), lo que ha
conducido a distintos autores a la teoria opuesta, esto es, que la esquizofrenia puede estar

causada por un déficit de DA (Wyatt et al. 1988).
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Estudios en animales y en humanos han demostrado que el sistema dopaminérgico
estd controlado por un sistema homeostatico que es capaz de compensar las alteraciones en
los niveles de DA. De este modo un exceso simple de DA tendria poco efecto en la funcién
cerebral porque se produciria un descenso compensatorio en la sintesis y liberacion de DA
y en la sensibilidad de los receptores, todo lo cual llevaria al sistema a su funcionamiento

normal (Scatton et al. 1978 y 1979; Zigmond et al. 1990; Stricker y Zigmond, 1986).

Por otra parte, es necesario destacar la reciente clonacién, caracterizacién
farmacolégica y localizacién cromosémica, Sp, del gen que codifica la proteina
transportadora de la DA en humanos (Girds et al. 1992) ya que abre la posibilidad de
nuevas perspectivas en el estudio de la etiopatogenia de distintas alteraciones cerebrales, por
supuesto de la esquizofrenia, del mecanismo de accién de psicofarmacos y de las distintas

drogas psicoestimulantes.

2.2.- La hipétesis dopaminérgica a la luz de la evidencia clinica.

Como se deduce de los parrafos anteriores existen muchos modelos basados en
diferentes teorias psicobiolégicas que intentan explicar aspectos particulares de la
esquizofrenia y, especialmente aquellas que sugieren una hiperactividad dopaminérgica, han
resultade de una gran utilidad en el desarrollo de nuevos firmacos antipsicéticos. Sin
embargo cualquier hip6tesis biol6gica sobre la esquizofrenia tiene que tenmer en cuenta y
explicar datos clinicos tales como la enorme variabilidad de sintomas (incluyendo los
sintomas negativos), la respuesta parcial al tratamiento neuroléptico, el curso variable y las
diferencias clinicas, tanto en lo que se reficre a los sintomas como a su evolucidn, entre
otras formas de psicosis (anfetamina, mania etc.) y la esquizofrenia (Palomo, 1989b).
Ademads, una hipétesis biolégica moderna de la esquizofrenia debe estar de acuerdo con los
hallazgos recientes acerca de la vulnerabilidad genética (Gottesman y Shields, 1982; Owen
y McGuffin, 1992), disfuncién cerebral (Stevens, 1988; Weinberger, 1988; Royston y Lewis,
1993} y las influencias ambientales tales como patologia perinatal (Jablensky, 1993),

niveles de expresion emocional en la familia de los esquizofrénicos (Brown et al. 1972;
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Vaughan y Leff, 1976; Leff et al. 1992), del estrés (Goldstein, 1990; Hirsgh y Bristow,

1993), la exposicién a drogas y téxicos (Davison, 1987; Andreason et al. 1987), etc.

La gran diversidad del trastorno esquizofrénico sugiere miltiples posibles desarreglos
biol6gicos. De todas las teorias neuroquimicas de la esquizofrenia, la dopaminérgica con—
tinda siendo la mas influyente. A pesar de algunas contradicciones, hallazgos recientes
fortalecen la hipétesis dopaminérgica. En los parrafos que siguen resumimos los datos
clinicos y neurobioldgicos que apoyan la teoria de una disfuncién dopaminérgica para la
esquizofrenia. Estos datos provienen de evidencia indirecta (efectos farmacolégicos de los
neurolépticos y los psicoestimulantes) y evidencia mads directa (estudios postmortem

cercbrales y metabolismo dopaminérgico in vivo en pacientes esquizofrénicos).

2.2.1.- Efectos de los neurolépticos.

La primera indicacién de que la DA podia tomar parte en el origen de la
esquizofrenia se basa en un hecho farmacol6gico: Carlsson y Linquist, (1963) observaron
que la administracion de medicamentos antipsicéticos a animales producia un aumento
especifico del turnover de la DA, se produce un aumento del HVA, si bien en las siguientes
semanas se produce una disminucion del mismo (Pickar et al. 1986). Estudios con técnicas
de ligandos a receptores demostraron que existia una correlacién entre la potencia clinica de
los antipsicOticos con su afinidad por los receptores D, para la DA (Creese et al. 1976;

Seeman et al. 1976).

Ademas se sabe que los neurolépticos bloquean los receptores dopaminérgicos
ripidamente tras ser administrados (Friedhoff y Miller, 1983; Rupniak et al. 1983; Sedvall,
1986) y sin embargo se necesitan semanas de tratamiento con neurolépticos antes de que se
observen tanto los efectos terapéuticos, como los efectos motores secundarios (Beckmann et
al. 1979; Cotes et al. 1978; Jhonstone et al. 1978). Durante este periodo de tiempo se
produce una correlacion entre la mejoria clinica y un descenso del turnover de DA. Este
descenso gradual se debe a que los neurolépticos producen un bloqueo de depolarizacion de

las neuronas dopaminérgicas a nivel presiniptico lo que provoca una disminucién de la
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liberacién de DA y una reduccién del tumover (Bowers et al. 1984; Pickar et al. 1984 y
1986; Post et al. 1975). Este efecto varia entre las distintas regiones cerebrales, con un
mayor desarrollo de tolerancia en la amigdala y el menor en el cortex frontal (Matsumoto et
al. 1983). Por ello parece que el incremento del metabolismo dopaminérgico en el cortex
frontal es importante para que se produzca el efecto antipsicético (Bacapoulos et al. 1979).
Otros atribuyen la respuesta antipsicotica a un descenso del metabolismo dopaminérgice en
la amigdala (Kilts et al. 1988). Otra hipdtesis (Reynolds, 1992) es que los neurolépticos po-
drian actuar atenuando alguna de las consecuencias de la pérdida de un grupo neuronal
gabérgico en el hipocampo que a su vez, segin este autor, se correlaciona con un aumento

de la DA en la amigdala izquierda.

2.2.2.- Efectos de los psicoestimulantes.

Uno de los datos objetivos més importantes que apoyan el papel de la DA en la
etiologia de la esquizofrenia se basa en los estudios en los que la administracién de
fadrmacos que aumentan la liberacién de DA y/o inhiben su recaptacion producen o exacer-

ban la psicosis.

2.2.2.1.- Anfetamina.

La administracioén repetida de altas dosis de anfetamina produce un cuadro que es
clinicamente indistinguible de la esquizofrenia de tipo paranoide (Bell, 1973; Connell, 1958;
Griffith et al. 1972). Aunque [a anfetamina se sabe que afecta a los sistemas noradrenérgico
y dopaminérgico, la d-anfetamina provoca una psicosis mds intensa (Angrist y Gherson,
1970; Angrist et al. 1971) y actia comparativamente de forma mds potente sobre la libe—
racion de DA que la l-anfetamina (Costa y Gropeti, 1980; Costa y Garattini, 1970), lo que

apoya el pape!l etioldgico de la DA en la esquizofrenia.

Sin embargo el asunto de la estereoselectividad de la anfetamina ha sido siempre un

tema controvertido (Matthysse, 1974). Asi por e¢jemplo, Angrist et al. (1971) encuentran que
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la d-anfetamina es s6lamente de 1.2 a 2 veces mds potente que la l-anfetamina para produ-
cir su efecto psicoticgeno por lo que Snyder (1974) apoyado en los cfectos de la
anfetamina sobre la liberacién de la DA y de la NA en lugar del efecto sobre la recaptacion,
propone que los efectos mediados por la DA son menos estereoespecificos que los mediados
sobre la NA y utiliza este argumento para apoyar que el efecto psicotic6geno de la
anfetamina seria por tanto mediado por la DA ya que en el caso de la liberacién de cateco-
laminas el efecto sobre la NA es del orden de 10 veces mas potente que ¢l efecto sobre la

DA.

Ademds en humanos el consumo repetido de anfetamina produce una
hipersensibilidad a los efectos psicoticogénicos de la anfetamina que persisten desde unos
meses hasta afios después del cese de su consumo (Antelman, 1988). En animales se ha
visto que la administracién repetida e intermitente de anfetamina produce un aumento
mantenido de la conducta con cada nueva dosis (Robinson, 1986), y ademas con otros
agentes farmacolégicos y/o situcaiones estresantes (Antelman, 1980). Este fenémeno
llamado sensibilizaci6n o sensibilizacién cruzada, se ha propuesto como un modelo causante

de diversas alteraciones psiquiatricas progresivas (Post, 1988).

Por otra parte, se ha comprobado la existencia de estereoselectividad para la d y |
anfctamina respecto al transportador de dopamina, mientras que para la afinidad es similar

para ambas formas en el caso del transportador de la NA (Giros y Caron, 1993).

2.2.2.2.—~ Fenciclidina (PCP).

Allen y Young (1978) demostraron que la administracién de PCP a sujetos controles
producia un estado similar a la psicosis. Itil et al. (1967) y Luby et al. (1959), observaron
que la PCP exacerbaba el grado de psicosis en enfermos esquizofrénicos. Sin embargo y a
diferencia de la anfetamina, reproduce los sintomas negativos de la esquizofrenia (Javitt,
1987). También, como la anfetamina, aumenta la liberacién de DA e inhibe su recaptacion
(Ari y Kominskey, 1980a, b; Bagchi, 1981; Garey y Heath, 1976; Vickroy y Jhonson, 1983).

Sin embargo su potencia como estimulador de la liberacién de DA es sdlamente una décima
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parte de la de la anfetamina (Bowyer et al. 1984). Por otra parte se sabe que la PCP se liga
especificamente a los receptores N-Metil-D-Aspartato (NMDA) donde actda como
modulador allostérico negativo (Wroblewski et al. 1987) y otros autores han encontrado que
la PCP puede producir una disminucion de la DA extracelular al actuar en los receptores
NMDA de modo que se produciria una disminucién de su liberacién (Jones et al. 1978;

Snell y Jhonson, 1985 y 1986).

2.3.- Estudios in vivo en pacientes esquizofrénicos.

Wong et al. (1986), mediante la Tomografia de Emision de Positrones (PET)
encontraron un aumento de receptores D, en esquizofrénicos que no habian recibido
tratamiento farmacolégico. Sin embargo Farde et al. (1987), descubrieron que no se producia
tal aumento. Quizds estos resultados se deban mas a las distintas tecnologias utilizadas que
a diferencias reales. En pacientes tratados con neurolépticos (Farde et al. 1992) demuestran

diferencias de receptores D/D,.

2.4.— Estudios Postmortem.

Reynolds (1983) y Reynolds y Czudek (1986) encontraron un aumento de DA y de

HVA en la amigadala izquierda de enfermos esquizofrénicos.

En cuanto al estudio de receptores Owen et al. (1978) encontraron que éstos estaban
aumentados. Posteriormente se ha cuestionado si tal aumento era debido a la enfermedad en
si o era consecuencia del tratamiento con neurolépticos (Mackay, et al. 1980). Mas
recientemente (Jaskiw y Kleiman, 1989), han descrito un aumento de receptores D, y una

disminucién de los receptores D, en ganglios basales.

Como la DA prefrontal actia como un modulador inhibidor tanto de los receptores
postsinpticos dopaminérgicos como sobre el turnover presinaptico de la DA en el SL y en

los ganglios basales, Jaskiw y Kleinman (1989) han propuesto que un déficit primario
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prefrontal dopaminérgico resultaria en un aumento secundario de la actividad dopaminérgica
subcortical de acuerdo con los estudios de Weinberger (1987). Sin embargo recientemente,

Weinberger et al. (1992) proponen que la hipofrontalidad seria secundaria y no primaria.

3.- SISTEMA NORADRENERGICO Y ESQUIZOFRENIA.

Distintos autores han sugerido que ¢l sistema noradrenérgico esta implicado en la
etiologia de la esquizofrenia. Entre ellos (Stein y Wise, 1971) piensan que la anhedonia y la
falta de motivacién tipicas de la esquizofrenia, se deberian a un deterioro progresivo del
sistema noradrenérgico. Estos autores hallaron una disminucion de la DA-f-hidroxilasa en
un grupo de esquizofrénicos (Wise y Stein, 1973). Mas recientemente (Hornykiewicz, 1982;
Van Kammen y Antelman, 1984) afirman que el funcionamiento de la NA esta alterado en

la esquizofrenia.

Otra de las evidencias de la implicacidn de la NA nos viene dada por ¢l hecho de
que los neurolépticos producen un aumento de los receptores a;~adrenérgicos, un cambio
que incluso es mas consistente que los observados en el caso de la DA (Cohen y Lipinsky
1986; Cohen, 1988). Por otra parte algunos efectos secundarios de los neuroiépticos como [a
acatisia parece que tienen que ver con la NA ya que los betabloqueantes ayudan a mejorar

el problema.

Aunque no existen datos concluyentes, parece que los esquizofrénicos de tipo
paranoide tendrian un aumento de la NA y del MHPG en el SL y en ¢l SE (Farley et al.
1978; Jaskiw y Kleiman 1989).

En general los estudios sobre receptores demuestran un aumento del binding de los

receptores o y una disminucidn de la sensibilidad de los receptores o, en enfermos esquizo—

frénicos de tipo paranoide (revisado por Palomo, 1991a).
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4.~ SISTEMA COLINERGICO Y ESQUIZOFRENIA.

La mayor parte de farmacos antipsic6ticos poseen efectos anticolinérgicos, aunque
éstos no se correlacionan con el efecto antipsicotico. Por otra parte existen modelos
animales en los que una atropinizacién provoca alteraciones de la atencién, distractilidad y
falta de filtraje de la informacién similar a lo que ocurre en la esquizofrenia. Ademas se
sabe que la ACh esta implicada en los sistemas de atencién general y que en algunas
regiones del SNC existe una clara interaccidn entre la DA y la ACh (para revisién ver

Palomo, 1991a).

Mcgeer y Mcgeer (1977) encontraron un aumento de la colinacetiltransferasa en
regiones limbicas en efermos esquizofrénicos en relacién con efermos de Alzheimer,

enfermos deprimidos y sujetos controles.

Krupenina y Vinogradov (1985} encontraron en enfermos de esquizofrenia paranoide
una disminucién de los niveles de ACh, un aumento de la actividad de la acetilcolinesterasa

y un aumento del cociente NA/ACh que se normaliza con la medicacién antipsicética.

Gershon y Shaw (1961); Singh y Kay (1985), entre otros estudios, utilizando
agonistas colinérgicos y farmacos anticolinestersicos, demuestran que éstos provocan
alucinaciones auditivas, delirios etc... en sujetos sanos. La administracién de antagonistas
colinérgicos de tipo atropinico a sujetos normales produce efectos psicOticos que para
algunos autores es similar a la psicosis esquizofrénica (Singh y Kay, 1985), pero el consen-
so general entre los especialistas es que ambos tipos de psicosis son totalmente diferentes.
En enfermos esquizofrénicos se han descrito varios casos de mejoria con coma atropinico
(Singh y Kay, 1985), a la vez que otros han descrito lo contrario, es decir, un claro

empeoramiento de los simtomas (Karcznar, 1988).
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5.- SISTEMA SEROTONINERGICO Y ESQUIZOFRENIA.

Debido a que las propiedades alucinégenas del LSD se deben al bloqueo de los
receptores serotoninérgicos, inicialmente se pens6é que la 5-HT estaba implicada entre las
causas de psicosis. Sin embargo este tipo de psicosis es distinto de la psicosis

esquizofrénica.

La clozapina, un antipsicético que mejora tanto los sintomas positivos como los
negativos de la esquizofrenia, actia bloqueando entre otros los receptores 5-HT, y produce
un aumento de la liberacion de 5-HT, lo que algunos autores interpretan como una

evidencia de la implicacién de la 5~HT en la esquizofrenia (Meltzer, 1990).

Los hallazgos mas importantes refieren un aumento de la 5S-HT y de su metabolito el
5-HIAA, en el globus palidus (Farley et al. 1982; Korpi et al. 1986), en el putamen (Korpi
et al. 1986) y una disminucién de los receptores S-HT, en la corteza de los enfermos es—

quizofrénicos (Mitta et al. 1986).

En este punto parece que existe un acuerdo general de que la 5-HT plaquetaria
estaria aumentada sin que hubiese un aumento de la reincorporacién de la misma. Estos
cambios se dan en enfermos esquizofrénicos que no han recibido tratamiento (Sthaal et

al. 1988).

La ritanserina, un firmaco que bloquea los receptores 5-HT,, produce una mejoria
evidente de los sintomas negativos de la esquizofrenia y reduce el riesgo de los efectos
extrapiramidales (Reyntjens et al. 1986; Gelders et al. 1986). La fenfluramina, que produce
una depleccion de 5-HT, mejora los sintomas negativos de la esquizofrenia (Sthaal et al.
1988; Kalakowska et al. 1987). Estos datos sugieren que la 5-HT, de algin modo, estaria

implicada en la patogenia de la esquizofrenia.
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6.- NEUROPEPTIDOS Y ESQUIZOFRENIA.

Las encefalinas y otros opioides coexisten en neuronas aminérgicas y son liberadas
junto con la DA y la NA en dreas limbicas (Lundberg y Hokfeit, 1983). Los receptores
opiaceos estan presentes en las terminales dopaminérgicas en el SE y en el sistema
mesolimbico y se ha demostrado que los opidceos endbgenos estimulan la actividad
dopaminérgica en éste iiltimo (Koob y Bloom, 1983). A partir de estos datos se ha sugerido
que en la interaccion DA opidceos podria estar una de las bases del desarrollo de la esqui-
zofrenia. Se han utilizado tanto agonistas como antagonistas (Meltzer et al. 1982; Berger et

al. 1981} en el tratamiento de enfermos esquizofrénicos.

La DT gammacndorfina aumenta la sensibilidad de los autorreceptores
dopaminérgicos (Ree y De Wied, 1983), por lo que sugieren que en la esquizofrenia habria
un error metabélico que da lugar a una deficiencia de DT gamaendorfina y como conse—
cuencia una disminucién de la sensibilidad de los autorreceptores dopaminérgicos, una

alteracion del feedback y por lo tanto un aumento sostenido de la DA.

Otros péptidos implicados son la neurotensina y la CCK. Esta 1ltima estd localizada
junto con la DA en las mismas neuronas dopaminérgicas mesolimbicas y mesocorticales
pero no en las proyecciones mesoestriatales y tendria un efecto inhibidor sobre la funcion
dopaminérgica. La CCK estd disminuida en el cercbro de esquizofrénicos, sobre todo en los
enfermos con sintomas negativos, en la amigdala y en el hipocampo (Ree y De Wied, 1982)
y en la corteza frontal (Farmery et al. 1985). De lo anterior se deduce que un aumento de la
CCK en esquizofrénicos podria ser itil pero no se ha encontrado un efecto beneficioso

(Hommer et al. 1984).

La administracién de neurotensina produce un aumento del tumover de DA. Se ha
encontrado un aumento de neurotensina en la corteza frontal de enfermos esquizofrénicos
(Nemeroff et al. 1983; Quirion et al. 1982} y niveles bajos en LCR que se normalizan con

el tratamiento (Widerlow et al. 1982).

58



7.— SISTEMA GABERGICO Y ESQUIZOFRENIA.

El aminoacido GABA es un neurotransmisor de tipo inhibidor en el SNC. Roberts
(1972), propuso que en la esquizofrenia habria una deficiencia de GABA que provocaria un
aumento de la actividad dopaminérgica. Perry y Kish (1979) encontraron un déficit de
GABA en cerebros de esquizofrénicos y Hanada et al. (1986), un aumento del binding de
GABA en la corteza prefrontal. Reynolds et al. (1992) encontraron una correlacion entre la
pérdida de un grupo neuronal gabérgico en el hipocampo y el aumento de DA en la
amigdala izquierda, de modo que dicho grupo de neuronas tendria un efecto regulador en el

sistema dopaminérgico.

8.- ACIDO GLUTAMICO Y ESQUIZOFRENIA.

8.1.- Evidencia de implicacién glutamatérgica.

Estudios de la funcién excitadora de los aminoacidos tales como l-glutamato o
I~aspartato en el cerebro han llevado a la hipdtesis de que una alteracion en la
neurotransmision del I-glutamato puede jugar un papel importante en la fisiopatologia de
algunas alteraciones psiquiatricas, entre ellas, la esquizofrenia. Una contribucién importante
a esta hipdtesis es la observacién que la PCP produce efectos que mimetizan los sintomas
de la esquizofrenia (Snyder, 1980; Javitt, 1987) y que en contraste con otras sustancias
como la anfetamina no solo produce sintomas positivos sino también negativos, como
dijimos antes. La PCP, la dizolcipina (MK801), y la ketamina son antagonistas no
competitivos del receptor NMDA. La PCP y la dozilcipina producen sintomas que se
asemejan a los producidos por dosis altas de anfetamina en animales de experimentacién
(Freed et al. 1988). Ademas la PCP y la dizolcipina producen cambios morfopatoldgicos en
el cortex cingulado en roedores (Olney et al. 1989), cambios estructurales que ademas
aparecen en enfermos de esquizofrenia (Benes et al. 1986). Basandose en los hallazgos que
demostraban una disminucién de glutamato en el liquido cerebroespinal de enfermos de
esquizofrenia, Kim et al. (1980), propusieron que en la esquizofrenia existia un hipofuncién

del sistema del acido glutimico. Teniendo en cuenta que una de las mayores vias
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glutamatérgicas se origina en el cortex cerebral, esta hipstesis estaria de acuerdo con las
observaciones hechas en cerebros de esquizofrénicos donde se observa atrofia cortical y con
los trabajos en los que se afirma que existe una disminucién del metabolismo en zonas del

cortex de quienes padecen esta enfermedad.

Estudios mas recientes con ligandos de receptores de aminoacidos excitadores en
cerebros de enfermos esquizofrénicos postmorten parecen apoyar la hipétesis del déficit de
glutamato en la esquizofrenia. Asi, Nishikawa (1983), encontré un aumento del binding de
SH-kainico en ¢l cortex frontal medial. Komhuber et al. (1989) encontraron aumentado el

binding de H-dizolcipina en el putamen.

Un problema sin resolver todavia, es si la atrofia cortical 0 el aumento de la
densidad de receptores del glutamato observadas en esquizofrénicos es un fendmeno

causante 0 secundario a la enfermedad.

Otro dato que parece apoyar el déficit de glutamato en la esquizofrenia se basa en el
hecho de que la mejoria que se observaba tras una serie de shocks hipoglucémicos con que
eran tratados los enfermos hasta la llegada de los neurolépticos, se debia a que dicho trata-

miento producia un incremento del contenido de glutamato cerebral (Sandberg et al. 1986).

Etienne y Baudry (1987) sugicren que la causa de los sintomas esquizofrénicos

podria estar en una regulacion genética anormal de [os receptores NMDA.

8.2.— Posible interacciéon Glutamico-Dopamina en la esquizofrenia.

En un intento de conciliar éstos datos con la hipotesis dopaminérgica y de tratar de
dar una explicacién mas completa sobre las causas de la esquizofrenia desde el punto de
vista neuroquimico, se han desarrollado distintas hipétesis que engloban los dos sistemas.
Asi, Komnhuber y Kormhuber (1986) postulan que las fibras dopaminérgicas nigroestriatales
median una accidn presindptica inhibidora sobre la liberacién de glutamato via receptores D,

localizados en los terminales de las neuronas corticoestriatales. La activacion de los
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receptores D, en una situacién de hiperactividad dopaminérgica puede provocar un déficit de
acido glutamico. De este modo los neurolépticos ejercerian su efecto antipsicético

reforzando la actividad glutamatérgica.

Otra forma de interaccién dopaminérgica—glutamatérgica dentro del estriado, nos
proporciona la hipétesis de un circuito de feed-back negativo cortico—estriado-talamo-
cortical (Carlsson, 1988). Dicho circuito sirve para proteger a la corteza de una sobrecarga
de informacién y de un hiperarousal. Las neuronas glutamatérgicas excitadoras del cortex se
proyectan al estriado, las neuronas gabérgicas inhibidoras se proyectan del complejo
estriatal, probablemente via ndcleo subtaldmico, al tdlamo, y las neuronas excitadoras
glutametérgicas desde el tidlamo a la corteza. El tilamo actuaria como un filtro para los
impulsos sensoriales y la activacion del circuito cortico-estriato-talamico serviria para
cerrar ¢f filtro. Por otra parte [a activacion de otro sistema neuronal, el sistema mesoestriatal
dopaminérgico, actia en sentido contrario, es decir abriendo el filtro taldmico y aumentando
el flujo de informacién al cortex. Estos dos sistemas a través de las proyecciones gabérgicas
cstriatotaldmicas podrian controlar el flujo desde la formacion reticular mesencefilica hasta
el cortex y controlar el grado de arousal. De este modo el sistema corticoestriatal
glutamatérgico y el sistema nigroestriatal dopaminérgico pueden actuar independientemente
el uno del otro en el estriado sobre el sistema gabérgico estriatotaldmico y operando sobre el
filtro taldmico en sentido opuesto. En la esquizofrenia, se daria un descenso de la funcién
excitadora del dcido glutdmico procedente de la corteza cerebral sobre las proyecciones ga—
bérgicas inhibidoras que parten desde el estriado hasta el tdlamo y la formacién reticular. La
desinhibicién de las proyecciones excitadoras desde la formacidn reticular al tdlamo y desde
el tilamo a la corteza (apertura del filtro talimico), aumentaria la llegada de estimulos a la
corteza de modo que se provocaria una sobrecarga sensorial, una percepcidn alterada y todo

ello desencadenaria una conducta psicética.

Carlson y Carlson (1989 y 1990), basiandose en la experimentacion animal y
farmacoldgica sugieren que la DA juega un papel menos importante del que se habia
supuesto hasta entonces en la regulacién de las funciones psicomotoras. Demostraron que la
administracion de dizolcepina produce un gran aumento de la actividad locomotora, que es

dosis dependiente y resistente a la actividad de los neurolépticos, en ratones a los que
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previamente se les habia tratado con reserpina 0 a—metil-p-tirosina y por lo tanto se les
habia depleccionado sus depésitos de aminas. Ademas demostraron un sinergismo al ad-
ministrar a ratones depleccionados de aminas dosis bajas de dizolcepina, que por si solas no
producen un aumento de la actividad locomotora, con el agonista a—adrenérgico clonidina y
con ¢l antagonista muscarinico atropina. Estos mismos autores han encontrado sinergismo
entre la dizolcipina con dosis bajas del agonista dopaminérgico apomorfina, con el agonista
a,~adrenérgico ST-587 y con el agonista selectivo del receptor D, el SKF-38393. Para

Carlsson estos datos demuestran que:

1) la DA no es indispensable para el inicio y para la generacién de la locomocidn.
2) que el sistema glutamatérgico central ejerce un poderoso control de inhibicidn

sobre la locomocion

3) que ¢l sistema glutamatérgico y el sistema dopaminérgico son funcionalmente
opuestos y que probablente dicha interaccidon antagonista se produzca en el sistema estriatal

de un modo similar a la que se produce entre la DA y la ACh.

Como conclusion, Carlsson y Carlsson (1990), creen que de todo lo expuesto
anteriormente se puede inferir que la esquizofrenia se podria producir por un déficit
primario de glutamato, independientemente del tono dopaminérgico. Esto supone también
que un agomnista NMDA que actuase en el receptor glutamatérgico podria ser una alternativa

terapéutica y/o complementara en la esquizofrenia. (Véase también discusién general).

9.- CONCLUSION.

Aunque miltiples tipos de evidencia clinica sugieren de algiin modo alguna forma de
estado hiperdopaminérgico en la esquizofrenia, no existen hallazgos importantes que apoyen
un aumento de DA (véase apartado I1.2.2). Por ello se postuld que existiria una situacién de
hipersensibilidad dopaminérgica de manera que los receptores DA responderian mas de lo

normal a la misma cantidad de neurotransmisor.

62



Sin embargo, aunque existe un hiperrespuesta dopaminérgica aparente, la hipétesis
dopaminérgica no es la tnica capaz de explicar la evidencia farmacolégica. La actividad de
un sistema depende de maltiples factores: desde las entradas al mismo (excitadoras e
inhibidoras) a la sensibilidad del sistema. Asi, lo que aparece funcionalmente como un
aumento de la actividad dopaminérgica puede ser debido, aparte de a un aumento primario
de la propia DA, a un aumento de las entradas excitadoras, o a una disminucién de las
entradas inhibidoras, o a una disminucién (disminucién y no aumento al ser la acci6n
dopaminérgica fundamentalmente inhibitoria) de la actividad de las neuronas postsinapticas
(colinérgicas etc..). En cualquiera de estas situaciones, el bloqueo dopaminérgico con
neurolépticos o la depleccién aminérgica con reserpina resultaria en un efecto terapéutico
incluso aunque la DA no esté primariamente alterada (de la misma manera a como los
farmacos anticolinérgicos son ttiles en la enfermedad de Parkinson en la que la alteracién

estd en las neuronas dopaminérgicas y no en las colinérgicas).

De hecho hemos visto en los apartados anteriores diferente evidencia acerca de
cambios primarios o secundarios en la mayoria de los sistemas neurotransmisores estudiados
(véase también Palomo, 1991a y Garza-Treviio et al. 1990). Muchos de estos hallazgos tan
diversos en relacién con la esquizofrenia tienen como comun denominador el de referirse a
sustancias implicadas en la modulacion de la DA (véase también Jaskiw y Kleimman, 1989)
por lo que los enfoques tedricos actuales plantcan como central no la actividad

dopaminérgica en si, sino su modulacion {(Palomo, 1992).
Este nuevo enfoque, que fué propuesto ya por Ashcroft et al. (1981), forma el

esqueleto de la hipdtesis de los limites de tolerancia del préximo apartado (apartado III) y es

analizado también en algin detalle en la Discusién General (apartado VI).

63



III.- LIMITES DE TOLERANCIA A LA DOPAMINA
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1. INTRODUCCION.

1.1 Las contradicciones clinicas.

Como hemos visto en ¢l apartado anterior la teoria dopaminérgica de la esquizofrenia
continiia siendo la hipétesis mas influyente. Sin embargo era dificil consolidar la teoria
dopaminérgica de la esquizofrenia debido a que los datos disponibles demostraban diferentes
inconsistencias tales como: estudios negativos en el LCR, la coexistencia en algunos
pacientes de parkinson (DA baja) y esquizofrenia (donde se postula una DA alta), niveles
normales de prolactina (inhibidos por la DA) en pacientes esquizofrénicos, etc. Sin embargo
en la opinién de Palomo (1989b) fue la evidencia clinica la que provocé que se

reconsiderara la teoria dopaminérgica. Las tres observaciones clinicas clave fueron:

1- que los neurolépticos (antagonistas dopaminérgicos) no curan la esquizofrenia.

2~ que los neurolépticos alivian no solamente la esquizofrenia sino cualquier
psicosis.

3- y que los neurolépticos son dtiles sélamente para un grupo de los sintomas
esquizofrénicos (los sintomas positivos o floridos que de hecho son comunes a otras
psicosis, ver introduccién) pero que son ineficaces en otro grupo de sintomas (sintomas

negativos o defectuales que de hecho son maés especificamente "esquizofrénicos”).

1.2. La hipotesis dopaminérgica reconsiderada.

Conciliar la realidad clinica con una teoria simple de hiperactividad dopaminérgica
no era facil. De este modo, dos hipétesis aparentemente opuestas, aunque con muchos

puntos en comin, fucron propuestas:

Crow (1980a, 1980b) sugirieron que la esquizofrenia consistia en una enfermedad
caracterizada por hiperactividad dopaminérgica que era controlable mediante medicacion
neuroléptica. El sindrome defectual seria una entidad diferente. Para €l habria dos entidades

clinicas diferentes: tipo I, que se corresponderia con la esquizofrenia agida con sintomas
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positivos prominentes, buen prondstico, buena respuesta a los neurolépticos y tamaifio
normal de los ventriculos cerebrales. Esquizofrenia tipo II que corresponderia a un estado
mas crénico, con sintomas negativos prominentes, respuesta pobre a los neurolépticos y
ventriculos agrandados. Crow (1980b) sugirié que el tipo I estaria relacionado con anomalias
dopaminérgicas mientras que el tipo II seria el resultado de patologia cerebral organica que

se empeoraria con los neurolépticos.

MacKay (1980) sugirid que el sindrome mas caracteristico esquizofrénico era el
defectual y por tanto sugirié que la esquizofrenia consistiria en una hipoactividad de los
sistemas dopaminérgicos (sintomas negativos). En consecuencia, los neurolépticos no
curarian la esquizofrenia y la podrian empeorar. Los neurolépticos serian sélamente ttiles
durante la aparicién aguda de los fenémenos psicdticos durante el curso progresivamente

deteriorante de la enfermedad.

2. PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS.

Una teoria simple de hiper ¢ hipo actividad dopaminérgica no es consistente con los
datos clinicos. La propuesta de Crow (1980a) sugeria dos entidades diferentes pero ello
contradice la experiencia clinica donde podemos ver cémo un tipo puede cambiar al otro y
veceversa en el mismo paciente. Ademas una hipétesis para la esquizofrenia debe ser capaz
de explicar las diferencias en sintomas, curso y prondstico con otras psicosis (anfetamina,

mania, etc).

Aschroft et al. (1981) propusieron la hipétesis de la constriccién de los limites de
tolerancia a la DA, (Fig I1I-1). Segin ésta, en sujetos normales la DA y otras aminas se
mueven dentro de unos limites superior ¢ inferior dentro de los cuales la actividad
aminérgica es compatible con la conducta organizada. En la psicosis maniaca, anfetaminica
etc.. la actividad aminérgica aumenta tanto que sobrepasa el limite superior dando lugar a un
sindrome psic6tico que se controla con antipsicéticos. En la psicosis esquizofrénica la
alteracién bioquimica no seria primariamente un aumento de la actividad aminérgica, sino

un cambio en los limites que quedarian estrechados, y asi la actividad aminérgica podria
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un cambio en los limites que quedarian estrechados, y asi la actividad aminérgica podria
sobrepasar el limite superior dando lugar a sintomas positivos o caer por debajo del limite
inferior, produciendo sintomas negativos, incluso pueden estar tan estrechados que sea
imposible mantenerse dentro de ellos, con lo que coexistirian sintomas positivos y negativos
(Palomo et al. 1985; Palomo, 1989b; Palomo et al. 1989). Véase sintomas positivos y

negativos en pdgina 47.

Este modelo tedrico constituye un intento de dar explicacion a la diversidad de
formas clinicas y la posibilidad de la existencia de sintomas positivos y negativos, las
similitudes y diferencias con otros tipos de psicosis, la diferente respuesta de los sintomas a
los neurolépticos, etc...(ver Fig. III1.1). Esta hipdtesis es consistente con el hecho de que el
tratamiento con neurolépticos sea eficaz en ¢l tratamiento de los sintomas positivos (cayendo
el nivel de actividad DA debajo del umbral superior) pero no lo sea para los sintomas
negativos(donde se postula una disminucién de la actividad DA) y de ahi la respuesta

deferencial a los neurolépticos de los distintos grupos de sintomas.

Ademés la hipdtesis de los limites puede servir de puente entre la hipétesis dopa-
minérgica de la esquizofrenia y otras teorias, ya que otros factores no dopaminérgicos
descritos anteriormente podrian actuar como moduladores de la DA. La idea de los limites
se podria entender como resultado de una modulacion ejercida sobre la DA que haria que su
actividad se mantuviese por encima de un nivel minimo y evitase que se disparase en
exceso (Palomo, 1991). Por ejemplo, la S-HT modula en algunas arcas la actividad de la
DA, (Nicolau et al. 1979; Meltzer, 1990; Leysen et al. 1988). Otros (Mogluicka et al. 1976)
implican a la NA como modulador de la DA. Jenner et al. (1983) describen la existencia de
hiper e hiporrespuestas a la anfetamina que concuerda con la teoria de la alteracion de los
limites. La modulacién dopaminérgica también se podria producir por el juego de receptores
D, y D, opuestos (Stoof, 1981; Robertson, 1987) o por el equilibrio entre receptores
dopaminérgicos pre y postsindpticos (Lehmaan, 1984). Los péptidos antes mencionados
también pueden tener un papel modulador de [a DA. Entre ellos los mas importantes en este
sentido serian la neurotensina (Nemeroff, 1985) y la CCK que es cotransmisor de la DA y
s¢ halla disminuida en el hipocampo y la amigdala de los esquizofrénicos crénicos

(Phillips, 1986; Hokfel, 1980).
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La importancia de este modelo estriba no sélamente en que puede encajar mejor con
los datos clinicos sino también porque permite explorar alternativas terapéuticas. Si este
modelo es correcto deberiamos buscar tratamientos que expandan estos limites en lugar de
farmacos que bloquean la actividad. Los neurolépticos cldsicos consiguen controlar la
sintomatologia psicética probablemente mediante el bloqueo de los receptores do-
paminérgicos pero pueden empeorar los sintomas negativos. Como alternativa necesitamos
un farmaco que evite tanto la psicosis (sintomas positivos) y ¢l estado defectual (sintomas

negativos).

3.- DE LA HIPOTESIS CLINICA A LA INVESTIGACION ANIMAL:
MODELO ANFETAMINICO.

Una nueva hip6tesis, para ser fértil, debe encajar la evidencia mejor que las hipétesis
previas y ademas, debe ser verificable experimentalmente. Una hip6tesis que no puede ser
experimentalmente probada o rechazada es en el mejor de los casos inutil porque no sirve
para mejorar la condicion de los pacientes esquizofrénicos que es nuestro objetivo final. En
el peor de los casos, una hipétesis que no puede ser verificada corre el riesgo de no ser mas

que un delirio especulativo (Fichte, 1806).

Por tanto necesitamos un modelo animal en el cual podamos en primer lugar
comprobar la existencia de los limites de tolerancia para la actividad aminérgica y en
segundo lugar la posibilidad de modificarlos farmacoldgicamente. Estudios preliminares
rcalizados por Palomo y su equipo tanto a nivel preclinico (Palomo y Rusell, 1983; Palomo
et al. 1984; Palomo et al. 1989} como clinico (Palomo et al. 1985) parecen sugerir que el
modelo anfetaminico puede ser itil para este objetivo. Por ello una de las partes
fundamentales de la presente tesis para el grado de doctor se refiere a la comprobacion de

dichos resultados y su ampliacién y profundizacién (véase apartado IV).
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Normal  Mania Psicosis  Esquizofrenia Esquizofrenia  Estado
manlaca aguda defectual defectual
Psicosis grave con
anfetaminica sintomas
positivos

FIG. IlI-1 Limites de tolerancia para la dopamina (DA) y actividad dopaminérgica
en algunas condiciones normales y patologicas.
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4.- PREDICCIONES DEL MODELO DE LOS LIMITES DE TOLERANCIA A
LA DOPAMINA (CLINICAS Y EXPERIMENTALES).

