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INTERACCIONES FUNCIONALES ENTRE EL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE Y
DOPAMINERGICO: PAPEL EN EL CONTROL PSICOMOTOR TRAS LA
EXPOSICION CRONICA A CANNABINOIDES

El sistema cannabinoide endbégeno esta siendo considerado como un modulador de
los circuitos de neurotransmision que regulan las areas del cerebro implicadas en
conducta motora. El objetivo de esta tesis ha sido el de estudiar los efectos
psicomotores de la interaccion entre los sistemas endocannabinoide-dopaminérgico en
ratas adultas tras la exposicién crénica a cannabinoides en el periodo perinatal y en el
adulto. La exposicion perinatal con el agonista cannabinoide delta-9-
tetrahydrocannabinol (THC 0.1, 0.5, 2 mg/kg) produjo cambios en las repuestas
motoras inducidas por el agonista dopaminérgico D1/D2 apomorfina (0.1 mg/kg) y el
agonista D2 quipirole (0.5 mg/kg) en el periodo adulto. La exposicion a THC
increment6 la sensibilidad a los efectos motores inducidos por estos agonistas
dopaminérgicos. La exposicion cronica con el agonista cannabinoide HU-210 (20
ug/kg) en animales adultos produjo una alteracion en las conductas psicomotoras tras
la administracién del agonista D1 SKF38393 (8 mg/kg) y el agonista D2 quinpirole (0.5
mg/kg). La exposicién cronica con el agonista cannabinoide WIN552122 (4 mg/kg) en
animales adultos produjo un incremento en las conductas motoras en condiciones
basales e incrementd las respuestas motoras tras la administracién aguda del agonista
D2 quinpirole (0.5 mg/kg).El estudio con microdialisis mostr6 que la exposicion a
WIN552122 produjo un incremento en la neurotransmision GABAérgica en el globo
palido, sin producir cambios significativos en la neurotransmisién dopaminérgica en el
estriado dorsal. Estos resultados indican que la desensibilizacion del sistema
cannabinoide enddgeno tras la exposicion crénica a cannabinoides altera el papel
modulador en los procesos de neurotransmision implicados en el desarrollo de las
conductas motoras, induciendo cambios en la funcionalidad dopaminérgica. La
alteracion de las respuestas dopaminérgicas podria relacionarse con la alteracion del
control del sistema endocannabinoide en la neurotransmisiéon GABAérgica, apoyando
el papel interactivo del sistema endocannabinoide en el control funcional de las
conductas motoras.

Agonistas cannabinoides, neurotransmision, respuesta motora



FUNCTIONAL INTERACTIONS BETWEEN ENDOCANNABINOID AND
DOPAMINERGIC SYSTEM: ROLE IN PSYCHOMOTOR CONTROL AFTER
CHRONIC EXPOSURE TO CANNABINOIDS

The endogenous cannabinoid system is being considered as a modulator of the
neurotransmission implicated in brain areas that regulate motor behaviors. The
purpose of this thesis has been to study the psychomotor effects of the interactions
between the endocannabinoid-dopaminergic systems in adult rats after chronic
exposure to cannabinoids in the perinatal and in the adult period. The perinatal
exposure to the cannabinoid agonist delta-9-tetrahydrocannabinol (THC 0.1, 0.5, 2
mg/kg) produced changes in the motor responses induced by dopaminergic D1/D2
agonist apomorphine (0.1 mg/kg) and the D2 agonist quipirole (0.5 mg/kg) in the adult
period. THC exposure increased the sensitivity to motor effects induced by these
dopaminergic agonists. The chronic exposure to cannabinoid agonist HU-210 (20
png/kg) in adult rats produced an alteration in psychomotor behaviors after acute
administration of D1 agonist SKF38393 (8 mg/kg) and D2 agonist quinpirole (0.5
mg/kg). Chronic exposure to cannabinoid agonist WIN552122 (4 mg/kg) in adult rats
produced an increased motor activity in basal conditions and enhaced motor responses
after acute administration of D2 agonist quinpirole (0.5 mg/kg). Microdialisys study
showed that chronic WIN552122 induced an increase in GABA signaling in globus
pallidus, without any effect on dopamine signalling in dorsal striatum. These results
indicate that the desensitization of the endogenous cannabinoid system after chronic
exposures to cannabinoids could alter the regulatory role in the neurotransmission
proceses implicated in motor behaviors, inducing changes in behavioral dopaminergic
functionality in the adulthood. The alteration in behavioral dopaminergic responses
could be mediated by alterations in endocannabinoid control on GABAergic
neurotransmission, supporting the interactive role of the endocannabinoid system in
the functional control of motor activities.

Cannabinoid agonists, neurotransmission, motor responses
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1) EL SISTEMA CANNABINOIDE ENDOGENO
1.1. Introduccién

Los cannabinoides constituyen un conjunto de compuestos psicoactivos presentes en
una resina secretada a partir de las hojas y brotes florecidos de la planta cannabis sativa. El uso
de esta planta tiene una gran antigliedad, particularmente en la India, se consumia en las
ceremonias religiosas tribales y también se tomaba como medicina. En el siglo XIX, se
prescribia ampliamente en el mundo occidental para varias dolencias y malestares, como la tos,
fatiga, reumatismo, asma, delirium tremens, jaquecas y reglas dolorosas. Permanecio en la
farmacopea de los Estados Unidos hasta el afio 1937, en el que tras la aparicién de la Ley de
Impuestos “Marijuana Tax Act”, y la introduccién de los analgésicos e hipnéticos sintéticos, se

completd su derogacion como medicina.

La planta cannabis sativa contiene aproximadamente 400 compuestos quimicos
diferentes, de los que unos 60 son considerados dentro del grupo de los cannabinoides (Dewey,
1986). El punto de partida de la investigacién en el campo de los cannabinoides puede situarse
en el afio 1964, cuando los investigadores Gaoni y Mechoulam realizaron el aislamiento y
sintesis quimica del principio activo de la cannabis sativa, el (-)- A°’-Tetrahidrocannabinol
(A°THC). Dicho hallazgo supuso el origen para afios de investigacion fructifera, los cuales se

encuentran resumidos en las referencias que se muestran en la Tabla 1.1.

Durante estos afios, los resultados de las investigaciones no solo se han centrado en la
explicacion de las bases farmacologicas de los efectos de los cannabinoides, sino que el
descubrimiento de que estos compuestos desarrollarian su acciéon a través de un sistema
cannabinoide endégeno presente en el organismo (Devane et al., 1988) ha supuesto un claro
avance para el estudio de las importantes implicaciones de los cannabinoides en la

funcionalidad del sistema nervioso central asi como en la expresién de la conducta.
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TABLA 1.1. Los principales avances en la investigacién en cannabinoides

Evento Fecha Referencia
Primeros usos médicos del cannabis 3000 A.C. Mechoulam, 1986; Dewey, 1986.

Aislamiento del Delta-9-Tetrahidrocannabinol 1964 Gaoni y Mechoulam, 1964.

Cannabinoides sintéticos 1980-1988 Dewey, 1986; Mechoulam et al.,
1987.
Descripcion de los receptores cannabinoides 1988 Devane et al., 1988
Clonacion y cartografia cerebral de los receptores 1990 Herkenham et al.,1990,19914a;
cannabinoides CB1 Matsuda et al., 1990.

Neurofarmacologia CB1 1988-1995 Howlett et al., 1986; Howlett,

1995; Mackie y Hille, 1992;
Mackie et al., 1995; Deadwyler et
al., 1995; Bouaboula et al., 1995.

Aislamiento y bioquimica de la anandamida 1992-1995 Devane et al., 1992; Di Marzo et
al., 1994; Sugiura et al., 1996;
Cadas et al., 1996; Desarnaud et
al., 1995.

Neurofarmacologia de la anandamida 1993-1997 Fride y Mechoulam, 1993;
Crawley et al., 1993; Felder et al.,
1993; Smith et al., 1994; Beltramo

etal., 1997.
Sintesis del antagonista de CB1 1994 Rinaldi-Carmona et al., 1994.
Aislamiento y funciones del 2-araquidonil glicerol 1995-1997 Mechoulam et al., 1995; Sugiura

et al., 1995; Stella et al., 1997;
Bisogno et al., 1997.

Neuroanatomia funcional del CB1 1996-1997 Sim et al., 1996a; Breivogel et al.,
1997; Rodriguez de Fonseca et
al., 1997.
Identificacion y funciones del transportador de la 1997 Beltramo et al., 1997; Calignano
anandamida etal., 1997.
Generacién de animales knockout CB1 1999 Ledent et al., 1999; Steiner et al.,

1999; Zimmer et al., 1999.

Clonacion y funciones de la FAAH 1996-2002 Cravatt et al., 1996, 2001; Sipe et
al., 2002
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1.2. Neurobiologia del sistema cannabinoide enddgeno

En la actualidad se conoce que el sistema cannabinoide end6geno, al igual que otros
sistemas de neurotransmision del organismo, esta compuesto principalmente por receptores
especificos de membrana como el receptor cannabinoide CB1, densamente expresado en el
sistema nervioso central (Matsuda et al., 1990); y el receptor cannabinoide CB2, localizado en el
sistema nervioso periférico y relacionado con el sistema inmune (Munro et al., 1993). Ademas el
sistema cannabinoide end6geno cuenta con unos ligandos endégenos que activan estos
receptores, siendo los mas conocidos la anandamida (Devane et al., 1992) y el 2-araquidonil
glicerol (Mechoulam et al., 1995; Sugiura et al., 1995). La evidencia de la existencia de un
sistema cannabinoide enddégeno en el organismo ha proporcionado nuevas perspectivas de
investigacion en el campo de los cannabinoides cuyos objetivos se basan en dilucidar el papel
fisiolégico de este sistema asi como su mediacion en los efectos centrales y periféricos de los

cannabinoides exdgenos sobre el organismo.

1.2.1. Los receptores cannabinoides

Los cannabinoides producen sus efectos sobre el organismo mediante la activacion de
receptores especificos de membrana. Aunque parece posible la existencia de un nuevo receptor
cannabinoide CB3 (Fride et al., 2003), hasta el momento solo se han identificado y estudiado
dos receptores para cannabinoides, el CB1 localizado principalmente en el sistema nervioso
central (Matsuda et al., 1990); y el receptor cannabinoide CB2, localizado en el sistema nervioso
periférico (Munro et al., 1993). Ambos receptores para cannabinoides pertenecen a la familia de
receptores asociados a proteinas G, caracterizado por la presencia de siete dominios
transmembrana, como es el caso de los receptores metabotrépicos para las monoaminas y los

neuropéptidos.

Los principales mecanismos intracelulares en los que estan implicados los receptores
cannabinoides CBL1 incluyen: la inhibiciébn de la adenilato ciclasa, la regulacion de distintos
canales i6nicos (Deadwyler et al., 1995; Mackie y Hille, 1992), y la activacion de la via de las
MAP quinasas (Bouaboula et al., 1995; Howlett, 1998). Los efectos identificados hasta el
momento se encuentran regulados por el acoplamiento de los receptores CB1 a la familia de
proteinas Gi,o; sistema que comparte con otros receptores con los que se encuentra co-
localizado en las mismas neuronas. La activacion de los receptores CB1 produciria una
inhibicion de la via de la adenilato ciclasa lo que daria lugar al descenso en los niveles de AMPc
intracelular, afectando por tanto la capacidad de fosforilacion de las proteinas quinasas.

Ademas la activacion de los receptores CB1 también induciria una inhibicién de los canales
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ca” y un aumento en la conductancia del K*. La presencia presinaptica de los receptores
cannabinoides CB1, junto con su colocalizacién con otros receptores como los GABAérgicos
GABA-B, los dopaminérgicos D2, los opioides, los glutamatérgicos y los colinérgicos (Ameri,
1999; Childers y Deadwyler, 1996), parece estar asociado a funciones de modulacién de las
sinapsis del SNC, interviniendo tanto en la inhibicién de la neurotransmisién como en los
procesos de recaptacion (Gessa et al., 1997;Maneuf et al., 1996a,b; Schlicker y Kathmann,
2001; Szabo et al., 1998;Tsou et al., 1998).

En cuanto al receptor cannabinoide CB2, su activacién también produciria una
inhibicién de la adenilato ciclasa y una activacion de la via de las MAP quinasas, sin embargo

no produciria modificaciones en la regulacién de los canales iénicos (Felder et al., 1995).
1.2.2. Los cannabinoides end6genos

Los ligandos enddgenos de los receptores para cannabinoides son compuestos
derivados de acidos grasos poliinsaturados, siendo los mas representativos la etanolamida del
acido araquidénico, conocida como anandamida (Devane et al., 1992) y el 2-araquidonil glicerol
(Mechoulam et al.,, 1995; Sugiura et al., 1995). Ademas también se han encontrado otros
endocannabinoides nuevos como la palmitoil etanolamida (Sugiura et al., 2000) y el 2-

araquidonil gliceril eter (Hanus et al., 2001).

La primera sustancia enddgena identificada como agonista del receptor cannabinoide
fue la anandamida, araquidonil etanolamida (Devane et al., 1992). Fue aislado por primera vez
en el cerebro del cerdo, y subsecuentemente encontrado en érganos periféricos incluyendo la
piel, el tejido cardiovascular, renal y reproductor (Calignano et al., 1997; Deutsch et al., 1997;
Munro et al., 1993; Wagner et al., 1997). Su estructura no esta relacionada a los cannabinoides
naturales, sin embargo la anandamida es capaz de inducir la inhibicién de la adenilato ciclasa al
igual que el tetrahidrocannabinol (Howlett et al., 1988); ademas su administracion produce los
efectos clasicos de la actividad cannabinoide, como son: la inmovilidad, la catalepsia, la
analgesia y la hipotermia (Crawley et al., 1993; Devane et al., 1992; Felder et al., 1993; Fride y
Mechoulam, 1993; Mackie et al., 1993; Smith et al., 1994; Vogel et al., 1993).

La sintesis de la anandamida se produce por la hidrélisis de un precursor fosfolipidico
presente en la membrana celular, el N-araquidonil-fosfatidil-etanolamina, catalizado por la
fosfolipasa D; como se puede observar en la Figura 3.3. (Di Marzo et al., 1994). La liberacion de
anandamida es dependiente del calcio y se dispara por la despolarizacién neuronal (Cadas et
al., 1996, 1997; Desarnaud et al., 1995; Sugiura et al.,, 1996). De hecho, la formacion de

anandamida tiene una variabilidad regional especifica: se ha encontrado su liberacion en el



Introduccién -5 -

estriado dorsal tras la activacion del receptor de dopamina D2 (Giuffrida et al., 1999), pero no en
el hipocampo tras la despolarizacién neuronal, donde si se dispara la produccion de otros

endocannabinoides (Stella et al., 1997).

La inactivaciéon de la anandamida requiere dos etapas: la primera es la recaptacion de
la anandamida extracelular por un trasportador de alta afinidad (Beltramo et al., 1997); y la
segunda es la de su hidrdlisis intracelular catalizado por una enzima asociada a membrana, el
acido graso amidohidrolasa o FAAH, dando lugar a sus dos componentes fundamentales el
acido araquidénico y la etanolamina (Cravatt et al. 1996; Di Marzo y Deutsch, 1998; Piomelli et
al., 1998).

Ademas de otras aciletanolamidas con actividad cannabinomimética (Hanus, et al.,
1993), el segundo ligando cannabinoide enddgeno descubierto fue el 2-araquidonil glicerol
(Mechoulam et al., 1995; Sugiura et al., 1995). Aunque inicialmente fue considerado el ligando
enddgeno para el receptor cannabinoide CB2, se descubri6 que éste estaba presente en el
cerebro y que se liberaba por el aumento de calcio intracelular elicitado durante la
despolarizacién neuronal; ejerciendo efectos celulares similares a los descritos para los
agonistas del CB1(Stella et al., 1997). La sintesis del 2-araquidonil glicerol parece deberse a la
accion de la enzima diacilglicerol lipasa que convierte el diacilglicerol en este
endocannabinoide. Tras su liberacidon el 2-araquidonil glicerol tiene una vida muy corta,
recaptado por el transportador de la anandamida es degradado por la accién de la
monoacilglicerol lipasa convirtiéndolo en acido araquidénico (Beltramo y Piomelli, 2000; Piomelli
et al., 1999; Stella et al., 1997).
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FIGURA 1.1. Los cannabinoides enddégenos como la anandamida se liberan de los precursores
lipidicos en la célula presinaptica y actuaran a través de la estimulacion de los receptores CB1,
produciendo una activacién de los mecanismos de fosforilacion. La anandamida es eliminada

por procesos especificos de recaptacion y se degrada por las reacciones enzimaticas
intracelulares.
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1.2.3. Neuroanatomia funcional del sistema cannabinoide enddgeno

El receptor cannabinoide CB1 se localiza fundamentalmente en el sistema nervioso
central. La presencia y distribucién del receptor cannabinoide CB1 en el cerebro ha sido
caracterizada tanto en la rata como en el ser humano (Herkenham et al., 1990,1991a,b; Tsou et
al., 1998; Westlake et al., 1994), encontrandose expresado de forma abundante en distintas
estructuras del encéfalo. De hecho, el receptor cannabinoide CB1 se haya presente en una
concentracidon mayor que otros receptores asociados a proteinas G conocidos, comparandose
incluso con la abundante presencia de los receptores ionotrépicos de glutamato en el cerebro
(Herkenham et al., 1990).

La mayor densidad de los receptores cannabinoides CB1 en el cerebro se encuentra en
la estructura de los ganglios basales (sustancia negra, globo palido, nicleo entopeduncular y
caudado-putamen lateral), en concreto en el estriado su presencia es 12 veces mayor que la de
los receptores opioides p y son dos veces mas numerosos que la de los receptores
dopaminérgicos D1 (Breivogel et al., 1997; Sim et al., 1996). Ademas de en los ganglios
basales, el receptor cannabinoide CB1 se ha localizado en otras regiones del encéfalo como el
cortex del cerebelo, el hipocampo, la corteza limbica, la extension de la amigdala y en nucleos
discretos del hipotdlamo como el hipotalamo lateral, el nucleo ventromedial y paraventricular
(Breivogel et al., 1997; Herkenham et al., 1990,1991a; Sim et al. 1996;).

El receptor cannabinoide CB2 se encuentra distribuido en el sistema nervioso
periférico, localizadndose principalmente en el bazo, las amigdalas y en distintas células del
sistema inmune (Galiegue et al., 1995; Schatz et al., 1997). La presencia en estos tejidos y
células parece estar relacionado con las propiedades inmunosupresoras de los cannabinoides
(Klein et al., 1998, 2001).

Los ligandos endégenos cannabinoides, anandamida y 2-araquidonil glicerol se han
encontrado en el cerebro en las areas que corresponden con una mayor densidad de
receptores cannabinoides CB1, como son: el estriado, la corteza y el hipocampo (Bisogno et al.,
1999; Felder et al.,, 1996). Sin embargo, las concentraciones de 2-araquidonil glicerol en el

cerebro son mucho mayores que las de anandamida (Stella et al., 1997).

La presencia del sistema cannabinoide endégeno en determinados nucleos del encéfalo
ha sido relacionada con una posible accion moduladora sobre los fendmenos comportamentales

mediados por estos centros nerviosos. De este modo, distintos autores han correlacionado
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positivamente los efectos conductuales de los cannabinoides exdgenos con las regiones

cerebrales que median esas conductas Tabla 1.2.

TABLA 1.2. Regiones cerebrales que median los efectos de los cannabinoides

Efectos Conductuales

Nucleos del encéfalo

Referencia

Inhibicién motora

Disrupcién en memoria

Antinocicepcion

Neuroendocrinos

Hipotermia

Antiemesis

Aumento de la ingesta

Refuerzo y abstinencia

Sustancia negra, globo
palido, caudado-
putamen, cortex frontal,
cerebelo

Hipocampo, cortex
prefrontal

Medula espinal, gris
periacueductal, rafe
dorsal

Hipotéalamo, area
predptica

Area preoptica, tronco
encefdlico caudal

Cortex, nucleo del tracto
solitario

Hipotélamo lateral, rea
subpostrema

Area tegmental ventral,
amigdala

Herkenham et al., 1991b; Pertwee y Wickens,
1991, Miller y Walker, 1995,1996; Tersigni y
Rosenberg, 1996; Safiudo-Pefia y Walker,
1997; Maneuf et al., 1996a,b; Garcia-Gil et al.,
1999; Safudo-Pefia et al., 2000.

Heyser et al., 1993; Gifford y Ashby, 1996;
Shen et al., 1996; Terranova et al., 1996; Gessa
et al., 1997; Gifford et al., 1997b; Jentsch et al.,
1997; Stella et al., 1997; Mallety Beninger,
1998; Sullivan, 2000.

Litchman y Martin, 1991a,b; Smith y Martin,
1992; Martin et al., 1993, 1995, 1996; Smith et
al., 1994; Cook et al., 1995; Lichtman et al.,
1996; Houser et al., 2000; Pertwee, 2001.

Dewey et al., 1970; Steger et al., 1983; Murphy
etal., 1991, 1995,1998; Wenger et al., 1995,
1999; Fernandez-Ruiz et al., 1997; Jackson y
Murphy, 1997; Murphy et al., 1998; Del Arco et
al., 2000.

Schmeling y Hosco, 1980; Fitton y Pertwee,
1982; Ovadia et al., 1995; Perron et al., 2001.

London et al., 1979; Fan, 1995; Tramer et al.,
2001.

Foltin et al., 1986; Trojniar and Wise, 1991,
Mattes et al., 1994; Koch, 2001.

Di Chiara e Imperato, 1988; Chen et al., 1993;
Aceto et al., 1995; Tsou et al., 1995; French,
1997; Gifford et al., 1997a; Rodriguez de
Fonseca et al., 1997; Tanda et al., 1997; Cheer
et al., 2000.




Introduccién -9 -

1.3. Farmacologia del sistema cannabinoide enddgeno

En la Figura 1.3. se muestra un esquema del funcionamiento del sistema cannabinoide
endogeno. Las distintas clases de compuestos, como los agonistas parciales o enteros, los
antagonistas neutros o los agonistas inversos, se dirigen a interferir con el receptor
cannabinoide CB1, con el sistema de recaptacion o con la actividad amidasa. Aln no se han
probado los farmacos que afectan a la sintesis, ya que la identificacion de las sustancias que
inducen la liberacién de los cannabinoides enddgenos requerira un analisis profundo de los
receptores de neurotransmisores capaces de activar la escisiébn de distintos precursores
lipidicos y el estudio de la variabilidad regional ya descrita para estos mecanismos (Giuffrida et
al., 1999; Mechoulam et al., 1995).

Los agonistas cannabinoides

Existe una amplia variedad de moléculas que se comportan como agonistas de los
receptores cannabinoides, activando las respuestas mediadas por éstos. Los agonistas

cannabinoides han sido clasificados en funcién de su estructura quimica en cuatro clases:

A - “Los cannabinoides clasicos” son aquellos que presentan una estructura de dibenzopirano,
entre ellos estan los cannabinoides derivados de la cannabis sativa como el A°THC, el A*THC,
el cannabinol o el cannabidiol, y los analogos sintéticos del A’THC como el (-)-11-hidroxi-A8-

tetrahidrocannabinol-dimetilheptil o HU210, el HU243 y la nabilona.