Como dijimos anteriormente, cualquier hipotesis bioldgica debe ser capaz de explicar
no sélamente los diferentes sintomas pero también debe de estar de acuerdo con lo que
conocemos actualmente acerca de la etiologia de la esquizofrenia y de los factores que

interactian.

4.1.~ Vuinerabilidad genética.

El grueso de la evidencia sobre estudios genéticos demuestra que los factores
genéticos tienen una importancia grande en la esquizofrenia, y los estudios en gemelos
homocig6ticos con una concordancia del 50% para la esquizofrenia sugiere con fuerza que
la vulnerabilidad a la esquizofrenia es heredada. En relacion con el modelo propuesto, este
aumento de la vulnerabilidad podria estar mediado por un estrechamiento de los limites de
tolerancia a la DA. En consecuencia, la prediccion seria que en pacientes con alto riesgo de
desarrollar esquizofrenia existiria una respuesta anormal a la estimulacién dopaminérgica lo
cual podria desencadenar fenémenos bioquimicos y conductuales a dosis mas bajas que las
que se necesitarian en sujetos normales. Esta prediccidn que puede ser ficilmente estudiada

experimentalmente (Lieberman et al. 1990) parece ser correcta (véase discusién general).

4.2.- Factores psicosociales.

La evidencia genética explica sélamente la vulnerabilidad heredada pero, la misma
tasa de concordancia del 50% en gemelos homocigdticos sugiere que otros factores no
genéticos son igualmente importantes. El papel de los factores sociales no es claro. Es dificil
saber hasta qué punto las relaciones paternales anormales son causa o consecuencia de la
conducta esquizofrénica. Sin embargo, en cualquier caso, es necesario explicar el hecho de
que demasiada estimulacién social o demasiada poca puede agrabar la sintomatologia

esquizofrénica y el hecho de que las tasas de recaida son mayores en i0s esquizofrénicos
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que viven en familias con un nivel alto de expresividad emocional (Kavanagh,1992; Leff et

al. 1992).

Por tanto, se podria predecir que los factores sociales pueden influir en los limites de
la tolerancia a la DA y esta prediccion se podria ficilmente comprobar en el modelo animal.
De hecho, estudios preliminares realizados por el equipo de Palomo (Ashcroft et al. 1983,
Palomo et al. 1989) demuestran de manera preliminar que las manipulaciones ambientales y
sociales producen de hecho cambios en estos limites de tolerancia de modo que la conducta

del animal responde en mayor medida o en menor medida a la anfetamina.

4.3.- La esquizofrenia defectual.

Uno de los problemas clinicos més dificiles e importantes se refiere al problema de
por qué algunos esquizofrénicos evolucionan hacia un estado defectual y otros no. Sabemos
por la investigacién animal (Costall et al. 1982) que la administracién intercerebral de DA
en el NAc de la rata produce un cambio permanente tanto en la conducta espontdnea como
en su respuesta a la DA. Parece por consiguiente que una hiperactividad dopaminérgica po-

dria dar lugar a cambios permanentes en dicha actividad.

Basado en los limites de tolerancia a la DA, en el modelo animal la prediccién seria
que si la estimulacién dopaminérgica se repite o se mantiene durante suficiente tiempo se
produciria un estrechamiento de los limites de tolerancia a la DA. De hecho sabemos que la
administracion de anfetamina cronica da lugar a tolerancia de algunos de sus efectos (Jori y
Dolfini, 1977) mientras que produce sensibilizacion a otros de sus efectos (Klawans y
Marrgolin, 1975). Estos fendémenos seflalados por muchos (Cador et al. 1992; Kalivas y
Stewart, 1991; Ellinwood y Lee, 1989; véase también Kalivas y Sanson, 1992). podrian

explicarse en términos de cambios en los limites de tolerancia postulados.

En la situacidn clinica, si la hiperactividad dopaminérgica produce un
estrechamiento progresivo de los limites de tolerancia entonces se prodria predecir que la

psicosis aguda repetida o su prolongacién en el tiempo podria ser responsable de un curso
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defectual en algunos pacientes esquizofrénicos. La importancia de esta prediccién radica en
la consecuencia de que si este fuera el caso, el tratamiento antipsicético deberia de ser
enérgico y establecido cuanto antes tan pronto como aparecen los sintomas psicéticos en
lugar de esperar de forma reticente, como algunos psiquiatras hacen, para utilizar dosis
efectivas de neurolépticos en lugar de esperar a ver cémo los sintomas evolucionan sin
tratamiento. La evidencia reciente acumulada demuestra que esta prediccidon es verdad

(Lieberman et al. 1992a; Loebel et al. 1992; McEvoy et al. 1992; Leff et al. 1992).

4.4.- Abuso de drogas y riesgo de psicosis.

Si la estimulacién aminérgica hace que el cerebro sea mas vulnerable a cambios
dopaminérgicos en algunas circustancias, el modelo predeciria que otras psicosis (drogas,
etc..) aumentarian la probabilidad de episodios psicéticos subsiguientes o incluso un riesgo
mayor de un defecto esquizofreniforme. De hecho estd de acuerdo con la impresién clinica
(Davison, 1987) de la existencia de un aumento de incidencia de psicosis en poblaciones
con abuso de drogas y con estudios que sugieren que el cannabis puede producir, o al
menos facilitar la aparicidn de psicosis a través de la estimulacion del sistema

dopaminérgico cerebral (Andreason et al. 1987; véase también apartado anterior}).

Si la psicosis canndbica esta relacionada con el desencadenamiento o la recaida en la
psicosis esquizofrénica, se podria postular gue esto se debe a un estrechamiento de los li-
mites de tolerancia a la DA. Esto se puede comprobar experimentalmente en animales
utilizando el modelo propuesto aqui y constituye precisamente una de las partes mas
importantes del presente trabajo de tesis para la obtencién del grado de doctor (véase mas

adelante estudios con el 6-9-THC).

De cualquier forma, como dijimos anteriormente, una hipétesis para que sea
fructifera debe de ser experimentalmente verificable. En el apartado siguiente del modelo
anfetaminico se realiza dicho estudio (apartado IV) y a continuacién se aplica el modelo al
estudio experimental de la hipétesis (prediccién) del parrafo anterior comprobando si

efectivamente ¢l THC produce un estrechamiento de los limites de tolerancia (apartado V).
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IV.- MODELO ANFETAMINICO
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1.- INTRODUCCION.

Se han desarroilado muchos modelos animales de esquizofrenia con dos objetivos
fundamentales, por un lado, estudiar los procesos neuroquimicos subyacentes y tratar de
extrapolar al funcionamiento humano, y por otro, como ensayo de drogas con potencial
terapéutico para el tratamiento de las psicosis. Analizar si se ha conseguido el primero de
los objetivos es cuando menos controvertido, pero sin duda han servido para estimular la
investigacion y mejorar nuestro conocimiento del funcionamiento cerebral animal. Por

supuesto, también han servido para aumentar las posibilidades terapéuticas.

En este contexto, Ashcroft et al. (1981) propusieron que los cambios que se producen
en la esquizofrenia no son primariamente en la actividad dopaminérgica sino en los limites
dentro de los cuales la actividad dopaminérgica es compatible con la actividad organizada,
como vimos en el apartado III. En los pacientes esquizofrénicos éstos limites estarian
estrechados de modo que la actividad dopaminérgica podria superar el limite superior dando
lugar a los sinfomas positivos o caer por debajo del limite inferior dando lugar a los

sintomas negativos (fig. 1II-1).

Si este fuese el caso, deberiamos buscar tratamientos que sirvan para expandir dichos
limites en lugar de emplear medicamentos que bloqueen la actividad dopaminérgica. Los
neurolépticos son muy ttiles para controlar los fenémenos psicoticos pero por otro lado
pueden empeorar los sintomas negativos (Palomo, 1993b). De acuerdo con lo anterior, seria

interesante desarrollar un modelo animal con el cual podamos demostrar primero, la
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existencia de unos limites de tolerancia para la actividad dopaminérgica, y posteriormente la

posibilidad de modificarlos farmacoldégicamente.

Rupniak et al. (1983) establecieron una serie de paralelismos entre la conducta
motora en ratas y la conducta psicética en humanos. Idealmente deberiamos estudiar el
comportamiento en ratas que se correspondiese con el funcionamiento tanto psicético como
no psicotico en humanos. Sin embargo éste es un problema de dificil resolucién (Green,
1983) por lo que vamos a centrar nuestro trabajo en la conducta motora mediada por el
sistema aminérgico como una estrategia provisional para tratar de averiguar si la conducta
inducida por la anfetamina ocurre dentro de unos limites y si éstos son modificables

farmacoldgicamente.

Makanjuola et al. (1977) desarrollaron un modelo animal en ¢l que consideraron la
conducta exploratoria como un indice de conducta organizada, y la conducta estereotipada
inducida por la anfetamina, como una conducta desorganizada sin una finalidad. En este
primer estudio, utilizd como medida de exploracién, la introduccién de la cabeza en
agujeros {dipping) en un campo abierto, y como medida de estereotipias la introduccién
repetida de la cabeza en los mismos. Posteriormente se han ido anadiendo a esta técnica
otros aspectos tanto en la conducta exploratoria como de la conducta estereotipada (Berlyne,
1960; Russell, 1983). Dentro de la conducta exploratoria se incluyen la locomocion, ponerse
en pie sobre las patas traseras (rearing), olfatear, y en un campo con agujeros, el dipping. A
su vez todos estos pardmetros son al menos parcialmente disociables, por ejemplo, File y
Wardell (1975), trabajando con ratones encontraron que la anfetamina aumentaba la

locomocién en un campo abierto con agujeros, mientras que simultdneamente se reducia el
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dipping. Leyland et al. (1976), de forma similar, trabajando con ratas demostraron que la
anfetamina producia un aumento de la locomocién mientras que disminuia la exploracién
definida en términos de inspeccién de ambientes nuevos y de estimulos complejos. Rusell y
Chalkely—-Maker (1979), incluyeron otras medidas de conducta no exploratoria tales como

asearse (grooming) y la no actividad.

Estudios preliminares realizados por Palomo y Reid (1983) y Palomo y Russell
(1983), sugieren que el modelo anfetaminico podrfa ser util para la comprobacién
experimental de los limites de tolerancia a la DA. Estos autores encuentran un efecto
diferencial de la anfetamina sobre las conductas exploratoria y estercotipada de la rata que
es modificada de manera diferente por neurolépticos tipicos (haloperidol) y atipicos

(oxypertina). Vease Palomo 1989b.

2.—- EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE OXYPERTINA EN UN

MODELO ANIMAL ANFETAMINICO.

Este trabajo constituye un intento de establecer un modelo animal de psicosis
metodolégicamente valido con el cual posteriormente podamos explorar distintas hipotesis
sobre tratamientos con psicofarmacos, efectos de psicoestimulantes etc.., siguiendo los

trabajos preliminares de Palomo referidos anteriormente.
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El experimento trata de resolver la cuestion de qué medidas son mads informativas, la
posibilidad de utilizar malitiples medidas y medidas asociadas y la utilidad de incluir otras

medidas no exploratorias como el aseo y la no actividad (Russel y Chakeley Maber, 1977).

La droga que estamos buscando en este modelo animal anfetaminico deberia prevenir

la conducta estereotipada a la vez que potenciaria la conducta exploratoria.

En resumen, ¢l experimento tiene el doble objetivo de desarrollar la técnica del
campo abierto con agujeros para investigar los efectos de las drogas sobre la exploracion y
las estereotipias, y de examinar el efecto de [a oxypertina sobre el modelo animal de

psicosis propuesto.

Hemos escogido la oxypertina porque béasicamente es una droga antipsicotica que
paradéjicamente potencia el efecto de la anfetamina (Ban et al. 1977). La oxypertina fue
descrita inicialmente por Archer et al. (1962). Este compuesto es una indolilakilpiperacina
(Fig. IV-1) que pertenece el grupo de las drogas depletoras de aminas (Back y Hasler,
1968; Anden y Fuxe, 1971; Moroji et al. 1986), pero a diferencia de otros depletores como
la reserpina o la tetrabenezina, la oxypertina no produce depresion y puede tener propie—
dades antidepresivas (Adamson et al. 1966). Algunos trabajos sugieren un tipo de accion

bloqueante para receptores de tipo dopaminérgico y serotoninérgico (Nakahara et al. 1980).
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2.1.~ Material y métodos.

En este trabajo hemos utilizado 200 ratas Hooded Lister de 200-300 grs. (Animal
Suppliers, London). Durante un periodo previo de al menos 15 dias, las ratas permanecieron
enjauladas por parejas con libre acceso a la comida y al agua, en una habitacién con un
ciclo de luz invertido (luz de 20 a 8h). Las pruebas se¢ realizaron durante la fase de
oscuridad (activa) del ciclo. Cada rata recibié uno de los 26 tratamientos distintos
consistente en una dosis de d-anfetamina (0, 0.5, 1, 2, 4, 8, 0o 16 mg/kg) s6la o en
combinacién con oxypertina (0, 0.25, 1, 4, 16 mg/kg). La d-amfetamina se obtuvo de Sigma
Chemical y la oxypertina de Sterling. L.os animales controles recibieron el mismo volumen
con el vehiculo solvente empleado en las drogas (acido ascorbico 0,3M). Los tratamientos

fueron randomizados y ¢l observador ignoraba el tratamiento recibido por cada rata.

Inmediatamente después de la administracion i.p. colocdbamos a cada animal en un
campo abierto de 50 X 50 X 40 cm y se estudiaba la conducta motora del mismo durante
dos horas. El campo esta dividido por lineas perpendiculares entre si en 16 cuadrados y 25
agujeros de 2.5 cm de didmetro que estaban distribuidos de manera uniforme, 1 por 100
cm2. El campo estaba pintado de color gris y era iluminado por un lampara suspendida
centralmente 40 cm. por encima del campo y proporcionando una iluminacién aproximada

de 1537 lux a nivel del suelo.
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Los principales pardmetros estudiados fueron:

1.- Locomocién: Una unidad cada vez que el animal atraviesa una linea con las patas

traseras en cualquier direccién.

2.- Dipping: Una unidad cada vez que la rata introduce su cabeza en un agujero.

3.~ Rearing: Una unidad cada vez que la rata eleva su cuerpo sobre las patas traseras.

4.- Exploracién: Una unidad cada vez que la rata se para y realiza una actividad
investigadora no incluida en las categorias precedentes, por ejemplo, oler el suelo, las

paredes, un agujero, excrementos, etc.

5.- Aseo: Tiempo en segundos que la rata dedica a asearse.

6.— Miscelanea: Una unidad cada vez que la rata realiza un movimiento no especificado en

las categorias anteriores.

7.- Estereotipias: Una unidad cada vez que la rata repite de forma continuada y en el
mismo sitio cualquier actividad motora excluyendo el aseo. La frecuencia de la estereotiplas
rearing, estereotipias dipping, estereotipias de exploracién y estereotipias miscelaneas fueron
analizadas scparadamente. Cuando la conducta de la rata era totalmente estereotipada y la
frecuencia mayor que una unidad por segundo, se media el tiempo en [ugar de [a frecuencia

y las estereotipias se calculan a una unidad por segundo.
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8.— Imactividad: Tiempo en segundos que la rata permanece sin hacer nada.

Las medidas de conducta no estereotipadas (locomocién, dipping, rearing,
exploracién y misceldnea) no se incluyen en las cuentas de conducta estercotipada. Por
ejemplo: Cinco dips consecutivos en el mismo agujero (agujero 1), seguidos por dos dips
consecutivos en otro agujero (agujero 2), un rear y después tres dips mas en el mismo
agujero (agujero 2), lo contabilizariamos como 3 unidades de conducta dipping (D), una
unidad de rearing (R), y siete unidades de conducta dipping estereotipada (SD). (D-SD-

SD-SD-8D-D-SD-R-D-SD-SD).

2.2.— Resultados.

Las relaciones entre las distintas medidas de conducta las medimos por

intercorrelacion de las cantidades totales de cada rata en cada comportamiento (tab.IV-I).

Incluimos en la ctudio estadistico las drogas, dosis, cada apartado de la conducta
exploratoria, (locomocién, rearing, dipping y exploracion), de la conducta estereotipada,
(estereotipias rearing, dipping, exploracién y miscelanea), y la conducta no dirigida

directamente hacia el ambiente (aseo y no actividad).

La inspeccién de la tabla IV-I, revela que varias medidas de exploracién se
intercorrelacionan positivamente y todas cllas se correlacionan en alto grado con el total de

la exploracion. En contraste, las medidas de las estereotipias no se correlacionan unas con
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otras aunque, con la excepcion de las estereotipias rearing, se correlacionan con la cantidad
total de estereotipias. Hay una tendencia para la conducta estereotipada de correlacionarse
con sus respectivas conductas no estereotipadas, pero llama la atencién la no correlacion

entre el total de las exploraciones con el total de las estereotipias.

El resto de conductas, aseo, no actividad y misceldnea, no se correlacionan entre si.
El aseo y la no actividad tienden a correlacionarse negativamnete con cada una del resto de

las conductas, asi como con el total de las mismas.

Ademas se estudiaron las relaciones por anilisis de factores mediante el estudio de la
matriz de correlaciones para las distintas medidas de conducta por separado (por ejemplo las
correlaciones drogas/dosis y las medidas agrupadas totales son excluidas), utilizando un
analisis de los componentes principales con interaccién seguido de rotacién de la varianza
(tab IV-II). Los dos primeros factores, que juntos suponen el 41% de la varianza, son
fundamentales para distinguir la conducta estereotipada de la conducta exploratoria. El resto

de los factores suponen menos del 10% cada uno.

El Factor I merece la etiqueta "exploracion™ porque recive contribuciones positivas
de todas las conductas exploratorias, locomoci6n, rearing, dipping e investigacion, y de nin-
guna otra con la excepcion de la no-actividad que contribuye negativamente. El Facator 2
es mas dificil de interpretar pero parece estar mas relacionado con las estereotipias en tanto
que reciben su mayor aporte de las estereotipias misceldneas y de las estereotipias dipping.
Estas dos estereotipias contribuyen a la mayor parte de las medidas de estereotipias. Sin

embargo las otras estereotipias no se intercorrelacionan (probablemente porque los animales

81



tienden a fijarse mas en un tipo de estereotipias que en otro) y de ese modo las medidas

separadas es improbable que se intercorrelacionen.

Las puntuaciones de aseo y de no-actividad no se correlacionan y no parece
justificado juntar las medidas como un indice de "actividad dirigida hacia dentro”. Cuando
se analizaron separadamente las medidas de ratas tratadas con 4 v 8 mg/kg de anfetamina se
daba una tendencia significativa a covariar para el aseo y la no—actividad (r= 0.30, p< 0.05).
Sin embargo no se encontrd tendencia a la covarianza para medidas separadas de

estercotipias.

2.2.1.- ANOVA incluyendo el tiempo como factor.

En la Fig. 1V-2, la tendencia general en el tiempo (los valores son las medias en
todos los casos contrastada con la actividad media expontinea sin tratamiento) es la
siguiente: la actividad exploratoria cae de forma aguda entre los periodos 1 y 2, y después
de forma mas gradual entre los periodos 2 y 6. [.as estercotipias aumentan gradualmente en
fos 6 periodos. El aseo permanece estable con un ligero aumento en la Gltima media hora.
La no-actividad se incrementa marcadamente entre los periodos 1 y 2, y después permanece

estable. (Datos de aseo y no actividad expresados en la figura).

El ANOVA se realizé sobre las cuatro medidas de conducta para investigar los
efectos del periodo de tiempo, de las drogas y de las interacciones entre cllos. Los

resultados se¢ presentan resumidos en la tabla IV-IIL
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En la tabla IV-IIIA vemos que la anfetamina afecta todas las medidas, el tiempo
afecta todas las medidas excepto el aseo, y la oxypertina sélo afecta las estereotipias. La
anfetamina interactia con el tiempo en todas las medidas excepto en el aseo. La oxypertina
y el tiempo interactian sobre la exploracién y hay una interaccitn significtiva entre todos

los factores sobre la exploracion.

2.2.2.- ANOVA en cada periodo de tiempo.

En este apartado estudiamos el efecto de la anfetamina, oxypertina y sus
Interacciones en cada una de las formas de conducta, en cada tiempo empleando el
ANOVA. los resultados se hallan resumidos en la tabla IV-IIIB. Estos indican que la
anfetamina generalmente es efectiva después del periodo 1, mientras que la oxypertina es
efectiva antes sobre [a exploracién y en los periodos intermedios sobre las estereotipias. Las
interacciones entre anfetamina y oxypertina aparecen en los periodos 3 y 4 para la

exploracién y en los periodos 4 y 5 para las estereotipias.

Al analizar giobalmente el cojunto de respuestas parece que los periodos 3 y 4 son

los que proporcionan el mejor balance de los principales efectos e interacciones entre

estereotipias y exploracion.

En resumen, del conjunto de analisis descritos anteriormente parece justificado
primero, el empleo de los totales de dos medidas para el estudio de nuestras comparaciones:

exploracién y estereotipias, y segundo, el uso de la actividad conjunta en los periodos 3 y 4,
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(40 y 60 minutos después de la administracion de la droga). En estos periodos de tiempo,
las ratas estin muy bien habituadas al nuevo ambiente (fig IV-2) y los efectos de las drogas

e interacciones se demuestran mejor (tabla IV-III).

2.2.3.- Efectos de las drogas. Analisis factorial de la varianza.

En este apartado basados en el anilisis anterior se¢ analizaron los valores promedio
obtenidos de los periodos 3 y 4. Las valores totales de exploracién y estereotipias no se
correlacionaban entre si (1= —-0.16, n.s.) en los periodos citados por lo que esta justificado el

andlisis separado de los mismos.

Se designaron con distintos nimeros los datos de combinacidn de seis niveles de
anfetamina (0, 1, 2, 4, 8 y 16 mg/kg), y tres niveles de oxypertina, (0, 1 y 4 mg/kg) con
diferente nimero (n), y se realizé con ellos un ANOVA. Los resuitados (tabla IV-IV),
muestran efectos significativos de la anfetamina y de {a interaccion anfetamina oxypertina
sobre la exploracién. En el caso de las estercotipias, encontramos que los principales efectos

de las dos drogas por separado y su efecto interactivo eran significativos (tabla IV-IV).

2.2.3.1.- Efecto sobre la exploracién.

En la figura IV-3 se muestra el efecto de la anfetamina a cada nivel de oxypertina y

en la figura IV-4 se muestra el efecto de la oxypertina en cada nivel de anfetamina.
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En la figura IV-3A, parece como si la anfetamina tuviese un efecto no lineal sobre
la exploracién a cada nivel de oxypertina siendo el efecto méaximo desplazado por la

oxypertina.

El analisis de estos efectos (tabla IV-V), indica que la anfetamina tiene claramente
un efecto significativo sobre la exploracion a todos los niveles de oxypertina. La compara-
cién individual de cada uno de los puntos (siguiendo el método de Newman Keuls),
demuestra que los niveles 2 y 4 de anfetamina son significativamente distintos de los otros
cuando no se administra oxypertina. Para oxypertina = 1, el nivel 8 de anfetamina es sig-
nificativamente distinto de los niveles 0, 1 y 16 pero no de los niveles 2 y 4. Para
oxypertina = 4, el nivel 8 de anfetamina es significativamente distinto de los demas, que a

su vez no difieren entre si.

El efecto de la oxypertina sobre la exploracién en cada nivel de anfetamina se
muestra en la figura IV-5A. En ella parece que la oxypertina tiende a deprimir la conducta
exploratoria en los niveles bajos de anfetamina (<4), mientras que potencia la exploracién a
niveles mas altos (>8). El analisis de los efectos en cada nivel de anfetamina (tabla IV-V)
muestra efectos no significativos de la oxypertina en los niveles mas bajos (<4). Con 8 mgs
de anfetamina, la oxypertina tiene un marcado efecto (aumentando la actividad exploratoria)
y el test de Newman Keuls muestra que las medias para 1 y 4 mgr. de oxypertina difieren

significativamente de la media sin oxypertina (0 mgr).
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2.2.3.2.- Efectos sobre las estereotipias.

Los efectos de la anfetamina y de la oxypertina se muestran en las figuras

V-3 y IV-4.

En la figura IV-4B parece que la anfetamina tiene un marcado efecto en aumentar
las estereotipias con dosis > 8 mgr en todos los niveles de oxypertina (las estereotipias
apenas sc¢ dan con niveles de anfetamina inferires a 8 mgr). El andlisis de los efectos
muestra que la anfetamina tiene un efecto altamente significtivo sobre las estereotipias en
todos los niveles de oxypertina (tabla IV-V). Las diferencias entre cada punto a lo largo de

una linea muestran que:

a.~ cuando la oxypertina es = 0, las medias para anfetamina = 8 y 16 difieren

significativamente entre sf y con cada uno de los puntos precedentes.

b.~ cuando la oxypertina es =1 y 4, el efecto de 8 mgrs de anfetamina difiere

significativamente del resto que por su parte, no difieren estre si.

Los efectos de la oxypertina en los seis niveles de anfetamina se muestran en la
figura IV-4B. En esta grafica parece que la oxypertina no tiene efecto sobre las estereotipias
para los niveles de anfetamina 0 a 4, mientras que tiene un efecto reductor de las mismas
para los niveles 8 a 16 (la ausencia de efecto de la oxypertina cuando la anfetamina es
menor de 8 mgr puede que sea artificial debida a la inexistencia virtual de estereotipias a

esos niveles de anfetamina. El analisis de la tabla IV~5B muestra que la oxypertina no tiene
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efectos sobre la anfetamina hasta que ésta es =8. A este nivel, la oxypertina tiene un efecto
significativo. El test de Newman Keuls muestra que la puntuacioén de las estereotipias es
significativamente mas baja cuando se administran 4 y 1 mgr. de oxypertina que cuando ésta

no se administra.

2.2.3.3.- Aseo y no actividad (Tabla IV~IV, Fig. IV-5 y IV-6).

La administracion de anfetamina tiende a reducir la cantidad total del asco. Al
analizar cada nivel de oxypertina por separado, vemos que la anfetamina no tiene un efecto
significativo. Cuando oxypertina = 1, tiene un efecto reductor limite (p = 0.08), y cuando es

= 4, tiene un efecto marginalmente significativo no lineal.

En conjunto, a cada nivel de anfetamina separadamente, la oxypertina no tiene un
efecto significativo sobre el aseo, y tampoco hay una interacién entre la anfetamina y la

oxypertina.

La anfetamina, en conjunto y a cada nivel de oxypertina, reduce significativamente

{tabla IV-1V) la no-actividad. La oxypertina no tiene un efecto significativo sobre la no

actividad. No aparece tampoco interaccién anfetamina oxypertina.
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2.3.— Discusién y conclusiones.

De acuerdo con la hipétesis de esquizofrenia expuesta anteriormente, necesitamos un
modelo animal en el cual podamos demostrar, primero, la existencia de unos limites de
tolerancia para la actividad aminérgica, y después, la posibilidad de modificarlos
farmacolégicamente. Parece que de los resultados obtenidos se deduce que el modelo
anfetaminico serviria para este propodsito: con la anfetamina incrementamos la actividad
aminérgica (Costa y Gropeti, 1980; Costa y Garattini, 1970; Snyder, 1974), lo que resulta en
un incremento de la actividad exploratoria hasta que alcanzamos el umbral superior, enton—

ces aparece la actividad estereotipada y disminuye la actividad exploratoria (fig [V-7).

Los efectos de la anfetamina son altamente significativos tanto sobre la exploracién
como sobre las estereotipias (Fs= 7.37 y 21.44 respectivamente, ambos con una p< 0.001).
El efecto sobre la exploracién es claramente curvilineo (F para la no linearidad = 8.8;
p< 0.001) con un pico a los 2 mg. El efecto sobre las estereotipias es lineal sobre el
intervalo explorado aqui. Por lo tanto, tenemos la actividad exploratoria como un indice de
la actividad aminérgica, dentro de los limites de tolerancia, con un umbral superior de

actividad estereotipada y un umbral inferior de actividad exploratoria.

Acerca de las medidas de comportamiento, los datos proporcionan un mayor soporte
para diferenciar la conducta exploratoria de la conducta estereotipada. Respecto a las
correlaciones obtenidas de las medidas de exploracién, concuerdan altamente con otros tra—
bajos sobre medidas similares (Gray, 1965; Russell, 1983) y son consistentes con la

existencia de una dimension de exploracién general que se puede ordenar por puntuaciones
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globales basadas en ¢l conjunto de medidas de la conducta exploratoria o, con una pérdida
poco importante, por una de las demas medidas tomadas por separado: la locomocién es la
medida que mds contribuye al factor exploracion y por [o tanto puede ser considerada como

el mejor indice individual.

La independencia de la actividad exploratoria de la actividad estereotipada se
enfatiza por el hecho de que la puntuacion global de ambas no se correlacionan y de que la
conducta estereotipada no recibe aportes significativos de las medidas exploratorias. Otra
diferencia es que en el tema de las correlaciones para conductas estereotipadas dentro de
cada sujeto, €stas son bajas, excepto para la exploracidn, lo que refleja el hecho de que las
ratas tienden a permanecer durante largos periodos de tiempo en un determiando tipo de
estereotipias, con la exclusién relativa de los otros tipos. Por lo tanto, la puntuacién global
de las estereotipias es el mejor indice de las mismas, no siendo adecuadas las medidas

separadas.

Respecto a las medidas no exploratorias ni estereotipadas, ambas la no actividad y el
aseo, contribuyen de forma negativa tanto al factor exploracién como al factor estereotipias,
mientras que ¢l factor misceldnea no contribuye a ninguno de los dos, de modo que ambas

medidas no parecen Ser utiles para distinguir exploracién de estereotipias.

Este modelo anfetaminico nos permite investigar drogas que aumenten el umbral de
conducta estereotipada (de modo que dosis altas de anfetamina sean toleradas sin producir
conducta estercotipada), y que disminuyan el umbral de conducta exploratoria (de modo que

dosis inferiores de anfetamina producirian estimulacién de la misma). A este respecto hemos
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estudiado la oxypertina como un posible candidato para esta accidn. Cuando se administra
s6la no tiene un efecto significativo sobre la conducta exploratoria ni sobre la estereotipada
{tabla IV-IV), pero cuando se administra en combinacion con la anfetamina encontramos
que la oxypertina tiene un efecto diferencial sobre ambas conductas de modo que la
administracion tanto de 1 como de 4 mg, bloquean la conducta estereotipada inducida por 8
mg de anfetamina mientras que aumenta la exploracién (fig IV-8). La administracién de
0.25 mg de oxypertina no produce efectos significativos sobre ambas conductas, y dosis de
16 mg bloquea no s6lo la conducta estereotipada sino también la conducta exploratoria

(fig I'V~-8). Sobre la conducta exploratoria, por lo tanto, la oxypertina produce el efecto
deseado (aumento del umbral) desplazando la curva de conducta estereotipada a la derecha
(fig TV-3B). Sin embargo, sobre la conducta exploratoria, la oxypertina no disminuye el
umbral y el dmico efecto significativo es un aumento de la conducta exploratoria inducida

por la administracion de 8 mg de anfetamina (fig [V~3A).

Es cuestionable si los estudios sobre la conducta estereotipada (probablemente ligada
a la funcion estriatal, Kelly et al. 1975) son relevantes para la psicosis esquizofrénica, o
incluso si la conducta animal motora dopaminérgica, limbica o estriatal, puede ser (til a este
respecto (Rupniak et al. 1983). Aunque la extrapolacion desde las conductas exploratorias y
estercotipadas de la rata al funcionamiento psicético humano es problematico (vedse
introduccién y apartados I y VI), el efecto de la oxypertina sobre la conducta inducida por
8 mg de anfetamina parece prometedor pero son necesarios otros trabajos para dilucidar que
amina o aminas y qué mecanismo o mecanismos depletores (Back y Hasler, 1968; Anden y

Fuxe, 1971) o bloqueadores (Nakahara, 1980) son responsables de esta interesante accion.
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En resumen podemos concluir que el modelo animal anfetaminico expuesto es un
herramienta experimental dtil para probar el modelo de esquizofrenia propuesto y su
tratamiento. En particular podria ser utilizado para investigar nuevas drogas (posiblemente
andlogos a la oxypertina) capaces de estimular la exploracion y a la vez de inhibir la
conducta estereotipada. Del mismo modo puede ser utilizado para investigar si téxicos
(como el 8-9-THC) o cambios ambientales (como estrés) que parecen fener un efecto
facilitador/inductor de psicosis esquizofrénica (vedse apartado II y III) producen o no un
estrechamiento de los limites de tolerancia a la DA en consonancia con {a hip6tesis
mantenida en esta tésis. Ello se traduciria en un aumento del umbral exploratorio
(desplazamiento de la curva explortatoria dosis-respuesta anfetaminica a la derecha) y una
disminucién del umbral superior (desplazamiento de la curva dosis-respuesta anfetaminica

para estereotipias a la izquierda) al contrario del efecto buscado para la oxypertina.

En el apartado V se estudia esta posibilidad investigando los efectos del THC agudo

y croémico.
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LEYENDAS PARA LAS TABLAS

TABLA IV-I. Correlacion entre drogas y medidas de comportamiento. (N=161).

ANF= ANFETAMINA
OXY= OXYPERTINA

R= Frecuencia rearing

D= Frecuencia dipping

EX= Frecuencia exploracién

L= Frecuencia locomocién

M= Frecuencia misceldnea

EXM= Medidas de Exploracién (R+D+E+L)

SR= Estereotipias rearing

SD= Estereotipias dipping

SE= Estercotipias exploracién

SM= Estereotipias miscelanea

STM= Medidas de estereotipias (SR+SD+SE+SM)

As= Tiempo aseo
NA= No actividad
ANA= Aseo 0 no actividad (As+NA)

Correlaciones significativas (p< 0.05, test de dos colas) subrayados.

TABLA 1V-1I. Peso de las medidas de comportamiento en cada factor (N= 161).
Rotacién Varimax.

Significatividad de los pesos (> 0.3) subrayado.

Factor 1. Se identifica con las medidas de exploracién.

Factor 2. Se identifica con las principales medidas de estereotipias.

Las abreviaturas igual que para la tabla IV-L
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TABLA 1V-I

10,

Li.

13.

14.

16.

ANE

oxY

EX

M

XM

SR

SD

EX

SM

STHM

s

NA

GNA

drogas

CORRELACTON ENTRE DROGAS Y MEDIDAS DE COMPORTAMIENTO (N=161)

antividad exploratoria

5

6

7

.00

.00

.0l

.15

.04

.12

4
.60

.58

L04

actividad estereotipada

10

A7

.01

.12

.00

LAt

02

.06

11

.02

.00

12

19

.16
.01

.M

17

LOR

03

.01

08

.04

no actividad

aseo

14

A0

02

15

96

A2

6
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TABLA IV-IL

PESO DE LAS MEDIDAS DE COMPORTAMIENTO EN CADA FACTOR (N= 161)

ROTACION VARIMAX. CONTRIBUCIONES SIGNIFICATIVAS APARECEN

SUBRRAYADAS.

Medidas Factor 1
R 0.49
D 0.63
EX 043
L 072
M -0.03
SR -0.01
SD 0.12
SM 0.06
SI -0.02
As -0.04
NA -0.74

Factor 2

=-0.20

0.20

-0.03

-0.05

Factor 3

94

071

-(.10

-0.04

-0.00

-0.07

Factor 4

0.04

-0.0

071

0.35

0.04

0.00

-0.04

0.03

-0.11

Factor 6

0.30

0.08

-0.01

0.08

~(.11

-0.06

-0.28



TABLA IV-IIL

A.— ANOVA SOBRE EL TIEMPO, D-ANFETAMINA Y OXYPERTINA DIFERENCIAS

SIGNIFICATIVAS EN LA TABLA (* p< 0.05, ** p< 0.01).

EX S NA As
ANFETAMINA 18.06** 57.96** 49.11** 3.06"
OXYPERTINA ~ 6.40** - _
TIEMPO 14.89** 36.51%+ 12.17** -
ANF x OXY 2.53* 3.72* — —_—
ANF x TIEM 3.387* 15.18** 6.94** -—
OXY x TIEM 3.60** — - —
ANxOXxTIEM 1.91** - — _

B.— RESUMEN DE ANOVAS EN CADA TIEMPO. SE INDICAN LOS RESULTADOS SIGNIFICATIVOS.

EX S NA As
TIEMPO AN OX ANxO AN OX ANx0OX AN OX ANxOX AN OX ANx0X
1 - - - - . e
o x oxx o _ oo _ o -
3 xx  _ 4% s x e -
4 v _ ke £ otk wx o _ -
5 o _ s % ka e _ _ -
6 % o - _ _ xx - _ *
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TABLA 1V-1V Efecto de la anfetamina y de la oxypertina sobreel comportamiento en ratas

EXPLORACION

de medias por periodo de tiempo para los periocdas 3 y 4 combinadaos. { N )

DOSIS OXY
{ mgikg )

DOSTS ANFETAMTINA ( mg/kg)

. Los datos representan la

ESTEREOTIPTIAS

NG ACTIVIDAD

ASEQ

+

P

0.05% ;

# #

P

0
5.8 (13)
8.2 (6)
2.4 (6)
0.7 (13)
0.2 (8)
0.2 (&)
153.7 (13)
135.0 (/)
220.4  (8)
34.6 (13)
29.4 (B}
1.0 (6)

.01

3.2
20.3
12.0

—

Pk PO
Liois

111.3
77.3
88.7

15.1
26.3
19,9

(%)

2

125,5(10)
102.9 {4)
41.6 (4)

1.8(10)
7.4 (4)
4.3 {4}

7.5(10)
3.9 (4)
0.5 14}

6.9(10)
20.9 (4)
8.9 (4)

4
114.0(10)
106.5 (6)

60.2 (3)

13.6010)
3.9 (4)
9.5 (3)

0.7(10)
0.0 {4)
27.0 (3)

4.0(10)
0.2 (4)
6.5 {1)

50.8
150.6
201.8

106,

o]

4.2

{8}
(6)
(6)

(8)
(6)
{6)

(8)
(63}

{6)

{8)
(6]

(6}

20.8
142.3
58.6

171.2
169,72
683.6

0.0

0.0
0.0
.0

(%)
{5)
(5)

(%)
(5)
(%)

ANF
Oxy
ANFxOQXY

ANF
QXY

AR xOXY

ANF
OXY
ANF = OXY

ANF
OXY
ANFxOXY

frecuencia

A5, 61%+#
7.66%

Joagen

A4, 25" =
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TABLA V-V

OXY = 0 QXY = 1 OXY = 4
V-A
0 1 2 4 8 16 ¢] 1 2 4 8 16 0 H P é g 16
0
1
2
A
8
16 X X X X

EXPL. F= 7.88(5,46) p 0.01 IF= 5.83(%,23) p 0.0l fF= 15.13(%,23}) p 0.01
STER Fe 22.0%(5,46) p o 0.01 Fae 13.08{5,24) p 0.01 Foo G.68(5,23) p 0,05
V-B =0 = 1 = 2 = 4 =8 = 16
0 1 4 4] 1 a 0 1 4 0 1 4 y 1 4
0
1 Ex
4

S A
EAPI, F=8.92(2,17) 0.01

STER [=4.5%7(2,17) p 0.05



TABLA IV-VL

A.- EFECTO DE LA OXYPERTINA SOBRE LA ACTIVIDAD ESPONTANEA. MEDIAS 3 ERROR

ESTANDAR DE LA MEDIA.