B - Los cannabinoides no-clasicos son compuestos analogos biciclicos y triciclicos del A°THC,
pero con modificaciones sustanciales. A esta clase pertenece el CP-55,940 empleado para la
caracterizacion del receptor CB1 (Devane et al., 1988), y otros agonistas cannabinoides como el
CP55,244; CP50,556 o levonantradol y el desacetilevonantradol o DALN.

C - Los aminoalquilindoles constituyen la tercera clase de agonistas de receptor cannabinoide,
tienen una estructura que no esta relacionada con la de los cannabinoides clasicos, y deriva de

la pravadolina. Su principal representante es el WIN 55,212-2.

D - Los eicosanoides son el Ultimo grupo descrito de agonistas cannabinoides, y son derivados
del &cido araquidénico, aqui se incluyen los ligandos enddgenos, siendo el representante

principal la araquidonil etanolamida o anandamida. Ademas existen otros componentes como el
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2-araquidonil glicerol, el 2-araquidonil gliceril eter y los derivados sintéticos como la araquidonil-
2-cloroetilamida o ACEA y la araquidonilciclopropilamida o ACPA (Pertwee y Ross, 2002).

FIGURA 1.2. Estructura quimica de algunos cannabinoides representativos
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Los analisis moleculares han identificado los puntos estructurales clave que permiten la
interaccion del receptor CB1 con al menos tres tipos diferentes de agonistas: los cannabinoides,
los aminoalquilindoles y las aciletanolamidas (Howlett, 1995, 1998). Estudios “in vitro” han
identificado las propiedades de asociacidon de éstos compuestos, exhibiendo caracteristicas de
agonistas completos el WIN 55,212-2, el 2-araquidonil glicerol y el HU-210; y de agonistas
parciales el tetrahidrocannabinol y la anandamida. En general, se acepta que la anandamida es
un agonista débil, mientras que el HU-210 y el CP 55,940 son agonistas mas potentes
(Consroe, 1998; Howlett, 1995; Pertwee, 1997)

Los antagonistas cannabinoides

El antagonista cannabinoide CB1 mas utilizado hasta la fecha ha sido el SR141716A
(Rinaldi-Carmona et al., 1994). Este compuesto manifiesta una marcada selectividad, de modo
que es capaz de prevenir o revertir las acciones de los agonistas cannabinoides tanto “in vitro”
como “in vivo” que actlan en el receptor cannabinoide CB1 (Pertwee, 1997). A partir de su
estructura se han desarrollado moléculas como el AM-251, el AM-281 y el AM-630 (Lan et al.,
1999; Nakatsuka et al., 2003), pero también se han desarrollado otros antagonistas del
receptor cannabinoide CB1 que difieren estructuralmente del SR141716A como el LY320135
(Felder et al., 1998). En cuanto a los receptores CB2 la molécula méas potente y mejor

caracterizada como antagonista selectivo es el SR144528 (Rinaldi-Carmona et al., 1998).

Blogqueantes de la recaptacion

Se han descrito algunos compuestos que interfieren con la alta afinidad del
trasportador de anandamida, de los cuales el mas selectivo que se ha descrito es un derivado
de la anandamida, el AM404 (N-(4-hidroxifenil) araquidonilethanolamina). También se han
propuesto otros compuestos que afectan al trasportador de anandamida, incluyendo los
vanilloides, el N-oleoylethanolnina y la oleamida (Di Marzo y Deutsch, 1998; Piomelli et al.,
1998). Solo existen estudios preliminares sobre sus caracteristicas farmacolégicas. Sin
embargo, desde que los cannabinoides enddgenos son formados y liberados de acuerdo a la
demanda, los bloqueantes de la recaptacion puede potenciar los efectos reguladores ejercidos
por estos moduladores enddgenos. Recientemente se han descrito otro grupo de farmacos, de
los cuales el UCM707 ha mostrado ser un importante inhibidor selectivo del transportador
endocannabinoide, produciendo una potenciacién de los efectos hipokinéticos y antinociceptivos

de la anandamida (De Lago et al., 2002).
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Inhibidores de la degradacion

La enzima que degrada a la anandamida, es decir, el acido graso amidohidrolasa o
FAAH, puede ser blogueada por varios grupos de sustancias activas que pueden dividirse
dependiendo de la reversibilidad de la inhibicién. Los inhibidores reversibles se han disefiado
con el fin de mimetizar el estado de transicion de la interaccidon enzima sustrato existiendo tres
clases estructuralmente diferentes: las trifluorometilcetonas, los a-cetoésteres y los o-
cetoamidas. Los inhibidores irreversibles destacan los fluoruros de sulfonilo tales como el
inhibidor inespecifico o PMSF, los fluoruros de palmitil o AM374 y el estearilsulfonilo o AM381
(Di Marzo y Deutsch, 1998; Piomelli et al., 1998). Algunos de estos compuestos muestran una
actividad cannabinomimética parcial (Gueudet et al., 1995) probablemente debido al aumento
de los niveles endégenos de anandamida. Sin embargo, el conjunto de inhibidores selectivos
mas potentes hasta el momento son el metilaraquidonilfluorofosfonato o MAFP (Pertwee y
Ross, 2002), y los que estan siendo desarrollados en la actualidad por los grupos de
investigacion de Cravatt (Boger et al., 2000; Leung et al, 2003) y los del grupo de Piomelli
(Kathuria et al, 2003), mostrando ademas éste ultimo una capacidad ansiolitica de los

compuestos.
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2) LOS CANNABINOIDES Y LA CONDUCTA

2.1. Efectos comportamentales producidos por los cannabinoides

Los cannabinoides han mostrado producir cambios en la conducta de los sujetos, estos
cambios son debidos en su mayoria a la activacion del sistema cannabinoide enddgeno
presente en estructuras del cerebro implicadas funcionalmente con determinadas conductas. En
el apartado anterior se ha mostrado de forma resumida en la Tabla 1.2. la correlacion positiva
que establecen los distintos autores entre determinadas regiones del encéfalo, donde esta
presente el sistema cannabinoide end6geno, y su relacion con los efectos comportamentales

producidos por los cannabinoides.

Entre los variados efectos comportamentales de los cannabinoides se encuentran los
producidos sobre la conducta alimentaria, al inducir hiperfagia (Koch et al., 2001; Mattes et al.,
1994); los producidos sobre el procesamiento cognitivo y la memoria, al alterar los tiempos de
reaccion, la coordinaciébn motora y la atencidon en distintas tareas cognitivas (Gifford et
al.,1997b; Shen et al., 1996; Sullivan et al., 2000); y los producidos en las conductas de
motivacion y refuerzo, pues los cannabinoides inducen efectos euforizantes, ansioliticos y
adictivos (Maldonado y Rodriguez de Fonseca, 2002; Tanda et al., 1997; Tsou et al., 1995); y al
igual que en el caso de otras drogas de abuso estos efectos son causados por la activacion de
la neuronas de dopamina presentes en el sistema limbico del cerebro (French, 1997; Gardner,
1992; Navarro et al., 1993a, 1997; Rodriguez de Fonseca et al., 1997).

La alteracion en la conducta emocional producida por los cannabinoides esta ademas
relacionada por su capacidad de actuar como un agente estresor, ya que los cannabinoides
producen una activacion el eje hipotalamico-hipofisiario-adrenal o HPA que es el sistema
responsable de mantener la homeostasis en la respuesta neurobiolégica de estrés. La
activacion del eje HPA producira légicamente la estimulacion de los receptores de
glucocorticoides en el organismo, y en concreto los presentes en las neuronas dopaminérgicas
mesolimbicas; asi los cannabinoides afectaran los mecanismos limbicos del control de las

conductas emocionales (Piazza et al., 1996a,b; Rodriguez de Fonseca, 1991a, 1995).

Sin embargo, los efectos conductuales mas destacables producidos por los
cannabinoides son los recogidos en un patréon de comportamiento conocido como la “tétrada
cannabinoide clasica”, descrita en los modelos animales y que es signo de la actividad
cannabinomimética en el organismo. Este patrén esta compuesto por cuatro efectos principales

producidos por la administracion aguda de cannabinoides, que son: la analgesia, la hipotermia,
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la inmovilidad y la catalepsia (Abood y Martin, 1992; Compton et al., 1991; Pertwee y Ross,
1991).

Los cannabinoides son sustancias capaces de inhibir la nocicepciéon o sensacién de
dolor, estudios en animales han mostrado su capacidad analgésica mediante un incremento en
la latencia de permanencia en los tests de caracter nociceptivo como son el de la placa caliente
y el denominado “tail-flick” (Cook et al.,1995; Pertwee, 1992, 2001; Smith y Martin, 1992, 1994).
Los cannabinoides, al igual que otros depresores del SNC, reducen la temperatura corporal
alterando el funcionamiento del centro hipotaldmico regulador de la temperatura en el

organismo (Crawley et al., 1993).

Finalmente, de entre el conjunto de efectos producidos por los cannabinoides
podriamos destacar los relacionados al comportamiento motor, puesto que los cannabinoides
han mostrado alterar esta conducta tan compleja en sus distintas facetas. Los estudios en
animales muestran que entre las caracteristicas de la alteracion del comportamiento motor
producida por los cannabinoides se encuentra por ejemplo la aparicién de ataxia, el aumento
de las conductas de inmovilidad, la disminucién de la actividad motora espontanea o la
expresion de la catalepsia como forma de inmovilidad activa (Pertwee, 1992; Pertwee et al.,
1988; Pertwee y Ross 1991; Pertwee y Wickens, 1991; Rodriguez de Fonseca et al., 1997;
Romero et al., 1996; Safiudo-Pefia et al., 2000).

2.2. Modelos perinatales en animales

La exposicién durante las etapas criticas del desarrollo a sustancias que alteran el
funcionamiento del SNC, como los cannabinoides, han mostrado producir cambios
disfuncionales a largo plazo en el desarrollo de determinadas conductas en el periodo adulto,
tanto en los modelos animales como en el humano (Day et al., 1994a,b; Levitt, 1998; Navarro et
al., 1994b, 1995; Navarro y Rodriguez de Fonseca, 1998b; Robins y Mills, 1993; Rodriguez de
Fonseca et al., 1991a; Rubio et al., 1995, 1998; Zuckerman, 1991; Zuckerman et al., 1989).

Los cannabinoides administrados durante el periodo perinatal llegan a las crias durante
la gestacion, ya que los principios activos del cannabis cruzan la barrera placentaria; y durante
la lactancia, al ser transferidos a través de la leche materna (Hutchings et al., 1989; Jakubovic
et al.,, 1997). El sistema cannabinoide end6geno puede ser activado durante el desarrollo,
puesto que el receptor cannabinoide CB1l y sus ligandos enddgenos, anandamida y 2-
araquidonil glicerol, se encuentran presentes desde las primeras etapas de la vida (Berrendero
et al., 1999; Fernandez-Ruiz et al., 2000; Rodriguez de Fonseca et al., 1993).
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Los cannabinoides durante el desarrollo actuarian como un factor epigenético, al
producir una activaciéon del sistema cannabinoide enddgeno, que afectaria la ontogénesis del
SNC induciendo cambios que se mantendran en el periodo adulto. (Navarro et al., 1994b, 1995;
Navarro y Rodriguez de Fonseca, 1998; Walters y Carr, 1986, 1988).

Distintos estudios han mostrado que la de exposicion continuada a cannabinoides, tanto
sintéticos como naturales (endégenos), durante periodo perinatal han alterado la expresion de
determinados comportamientos durante el periodo adulto de los animales, entre estos cambios
se encuentran los decrementos en la actividad motora espontanea, el aumento de la actividad
estereotipada, las alteraciones en el aprendizaje y la memoria, la afectacién de la respuesta a
condiciones de novedad y las alteraciones en el desarrollo de la conducta socio-sexual (Fride y
Mechoulam, 1996a,b; Fried y Smith, 2001; Navarro et al., 1994a,1995,1996). En concreto, los
efectos relacionados con las conductas motoras parecen ser producto de la alteraciones
producidas por los cannabinoides en el desarrollo del sistema de neurotransmision
dopaminérgico como se comentara en el siguiente apartado (Rodriguez de Fonseca et al.,
1991a, 1992a,b).