Dosis (mg/kg) 0 0.25 1 4 16
Actividad motora 7.2 2.8 15.645.8 6.912.8 2.7+2.7 2.34£2.8
Actividad estercotipada 0.74£0.39 1.4+0.58 0.1+0.1 0.3+0.3 0.1+0.1

B.- EFECTO DE LA D-ANFETAMINA SOBRE LA ACTIVIDAD EXPONTANEA. MEDIAS + ERRROR

ESTANDAR DE LA MEDIA,

Dosis (mg/kg) 4] 0.5 1 2 4 8
Actividad motora 72428 31.5+10.5 31.7415.1  1223436.2  113.8£233 46.6+28.1
Actividad esterotipada 0.7+0.4 2.0+£0.9 1 +0.7 25 +1.1 11.5£7.3 106.7+39.9

C.- EFECTO DE LA OXYPERTYNA SOBRE LA ACTIVIDAD INDUCIDA POR LA D-ANFETAMINA

(8 mg/kg). MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA.

Dosis Oxypertina 0 0.25 1 4 16
(mg/kg)

Actividad motora 46.6 +28.11 30.0 8.1 200 +62.8 196.3 +£30.4 4.240.5

Actividad estereotipada 106.7 +40 71.2 125 25.1 189 75 4 0.24£0.2
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FIG. IV-1 OXYPERTINA.

5,6-dimetoxi-2-metil-3- [2-(4—fenil-1-piperacinil)-etillindol.
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FIG. IV-2

TENDENCIAS EN EL TIEMPO DE LAS MEDIDAS DE
ACTIVIDAD AGRUPADAS

100

PUNTUACION (medias por periodo de tiempo)

PERIODOS DE TIEMPO (20 minutos)

MEDIAS DE TODOS LOS TRATAMIENTOS Y DOSIS PARA CADA TIEMPO
—3— (Actividad motora y estereotipada respectivamente)

: ACTIVIDAD ESPONTANEA EN CADA TIEMPO SIN TRATAMIENTO (Actividad
motora y estereotipada respectivamente)

100



FIG, IV-3A EFECTO DE LA OXYPERTINA SOBRE LA CURVA
DOSIS RESPUESTA A LA D-ANFETAMINA PARA
LA ACTIDAD EXPLORATORIA

300
Z.
=
&)
5! —~—a—~ QXY 0 mg/ky
EZ-:- —e—  OXY 1 mg/kg
E -—&— OXY 4 mg/kg

0 1 2 4 8 16
ANFETAMINA mg/kg
FIG. IV-3B EFECTO DE LA OXYPERTINA SOBRE LA CURVA
DOSIS RESPUESTA A LA D-ANFETAMINA PARA
LA CONDUCTA ESTEREOTIPADA.
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z
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E —&— OXYPEHRTINA & mg/kg
r.d
=
& 50

0 1 2 4 8 16
ANFETAMINA mg/kg
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FIG. IV-4A
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FIG. [V-4B

PUNTUACION

EFECTO DE LA OXYPERTINA A LAS DISTINTAS
DOSIS DE D-ANFETAMINA PARA LA CONDUCTA
EXPLORATORIA

250

150 1 r4

OXYPERTINA mg/kg

EFECTO DE LA OXYPETINA A LAS DISTINTAS
DOSIS DE D-ANFETAMINA PARA LA CONDUCTA
ESTEREOTIPADA

200
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OXYPERTINA mg/kg
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FIG. Iv-5A EFECTO DE LA OXYPERTINA A LA CURVA DOSIS
RESPUESTA A LA D-ANFETAMINA PARA LA
CONDUCTA DE ASEO.
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FIG. IV-5B EFECTO DE LA OXYPERTINA SOBRE LA CURVA

DOSIS RESPUESTA A LA D-ANFETAMINA PARA
LA NO ACTIVIDAD.
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FIG. IV-6A

PUNTUACION

FIG. IV-6B
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FIG. IV-7 CURVA DOSIS RESPUESTA A LA D-ANFETAMINA
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FIG. IV-8 EFECTO DE LA OXYPERTINA SOBRE LA ACTIVIDAD
INDUCIDA POR LA D-ANFETAMINA (8 mg/kg)
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V.- EFECTOS DEL 46-9-THC SOBRE EL MODELO

ANFETAMINICO
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1.- INTRODUCCION.

Aunque existe cierta controversia acerca de la relacién entre el cannabis y la
esquizofrenia, distintos autores (Andreasson et al. 1987; Allebeck, 1991} sugieren que el
consumo de cannabis puede producir, o al menos facilitar, la aparicién de procesos psicd-
ticos estimulando los sistemas dopaminérgicos cerebrales (Banarjee et al. 1975; Sakurai et
al. 1985 y 1989; Ton, 1988; Chen et al. 1990a, b; Taylor et al. 1988; Poddar y Dewey,

1980; Bloom, 1982; Johnson et al. 1976; Hershkowitz y Szechtman, 1979).

De acuerdo con la teoria de los limites de tolerancia a la DA y basidndonos en el
modelo experimental anfetaminico desarroliado y validado previamente, proponemos que si
el cannabis es capaz de desencadenar brotes psicéticos o de provovar la aparicién de brotes
esquizofrénicos, también producird un estrechamiento de los limites de tolerancia a la DA
que se manifestara, tanto a nivel de comportamiento como a nivel bioquimico, por una
potenciacion de los efectos de la d-anfetamina que es bien sabido puede provocar un brote
psicético indistinguible de la esquizofrenia paranoide o exacerbar uno previamente existente

(ver introduccion general).

Para ello hemos realizado una serie de trabajos a nivel de comportamiento que se
completardn con el estudio neuroquimico mediante la técnica de HPLC (cromatografia

liquida de alta presion).
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V-1.- CURVA DOSIS RESPUESTA A LA D-ANFETAMINA.
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Aunque previamente hemos descrito un trabajo similar (apartado 1V), al tratarse de
una cepa de ratas diferente (wistar) por dificultades en el suministro, creemos necesario por
razones metodologicas convalidar el estudio a nivel de comportamiento en la cepa de ratas

que utilizamos en todos los experimentos de este apartado V.

1.- MATERIAL Y METODOS.

En este trabajo hemos utilizado 47 ratas wistar machos de 200-225 grs (las ratas
fueron obtenidas de PANLAB). Durante un periodo previo de al menos 15 dias, las ratas
permanecieron enjauladas por parejas con libre acceso a la comida y al agua, en una
habitacién con un ciclo de luz invertido (luz de 20 a 8h). Las pruebas se realizaron durante
la fase de oscuridad (activa) del ciclo. La d—amfetamina se obtuvo de Sigma Chemical. Los
animales controles recibieron el mismo volumen con el vehiculo solvente empleado en las
drogas (suero fisiolégico). Los tratamientos fueron randomizados y el observador ignoraba el

tratamiento recibido por cada rata.

Inmediatamente después de la administracién i.p., colocdbamos a cada animal en el
campo abierto descrito en el experimento anterior conservando las mismas condiciones

ambientales.

Los principales pardmetros estudiados han sido descritos en el apartado IV (pags. 79

y 80).

110



2.- RESULTADOS.

Los resultados obtenidos fueron analizados con el paquete estadistico BMDP. Por
una parte se aplicO un analisis de la varianza para estudiar el efecto de la dosis, el efecto del
tiempo y la posible interaccién entre ambos (dosis vy tiempo) respecto de cada una de las
variables de conducta. Ademas aplicamos el analisis de la varianza para ver el efecto de la

dosis sobre los valores totales de cada variable.

Posteriormente aplicamos el test de Duncan para comparar grupos especificos entre
si (tratados—control) en cada periodo de tiempo y respecto a los valores totales de cada

variable.

2.1.- Actividad exploratoria.

Los resultados indican un efecto claro dependiente de la dosis F(34/184)=11.27,
p< 0.00001, de forma que la actividad exploratoria organizada aumenta con las dosis de
d-anfetamina, alcanzando la mayor intensidad con dosis de 4 mg/kg (ver tabla V-1-1,
figuras V-1-1 a V-1-6) y disminuye con dosis mayores. Del mismo modo se observa un
claro efecto dependiente del tiempo F(34/184)=34.28, p< 0.00001, con efectos maés claros a
partir de T2, cuando el animal se ha acostumbrado al campo. No existe interaccién dosis—

tiempo, F(34/184)=1.42, p=0.10.
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También observamos un efecto dependiente de la dosis respecto a los valores totales

de la variable F(6/37)=5.13, p<0.0001 (ver tabla V-1-1 y fig V-1-25).

Los resultados del test de Duncan se muestran en la tabla V-1-I, *p< 0.05, y con

letras en la fig. V-1-23 para una p< 0.05.

2.2.- Actividad motora (actividad exploratoria + actividad locomotora).

Los resultados indican un efecto claro dependiente de la dosis F(34/184)=14,
p< 0.00001, de forma que la actividad motora organizada aumenta con las dosis de d-
anfetamina, alcanzando la mayor intensidad con dosis de 4 mg/kg (ver tabla V-1-1I, figuras
V-1-7 a V-1-12) y disminuye con dosis mayores. Del mismo modo se observa un claro
efecto dependiente del tiempo F(34/184)=31.48, p< 0.00001, siendo de nuevo a partir de T2
cuando los efectos son maés claros. No existe interaccién dosis—tiempo, F(34/184)=0.75,

p=0.795.

También observamos un efecto dependiente de la dosis respecto a los valores totales

de la variable F(6/37)=6.05, p<0.005 (ver tabla V-1-II y fig V-1-26).

Los resultados del test de Duncan se muestran en la tabla V-1-II, *p< 0.05 y con

letras en fig. V-1-26 para una p< 0.05.

112



2.3.— Actividad estereotipada.

Los resultados indican un efecto claro dependiente de la dosis F(34/184)=21.15,
p< 0.00001, de forma que la actividad estereotipada aumenta con las dosis de d—anfetamina
a partir de 4 mg/kg, y son significativas con dosis de 8 y 16 mg/kg (ver tabla V-1-III,
figuras V-1-13 a V-1-18). Del mismo modo se observa un claro efecto dependiente del ti-
empo F(34/184)=7.09, p<0.00001, siendo T2, T3, T4 y T5 significativos. No existe

interaccidn dosis—tiempo, F(34/184)=1.43, p=0.079.

También observamos un efecto dependiente de la dosis respecto a los valores totales

de la variable F(6/37)=13,83, p<0.0001 (ver tabla V-1-1II y fig V-1-27).

Los resultados del test de Duncan se muestran en la tabla V-1-III, *p< 0.05 y con

letras en fig. V-1-27 para una p< 0.05.

2.4.- No actividad (en segundos).

Los resultados indican un efecto claro dependiente de la dosis F(34/184)=47.13,
p< 0.00001, de forma que la no actividad disminuye con las dosis de d-anfetamina,
alcanzando la mayor disminucion con dosis de 4 mg/kg y mayores (ver tabla V-1-1V,
figuras V-1-19 a V-1-24). Del mismo modo se observa un claro efecto dependiente del
tiempo F(34/184)=6.90, p< 0.00001, siendo T2, T3, T4 y TS5 significativos. Ademads existe

una clara interaccidén dosis-tiempo, F(34/184)=3.25, p< 0.00001.
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También observamos un efecto dependiente de la dosis respecto a los valores totales

de la variable F(6/37)=6.05, p<0.0005 (ver tabla V-1-1V y fig V-1-28).

Los resultados del test de Duncan se muestran en la tabla V-1-IV, *p< 0.05 y con

letras en fig. V-1-28 para una p< 0.05.
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TABLA V-1-1.

r

DOSIS mg/kg | ACTIVIDAD EXPLORATORIA EN CADA PERIODO DE
ANFETAMIN | TIEMPO Y TOTALES. MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA
A. (N) MEDIA.
T1 T2 T3 T4 TS TOTAL
VEHICULO 74.66 22.16 11.83 19.66 22.5 127.8
(6) +5.91 +6.32 +4.33 +8.34 +7.6 +11.2
0.5 ANFETA. 91.7 335 29.14 22.14 24.85 176.5
(7) +6.2 +5.8 +8.08 +7.76 +10.44 +214
1 ANFETA. 89.66 40.5 *55.6 334 41 219.2
(7) +7.66 +9.5 +9.91 +12.0 +15.36 +34.1
2 ANFETA. 74.85 347 48.33 *62.91 *62.2 220.8
{7 +5.5 +6.7 +7.71 +1.01 +12.45 +8.2
4 ANFETA. 75.57 *75.28 *50.28 *66.8 522 *277
(7) +15.8 +8.44 +9.36 +12.2 +14.8 +34.1
8 ANFETA. 83.5 22 18.8 1.5 21 136
(7) +7.66 1+9.29 +9.04 +6.2 +12.6 +20.8
16 ANFETA. 795 8.66 13.5 12.3 14.1 114
(6) +8.21 +8.26 £12.5 £12.3 +14.1 +33.6
-
RESULTADOS.

ANOVA DOSIS, F(34,184)= 11.27, p< 0.00001.
ANOVA TIEMPO, F(34,184)= 34.28, p<0.00001,
INTERACCION DOSIS-TIEMPO, F(34,184)=1.42, p=0.10.

ANOVA DOSIS-VALORES TOTALES, F(6,34)=5.13, p< 0.0001.
Test de Duncan, Tratados~Control * p< 0.05.
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TABLA V-1-II.

DOSIS mg/kg | ACTIVIDAD MOTORA EN CADA PERIODO DE TIEMPO Y
ANFETAMIN | TOTALES. MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA.
A. ™)
T1 T2 T3 T4 TS5 TOTAL
VEHICULO 142.8 34.1 16.1 32.1 373 2253
(6) +14.0 +9.8 +4.4 +14.1 +12.6 +19.9
0.5 ANFETA. 182.4 61.7 54.5 38.1 41.8 336.8
(7) +14.8 +9.9 +14.9 +13.4 +12.1 +45.0
1 ANFETA. 189 86 *109.5 67.6 63.5 *455.4
(7) +12.6 +24.1 +20.6 +26.3 +28.9 +82.1
2 ANFETA. 168.2 *112.5 *96.6 92.1 *126.2 *469.4
(7 +17.0 +31.1 +17.0 +23.9 +29.7 +33.5
4 ANFETA. 1844 *156.1 *140.4 *142.1 100.8 *623.1
) +18.9 +19.9 +15.4 +28.2 +17.2 162.0
8 ANFETA. 170.8 59.4 65 44.4 58.1 329.7
(7) +10.1 +22.1 129.9 +22.1 +36.2 +65.5
16 ANFETA. 161.5 21.5 26.5 23.8 28 233.3
(6) +8.8 +13.8 1249 +23.8 128 +58.2
RESULTADOS.

ANOVA DOSIS, F(34,184)=14, p< 0000.1.

ANOVA TIEMPO, F(34,184)=31.48, p< 0000.1
INTERACCION DOSIS-TIEMPO, F(34,184)=0.75, p=0.795.
ANOVA DOSIS-VALORES TOTALES, F(6,37)=6.05, p< 0.005

Test de Duncan, tratados—control, * p< 0.05
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TABLA VY-1-1II.

DOSIS mg/kg | ACTIVIDAD ESTEREOTIPADA EN CADA PERIODO DE
ANFETAMIN | TIEMPO Y TOTALES. MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA
A N MEDIA.

T1 T2 | 13 T4 TS TOTAL
VEHICULO 1.33 0.1 0.1 0.6 0.6 2.1
(6) +0.71 +0.1 +0.1 0.3 0.4 +0.6
0.5 ANFETA. 3.5 0.7 1.7 1.5 02 75
(7) +1.1 +0.4 +1.0 +1.2 0.8 +1.4
1 ANFETA. 4.1 0.8 3.6 02 0.5 8.7
(7) +08 +0.4 424 402 +0.5 +2.7
2 ANFETA. 2.7 0.7 0.1 0.8 0.8 43
0 +1.0 +0.4 +0.1 +0.4 +0.4 +0.8
4 ANFETA. 2.1 1.1 1.8 48 44 9.8
(7 +13 +0.7 +10 ] #27 432 +4.1
8 ANFETA. 35 *68.5 *1342 | *156.8 | *1012 | *363
(7) +0.9 +25.7 +47 +41.4 +568 | +1184
16 ANFETA. 0.33 *189 *196.8 | *192 *200 *578.1
(6) +0.33 4379 +39.4 439 +40 +115.9
RESULTADOS.

ANOVA DOSIS, F(6,37)=47.13, p< 0.00001.
ANOVA TIEMPO, F(6,37)=6.90, p< 0.00001

INTERACCION DOSIS-TIEMPO, F(6,37)= 3.25, p< 0.00001.

ANOVA DOSIS-VALORES TOTALES, F(6,37)=13.83, p< 0.0001
Test de Duncan, tratados—control, * p< 0.05.
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TABLA V-1-1V,

DOSIS mg/kg | NO ACTIVIDAD (EN SEGUNDOS) EN CADA PERIODO DE
ANFETAMIN | TIEMPO Y TOTALES. MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA
A. (N) MEDIA.
T1 T2 T3 T4 T5 TOTAL
VEHICULO 12.8 125 156 136.6 137 430.5
(6) +6.4 +27.4 +15.9 +36.1 +35.2 +32.4
0.5 ANFETA. 8.7 81.8 98.1 107.5 134.8 *296.1
(7) +2.0 +23.7 +31.5 +29.4 +33.7 +62.4
1 ANFETA. 3.8 *63.5 *38 99.8 63.5 *205.1
¢) +2.4 +0.5 +2.4 +42.2 +28.9 +93.5
2 ANFETA. 10 *58.3 *353 *26.1 *26.1 *129.7
(7) +5.0 126 +8.4 +10.7 +10.7 +48.3
4 ANFETA. 58 *13.2 *11 *16.3 *46.6 *46.4
(7) +2.9 +7.4 19.5 +69 +12.4 +25.9
8 ANFETA. 0.5 *16 *7 *18.1 *7.2 *41.7
(7 +0.5 +8.7 +5.1 19.6 +6.0 +20.8
16 ANFETA. 0.3 *16.3 *5.9 *12 *7.1 *34.5
(6) +0.3 +15.9 +5.6 +7.8 +7.1 +24.6
RESULTADOS.

ANOVA-DOSIS, F(6,37)=47.13, p< 0.00001.
ANOVA-TIEMPO, F(6,37)=6.90, p< 0.00001.

INTERACCION DOSIS-TIEMPO, F(6,37)=3.25, p< 0.00001.

ANOVA DOSIS-VALORES TOTALES, F(6,37)=6.05, p< 0.0005
Test de Duncan, tratados—control,* p< 0.05.
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3.~ DISCUSION.

Uno de los problemas fundamentales en investigacion proviene de la necesidad de
controlar en la medida de lo posible cualquier variable no relevante que pueda aumentar la
variabilidad de los resultados. Ello implica, en investigacién animal, el control estricto de
las condiciones ambientales de luminosidad, humedad, temperatura, alimentacién, etc.
ademas de otras como la edad, el peso, la hora del dia en el que se realiza la investigacion,
etc. Naturalmente como s¢ observa en la metodologia todas estas condiciones se han
mantenido escrupulosamente a lo largo de todos los experimentos. Aun asi debido a la
posibilidad de {a existencia de variables no conocidas 0 no controladas, cuya influencia
puede ser disminuida en un muestreo al azar de los animales mantenidos todos ellos en
dichas condiciones idénticas, es importante siempre que es posible que los animales del
grupo control sean estudiados a la vez y en una combinacion al azar con los animales
experimentales. De este modo se consigue una mayor homogeneidad de los resultados y una

mayor seguridad en las inferencias obtenidas de los mismos.

En este sentido, uno de los problemas que nos encontramos en la realizacion de los
trabajos presentados en esta tesis, deribaron del hecho de que la casa proveedora de los
animales hooded lister utilizados en el experimento anterior (modelo anfetaminico} dejaron
de suministrar dicha raza. Por ello, al vernos obligados a cambiar de casa suministradora y
de raza para los siguientes animales (albino wistar) existia la posibilidad de que los
resultados del modelo anfetaminico no fueran extrapolébles a esta nueva raza de animales.

Para obviar dicho problema, hemos repetido la curva dosis respuesta a la d—anfetamina con
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ratas albino wistar de la misma raza de la que se han utilizado en todos los experimentos

que se refieren a los estudios con cannabis en los apartados correspondientes.

A la vista de los resultados descritos anteriormente, podemos comprobar que
efectivamente la curva dosis respuesta a la anfetamina se mantiene esencialmente similar a
la descrita en el apartado anterior. Asi, en lo que se refiere a la exploracién encontramos un
efecto maximo con la dosis de 4mg/kg de anfetamina, encontramos que dicho aumento en la
actividad exploratoria es dependiente de la dosis hasta el maximo de 4mg v que disminuye
con las dosis altas de 8mg/kg. En el caso de la actividad estercotipada observamos que ésta
practicamente no aparece con dosis bajas de anfetamina apareciendo solamente de manera
marcada en las dosis mas altas de anfetamina (8mg/kg y 16mg/kg). En lo que se refiere a la
actividad locomotora y a la actividad motora (exploratoria mas locomotora) los resuitados
siguen el mismo perfil que en el caso de la conducta exploratoria. Por tltimo, en lo que se
refiere a la no actividad, observamos que su perfil es practicamente opuesto, como es logico
esperar, a la actividad motora sumada a la actividad estereotipada para las dosis altas (véase

figs. V-1-19 a V-1-24 y fig. V-1-28).

Estos resultados son superponibles en esencia a los encontrados en el apartado
anterior de manera que podemos deducir que el modelo anfetaminico es aplicable a las ratas
albino wistar justificindose asi su utilizacion para los experimentos subsiguientes (véase més
adelante). Ello hace que el modelo anfetaminico sea particularmente fiable por la
consistencia de sus resultados no s6lamente en diferentes razas de animales sino en diversas

condiciones experimentales y por diferentes grupos investigadores de diferentes centros
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como se refleja en el consenso general de los grupos que investigan los efectos de la

anfetamina en animales de experimentacion.

En conclusion podemos afadir a las conclusiones del experimento anterior acerca del
modelo anfetaminico que los efectos encontrados en el apartado anterior con ratas hooded

lister se producen también en las ratas albino wistar.

Asi mismo también encontramos que de la misma forma que en el experimento
anterior, vy aunque los efectos descritos resultan claros cuando comparamos actividades
totales, ya sea esta exploratoria, estereotipada, motora o de no actividad, los efectos se
demarcan con mayor nitidez cuando nos fijamos en las puntuaciones obtenidas en los
tiempos 3 y 4 (40 y 60 minutos después de la administracién de la anfetamina) debido a que
durante estos tiempos el efecto farmacolégico de la anfetamina estaria menos contaminado
por diferencias farmacocinéticas y por diferencias debidas al efecto de la novedad al
introducir al animal en el aparato de estudio, ya que dichos efectos aparecen
fundamentalmente en un tiempo mas temprano cuando el animal todavia no se ha
acostumbrado a la situacién experimental y cuando la anfetamina estd llegando a su lugar de

accion tras distribuirse por los diferentes compartimentos corporales.

A pesar de ello hemos considerado que resulta ilustrativo de los posibles efectos de
la anfetamina y del cannabis los resultados obtenidos en cada uno de los tiempos estudiados
separadamente, ya que ello puede darnos informacioén acerca de los efectos de las diferentes
interacciones farmacolégicas con el efecto de la novedad y permite ademas un analisis mas

detallado de los resultados. En los siguientes experimentos por comsiguiente decidimos
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presentar no sélamente los datos obtenidos cn los tiempos tercero y cuarto sino individuali-

zados para cada tiempo asi como los totales.
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V-2.- CURVA DOSIS RESPUESTA AL 6-9-THC (AGUDO).
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1.- MATERIAL Y METODOS.

En este trabajo hemos utilizado 62 ratas wistar (PANLAB) machos de 200-225 grs
en el momento de la experimentacién. Durante un periodo previo de al menos 15 dias, las
ratas permanecieron enjauladas por parejas con libre acceso a la comida y al agua, en una
habitacién con un ciclo de luz invertido (luz de 20 a 8h). Las prucbas se realizaron durante
la fase de oscuridad (activa) del ciclo. El 8-9-THC se obtuvo de Sigma Chemical. Durante
todo el trabajo se ha utilizado 8-9-THC purificado en solucién de etanol obtenido de Sigma
Chemical (Londres) y conservado a —-40°. Las preparaciones se realizaban diarimente segiin
el método, modificado, utilizado por Hiltunen et al. (1988). Las suspensiones contenian
propilenglicol 5%, Tween—-80 5%, y suero salino fisiologico 90%. La forma de ad-
ministracién era intraperitoneal (i.p.) en un volumen final de 1 ml por Kg de peso. En
primer lugar prepardbamos el vehiculo solvente, (propilenglicol, Tween-80 y suero salino
fisiologico) en las proporciones mencionadas. El 8-9-THC, lo disolviamos en el vehiculo
solvente mediante ultrasonicacién y posteriormente gasificibamos la solucién con N2

liquido para evaporar el etanol ¢ impedir la oxidacién del 8-9-THC.

Los animales controles recibieron el mismo volumen con el vehiculo solvente
empleado en las drogas. Los tratamientos fueron randomizados y el observador ignoraba el

tratamiento recibido por cada rata.

Inmediatamente después de la administracién i.p. colocidbamos a cada animal en el

campo abierto descrito en el apartado IV conservando las mismas condiciones ambientales.
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Los principales pardmetros estudiados han sido descritos en el apartado I'V (pags. 79

y 80).

2.- RESULTADOS.

Los resultados obtenidos fueron analizados con el paquete estadistico BMDP. Por
una parte se aplicd un analisis de la varianza para estudiar el efecto de la dosis, el efecto del
tiempo y la posible interaccion entre ambos {dosis y tiempo) respecto de cada una de las
variables de conducta. Ademas aplicamos el analisis de la varianza para ver el efecto de la

dosis sobre los valores totales para cada variable.

Posteriormente aplicamos el test de Duncan para comparar grupos especificos entre
si (tratados—control) en cada periodo de tiempo y respecto a los valores totales para cada

variable.

2.1.- Actividad exploratoria.

Los resultados indican un efecto claro dependiente de la dosis F(39/269)=11.27,

p< 0.00001, de forma que la actividad exploratoria organizada aumenta con dosis bajas de

THC (0.1 y 0.4 mg/kg) y disminuye con dosis mayores (6.4, 12.8 y 25.6 mg/kg) de forma

significativa (ver tabla V-2-I, figuras V-2-1 a V-2-7).
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Del mismo modo se observa un claro efecto dependiente del tiempo

F(39/269)=78.74, p< 0.00001, con mayor significatividad en los periodos T1 y T2.

No existe interaccién dosis-tiempo, F(39/269)=1.46, p=0.068.

También observamos un cfecto dependiente de la dosis respecto a los valores totales

de la actividad exploratoria F(6/37)=5.13, p<0.0001 (ver tabla V-2-1y fig V-2-21).

Los resultados del test de Duncan se muestran en la tabla V-2-I, * p< 0.05 y con

letras en fig. V~2-21 para una p< 0.05.

2.2.~ Actividad motora (actividad exploratoria + actividad locomotora).

Los resultados indican un efecto claro dependiente de la dosis F(39/269)=8,77,

p< 0.00001, de forma que la actividad motora organizada aumenta con dosis bajas y

disminuye con dosis altas de THC, (ver tabla V-2-1II, figuras V-2-8 a V-2-14).

Del mismo modo se observa un claro efecto dependiente del tiempo

F(39/269)=31.48, p< 0.00001, siendo T1 y T2 los periodos mas significativos.

Si existe interaccion dosis-tiempo, F(39/269)=1.82, p< 0.01.
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También observamos un efecto dependiente de la dosis respecto a los valores totales
de la actividad motora F(7/50)=3,68, p< 0.0005, con significatividad para las dosis de 1.6

mg/kg de delta~9-THC o mayores (ver tabla V-2-11 y fig V-2-22).

Los resultados del test de Duncan se muestran en la tabla V=-2-II, * p< 0.05 y con

letras en fig. V-2-22 para una p< 0.05.

2.3.- Actividad estereotipada.

Los resultados indican un efecto dependiente de la dosis F(39/269)=, p< 0.05. (ver

tabla V-2-III)

No existe efecto del tiempo sobre la variable, F(39/269)=1.35, p=0.25, y tampoco

observamos interaccton entre ambos factores, F(39/26%9)= 0.79, p=0.7668.

Tampoco observamos efecto de las dosis sobre los valores totales de la actividad

estereotipade, F(7/50)=5.91, p=0.3045 (ver tabla V-2-III y fig V-2-23).

Los resultados del test de Duncan se muestran en la tabla V-2-III, *p< 0.05 y con

letras en fig V-2-23 para una p< 0.05.
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2.4.- No actividad (en segundos).

Los resultados indican un efecto claro dependiente de la dosis F(39/269)=11.80,

p< 0.00001, de forma que la no actividad aumenta claramente con las dosis mas altas, 6.4,

12.8 y 25.6 mg/kg. Ver tabla V-2-IV y figuras V-2-15 a V-2-21.

Del mismo modo se observa un claro efecto dependiente del tiempo

F(39/269)=47.07, p< 0.00001, siendo T1 y T2 los periodos mas significativos.

No existe interaccion dosis—tiempo, F(39/269)=1.05, p=0.3985.

Si observamos un efecto dependiente de la dosis respecto a los valores totales de la

inactividad F(7/50)=6.05, p< 0.0001 (ver tabla V-2-1V y fig V-2~-24).

Los resultados del test de Duncan se muestran en la tabla 5-2-4, *p< 0.05 y con

letras en fig. V-2-24, para una p< 0.05.
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TABLA V-2-L

DOSIS THC ACTIVIDAD EXPLORATORIA EN CADA PERIODO DE TIEMPO Y TOTALES.
mg/kg. (N) MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA.
T1 T2 T3 T4 T5 TOTAL
VEHICULO 47.12 19.75 B.87 828 7.62 83.14
(8) +3.34 14.51 +4.69 +4.52 +4.52 +12.46
0.025 THC 52.11 2155 7.33 8 1222 %9.0
(9) 14.82 +5.05 +3.86 +4.7 +4.03 +10.74
0.1 THC 59.44 21.22 15.33 6.44 15.82 102.4
(%) +3.31 +3.52 +4.49 +2.92 +5.52 +11.4
I
0.4 THC 5777 25 18.22 9.11 177 110.11
%) +7.79 519 +5.31 +3.02 +4.77 +15.05
1.6 THC 43.42 21.57 3.42 14.5 3.85 80.37
(7 1+8.68 1637 +1.87 +7 +2.82 $20.11
6.4 THC *22.66 2.66 0.57 342 0 *30
6) +4.91 +1.77 £0.57 +2.22 0 +7.51
12.8 THC *24.5 *0.66 2 1.71 485 *29.5
0 +7.88 10.42 +1.58 +1.71 +2.94 9.1
25.6 THC *33.33 3.16 3.57 0 0 *40.16
) +14.46 +2.19 +2.48 0 +0 +19.30
RESULTADOS.

ANOVA DOSIS F(39,269)=11.27, p< 0.00001.
ANOVA TIEMOR F(39,269)=78.74, p< 0.00001

INTERACCION DOSIS-TIEMPO F(39,269)=1.46, p=0.068.
ANOVA DOSIS VALORES TOTALES F(7,50), p< 0.0005,

Test de Duncan, tratados control *p< 0.0s.
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TABLA V-2-IL

ANOVA DOSIS F(39,269)=8.77, p< 0.00001.

ANOVA TIEMPO F(39,269)=109.27, p< 0.00001.

INTERACCION DOSIS TIEMPO F(39,269)=1.82, p< 0.01.

ANOVA DOSIS VALORES TOTALES F(7.50)=3.68, p< 0.0005
Test de Duncan ,tratados—control, * p< 0.0,
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DOSIS THC ACTIVIDAD MOTORA EN CADA PERIODO DE TIEMPO Y TOTALES.
mg/kg.(N) MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA,
T1 T2 T3 T4 TS TOTALES
VEHICULO 107.5 371 15.8 15.2 141 1752
(8) +9.6 9.3 8.8 8.6 +6.3 +24.4
0.025 THC 1226 395 12.6 12.5 19 187.4
)] $11.2 9.9 +7.1 +7.5 +6.5 +18.9
0.1 THC *138.8 44.7 29.4 10.1 256 223.2
(%) 18.3 +10.8 +8.4 +5.0 +8.8 £24.7
0.4 THC 119.7 42.8 317 14 141 208.4
(9) +17.4 19.2 +10.5 +4.6 8.7 +30.9
1.6 THC *§1.7 347 4.1 19.6 5 *150.1
{7) 3173 #10.8 23 +92.5 32 353
6.4 THC *68.5 *6.3 6.7 1i.1 0 *86.1
{6) +158 +4.2 +0.7 +7.2 +0 +20.8
12.8 THC *61.3 *1.5 2.4 6.5 12 *71.7
{7 +18.8 +1.0 +1.6 +6.5 8.1 215
|
25.6 THC *74.8 13.6 137 0 0 *102.1
) +27.4 +10.3 +11.4 +0 +0 +47.4
RESULTADOS.
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TABLA V-2-IIL

[ DOSIS THC ACTIVIDAD ESTEREOTIPADA EN CADA PERIODO DE TIEMPO Y
mg/kg. (N) TOTALES. MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA.
B T1 T2 T3 T4 5 TOTALES
VEHICULO 1.1 0.2 0 G.1 0.2 14
{8 +1.1 10.2 10 0.1 +0.2 £1.2
0.025 THC 0.6 03 0 0 ] 09
(9) +0.4 +0.2 +0 +0 +0 +0.6
— ] -
0.1 THC 0 0 0 0 0 0
() 10 10 +0 +0 +0 +0
0.4 THC 0.7 0.1 0 0 ¢ 0.8
9 +0.5 +0.1 +0 +0 £0 +0.5
1.6 THC 0 0.1 0 0.6 0 0.8
N +0 0.1 0 +0.6 +0 0.8
6.4 THC Q 0.1 T 0 qQ 0 0.1
(6) +0 +0.1 +0 £0 0 101
12.8 THC 3 0 1 0 2 4
N +3 +0 £ +0 +1.8 +2.9
25.6 THC 0.5 0.1 0 0 0 0.6
(N +0.5 +0.1 10 10 10 0.6
RESULTADOS.

ANOVA-DOSIS, F(39,269)=2.51, p< 0.05
ANOVA-TIEMPO, F(39.269)=1.35, p=0.25

INTERACCION DOSIS-TIEMPO, F(39,269)=0.79, p=0.7668.
ANOVA DOSIS- VALORES TOTALES, F(7,50)=5.91, p=0.3045.

Test de Duncan, tratados-control, * p<o.0s.
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TABLA V-2-1V.

DOSIS THC NO ACTIVIDAD (EN SEGUNDOS) EN CADA PERIODO DE TIEMPO Y TOTALES.
mg/kg. (N) MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA.
T1 T2 T3 T4 T5 TOTAL
{{ VEHICULO 20.2 101.8 123.1 181.1 180 426.2
(8) +5.3 +28.2 +113 +20.6 +19.6 +774
0.025 THC 28.3 108.1 191.4 196.7 170.5 524.6
(% +8.3 +21.4 +21.3 +22.5 +22.7 +44.3
0.1 THC 274 117.6 147.3 186.4 143.6 478.8
9 +14.3 +27.3 +19.1 +20.7 +28.2 +522
0.4 THC 37.4 79.3 129.8 186.1 183.7 432.7
(9 +16.1 +18.5 +28.1 +19.1 +31.2 +51.3
1.6 THC 66.5 131.2 2158 174.3 212.4 5878
) +27.8 +29.4 +11.2 +28.7 +14.8 +79.3
6.4 THC *124.1 *219 235 208.5 238 *786.6
(6) +24.1 +71.5 +2.9 +19.5 +0.2 +41.9
12.8 THC *122.3 *226 222.4 2258 190.4 *796.5
(7} +31.5 +7.7 17.6 +11.6 +26.6 +43.1
25.6 THC *118.6 *195.8 210.1 238 238 *762.5
IL (7 +39.9 +27.5 21.5 +0.2 +0.2 +77.0
RESULTADOS.

ANOVA-DOSIS, F(39,269)=11.80, p< 0.00001

ANOVA TIEMPO, F(39,269)=47.07, p< 0.00001

INTERACCION DOSIS-TIEMPO, F(39,269)=1.05, p=0.3985.
ANOVA DOSIS-VALORES TOTALES, F(7,50)=5.91 , p< 0.0001

Test de Duncan, tratados-control,* p<0.0s.
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FIG. V-2-18
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3.~ DISCUSION

De los resultados descritos en los parrafos anteriores se observa que el 8-9-THC
tiene un efecto agudo diferente dependiendo de la dosis utilizada. Asi vemos que mientras
que a dosis bajas existe un efecto dosis dependiente estimulador de las conductas motoras
tanto exploratoria como locomotora cuando comparamos la actividad total durante la
primera hora, en el caso de las dosis altas por encima de 0.4mg/kg existe un efecto depresor
también dosis dependiente sobre estas mismas conductas. El hecho de que los efectos
depresores de la actividad se vean mds claramente en los primeros periodos {T1 y T2)
probablemente sea debido a que en estos periodos la actividad basal (dosis 0) es mayor de
modo que es mas facil ver diferencias. En los tiempos tardios la actividad basal es tan baja

que resulta mas dificil observar un efecto depresor significativo.