La mayoria de los efectos encontrados en los animales tratados perinatalmente con
cannabinoides presentan un dimorfismo sexual, mostrandose mas marcados en los animales
machos (Navarro et al., 1994b). Este efecto parece estar relacionado con la capacidad de los
cannabinoides de alterar el funcionamiento neuroendocrino durante la etapa del desarrollo, de
modo, que la exposicion a cannabinoides produciria alteraciones en la regulacion del eje
hipotalamico-pituitario-gonadal. La afectacién diferencial sobre la regulacion neuroendocrina
podra modificar por tanto el desarrollo ontogenético de los patrones comportamentales entre

machos y hembras.

En humanos, también se han encontrado efectos conductuales a largo plazo por el
consumo de cannabis durante el embarazo y la lactancia. Estudios longitudinales de madres
fumadoras habituales de cannabis han mostrado que sus hijos tienen alteraciones en funciones
cognitivas relacionadas con la atencién y memoria, y problemas de conducta como un pobre
control de los impulsos (Fried, 1985, 1995, 2002 a,b; Fried y Smith, 2001; O'Connell y Fried,
1991).
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2.3. Modelos crénicos en animales adultos

Anteriormente habian sido descritos los efectos de la administracion aguda de
cannabinoides en animales adultos, citando la “tetrada cannabinoide” y destacando los efectos
sobre el comportamiento motor. Sin embargo, los modelos de tratamiento cronico con
cannabinoides muestran que la estimulacién continuada del sistema cannabinoide enddgeno
produce el desarrollo del fendmeno tolerancia a los efectos producidos por la administracion
aguda de cannabinoides (Abood y Martin, 1992; Bass y Martin, 2000; Pertwee, 1991);
mostrandose ademas en estos modelos una tolerancia completa a los efectos relacionados con

la inhibicién de la actividad motora (Rubino et al., 1997).

El desarrollo de dicha tolerancia estaria producido principalmente por mecanismos de
farmacodinamia, relacionados con cambios en el receptor cannabinoide CB1 y su
desensibilizacién. Entre estos cambios se encuentran la regulacion a la baja del receptor
(Breivogel et al., 1999, 2003; Rodriguez de Fonseca et al., 1994a), los cambios en la interaccion
ligando-receptor (Kittler et al., 2000; Rodriguez de Fonseca et al., 1991b; Rubino et al., 2000;
Zhuang et al., 1998), asi como las modificaciones en la expresion de la proteina G asociada al

receptor (Romero et al., 1998; Sim et al., 1996a).

Los mecanismos de farmacocinética hasta ahora no parecian estar tan implicados, ya
gue en general los cannabinoides, por su distribucion lipofilica, parecen tener una semivida mas
larga en el organismo llegando incluso a producir una atenuacién del sindrome de abstinencia
tras su cese (Dewey, 1986); puesto que la manifestacion del sindrome de abstinencia va a

depender en gran medida de la eliminacién de la sustancia en el organismo (Aceto, 1990).

En los tratamientos crénicos con agonistas cannabinoides, como el A°THC o el HU210,
no se ha observado un sindrome de abstinencia espontaneo tras su cese, sino que se ha
precipitado por la administracion del antagonista del receptor cannabinoide CB1, el SR141716A
(Rinaldi-Carmona et al.,, 1994; Tsou et al., 1995; Breivogel et al., 2003). Entre los signos
somaticos mostrados en el sindrome de abstinencia cannabinoide en animales se encuentra la
presencia de una postura encogida, la ataxia, la hipolocomocién, las sacudidas, el temblor, la
piloereccion, y la ptosis parpebral (Aceto et al., 1996, 2001; Hutcheson et al., 1998; Ledent et
al., 1999;Tzavara et al., 2000).

Sin embargo, Ultimos estudios en los tratamientos cronicos con agonistas

cannabinoides, como el WIN55212 y la anandamida, parecen mostrar la aparicion espontanea
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del sindrome de abstinencia cannabinoide tras sus cese (Aceto et al., 2001; Costa et al., 2000);
este hecho podria ser debido a que estos compuestos presentarian una tasa de eliminacion
mas rapida que la de los anteriores agonistas cannabinoides (Maldonado y Rodriguez de
Fonseca et al., 2002).

En humanos, estudios realizados en personas consumidoras habituales de cannabis
han mostrado que la supresion del consumo produce cambios en la conducta emocional como
la aparicion de irritabilidad, agresividad y ansiedad en estas personas; estos cambios han sido
considerados como signos de abstinencia del consumo continuado de cannabinoides (Crowley
et al., 1998; Haney et al., 1999, 2003; Kouri et al., 1999, Kouri y Pope, 2000).

Los tratamientos crénicos con cannabinoides han mostrado también producir cambios
en la respuesta motora a la administracion aguda de sustancias como la anfetamina o la
heroina en animales de experimentacion, dando lugar en ambos casos a una potenciacion de la
actividad motora y de las estereotipias producidas por estas sustancias (Gorriti et al., 1999;
Lamarque et al., 2001; Muschamp y Siviy, 2002; Pontieri et al., 2001). El sistema cannabinoide
endoégeno se encuentra relacionado tanto con el sistema opioide como con el sistema
dopaminérgico en estructuras del cerebro como los ganglios basales implicado en la conducta
motora (Giuffrida et al., 1999; Navarro et al., 1998). De este modo el tratamiento crénico con
cannabinoides habria producido modificaciones en la funcionalidad estos sistemas de

neurotransmisidn alterando los procesos de regulacién y control del comportamiento motor.
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3) CONTROL MOTOR: SISTEMA CANNABINOIDE COMO REGULADOR FISIOLOGICO
DE LOS GANGLIOS BASALES

En los (dltimos afios, la investigacién sobre los efectos psicomotores de los
cannabinoides ha conducido a la consideracion del sistema cannabinoide endégeno como un
modulador de los procesos de neurotransmision implicados en las principales estructuras del
encéfalo que intervienen en la regulacién y control del comportamiento motor, como es el caso
de los ganglios basales (Fernandez-Ruiz et al., 2002; Giuffrida y Piomelli, 2000; Glass et al.,
1997; Rodriguez de Fonseca et al., 1998).

El papel del sistema endocannabinoide en la funcionalidad de los ganglios basales esta

determinado por la observacion de los siguientes fendbmenos:

» Los cannabinoides se caracterizan por la produccion de alteraciones en la regulacion
del comportamiento motor, como son produccién de inmovilidad o la alteracién de la
actividad motora espontanea (Consroe, 1998; Rodriguez de Fonseca et al., 1997,
1998).

» Estos efectos psicomotores de los cannabinoides parecen ser consistentes con la
distribucion neuroanatémica de receptor cannabinoide CB1, el cual se encuentra
ampliamente presente en areas del SNC implicadas en la regulacion y planificacion de
las conductas motoras, exhibiendo su densidad mas alta en los ganglios basales (Glass
et al., 1997; Herkenham et al., 1990, 1991b; Mailleux y Vanderhaeghen, 1992; Tsou et
al., 1998).

» Los cannabinoides interactian funcionalmente con los principales neurotransmisores
del SNC que constituyen el circuito de los ganglios basales; estos neurotransmisores
son la dopamina, el GABA y el glutamato (Glass et al., 1997; Safiudo-Pefa et al., 1999;
Tsou et al., 1998).
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3.1. Los ganglios basales: circuito de regulacién de la actividad motora

Los ganglios basales es una estructura funcional del encéfalo compuesta por un
conjunto de nucleos subcorticales interconectados entre si, involucrados en diversos aspectos
del control de la conducta motora (Alexander y Crutcher, 1990; Parent y Hazrati, 1995). Los

ndcleos que forman este circuito de neurotransmisién son:

a) Una estructura que recibe aferencias desde el talamo, el cortex sensorial, el
cortex motor y el limbico; conocida como estriado y formada por el nlcleo
caudado y putamen (CP).

b) Una estructura intermedia de conexiones compuesta por el globo péalido externo
(GPe), los nucleos subtalamicos (STN) y la sustancia negra “parte compacta”
(SNc).

C) Una estructura que envia eferencias a areas motoras del talamo y el tronco del
encéfalo, formada por el globo palido interno (GPi) y la sustancia negra “parte
reticulada” (SNr).

Este circuito de neurotransmision esta compuesto principalmente por neuronas de
GABA, glutamato y dopamina; que reciben, procesan y envian informacion sobre el
comportamiento motor (Ferndndez-Ruiz et al., 2002; Glass et al., 1997; Graybiel, 1990; Graybiel
et al., 1994).

Los ganglios basales no solo estan implicados en el inicio y cese de la actividad motora,
sino también en otras facetas importantes del comportamiento motor como: la regulacion de la
postura y del tono muscular, el aprendizaje motor, asi como en los aspectos emocionales-
motivacionales de las respuestas motoras (Aldridge y Berridge, 1998; Kimura, 1995; Knowlton
et al., 1996). La degeneracion de las neuronas que componen este circuito de neurotransmision
produciria alteraciones y disfunciones en el control de la actividad motora como es el caso de la
enfermedad de Parkinson o la corea de Huntington (Albin et al., 1989; Harrington y Haaland,
1991; Shelton y Knopman, 1991).



FIGURA 3.1. Esquema neurotransmision en los ganglios basales
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3.2. Presencia del sistema endocannabinoide en los ganglios basales

El sistema cannabinoide enddgeno, compuesto por el receptor cannabinoide CB1 y sus
ligandos enddgenos, anandamida y 2-araquidonil glicerol o 2-AG, esta ampliamente presente en
las diferentes estructuras de los ganglios basales (Berrendero et al., 1999; Bisogno et al., 1999;
Hohmann y Herkenham, 2000).

Los estudios neuroanatémicos muestran, tanto en humanos como en animales, una
densa expresion de los receptores cannabinoides CB1 en las neuronas de los ganglios basales
con respecto a otras estructuras del encéfalo (Herkenham et al., 1990, 1991a,b; Mailleux y
Vanderhaeghen, 1992). Los receptores cannabinoides CB1 se han localizado principalmente en
las terminales axonicas presinapticas de las neuronas GABAérgicas que proyectan desde el
estriado a la sustancia negra “parte reticulada” y a el globo palido (Herkenham et al., 1991b;
Westlake et al.,, 1994), y también en las neuronas de glutamato que proyectan desde los
ndcleos subtalamicos a la sustancia negra “parte reticulada” (Glass et al., 1997; Tsou et al.,
1998). Aunque hasta ahora parece que los receptores cannabinoides CB1 no se encuentran
expresados en las neuronas de dopamina del cerebro, si se han encontrado co-localizados con
los receptores dopaminérgicos D1 y D2 en las neuronas GABAérgicas del estriado (Julian et
al., 2003; Malleaux y Vanderhaeguen, 1993; Mansour et al., 1992).

La presencia de los ligandos endégenos cannabinoides en los ganglios basales es
superior a su localizacion en otras regiones del encéfalo, encontrdndose la presencia de
anandamida y 2-AG en las estructuras del globo pdlido y de la sustancia negra (Bisogno et al.,
1999; Di marzo et al., 2000a). Ademas en estas estructuras también se ha detectado una alta
actividad de la enzima que degrada a la anandamida, el acido graso amida hidrolasa (FAAH),

localizada préxima a los receptores cannabinoides CB1 (Tsou et al., 1998).

3.3. Modulacién cannabinoide de la neurotransmision en los ganglios basales

Los efectos causados por los cannabinoides sobre la conducta motora parecen ser
originados, dada la elevada presencia del receptor cannabinoide CB1 en los principales nucleos
de los ganglios basales, al interactuar e interferir con la actividad de los neurotransmisores
implicados en el circuito funcional que regula y controla el comportamiento motor (Romero et al.,
2002; Safiudo-Pefia et al., 1999).
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La presencia del receptor cannabinoide CB1 en las terminales presinapticas de las
neuronas de GABA y glutamato hace que los cannabinoides puedan tener un efecto directo
sobre los procesos de liberacion y recaptacion de estos neurotransmisores (Schlicker y
Kathmann, 2001), mientras que el efecto sobre las neuronas dopaminérgicas parece ser
indirecto a través de la modulacion de los otros dos neurotransmisores y la co-localizacién con
los receptores dopaminérgicos D1 y D2 en el estriado (Fernandez-Ruiz et al., 2002; Rodriguez
de Fonseca et al., 1998).

El control de la actividad motora parece depender del balance entre los sistemas
excitatorios e inhibitorios que interactlan, y la presencia del receptor cannabinoide CB1 puede
intervenir modulando este balance ejerciendo acciones sobre los neurotransmisores implicados
(Alexander y Crutcher, 1990).

TABLA 3.1. Los principales efectos de los cannabinoides sobre la neurotransmision en los

ganglios basales.

Neurotransmisores Efectos neuroquimicos de los Referencias
cannabinoides

GABA Inhibicién de la liberacion de GABA en las Wallmichrath y Szabo, 2002a, b
terminales estriatonigrales
Incremento de GABA por bloqueo de la Maneuf et al., 1996a,b
recaptacion en las terminales Miller 'y Walker, 1995;1996,
estriatopalidales Romero et al., 1998

Romero et al., 1996
Bloqueo de los efectos cannabinoides por el
antagonista GABA-B

Glutamato Descenso en la liberacion de glutamato en Gerdeman y Lovinger, 2001;
las terminales presinapticas de los nicleos  Matsuda et al.,, 1993; Safiudo-
subtaldmicos y en el estriado Pefia y Walker, 1997; Huang et

al., 2001
Bloqueo de esta inhibicién por el
antagonista cannabinoide SR141716 Szabo et al., 2000

Dopamina Disminucion en la actividad de la TH 'y Cadogan et al., 1997; Navarro et
descenso en los receptores D1y D2 en el al., 1993a,b, 1994a; Romero et
estriado al., 1995a,b.

Estimulacion de la liberacion de anandamida Giuffrida et al., 1999
por el agonista D2 quinpirole




Introduccion - 23 -

3.3.1. Efectos sobre la neurotransmision de GABA

La relacién entre los cannabinoides y el neurotransmisor GABA se produce en distintas
regiones del encéfalo, ya que los receptores cannabinoides CB1 se han localizado en las
terminales presinapticas de las neuronas GABAérgicas de los nucleos eferentes de los ganglios
basales (Herkenham et al., 1991a), del hipocampo (Tsou et al., 1998) y co-localizados sobre
las mismas neuronas en el cerebelo (Pacheco et al., 1993). Asi se han descrito efectos de las
interacciones GABA-cannabinoides en el control de determinados comportamientos, como la
conducta motora (Maneuf et al.,, 1996a; Romero et al., 1998; Wickens y Pertwee, 1993) y la

memoria (Hampson y Deadwyler, 1999, 1998).

El efecto de la activacion del receptor cannabinoide en la neurotransmisién GABAérgica
en los ganglios basales es aln controvertido, ya que distintos estudios muestran que la
activacion del receptor cannabinoide CB1, localizado en las terminales presinapticas de las
neuronas GABAérgicas estriatoeferentes inhibiria la liberacion de GABA entre las terminales
estriatonigrales y las neuronas de la sustancia negra “parte reticulada” (Wallmichrath y Szabo,
2002a, b). Este efecto parece ser producidos ya que la liberacion postsinaptica de los ligandos
endogenos cannabinoides, anandamida y 2-AG, actuarian como una sefial retrégrada inhibitoria
sobre el terminal presinaptico. Este efecto ha sido descrito en distintas estructuras del encéfalo
como en el cortex prefrontal, en la corteza, en el hipocampo, en el area tegmental ventral y en el
cerebelo (Chevaleyre y Castillo, 2003; Diana et al., 2001; Ferraro et al., 2001; Pistis et al., 2002;
Szabo et al.,2002). Sin embargo, otros estudios indican que los cannabinoides potenciarian la
neurotransmision GABAérgica mediante la inhibicion de la recaptacién tanto en el globo pélido
como en la sustancia negra, como en las neuronas GABA estriatonigrales (Maneuf et al.,
1996a,b; Miller y Walker, 1995, 1996; Romero et al., 1998). Este aumento de GABA produciria
una inhibicién de la activacion de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales produciendo por

tanto una inhibicién de las conductas motoras (Gueudet et al., 1995).

La relacion entre la inhibicion motora producida por los cannabinoides y la actividad de
GABA esta determinada por distintos hallazgos: la administracién de tetrahidrocannabinol en el
globo pélido, nucleo GABAérgico, inducia catalepsia; mientras que el bloqueo de los receptores
cannabinoides CB1, con el antagonista cannabinoide SR141716A, en las neuronas eferentes
del estriado reducia la actividad de la liberacién del neurotransmisor GABA (Pertwee y Wickens,
1991). La mayoria de los signos de inhibicibn motora, efectos hipoquinéticos, causados por los
cannabinoides se atendan tras el bloqueo de los receptores GABA-B, y no por el bloqueo de los
receptores GABA-A (Romero et al., 1996). Asi mismo los cannabinoides se han mostrado

efectivos para incrementar tanto la sintesis como la liberacion de este neurotransmisor en
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animales con lesiones en las neuronas GABAérgicas del estriado, como las producidas en la

enfermedad de Huntington (Lastres-Becker et al., 2002).
3.3.2. Efectos sobre la neurotransmision de glutamato

Los cannabinoides sintéticos y los cannabinoides endégenos son capaces de alterar la
actividad del neurotransmisor glutamato, los cannabinoides actuarian basicamente en la
terminal presinaptica inhibiendo la liberacidon de glutamato en neuronas de distintas estructuras
del encéfalo como el hipocampo, el cerebelo asi como también en los ganglios basales
(Levenes et al., 1998; Shen et al., 1996; Shen y Thayer, 1999).

El glutamato constituye uno de los principales neurotransmisores excitatorios implicado
en las funciones de los ganglios basales, los ndcleos subtaldmicos se encuentran conectados
mediante proyecciones glutamatérgicas con la sustancia negra y el globo palido. Estudios
realizados sobre la administracion de cannabinoides han mostrado que debido a la influencia
inhibitoria de los cannabinoides sobre la regulacién de la conducta motora (Miller y Walker,
1998), los cannabinoides provocarian un descenso en la liberacion de glutamato desde las
terminales de los nucleos subtalamicos, inhibiendo por tanto la activacion de los nucleos que se
encuentran conectados como la sustancia negra y el globo péalido (Gerdeman y Lovinger, 2001;
Matsuda et al., 1993; Safiudo-Pefia y Walker, 1997); asi como el descenso en la
neurotransmision de glutamato en el estriado (Huang et al., 2001). Esta inhibicién en la
liberacion de glutamato por la actividad cannabinoide puede ser blogqueada mediante la
administracion del antagonista cannabinoide CB1 el SR141716A (Szabo et al.,2000).

3.3.3. Efectos sobre la neurotransmision de dopamina

El neurotransmisor dopamina y sus dos familias de receptores D1 (D1,D2) y D2
(D2,D3,D4) constituyen un sistema esencial para el control fisiol6gico de estructuras de los
ganglios basales como el estriado, las alteraciones en este sistema dan lugar a trastornos como

la enfermedad de Parkinson (Graybiel et al., 1994).

La interaccién entre receptores dopaminérgicos y cannabinoides tiene un substrato
neurobioldgico ya que ambos poseen una estructura similar al pertenecer a la familia de
receptores asociados a proteinas G (Howlett, 1995; Matsuda et al.,, 1990). Asi ambos
receptores estan acoplados al mismo sistema de transduccion, incluyendo el control de la
sintesis de AMPc, y la regulacion de los canales de Ca**y de K (Hampson et al., 1995; Howlett,
1995; Mackie y Hille, 1992). De este modo la estimulacion de los receptores cannabinoides CB1

localizados en las principales areas dopaminérgicas del cerebro, como son la
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mesocorticolimbica, la nigroestriatal y la tuberoinfundibular; produciria una modulacién directa

en las neuronas dopaminérgicas o interferiria en la transduccién de la sefial dopaminérgica.

En el circuito de los ganglios basales, las neuronas dopaminérgicas proyectan del
estriado a la sustancia negra del encéfalo, y aunque no se ha localizado la presencia del
receptores cannabinoides CB1 en las neuronas dopaminérgicas si se han encontrados
expresados conjuntamente con los receptores D1 y D2 en otras neuronas del estriado,
compartiendo de esta forma el sistema de transduccion (Fernandez-Ruiz et al., 2002; Julian et
al., 2003; Rodriguez de Fonseca et al., 1998).

Distintos estudios muestran que el mecanismo por el cual el sistema cannabinoide
produce modificaciones en la neurotransmisién dopaminérgica puede ser explicado por varias

vias:

» La activacion de los receptores CB1 implicaria la inhibicion directa de la liberacién de
dopamina mediante la inhibicién de la adenilato ciclasa en los receptores D1 y D2
(Glass y Felder, 1997). Ademas la expresion genética del receptor CB1 en el estriado
parece estar bajo el control negativo de las neuronas de la sustancia negra (Lastres-

Becker et al., 2001; Malleaux y Vanderhaeguen, 1993).

= Ademas el hecho de que los receptores cannabinoides CB1 también se localizan
presinapticamente en las terminales de las neuronas GABAérgicas estriatopalidales y
estriatonigrales, produciria un mecanismo de inhibicion indirecta; pues al activarse
estos receptores bloquearian la recaptacion de GABA permitiendo asi una mayor
actuacion de este neurotransmisor inhibitorio sobre las neuronas dopaminérgicas
(Glass et al., 1997). Aunque, como se ha comentado en el apartado anterior adin no se
ha clarificado el papel de los cannabinoides sobre la modulacién de la neurotransmision
GABAérgica (Wallmichrath y Szabo, 2002a, b).

La administracion de cannabinoides en animales adultos ha mostrado afectar la
neurotransmision dopaminérgica nigroestriatal, ya que los cannabinoides producirian una
inhibicion en la actividad del precursor de la sintesis de dopamina la tirosina hidroxilasa TH;
afectando por tanto a la liberacion de dopamina y produciendo un decremento en la densidad
de los receptores D1 y D2 en el estriado (Cadogan et al., 1997; Navarro et al., 1993a,b, 19943;
Romero et al., 1995a,b).
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Los estudios de exposicion perinatal a cannabinoides muestran modificaciones a largo
plazo en la neurotransmision dopaminérgica, produciéndose cambios en la recaptaciéon de
dopamina, en el perfil ontogenético de los receptores D1 y D2, y provocando una reduccion en
la expresién del gen especifico de la enzima precursora de la sintesis de dopamina la tirosina
hidroxilasa o TH (Bonnin et al., 1994, 1995; Fernandez-Ruiz et al., 1994; Rodriguez de Fonseca
etal., 1991a, 1992b; Suarez et al., 1999).