Estos efectos estan de acuerdo con los trabajos referidos en la introduccién acerca de
efectos agudos de tipo estimulante a dosis bajas y efectos depresores a dosis altas de THC
(Dewey, 1986). Sin embargo el estudio detallado de las graficas y de las tablas de los
resultados demuestran claramente que el efecto fundamental es de tipo depresor sobre la
actividad exploratoria y la actividad motora general a dosis altas de THC mientras que el
efecto a dosis bajas, incluso en {os casos en {os que dicho efecto es significativo, se trata de

un efecto pequefio y que no es consistente en todos los tiempos estudiados.

En lo que se refiere a las estereotipias debido probablemente al hecho de que este

tipo de actividad es muy poco frecuente en este experimento, las diferencias son marginales.
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En e} caso de la no actividad de nuevo observamos como independientemente de su
significatividad los efectos mayores los encontramos en el sentido de un aumento del

periodo de no actividad con dosis altas de THC.

Por consiguiente como resumen podemos concluir que de acuerdo con la literatura
(Dewey, 1986) existe un efecto diferencial del THC sobre la conducta espontdnea de las
ratas en el sentido de que el efecto de dosis bajas seria mas bien de tipo estimulador
(aumento de las conductas motoras) mientras que los efectos de dosis altas tendrian un
efecto de tipo depresor (disminucion de dichas conductas) y que dicho efecto es

particularmente marcado en lo que se refiere a las dosis altas de THC agudo.

Del examen de los datos resumidos en las tablas y figuras correspondientes podemos
deducir también que los estudios de la actividad total en la primera hora asi como los
estudios en cada uno de los tiempos registrados permite observar diferencias que pasarian
desapercibidas en el caso del THC si nos limitaramos a estudiar los efectos en el tiempo tres
¥ cuatro como se sugeria en ¢l trabajo en el apartado del modelo anfetaminico (apartado I'V)
donde los efectos de la anfetamina al ser mas consistentes y de mayor intensidad resultaba
atil y seguramente mas fiable el estudio de los tiempos tres y cuatro combinados (véase

apartado 1V).

El interés del estudio de los efectos agudos estriba en primer lugar en que nos
permite compararlo con los aspectos crénicos mas interesantes desde el punto de vista de la
psicopatologia como vimos en la introduccion, y en segundo lugar con objeto de conocer las

dosis que tienen un efecto claro farmacolégico sobre el comportamiento cuando no han
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aparecido fenémenos de tolerancia. En este sentido observamos que la dosis de 6.4 mg/kg
de THC es suficiente para mostrar los efectos de las dosis altas de THC, mientras que la
dosis de 0.1 mg/kg es la mas demostrativa de los efectos de dosis bajas de THC. Estas dosis

son por tanto las escogidas en los siguientes experimentos.
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V-3.—- EFECTO DEL §~-9-THC CRONICO (7 DIAS).
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1.- MATERJIAL Y METODOS.

En este trabajo hemos utilizado 22 ratas wistar machos (PANLAB) de 200-225 grs
en el momento de la experimentacion. Durante un periodo previo de al menos 15 dias, las
ratas permanecieron enjauladas por parejas con libre acceso a la comida y al agua, en una
habitacion con un ciclo de luz invertido (luz de 20 a 8h). Las pruebas se realizaron durante

la fase de oscuridad (activa) del ciclo.

La metodologia seguida fue idéntica a la descrita en el apartado anterior (apartado
V-2, pagina 134). Los animales controles recibieron el mismo volumen con el vehiculo
solvente empleado en las drogas. Los tratamientos fueron randomizados y el observador
ignoraba el tratamiento recibido por cada rata. En total se hicieron tres grupos de animales:
el grupo control, ¢l grupo de dosis bajas de THC (0.1 mg/kg de THC) y el grupo de dosis

altas de THC (6.4 mg/kg de THC).

Todos los animales recibieron diariamente, cada 24 horas, durante 7 dias
consecutivos, dosis i.p. de solvente, 0.1 mg/kg de THC 6 6.4 mg/kg de THC segiin fuese del
grupo control, experimental dosis baja o experimental dosis alta respectivamente. Treinta
minutos después de la tltima administracién, cada animal era colocado en el campo abierto

descrito en el experimente anterior conservando las mismas condiciones ambientales.

Los principales pardmetros estudiados fueron descritos en el apartado IV (paginas 79

y 80).
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2.- RESULTADOS.

Se aplico el andlisis de la varianza para estudiar el efecto de las dosis, el efecto del

tiempo y la posible interaccidn entre ambos respecto de cada una de las variables estudiadas.

2.1.- Actividad exploratoria.

Los resultados demuestran un claro efecto dependiente de las dosis, F(11/76)=13.64,

p< 0.00001, de forma que la actividad exploratoria con dosis de 0.1 mg/kg es mayor y con

dosis de 6.4 mg/kg es menor respecto a los controles (ver tabla V~3-1 y fig. V~3-1).

También observamos un efecto dependiente del tiempo, F(11/76)=45.0, p< 0.0001.

No se producen interacciones significtivas dosis x tiempo F(11/76)=0.95, p=0.465.

Si podemos observar un claro efecto dependiente de la dosis respecto de los valores

totales de la actividad exploratoria, F(2/19)=7.14, p< 0.005 (ver tabla YV-3-1, fig V-3-4).
Posteriormente aplicamos ¢l test de Duncan para comparar grupos especificos entre

si (tratados—control). Los resultados se muestran con un asterisco (*) en la tabla V-3-1, y

con letras en la figura V-3-4,

159



2.2.— Actividad motora (actividad exploratoria + locomocion).

De la misma manera que para la actividad exploratoria los resuitados muestran un
claro efecto dependiente de las dosis, F(11/76)=14.05, p<0.00001, de forma que la actividad
motora con dosis de 0.1 mg/kg es mayor y con 6.4 mg/kg es menor respecto a los controles

{ver tabla V-3-II, fig V-3-2).

También observamos un efecto dependiente del tiempo, F(11/76)=96.36, p< 0.00001.

No existe interaccidn significativa dosis x tiempo, F(11/76)=1.33, p=0.2538.

Obscrvamos también un claro efecto dependiente de la dosis respecto de los valores

totales de la actividad motora, F(2/19)=6.83, p< 0.01 (ver tabla V-3-1I, fig V-3-5).

Posteriormente aplicamos el test de Duncan para comparar grupos especificos entre
si (tratados—control). Los resultados se muestran con un asterisco (*) en la tabla V-3-11, y

con letras en la figura V-3-5.

2.3.- Actividad estereotipada.

Los resultados demuestran un efecto dependiente de las dosis, F(11/76)=3.20,
p< 0.05, y dependiente del tiempo, F(11/76)=19.38, p< 0.0001 respecto de la variable (ver

tabla V—3-11I).
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No existe interaccién de ambos factores, F(11/76)=0.47, p=0.8296.

Tampoco observamos un efecto respecto a los los valores totales de la actividad

estercotipada, F(2/19)=1.77, p=0.8296 (ver tabla V-3-lll y fig V-3-6).

Posteriormente aplicamos el test de Duncan para comparar grupos especificos entre

si (tratados—control), no encontrando diferencias significativas.

2.4.- No actividad (en segundos).

Los resultados demuestran un efecto dependiente de las dosis, F(11/76)=5.54,

p< 0.01, de forma que la no actividad con dosis de 0.1 mg/kg es menor y con 6.4 mg/kg es

mayor respecto a 1os controles (ver tabla V-3-1V, fig V-3-3).

También observamos un efecto dependiente del tiempo, la no actividad aumenta del

periodo T1 al periodo T4, F(11/76)=19.38, p< 0.0001.

No existe interaccion de ambos factores, F(11/76)=0.47, p=0.8296.

Tampoco observamos un efecto significativo respecto de los valores totales de no

actividad, F(2,19)=2.87, p=0.0813 (ver tabla V-3~1V, fig V-3-7).

161



Posteriormente aplicamos el test de Duncan para comparar grupos especificos entre

si (tratados—control), no encontrando diferencias significativas.
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TABLA V-3-1.

DOSIS THC ACTIVIDAD EXPLORATORIA EN CADA PERIODO DE
mg/Kg. TIEMPO Y TOTALES. MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA
(N} MEDIA.
Tl T2 T3 T4 TOTALES
| VEHICULO 66.875 26.75 21.375 16.125 131.12
+8.22 +6.07 +4.25 +4.40 +14.11
8)
0.1 THC 63 36.28 3042 15 144.71
+2.52 +3.07 +3.13 +5.07 +8.97
™ |
6.4 THC *43.42 *12.57 8.28 8.28 *72.57
+5.73 +5.56 +4.91 +4.91 +17.65
D
RESULTADOS.

ANOVA DOSIS, F(11,76)=13.64, p< 0.00001

ANOVA TIEMPO, F(11,76)=45.0, p< 0.0001

INTERACCION DOSIS-TIEMPO, F(11,76)=0.95, p=0.465
ANOVA DOSIS-VALORES TOTALES, F(2,19)=7.14, p< 0.005
Test de Duncan, tratados—control, * p< 0.05
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TABLA V-3-II.

DOSIS THC ACTIVIDAD MOTORA TOTAL EN CADA PERIODO DE
mg/kg. TIEMPO Y TOTALES. MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA
MEDIA.
(N)
T1 T2 T T3 T4 TOTALES
VEHICULO. 161.37 50.25 36.625 26.62 274.87
+13.70 +11.61 17.83 +8.65 +30.22
®) |
0.1 THC 166.14 63.71 48.28 24 302.14
+12.44 +6.54 +7.07 +9.63 +21.99
)
6.4 THC *¥110.55 *21.14 11.85 14.85 *158.71
+14.31 +10.18 +5.45 +8.70 +31.88
) |
RESULTADOS.

ANOVA DOSIS, F(11,76)=14.05, p< 0.00001

ANOVA TIEMPO, F(11,76)=96.36, p< 0.00001
INTERACCION DOSIS-TIEMPO, F(11,76)=1.33, p= 0.2538
ANOVA DOSIS-VALORES TOTALES, F(2,19)=6,83, p< 0.01
Test de Duncan, tratados—control, * p< 0.05

164



TABLA V-3-III.

DOSIS THC ACTIVIDAD ESTEREOTIPADA (EN SEGUNDOS)EN CADA
mg/kg. PERIODO DE TIEMPO Y TOTALES. MEDIAS + ERROR
ESTANDAR DE LA MEDIA.
(N)
_ i | _
L Tt T2 T3 L T4 TOTALES
VEHICULO 0.37 0 1.62 1 3
+0.18 +0 +0.9 +0.75 +1.69
(8
0.1 THC 1.28 0.14 1.85 0.14 343
+0.68 +0.14 +0.85 +0.14 +1.39
)
6.4 THC 0.14 0 0 0 0.14
+0.14 +0 +0 +0 +0.14
Lo
RESULTADOS.

ANOVA DOSIS, F(11,76)=3.20, p< 0.05

ANOVA TIEMPO, F(11,76)=2.71, p< 0.05

INTERACCION DOSIS-TIEMPO, F(11,76)=1.22, p=0.3069
ANOVA DOSIS-VALORES TOTALES, F(2,19)=1.77, p=0.1967
Test de Duncan, control-tratados, * p< 0.05
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TABLA V-3-1V.

DOSIS THC INACTIVIDAD (EN SEGUNDOS) EN CADA PERIODO DE
mg/kg. TIEMPO Y TOTALES. MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA
MEDIA.
(N)
T1 T2 T3 T4 TOTALES
VEHICULO 52.57 133.12 147.62 161.62 49525
+14.37 +23.11 +17.83 +20.54 +50.17
(8)
0.1 THC 50.28 101.14 121.28 180.57 453.29
+9.02 +12.82 +10.87 +19.63 +35.69
(D
6.4 THC 88.42 160.85 185.85 195.71 630.86
+12.11 +29.26 +25.28 +24.37 +70.29
_0
RESULTADOS.

ANOVA DOSIS, F(11,76)=5.54, p< 0.01

ANOVA TIEMPO, F(11,76)=19.38, p< 0.0001

INTERACCION DOSIS-TIEMPO, F(11,76)=0.47, p=0.8296
ANOVA DOSIS-VALORES TOTALES, F(2,19)=2.87, p=0.0813
Test de Duncan, tratados-control, * p< 0.05
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3. DISCUSION

En el experimento anterior observamos como los efectos agudos del THC para dosis
bajas se observaban mas claramente con la dosis de 0.1 mientras que en el caso de las dosis
altas este efecto sc veia con claridad con dosis de 6.4mg/kg. Por ello, con objeto de conocer
el efecto cronico del THC sobre la conducta espontanea de las ratas, se utilizan tres grupos
de animales para los tres tratamientos utilizados: vehiculo solvente como control, 0.1mg/kg
y 6.4mg/kg. El objeto del experimento era comprobar en primer lugar si los efectos crénicos
eran diferentes de los agudos, en segundo lugar si se producian fenémenos de tolerancia a
los efectos agudos y en tercer lugar como base para los estudios posteriores en combinacion

con anfetamina.

El andlisis de los resultados referidos en el apartado anterior nos permite observar
como los efectos cronicos (7 dias) del THC son parecidos a los efectos descritos para el
tratamiento agudo. En efecto, observamos que existe un efecto estimulante de fa conducta
exploratoria con dosis bajas de THC mientras que dosis altas producen un efecto depresor.

Por consiguiente la direccion del efecto del THC se mantiene igual que en el caso agudo.

En lo que se refiere a los posibles efectos del tratamiento crénico ya sea en el
sentido de una sensibilizacién (potenciacién de los efectos) como a una tolerancia
{(disminucidn de los efectos) en el tratamiento crénico respecto del agudo observamos que
dichos efectos practicamente no son relevantes al menos a las dosis y durante el tiempo
utilizado por nosotros y en lo que se refiere a la conducta espontdnea de la rata media hora

después de la iltima dosis.
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De los resultados de este experimento también deducimos quer la eleccion de 0.1 y
6.4mg/kg parece adecuada para los estudios posteriores de interaccién con la curva de la

anfetamina (apartado V-4 y siguientes).

Sin embargo, es posible que los efectos crénicos (posible sensibilizacién o tolerancia)
no se observen en un periodo de 7 dias por lo que en los experimentos descritos a
continuacion se utilizé un periodo mayor (14 dias). Ademds debido a la posibilidad de que
algin efecto de subsensibilidad o supersensibilidad estuviera enmascarado con la dltima
dosis del THC y para diferenciar mejor el efecto crénico del agudo se planifico el
experimento descrito en el apartado V-6 en el que no se administra una dosis de THC en el

dia del estudio del comportamiento con o sin anfetamina (véase mas adelante).

Por consiguiente podemos concluir que los efectos de administracién crénica de THC
durante 7 dias confirman la impresion de los estudios agudos de que dosis bajas de THC
(0.1mg/kg) tienen un efecto estimulatorio sobre la conducta motora de la rata al contrario
que dosis altas de THC (6.4mg/kg) que tiene un efecto depresor. Ademas, dado que la
ultima dosis de THC se administraba media hora antes de las observaciones conductuales,
los resultados obtenidos se deberian a una superposicion de los efectos del tratamiento

crinico y del tratamiento agudo.
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V—4.- EFECTO AGUDO DEL 4-9-THC SOBRE LA CURVA

DOSIS RESPUESTA A LA D-ANFETAMINA.

172



1.- MATERIAL Y METODOS.

1.1.- Animales, drogas y pauta de tratamiento.

En este trabajo hemos utilizado 115 ratas wistar machos (PANLAB) de 200-225 grs
en el momento de la experimentacién. Durante un periodo previo de al menos 15 dias, las
ratas permanecieron enjauladas por parejas con libre acceso a la comida y al agua, en una
habitacién con un ciclo de luz invertido (luz de 20 a 8h). Las pruebas se realizaron durante
la fase de oscuridad (activa) del ciclo. Para la preparacién y la administracién del 6-9-THC
se siguid la misma metodologia descrita en el apartado V-2 {pag. 134). La d—anfetamina
se obtuvo de Sigma Chemical. Los animales controles recibieron el mismo volumen con el

vehiculo solvente empleado en las drogas.

Los tratamientos fueron randomizados y el observador ignoraba el tratamiento
recibido por cada rata. En total se hicieron tres grupos de animales: el grupo control, el
grupo de dosis bajas de THC (0.1 mg/kg) vy el grupo de dosis altas de THC (6.4 mg/kg).
Dentro de cada grupo los animales recibieron las distintas dosis de d—anfetamina (0, 1, 2, 4

o 8 mg/kg) con objeto de obtener una curva dosis respuesta para cada grupo.

La administracién de ambas drogas era i.p., primero inyectamos el THC (vehiculo
solvente, 0.1 o0 6.4 mg/kg), a los 30 minutos la dosis correspondiente de d—anfetamina
(vehiculo solvente, 1, 2, 4 o 8 mg/kg) e inmediatamente depués colocdbamos a cada animal
en el campo abierto descrito en los apartados anteriores conservando [as mismas condiciones

ambientales.
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1.2.- Estudio del comportamiento.

Los principales pardmetros (actividad exploratoria, actividad motora, actividad
estereotipada y no actividad) y la metodologia seguida para su estudio han side descritas

anteriormente (apartado V-2, piag 79 y 80).

1.3.- Estudio neuroquimico.

Mediante €l sistema HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Presién) con detector

electroquimico, se determinaron las concentraciones de DA, su metabolito DOPAC, S-HT y

su metabolito 5S~-HIAA en el CE y en el SLa de los cerebros de las ratas cuyo compor-

tamiento habiamos estudiado previamente.

1.3.1.- Obtenciéon de muestras.

Los animales fueron sacrificados por decapitacion 80 minutos después de serles

administrada la droga correspondiente y sus cerebros se congelaban inmediatamente a =702

para su posterior estudio bioquimico.
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1.3.2.- Determinacion de DA y DOPAC mediante HPLC.

Para ello las muestras se preparaban de la siguiente manera:

— Los tejidos se homogeneizaron en 100 volimenes de una solucién de acido
perclorico 0.2 M que contenia bisulfito sédico 0.5 mM, EDTA 0,4 mM y una concentracidén

conocida de DHBA como estindar interno.

A continuacién las muestras se centrifugaron a 9000 g durante dos minutos y el
sobrenadante estaba ya en condiciones de ser inyectado en el sistema HPLC. Este constaba

de los siguientes clementos:

— Una bomba isocritica (Spectra—Physic modelo 8700 XR) acoplada a un inyector

para 0.02 m| de muestra.

-~ La columna fue de fase reversa (RP-18) de 10 cm de longitud, 4.6 mm de
diametro y 5 micras de tamaiio de las particulas (Brownlee Labs; Santa Clara, CA, USA).

— La fase moévil estaba formada por:

Acido citrico 10 mM
Fosfato bisddico 5 mM
EDTA 0.05 mM
Sulfonato de octano 0.12 mM
Metanol 3%
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que se preparé con agua bidestilada y se ajustd a pH 3.0. Se filtré (a través de filtros de

0.45 um) y se desgasificé con helio; el flujo de trabajo fue de 1.0-1.5 ml/minuto.

El eluyente se monitorizé con un sistema analitico de deteccién amperométrica
(Methron, modelo 641-VA, Suiza), utilizando un electrodo de trabajo de fibra de carbono.
Las DA y el DOPAC se midieron a un potencial de 0.80 voltios relativo a un electrodo de

referencia Ag/AgCl, a una sensibilidad de 50 nA.

- La sefial fue recogida y analizada con ayuda de un integrador registrador (Spectra—
Physic, modelo 4290). La concentracién de ambos catecoles en distintas muestras se calcul6
por comparacién de sus 4dreas con el drea correspondiente al estddar interno (DHBA),
considerando a la vez la diferente respuesta individual de cada catecol en el detector

calculada a partir de las muestras utilizadas como estandares externos.

1.3.3.~ Determinacién de S-HT y 5-HIAA mediante HPLC.

Las concentraciones de S-HT y de 5S-HIAA se midieron en el SL y en el CE y las

muestras se prepararon del siguiente modo:

- Los tejidos se homogeneizaron en 100 volimenes de una solucién de acido
perclérico 0.2 M que contenia bisulfito sédico 0.5 mM, EDTA 0,4 mM y una concentracion

conocida de S5—metil~-5-HT como estindar interno.
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A continuacion las muestras se centrifugaron a 9000 g durante dos minutos y el
sobrenadante estaba ya en condiciones de ser inyectado en el sistema HPL.C que constaba de

los mismos elementos empleados para la determinacién de DA y DOPAC.

— Una bomba isocrética (Spectra—Physic modelo 8700 XR) acoplada a un inyector

para 0.02 ml de muestra.

— La columna fue de fase reversible (RP-18) de 10 cm de longitud, 4.6 mm de

diametro y 5 micras de tamano de las particulas (Brownlee Labs; Santa Clara, CA, USA).

- La fase moévil estaba formada por:

Acetato sodico 100 mM
Acido citrico monohidratado 100 mM
EDTA 0.1 mM
Metanol 8%

que se prepar® con agua bidestilada y se ajustdé con NaOH 10 N a un pH de 4.2. Se filtr6 (a
través de filtros de 0.45 pum) y se degasificé con helio; el flujo de trabajo fue de 1.0-1.5

ml/minuto.

— El cluyente se monitorizd con un sistema analitico de deteccidon amperométrica

(Methron, modelo 641-VA, Suiza), utilizando un electrodo de trabajo de fibra de carbono.
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La 5-HT y su metabolito el 5-HIAA se midieron a un potencial de 0.80 voltios relativo a

un electrodo de referencia Ag/AgCl, a una sensibilidad de 50 nA.

— La senal fue recogida y analizada con ayuda de un integrador registrador (Spectra~
Physic, modelo 4290). La concentracion de ambos indoles en distintas muestras se calculd
por comparacion de sus dreas con el drea correspondiente a su estandar interno 5-metil-
5-HT, considerando a la vez la diferente respuesta individual de cada indol en el detector

calculada a partir de las muestras utilizadas como estindares externos.
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2.- RESULTADOS

2.1.- ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO.

2.1.1.~ Actividad exploratoria.

Los resultados indican un efecto claro dependiente de la dosis de 6-9-THC
F(74/481)=72.12, p< 0.00001, de forma que la actividad exploratoria organizada aumenta
con dosis bajas de 6-9-THC (0.1 mg/kg) y disminuye con la dosis de 6.4 mg/kg de forma

significativa (ver tabla V-4-[, fig. V-4~1 a V-4-5).

También observamos un efecto dependiente de las dosis de la d-anfetamina
F(74/481)=48.26, p< 0.00001, de forma qgue la actividad exploratoria aumenta
progresivamente con dosis crecientes siendo maxima con la dosis de 4 mg/kg de

d-anfetamina.
Del mismo modo se observa un claro efecto dependiente del tiempo
F(74/481)=48.26, p< 0.00001, con mayor significatividad en el periodo T1 para los

tratamientos que incluyen dosis de 6.4 mg/kg de 6~9-THC.

También observamos interaccién entre las dosis de 06-9-THC tiempo,

F(74/481)=2.44, p< 0.01.
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No observamos intcraccioén entre tratamientos (THC, anfetamina), F(74/481)=1.14,

p=0.33.

No existe interaccion dosis d-anfetamina-tiempo, F(74/481)=1.26, p=0.33.

Igualmente, tampoco observamos interaccién d-anfetamina—-6-9-THC-tiempo,

F(74/481)=0.86, p=0.65.

También observamos un efecto dependiente de la dosis respecto a los valores totales

de la actividad exploratoria F(14/99)=5.87, p< 0.0001 (ver tabla V-4-1 y fig V-4-21).

Los resultados del test de Duncan se muestran en la tabla V-4-I, *p< 0.05 y con

letras en fig. V-4-21 para una p< 0.05.

2.1.2.- Actividad motora (actividad exploratoria + locomocién).

Los resultados indican un efecto claro dependiente de la dosis de 6-9-THC
F(74/481)=33.25, p< 0.00001, de forma que la actividad motora organizada aumenta con
dosis bajas de 8-9-THC (0.1 mg/kg) y disminuye con la dosis de 6.4 mg/kg de forma

significativa (ver tabla V-4-II, fig. V-4-6 a V-4-10) como sucedia en los experimentos

anteriores.
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También observamos un efecto dependiente de las dosis de la d-anfetamina
F(74/481)=22.19, p< 0.00001, de forma quec la actividad motora organizada aumenta
progresivamente con dosis crecientes siendo méaxima con la dosis de 4 mg/kg de

d-anfetamina.

Del mismo modo se observa un claro efecto dependiente del tiempo
F(74/481)=72.48, p< 0.00001, con mayor significatividad en el periodo T1 para los
tratamientos que incluyen dosis de 6.4 mg/kg de 6-9-THC y en los T2, T3, y T4 para los
tratamientos con anfetamina.

No observamos interaccién entre ambas drogas, F(74/481)=1.14, p=0.33.

Tampoco observamos interaccién d-9-THC-tiempo, (F(74/481)=1.0, p=0.4358) ni

d-anfetamina—tiempo, (F(74/481)=1.13, p=0.32).

Igualmente, tampoco observamos interaccién d-anfetamina-6-9-THC-tiempo,

F(74/481)=0.57, p=0.9714.

También observamos un efecto dependiente de la dosis respecto a los valores totales

de la actividad motora F(14/99)=5.87, p<0.0001 (ver tabla V-4-11 y fig V-4--22).

Los resultados del test de Duncan se muestran en la tabla V-4-II, * p< 0.05 vy con

letras en fig. V-4-22 para una p< 0.05.
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2.1.3.~ Actividad esterecotipada.

Los resultados indican un efecto claro dependiente de la dosis de §-9-THC
F(74/481)=7.18, p< 0.001, de forma que la actividad estercotipada aumenta con dosis de 6.4
mg/kg y disminuye con la dosis de 0.1 mg/kg del 6-9-THC (ver tabla V-4-III, figuras

V-4-11 a V-4-15).

También observamos un efecto dependiente de las dosis de la d-anfetamina
F(74/481)=123.34, p< 0.00001, de forma que la actividad estereotipada aumenta
progresivamente con dosis crecientes siendo maxima con la dosis de 8 mg/kg de

d-anfetamina.

Del mismo modo se observa un claro efecto dependiente del tiempo
F(74/481)=21.17, p< 0.00001, con mayor significatividad en el periodo T4 y alta también en

los periodos T2, T3 y T5.

Podemos observar que existe interaccién entre ambas drogas, F(74/481)=3.17,

p< 0.005; y entre las dosis de d-anfetamina y el tiempo F(74,481)=11.38, p< 0.00001.

Por el contrario no observamos interaccién 6-9-THC-tiempo, F(74/481)=0.81,

p=0.59.

Igualmente, tampoco observamos interaccién d-anfetamina-6-9-THC-tiempo,

F(74/481)=0.65, p=0.92.
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También observamos un efecto dependiente de la dosis respecto a los valores totales

de la actividad estereotipada F(14/99)=10.46, p<0.0001 (ver tabla V~4-1II y fig V-4-23).

Los resultados del test de Duncan se muestran en la tabla V-4-III, * p< 0.05 y con

letras en fig. V-4-23 para una p< 0.05.

2.1.4.— No actividad (en segundos).

Los resultados indican un efecto claro dependiente de la dosis de 6-9-THC
F(74/481)=36.27, p< 0.00001, de forma que la no actividad aumenta con dosis de 6.4 mg/kg
y disminuye con la dosis de 0.1 mg/kg del 6-9-THC (ver tabla V-4-1V, fig. V-4-16 a

V-4-20).

También observamos un efecto dependiente de las dosis de la d-anfetamina
F(74/481)=109.99, p< 0.00001, de modo que la no actividad disminuye progresivamente con

dosis crecientes de d—anfetamina.

Del mismo modo se observa un claro efecto dependiente del factor tiempo,

F(74/481)=28.94, p< 0.00001.

Podemos observar que existe interaccién entre ambas drogas, F(74/481)=5.71,

p< 0.00001; y entre las dosis de d-anfetamina vy el tiempo, F(74/481)=5.49, p< 0.00001.
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Por el contraric no observamos interaccién 8-9-THC-tiempo, F(74/481)=0.96,

p=0.46.

Igualmente, tampoco observamos interaccion d-anfetamina~8-9-THC-tiempo,

F(74,481)=0.47, p=0.99.

También observamos un efecto dependiente de la dosis respecto a los valores totales

de la no actividad F(14/99)=10.92, p<0.0001 (ver tabla V-4-1V y fig V-4-24).

Los resultados del test de Duncan se muestran en la tabla V-4-1V, * p< 0.05 y con

letras en fig. V~4-24 para una p< 0.05.
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TABLA V-4-1.

DOSIS mg/kg ACTIVIDAD EXPLORATORIA EN CADA PERIODO DE TIEMPO Y
THC/ANFETAM. TOTALES. MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA.
N)
T1 T2 T3 T4 TS TOTAL
[ vEHICULO- 505 12.5 15.75 5.62 0 84.37
VEHICULO.(8) +7.86 +4.65 +4.62 +1.93 40 +12.34
0.1 THC- 4337 22.12 18.75 15.5 11.12 99.75
VEHICULO.(8) +7.38 +4.48 +5.49 +5.91 +4.25 +14.66
6.4 THC- 928 2.57 0.14 1 0 *13.0
VEHICULO.(7) 42,73 +1.98 +0.14 +1 +0 +3.78
VEHICULO- 48.78 16.12 19.75 11.5 10.75 96.25
1 ANFETA.(8) +7.49 +1.57 +6.52 +4.11 +3.75 +12.12
0.1 THC- 38.87 10.12 9.5 9.87 13.88 68.37
1 ANFETA.(8) £4.93 42,97 £20 +4.16 £6.33 +6.42
6.4 THC- 2162 412 2.87 3.62 1 3225
1 ANFETA.(8) +4.88 +1.79 +2.87 £2.69 £1 +9.38
VEHICULO- 43.75 13.5 12.87 18.25 17.16 88.37
2 ANFETA.(8) +6.34 +5.13 45.04 £3.16 +431 +16.69
0.1 THC- 50.37 14.25 195 15.87 19 100
2 ANFETA.(8) 8.57 491 5.86 5.48 772 +20.82
6.4 THC- *15.62 312 1.87 1.75 0.25 %2237
[l 2 ANFETA.(8) +3.07 +1.50 +0.97 +1.03 +0.16 £5.45
VEHICULO- 49.37 34.87 25 23.12 2471 132.37
4 ANFETA.(8) +7.25 +10.11 +6.65 16.23 +6.29 19.60
0.1 THC- 50.62 19.75 27 1531 *25.75 112.7
4 ANFETA.(8) 16.79 +5.80 46.12 +4.61 1513 £16.7
6.4 THC- *19.5 13.75 7.25 325 35 43.87
4 ANFETA.(8) +2.47 +6.80 +2.85 £1.85 +1.86 +10.16
VEHICULO- 45 34 *40 10.7 78 129.7
8 ANFETA.(6) +7.73 +13.71 12473 +6.59 +7.05 +37.68
0.1 THC- 30.42 *37.42 20.57 23.71 21.16 112.1
8 ANFETA.(7) £6.44 £12.75 £12.05 +12.48 £8.02 +18.45
6.4 THC- *20.42 13.14 7.71 10.14 0.71 51.41
8 ANFETA.(6) +3.07 +4.74 +4.99 16.29 +0.56 £11.15
=
RESULTADOS.

ANOVA-DOSIS THC, F(74,481)=72.12, p<0.00001

ANOVA-DOSIS ANFETAMINA, F(74,481)=6.81, p<0.00001
ANOVA-TIEMPO, F(74,481)=48.26, p<0.00001
INTERACCION THC-ANFETAMINA, F(74,481)=1.14, p=0.33
INTERACCION THC-TIEMPO, F(74,481)=2.44, p< 0.01

INTERACCION ANFETAMINA-TIEMPO, F(74,481)=1.26, p=0.2174

INTERACCION THC-ANFETAMINA-TIEMPO, F(74,481)=0.86, p=0.65.

ANOVA DOSIS-VALORES TOTALES, F(14,99)=5.87, p<0.0001

Test de Duncan,tratados—control, * p<o.0s
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TABLA V-4-II.

[ DOSIS mg/kg ACTIVIDAD MOTORA EN CADA PERIODO DE TIEMPO Y TOTALES.

THC/ANFETA. MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA.
(N) ]
Tl T2 T3 T4 TS TOTAL

VEHICULO- 107 18.75 23.62 8.75 0 158.13
VEHICULO.(8) +15.8 16.55 17.41 43.19 10 +44.42
0.1 THC~ 109.87 39.75 34.34 28 19.62 212.0

" VEHICULO.(B) +17.5 +7.68 +10.79 +10 +6.65 +30.53
6.4 THC- *36.28 4.85 2 1.42 0 44.57
VEHICULO.(7} +13.86 +3.81 +2 +1.42 0 +16.5
VEHICULO- 116.12 39.37 40.75 20.11 15.87 216.37
1 ANFETA.(8) +13.86 +9.37 +13.16 16.92 +4.59 +28.88
0.1 THC- 118.75 30.50 29.75 17.87 27.6 197.0
1 ANFETA.(8) +11.11 18.08 +4.05 18.60 $13.07 +16.2
6.4 THC- 93.62 14.73 5.75 8.37 2.35 122.12
1 ANFETA.(8) +18.75 +7.24 45.75 +5.75 +2.35 +27.60

“ VEHICULO- 119.12 46.75 39 41.37 36.56 246.37
2 ANFETA.(8) +10.01 +17.87 +3.80 +16.47 +12.32 449.57
0.1 THC~ 120 49.62 49.37 33.75 356 252.75
2 ANFETA.(8) +15.53 +15.42 +12.27 +12.82 +13.29 144.14
6.4 THC- *64.12 11.37 6.75 9 2.50 91.25
2 ANFETA.(8) +14.44 14.44 +3.05 +4.81 +1.81 123.68

it
VEHICULO- 140.8 *100.6 72.75 53.25 55.85 *338.6
4 ANFETA.(8) +14.4 +d.d +3.05 +4 +1.85 440.6
0.1 THC- 140.75 *72.75 “92.5 *73.18 *77.67 *379.1
4 ANFETA.(8) +12.88 +15.79 +15.9 +19.39 +16.14 +60.3
6.4 THC- 94.39 62.5 3512 17.37 30.83 230.5
4 ANFETA.(8) +10.38 +28.89 +10.85 46.29 £11.79 +40.67
VEHICULO- 131 *89.2 *90.4 274 20.4 *366

{| 8 ANFETA.(6) £14.43 +32 147,57 £17.75 +19.65 +68.7
0.1 THC- 101 *107.1 43.71 36.85 50.66 286.0
8 ANFETA.(7) $17.73 +49.5 +18 +19.23 $29.05 +71.78
6.4 THC- 89.71 65.42 47.22 28.59 16.28 187.17
8 ANFETA.(6) +18.77 +11.54 £22.10 +15.23 +6.37 $39.2

RESULTADOS.

ANOVA DOSIS THC, F(74,481)=33.25, p< 0.00001

ANOVA DOSIS ANFETAMINA, F(74,481)=22.19, p<0.00001

ANOVA TIEMPO, F(74,481)=72.48, p< 0.00001

INTERACCION DOSIS THC-ANFETAMINA, F(74,481)=1.03, p= 0.40
INTERACCION DOSIS THC-TIEMPO, F(74,481)=1.0, p<
ANFETAMINA-TIEMPO, F(74,481)=1.13, p=0.32

INTERACCION THC-ANFETAMINA-TIEMPO, F(74,481)=0.57, p= 0.97.
ANOVA DOSIS-VALORES TOTALES, F(14,99)=5.08, p<0.0001.

Test de Duncan, tratados—control,* p < 0.05.
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TABLA V-4-II1.

DOSIS mg/kg ACTIVIDAD ESTEREOTIPADA EN CADA PERIODO DE TIEMPO Y
THC/ANFETAM. TOTALES. MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA.
(N)
T1 ™ ™ T4 TS TOTAL
VEHICULO- 0 0 0 0.37 0 0.37
VEHICULO.(8) +0 +0 +0 1037 +0 +0.37
0.1 THC- 0.75 0.25 0 0.99 0 2.0
VEHICULO.(8) £031 +0.25 +0 +0.62 +0 +0.89
6.4 THC- 0 0 0 0 0 0
VEHICULO.(8) +0 +0 +0 +0 +0 0
VEHICULO- 1.25 0.12 0 0 0 1.37
1 ANFETA.(8) +0.99 £0.12 £0 +0 +0 £0.98
0.1 THC- 1.12 0 0 0 0.2 113
1 ANFETA.(8) +0.96 +0 0 +0 £0.2 £0.6
6.4 THC- 0 0 0 0 0 0
[ 1 anFETA®) +0 0 +0 +0 +0 +0
VEHICULO- 0.75 0.125 0.375 0.75 0.33 2
2 ANFETA (8) +0.41 +0.125 £0.375 +0.61 +0.33 +1.12
0.1 THC- 1.87 0.125 0.875 0.5 0.2 337
2 ANFETA.(8) 1173 +0.125 +0.875 0.5 402 +3.23
Il 6.4 THC- 0 0 0 0 0 0
2 ANFETA.(8) +0 0 +0 0 0 0
VEHICULO- 0.37 0 4475 +69.75 16.42 131.87
4 ANFETA.(8) +0.26 +0 +30.11 +37.57 £15.60 +60.4
0.1 THC- 0.25 0.125 212 19.87 19.5 22.37
4 ANFETA.(8) £0.16 +0.125 +1.18 +14.38 +17.95 +15.33
6.4 THC- 0 18.62 46.62 53,87 38.33 149.13
4 ANFETA.(8) +0 +18.42 +25.22 +41.01 +38.13 +76.01
VEHICULO- 7.6 *79.6 *129.8 192 213 409
8 ANFETA.(6) +35 £55.5 +53.5 4287 +23.3 +115.1
0.1 THC- 0.85 46.42 30.42 +124.4 *100.5 *201.2
'8 ANFETA.(7) +0.55 +33.00 +6.44 +40.7 +40.8 +98.2
6.4 THC- 0 *91.28 *175.7. *186.7 *204.2 *453.6
Il 8 ANFETA.(6) 10 +28.45 4316 £32.9 £143 +99.4
RESULTADOS.