La interaccion entre el sistema cannabinoide y el dopaminérgico en el control de las
conductas motoras ha sido demostrada por distintos estudios: el tratamiento crénico con
agonistas de dopamina ha mostrado producir una modulacién en las respuestas motoras
producidas por la administracién de cannabinoides (Rodriguez de Fonseca et al., 1994b), la
administracion de cannabinoides en los ganglios basales han mostrado contrarrestar los efectos
motores producidos por la administracion del agonista dopaminérgico D2 quinpirole (Safiudo-
Pefia et al., 1996, 1998) y finalmente la liberacion del ligando endégeno anandamida en el
estriado ha mostrado que puede ser inducida por la activacion de los receptores
dopaminérgicos D2, no produciéndose este efecto por la activaciébn de los receptores
dopaminérgicos D1 (Giuffrida et al., 1999). Esta interrelacion entre los dos sistemas, el
endocannabinoide y el dopaminérgico, y mas concretamente con el receptor dopaminérgico D2
esta aun siendo estudiada, aunque Giuffrida ha propuesto un modelo hipotético de la
interaccion funcional de ambos sistemas en el estriado, en el que la conducta motora estaria
mediada por los inputs inhibitorios y excitatorios producidos por ambos sistemas Figura 3.2.
(Giuffrida et al., 1999, 2000).
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FIGURA 3.2. Modelo hipotético sobre la interaccién funcional entre los sistemas
endocannabinoide y dopaminérgico en el estriado. La activacion de los receptores
dopaminérgicos D2 induciria la liberacion extracelular de anandamida. La anandamida actuaria
contrarrestando las conductas motoras producidas por la activacién de los receptores

dopaminérgicos D2 por la activacion de los receptores cannabinoides CB1.
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En resumen, parece que la caracteristica aparicion de los efectos motores tras la
administracion de cannabinoides como el descenso de la actividad motora espontanea y de la
conducta estereotipada, el incremento de la inactividad y la produccion de catalepsia (Navarro
et al., 1993b; Pertwee et al., 1988; Rodriguez de Fonseca et al., 1994a) son debidos por la

acciéon moduladora de los cannabinoides sobre la neurotransmision en los ganglios basales.
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3.4. Perspectivas futuras: los cannabinoides y las patologias de los ganglios

basales

La implicacién del sistema cannabinoide endégeno en el control motor de los ganglios
basales plantea también su participaciéon en los trastornos psicomotores relacionados con esta
estructura cerebral, tanto en los producidos por las enfermedades neurodegenerativas como por

las patologias relacionadas con la regulacion de la neurotransmision dopaminérgica.

El deterioro del sistema cannabinoide enddégeno en los ganglios basales en
enfermedades neurodegenerativas, que afectan directa o indirectamente al control de la
conducta motora, ha sido hallado en los analisis postmorten del cerebro de personas que
habian padecido enfermedades como la de Parkinson, la de Alzheimer o la corea de Huntington
(Glass et al., 2000; Lastres y Becker, 2001; Westlake et al., 1994). Estos resultados han sido
corroborados por estudios realizados con modelos experimentales de lesion en animales que
reproducian estas enfermedades. Los modelos experimentales de la corea de Huntington han
mostrado un descenso en los receptores cannabinoides CB1 en los ganglios basales (Lastres-
Becker et al., 2002), mientras que modelos experimentales de la enfermedad de Parkinson han
mostrado un incremento de la expresién de los receptores CB1 en el estriado y de sus ligandos
endogenos en el globo palido (Di Marzo et al., 2000b; Lastres-Becker et al., 2001; Romero et
al., 2002; Zeng et al., 1999).

En el caso de patologias relacionadas con el sistema dopaminérgico, se ha establecido
la llamada “hipétesis cannabinoide de la esquizofrenia”, ya que la exposicidn prolongada o la
intoxicacion con cannabinoides puede producir sintomas psicoticos parecidos a los de la
esquizofrenia (Linszen et al., 1994; Thomas, 1993;). En los pacientes esquizofrénicos se ha
encontrado niveles elevados de cannabinoides enddgenos en el liquido cefalorraquideo, lo que
podria explicarse por un intento de homeostasis del sistema cannabinoide endégeno por la
hiperfuncionalidad dopaminérgica (Leweke et al., 1999). Estudios en animales han mostrado
gue el tratamiento crénico con agonistas cannabinoides en una determinada dosis puede
producir una exacerbacion de los sintomas producidos por la administracion de
psicoestimulantes como la anfetamina, apoyando de este modo la participacion del sistema
cannabinoide en la manifestacion de sintomas asociados con la esquizofrenia (Gorriti et al.,
1999).

Los estudios sobre la terapéutica de los cannabinoides en las enfermedades
relacionadas con la degeneracion de los circuitos de neurotransmision en los ganglios basales,

han mostrado que en los modelos animales de enfermedades como la esclerosis multiple o la
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corea de Huntington los agonistas cannabinoides pueden actuar mejorando sus sintomas
(Baker et al., 2000, 2001; Lastres-Becker et al., 2003; Pryce et al., 2003), mientras que en los
modelos de la enfermedad de Parkinson han mostrado reducir la mejora de la akinesia
producida por los agonistas de los receptores de dopamina D2, y no por los de los receptores
D1 (Glass, 2001; Maneuf et al, 1997).

Estudios pre-clinicos en humanos han mostrado que el bloqueo de los receptores
cannabinoides CB1 mejora las disquinesias producidas por los tratamientos prolongados de
dopamina en la enfermedad de Parkinson (Brotchie, 1998). La administracion oral de
tetrahidrocannabinol en pacientes con el sindrome de Tourette puede reducir y aliviar la

produccidn de los tics y de las conductas compulsivas (Miller-Vahl et al., 2003).

El caracter neuromodulador del sistema cannabinoide enddégeno supone un nuevo
punto de vista sobre la investigacion en cannabinoides. El conocimiento sobre el papel clave
gue desempefia este sistema en la regulacion de los circuitos de neurotransmision implicados
en los ganglios basales permite que en la actualidad se plantee el estudio sobre la posible
utilizacion de los derivados cannabinoides para la terapéutica de trastornos los relacionados con
el comportamiento motor. En un futuro no muy lejano podremos disponer de compuestos
cannabinoides con acciones farmacoldgicas mas especificas que puedan tener utilidades como

terapia en los trastornos motores relacionados con las patologias de los ganglios basales.
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La novedad sobre el estudio del caracter neuromodulador del sistema cannabinoide
endogeno, hace que hasta el momento no hayan sido conocidos ciertos aspectos sobre los

efectos de la activacién continuada de este sistema.

Cuando se produce la activacion permanente de un sistema de neurotransmision se van
a producir una serie de cambios tanto en su estructura como en sus interacciones con los
demas sistemas. De este modo un tratamiento continuado con agonistas del receptor
cannabinoide CB1 que mantengan una activacion permanente del sistema cannabinoide
endogeno producird cambios no solo en el propio sistema sino también en las interacciones
funcionales que mantiene con los circuitos de neurotransmisién en los ganglios basales, y en
concreto con el sistema dopaminérgico clave en esta estructura, dando lugar a modificaciones

en el control psicomotor.

El planteamiento de este trabajo consistid en el desarrollo de modelos conductuales en
animales, tanto en el periodo de desarrollo como en el periodo adulto, que permitiesen estudiar
los efectos producidos por los tratamientos crénicos con cannabinoides sobre el
comportamiento psicomotor, asi como los cambios producidos en los sistemas de
neurotransmision que participan en este comportamiento, y en concreto el sistema
dopaminérgico por ser otro importante sistema de modulaciéon en el cerebro. Dado que el
sistema dopaminérgico es considerado como uno de los neurotransmisores mas importantes
relacionados con el control de las conductas motoras y dado que actualmente se estan
descubriendo nuevas facetas sobre la interaccion del sistema cannabinoide end6geno con el
receptor dopaminérgico D2, se escogié como estrategia neuropsicofarmacoldgica la respuesta
al desafio con agonistas de los receptores de dopamina D1 y D2, especificamente con los
agonistas del receptor D2, pues estudios anteriores muestran un mayor interrelacién en el
control de las conductas motoras, tras el tratamiento crénico con cannabinoides, con el fin de
comprobar las posibles alteraciones producidas sobre la respuesta regulacion de la
neurotransmisién implicada en control de las respuestas motoras. Para ello se plantearon los

siguientes objetivos:

> Estudiar las alteraciones producidas en el comportamiento motor en el periodo
adulto, por la exposicién con cannabinoides durante la etapa de desarrollo del SNC.
Se realizd una exposicion perinatal al agonista cannabinoide delta-9-
tetrahidrocannabinol evaluando durante el periodo adulto de estos animales los
efectos en el comportamiento motor, asi como los efectos en determinadas

hormonas para la posible comprobacién de un dimorfismo sexual en los resultados.
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Evaluar la posible modificacién a largo plazo en la respuesta comportamental a un
estimulo dopaminérgico por la exposicién con cannabinoides durante el periodo de
desarrollo del SNC. Tras realizar un tratamiento en el periodo perinatal con el
agonista cannabinoide delta-9-tetrahidrocannabinol, se estudiaron los efectos en la
respuesta comportamental al desafio farmacolégico con el agonista de los
receptores dopaminérgicos D1/D2 apomorfina y el agonista de los receptores
dopaminérgicos D2 quinpirole en el periodo adulto de los animales.

Estudiar las modificaciones en el comportamiento motor producidas por la
exposicion crénica a cannabinoides en el periodo adulto. Se realizé un tratamiento
cronico en animales adultos con los agonistas cannabinoides HU210 y WIN55212-
2, evaluando el comportamiento motor de los animales tras el cese del tratamiento

crénico.

Evaluar la posible alteracion en la respuesta comportamental a un estimulo
dopaminérgico por la exposiciéon crénica con cannabinoides en el periodo adulto.
Para ello se realiz6 un tratamiento crénico con los agonistas cannabinoides HU210
y WIN55212-2, y tras el cese se evaluaron los efectos en la respuesta
comportamental al desafio farmacolégico con el agonista del receptor
dopaminérgico D1 SKF38393 y el agonista del receptor dopaminérgico D2

quinpirole en animales adultos.

Analisis de las posibles modificaciones en la neurotransmision de los ganglios
basales, implicada en las conductas motoras, por la exposicion cronica con
cannabinoides en el periodo adulto. Se realizé un tratamiento crénico con el
agonista cannabinoide WIN55212-2 en animales adultos, y tras el cese se
registraron los niveles en la liberacion del neurotransmisor dopamina en el estriado

dorsal y la liberacion de GABA en el globo palido.

Estudio de los posibles cambios producidos en la respuesta neuroquimica en los
ganglios basales tras la estimulacion de los receptores dopaminérgicos D2 por la
exposicion crénica con cannabinoides en el periodo adulto. Se realiz6 un
tratamiento crénico con el agonista cannabinoide WIN55212-2 en animales adultos,
y tras el cese se registraron los niveles de la liberacion del neurotransmisor
dopamina en el estriado dorsal y de la liberacién de GABA en el globo palido en

respuesta a la administracion del agonista de los receptores D2 quinpirole.



III - MATERIAL Y METODOS
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1) ANIMALES DE EXPERIMENTACION
1.1. Experimento |: Tratamiento crénico con A° THC durante el periodo perinatal

Los animales empleados fueron ratas wistar de ambos sexos. Los animales nacidos en
el C.A.l. de la Facultad de Psicologia (UCM), para el tratamiento perinatal, permanecieron en
condiciones constantes de luz-oscuridad (luz 8:00-20:00), temperatura (23 + 1°C) y humedad; y
con acceso libre al consumo de agua y de la comida estandar (Panlab, Barcelona) hasta el

momento del sacrificio.

Previamente al inicio del tratamiento perinatal se procedié a la reproduccién de los
animales objeto de estudio. Para ello se emplearon un grupo de ratas wistar hembra, de
aproximadamente ocho semanas de edad y de 200-250 g de peso, para su fertilizacion. A su
llegada al C.A.l. Facultad de Psicologia (UCM) fueron colocadas en cajas de plexiglas, en una
habitacién con control del periodo luz-oscuridad (luz 8:00-20:00), de la temperatura (23 + 1°C) y

de la humedad, con acceso libre al consumo de agua y de la comida estandar.

Durante 14 dias se llevo a cabo un estudio del ciclo estral de dichas ratas hembras.
Mediante la realizacién de un frotis, con una pipeta de plastico y suero salino 0.9 %, se
recogieron muestras del exudado vaginal. Las muestras se observaron en un microscopio
Optico para identificar la presencia de los tipos celulares caracteristicos de las distintas fases del
ciclo estral: células epiteliales nucleadas en el proestro, células cornificadas en el estro,
leucocitos en el metaestro, y presencia de leucocitos y células epiteliales nucleadas en el
diestro (Nelson, 1996). Identificando de este modo la fase del ciclo estral en la que se
encontraba cada hembra. Con el objeto de controlar el inicio y duracion de la gestacién, para la
correcta administracion del tratamiento, solo aquellas hembras que mostraron una la
regularidad en el ciclo, es decir, las que mostraron tres 0 mas ciclos regulares de cuatro dias,
fueron escogidas para el estudio perinatal. Una vez que las hembras se encontraron en la fase
proestro del ciclo (fase mas fértil), se dejaron con una rata macho de la misma cepa (wistar)
para que se produjera la fecundacion. Al dia siguiente, se tomaron muestras de la vagina, de
forma que solo aquellas hembras que mostraron la presencia de espermatozoides se
consideraron como prefiadas y se utilizaron para el estudio perinatal. Este dia fue considerado
como el primer dia de gestacion, el tratamiento perinatal A°-tetrahidrocannabinol comenzé en el
5° dia de gestacion y terminé el 24° dia postnatal (final de la lactancia); después se produjo el
destete de las crias y fueron separadas, formando grupos de 4 6 5 por caja, de acuerdo con el

sexo y el tratamiento.
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1.2. Experimento Il y lll: Tratamiento crénico con cannabinoides durante el
periodo adulto

Los animales empleados fueron ratas wistar macho (peso aprox. 225-250 g). Los
animales fueron estabulados en condiciones constantes en un C.A.l., con control del periodo
luz-oscuridad (luz 8:00-20:00), temperatura (23 + 1°C) y humedad; y con acceso libre al

consumo de agua y de la comida estandar hasta el momento del sacrificio.

Todos los procedimientos fueron llevados a cabo de acuerdo con la Directiva del 24 de
Noviembre de 1986 (86/609/EEC) de la Comunidad Europea, que regula la investigacion con
animales.

2) TRATAMIENTOS
2.1. Exp. I: Tratamiento crénico con A°THC durante el periodo perinatal

En el tratamiento de exposicion perinatal se empleo el agonista cannabinoide delta-9-
tetrahidrocannabinol (AgTHC) de una pureza mayor del 95%, en solucion de etanol,

proporcionado por National Institute on Drug Abuse (NIDA) Research Triangle Institute.

Se utilizaron 3 dosis distintas de A’THC 0.1 mg/kg, 0.5 mg/kg y 2 mg/kg. Estas dosis
fueron seleccionadas de acuerdo con estudios anteriores (Rubio et al., 1998) y a partir de la
extrapolacion de datos estimados del consumo moderado de éste compuesto en humanos,

considerando las diferencias en la via de administracién y en el &rea corporal (Nahas, 1984).

Inmediatamente antes de su utilizacién, el A°’THC disuelto en etanol se emulsiono en
aceite de sésamo, y posteriormente el etanol fue evaporado por la exposicion a gas nitrégeno,
quedando asi lista la emulsién para administrar. Para el grupo de tratamiento control se siguié
los mismos pasos, se emulsiond una cantidad media de etanol absoluto en aceite de sésamo y

posteriormente se evaporo en atmésfera de nitrégeno.

El tratamiento se administré mediante una dosis Unica diaria por via oral, en un volumen
de 0.1 ml, para cada rata madre durante el periodo perinatal. La administracion tuvo lugar entre
las 10:00-12:00 horas de la mafana, comenzando el 5° dia de gestacién vy finalizando el 24° dia
de lactancia, dia en el que las camadas fueron destetadas.
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2.2. Exp. Il y lll: Tratamiento cronico con cannabinoides durante el periodo adulto

Para el tratamiento de exposicién cronica a cannabinoides se emplearon los agonistas

cannabinoides

A) HU210: delta-8-tetrahydrocannabinol-dimethyl-heptyl, distribuido por Tocris (Cookson
Ltd, UK). Se empleo una dosis de 20ug/kg, de acuerdo con otros estudios sobre tratamiento
crénico con este cannabinoide (Rodriguez de Fonseca et al., 1994b). Para su administracion fue
disuelto en una solucién compuesta por salino 0.9%, propilenglicol, y Tween-80 (90:5:5 v/v) que
fue empleado como vehiculo. El tratamiento se administr6 mediante una dosis Unica diaria
durante 14 dias por via i.p., en un volumen de 0.1 ml. La administracion tuvo lugar entre las
10:00-12:00 horas de la mafiana.

B) WIN55,212-2: R(+)-[2,3-dihydro-5-methyl-3-[(morpholinyl)methyl]pyrrolo[1,2,3-de]-
1,4-benzoxazinyl]-(1-naphthalenyl) methanone mesylate, distribuido por Sigma Aldrich quimica
(St. Louis, MO, EEUU). Se empleo una dosis de 4 mg/kg al dia, de acuerdo con otros estudios
sobre tratamiento cronico con este cannabinoide (Aceto et al., 2001; Pontieri et al., 2001). Para
su administracion fue disuelto en una solucién compuesta por salino 0.9%, etanol y Tween-80
(90:5:5 v/v) que fue empleado como vehiculo. El tratamiento se administr6 mediante dos dosis
diarias de 2mg/kg durante 14 dias por via i.p., en un volumen de 0.1 ml. Se empleo un régimen
de administracion continuo, inyectando una dosis de 2 mg/kg cada 12 horas, con el fin de
mantener un nivel constante del cannabinoide en el organismo, ya que el WIN55212 posee un

metabolismo farmacocinético mas rapido que otros cannabinoides.

2.3. Tratamiento agudo con agonistas de dopamina en el periodo adulto

Tras el tratamiento crénico con cannabinoides, tanto en la exposicion perinatal como en
la adulta, los animales fueron sometidos a la administracibn aguda de agonistas

dopaminérgicos.

e Apomorfina: Apomorphine Hydrochloride hemihydrate, distribuido por Sigma
Aldrich quimica (St. Louis, MO, EEUU), es un agonista no selectivo de los
receptores dopaminérgicos D1 y D2. Se empleo una dosis de 0.1 mg/kg

mediante administracion s.c., como vehiculo se utilizé suero salino.
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e SKF38393: distribuido por Tocris (Cookson Ltd, UK), es un agonista selectivo
de los receptores dopaminérgicos D1. Se empleo una dosis de 8 mg/kg

mediante administracion s.c. Como vehiculo de se utilizé suero salino.

e Quinpirole: (-) — Quinpirole hydrochloride, distribuido por Tocris (Cookson Ltd,
UK), es un agonista selectivo de los receptores dopaminérgicos D2/D3. Se
emplearon dos dosis 0.25 y 0.5 mg/kg s.c. Como vehiculo se utilizé suero

salino.

Todas las dosis se seleccionaron en base a estudios previos que han mostrado la
existencia de interacciones farmacolégicas entre los receptores dopaminérgicos y

cannabinoides (Giuffrida et al., 1999; Rodriguez de Fonseca et al., 1994b).

3) ESTUDIOS COMPORTAMENTALES

Para estudiar los efectos sobre el comportamiento motor del tratamiento crénico con
cannabinoides se han valorado determinadas conductas relacionadas con la actividad motora
de los animales como la locomocién y la inmovilidad; también se han evaluado la produccién de
estereotipias dada la influencia de la activacion dopaminérgica sobre esta conducta; y se han
registrado otras conductas relacionadas con la actividad espontanea de los animales como la

conducta exploratoria y la de autolimpieza.

Todos los estudios comportamentales se realizaron durante el periodo de edad adulta
de los animales, empleando cajas de observacion de PVC de 40x30x30 cm. En las sesiones de
evaluacién se situaba a cada animal en una caja de observacion, registrandose la actividad
locomotora mediante un “actimetro”, y valordndose las demdas conductas mediante la
observacion de las grabaciones realizadas en video-casete de cada sesién. El dia anterior al
experimento se situaba a los animales en cada caja de observacién durante 10 minutos con el

fin de lograr una habituacion.

La conducta locomotora fue evaluada mediante un “actimetro”, del que disponia cada
caja de observacion, compuesto por un sistema de fotocélulas que registra el movimiento del
animal. Estas cajas estan equipadas con dos filas de células fotoeléctricas, la fila superior
situada a una altura de 10 cm y consta de 4 células; la fila inferior situada a una altura de 2 cmy

consta de 5 células; con una separacion en ambas filas de 8 cm entre cada célula. El sistema
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consta ademas de dos filas enfrentadas a las anteriores, de idénticas caracteristicas en cuanto
a la situacion y altura, pero constituidas por elementos que emiten rayos infrarrojos. El sistema
esta realizado con una electrénica digital basada en codificadores de prioridad adaptable a
interfaz de ordenador a través de una PIO 8255. El software cuenta de forma acumulativa, el
namero de cortes o cruces que se producen en cada barrera o haz. El total acumulado de los
cruces en la fila superior y en la fila inferior de barreras se tomo como una medida de la

actividad locomotora total.

Las grabaciones de las sesiones en video-casete fueron evaluadas por observadores

entrenados en conducta animal. En éstas se valoraron principalmente las siguientes conductas:

a. Conducta de inmovilidad: definida como el tiempo medido en segundos que el

animal permanece quieto o inmavil.

b. Conductas de estereotipia: se registro como el total de la produccion de
conductas de forma repetitiva, mas de dos veces consecutivas. Asi como la

produccién de conductas de balanceo de la cabeza.

c. Conductas de exploracién: se registraron como la suma de la frecuencia de las

conductas de olisqueo y erguimiento del animal.

d. Conductas de autolimpieza: registrado como el tiempo medido en segundos

que el animal emplea en conductas de acicalamiento o aseo.

Ademéas en algunos estudios se registr6 la produccion de varias expresiones
conductuales como: saltos, movimientos orales, postura encogida, cierre parpebral (ptosis) y

piloereccion.

Cada sesion de evaluacion constd de varios periodos de medida, estas se realizaron
tras la administracion de los agonistas de dopamina, a los 30 minutos, a los 60 y los 120
minutos. En cada periodo se realizd una valoracion durante cinco minutos de la conducta del

animal.
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4) MICRODIALISIS DE LOS NIVELES DE DOPAMINA Y GABA

El estudio de microdialisis sobre los niveles de dopamina y GABA se llevo a cabo en el

Departamento de Neurofarmacologia del Scripps Research Institute, San Diego, CA, EEUU .

4.1. Cirugia estereotaxica

Para llevar a cabo el estudio de microdidlisis se realiz6 un doble implante en el cerebro
de los animales de dos canulas de acero inoxidable de 25 G. Los animales fueron anestesiados
con gas isofluorano y mediante cirugia estereotaxica se implanté una canula en la region del
estriado dorsolateral en el cerebro, de acuerdo con las coordinadas del atlas de Paxinos y
Watson 1997, tomando como referencia el punto bregma sobre el craneo (antero posterior +1.0
mm, lateral £ 2.5 mm, ventral +2.8 mm); y la otra canula fue implantada en la regién del globo
palido (antero posterior -1.3 mm, lateral £3.0 mm, ventral +5.0 mm) mediante el mismo
procedimiento. Las céanulas fueron fijadas al craneo con cemento metacrilico y dos tornillos de
acero. Las dos céanulas fueron implantadas en hemisferios opuestos con el fin de evitar
interferencia entre ellas. Finalmente se coloco un obturador metalico para mantener el buen
estado del implante durante el experimento. Tras una semana de recuperacion los animales

comenzaron a recibir el tratamiento cronico de WIN55212-2.