ANOVA DOSIS THC, F(74,481)=7.18, p< 0.001

ANOVA DOSIS ANFETAMINA F(74,481)=123.34, p< 0.00001

ANOVA TIEMPO, F(74,481)=21.17, p< 0.00001

INTERACCION THC-ANFETAMINA, F(74,481)=3.17, p< 0.005
INTERACCION ANFETAMINA-TIEMPO, F(74,481)= 11.38, p< 0.00001
INTERACCION THC-TIEMPO, F(74,481)=0.81, p= 0.59
INTERACCION THC-ANFETAMINA-TIEMPO, F(74,481)=0.65, p< 0.92
ANOVA DOSIS-VAORES TOTALES, F(14,99)=10.46, p< 0.0001

Test de Duncan,tratados—control,* p<o.05
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FIG. V-4-14
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TABLA V-4-1V.

DOSIS mg/kg NO ACTIVIDAD (EN SEGUNDOS) EN CADA PERIODO DE TIEMPO Y
THC/ANFETAM. TOTALES. MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA.
(N)
T1 T2 T3 T4 T5 TOTAL

VEHICULO- 59.62 183.12 165 20775 238 615.5

* VEHICULO.(8) +19.03 120.70 222 +9.94 +£0 +44.12
0.1 THC- 68.12 *136.5 146.75 17¢ 180.5 521.37
VEHICULO.(8) +20.97 1183 +26.50 426.03 +19.19 156.99
6.4 THC- *174 226.57 *235.2 234.85 238 *870.7
VEHICULO.(7 +20.6 +8.46 +2.71 +3.14 10 +25.8
VEHICULO- 51.37 *135 144.12 174.12 192.37 504.62
1 ANFETA.(8) $13.55 +18.8 +20.39 +26.03 +13.62 +52.45
0.1 THC- 59.25 183.25 178 199.5 171.8 620
1 ANFETA.(8) +12.69 +13.75 +11.87 +13.8 +34.8 +31.28
6.4 THC~ *104.2 213.12 230.12 213.87 237.25 761.37
1 ANFETA.(8) +22.0 +11.10 +7.87 +16.84 +0.61 144.12
VEHICULO- 54.62 157 161.25 145 156.5 518.12
2 ANFETA.(8) +11 +27 125.6 +28.33 +24.7 +86.15
0.1 THC- 64.5 *137.7 137.5 166.12 159.4 505.5
2 ANFETA.(8) +20.25 +27.4 £26.55 £20.48 +30.23 +79.98
6.4 THC- *119.6 203.75 225.62 22212 231.25 771.12
2 ANFETA.(8) +26.2 +16.28 48.13 +10.88 +5.78 494
VEHICULO- 37.87 *93 *85.62 *99.50 *116.8 *316.0
4 ANFETA.(8) +8.97 +18.83 £25.03 +28.26 +19.6 +60.4
0.1 THC- 37.87 *101.6 *84.5 *103 *103.1 *327.0
4 ANFETA.(8) +16.94 +24.1 +24.0 +29.9 122.2 +86.1
6.4 THC- 103.87 *144.7 130.87 *125.5 168.0 505.0
4 ANFETA.(B) +17.1 +34.6 +38.87 +37.8 $35.8 11144
VEHICULO- 34.8 *25.6 *0.8 *1.4 *0.2 *62.6
8 ANFETA.(6) £3.15 +15.93 0.53 +0.97 0.2 +15.66
0.1 THC- 70.2 *48.5 *52.7 *124.4 *54 *295.6
8 ANFETA.(T) +25.0 +34.5 +35.6 +58.9 +3%.1 +123.1
6.4 THC- *92.71 *10.57 *5.14 *2 *1.85 *116.4
8 ANFETA.(6) +8.68 +2.88 15.14 +6.7 +1.85 +20.0

| A ——— . _]

RESULTADOS.

ANOVA DOSIS THC, F(74,481)=36,27, p< 0.00001
ANOVA DOSIS ANFETAMINA, F(74,481)=109.99, p< 0.00001
ANOVA TIEMPO F(74,481)=28.94, p< 0.00001

INTERACCION THC-ANFETAMINA, F(74,481)=5.71, p< 0.00001
INTERACCION ANFETAMINA-TIEMPO, F(74,481)=5.49, p< 0.00001
INTERACCION THC-TIEMPO, F(74,481)=0.96, p=0.46
INTERACCION THC-ANFETAMINA-TIEMPO, F(74,481)=0.47, p=0.99
ANOVA DOSIS-VALORES TOTALES, F(14,99)=10.92, p< 0.0001

Test de Duncan,tratados—control,* p< 0.05
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FIG. V-4-21
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ESTEREOTIPIAS TOTALES
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2.2.- ESTUDIO NEUROQUIMICO.

2.2.1.- Contenidos de DA, DOPAC y relacién DOPAC/DA en el sistema

estriado.

Los resultados se hallan recogidos en la tabla V-4-V.

Sc aplic6 un analisis de la varianza para estudiar el efecto de las distintos

tratamientos respecto a la variables DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA.

No encontramos un efecto significativo del THC, F(2/93)=2.48, p=0.089, ni de la
d-anfetamina, F(4/93)=0.76, p=0.5522, y tampoco existe interacciéon d-anfetamina-THC,

F(8/93)=0.75, p=0.6447 respecto a la variable DA.

Tampoco obervamos un efecto significativo del THC, F(2/92)=1.40, p=0.2510, ni de
la d—anfetamina F(4/29)=0.38, p=0.8201, ni interaccién d-anfetamina-THC F(8/92)=2.02,

p=0.0530 sobre el DOPAC.

No encontramos efecto significativo del THC, F(2/93)=0.75, p=0.4737, ni de la

d-anfetamina, F(4/93)=0.87, p=0.4881, y tampoco interaccidn d—anfetamina-THC,

F(8/93)=0.88, p=0.5390 respecto a la variable DOPAC/DA.
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Posteriormente aplicamos el test de Duncan para comparar grupos especificos entre
si (tratados control). Los resultados se muestran con un asterisco (¥) en la tabla V-5~V y

con letras en las figuras V-4-25 a V-4-27.

2.2.2.— Contenidos de serotonina (5-HT), acido 5-Hidroxiindolacético

{(5-HIAA) y relacion 5S-HIAA/5-HT en el sistema estriado.

Los resultados se hallan resumidos en la tabla V-4-VI.

Se aplicd un analisis de la varianza para estudiar el efecto de los distintos

tratamientos respecto a la variables 5-HT, 5-HIAA vy relacién 5~HIAA/5-HT.

No encontramos un efecto significativo del THC, F(2/91)=0.74, p=0.48, ni de la
d-anfetamina F(4/91)=0.84, p=0.5011 y tampoco interaccién d-anfetamina-THC

F(8/91)=0.86, p=0.5459 respecto a la variable 5~-HT.

No existe un efecto significativo del THC, F(2/94)=0.61, p=0.5459, ni de la
d-anfetamina, F(4/94)=0.46, p=0.7676 y tampoco interaccién d-anfetamina-THC,

F(8/94)=0.84, p=0.5992 respecto a la variable 5~HIAA.

Tampoco encontramos un efecto significtivo del THC, F(2/94)=0.82, p=0.4449, ni de
la d-anfetamina, F(4/94)=0.67, p=0.6174 y tampoco interaccién d-anfetamina-THC,

F(8/94)=0.78, p=0.6221 respecto a la variable S~HIAA/5-HT.
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Posteriormente aplicamos el test de Duncan para comparar grupos especificos entre
si (tratados control), los resultados sec muestran con un asterisco (*) en la tabla V-4-VI y

con letras en las fig. V-4-28 a V-4-30.

2.2.3.- Contenidos de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el sistema limbico

anterior.

Los resultados se hallan recogidos en la tabla V-4-VII.

Se aplicéd un andlisis de la varianza para estudiar el efecto de las distintos

tratamientos respecto a la variables DA, DOPAC y relacién DOPAC/DA.

No encontramos un efecto significativo del THC, F(2/91)=0.73, p=0.4852, ni de la
d-anfetamina, F(4/91)=0.86, p=0.4936, y tampoco existe interaccién d-anfetamina-THC,

F(8/91)=0.0.86, p=0.5886 respecto a la variable DA.

Tampoco obervamos un efecto significativo del THC, F(2/92)=0.65, p=0.5239, ni de
la d~anfetamina F(4/92)=0.90, p=0.4674, ni interaccién d-anfetamina—THC F(8/92)=0.80,

p=0.6265 sobre el DOPAC.

No encontramos efecto significativo del THC, F(2/91)=0.03, p=0.97 ni tampoco

interaccion d-anfetamina-THC, F(8/93)=0.88, p=0.5390 respecto a la variable DOPAC/DA.
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Por el contrario si observamos un efectosignificativo del tratamiento con d-anfetamina,

F(4/91)=0.02, p< 0.05 respccto a la misma variable.

Posteriormente aplicamos el test de Duncan para comparar grupos especificos entre
si (tratados control). Los resultados se muestran con un asterisco (*) en la tabla V-5-VII y

con letras en las figuras V-4-31 a V-4-33.

2.2.4.— Contenidos de serotonina (5-HT), acido 5-Hidroxiindolacético

(5—-HIAA) y relacion 5-HIAA/5-HT en el sistema limbico anterior.

Los resuitados se hallan resumidos en la tabla V-4-VIIL

Se¢ aplicé un andlisis de la varianza para estudiar ¢l efecto de los distintos

tratamientos respecto a la variables 5-HT, 5-HIAA vy relacién 5S-HIAA/S-HT.

No encontramos un efecto significativo del THC, F(2/93)=0.71, p=0.4947, ni de la
d-anfetamina, F(4/93)=0.85, p=0.4978 y tampoco interaccion d-anfetamina-THC

F(8/93)=0.84, p=0.5704 respecto a la variable 5-HT.

No existe un efecto significativo del THC, F(2/93)=0.35, p=0.7070, ni de la

d-anfetamina, F(4/93)=0.16, p=0.9579 y tampoco interaccién d-anfetamina-THC,

F(8/93)=0.45, p=0.9903 respecto a la variable 5~HIAA.
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Tampoco encontramos un efecto significtivo del THC, F(2/93)=0.82, p=0.4719, ni de
la d-anfetamina, F(4/93)=0.16, p=0.9579 y tampoco interaccién d-anfetamina-THC,

F(8/93)=0.84, p=0.5668 respecto a la variable 5~HIAA/5-HT.

Posteriormente aplicamos el test de Duncan para comparar grupos especificos entre

sf (tratados control), los resultados se muestran con un asterisco (*) en la tabla V-4-VIII y

con letras en las fig. V-4-34 a V-4-36.
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TABLA V-4-V.

DOSIS mg/ke CONTENIDOS DE DA, DOPAC (ng/mg) Y RELACION DOPAC/DA EN
THC/ANF.(N) ESTRIADO.MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA.
.
DA DOPAC DOPAC/DA
VEHICULO 7.96 0.63 0.078
VEHICULO (7) +0.49 +0.04 +0.002
0.1 THC 7.29 0.66 0.087
VEHICULO (8) £0.71 +0.09 +0.007
6.4 THC 6.36 0.73 0.130
VEHICULO (7) +0.58 40.15 +0.04
VEHICULO 742 0.77 0.112
1 ANFETAMI.(8) +0.71 £0.07 +0.016
f
0.1 THC 9.34 0.72 0.085
1 ANFETAML(8) £0.71 £0.11 +0.008
6.4 THC 6.88 0.59 0.091
1 ANFETAML(8) £0.63 +0.04 +0.009
VEHICULO 843 0.69 0.083
2 ANFETAMI(7) +0.84 +0.09 +0.009
0.1 THC 8.69 0.63 0.078
2 ANFETAML(8) +1.08 +0.07 40.011
6.4 THC 762 0.55 0.074
2 ANFETAML(8) +0.70 +0.05 +0.006
VEHICULO 7.18 0.46 0.068
4 ANFETAML(8) +0.97 +0.05 +0.007
0.1 THC 10.52 0.86 0.084
| ¢ ANFETAML(8) +0.80 +0.12 £0.014
6.4 THC 737 0.58 0.083
4 ANFETAML(6) +0.75 +0.06 0.012
VEHICULO 722 0.46 0.066
8 ANFETAML.(8) 4078 40.05 +0.010
0.1 THC 8.93 0.52 0.061
8 ANFETAML(6) +0.68 £0.07 +0.009
6.4 THC 7.16 0.72 0.120
8 ANFETAML(8) +1.12 £1.10 £0.030
RESULTADOS

ANOVA DA-THC: F(2/93)=2.48, p=0.089
DA-ANF: F(4/)3)=0.76, p=0.5522
DA-THC/A: F(8/93)=0.75, p=0.6447

ANOVA DOPAC/THC: F(2/92)=1.40, p=0.2510
DOPAC/ANF: F(4/92)=0.38, p=0.8201
DOPAC-THC/A: F(8,92)=2.02, p=0.0530

ANOVA DOPAC/DA-THC: F(2/93)=0.75, p=0.4737
DOPAC/DA-ANF: F(4/93)=0.87, p=0.4881
DOPAC/DA-THC/A: F(8/93)=0.88, p=0.5390

Test de Duncan, tratados—control, * p< 0.05
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TABLA V-4-VI.

I
DOSIS mg/kg CONTENIDOS DE 5-HT, 5-HIAA (ng/mg) Y RELACION 5-HT/5-HIAA EN
THC/ANF.(N) ESTRIADO. MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA.
5-HT 5-HIAA 5-HIAA/5-HT
VEHICULO 0.78 0.80 1.07
VEHICULO (7) +0.16 £0.12 +0.09
0.1 THC 0.73 0.61 0.94
VEHICULO (8) £0.18 £0.11 +0.11
6.4 THC 0.91 0.73 0.85
I vericuLo (7 +0.19 +0.09 £0.10
VEHICULO 0.84 0.67 0.82
1 ANFETAML(8) +0.13 +0.11 +0.07
0.1 THC 0.88 0.66 0.81
1 ANFETAMIL(8) 10.17 +0.11 +0.09
6.4 THC 0.67 0.65 1.02
1 ANFETAML(8) 10.11 +0.0.09 +0.08
VEHICULO 0.66 0.61 0.96
2 ANFETAML(7) +0.11 40.09 +0.06
0.1 THC 0.94 0.80 0.89
2 ANFETAML.(8) +0.18 +0.15 +0.07
6.4 THC 0.80 0.72 1.01
2 ANFETAML(8) £0.16 £0.12 £0.12
VEHICULO 0.87 0.71 0.99
4 ANFETAML(8) +0.14 +0.04 +0.16
0.1 THC 0.90 0.93 1.20
4 ANFETAML(8) +0.18 +0.13 +0.15
6.4 THC 0.60 0.64 0.99
il 4 ANFETAML(6) +0.09 40.11 +0.10
VEHICULO 0.81 0.82 1.10
8 ANFETAMI(8) 40.14 +0.14 40.13
0.1 THC 0.78 0.78 1.16
8 ANFETAML.(6) +0.16 +0.12 +0.17
6.4 THC 0.72 0.61 1.08
8 ANFETAML(8) £0.10 +0.07 +0.10
RESULTADOS

ANOVA 5-HT~THC: F(2/91)=0.74, p=0.48
5-HT-ANF: F(4/91)=0.84, p=0.5011
5-HT-THC/A: F(8/91)=0.86, p=0.5459
ANOVA 5-HIAA-THC: F(2/94)=0.61, p=0.5459
5-HIAA-ANF: F(4/94)=0.46, p=0.7676
5-HIAA-THC/A: F(8/94)=0.81, p=0.5992
ANOVA 5-HIAA/5-HT-THC: F(2/94)=0.82, p=0.4449
5-HIAA/5-HT-ANF: F(4/94)=0.67, p=0.6174
5-HIAA/5-HT-THC/A: F(8/97)=0.78, p=0.6221

Test de Duncan, tratados control, * p< 0.05

206



FIG. v-4-28

(ng/mg}

5-HT

FIG. V-4-29

{ng/mg}

5-HIA

FIG. V~-4-30

5-HIA/5-HT

CONTENIDOS DE SEROTONINA
EN CUERPO ESTRIADO

1.2
1,0 -

1 BBETRATAMIENTO
0.5-. W VENCULD
0.6 B THCOd

O THC &4
0.4
0.2
0.0 A
0 1 2 4 8

ANFETAMINA (DOSIS mg/kg)

CONTENIDOS DE S5-HIAA

EN CUERPO ESTRIADO
1,2
1,0

] P

081 7 HRTATAELS
' ] ?: ? MW VEHCULS
{/’ ,‘4 THG 0.1
081 Z N 7
) Z Z Z O TG e
Z A 7
0,4 :é ? "é
Z
d Z Z %,'
7 K
- 7 M
0.0 - 7 Z Z
0 1 2 4 8
ANFETAMINA (DOSIS mgrkg)
RELACION 5-HIAA/5-HT
EN CUERPOQ ESTRIADO
15
1.0 A EEEYRATAMIENTO
] B VEHCUO
THC O
O THCE4
0.5
0.0 -
0 1 2 4 8
ANFETAMINA (DOSIS mgikg)

207



TABLA V-4-VIIL

—e

CONTENIDOS DE DA, DOPAC (ng/mg) Y RELACION DOPAC/DA EN EL

DOSIS mg/kg
THC/ANF.(N) SISTEMA LIMBICO ANTERIOR. MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA
MEDIA.
DA DOPAC DOPAC/DA
VEHICULO 3.06 0.35 0.132
VEHICULO (7) £0.49 £0.07 +0.016
0.1 THC 3.12 0.34 0.112
VEHICULO (8) +0.25 +0.04 +0.011
t 6.4 THC 3.83 0.49 0.125
VEHICULO (7) 1052 +0.04 +0.011
VEHICULO 2.87 0.32 0.097
1 ANFETAMIL (8) +0.31 +0.05 +0.010
0.1 THC 3.95 0.47 0.124
1 ANFETAML(8) +0.59 10.07 £0.018
6.4 THC 3.64 0.49 0.121
1 ANFETAML(8) +0.52 +0.04 +0.008
VEHICULO 4.06 0.54 *0.171
2 ANFETAML(7) +1.01 £0.10 +0.045
0.1 THC 373 032 0.095
2 ANFETAML(8) +0.64 +0.04 +0.008
6.4 THC 4.47 0.40 0.098
2 ANFETAML(8) +0.78 +0.06 £0.013
VEHICULO 431 031 0.075
4 ANFETAML(®) +0.49 40.03 +0.008
0.1 THC 4.38 0.37 0.079
4 ANFETAML(8) +0.81 40.05 +0.010
6.4 THC 4.41 0.41 0.101
4 ANFETAML(6) +0.58 +0.08 +0.027
VEHICULO 3.68 0.25 0.067
| 8 ANFETAML(8) 4032 +0.05 +0.011
0.1 THC 3.43 0.39 B 0.098
| 8 ANFETAML(6) +0.46 +0.09 +0.027
6.4 THC 4.26 0.31 0.075
8 ANFETAML(8) +0.22 +0.05 +0.015

RESULTADOS

ANOVA DA-THC: F(2/91)=0.73, p=0.4852
DA-ANF: F(4/91)=0.86, p=0.49362
DA-THC/A: F(8/91)=0.86, p=0.5886

ANOVA DOPAC/THC: F(2/92)=0.65, p=0.5239
DOPAC/ANF: F(4/92)=0.90, p=0.4674
DOPAC-THC/A: F(8,92)=0.80, p=0.6265

ANOVA DOPAC/DA-THC: E(2/91)=0.03, p=0.97
DOPAC/DA-ANF: F(4/91)=0.02, p< 0.05
DOPAC/DA-THC/A: F(8/91)=0.88, p=0.0535

Test de Duncan, tratados-control, * p< 0.05
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FIG. v-4-31
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TABLA V-4-VIIL

DOSIS mg/kg CONTENIDOS EN 5-HT Y 5-HIAA (ng/mg) Y RELACION 5-HT/5-HIAA
THC/ANF.(N) EN EL SISTEMA LIMBICO ANTERIOR. MEDIAS + ERROR ESTANDAR
DE LA MEDIA.
5-HT 5-HIAA 5-HIAA/5~-HT
51 VEHICULO 0.86 0.62 0.70
VEHICULG (7) +0.14 +0.G8 +0.04
0.1 THC 0.72 0.58 0.84
VEHICULO (8) +0.09 +0.08 +0.09
6.4 THC 1.05 0.74 0.65
VEHICULO (7) +0.14 £0.14 40.04
VEHICULO 0.76 0.58 0.77
1 ANFETAML(8) +0.10 +0.08 +0.06
0.1 THC 0.85 0.61 0.74
1 ANFETAML(B) +0.14 +0.10 +0.06
i 6.4 THC 0.92 0.69 0.75
1 ANFETAML(8) £0.11 +0.10 +0.05
VEHICULO 0.92 0.65 0.81
{t 2 ANFETAML(7) £0.09 +0.13 +0.13
0.1 THC 0.90 0.67 0.72
2 ANFETAML(8) +0.08 +0.11 +0.07
6.4 THC 0.80 0.53 0.65
2 ANFETAML(8) £0.10 +0.09 +0.04
VEHICULO 0.78 0.54 0.68
4 ANFETAML.(8) +0.12 £0.05 +0.06
0.1 THC 0.89 0.63 0.72
4 ANFETAML(8) +0.06 10.06 +0.06
1
T 6.4 THC 0.75 0.65 0.86
[| 4 ANFETAML(6) +0.11 +0.09 10.04
L VEHICULO 0.87 0.71 0.80
Ls ANFETAML(8) _ +0.08 40.09 +0.06
0.1 THC 1.05 0.69 0.65
8 ANFETAML(6) 10.17 10.12 +0.04
6.4 THC 0.98 0.64 0.68
8 ANFETAML(8) +0.12 +0.11 +0.05
RESULTADOS

ANOVA 5-HT-THC: F(2/93)=0.71, p=0.4947
S-HT-ANF: F(4/93)=0.85, p=0.4978
5-HT-THC/A: F(8/93)=0.84, p=0.5704
ANOVA 5-HIAA-THC: F(2/93)=0.35, p=0.7070
5-HIAA-ANF: F(4/93)=0.16, p=D.9579
5-HIAA-THC/A: F(8/93)=0.45, p=0.9903
ANOVA 5-HIAA/5-HT-THC: F(2/92)=0.76, p=0.4719
5-HIAA/5-HT-ANF: F(4/92)=0.87, p=0.4858
S-HIAA/5-HT-THC/A: F(8/92)=0.84, p=0.5668

Test de Duncan, tratados control, * p< 0.05
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FIG. V-4-34
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3. DISCUSION

3.1.- Estudio del comportamiento.

En lo que se refiere a los estudios del comportamiento volvemos a comprobar ¢cémo
en la situacién control es decir en la situacion sin anfetamina, los animales tratados con 0.1
mg/kg de THC tienen un efecto de tipo estimulatorio mientras que los tratados con
6.4mg/kg tienen un efecto depresor sobre la conducta motora. Ello confirma los estudios
previos realizados en los experimentos anteriores tanto en la situacién aguda como en la
situacion cronica aportando mds evidencia acerca del efecto diferencial de las dosis bajas y

las dosis altas del THC sobre la conducta espontinea de la rata.

En lo que se refiere a la curva dosis respuesta a la anfetamina vemos ¢6mo hay
diferencias notables entre la situacion de los animales tratados con el solvente (animales
control) frente a aquellos tratados con THC. En efecto, el andlisis de los resultados arroja
diferencias tanto entre los animales tratados con THC y los animales control como entre las

diferentes dosis THC.

En lo que se refiere a las dosis bajas (0.1mg/kg) observamos que en general los
efectos sobre la curva dosis respuesta a la anfetamina son pequenos a dosis bajas de
anfetamina tanto en lo que se refiere a la conducta motora y exploratoria como a lo que se
refiere a la conducta estereotipada. Sin embargo, resulta interesante el observar lo que
sucede con dosis altas de anfetamina. En lo que se refiere a la conducta exploratoria

observamos una actividad similar en el grupo control respecto del grupo tratado con THC.
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Sin embargo en lo que respecta a la actividad motora encontramos que existe un aumento de
la conducta motora en los animales tratados con THC y 4mg de anfetamina frente a aquellos
tratados solamente con 4mg de anfetamina. En lo que se refiere a la conducta estereotipada
aparece una disminucion de las estereotipias a dosis altas de anfetamina en los animales

tratados con THC a dosis baja (0.1mg/kg).

Ello resulta interesante puesto que pareceria como si el pretratamiento con dosis
bajas de THC produjera un desplazamiento hacia la derecha de la curva dosis respuesta a la
anfetamina para la conducta estereotipada a la vez que estimula la actividad motora. En
términos del modelo anfetaminico en relacién con los limites de tolerancia a la DA ello

apareceria como si se produjera una ampliacién de dichos limites.

En lo que se refiere a los animales que han recibido un pretratamiento con dosis
altas de THC (6.4mg/kg) nos encontramos con una situacion muy diferente. En efecto asi
como en el caso de la conducta exploratoria y la conducta motora aparece un aplanamiento
de la curva dosis respuesta a la anfetamina en los animales tratados con THC (curva dosis
respuesta para la exploracion desplazada hacia la derecha) en ¢l caso de la conducta
estereotipada sucede lo contrario, es decir, aparece mayor frecuencia de estereotipias a dosis
altas de anfetamina en los animales tratados con THC. En términos del modelo anfetaminico
en relacién con los limites de tolerancia a la DA ello aparece, al contrario de lo que sucedia

en el caso de dosis bajas de THC, como un estrechamiento de dichos limites.

En resumen por consiguiente nos encontramos con que la administracién de THC a

dosis bajas (0.1mg/kg) produce una modificacién significativa de la curva dosis respuesta a
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la anfetamina. Esta modificacién iria en el sentido de un menor efecto de la anfetamina en
Io que respecta a la conducta estereotipada sin que por ello disminuya la actividad
exploratoria y locomotora. En los animales tratados con dosis altas de THC (6.4 mg/kg), por
el contrario se produciria una potenciacién de los efectos de la anfetamina a dosis altas en
su capacidad de producir estereotipias mientras que a la vez produce un aplanamiento de la

conducta motora y exploratoria.

3.2.- Estudio neuroquimico.

En lo que respecta al estudio neuroquimico realizado al finalizar el estudio del
comportamiento nos encontramos que segin se desprende del andlisis de varianza realizado
no existen diferencias significativas en lo que se refiere a la 5-HT tanto en el sistema
limbico anterior como en el cuerpo estriado. En lo que se refiere a la DA y su metabolito
DOPAC encontramos que tampoco existen diferencias significativas segin el andlisis de
varianza realizado en lo que respecta al cuerpo estriado mientras que si que aparece alguna
diferencia en el sistema limbico. Aqui encontramos que mieniras que en el grupo control se
produce un aumento del cociente DOPAC/DA a dosis de 2mg de anfetamina en el caso de
los animales tratados con THC a dosis bajas o altas no se produce ningiin cambio

significativo.

El hecho de que la anfetamina no produzca efectos claros sobre el metabolismo de la
DA y la 5-HT se debe probablemente al hecho de que al actuar sobre un pool menor

(extravesicular) de neuroaminas, cualquier efecto sobre el contenido de dichas aminas
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resultaria diluido en el total. Por otro lado, en lo que se refiere a los metabolitos, al tratarse
el DOPAC de un metabolito intraneuronal, tampoco es facil que refleje diferencias en tasas
metabdlicas ya que el efecto fundamental de la anfetamina seria una liberacién de aminas en
el espacio sinaptico donde seria rdpidamente metabolizadas. Naturalmente, es posible que
cualquier diferencia real existente como consecuencia de los efectos tanto del THC como de
la anfetamina esté enmascarada dentro de la variabilidad individual y de las posibles
interacciones de variables controladas y no controladas. Un andlisis mas detallado de cada
uno de los resultados individuales en relacion al comportamiento del mismo animal puede

que arrojase algin dato interesante.
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V-5.- EFECTO DEL 6-9-THC CRONICO SOBRE LA RESPUESTA A

LA D-ANFETAMINA (CONDUCTA Y DA, DOPAC Y 5-HT).
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1.- MATERIAL Y METODOS.

1.1.- Animales, drogas y pauta de tratamiento.

La eleccion de la dosis de 4mg/kg de anfetamina fue en funcidn de los resultados de
los trabajos anteriores donde observamos que es una dosis en la gque la actividad
exploratoria organizada y la actividad motora son maximas dentro de la curva dosis
respuesta a la d-anfetamina, y por el contrario la actividad estereotipada todavia no ha
aumentado significativamente (ver tablas y figuras). Esto nos puede ser muy dtil para
estudiar el posible efecto potenciador del cannabis sobre la actividad estereotipada a la vez

que vemos si disminuye la actividad motora.

En este trabajo hemos utilizado 47 ratas wistar machos (PANLAB) de 200-225 grs
en el momento del estudio. Durante un periodo previo de al menos 15 dias, las ratas
permanecieron enjauladas por parejas con libre acceso a la comida y al agua, en una
habitacion con un ciclo de luz invertido (luz de 20 a 8h). Las pruebas se realizaron durante
la fase de oscuridad (activa} del ciclo. Para la preparacién y administracion del 6~9-THC se
sigui6 la misma metodologia descrita en el apartado V-2 (pag. 134). La d-anfetamina se
obtuvo de Sigma Chemical. Los animales controles recibieron el mismo volumen con el

vehiculo solvente empleado en las drogas.

Los tratamientos fueron randomizados y el observador ignoraba el tratamiento

recibido por cada rata. En total se hicieron tres grupos: €l grupo control, el grupo de dosis
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baja de THC (0.1 mg/kg THC) y el grupo de dosis alta de THC (6.4 mg/kg THC). Dentro
de cada grupo los animales se dividieron en dos grupos segin recibieran suero salino o

d-anfetamina (4 mg/kg). Tanto las drogas como los vehiculos solventes fueron

administrados por via i.p.

Todos los animales recibieron diariamente cada 24 horas, durante 14 dias
consecutivos una dosis de vehiculo solvente, 0.1 mg/kg de THC o 6.4 mg/kg de THC segtin
fuera del grupo control, experimental de dosis baja o experimental de dosis alta

respectivamente.

El dia del estudio del comportamiento, 30 minutos después de la tltima dosis de
THC, se administré la dosis correspondiente de d-anfetamina (4 mg/kg) o vehiculo solvente
y cada animal era colocado inmediatamente en el campo abierto descrito en los

experimentos anteriores conservando las mismas condiciones ambientales.

1.2.- Estudio del comportamiento.

Los principales pardmetros (actividad exploratoria, actividad motora, actividad
estereotipada y no actividad} y la metodologia seguida para el estudio han sido descritos

anteriormente {apartado V-2, paginas 79 y 80).
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1.3.- Estudio neuroquimico.

Mediante el sistema HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Presion) con detector
electroquimico, se determinaron las concentraciones de DA, su metabolito DOPAC, 5-HT v
de su metabolito 5-HIAA en el CE y en el Sla de los cerebros de las ratas cuyo

comportamiento habiamos estudiado previamente.

1.3.1.—~ Obtencion de las muestras.

Los animales fueron sacrificados por decapitacion 80 minutos después de serles

administrada la droga correspondiente y sus cerebros se congelaban inmediatamente a ~70°

para su posterior ¢studio bioquimico. Las muestras fucron preparadas como en el

experimento anterior (pag. 174)

1.3.2.- Determinacion de DA y icido dihidroxifenilacético (DOAC), S-HT y

acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA).

Se empleron el material y métodos descritos previamente (paginas 175-178).
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2.- RESULTADOS.

2.1.- ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO.

2.1.1.- Actividad exploratoria.

Los resultados indican un efecto dependiente de la dosis de 06-9-THC

F(23/162)=3.88, p< 0.05, de forma que la actividad exploratoria organizada disminuye con

la dosis de 6.4 mg/kg (ver tabla V-5-1, figuras V-5-1 a V-5--5).

También observamos un efecto de la d—anfetamina F(23/162)=3.92, p< 0.05.

El efecto dependiente del tiempo no llega a alcanzar significatividad F(23/162)=2.51,

p= 0.06.

No observamos interaccién 6-9-THC-tiempo, F(23/162)=1.1, p=0.36.

No existe interaccién d-anfetamina-tiempo, F(23/162)=1.66, p=0.17.

No existe interaccién dosis 8-9-THC-d-anfetamina, F(23/162)=1.07, p=0.34.

Igualmente, tampoco observamos interacciébn d-anfetamina-6-9-THC-tiempo,

F(23/162)=1.07, p=0.38.
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Existe un claro efecto dependiente de la dosis respecto a los valores totales de la

actividad explotatoria F(5/41)=7.54, p< 0.0001 (ver tabla V-35-I y fig V-5-13).

Los resultados del test de Duncan se muestran en la tabla V=-5-I, * p< 0.05 y con

letras en fig. ¥-5-13 para una p< 0.05.

2.1.2.~ Actividad motora (actividad exploratoria + locomocién)

Los resultados indican un efecto dependiente de la dosis de d-anfetamina,

F(23/162)=91.01, p< 0.00001, de forma que la actividad motora aumenta claramente con

4 mg/kg de d-anfetamina (ver tabla V-5-1I, figuras V-5-4 a V-5-6).

También observames un claro efecto dependiente del tiempo F(23/162)=35.45,

p< 0.00001.

Sin embargo no observamos un efecto dependiente de las dosis de 6-9-THC,

F(23/162)=0.61, p=0.545.

No observamos interaccién 6—-9-THC-tiempo, F(23/162)=1.35, p=0.2676.

No existe interaccién d-anfetamina-tiempo, F(23/162)=2.18, p=0.0927.

No existe interaccién dosis 6-9-THC-d-anfetamina, F(23/162)=1.42, p=0.2437.
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Igualmente, tampoco observamos interaccién d-anfetamina-98-9-THC-tiempo,

F(23/162)=1.24, p=0.29.

Existe un claro efecto dependiente de la dosis respecto a los valores totales de la

actividad motora F(5/41)=7.83, p<0.0001 (ver tabla V-5-11 y fig. V-5-14).

Los resultados del test de Duncan se muestran en la tabla V-5-II, * p< 0.05 y con

letras en fig. V-5-14 para una p< 0.05.

2.1.3.- Actividad estereotipada.

Los resultados indican un efecto dependiente de la de d-anfetamina,

F(23/162)=30.68, p< 0.00001 (ver tabla V-~5-III, figuras V-5-7a V-5-9). Existe también

un claro efecto dependiente de las dosis de 8-9-THC, F(23/162)=29.08, p< 0.00001.

Ademas observamos un efecto dependiente del tiempo F(23/162)= 4.4, p< 0.01.

Existe interaccién dosis 8-9-THC-d-anfetamina, F(23/162)=30.81, p< 0.00001.

Observamos interaccién 6-9-THC-tiempo, F(23/162)=5.25, p=0.00001.

Existe interaccién d-anfetamina-tiempo, F(23/162)=5.08, p< 0.005.
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Por dltimo, observamos interacciéon d-anfetamina-8-9-THC-tiempo,

F(23/162)=4.806, p< 0.00001.

Ademas existe un claro efecto respecto a los valores totales de la actividad

estereotipada F(5/41)=29.05, p< 0.0001 (ver tabla V-5-III y fig. V~5~15).

Los resultados del test de Duncan se muestran en la tabla V-5-III con un asterisco

(*), y con letras en fig. V-5-15 (para una p<(.05).

2.1.4.~ No actividad (en segundos)

Los resultados indican un claro efecto dependiente de la d-anfetamina,

F(23/162)=80.33, p< 0.00001, de forma que la no actividad disminuye con 4 mg/kg de

d-anfetamina (ver tabla V-5-IV, figuras V-5-10 a V-5-12).

También observamos un claro efecto dependiente del tiempo F(23/162)=17.95,

p< 0.00001.

Igualmente observamos la existencia de interaccion d-anfetamina—tiempo,

F(23/162)=6.88, p=< 0.0005.

Observamos interaccion dosis 8—9-THC-d-anfetamina, F(23/162)=6.09, p< 0.005.
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Sin embargo no observamos un efecto dependiente de las dosis de 8-9-THC,

F(23/162)=0.59, p=0.556.

No observamos interaccién 8-9-THC~tiempo, F(23/162)=0.27, p=0.95.

Tampoco observamos interaccion d-anfetamina-8-9-~THC-tiempo, F(23,162)=0.59,

p=0.739.

Existe un claro efecto dependiente de la dosis respecto a los valores totales de no

actividad F(5,41)=10.57, p< 0.0001 (ver tabla V-5-4 y fig V-5-16).

Los resultados del test de Duncan se muestran en la tabla V-5-4 con un asterisco

(*), v con letras en fig. V-5-16 (para una p< 0.05).
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TABLA V-5-1.

DOSIS mg/kg ACTIVIDAD EXPLORATORIA EN CADA PERIODO DE TIEMPO Y
THC/ANFETAM. TOTALES. MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA.
(N)
T1 T2 T3 T4 TOTALES
VEHICULO- 60.14 32.28 25.28 8.57 126.28
VEHICULO. +10.57 +9.96 +5.42 +4.47 +20.53
M
0.1 THC- 62.12 23.15 26.5 15.5 127.62
VEHICULO. 18.90 +3.74 +7.57 +5.54 +14.46
®
6.4 THC~ 43.12 8.5 8 5.5 65.13
VEHICULQO. $5.07 +4.05 +4.31 +3.92 +12.2
8 _
VEHICULO- 58 32775 5775 4325 *191.75
4 ANFETA. +6.47 16.04 +10.47 +8.31 +23.04
8
I[ 0.1 THC- 64 3125 34.37 45.87 *175.25
4 ANFETAMINA +6.95 16.63 +7.38 +7.20 +23.75
®)
6.4 THC- 55.62 9.87 3.49 9.87 78.87
4 ANFETAMINA +3.94 +2.57 +1.80 +5.05 +9.87
(8)
RESULTADOS.

ANOVA DOSIS THC, F(23,162)=3.88, p< 0.05

ANOVA DOSIS ANFETAMINA, F(23,162)=3.92, p< 0.05

ANOVA TIEMPO, F(23,162)=2.51, p=0.06

INTERACCION THC-TIEMPO, F(23,162)=1.1, p=0.36

INTERACCION ANFETAMINA-TIEMPO, F(23,162)=1.66, p=0.17
INTERACCION THC-ANFETAMINA, F(23,162)=1.07, p=0.34
INTERACCION ANFETAMINA-THC-TIEMPO, F(23,162)=1.07, p=0.38
ANOVA DOSIS-VALORES TOTALES, F(5,41)=7.54, p< 0.0001

Test de Duncan, tratados—control,* p< 0.05
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TABLA V-5-IL

= ——
DOSIS mg/kg ACTIVIDAD MOTORA EN CADA PERIODO DE TIEMPO Y TOTALES.
THC/ANFETAM. MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA.
(N)
Ti T2 T3 T4 TOTALES
VEHICULO- 115.85 55.42 41.14 15.85 228.29
VEHICULO. +19.85 +16.93 +8.98 +7.53 +33.02
)
0.1 THC- 144.87 43.0 46.25 23.12 257.5
VYEHRICULO, +8.90 +6.81 +13.46 8.3 +30.43
(8)
64 THC- 120.87 16.75 18.28 13.79 169.63
VEHICULO. 1777 +9.91 +10.69 +10.11 155.87
®
VEHICULO- 149.87 *85.12 *137.75 *128.75 *500.6
4 ANFETAMINA +12.28 +14.81 +20.43 +21.14 +52.07
)
0.1 THC- 154.37 *87.87 *110.87 *97.24 450.38
4 ANFETAMINA +12.47 $19.14 +24.42 +16.20 +64.09
)
6.4 THC- *197.5 *93.5 *89.62 *76.62 *457.25
4 ANFETAMINA +18.10 +24.0 +17.95 +19.20 16625
(8)
RESULTADOS.

ANOVA DOSIS ANFETAMINA, F(23,162)=91.01, p< 0.00001

ANOVA TIEMPO, F(23,162)=35.45, p< 0.00001

ANOVA DOSIS THC, F(23,162)=0.61, p=0.545

INTERACCION THC-ANFETAMINA, F(23,162)=1.42, p=0.2437
INTERACCION THC-TIEMPO, F(23,162)=1.35, p=0.2376
INTERACCION ANFETAMINA-TIEMPO, F(23,162)=2.18, p=0.0927
INTERACCION ANFETAMINA-THC-TIEMPO, F(23,162)=1.24, p=0.29
ANOVA DOSIS-VALORES TOTALES, F(5,41)=7.83, p< 0.0001

Test de Duncan, tratados~control, * p< 0.05
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TABLA V-5-III.

DOSIS mg'kg ACTIVIDAD ESTEREOTIPADA EN CADA PERIODO DE TIEMPO Y
THC/ANFETAM. TOTALES. MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA.
(N)
T1 T2 T3 T4 TOTALES
VEHICULO- 2.42 0.28 0.85 0 3.57
VEHICULO. +1.84 +0.18 +0.40 +0 +2.03
i (7
0.1 THC- 2.49 0.37 0.25 0.62 3.75
VEHICULO. +1.32 +0.18 +0.16 +0.41 +1.72
(8)
6.4 THC- 0 0 0 0.25 0.25
VEHICULO. +0 +0 +0 +0.25 +0.25
(8)
VEHICULO- 1.75 0.25 1.5 0.62 4.12
4 ANFETAMINA +1.37 +0.16 +0.7 +0.32 +2.09
(8)
0.1 THC- 2.25 0.5 0 3.15 5.87
4 ANFETAMINA +0.81 +0.37 10 +0.63 +1.3
(8)
6.4 THC- 0 *414 87 *107.75 *95 *241.13
4 ANFETAMINA 10 +15.18 +23.31 +31.14 +44.37
(8}

RESULTADOS.

ANOVA DOSIS THC, F(23,162)=29.08, p< 0.00001

ANOVA DOSIS ANFETAMINA, F(23,162)=30.68, p< 0.00001

ANOVA TIEMPO, F(23,162)=4.4, p< 0.01

INTERACCION THC-ANFETAMINA, F(23,162)=30.81, p<0.00001
INTERACCION THC-TIEMPO, F(23,162)=5.25, p<0.00001
INTERACCION ANFETAMINA-TIEMPO, F(23,162)=5.08, p< 0.005
INTERACCION THC-ANFETAMINA-TIEMPO, F(23,162)=4.86, p<0.00001
ANOVA DOSIS-VALORES TOTALES, F(5,41)=29.05, p< 0.0001

Test de Duncan, tratados-control, * p< 0.05
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TABLA V-5-1V.

DOSIS mp/kg NO ACTIVIDAD (EN SEGUNDOS) EN CADA PERIODO DE TIEMPO Y
THC/ANFETAM. TOTALES. MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA.
Ny
T1 T2 T3 T4 TOTALES
VEHICULO- 71.42 136 150.14 205.71 563.29
VEHICULDO. +23.90 +30.98 +19.24 +14.29 +58.49
™
0.1 THC- 66.37 134 139 175.12 514.5
VEHICULO. +20.27 +12.84 +24 B9 $+23.20 +37.17
l__®
6.4 THC- 78.75 192 199.87 214.25 684 .87
VEHICULO. £12.15 +£21.63 +19.87 +17.21 +55.08
®)
VEHICULO-~ 51.87 106.87 *57.12 *74.87 *290.72
4 ANFETAMINA +7.87 +23.92 +18.95 +18.22 157,51
® |
0.1 THC~ 53.5 110.37 101 *88.62 *353.5
4 ANFETAMINA +12.02 +23.02 +25.05 +15.68 £67.46
®
6.4 THC- 43.62 825 *49.75 *656.25 *242.13
4 ANFETAMINA +7.72 124.11 +21.68 121.54 +44.37
_® —
RESULTADOS.

ANOVA DOSIS ANFETAMINA, F(23,162)=80.33, p<0.00001

ANOVA TIEMPO, F(23,162)=17.95, p< 0.00001

INTERACCION ANFETAMINA-TIEMPO, F(23,162)=6.88, p< 0.0005
INTERACCION THC-ANFETAMINA, F(23,162)=6.09, p< 0.005
ANOVA DOSIS THC, F(23,162)=0.59, p=0.556

INTERACCION THC-TIEMPO, F(23,162)=0,27, p=0.95

INTERACCION THC-ANFETAMINA-TIEMPO, F(23,162)=0.59, p=0.739
ANOVA DOSIS-VALORES TOTALES, F(5,41)=10.57, p< 0.00001

Test de Duncan, tratados~control, * p< 0.05
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FIG. V-5-13
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2.2.- ESTUDIO NEUROQUIMICO.

2.2.1.- Contenidos de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el sistema

estriado.

Los resuitados se hallan recogidos en la tabla V-5-V.

Se aplicd un andlisis de la varianza para estudiar el efecto de los tratamientos

respecto a la variables DA, DOPAC y relacién DOPAC/DA.

No encontramos un efecto significativo del THC, F(2/39)=0.13, p=0.87, ni de la
d-anfetamina, F(1/39)=1.44, p=0.24, y tampoco existe interaccién d-anfetamina-THC,

F(2/39)= 0.11, p=0.899 respecto de la variable DA.

Existe un efecto significativo de la d-anfetamina respecto a la variable DOPAC,
F(1/39)=13.43, p< 0.0005. En cambio no encontramos efecto del THC, F(2/39)=0.43,
p=0.6552 ni interaccién d-anfetamina-THC, F( F(2/39)=0.22, p=0.806 respecto a la misma

variable.

Existe un efecto significativo de la d-anfetamina respecto a la variable DOPAC/DA,
F,(1/39)=27,9, p< 0.00001. Por contra, no observamos efecto del THC, F(2/39)=0.30,
p=0.74, ni interaccién d-anfetamina-THC, F(2/39)=0.13, p=0.87 respecto a la misma

variable.
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Posteriormente aplicamos el test de Duncan para comparar grupos especificos entre
si (tratados—control), los resultados se muestran con un asterisco (*) en la tabla V-5-V, y

con letras en las fig. V-5-17 a V~-5-19 (para una p<0.05).

2.2.2.- Contenidos de 5-HT, acide 5-Hidroxiindolacético (S-HIAA) y relacién

5-HIAA/5-HT en el sistema estriado.

Los resultados se hallan resumidos en la tabla V-5-VI.

Se aplicd un andlisis de la varianza para estudiar el efecto de los tratamientos

respecto a la variables 5-HT, 5-HIAA vy relacién 5-HIAA/5-HT.

Encontramos un efecto significativo de la d-anfetamina, F(1/39)=7.32, p< 0.05
respecto de la variable 5-HT. En cambio no encontramos efecto del THC, F(2/39)=0.47,
p=0.6293 ni interacciéon d-anfetamina-THC, F(2/39)=0.12, p=0.88 respecto a la misma

variabie.

No encontramos efecto del THC, F(2/39)=0.06, p=0.94, ni de la d-anfetamina,
F(1/39)=0.02, p=0.90, ni tampoco interaccién d-anfetamina-THC, F(2/39)=0.56, p=0.57,

respecto a la variable S-HIAA.

Tampoco observamos efecto del THC, F(2/39)=0.05, p=0.9548, ni de la
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d-anfetamina, F(1/39)=0.60, p=0.44, ni de la interaccién d-anfetamina-THC, F(2/39)=0.44,

p=0.64 respecto a la relacion 5-HIAA/5-HT. (ver tabla V-5-VI, fig. V-5-20 a V-5-22).

Posteriormente aplicamos el test de Duncan para comparar grupos especificos entre
si (tratados—control), los resultados se muestran con un asterisco (*) en la tabla V-5-VI y

con letras en las fig. V-5-20 a V-5-22 (para una p<0.05).

2.2.3.- Contenidos de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el sistema limbico

anterior.

Los resultados se hallan recogidos en la tabla V-5-VIL.

Se aplicé un andlisis de la varianza para estudiar el efecto de los tratamientos
respecto a la variables DA, DOPAC vy relacién DOPAC/DA en el sistema limbico anterior.

(ver tabla V-5-VII, fig. V-5~23 a V-5-25).

No encontramos un efecto significativo del THC respecto a la variable DA,
F(2/39)=0.72, p=0.49; tampoco respecto a la variable DOPAC, F(2/39)=0.98, p=0.38, ni

respecto al cociente DOPAC/DA, F(2/39)= 1.47, p=0.2434.

Si que encontramos un efecto significativo de la d-anfetamina tanto en lo que
respecta a la DA (F(1/39)=4.22, p< 0.05) como al DOPAC (F(1/39)=5.32, p< 0.055), como

al cociente DOPAC/DA (F(1/39)=15.53, p< 0.0005).
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No existen interacciones significativas d-anfetamina-THC respecto a ninguno de los
tres parametros, DA, DOPAC y DOPAC/DA ( F(2/39)=0.79, p=0.46; F(2/39)=0.15, p=0.85;

F(2/39)=1.61, p=0.2135 respectivamente).

Posteriormente aplicamos el test de Duncan para comparar grupos especificos entre
si (tratados—control); los resultados se expresan con un asterisco (*) en la tabla V-5-VIl y

con letras en la figura V—~5-23 a V~5-25 (para una p< 0.05).

2.2.4.~ Contenidos de 5-HT, acido 5-Hidroxiindolacético (5-HIAA) y relacion

5-HIAA/5-HT en el sistema limbico anterior.

1.os resultados se hallan resumidos en la tabla V-35-VIII.

Se aplicé un analisis de la varianza para estudiar el efecto de los distintos

tratamientos respecto a la variables 5-HT, 5-HIAA y relacién 5~HIAA/5-HT en el sistema

[imbico anterior (ver tabla V-5-VIII, fig. V-5-26 a V-5-28).

No encontramos un efecto significativo de la d~anfetamina, F(1/39)=1.22, p=0.2765,

ni del THC, F(2/39)=0.86, p=0.43, ni interaccién d-anfetamina-THC, F(2/39)=0.42,

p=0.6610 respecto a la variable 5-HT.
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No encontramos efecto del THC, F(2/39)=0.95, p=0.3967, ni de la d-anfetamina,
F(1/39)=0.53, p=0.47, ni tampoco interaccién d-anfetamina~THC, F(2/39)=0.88, p=0.42,

respecto a la variable S-HIAA.

Tampoco observamos efecto del THC, F(2/39)=1.95, p=0.15, ni de la
d-anfetamina, F(1/39)=0.00, p=0.97, ni interaccién d-anfetamina-THC, F(2/39)=0.044,
p=0.9577 respecto a la relacién 5-HIAA/5-HT. (ver tabla V-5-VIII, fig. V-5-26 a

V-5-28).

Posteriormente aplicamos el test de Duncan para comparar grupos especificos entre

si (tratados~control); los resultados se expresan con un asterisco (*) en la tabla V~5-VIIl y

con letras en la figura V-5-26 a V-5-28 (para una p< 0.05).

239



TABLA V-5-V.

DOSIS mg/kg CONTENIDOS EN DA, DOPAC (ng/mg) Y RELACION

THC/ANFETAMINA | DOPAC/DA EN ESTRIADO. MEDIAS + ERROR
™) ESTANDAR DE LA MEDIA.

DOPAC DA DOPAC/DA

VEHICULO 1.01 13.19 0.08

VEHICULO £0.15 +1.97 +0.01
Q)

0.1 THC 0.95 12.95 0.08

VEHICULO +0.10 +1.61 +0.008
(8)

6.4 THC 0.87 11.88 0.07

VEHICULO +0.09 +1.08 +0.007
(8)

VEHICULO 0.64 *13.99 *0.05

4 ANFETAMINA +0.07 +1.74 +0.005
8)

0.1 THC 0.68 *13.68 *0.04

4 ANFETAMINA +0.12 +1.39 +0.007
(8)

6.4 THC 0.62 *14.19 *0.05

4 ANFETAMINA +0.07 +2.19 +0.006
®)

RESULTADOS

ANOVA DA-THC: F(2/39)=0.13, p=0.87
DA-ANF: F(1/39)=1.44, p=0.24
DA-THC/A: F(2/39)=0.11, p=0.899

ANOVA DOPAC-THC: F(2/39)=0.43, p=0.6552
DOPAC-ANF: F(1/39)=13.43, p< 0.0005
DOPAC-THC/A: F(2/39)=0.22, p=0.806

ANOVA DOPAC/DA-THC: F(2/39)=0.30, p=0.74
DOPAC/DA-ANF: F(1/39)=27.9, P< 0.00001
DOPAC/DA-THC/A: F(2/39)=0.13, p=0.87

Test de Duncan, tratados—control, * p< 0.05.
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TABLA V-5-VL

f =
DOSIS mg/kg CONTENIDOS EN 5-HT, 5-HIAA (ng/mg) Y RELACION
THC/ANFETAMINA | 5-HIAA/5-HT EN ESTRIADO. MEDIAS + ERROR

(N) ESTANDAR DE LA MEDIA.
5-HT 5-HIAA 5-HIAA/S-HT
VEHICULO 1.04 1.90 2.11
VEHICULO +0.20 +0.15 40.29
(7)
0.1 THC 1.16 2.05 1.97
VEHICULO +0.16 +0.11 +0.33
(8)
6.4 THC 1.08 1.94 2.11
VEHICULO +0.19 +0.15 +0.27
(8)
VEHICULO 1.19 2.28 2.16
4 ANFETAMINA +0.20 +0.14 +0.23
(8)
0.1 THC 1.18 232 2.31
4 ANFETAMINA +0.15 40.13 40.22
(8)
6.4 THC 1.12 2.19 2.11
4 ANFETAMINA +0.12 +0.14 +0.23
(8)
RESULTADOS

ANOVA 5-HT-THC: F(2/39)=0.47, p=0.6293
5-HT-ANF: F(1/39)=7.32, p< 0.05
5-HT-THC/A: F(2/39)=0.12, p=0.85

ANOVA 5-HIAA-THC: F(2/39)=0.43, p=0.6552
5-HIAA-ANF: F(1/39)=13.43, p< 0.0005
5-HIAA-THC/A: F(2/39)=0.22, p=0.806

ANOVA 5-HIAA/S-HT-THC: F(2/39)=0.30, p=0.74
5-HIAA/5-HT-ANF: F(1/39)=27.9, P< 0.00001
5-HIAA/S-HT-THC/A: F(2/39)=0.13, p=0.87

Test de Duncan, tratados—control, * p< 0.05.
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FIG. V-5-20
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TABLA V-5-VIIL

DOSIS mg/kg CONTENIDOS EN DA, DOPAC (ng/mg) y RELACION
THC/ANFETAM. | DOPAC/DA EN EL SISTEMA LIMBICO ANTERIOR.
™) MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA.
DOPAC DA DOPAC/DA
VEHICULO 0.45 4.10 0.12
| VEHICULO +£0.08 +0.55 +0.02
™ _ 4
0.1 THC 0.44 4.79 0.10
VEHICULO +0.05 +0.45 10.01
(8) i
6.4 THC 0.39 5.62 *0.08
VEHICULO +0.08 1+0.94 +0.01
®
VEHICULO 0.27 5.89 *0.05
4 ANFETAMINA +0.03 +1.06 +£0.006
8 _
0.1 THC 0.33 5.97 £0.06
4 ANFETAMINA +0.05 +1.01 +0.01
(8)
6.4 THC 0.32 6.77 *0.05
4 ANFETAMINA +0.05 £1.03 +0.006
8)
RESULTADOS

ANOVA DA-THC: F(2/39)=0.72, p=0.49
DA-ANF: F(1/39)=4.22, p< 0.05
DA-THC/A: F(2/39)=0.15, p=0.46

ANOVA DOPAC-THC: F(2/39)=0.98, p=0.38
DOPAC-ANF: F(1/39)=5.32, p< 0.05
DOPAC-THC/A: F(2/39)=0.15, p=0.85

ANOVA DOPAC/DA-THC: F(2/39)=1.47, p=0.2434
DOPAC/DA-ANF: F(1/39)=15.83, P< 0.0005
DOPAC/DA-THC/A: F(2/39)=1.61, p=0.2135

Test de Duncan, tratados—control, * p< 0.05.
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TABILA V-5-VIIL

DOSIS mg/kg CONTENIDOS EN 5-HT, 5-HIAA (ng/mg) Y RELACION
THC/ANFETAM | 5-HIAA/5-HT EN EL SISTEMA LIMBICO ANTERIOR.

(N) MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA

5-HT 5-HIAA SHIAA/S-HT

VEHICULO 1.14 1.72 1.55
VEHICULO +0.09 +0.09 +0.09

(7)
0.1 THC 1.33 1.87 1.45
VEHICULO +0.12 +0.12 +0.10

(8)
6.4 THC 1.31 1.69 134
VEHICULO +0.10 +0.04 +0.12

(8)
VEHICULO 1.33 1.98 1.52
4 ANFETAMINA +0.10 +0.11 +0.10

' (8)

0.1 THC 137 1.89 141
4 ANFETAMINA +0.11 +0.14 +0.09

(8)
6.4 THC 1.41 1.81 133
4 ANFETAMINA +0.09 +0.10 +0.10

(8)

RESULTADOS

ANOVA 5-HT-THC: F(2/39)=0.86, p=0.4315
S-HT-ANF: F(1/39)=1.72, p=0.2765
5~-HT-THC/A: F(2/39)=0.42, p=0.6610

ANOVA 5-HIAA-THC: F(2/39)=0.95, p=0.3967
5-HIAA-ANF: F(1/39)=0.53, p=0.47
5-HIAA-THC/A: F(2/39)=0.88, p=0.42

ANOVA 5-HIAA/5-HT-THC: F(2/39)=1.98, p=0.15
5-HIAA/5-HT-ANF: F(1/39)=0.00, P= 0.97
5-HIAA/5-HT-THC/A: F(2/39)=0.04, p=0.9577

Test de Duncan, tratados—control, * p< 0.05.
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3. DISCUSION

3.1.- Estudio del comportamiento.

Con el experimento descrito en las piginas precedentes tratibamos de ver si el
tratamiento crénico con dosis bajas o altas de THC alteraban la respuesta a la estimulacién
anfetaminica en el sentido de una potenciacion de acuerdo con la hipétesis del aumento del
riesgo psicotico. En relacion al modelo anfetaminico descrito examindbamos la posible
aparicioén precoz de estereotipias junto o no, con una posible disminucién de la actividad

motoray exploratoria que indicaria un estrechamiento de los limites de tolerancia a la DA.

Los resultados de los experimentos anteriores mostraban como 4 mg/kg de
d-anfetamina produce una activacién importante de la actividad motora y exploratoria y
comienzan a aparecer algunas estereotipias. Por consiguiente con objeto de ver hasta qué
punto un firmaco agudo o crdnico estimula la actividad motora o la inhibe o estimula o
inhibe las estereotipias inducidas por la anfetamina, la dosis de 4mg/kg de anfetamina
resulta la mds idonea para demostrar dichos ejemplos. En el presente experimento se estudia
precisamente los efectos del tratamiento cronico con dosis bajas (0.1mg/kg) o dosis altas

(6.4mg/kg) de cannabis durante 14 dias sobre la respuesta a 4mg de anfetamina.

En los resultados reflejados en las tablas y graficas anteriores podemos obsevar como
datos interesantes el hecho de que los efectos estimulador o depresor de las dosis bajas o
altas de THC respectivamente, en la situacién crénica no son tan aparentes. De hecho

apenas existe diferencias en el caso de las dosis bajas de THC en el tratamiento de 14 dias
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al contrario de lo que sucedia con el experimento mencionado anteriormente cuando se daba
durante 7 dias. En el caso de las dosis altas (6.4mg/kg) el efecto depresor, aunque menos

marcado que en la situacién aguda, sigue siendo aparente.

En lo que respecta al efecto del tratamiento crénico con THC sobre la respuesta a
4mg/kg de anfetamina observamos que al contrario de lo que sucedia en la situacion aguda
no se produce un aumento de la actividad motora inducida por la anfetamina en los
animales pretratados con 0.lmg/kg de THC. Mientras que en lo que se refiere a las
estereotipias apenas aparecen estercotipias en los animales tratados con el solvente y en los

animales tratados con dosis bajas de THC.

En lo que respecta al tratamiento con 6.4mg/kg encontramos que sigue habiendo una
potenciacién marcada de las estereotipias inducidas por 4mg/kg de anfetamina a la vez que
se sigue produciendo una disminucién de la actividad exploratoria y motora inducida por
d4mg/kg de anfetamina. Estos resultados de las dosis altas de THC en el tratamiento cronico
estarfan de acuerdo con nuestra hipétesis, de la misma forma que en el experimento anterior
con tratamiento agudo, en ¢l sentido de un estrechamiento de los limites y en el sentido de

un aumento de las estercotipias y una reduccidn de la actividad motora exploratoria.

En conclusién, por consiguiente, los resultados observados con el tratamiento
crénico con dosis altas estarian de acuerdo con la hipdtesis plantcada de que el THC
produciria un estrechamiento de los limites y que ésto podria estar relacionado con un
posible efecto inductor, facilitador de psicosis para el cannabis (véase introduccién y

discusién general).
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3.2.- Estudio neuroquimico.

En el caso de la DA, seguramente por las mismas razones que comentabamos en el
apartado anterior en la situacion aguda, no existen diferencias en la DA estriatal. Sin
embargo, en la situacién cronica si que aparece un efecto significativo de la anfetamina
aumentando el contenido de DA en el SL y produciendo una disminucién del metabolito
DOPAC de la DA y una disminucién del cociente DOPAC/DA. Estos cambios se producen
tanto a nivel del CE (con excepcién del contenido de DA) como en ¢l SLa y se trata de
diferencias observables tanto en el grupo control como en los animales pretratados con

THC.

La disminucion de! DOPAC y DOPAC/DA en el SL y en el CE sugiere un
enlentecimiento de! tumover de la DA que estaria de acuerdo con unas cifras no
modificadas (CE) o aumentadas (SL) de DA. Sin embargo seria necesario conocer las cifras
de HVA (metabolito de procedencia fundamentalmente extraneuronal) para poder interpretar
correctamente los resultados ya que la d-anfetamina produce un desplazamiento de la DA
hacia el espacio sindptico que haria predecir una disminucién del DOPAC junto con un

aumento del HVA.

En lo que sc refiere a la 5S~HT encontramo un aumento tanto en el sistema estriatal
como en le limbico, que s6lo es significativo en el caso del cuerpo estriado en los animales
tratados con 4 mg/kg de d—anfetamina. Ello unido a que los niveles del metabolito principal

(5-HIAA) no estdn disminuidos (lo que indicaria un enlentecimiento del turnover) sino si
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acaso aumentados (aunque no de forma significativa) podria sugerir un aumento de
respuesta serotoninérgica en respuesta a la d—anfetamina. Sin embargo el cociente

5-HIAA/5-HT expresion de dicho tumover no se encuentra modificado. Las diferencias con
relacién a la situacién aguda podria explicarse por el efecto que la manipulacién clinica de

los animales pueda tener sobre el estatus neuroquimico.

A pesar de las diferencias observadas en algunos de los pardametros neuroquimicos
estudiados relativos a la DA y la 5-HT, de la observacién de los resultados se puede
deducir que no existe un efecto claro del tratamiento del THC en el sentido de una

potenciacién o inhibicion del efecto de 4mg/kg de anfetamina sobre las aminas cerebrales.

Uno de los problemas que nos encontramos en el experimentdo que estamos
analizando se refiere al hecho de que al tratarse de un tratamiento cronico en el cual la
Gltima dosis se da en el mismo dia del experimento media hora antes de los estudios del
comportamiento los resultados que obtenemos se deben a una superposicion de los efectos

crénicos del cannabis con (pretratamiento durante 14 dias) con el efecto agudo.

Por ello se planted [a necesidad de estudiar el efecto del tratamiento crénico dei

THC sobre la curva dosis respuesta a la d-anfetamina 24 horas depués de la dltima dosis de

THC para obviar el solapamiento del efecto agudo (véase apartado V-6 a continuacion).

251



V-6.- EFECTOS DEL 6-9-THC CRONICO, TRAS SU SUSPENSION,

SOBRE LA CURVA ANFETAMINICA (CONDUCTA, DA Y DOPAC).

252



1.- MATERIAL Y METODOS.

1.1.- Animales, drogas y pauta de tratamiento.

En el experimento anterior vimos como los efecto mas claros se producian con dosis
altas de THC (6.4 mg/kg). Sin embargo los resultados refleajaban la superposicién de los
efctos crénicos de]l THC (diarie durante 14 dias) con los efectos agudos (dltima dosis 30
minutos antes del estudio del comportamiento con respecto a la d~anfetamina) por lo que se
plantea el presente experimento utilizando la dosis de THC con efectos mas claros (6.4

mg/kg) y hacindo el estudio anfetaminico 24 horas después de la {ltima dosis de THC.

En este trabajo hemos utilizado 60 ratas wistar machos (PANLAB) de 200-225 grs
en ¢l momento del estudio. Durante un periodo previo de al menos 15 dias, las ratas
permanecieron enjauladas por parejas con libre acceso a la comida y al agua, en una
habitacion con un ciclo de luz invertido (luz de 20 a 8h). Las pruebas se realizaron durante
la fase de oscuridad (activa) del ciclo. Para la preparacién y administracion del 6—-9-THC se
siguié la misma metodologia descrita en el apartado V-2 (pag. 134). La d-anfetamina se
obtuvo de Sigma Chemical. Los animales controles recibieron el mismo volumen con el

vehiculo solvente empleado en las drogas.

Los tratamientos fueron randomizados y el observador ignoraba el tratamiento
recibido por cada rata. En total se hicieron dos grandes grupos: el grupo control y el grupo
tratados con dosis altas de THC (6.4 mg/kg). Dentro de cada grupo los animales se

subdividieron en cinco subgrupos segin recibieran las distintas dosis de d-anfetamina (0, 1,
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2, 4 6 8 mg/kg) con objeto de obtener una curva dosis respuesta a la d-anfetamina para

cada grupo. Tanto las drogas como los vehiculos solventes fueron administrado por via i.p.

Todos los animales recibieron diariamente cada 24 hora durante 14 dias
consecutivos, una dosis i.p. de vehiculo solvente 0 6.4 mg/kg de 6-9-THC segun fuese del

grupo control 0 experimental.

El dia de la experimentacién, 24 horas después de la dltima dosis de 8~-9-THC o
solvente, inyectamos a cada rata la dosis correspondiente de d-anfetamina (vehiculo
solvente, 1, 2, 4 6 8 mg/kg) seglin el subgrupo que se tratara y cada animal era colocado
inmediatamente en el campo abierto descrito en los experimentos anteriores conservando

las mismas condiciones ambientales.

1.2.- Estudio del comportamiento.

Los principales pardmetros (actividad exploratoria, actividad motora, actividad

estereotipada y no actividad) y la metodologia seguida para el estudio han sido descritos

anteriormente (apartado V-2, paginas 79 y 80).
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1.3.- Estudio neuroquimico.

Mediante el sistema HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Presién) con detector

electroquimico, se determinaron las concentraciones de DA y su metabolito DOPAC en el

CE y en cl SlLa de ios cerebros de las ratas cuyo comportamiento habiamos estudiado

previamente.

1.3.1.- Obtencion de las muestras.

Los animales fueron sacrificados por decapitacién 80 minutos después de serles

administrada la droga correspondiente y sus cerebros se congelaban inmediatamente a ~70°

para su posterior estudio bioquimico.

1.3.2.~ Determinacion de DA y DOPAC mediante HPLC.

Se empleron el material y métodos descritos previamente (paginas 175-178).
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2.- RESULTADOS.

2.1.- ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO.

2.1.1.- Actividad exploratoria.

Los resultados, recogidos en la tabla V-6-I, indican un claro efecto dependiente de

la dosis de d-anfetamina, F(39/198)=5.98, p< 0.0001 de forma que la actividad exploratoria

organizada aumenta con las dosis de d-anfetamina, alcanzando el méximo con la dosis de 4

mg/kg (ver tabla V-6-I, figuras V-6-1 a V-6-5).

También observamos un claro efecto dependiente del tiempo F(39/198)=13.36,

p< 0.00001.

En cambio no observamos un efecto significativo del 6-9-THC, F(39/198)=1.30,

p= 0.2558.

No observamos interaccién §-9-THC-tiempo, F(39/198)=0.43, p=0.7286.

No existe interaccién d-anfetamina-tiempo, F(39/198)=0.35, p=0.9970.

No existe interaccién dosis 8—9-THC-d-anfetamina, F(39/198)=1.24, p=0.2968.
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Por dltimo, tampoco observamos interaccion d-anfetamina—-6-9-THC-tiempo,

F(39/198)=0.14, p=0.9998.

Si existe un efecto dependiente de la dosis respecto a los valores totales de la

actividad exploratoria F(9/50)=2.15, p< 0.05 (ver tabla V-6-1 y fig. V-6-21).

Posteriormente aplicamos el test de Duncan para comparar grupos especificos entre
si {tratados—control), los resultados se muestran con un asterisco (*) en la tabla V-6-1, y

con letras en fig. V-6-21 (para una p< 0.05).

2.1.2.~ Actividad motora {(Actividad exploratoria + locomocién)

Los resultados, resumidos en la tabla V-6-II, indican un claro efecto dependiente de
la dosis de d-anfetamina, F(39/198)=10.92, p< 0.00001 de forma que la actividad motora
aumenta con las dosis de d—anfetamina, alcanzando €l maximo con la dosis de 4 mg/kg (ver

tabla V-6-1II, figuras V-6-6 a V-6-10).

También observamos un claro efecto dependiente del tiempo F(39/198)=11.91,

p< 0.00001.

En cambio el efecto del 6-9-THC no llega a alcanzar significatividad estadistica,

F(39/198)=2.91, p= 0.089.
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No observamos interaccion 0-9-THC-tiempo, F(39/198)=0.61, p= 0.6087.

No existe interaccion d—anfetamina-tiempo, F(39/198)=1.50, p=0.1380.

No existe interaccion dosis 6-9-THC-d~anfetamina, F(39/198)=0.98, p=0.4181.

Por dltimo, tampoco observamos interaccién d-anfetamina—6-9-THC-tiempo,

F(39/198)=0.78, p=0.6737.

Si observamos un efecto dependiente de la dosis respecto a los valores totales de

actividad motora F(9/50)=3.76, p< 0.005 (ver tabla V-6-11 y fig. V-6-22).

Posteriormente aplicamos el test de Duncan para comparar grupos especificos entre
si (tratados-control), los resultados se muestran con un asterisco (*) en la tabla V-6-IL, y

con letras en la fig. V-6~-22 (para una p< 0.05).

2.1.3.- Actividad estereotipada.

Los resuitados, resumidos en la tabla V-6-III, indican un claro efecto dependiente
de la dosis de d-anfetamina, F(39/198)=157.69, p< 0.00001 de forma que la actividad
cstercotipada aumenta con las dosis de d-anfetamina, alcanzando el maximo con la dosis de

8 mg/kg (ver tabla V-6-III, figuras V-6-11 a V-6-15).
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También observamos un claro efecto dependiente del tiempo F(39/198)=28.58,

p< 0.00001.

Existe interaccién dosis 6~9-THC-d-anfetamina, F(39/198)=2.95, p< 0.05.

Observamos interaccién d—anfetamina—tiempo, F(39/198)=22.62, p< 0.0001.

En cambio no observamos un efecto dependiente del 8-9-THC, F(39/198)=0.13,

p= 0.7144.

No observamos interaccién 6-9-THC-tiempo, F(39/198)=0.48, p= 0.69.

Por uitimo, tampoco observamos interaccién d-anfetamina-8-9-THC-ticmpo,

F(39/198)=0.64, p=0.8019.

Si observamos un efecto dependiente de la dosis respecto a los valores totales de

actividad estereotipada, F(9/50)=42.75, p< 0.0001 (ver tabla V-6-1I1 y fig V-6-23).
Posteriormente aplicamos el test de Duncan para comparar grupos especificos entre

si (tratados—control), los resultados se muestran con un asterisco (*) en la tabla V-6-III, y

con letras en fig. V-6-23 (para una p< 0.05).
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2.1.4.- No actividad (en segundos)

Los resultados, recogidos en la tabla V-6-1V, indican un claro efecto dependiente de
la dosis de d-anfetamina, F(39/198)=34.82, p< 0.00001 de forma que la no actividad
disminuye con las dosis de d—anfetamina, alcanzando el minimo con dosis de 8 mg/kg (ver

tabla V-6-1V, figuras V-6-16 a V-6-20).

También observamos un claro efecto dependiente del tiempo F(39/198)=6.78,

p< 0.00001.

Existe interaccion entre las dosis 8-9-THC-d-anfetamina, F(39/198)=3.28, p< 0.05.

Observamos interaccion d-anfetamina—tiempo, F(39/198)=3.68, p< 0.0001.

En cambio no observamos un efecto dependiente det 6-9-THC, F(39/198)=3.19,

p= 0.0758.

No observamos interacciéon 6-9-THC-tiempo, F(39/198)=0.61, p= 0.6115.

Por dltimo, tampoco observamos interaccion d-anfetamina—-8-9-THC-tiempo,

F(39/198)=0.45, p=0.9399.

Si observamos un efecto dependiente de la dosis respecto a los valores totales de no

actividad, F(9/50)=10.26, p< 0.0001 (ver tabla V-6-IV y figura V-6-24).

260



Posteriormente aplicamos el test de Duncan para comparar grupos especificos entre
si (tratados—control), los resultados sc muestran con un asterisco (*) en la tabla V-6-1V, vy

con letras en la figura V-6-24 (para una p< 0.05).
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TABLA V-6-1.

OSIS mg/kg ACTIVIDAD EXPLORATORIA EN CADA PERIODO DE TIEMPO Y
HC/ANFETAM. [ TOTALES. MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA.
N)
T1 T2 T3 | T4 TOTALES
HICULO~ 60.66 16 10.33 12.83 99.83
HICULO. +5.10 +4.9 +3.17 £5.34 $+10.78
(6) ]
EHICULO~ 61.66 7.16 20 23.15 112.0
1 ANFETAMINA +6.56 +3.11 +6.11 +11.67 +18.48
(6) _
VEHICULO- 49.5 32.5 33.66 28.16 143.83
2 ANFETAMINA +10.83 +12.53 +11.33 +7.13 #3738
l_® .
VEHICULO- 4733 31.16 48.5 35.33 162.33
4 ANFETAMINA +11.07 +11.01 13.06 +10.85 +41.38
(6) _
VEHICULO- 40 11 95 1.83 62.33

ANFETAMINA +7.18 13.9 4.89 +1.83 49.59
(6)

4 THC~ 46 11.66 75 5.33 70.5
HICULO +7.66 +5.78 +3.93 +2.94 +10.88
(6)

4 THC- 45.17 26.16 21.83 13.66 106.83

1 ANFETAMINA +3.46 +4.96 +4.96 +4.16 +12.9
(6) |

.4 THC- 57.83 43.66 395 34.33 *175.33

ANFETAMINA +13.67 +10.28 +15.36 +13.87 +47.51
(6)

.4 THC- 87.16 41.66 40.16 35.5 *204.0

ANFETAMINA +11.12 +12.28 +17.16 +0.34 +42.2
(6)

4 THC- 57.5 53.83 37.5 19.33 168.16

ANFETAMINA +10.39 +18.93 +19.62 +14.75 +53.15
(6)

RESULTADOS.

ANOVA DOSIS ANFETAMINA, F(39,198)=5.98, p<0.0001

ANOVA TIEMPO, F(39,198)=13.36, p< 0.00001

ANOVA DOSIS THC, F(39,198)=1.30, p=0.2558

INTERACCION THC-TIEMPO, F(39,198)=0.43, p=0.7286
INTERACCION ANFETAMINA-TIEMPO, F(39,198)=0.35, p=0.9770
INTERACCION ANFETAMINA-THC, F(39,198)=1.24, p=0.2968
INTERACCION THC-ANFETAMINA-TIEMPO, F(39,198)=0.14, p=0.9998
ANOVA DOSIS-VALORES TOTALES, F(9,50)=2.15, p< 0.05

Test de Duncan, tratados—conirol, * p< .05
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TABLA V-6-11

— —__———.
0OSIS mg/kg ACTIVIDAD MOTORA EN CADA PERIODO DE TIEMPO Y TOTALES.
HC/ANFETAM. JMEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA.
(N)
Tl T2 T3 T4 TOTALES
ICULO- 132.33 28 18.66 19.66 198.66
HICULO. +10.66 +8.74 +6.05 +8.90 +21.90
(6)
VEHICULO- 141.66 17 38.66 42.83 240.16
1 ANFETAMINA +14.80 +7.11 +14.75 +24.77 +44.44
® _
IVEHICULO- 119.33 71 88 65.5 344.33
2 ANFETAMINA +20.02 +19.56 +17.38 £17.84 164.75
©
[VEHICULO- 110.16 80.23 113.83 88.66 392.67
it ANFETAMINA +18.64 +23.62 +32.47 +37.78 +1G0.71
®)
VEHICULO- 112.66 46.5 18.33 4.33 181,93

ANFETAMINA +7.31 +92.63 +9.27 12.69 +18.48
©)

4 THC- 104.33 22 11.33 7.83 145.5
HICULO 4+12.13 +11.67 16 15.24 +21.7
®

4 THC- 124.33 75.16 57.16 36.66 293.33

1 ANFETAMINA 16.63 +17.19 +10.69 19.68 +26.78
©

.4 THC- 127.16 100.5 116.66 87.66 432.84

ANFETAMINA +29.79 +19.26 +24.12 +25.36 +84.41
®

4 THC- 157.83 975 122.16 *163.83 *540.5

ANFETAMINA +17.24 +13.68 +27.8 +54.48 +93.32
©

.4 THC- 142.23 124.83 83.33 44 .33 395.0

ANFETAMINA +16.57 #36.09 +33.66 +29.86 +91.12
©

RESULTADOS.

ANOVA DOSIS ANFETAMINA, F(39,198)=10.92, p< 0.00001

ANOVA TIEMPO, F(39,198)=11.91, p<0.00001

ANOVA DOSIS THC, F(39,198)=2.91, p= 0.089

INTERACCION THC-ANFETAMINA, F(39,198)=0.98, p=0.4181
INTERACCION THC-TIEMPO, F(39,198)=0.61, p=0.6087
INTERACCION ANFETAMINA-TIEMPO, F(39,198)=1.50, p=0.1380
INTERACCION THC-ANFETAMINA-TIEMPO, F(39,198)=0.78, p=0.6737
ANOVA DOSIS-VALGRES TOTALES, F(9,50)=3.76, p< 0.005

Test de Duncan, tratados—control, * p< 0.05

266




ACTIVIDAD MOTORA
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ACTIVIDAD MOTORA

FIG. V-6-9
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TABLA V-6-II1.

OSIS mg/kp ACTIVIDAD ESTEREOTIPADA EN CADA PERIODO DE TIEMPO Y
HC/ANFETAM. TOTALES. MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA.
(N)
T1 T2 T3 T4 TOTALES
HICULO- 0.33 0 o 0 0.33
HICULO. +0.33 10 +0 10 +0.33
(6)
VEHICULO- 0 0 0.16 0 0.16
1 ANFETA. +0 +0 +0.16 40 +0.16
(6)
[VEHICULO- 1 0.16 0.16 0 1.33
2 ANFETA. +0.63 +0.16 +0.16 +0 +0.84
(6)
VEHICULO- 0 0.33 1 2 3.83
4 ANFETA. +0 +0.21 +0.81 +1.81 +2.56
{6)
[VEHICULO- 0.16 *137 *198.33 *233.5 *569.0

ANFETA. +0.16 +21.77 +18.89 +2.34 +37.96
(6)

.4 THC- 0.33 0 0 0 0.33
HICULO. +0.33 10 +0 10 +0.33
(6)

.4 THC- 0 0 0 0 0

1 ANFETA. +0 +0 20 10 10
6 _

4 THC- 2.66 0.3 ¢ 0 3

ANFETA. +1.92 +0.3 10 10 +2.25
(6)

.4 THC- 0.5 1.83 30.33 4282 75.70

ANFETA. +0.34 +1.44 +22.92 +29.71 +51.50
{6)

.4 THC- 0 *83 *168 *220.66 *171.66

ANFETA. +0 +41.3 +31.24 +27.64 +83.36
(6)

RESULTADOS.

ANOVA DOSIS ANFETAMINA, F(39,198)=157.69, p< 0.00001

ANOVA TIEMPO, F(39,198)=28.58, p< 0.00001

INTERACCION THC-ANFETAMINA, F(39,198)=2.95, p< 0.05
INTERACCION ANFETAMINA-TIEMPO, F(39,198)=22.62, p< 0.0001
ANOVA DOSIS THC, F(39,198)=0.13, p=0.7144

INTERACCION THC-TIEMPO, F(39,198)=0.48, p=0.69

INTERACCION THC-ANFETAMINA-TIEMPO, F(39,198)=0.64, p=0.8019
ANOVA DOSIS-VALORES TOTALES, F(9.50)=42.75, p< 0.0001

Test de Duncan,tratados—control, * p< 0.05
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FIG. V-6-14
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TABLA V-6-1V.

"DOSIS mg/kg NO ACTIVIDAD (EN SEGUNDOS) EN CADA PERIODO DE TIEMPO Y
THC/ANFETAM. TOTAL.
MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA.
N)
T T2 T3 T4 TOTALES
VEHICULO- 37.33 165.83 190.66 172.83 566.17
VEHICULO. +6.73 +21.53 +17.5 +26.73 +42.76
(6) |
[VEHICULO- 50 201.66 201.66 170.5 623.83
1 ANFETA. +14.17 +13.77 +13.75 +29.40 +62.61
(6) | i |
VEHICULO- 55.33 111 *89 116.83 372.17
2 ANFETA. +18.62 1+27.67 +19.49 +33.64 +87.73
(6)
[VEHICULO- 76.66 104.83 *84.33 94,66 360.5
4 ANFETA. $23.33 +28.43 +#3591 136.64 +110.62
f (6)
40 0 *]11.66 *.33 *52.0
+7.97 +0 +11.46 +0.33 +11.46
74.16 174.83 200.66 205.83 635.5
+19.07 +34.14 +19.49 +18.80 +53.94
72.16 106.56 142 160 480.6 +56.99
+9.14 +25.66 +17.88 +22.87
66.87 *77.66 *80.33 121.16 346.0
+28.12 +22.74 +24.80 +36.97 +94.76
2715 *43.33 *46.33 44.66 *161.83
+12.44 +14.78 +34.0 +34.09 +74.23
42.83 *2.33 *].16 *0 *46.33
+19.05 +0.84 +0.74 10 +19.24

RESULTADOS.

ANOVA DOSIS ANFETAMINA, F(39,198)=34.83, p< 0.00001

ANOVA TIEMPO, F(39,198)=6.78, p< 0.0005

INTERACCION ANFETAMINA-TIEMPO, F(39,198)=3.68, p< 0.0001
INTERACCION ANFETAMINA-THC, F(39,198)=3.28, p< 0.05

ANOVA DOSIS-THC, F(39,198)=3.19, p=0.0758

INTERACCION THC-TIEMPO, F(39,198)=0.61, p=0.6115
INTERACCION THC-ANFETAMINA-TIEMPO, F(39,198)=<0.45, p=0.9399
ANOVA DOSIS-VALORES TOTALES, F(9,50)=10.26, p< 0.0001

Test de Duncan, tratados—control, * p< 0.05

272



FIG. V-6-16

PUNTUACION

FIG. V-6-17

FPUNTUACION

FIG. V-6-18

PUNTUACION

INACTIVIDAD

300 7

200

100
o
1

A S, 7
0 20 40 60 80

TIEMPO
INACTIVIDAD

300 1

200 -

100 -

Q- ™ T T T ™ T J
0 20 40 60 80
TIEMPO
INACTIVIDAD

200 ]
100 »
o »
P
o
o - v v — T — - i/
0 20 40 60 80
TIEMPO

273

THC E-ANF O



{INACTIVIDAD

FIG. V~-6-19
200 -
P
- 4
=
<
= 100 -
h
=
=
G
0 e’
0 80
TIEMPO
FIG. V-6-20 iNACTIVIDAD
200-{
=
=
2
< 100
o
=
= ]
0 fm— e —
0 20 40 60 80
TIEMPO

274

CONTROL-COHTRC.
IORIL-ANF 2

THC BE-LVF 2



FIG. V-6-21 ACTIVIDAD MOTORA TOTAL
EN LA PRIMERA HORA

700 -

00 -

500 «
§ 200 , PRETRATAMIENTO
o | | R O
B 300 @ T
z
: -
& 200

100 |

0 -
ANFETAMINA (DOSIS mg/kg)
ACTIVIDAD EXPLORATORIA TOTAL
FIG.-V-6-22 EN LA PRIMERA HORA

300 -
E PRETRATAMIENTQ
< W oEus
= THC £
r
=
e

ANFETAMINA  (DOSIS mg/kg)

275



FIG. V-6-23
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2.2- ESTUDIO NEUROQUIMICO.

2.2.1.- Contenidos de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el sistema

estriado.

Los resultados se hallan recogidos en la tabla V-6-V.

Se aplic6 un andlisis de la varianza para estudiar el efecto de las dosis respecto a la
variables DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el SE. (ver tabla V-6-V, figuras V-6-25

a V-6-27).

Existe un efecto significativo de la d-anfetamina, F(4/43)=3.73, p< 0.05, respecto a
la DA. En cambio, no observamos un efecto significativo del THC, F(1/43)=1.90, p=0.30, ni

interaccion d-anfetamina-THC, F(4/43)=0.39, p=0.81, respecto a la misma variable.

Existe tambien un efecto significativo de la d-anfetamina, F(4/43)=18.86,
p< 0.00001, respecto al DOPAC. Por ¢l contrario no observamos un efecto significativo del
THC, F(1/43)=0.66, p=042, ni interaccién d-anfetamina-THC, F(4/43)=0.71, p=0.5929

respecto a la misma variable.

Igualmente encontramos un efecto significativo de la d—anfetamina F(4/43)=32.87,

p< 0.00001 respecto al cociente DOPAC/DA. No observamos un efecto significativo de la
THC, F(1/43)=0.000, p=0.9893, ni interaccién d-anfetamina-THC, F(4,43)=0.57, p=0.6888

respecto a la misma variable.
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Posteriormente aplicamos el test de Duncan para comparar grupos especificos entre
si (tratados-control), los resultados se muestran con un asterisco (*) en la tabla V-6-V, y

con letras en las figuras V-6-25 a V-6-27 (para una p< 0.05).

2.2.2.— Contenidos de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el sistema limbico

anterjor.

Los resultados se hallan resumidos en la tabla V-6-VI.

Se aplicé un andlisis de la varianza para estudiar el efecto de las dosis respecto a la
variables DA, DOPAC y relacién DOPAC/DA en el SLa. (ver tabla V-6-VI y figuras

V-6-28 a V-6-30).

No existen efectos significativos del THC, F(1/43)=0.16, p=0.6911, de la
d-anfetamina, F(4,43)=0.89, p=0.4796, ni tampoco existe interaccién d-anfetamina-THC,

F,(4,43)=0.37, p=0.8257, respecto a la DA.

Existe un efecto significativo de la d—anfetamina, F(4,43)=7.12, p< 0.0005 respecto
de la variable DOPAC. En cambio no observamos un efecto del THC, F(1/43)=0.24, p=0.62,

ni interaccién d-anfetamina-THC, F(4,43)=0.61, p=0.66 para la misma variable.

Existe un efecto significativo de la d~anfetamina F(4/43)=14.16, p< 0.00001 respecto

al cociente DOPAC/DA. Sin embargo no encontramos un efecto del THC, F(1/43)=0.02,
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p=0.89, ni interacciéon d-anfetamina-THC, F(4/43)=1.05, p=0.39 respecto a la misma

variable.

Posteriormente aplicamos el test de Duncan para comparar grupos especificos entre
si (tratados—control); los resultados se expresan con un asterisco (*) en la tabla V-6-VI y

con letras en las figuras V-6-28 a V-6-30 (para una p< 0.05).
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TABLA V-6-V.

DOSIS mg/kg CONTENIDOS EN DA, DOPAC (ng/mg) Y RELACION DOPAC/DA EN CUERPO
THC/ANF.(N) ESTRIADO.MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA MEDIA.
DA DOPAC DOPAC/DA

VEHICULO 10.03 1.21 0.121

VEHICULO +0.46 £0.06 +0.006
(6)

VEHICULO *11.88 .11 *0.096

1 ANFETAMINA +0.53 +0.06 +0.009
(6)

VEHICULO 11.27 %0.80 *0.072

2 ANFETAMINA +0.47 +0.04 +0.004
(6)

VEHICULO *12.65 *0.66 *0.053

4 ANFETAMINA +0.62 +0.04 +0.003
(6)

VEHICULO *12.40 *0.47 *0.038

8 ANFETAMINA +0.85 +0.06 £0.002
(6)

6.4 THC 10.01 1.19 0.119

VEHICULO +0.32 £0.120 £0.013

i ©®

6.4 THC *12.49 1.01 *0.083

1 ANFETAMINA £1.01 £0.13 +0.008
(6)

6.4 THC +13.07 1.04 *0.080

2 ANFETAMINA +0.68 40.13 +0.009
(6)

6.4 THC *12.80 *0.7 *0.056

4 ANFETAMINA 41.12 +0.04 +0.004
(6)

6.4 THC *12.96 *0.55 *0.044

8 ANFETAMINA +1.06 +0.06 +0.003
(6)

RESULTADOS

ANOVA DA-THC: F(1/43)=1.09, p=0.30
DA-ANF: F(4/43)=3.73, p< 0.05
DA-THC/A: F(4/43)=0.39, p=0.81

ANOVA DOPAC-THC: F(1/43)=0.66, p=0.42
DOPAC-ANF: F(4/43)=18.86, p< 0.00001
DOPAC-THC/A: F(4/43)=0.71, p=0.5929

ANOVA DOPAC/DA-THC: F(1/43)=0.00, p=0.9893
DOPAC/DA-ANF: F(4/43)=32.87, p< 0.00001
DOPAC/DA-THC/A: F(4/43)=0.57, p0.6888

Test de Duncan, tratados—control,* p< 0.05.
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TABLA V-6-VL

DOSIS mg'kg CONTENIDOS EN DA, DOPAC (ng/mg) Y RELACION DOPAC/DA EN EL
THC/ANF.(N) SISTEMA LIMBICO ANTERIOR. MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LA
MEDIA.
DA DOPAC DOPAC/DA
VEHICULO 2.16 0.40 0.183
VEHICULO 1042 +0.08 +0.012
©)
VEHICULO 2.72 0.48 0.190
1 ANFETAMINA +0.14 +0.04 +0.013
(6)
VEHICULO 2.50 0.33 0.136
2 ANFETAMINA 10.36 +0.05 +0.018
(6)
VEHICULO 2.96 *0.24 *0.083
4 ANFETAMINA +0.38 10.04 +0.007
®
VEHICULO 2.69 *0.25 *0.090
8 ANFETAMINA +0.28 +0.04 +0.010
©
6.4 THC 2.40 0.43 0.182
VEHICULO +0.21 +0.03 £0.013
| ©®
6.4 THC 3.30 0.48 0.149
1 ANFETAMINA +0.55 £0.10 +0.022
©
6.4 THC 29 0.45 0.170
2 ANFETAMINA +0.35 +0.05 +0.032
©)
6.4 THC 2.92 *0.24 *(.090
4 ANFETAMINA 1042 10.03 +0.008
©
6.4 THC 241 *0.20 *0.085
8 ANFETAMINA 10.21 +0.02 +0.007
©)
RESULTADOS

ANOVA DA~THC: F(1/43)=0.16, p=0.6911
DA-ANF: F(4/43)=0.89, p=0.4796
DA-THC/A: F(4/43)=0.37, p=0.8297

ANOVA DOPAC-THC: F(1/43)=0.24, p=0.62
DOPAC-ANF: F(4/43)=7.13, p< 0.0002
DOPAC-THC/A: F(4/43)=0.61, p=0.66

ANOVA DOPAC/DA-THC: F(1/43)=0.02, p=0.89
DOPAC/DA-ANF: F(4/43)=14.16, p< 0.00001
DOPAC/DA-THC/A: F(4/43)=1.05, p0.39

Test de Duncan, tratados—control,* p< 0.05.
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3. DISCUSION

3.1.— Estudio del comportamiento.

Uno de los problemas que habiamos encontrado en la interpretacidon de los
experimentos anteriores se referia a la posibilidad de que el efecto crénico del cannabis se
superpusiera al efecto agudo lo cual podria oscurecer los resultados de uno y otro en su
capacidad de potenciar o inhibir los efectos de la anfetamina. Por ello en el presente
experimento se estudiaron animales que habian sido tratados cronicamente con 6.4mg/kg de
THC por ser ésta la dosis que parecia producir un efecto mas aparente en el aumento de las
estereotipias y en la disminucion de la conducta motora congruente con el estrechamiento de

los limites postulados en nuestra hipétesis.

Del analisis de los resultados obtenidos se observa efectivamente que también en el
caso de la situacién crénica en la cual se realiza el estudio del comportamiento en respuesta
a la anfetamina al dia siguiente de la Gltima dosis de THC vemos que en lo que se refiere a
la conducta estereotipada sigue apareciendo una clara potenciacion de los efectos
anfetaminicos en el sentido de una aparicién mds temprana de las estereotipias (a dosis
menores de anfetamina) sin embargo en lo que respecta a la actividad motora los efectos
depresores del THC a dosis altas no son tan claros y de hecho aparece como un aumento de
la actividad motora a lo largo de la curva dosis respuesta a la anfetamina. En el caso de la
conducta exploratoria tampoco aparece ¢l efecto claro depresor que aparecia en la situacién
aguda o en la situacién crénica en la que el estudio se realizaba inmediatamente después de

la Gtlima dosis. En conjunto podemos ver cdmo también en el caso de este experimento el
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tratamiento con dosis elevadas de cannabis produce un estrechamiento de los limites de
tolerancia en el sentido del modelo anfetaminico descrito anteriormente. Sin embargo en este
experimento en concreto los resultados parecen indicar fundamentalmente que existe una
potenciacién de los efectos de la anfetamina demostrable tanto a nivel de la conducta

motora como de la conducta estereotipada.

3.2.- Estudio neuroquimntico.

En lo que se refiere a los estudios neuroquimicos encontramos diferencias
importantes tanto en los niveles de DA como en los de DOPAC y del cociente DOPAC/DA

tanto en el CE como en el SLa.

Los cambios fundamentales se refieren a una disminucion dosis—dependiente del
contenido de DOPAC en respuesta a la anfetamina que se produce tanto en los animales
pretratados con THC como en los tratados con el vehiculo solvente. Aparte de estos
cambios, quiza lo mas interesantc destacar sea la inexistencia de diferencias entre el grupo
de animales tratados con vehiculo y el grupo de animales tratados con THC en ninguno de

los pardmetros estudiados en la situacion en la que no reciben tratamiento anfetaminico.

El efecto de la d-anfetamina podria sugerir, como en el experimento anterior un

enlentecimiento del turnover de DA, pero esta interpretacion estd sujeta a las mismas

limitaciones que las sehaladas en el apartado anterior (véase pag. 250}
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VL. - DISCUSION GENERAL.
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Como Se indicé en el planteamiento general {(apartado 1), el trabajo de esta tesis se
plantea como un ejemplo de investigacién basica fundamentada en la evidencia clinica. A lo
largo de esta tesis se han comentado distintos aspectos de esta problemadtica, especialmente

en los apartados III y IV a propésito del modelo anfetaminico para la esquizofrenia.

La discusidn por consiguiente la hemos dividido en diferentes apartados para una
mayor claridad de la exposicién. Asi tras discutir la justificacion de la experimentacién
bésica en la investigacion psiquidtrica (apartado VI-1)} pasamos a revisar las bases clinicas
actuales que sirven de fundamento al modelo de los limites de tolerancia a la DA propuesto
por Aschroft et al. (1981) y seguido por nosotros en el presente trabajo (apartado VI-2). En
este apartado sc discute asi mismo dicho modelo teérico a la luz de la evidencia actual tanto
clinica como preclinica, en un intento integrador de dicha evidencia. Este intento tiene que
ser necesariamente abierto para que permita acoplar en €l los avances continuos relevantes

que se estan produciendo en la neurobiologia moderna de la esquizofrenia.

En el apartade VI-3 se¢ retoma la discusion de la parte experimental de la presente
tesis para el grado de doctor. Los resultados experimentales ya fueron discutidos a propésito
de cada experimento (apartados IV y V) por o que muchos detalles de las discusiones
correspondientes se omiten en esta discusidén general. Aqui la discusion de los resultados la
dividimos en tres subapartados bien diferenciados: El modelo anfetaminico experimental
(apartado VI-3-1), los efectos del 6—9~THC agudo y crémico sobre el comportamiento de
la rata (apartado VI-3-2) y los efectos del 8~9~THC sobre el modelo anfetaminico

(apartado VI-3-3). En los lugares pertinentes se hace una referencia a los resultados
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neuroquimicos obtenidos complementando lo que ya se dijo por separado en cada

experimento.

1.- ESTUDIOS DEL COMPORTAMIENTO ANIMAL FRENTE A ESTUDIOS

BIOQUIMICOS CON O SIN RELEVANCIA CLINICA.

En la investigacidn clinica y experimental ambos lados, el neurobiolégico y el
clinico, son necesarios para avanzar de forma realistica en nuestro conocimiento de los
trastornos psiquidtricos. Sin embargo, los estudios de experimentacién animal han sido
criticados argumentando que en el orgamismo vivo, en el sistema vivo, existen tantas
variables incontrolables que al final sepamos poco acerca del verdadero mecanismo que
subyace a la enfermedad que estamos investigando. De este modo, se argumenta que
deberiamos de tratar de aislar una preparacién biol6gica tan simple como sea posible (un
trozo de membrana, un receptor, etc.) y aqui estudiar los mecanismos fisicoquimicos en una

situacién en la cual creemos conocer todas las variables relevantes.

El debate continta no s6lamente acerca de 1a complejidad de los sistemas vivos sino
incluso también acerca de lo apropiado de utilizar las observaciones clinicas como hilo
conductor de la investigacién. La contribucién de la investigacién clinica para nuestra
comprension de los mecanismos cerebrales ha sido cuestionada por algunos investigadores
cerebrales (Green, 1983). Green afirma que es innecesario apelar a la "relevancia clinica" y
que deberiamos ignorar la sintomatologia de la esquizofrenia y concentrarnos en el analisis

de los mecanismos cerebrales de la conducta. Naturalmente, podemos estar de acuerdo con
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el principio detras de ese concepto: que un mejor conocimiento de los mecanismos
cerebrales traen como consecuencia, y Son necesarios para, una mejor comprension y
mejores modelos de los trastornos mentales. Sin embargo, nosotros pensamos: 1) una
perspectiva clinica ayuda a scleccionar lo que tenemos que ecstudiar y de este modo nos
permite acercarnos mas rapidamente a la comprension de aquellos mecanismos especificos
mas relevantes para la esquizofrenia. Y 2) puede también llevarnos a aprender acerca de
mecanismos fundamentales como resultado colateral de una investigacién concreta. De este
modo, por ejemplo, mucho de lo que sabemos acerca de los mecanismos dopaminérgicos
cerebrales son la consecuencia de investigaciones realizadas guiadas segin las observaciones
clinicas. También, ¢l mecanismo de accién de la oxypertina y la utilizacién de la oxypertina
como un instrumento de investigacion (Palomo,1993b) resulté de estudios orientados por las

observaciones clinicas.

Los estudios sobre la oxypertina son utiles también para ilustrar las ventajas de
estudiar modelos complejos a nivel de sistema frente a preparaciones sofisticadas simples en
investigacion neurobioldgica. Aunque es cierto que cuanto mas simple sea el modelo mejor
conocemos las variables que intervienen y por consiguiente mejor podemos controlarlas,
también es verdad que los estudios sofisticados de acontecimientos moleculares en, por
ejemplo, preparaciones de membrana, tienen la desventaja de constituir una situacién
demasiado artificial y simple que puede darnos poca informacion acerca de 1o que sucede en
la realidad de organismos intactos. En la situacion real viva interactian muchas influencias
diversas de diferente signo y fuerza y cualidad etc. que implican feedbacks moduladores
locales, a corta distancia y a larga distancia etc. todos ellos influenciando el sistema que

estamos estudiando. El debate acerca de la idoneidad de estudios a nivel de sistemas
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complejos frente a estudios a nivel molecular simple sofisticado podria resolverse aceptando
la complementariedad de ambos enfoques. De este modo, comenzando a nivel de sistema
podemos profundizar entonces en los detalles sindpticos utilizando otros enfoques. De este
modo, nosotros pensamos que se¢ debe de empezar con las observaciones clinicas acerca de
una enfermedad determinada y avanzar en profundidad hacia estudios mas controlados hasta
que alcanzamos el nivel molecular pasando de manera consecutiva a través del disefio del
modelo animal, estudios de] comportamiento de la conducta relevante, estudio de un cambio
concreto en la conducta, andlisis farmacol6gico de dicha conducta, andlisis

neurofarmacolégico y neuroquimico, y asi sucesivamente hasta alcanzar el nivel molecular,

Ello puede ilustrarse por ejemplo en el estudio del mecanismo de accién de la
oxipertina. Analizando la controversia y las diferentes preparaciones experimentales
utilizadas por diferentes autores podemos ver que las dosis que utilizan son muy diferentes
por lo que resulta dificil conciliar las evidencias aportadas por los diferentes autores.
Nosotros, del mismo modo que Palomo y Rusell, 1983; Palomo y Reid, 1983, 1984,
investigando una amplia gama de dosis vemos que las que son relevantes desde el punto de
vista del comportamiento son las que se encuentran entre 0.5 y 16mg/kg mientras que la
mayoria de los estudios neuroquimicos (Black y Hassler, 1968; Anden y Fuxe, 1971)
utilizaban dosis por encima de los 50mg (los animales utilizados por Palomo, 1993b, que
recibieron una dosis de 64 mgs murieron). Por consiguicnte los experimentos con dosis tan
altas como las que se refieren en la literatura son dtiles para saber acerca del mecanismo de
accién de la oxipertina a niveles toxicos pero es dudoso que tenga valor para comprender

c6mo la oxipertina actia cuando produce el efecto sobre el comportamiento.
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Otros problemas que pueden surgir al tratar de comprender los trastornos
psiquidtricos humanos cuando empezamos$ nuestra investigacion a nivel molecular es que
uno puede terminar con una hip6tesis muy sofisticada y clegante pero con un grado muy
bajo de certeza acerca de la aplicabilidad clinica de la evidencia experimental. Este es
siempre ¢l caso con estc tipo de estudios donde uno elige una de las muchas posibles
hip6teis explicativas para un acontecimiento dado y, al no tener feedback comportamental
que nos de pistas acerca de si estamos o no en el camino correcto, podemos continuar
nuestra investigacién cada vez con una probabilidad mas reducida de alcanzar nuestro
objetivo. Esto no quiere decir por supuesto que esta investigacién no sea util para nuestro
objetivo acerca del estudio de una enfermedad sino que por el contrario todos los estudios
sindpticos aumentan nuestra comprensién del funcionamiento cerebral y esto a su vez puede

ser util para nuestra comprensién de una enfermedad particular.

Sin embargo, cuando vamos paso a paso desde la situacion clinica, vamos mucho
mas despacio, nuestras hipétesis pueden ser demasiado amplias en su comienzo, y al final
puede que nos quede todavia mucho estudio farmacoldgico etc. por hacer. Sin embargo, la
ventaja de este enfoque es que cada uno de los pasos estd basado en uno previo bien
fundamentado en una cadena ininterrumpida de pasos que comienza en los datos clinicos, y
luego estudiando sélamente aquellos mecanismos que nosotros elegimos basados en su

relevancia de acuerdo con ¢l paso previo.
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2.- DISCUSION DEL ESTADO ACTUAL DE LA HIPOTESIS

DOPAMINERGICA DE LA ESQUIZOFRENIA.

2.1.- Evidencia clinica.

Dada la complejidad y diversidad del sindrome esquizofrénico, los miiltiples factores
etioldgicos, formas clinicas, curso, etc. son necesarios cstudios disefiados de manera que
eviten la mezcla de diferentes variables clave. Afortunadamente, recientemente disponemos
de estudios fundamentales como: 1) Estudios en el primer episodio esquizofrénico en el que
todavia no inciden otras variables. 2) Estudios realizados en gemelos homocig6ticos
discordantes para la esquizofrenia que nos permiten separar el componente genético del
componente no genético. 3) Estudios de genética molecular que pueden revolucionar el
tratamiento de la esquizofrenia si conseguimos actuar sobre el posible gen responsable de la
vulnerabilidad a padecer esquizofrenia. 4) Estudios prospectivos longitudinales amplios que
permite seguir una poblacién de alto riesgo desde antes de la aparicion de la enfermedad
hasta su aparicién y posteriores consecuencias de modo que podamos averiguar el peso que
cada una de las variables ctioldgicas tiene en la esquizofrenia. 5) Por Gltimo son importantes
los estudios que se dirijen expresamente a estudiar posibles predictores clinicos y biolégicos
del curso prondstico y respuesta terapéutica, ya que ello nos permitira ajustar el manejo
terapéutico de cada paciente de manera preventiva y con la terapia mas adecuada.
Necesitamos también conocer si la evidencia clinica previa que sirvié de base para la

investigacién neurobiolégica continia siendo valida (Palomo, 1993a).
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2.1.1.- Demarcacién clinica

La gran diversidad del sindrome esquizofrénico sugiere miiltiples posibles desajustes
biol6gicos. En los tltimos afios se han realizado numerosos estudios tratando de conciliar lo
que sabemos acerca de la esquizofrenia con posibles parametros biol6gicos. Quizas, por

tanto es conveniente revisar los fundamentos que nos han servido de base en estos afos.

En efecto, revisiones recientes (Barnes, 1993; Jablensky, 1993; Hirsch y Bristow,
1993; etc.) siguen sefalando que las caracteristicas de la esquizofrenia que sirven como
factores fundamentales demostrados para cualquier hipétesis de tipo biolégico de la
esquizofrenia incluyen: 1) heredabilidad de la vulnerabilidad a padecer esquizofrenia, 2} la
importancia de factores ambientales (neonatales, psicosociofamiliares, abuso de téxicos,
etc.). 3) Seguimos igualmente con una dificultad en agrupar los diferentes sindromes
esquizofrénicos en relacién a los sintomas, curso y respuesta terapéutica y 4) se siguen
confirmando alteraciones previamente descritas en el cerebro de los esquizofrénicos. En la
actualidad parece haber un debate importante sobre la agrupacidn en sintomas positivos y
sintomas negativos, distincién en la que se han basado muchos de los estudios anteriores y

en curso (Berrios, 1991; Malmberg y David, 1993).

2.1.2.- Demarcacion biologica.

Numerosos estudios cerebrales han intentado relacionar los hallazgos patolégicos

cerebrales con la sintomatologia clinica y con las diferentes formas clinicas esquizofrénicas
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(Wolkin et al. 1992; Taminga et al. 1992; Andreasen et al. 1992; Culberg and Nyback,

1992; Cannon and Mednick, 1993).

En general en los trabajos realizados con técnicas neuroradiolégicas modernas (TAC,
RNM, PET, SPECT) existe una controversia acerca de la posible relacién entre alteraciones
prefrontales y sintomas negativos y/o defectuales. Sin embargo, a pesar de la controversia
existente, si damos mayor peso a los trabajos realizados en pacientes que no han tomada
medicacifn, y sobre todo, a los estudios realizados en gemelos monocigdticos discordantes
para la esquizofrenia que permiten una mayor homogeneidad e interpretabilidad de los datos,
podemos concluir: 1, que en el paciente esquizofrénico existe evidencia irrefutable de
alteraciones cerebrales graves a nivel fundamentalmente de estructuras temporolimbicas,
corticoestriatales y frontales, 2, que en estos enfermos existe una hipofrontalidad
correlacionada con estudios neuropsicolégicos y 3, que estos trastornos parecen
generalizados en los enfermos esquizofrémicos y, de cualquier modo, su relacién con
sintomas especificos resulta altamente cuestionable (Berman et al. 1992; Weinberger et al.

1992; Buchsbaum et al. 1992a; Corcoran y Frith, 1993; Wilms et al 1992).

2.1.1.- Predictores de curso, prondstico y respuesta terapéutica.

Uno de los problemas en el estudio de la esquizofrenia es su gran heterogeneidad. En
el caso del curso, prondstico y respuesta terapéutica, estudios recientes encuentran
correlaciones importantes entre predictores clinicos y bioldgicos y el curso de la enfermedad

(Lieberman and Sobel, 1993). Sin duda el dato mas importante es que el predictor clinico
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mds potente de mal prondstico es la duracion de la sintomatologia psicotica antes del
tratamiento (Licberman et al. 1992a; Loebel et al, 1992), mientras que {a menor duracion de
la psicosis antes del tratamiento ofrece un mejor prondstico (McEvoy et al. 1992; Leff et al.
1992). Siguiendo con los predictores clinicos se¢ confirma que los niveles de expresién
emocional alta familiar correlacionan con la probabilidad de recaida (Kavanagh, 1992). De
acuerdo con la teorfa de la modulacién dopaminérgica, el estudio del proyecto de
Copenague en personas con alto riesgo de padecer esquizofrenia demuestra que una
hiperrespuesta autonémica es predictor de mayor vulnerabilidad a sintomas psicéticos
positivos mientras que una hiporespuesta simpdtica lo es para la sintomatologia

negativa/defectual (Cannon y Mednick, 1993).

En lo que respecta a predictores biolégicos, un aumento del tamafio ventricular es
un indice de peor prondstico y en general medidas de la actividad dopaminérgica cerebral y
de las estructuras que la contienen, son los predictores biol6gicos con mayor futuro (niveles
de prolactina, respuesta de la prolactina al haloperidol, HVA antes del tratamiento etc)

(véase la revision de Liecberman y Sobel, 1993).

De entre todos los predictores, llama la atencién la fuerza predictiva de factores
relacionados con un estado de hiperactividad dopaminérgica como son la duracién del
primer episodio, la duracién de los sintomas antes del tratamiento, el nimero de episodios
etc, todo lo cual coincide con la hipétesis propuesta por nosotros de que una situacién
mantenida de estimulacion dopaminérgica mediante estrés, actividad psicética, toxicos, etc,

podrian producir cambios en el funcionamiento dopaminérgico cerebral que dieran lugar a
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una evolucion menos favorable. Esta constatacion clinica tiene una gran importancia ya que

indica que el tratamiento antipsicotico debe ser instaurado enérgicamente y lo antes posible.

2.1.4.— Etiologia

En lo que se refiere a las causas podemos decir que a pesar de los avances tan
importantes realizados seguimos aproximadamente con las mismas hipdtesis que hace unos
afios. El desarrollo reciente mds importante se refiere a la evidencia acumulada en el sentido
de considerar la esquizofrenia como una enfermedad del desarrollo cerebral frente a la
posicidn clasica de un trastorno degenerativo. La evidencia mads clara a favor de un trastorno
del desarrollo proviene de estudios postmortem y de estudios funcionales con resonancia

nuclear magnética y PET.

En los estudios potmortem se observa evidencia neuropatoldgica de dafio cerebral
fundamentalmente en el l6bulo temporal izquierdo (hipocampo y parahipocampo), en todo
tipo de esquizofrenia. La esquizofrenia por tanto, es homogénea desde el punto de vista
neuropatoldgico, las diferencias serian s6lamente en cantidad. Ademas, la pérdida celular
evidente no se acompaia de gliosis (que indicaria un cambio degenerativo). Estos datos
apuntan claramente a una enfermedad del desarrollo. Por idltimo, estudios recientes
postmortem de la distribucién de neuronas con actividad enzimatica NADPH-D demuestran
una disminucién de €stas en la corteza hipocampal, en el neocortex temporal y en la corteza
prefrontal junto con un aumento de este tipo de neuronas en la sustancia blanca subyacente.

Todo ello es altamente sugestivo de trastorno del desarrollo cerebral con alteracion de las
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conexiones corticales del l6bulo temporal, de la formacion hipocampal y del 16bulo frontal
que podria ser debido a un trastormo de la migracion neuronal y/o de la muerte celular
preprogramada que sucede precisamente durante el segundo trimestre del desarrollo neuronal
normal humano (Akbarian et al. 1993a, 1993b; Sharma y Murray, 1993; Royston y Lewis,

1993).

Asimismo la acumulacién de evidencia neuroradioldgica comprobindose que los
cambios cerebrales descritos anteriormente no cambian con la enfermedad sino que se trata
de alteraciones presentes desde el principio de la misma, proporcionan argumentos
importantes para la teoria de que la esquizofrenia consiste en una enfermedad del desarrollo
cerebral. Estudios recientes utilizando RNM para el estudio de la morfologia cerebral y de
las subdivisiones del sistema ventricular en pacientes esquizofrénicos crénicos y en
pacientes esquizofrénicos en su primer episodio demuestran claramente que los cambios
encontrados en dichos pacientes, que corroboran estudios previos, cxisten ya desde el primer
episodio lo que apunta hacia una enfermedad del desarrollo. Estos cambios se relacionan
con la gravedad de la sintomatologia (tanto positiva como negativa) pero no con un grupo
de sintomas en particular frente a otro (Royston y Lewis, 1993; Lieberman et al. 1992;

Degreef et al. 1992).

Dos hipotesis se han propuesto para la explicacion de la interaccidn genes—desarrollo
cerebral en la esquizofrenia: 1) que las anomalias del desarrollo son consecuencias de un
trastorno genético que afecta al desarrollo neuronal entre el segundo y el tercer trimestre de
la vida intrauterina (Roberts, 1991). 2) La hipétesis alternativa seria que un factor ambiental

en la época clave del desarrollo sobre una predisposicién genética, que hace al cerebro mas
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vulnerable, seria lo que daria lugar al trastorno del desarrollo descrito. Asi, por ej. un dafio
cerebral de cualquier tipo en el momento apropiado provocaria una reinervacion anormal, un
establecimiento de conexiones andmalas, que daria lugar a la esquizofrenia en el sujeto
genéticamente predispuesto (Stevens, 1992). Estudios futuros podran comprobar si esto es
asi. Los trabajos realizados en gemelos monocigdticos aportan evidencia importante a favor
de la existencia de un factor ambicntal afiadido sobre la predisposicién genética (Bracha et

al. 1992).

En resumen la evidencia apunta hacia un trastorno del desarrollo cerebral

superpuesto sobre una base de vulnerabilidad genética.

2.2.— Evidencia preclinica.

Como hemos sugerido antes la hipétesis de los limites de tolerancia a la DA es un
modelo amplio que permite incluir las diferentes teorias que implican a diferentes
neurotransmisores para la modulacién de {a DA. Como sugiere Grace (1991) el sistema
dopaminérgico se encuentra bajo una regulacion homoestatica muy poderosa que evita tanto
un exceso de su activacién como una reduccién en su funcién. Segin el modelo utilizado
por NOSOtros, cOmo en otros, este mecanismo homoestatico estaria alterado en los pacientes
esquizofrénicos. Es por consiguiente fundamental clarificar como la actividad dopaminérgica
¢s modulada con objeto de saber qué neurotransmisor o neurotransmisores o circuitos son

responsables para esta modulacién y por tanto candidatos para los trastornos esquizofrénicos.
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Naturalmente, esto deja abierto demasiadas posibilidades. Sin embargo, si nos
guiamos por la evidencia clinica acerca de la accidn de los neurolépticos, deberiamos buscar
neurotransmisores o sistemas que expliquen los efectos de los neurolépticos atipicos tanto
sobre los sintomas positivos como los negativos. En este sentido, las drogas antipsicéticas
con efecto diferencial sobre los receptores D,/D./D./D,/D,, presinaptico/postsinaptico,
estriatal/limbico, transportador dopaminérgico, DA fasica/DA ténica, ctc. junto con los
nuevos avances en ¢l desarrollo de nuevas drogas antipsicéticas con efecto como agonistas
parciales dopaminérgicos, antagonistas dopaminérgicos preferenciales ete, sugieren que el
trastorno bioquimico responsable del estrechamiento de los limites dopaminérgicos en la
esquizofrenia puede ser explicado en términos estrictamente dopaminérgicos. Sin embargo,
otros candidatos importantes son aquellos neurotransmisores y circuitos que se sabe que
interactian a diferentes niveles modulando la respuesta dopaminérgica (Hooks y Kalivas,
1993; Kalivas, 1993; Kalivas y Steward, 1991; Nencini,1993; Markou et al. 1993, etc.).
Estos trabajos demuestran (véase en particular la revisién reciente de Kalivas, 1993) la
importancia de las proyccciones glutamatérgicas, gabaérgicas, encefalinérgicas y otras sus-
tancias opioides, neurotensina, CCK, 5-HT etc., todos los cuales podrian actuar ya sea
directamente sobre las estructuras limbicas, el 4rea ventral del tegmento mesencefilico, en el
lugar de accion de la DA, o podrian estar implicadas en circuitos a distancia moduladores de

la DA tanto en las zonas aferenciales como en las zonas efectoras.
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2.3.- Los limites de tolerancia a la DA.

Uno de los problemas en relacion con la hiptesis propuesta para la esquizofrenia
por Ashcroft et al. (1981) utilizada por nosotros en la presente tesis, radica en la existencia
y naturaleza de los limites de tolerancia para la actividad dopaminérgica propuestos. Desde
que la hipdtesis fuera propuesta inicialmente (1981) se ha ido acumulando nueva evidencia
en apoyo de la idea de dichos limites. El concepto de que un parametro bioldgico nunca es
fijo sino que de hecho se mueve dentro de ciertos limites en individuos normales no es
nuevo ni extrafio a la biologia. Ademas, cuando un pardmetro bioquimico supera un limite
superior o cae por debajo de uno inferior, mecanismos adaptativos y compensatorios se
ponen en marcha con objeto de mantener un nivel apropiado. Cuando esos mecanismos
compensatorios fracasan o son incapaces de mantener la sustancia bioquimica dentro de los
limites normales, se producen una serie de acontecimientos que constituyen una enfermedad
dada especifica o inespecifica (por ejemplo, niveles de glucemia por encima o por debajo de
ciertos limites dan lugar a acontecimientos que pueden resultar en un coma hiperglucémico

o hipoglucémico respectivamente etc.).

Sabemos también que existen limites para la activacién dopaminérgica tal como se
demuestra en los experimentos referidos con la anfetamina y sus efectos sobre la conducta
exploratoria y estereotipada. Ello esta de acuerdo con evidencia reciente acumulada que
demuestra diferencias individuales en estos limites dopaminérgicos (diferencias en la
respuesta a la activacién dopaminérgica), véase por ejemplo Hooks y Kalivas, 1993. Estas
diferencias individuales no sélamente apoyan el concepto de los limites de tolerancia sino

que también se ha demostrado que pueden modificarse bajo ciertas condiciones en un
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individuo concreto (especialmente claro en los fenémenos de tolerancia y sensibilizacion,
Kalivas y Stewart, 1991; Kalivas y Sanson, 1992). Por consiguiente tenemos que tanto en
animales como en humanos la respuesta a la DA es diferente de unos individuos a otros y
que ciertos firmacos y condiciones ambientales pueden producir modificaciones a largo

plazo en dicha respuesta.

Por tanto tenemos evidencia procedente de diferentes centros de investigacién con
diferentes enfoques que apoyan la existencia de [imites para la accién dopaminérgica
(limites de tolerancia a la DA) as{ como evidencia de nuestros propios experimentos que
demuestran que estos limites pueden ser modificados tanto farmacolégicamente (efectos
descritos anteriormente de la oxypertina y del cannabis) como mediante la manipulacién del
ambiente social (Ashcroft et al. 1983; Palomo et al. 1989). Esta evidencia es ademas
apoyada por estudios sobre la drogadiccion (véase Kalivas y Stewart, 1991; Kalivas, 1993,
Hooks y Kalivas, 1993). Es interesante ademas, que la droga mas claramente y
repetidamente descrita como produciendo un estrechamiento de los limites dopaminérgicos
propuestos es la PCP (véase introduccién) una droga que en el hombre produce tanto
sintomas positivos como negativos similares a los de la esquizofrenia y que parece actuar
como dijimos a través de receptores glutamatérgicos NMDA que parecen implicar
proyecciones glutamatérgicas corticolimbicas en la modulacion de la respuesta

dopaminérgica (véase mas adelante).

Otro de los puntos fundamentales para el desarrollo de la hipdtesis de los limites de
tolerancia a la DA era el efecto diferencial de los farmacos neurolépticos sobre los sintomas

positivos y negativos. Existia la sugerencia de que los neurolépticos actuarian
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fundamentalmente sobre los sintomas positivos con accién limitada sobre los sintomas
negativos y que incluso podrian agravar el estado defectual negativo esquizofrénico (véase
apartados anteriores). Sin embargo estudios recientes sugieren que los neurolépticos tipicos
tienen de hecho un efecto sobre los sintomas negativos pero, curiosamente, este efecto se
produce s6lamente a dosis que o no bloquean los receptores postsindpticos o bien a través
de una acciébn preferencial sobre otros receptores dopaminérgicos o actuando
diferencialmente sobre distintos sistemas dopaminérgicos cerebrales, todo ello resultando en
una accién desinhibitoria (Gerlach, 1988; Leysen et al. 1988; Dahl, 1988; Lecrubrier, 1986;
Alfredson et al. 1984, 1985). Por otro lado los neurolépticos atipicos que parecen tenmer un
efecto mds claro sobre los sintomas negativos deben sus acciones a la activacién o a la
inhibicién de otros receptores o sistemas neurotransmisores diferentes de la DA. De estos
neurolépticos atipicos, la evidencia mas fuerte para dicho modo atipico de accion proviene
de estudios con la clozapina que tiene un perfil farmacolégico atipico actuando sobre
muchos diferentes receptores ademas de los dopaminérgicos (Gerlach, 1988; Altar et al.
1986). De ahi la propuesta (Kane et al. 1990, Meltzer, 1989b; Robertson y McDonald, 1984)
de que ¢l efecto activador de la clozapina (la bajada del limite inferior de tolerancia a la DA
segiin la hip6tesis seguida por nosotros) se realiza a través del sistema serotoninérgico
(5HT,p, SHT,, SHT; etc.) (Meltzer, 1990, 1991, 1993). Por consiguiente la hipdtesis de los
limites de tolerancia a la DA no sélamente encajan con los datos clasicos acerca del
mecanismo de accién de los neurolépticos tipicos sino también estd de acuerdo con las
observaciones més recientes acerca del mecanismo de accién de los neurolépticos atipicos
actuando sobre la modulacién de la DA mds que bloqueando dicha DA (para revisién véase

Palomo, 1992; Reynolds, 1992 y Wirshing and Marder, 1993).
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Que la tolerancia dopaminérgica mdas que la propia DA es 1o que se halla alterado en
los esquizofrénicos, esta de acuerdo con la evidencia reciente en la que no se encuentra
alteraciones de los genes de los receptores dopaminérgicos en estudios genéticos (Wang ct
al. 1993a, b; Su et al. 1993) mientras que es interesante que alguna evidencia existe para el
componente dopaminérgico genético de la conducta adicctiva (Uhl et al. 1993) que se
postula sea mediado por una diferente sensibilidad de los sistemas dopaminérgicos. La
farmacologia y la funcion del receptor D, con alta afinidad para la clozapina (Van Tol et al.

1991) todavia requiere de més investigacidn.

En nuestra opinién cualquier hipétesis que encaja con los datos es una buena
contribucidn para estimular investigacion relevante pero que sin embargo debemos estar
alerta para evitar que una buena hipétesis se fije prematuramente. Sin duda alguna es la
"pista clinica” mas que la "sindptica” la que debemos seguir para tener éxito. Es posible que
tengamos suficiente evidencia clinica y preclinica para poder encajar las piezas del
rompecabezas esquizofrénico en una teoria explicatoria solida. Hasta que esto sea hecho

puede que sea mas sabio mantener una hipétesis amplia y una miente abierta.

2.4.- Panorama general: todos los caminos llevan a Roma.

Si cogemos tanto la evidencia clinica como la preclinica resulta claro que la
modulacién de la actividad dopaminérgica es de algiin modo alterada en la esquizofrenia. A
pesar sin embargo de numerosas investigaciones, todavia no podemos estar seguros acerca

del mecanismo neuroquimico responsable de la esquizofrenia. Sin embargo desde que se
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propuso la hipétesis original de la modulacién de la DA en 1981 (Ashcroft et al. 1981),
muchos autores han llegado a la misma conclusién procedentes de diferentes enfoques
experimentales. Grace (1991) sugiere que la DA toénica, regulada por proyecciones
glutamatérgicAs, modula la actividad fasica dopaminérgica. Basindose en evidencias de
control homeostatico de la DA, Grace, A.A. (1991), propone un nuevo modelo segin el cual
la actividad dopaminérgica se regula a nivel subcortical por dos mecanismos diferentes: 1)
Liberacion fasica o transitoria de DA, 2) Liberacién tonica o sostenida regulada por
aferentes prefrontales. Los estimulos comportamentales serian los causantes de la liberacién
fasica de las neuronas dopaminergicas, que seria de gran amplitud pero breve, de modo que
la DA activase los receptores postsinapticos pero fuese rdpidamente inactivada o recaptada
fuera del espacio sinaptico. Por el contrario, la liberacién ténica de la DA regularia la
intensidad de la respuesta fasica al controlar los niveles de DA extracelular. De esta forma
la liberacion ténica de DA constituiria la base de la estimulacion de los receptores
dopaminérgicos (autorreceptores y receptores postsindpticos), y a través de mecanismos
homeostaticos, la respuesta del sistema a la DA. En los esquizofrénicos, una disminucion
prolongada en la actividad prefrontal provocaria una reduccion de la fase ténica y de los
niveles extracelulares de DA en la regién ventral del CE y en el NAc accumbens dando
lugar a compensaciones de tipo homeostatico, (disminucién de la inhibicién y liberacién de
la DA mediada por autorreceptores, aumento de la actividad de la tiroxina hidroxilasa,
aumento del mimero de receptores postsindpticos, etc...) aumentando el conjunto de la
respuesta dopaminérgica y también de la liberacion fasica de la DA alcanzando ésta niveles

anormalmente altos.
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Sin embargo no soélo la DA sino cualquicra de los sistemas implicados en la
modulacion de su actividad podria en principio ser propuesto dentro de una hipétesis de los
limites de tolerancia dopaminérgicos para la esquizofrenia. Por ejemplo si nos fijamos en el
sistema scrotoninérgico, que ha sido propuesto por Meltzer (1989, 1989b, 1990, 1991,
1993) basado en la superioridad clinica de la clozapina (Baldessarini y Frankenburg, 1991),
podriamos facilmente comprender cémo el sistema dopaminérgico es sin duda un
neurotransmisor modulador importante en este sentido. Se sabe que la 5S-HT produce un
tono inhibidor en las células dopaminérgicas pero que también la 5-HT facilita la liberacién
de DA por la anfetamina. La 5-HT a través de los receptores SHT, es permisiva para el
aumento de la sintesis dopaminérgica necesaria para el mantenimiento del pool
dopaminérgico liberable por la anfetamina (véase la revision de Kalivas, 1993) lo cual
podria estar de acuerdo con la DA fasica y con el tono dopaminérgico y segin la
propuesta de Grace, (1991). Ademas la 5-HT en la SN tiene una accién excitatoria sobre las
proyecciones dopaminérgicas del NAc mientras que tiene una accion inhibitoria sobre la
transmision en este nicleo lo cual sugiere un efecto bifasico de la 5-HT que podria estar
implicada tanto en el umbral superior como en el inferior para la accién dopaminérgica. En
su revision, Kalivas (1993} sugiere que existe un limite superior para la regulacion de
retroalimentacién por una liberacion excesiva dopaminérgica somatodendritica responsable
del mecanismo sensibilizante a los psicoestimulantes y que ese mecanismo puede que juegue

un papel importante en psicopatologias tales como las psicosis, el trastorno de estrés

postraumadtico etc.

La hip6tesis de Grace (1991) es notablemente similar a la propuesta en esta tesis en

esencia aunque mucho mas sofisticada en sus detalles. La sugerencia de Grace por uma
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alteracién no dopaminérgica (glutamato) para explicar los cambios dopaminérgicos es sin
duda alguna una hipétesis atractiva y bien fundamentada. Sin embargo nos parece que es
aun prematuro sugerir una alteracion especifica de alguno de los muchos sistemas
moduladores dopaminérgicos especificos (véase apartados anteriores). De otro modo
corremos el riesgo de nuevo de no seguir el camino correcto. Por ejemplo, la hipétesis de
Grace de una alteracién de la DA ténica/DA fésica implica y estd fundamentada sobre un
sistema transportador normal para la recaptacion de la DA (caracterizado recientemente por
Giros et al. 1992) cuando de hecho, se ha sugerido (Giros y Caron, 1993) que dicho
transportador podria estar alterado en la esquizofrenia lo cual encajaria con las interacciones

esquizofrenia—estrés—psicoestimulantes referidas anteriormente.

3.- DISCUSION GENERAL DE LOS DATOS EXPERIMENTALES.

Debido a que se trata de experimentos independientes, en cada uno de los apartados
anteriores referidos a cada uno de los experimentos individuales se ha incluido la discusién
especifica para dicha situacién experimental. En este apartado no vamos a repetir los
detalles de las discusiones particulares de cada uno de los experimentos sino que nos
limitamos especificamente a discutir de una manera global los puntos fundamentales del

trabajo experimental desarrollado en esta tesis.
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3.1.- Modelo anfetaminico.

Uno de los aspectos fundamentales de la presente tesis consistia en aportar evidencia
experimental acerca de la existencia de limites para la actividad aminérgica en consonancia
con el modelo propuesto por Ashcroft et al (1981) que es el que hemos seguido en esta
tesis. En este sentido hemos visto como efectivamente, el modelo anfetaminico nos sirve
como anteriormente Se expuso, para delimitar una conducta inducida por la anfetamina de
manera que dosis crecientes de anfetamina producen un aumento de la conducta exploratoria
hasta llegar a un punto donde aumenta bruscamente la conducta estereotipada y disminuye
la conducta exploratoria. En relacién con la hipétesis propuesta, la aparicién de la conducta
estereotipada podria considerarse como un limite de estimulacién aminérgica por encima del
cual la conducta se desorganiza. Este modelo anfetaminico lo hemos comprobado en
diferentes condiciones y con diferentes animales produciendo siempre un perfil similar

(véase fig. IV-7).

En el apartado IV de la tesis se desarrolla el modelo anfetaminico experimental que
nos sirve para el resto de la tesis. De acuerdo con los resultados descritos en dicho apartado,
que ya fueron discutidos al final del mismo, comprobamos como las diferentes conductas de
la rata se podian agrupar en medidas compuestas para las diferentes conductas de
exploracion y para las diferentes actividades estereotipadas. Asi mismo encontramos que la
actividad exploratoria no se correlaciona con la actividad estereotipada por lo que dichas
conductas parecen tener una independencia suficiente que nos permite analizar efectos
diferenciales de tratamientos sobre uma y otra conducta. Todo ello se discute con mayor

detalle en el apartado IV {pag. 89).

307



En el apartado V-1 se repite en esencia el estudio de la curva dosis respuesta a la
d—-anfetamina en las mismas condiciones y en la misma raza de animales que se utilizaron a
lo largo del resto de los experimentos. Ello se hizo como se apunté en la discusién
correspondiente, para comprobar que el modelo anfetaminico era vélido en estas condiciones
nuevas. No vamos a repetir aqui la discusion correspondiente (apartado V-1, pag. 129), sélo
vamos a subrayar el hecho de la consistencia, de la constancia de la curva dosis respuesta a
la d-anfetamina a lo largo de todos los experimentos. Las diferencias observadas en las
distintas curvas dosis respuesta a la d—-anfetamina que se han realizado en el apartado V
(V-1, V-4 y V-6) para las conductas exploratorias, motoras y estereotipadas
respectivamente, pueden atribuirse al hecho de que se han realizado en diferentes momentos,
a la manipulacién en el caso del tratamiento crénico etc..., pero en cualquier caso, las curvas

son similares en lo esencial.

De lo anterior se deduce que ¢l modelo anfetaminico resulta ser de una gran
estabilidad y ello le convierte en particularmente adecuado para el tipo de estudios que
hemos realizado (limite de tolerancia a la estimulacién anfetaminica en términos de

conducta exploratoria y conducta estercotipada como expusimos anteriormente).

Otro de los probemas a los que se dirige el presente estudio consiste en comprobar si
estos limites son modificables farmacoldgicamente abriéndose asi la posibilidad de actuar
terapéuticamente sobre cllos. En efecto comprobamos como tanto la oxypertina como el
THC producen modificaciones en las curvas de respuesta a la anfetamina como ya hemos
discutido. Todo e¢llo es consistente con los trabajos preliminares previos de Palomo y cols.

(1983 y 1984).
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En efecto, en el apartado IV vimos como el modelo anfetaminico nos permitia
estudiar drogas que aumenten el umbral de conducta estereotipada (de modo que dosis altas
de anfetamina secan toleradas sin producir conducta estereotipada) y que disminuyan el
umbral de conducta exploratoria (de modo que dosis inferiores de anfetamina produzcan
estimulacién de la misma). En dicho apartado vimos (pdg 90) como la oxypertina actuaba
diferencialmente sobre las curvas exploratoria y estereotipada, y como esta droga era capaz
de estimular la exploracion y a la vez inhibir la conducta estereotipada lo cual puede servir
de modelo en la bisqueda de fArmacos antipsicoticos que actiien a la vez sobre los sintomas

positivos y sobre los sintomas negativos en la esquizofrenia.

En los experimentos realizados con 6-9-THC confirmamos que la curva dosis
respuesta a la d-anfetamina y los limites de estimulacién en términos de curva exploratoria
y estereotipada son modificables farmacoldgicamente (en este caso por el THC). La
discusion de dichos efectos se halla recogida en los apartados correspondientes (apartados

V-4, V-5, V-6).

En resumen por consiguiente podemos decir que el modelo anfetaminico porporciona
una herramienta experimental Gtil para probar el modelo de esquizofrenia de los limites de
tolerancia (curvas exploratoria y estereotipada), util para la investigacién de nuevas drogas
antipsicOticas capaces de estimular la exploracién y a la vez de inhibir la conducta
estereotipada, ya que hemos demostrado que dichas curvas son modificables
farmacolégicamente, y por la misma razon, puede ser utilizado para investigar si toxicos

(como el THC), cambios ambientales (como el estréss) y otras situaciones que parecen tener
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un efecto facilitador/inductor de psicosis esquizifrénica, producen o no un estrechamiento de

los limites de tolerancia a la DA en consonancia con la hipétesis mantenida en esta tesis.

3.2.~ Efectos del 6-9-THC sobre la conducta de la rata.

Con objeto de estudiar los efectos del 6-9-THC agudo sobre la conducta de la rata
hemos realizado una curva dosis respuesta con dosis que van desde 0, .25 mg/kg a 25.6
mg/kg de 8-9-THC. El objetivo de este estudio (apartado V-2) era doble: de un lado
comprobar cual son los efectos agudos del 8—9-THC y de otro determinar la dosis eficaz
del 6-9-THC para los estudios subsiguientes. Como ya dijimos en la discuién
correspondiente (véase apartado V-2) encontramos, de acuerdo con la literatura (Dewey,
1986), que existe un efecto diferencial de! THC sobre la conducta espontinea de la rata en
el sentido de que el efecto de las dosis bajas seria mds bien de tipo estimulador (aumento de
las conductas motoras) mientras que los efectos de dosis altas tendrian un efecto de tipo
depresor (disminucién de dichas conductas). En el caso de no actividad el patrén de
respuestas seria el opuesto a las conductas motoras, mientras que en el caso de las conductas

estereotipadas no se observa ningiin efecto importante.

Podemos afirmar por consuguiente, que le efecto fundamental del THC sobre la
conducta motora es de tipo depresor a dosis altas (por encima de 1.6 mg/kg de 6-9-THC),
y que este efecto es particularmente clare a las dosis de 6.4 mg/kg de THC y superiores. De
la misma manera observamos cémo los efectos de dosis bajas de THC (efecto estimulador)

se observa claramente con la dosis de 0.1 THC.
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El experimento descrito en el apartado V-4, nos proporciona una replicacién del
estudio anterior de manera que podemos observar como en la situacion control (sin
d-anfetamina) el efecto de dosis bajas de THC (0.1 mg/kg) es estimulador sobre las
conductas motoras y exploratoria mientras que dosis altas de 6—9-THC (6.4 mg/kg) son

depresoras de dicha actividad.

Para el efecto cronico del 8~9-THC sobre la conducta espontinea de la rata,
contamos con tres experimentos diferenciados. En el apartado V-3 se describe el
experimento disefiado especificamente para estudiar dichos efectos cronicos. En el apartado
V-5, en la situacidn basal sin anfetamina, observamos el efecto crénico del §—~9-THC
administrado durannte 14 dias. En el apartado V-6, en condiciones basales sin d-
anfetamina, tenemos los resultados del tratamiento crénico (14 dias) del 8-9-THC tras la
suspension del tratamiento. Ello nos permite en conjunto tener datos acerca del efecto del
tratamiento cronico durante 7 dias a dosis bajas (0.1 mg/kg) y a dosis altas (6.4 mg/kg) de

8-9-THC, los mismos efectos estudiados tras 14 dias de tratamiento, y el efecto del

tratamiento cronico (14 dias) 24 horas después de dicho tratamiento. El objeto del
experimento como vimos en la discusion del apartado V-3 era comprobar en primer lugar si
los efectos crénicos eran diferentes de los agudos, en segundo lugar si se producian
fenémenos de tolerancia a los efectos que habiamos observado en los estudios del
tratamiento agudo y en tercer lugar como base para los estudios posteriores en combinacion

con la d-anfetamina.

Quizas lo més destacable del apartado V-3 sea, como se puede observar en los

resultados correspondientes (pags. 159-162), la observacién de que: en primer lugar
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encontramos que la actividad espontdnea en los animales no tratados con THC resulta
aumentada en comparacién con los experimentos agudos descritos en el apartado anterior.
Este efecto podria interpretarse como resultado de la manipulacidn del animal al tenerle que
inyectar el solvente cada dia durante los dias del tratmiento crénico. En segundo lugar
observamos que los cfectos del THC crénico durante 7 dias son similares a los efectos
agudos en el sentido de que existe una tendencia a producir estimulacién de la actvidad
espontanea con dosis bajas de THC mientras que las dosis altas producen una depresién de
dicha conducta. Por dltimo, en tercer lugar, observamos que estos efectos del THC sobre la
conducta espontanea de la rata resultan menos marcados que en el caso del tratmiento

agudo.

El hecho de que los efectos del THC crénicos sean menos marcados que en el
tratamiento agudo podria ser debido al desarrollo de un cierto grado de tolerancia de manera
que dosis bajas de THC fueran menos estimuladoras de la actividad motora mientras que
dosis altas de THC fueran menos depresoras de esta conducta. Sin embargo también podria
ser debido a que en la condicién de tratamiento crénico, como dijimos anteriormente,
partimos de una situacion basal de mayor actividad que es posible que enmascare en cierto
grado los efectos del tratamiento con THC. En tercer lugar pudiera ser que al tratarse de una
situacién en la que la dltima dosis del THC se administra media hora antes de las
observaciones de comportamiento, los datos que estamos observando se debieran a una suma
de los efectos del tratamiento agudo (dltima dosis) y el tratamiento cronico (dosis previas

durante 7 dias) con lo que los efectos agudos y cronicos pudieran estar superpuestos.
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De estas posibilidades, la posibilidad mas plausible seria la que se daria un cierto
grado de tolerancia al THC, ya que los resultados de la conducta encontrados por nosotros
se correlacionan con estudios realizados en estos mismos animales sobre la densidad de los
receptores de cannabinoides en CE, SLa y mesencéfalo publicados recientemente (véase

fig. VI-1) Rodriguez de Fonseca et al. (1993).

Esta interpretacién (desarrollo de cierto grado de tolerancia) estaria de acuerdo con
los resultados encontrados y descritos en las condiciones basales en el apartado V-5 en la
que observamos cémo los efectos tanto de las dosis bajas (0.1 mg/kg) como altas
(6.4 mg/kg) de 6-9-THC, Tras 14 dias de tratamiento, son ain menos marcados que en el
experimento de 7 dias hasta el punto de que el efecto estimulador de las dosis bajas
pricticamente ha desaparecido y el efecto depresor de las dosis altas se encuentra bastante
reducido (véase pags. 248 y 249, figs. V-5~14 y V-5-16). Esta disiminucién del efecto del
THC sobre la conducta espontdnea también queda reflejada en el experimento V-6 en el
que se deja pasar 24 horas después de la ultima dosis de THC (durante 14 dias). Aqui
vemos que en la condicién basal ha desaparecido ese aparente aumento de la actividad
motora espontinea que veiamos en los tratamientos crénicos previos y que atribuiamos al
posible efecto de la manipulacién de los animales. De todas formas, comprobamos en ese
experimento también que las diferencias entre el grupo control y el grupo tratado con THC
son adin menores, lo cual se podria explicar por la ausencia del efecto agudo del THC
proporcionado por la dltima dosis del THC media hora antes de las observaciones del

comportamiento de los experimentos anteriores (V-3 y V-5).
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En conclusion podemos afirmar que el tratamiento agudo con THC produce a dosis
bajas un efecto estimulador y a dosis altas un efecto depresor, que este efecto se atenda en
los tratamientos crénicos debidos al desarrollo de un fenémeno de tolerancia, y que los
efectos observados con el tratamiento crénico continuado se deben en parte a la

superposicion con el tratamiento agudo proporcionado por la altima dosis de THC.

3.3.—~ Efectos del 6-9-THC sobre el modelo anfetaminico.

En los apartados anteriores hemos visto c6mo el modelo anfetaminico nos permitiria
distinguir limites de estimulacién aminérgicos y como estos limites eran modificables
farmacoldgicamente. Basados en estos resultados obtenidos por nosotros y en estudios
preliminares citados antriormente, el objetivo central de esta tesis consistia en comprobar si
el THC, que tiene un efecto facilitador o provocador de brotes piscéticos (Thacore, 1973;
Negrete, 1973; Kndsen y Vilmar, 1984; Davison, 1987; Andreasson et al, 1987 y 1989; Tien
y Anthony, 1990; Thornicroft, 1990; Allebeck, 1991), actuaria estrechando los lfmites de
tolerancia a la DA. Esto lo hemos estudiado en el modelo anfetaminico referido
anteriormente analizando los efectos sobre la curva dosis respuesta a la d—anfetamina tanto
de la administracién aguda de 8-9-THC (apartado V-4) como con la administracidn cronica
(14 dias) estudiandolo un dia después de la iltima dosis de tratamiento crénico con objeto

de evitar la superposicién de efectos agudo y cronicos.

En el caso del tratamiento agudo con THC los efectos son diferentes segin que se

trate de dosis bajas (0.1 mg/kg) o dosis altas (6.4 mg/kg).
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Aunque la discusion en detalle se pucde ver en el apartado correspondiente (apartado
V-2, pdg. 154) queremos resaltar en la discusién general que en el tratamiento agudo con
THC con dosis bajas en lugar de producirse un estrechamiento de los limites de tolerancia a
la DA, observamos como la curva dosis respuesta a la d-anfetamina para la conducta
estereotipada se desplaza a la derecha (menos estereotipias a dosis altas) a la vez que
observamos un aumento de la conducta motora inducida por la d-anfetamina
particularmente evidente a la dosis de 4 mgkg de d-anfetamina. Estos resultados
exactamente lo contrario a lo que sucede con dosis altas de THC (6.4 mg/kg). En el
tratamiento agudo con dosis altas encontramos un aplanamiento de la curva dosis respuesta
a la d—anfetamina en términos de conducta exploratoria y motora, junto a una potenciacion
de los efectos de la d—anfetamina sobre la conducta estereotipada dando lugar a un aumento

de las estereotipias con las dosis de 4 y 8 mg/kg de d~anfetamina.

Como vimos en el apartado V-2, en resumen podemos decir que la administracion
aguda de THC a dosis bajas (0.1 mg/kg) produce una modificacién significativa de la curva
dosis respuesta a la d-anfetamina y que esta modificacién irfa en el sentido de un menor
efecto de la d-anfetamina en lo que respecta a la conducta estereotipada sin que ello
disminuya la actividad exploratoria y [ocomotora. En el caso del tratamiento agudo con
THC a dosis altas (6.4 mg/kg) se produciria al contrario una potenciacién de los efectos de
la d-anfetamina a dosis altas en su capacidad de producir estereotipias mientras que a su
vez se produce un aplanamiento de la conducta motora y exploratoria. Este estrechamiento
de los limites estaria de acuerdo con la hipétesis planteada de la capacidad del cannabis (al

menos a dosis altas) de estrechar los limites y aumentar el riesgo de psicosis.
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Los efectos agudos contrastan con la situacion del tratamiento crénico en la cual nos
encontramos (apartado V-6) que cuando se estudia los efectos de la d-anfetamina 24 horas
depués de la dltima dosis lo que aparece basicamente es una potenciacién de los efectos de
la d—anfetamina. Esta potenciacién se demuestra tanto en el sentido de un aumento de las
conductas motora y exploratorias inducidas por la d-anfetamina (desviacion de la curva de
la d-anfetamina para la conducta motora y exploratoria hacia la izquierda) como de un
aumento de la conducta estereotipada inducida por la d-anfetamina que ademas aparece a
dosis mas bajas (4 mg/kg) indicando asi mismo una desviacién a la izquierda de la curva

dosis respuesta a la d~anfetamina para las estereotipias.

En el experimento del apartado V-5 encontramos que cuando no se suspende el
tratamiento cronico con THC, sumandose por consiguiente el efecto agudo de la dlitima
dosis a los efectos del tratamiento crénico, vemos que con dosis altas (6.4 mg/kg) de THC,
se sigue produciendo una potenciacién marcada de las estercotipias inducidas por 4 mg/kg
de d-anfetamina, pero que en lugar de producirse un aumento de las actividades motora y
exploratoria del tratamiento crénico tras la suspension, se produce una disminucién asi
mismo de la actividad exploratoria y motora inducida por la d-anfetamina como sucedia en
el tratamiento agudo. Ello indica, por consiguiente, que cuando e} tratamiento crénico con
dosis altas se mantiene, el estrechamiento de los limites de tolerancia resulta evidente. El
tratamiento continuado con dosis bajas (0.1 mg/kg) de THC no arroja en estas condiciones

ningun efecto destacable.

En resumen podemos por consiguiente afirmar que tanto el tratamiento agudo con

dosis altas de THC como el cronico, producen efectos marcados sobre la estimulacién
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aminérgica en el sentido de un estrechamiento de los limites de tolerancia a la DA. Asi
(véase fig. VI-1  tratamiento agudo y fig. VI-2, tratamiento crénico) se produce una
disminucién del umbral para las esterotipias de manera que con dosis menores de d-
anfetamina aparece conducta estereotipada. Del mismo modo se produce un aplanamiento de
la conducta exploratoria, es decir, una elevacion del umbral exploratorio de manera que a
dosis bajas de d—anfetamina se produce una menor cantidad de exploracién (son necesarias
dosis mayores de d-anfetamina para aumentar la conducta exploratoria). Todo ello por

consiguiente de acuerdo con la hip6tesis planteada en el trabajo para esta tesis doctoral.

Por tanto podemos concluir que el modelo anfetaminico es un modelo atil para
comprobar la hipédtesis de los limites de tolerancia a la DA, que este modelo sirve asi
mismo para estudiar aquellos factores que pueden relacionarse con una incidencia 0 una
vulnerabilidad mayor a tener brotes psicéticos, como es el caso de THC, estrés etc.., y que
¢l THC administrado crénicamente da lugar al desarrollo de mecanismos adaptatorios del
tipo de la tolerancia segin se desprende de los datos del comportamiento animal y del

estudio de la densidad de los receptores cannabinoides.

3.4.- Estudios neuroquimicos.

En lo que se refiere a los estudios neuroquimicos, la investigacién realizada por
nosotros a las dosis utilizadas y con los indicadores escogidos (S-HT, 5-HIAA, DA vy
DOPAC) no arrojan resultados esclarecedores acerca del mecanismo neuroquimico

responsable de los efectos observados. Aunque estos resultados son discutidos en los
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apartados correspondientes, estudios posteriores realizados en diferentes condiciones
experimentales y utilizando una gama mas amplia de metabolitos aminérgicos contribuirian

a dilucidar dicho mecanismo. Estos estudios se encuentran actualmente en progreso.
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FIG. VI-1
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- EFECTO DEL THC (AGUDQ) SOBRE LA CURVA
FIG. VI z DOSIS RESPUEST A LA D-ANFETAMINA
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FIG. VI-3 EFECTO DEL THC (CRONICO) SOBRE LA CURVA
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VII.- CONCLUSIONES.
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1.- L.a administracion de anfetamina tiene un efecto diferencial sobre la conducta
exploratoria y la conducta estercotipada ambas de manera dosis-dependiente. Ambas
conductas exploratoria y estereotipada son suficientemente independientes para el estudio de

efectos diferenciales de manipulaciones diversas sobre dichas conductas.

2.~ Este modelo anfetaminico es estable en lo que se refiere a la conducta
exploratoria locomotora, estercotipada y a la inactividad, de manera que resulta una
herramineta til para probar el modelo de los limites de tolerancia a la DA propuesto para la

esquizofrenia.

3.~ De acuerdo con otros autores encontramos un efecto bifasico diferencial def THC
agudo y crénico en el sentido de que dosis bajas producen un efecto estimulador dosis-
dependiente de la actividad motora mientras que a dosis altas, por encima de 0.4 mg/kg,
produce un efecto depresor de tipo dosis dependiente de esta misma actividad motora y que
este efecto depresor es mayor que el efecto estimulador de las dosis bajas. En lo que se

refiere a la no actividad el efecto es opuesto.

4.— Con el tratamiento crénico con THC se aprecia, sin embargo, una disminucién
tanto de los efectos estimuladores (dosis baja, 0.1 mg/kg) como de los efectos depresores
(dosis altas 6.4 mg/kg) indicando la aparicién de cierto grado de tolerancia que se hace mas
significativo en los tratamientos mas largos. Esta tolerancia estaria de acuerdo con la

hiposensibilidad de los receptores canndbicos encontrados en estos mismos animales.

322



5.— La oxypertina tiene un efecto diferencial sobre ambas conductas de modo que
produce un desplazamiento de la curva de estereotipias inducidas por la anfetamina a la
derecha y al mismo tiempo aumenta la conducta exploratoria inducida por 8mg/kg de

anfetamina.

6.— El THC agudo a dosis bajas (0.1 mg/kg) modifica la curva dosis respuesta a la
anfetamina en el sentido de un aumento de la conducta exploratoria (particularmente
evidente con 4 mg/kg de anfetamina) y una disminucién de las estereotipias. En relacién

con ¢l modelo propuesto ello indicarfa una ampliacién de los limites de tolerancia a la DA.

7.— El THC agudo y crénico contfinuado a dosis altas (6.4 mg/kg) produce un efecto
opuesto con aplanamiento de la conducta exploratoria inducida por la anfetamina
(desplazamiento a la derecha) junto con un aumento de las estereotipias (desplazamiento de
la curva de estereotipias a la izquierda). En relacién con el modelo propuesto ello indicaria

un estrechamiento de los limites de tolerancia a la DA.

8.— El efecto del tratamiento cronico con THC (6.4 mg/kg) durante 14 dias,
estudiado 24 horas después de la iltima dosis preduce una clara potenciacion de los efectos

de la anfetamina tanto en lo que respecta a la conducta motora como a la estereotipada.
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9.- Por dltimo, como conclusién general final, podemos afirmar que el tratamiento
con THC agudo o crinico interactia con la estimulacién aminérgica anfetaminica, que
dichos efectos son consistentes con un estrechamiento de los limites de tolerancia a [a DA
propuesto en la hipétesis y que todo ello concordaria con los trabajos clinicos que parecen
indicar que el THC puede predisponer o precipitar un brote psicético al menos en personas

vulnerables.
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IX.- LISTA DE ABREVIATURAS EMPLEADAS.
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ACh Acetil colina.

BMDP Programa biomédico computarizado.

CATEGO Programa computarizado para la clasificacién de sindromes
diagndsticos

CBD Cannabidiol.

CBN Cannabinol.

CCK Colecistoquinina.

CAs Catecolaminas.

CE Cuerpo estriado.

CIE-8 Clasificacién internacional de las enfetmedades.

DA Dopamina.

D,, D,, D,, Dy, Ds Receptores dopaminérgicos 1, 2, 3, 4 y 5.

DHBA Dihidroxibencilamina.

DOPAC Acido 3,4-dihidroxifenilacético.

DSM-III Manual diagnéstico y estadistico de los estados mentales.

GABA Acido Gammaaminobutirico.

HPLC Cromatografia liquida de alta presion.

5-HIAA Acido 5-hidroxiindolacético.

5-HT Serotonina.

5~HT,, 5-HT, 5-HT,, etc.. Receptores para la serotonina 1, 2, 3, etc..

HVA Acido Homovanilico.

LSD Dietilamida de acido lisérgico.
MK 801 Dizolcipina.

MHPG 3—4-Metoxihidroxifenilglicol.
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NAc
NADPH
NMDA
NMR
6-OHDA
PET

PGs

PSE
SPECT
SN, SNc, SNr
SNC

SL, SLa

9-9-THC 6 THC

Nucleo accunbens.

Dinucleétido de adenina y nicotinamida fosforilado.
Receptor para el acido Glutdmico.

Resonancia magnética nuclear.

6-Hidroxidopamina.

Tomograffa de emisién de positrones.
Prostaglandinas.

Examen del estado mental presente.

Tomografia computarizada por emision simple de fotones.
Sustancia Negra (porcién compacta y reticular).
Sistema nervioso central.

Sistema limbico y sistema limbico anterior.

Delta—-9-tetrahidrocannabinol.
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