Estriado dorsal

Globo palido

Bregma: -1.30 mm
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4.2. Implantacion de la sonda de microdidlisis

Tras la ultima inyeccién del tratamiento crénico con cannabinoides, y previamente al dia
experimental en el que se realiz6 el desafio con agonistas de dopamina, los animales fueron
nuevamente anestesiados mediante gas isofluorano para la introduccion y fijacion de las sondas
de microdialisis dentro del cerebro a través de las canulas de acero previamente implantadas en
el estriado dorsal y en el globo palido. Tras el implante de la sonda comenzd la perfusion de una
solucién de liquido cefalorraquideo artificial, con una velocidad de flujo de 0.2 microlitros por
min. durante 10 horas; y dos horas antes del experimento la velocidad de flujo de la solucién fue
incrementada hasta la velocidad de flujo deseada para el experimento que era 0.6 microlitros
por min.

La composicion del liquido cefalorraquideo artificial para la recogida de las muestras
estaba formado por Na Cl 145 mM, K CI 2.8 mM, Mg Cl, 1.2 mM, Ca Cl, 1.2 mM, d-Glucosa 5.4
mM, y ascorbato 0.25 mM. La solucién se preparé en agua bi-destilada, se ajusto a un pH de
7.2-7.4 y se filtro.

La secuencia del experimento fue la siguiente, primero se recogieron 6 muestras de
linea base, y tras estas se inyecto el agonista dopaminérgico, para después seguir recogiendo
las muestras. En total fueron recogidas 18 muestras, con una frecuencia de 10 min. entra cada

una de ella, obteniendo de esta forma un volumen total en cada muestra de 60 microlitros.

"t

1-6 muestras linea base 7-18 muestras tras quinpirole 0.5 mg/kg

Tras el experimento los animales se sacrificaron con una campana de halotano y los
cerebros fueron extraidos con el fin de verificar con ayuda de un criotomo que efectivamente las
canulas se encontraban posicionadas correctamente en ambas estructuras, el estriado dorsal y

el globo palido, en el cerebro de los animales.
4.3. Analisis de las muestras de dopaminay GABA
Las concentraciones de dopamina fueron determinadas a partir de las alicuotas de 5 pl

recogidas en la microdialisis, analizadas mediante cromatografia liquida de alta presion en fase

reversa de deteccion electroquimica. La dopamina fue separada en una columna de 1 x 100
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mm (BetaBasic 3 um C18; Keystone Analytical, Bellefonte, PA, EEUU) bombeando una fase
movil compuesta por tampoén fosfato 50 mM, NaH,PO, con 17% Acetonitrilo (v/v), 0.2 mM
Na,EDTA, 3.7 mM acido 1-decanosulfonico y 4.9 mM trietilamina (pH 4.2). El flujo de trabajo fue
de 35 pl/min, empleando una bomba de inyeccion constante ISCO Modelo 500D (Lincoln, NE,
EEUU). El eluido se analizé en un sistema de deteccion electroquimico que consistia en dos
electrodos de fibra de carbono montados en serie (EG&G Princeton Applied Research Modelo
MP1304; Trenton, NJ, EEUU). El primer electrodo en el flujo de paso se ajusté a un potencial de
+700 mV, respecto a un electrodo de referencia de AG/AgCl (Modelo RE4; BioAnalytical
Systems) que fue utilizado para reducir la sefial para el segundo electrodo de trabajo. El
segundo electrodo se ajusté a 0 mV para la medicién del pico de reduccion producido por la
dopamina. El potencial del electrodo y los andlisis de intensidad fueron controlados por un
detector amperométrico (EG&G Princeton Applied Research Modelo 400). Las curvas de
calibracién se realizaron diariamente a partir de disoluciones estandar recientes. Todos los
reactivos y los estandares de dopamina fueron distribuidos por Sigma Aldrich quimica (St.
Louis, MO, EEUU).

El andlisis de GABA se realiz6 empleando electroforesis capilar con deteccién por
fluorescencia inducida por laser. La derivatizacion del GABA se consiguié mezclando 5ul de la
alicuota obtenida en la microdiélisis con 9 ul de tamp6n borato 40 nM (pH 10.5), que contenia
3.8 nM KCN y 1 ul de naftaleno-2,3-dicarboxialdehido 5nM en metanol; dejandose reaccionar la
mezcla a temperatura ambiente en oscuridad durante 30 min. antes de colocar las muestras en
el cargador refrigerado (10°C) del aparato de electroforesis capilar (Agilent Technologies,
Wilmington, DE, EEUU). El dializado derivatizado se cargo en un capilar de 90cm (didmetro
interno 30, la muestra se carga aplicando una presién de 50mb durante 10s) y los aminoacidos
se separaron utilizando +15kV y una solucién de electrolitos compuesta por un tampén borato
100mM (pH 9.2), SDS 30 mM y hidroxipropil-ciclodextrina 2 mM. La concentracién de GABA se
detectd mediante un detector de fluorescencia inducida por laser (Zetalif, Picometrics, Ramon
Ville, France) de 442nm de HeCd (30 mW, Melles Griot, Carlsbad, CA, EEUU). Los estandares
de calibracién externa se ensayaron en duplicado y se intercalaron en la secuencia de
muestras. El limite de deteccidn del ensayo fue de 1nM. Todos los reactivos y los estandares de

aminoacido fueron distribuidos por Sigma Aldrich quimica (St. Louis, MO, EEUU).
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5) DETERMINACION DE LOS NIVELES HORMONALES EN PLASMA

Los andlisis de hormonas fueron llevados a cabo en el Departamento de Fisiologia de la

Facultad de Medicina, Universidad Complutense de Madrid.

Una vez que los animales fueron sacrificados mediante decapitacion, manteniendo la
hora del sacrificio constante para evitar las variaciones inducidas por el ritmo circadiano sobre
los parametros hormonales a estudiar (Wirz-Justice, 1987), se procedié a la extraccion rapida
de las muestras de plasma de los animales en tubos de plastico con 400 microlitros de
etilendiaminotetracetato sédico EDTA al 6%. A continuacion se centrifugaron a 2500 x g durante

15 minutos a 4°C y se almacenaron a -80°C hasta el momento de su analisis.

La determinacién de los niveles hormonales de las muestras de plasma recogidas se
realizd6 mediante técnicas de radio inmuno ensayo o RIA. Todas las muestras fueron medidas

€n un mismo ensayo para evitar variaciones interanalisis.

El RIA se basa en una reaccion de competencia entre la hormona de la muestra y una
cantidad fija de la misma hormona marcada radiactivamente que se combina con el anticuerpo
especifico para la hormona a medir. La cantidad de hormona marcada radioactivamente que
esta unida al anticuerpo sera inversamente proporcional a la concentracién de la hormona no
marcada presente en el plasma. La separacion de la hormona libre de la marcada ligada al
anticuerpo se lograra por un sistema de doble anticuerpo. La concentracion de la hormona se
calcula ajustando la radiactividad unida al anticuerpo a una curva patron resultante de
representar la radiactividad unida al anticuerpo obtenida para cantidades conocidas de la

hormona no marcada.

La determinacion de los niveles en plasma de la hormona corticosterona se realizé
mediante una técnica especifica de RIA utilizando hidroxiapatita para la separacion de las fases
libre y unida (Villanta y Gamallo, 1985; Gamallo et al., 1992). Se prepararon tubos con 100 pl
de diluciones patron de corticosterona (Ikapharm) de 0 a 80 ng/ml en un tampén fosfato 5 mM,
NaCl 0.15 M, con 0.6 g/l de albdmina de suero bovino y 0.2 g/l de gamma globulina (pH 7.4). Se
extrajeron 25 o0 50 pl de plasma en un volumen final de 500 pl de agua bidestilada con 5 ml de
éter dietilico, congelandose la fase acuosa de la extraccién a -20°C y decantandose la fase
orgéanica en tubos de cristal de 10 ml. Se evaporoé el éter en corriente de aire y el residuo seco
de la fase organica se reconstituyé en 1 ml de tampon fosfato 5 mM, NaCl 0.15 M, con 0.6 g/l de
albimina de suero bovino y 0.2 g/l de gamma-globulina (pH 7.4).Se afiadieron 100 pl del

anticuerpo de corticosterona (anti-corticosterona, Bioclin) a una dilucion inicial de 1:1000 en un
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tampoén fosfato 5 mM, NaCl 0.15 M, con 0.6 g/l de albumina de suero bovino y 0.2 g/l de ganma-
globulina (pH 7.4). Se afiadieron 100 pl de antigeno de corticosterona marcado radiactivamente
con el is6topo H* (1,2-H3corticosterona 43 Ci/mmol, Amersham; 10.000 cpm/tubo) en tampén
fosfato 5 mM, NaCl 0.15 M, con 0.6 g/l de albumina de suero bovino y 0.2 g/l de gamma-
globulina (pH 7.4); y se dejé incubar durante 24 horas a 4°C. Se afadieron 150 pl de
hidroxiapatita 25g/l a cada tubo dejandose incubar durante 15 minutos a 4°C. Se centrifugaron
todos los tubos a 1500g durante 15 minutos a 4°C, aspirandose posteriormente el
sobrenadante. El precipitado se lavo con 1ml de tampon fosfato 1mM (pH 7.4) y se volvio a
centrifugar en las condiciones anteriores. Finalmente, se resuspendio el precipitado en 50 ul de
tampon fosfato 0.05M afiadiéndose 2ml de liquido de centelleo y se contaron durante 2 minutos

en un contador de centelleo liquido. El limite de deteccidn del ensayo fue de 0.05 ng.

La determinacion de los niveles en plasma de la hormona adrenocorticotropa (ACTH)
fue realizada empleando un kit especifico de RIA para esta hormona (Diagnostic Systems
Laboratories, Inc; Texas, EEUU). Se preparan tubos con 200 pl de las diluciones patrén de la
hormona adrenocorticotropa (ACTH estandar), afladiéndose 100 pl del anticuerpo de hormona
adrenocorticotropa y se dejo incubar durante 4 horas a 4°C. Se afiadio el antigeno de hormona
adrenocorticotropa marcado radiactivamente por el isétopo 1'®® y se dej6 incubar durante 24
horas a una temperatura de 4°C. Posteriormente, se afiadié un 1 ml del segundo anticuerpo, es
un antisuero de cabra contra gamma globulinas de conejo y se agitaron todos los tubos
dejandose incubar a temperatura ambiente (aprox. 25 °C) durante 15 minutos. Finalmente, se
centrifugaron todos los tubos a 1500 X g (aprox. 3000 rpm) durante 15 minutos a 4°C y se
aspir6 el sobrenadante, contdndose los precipitados en un espectrofotometro de radiacion

gamma. El limite de deteccidn del ensayo fue de 3.5 pg.

La determinacion de los niveles de las hormonas prolactina (PRL) y luteinizante (LH) se
realizé mediante la técnica de RIA de hormonas polipeptidicas. Para el analisis de la hormona
prolactina se preparan tubos con 200 pl de las diluciones patrones de prolactina rPRL-RP3 de 0
a 25 ng/ml en un tampdn fosfato 0.01 M, NaCl 0.15 M, con 10 g/l de albamina de suero bovino
(pH 7.6). Se afiaden 200 pl del anticuerpo de prolactina anti-rPRL-S9 a una dilucién inicial de
1:200.000 en un tampén fosfato 0.01 M, NaCl 0.15 M, con etilendiaminotetraacetato sédico
(EDTA) 0.025 My tritiplex 0.02 M (pH 7.6), se le afiade suero de conejo al 0.25% y se preincuba
durante 20 minutos a 4°C. Se afiaden 200 pl del antigeno de prolactina marcado
radiactivamente con el isétopo 1'*° ( I'"®-PRL-16, 15.000 cpm/tubo) en tampén fosfato 0.01 M,
NaCl 0.15 M, con 10 g/l de albumina de suero bovino (pH 7.6) y se incuba durante 48 horas a
4°C. Tras la incubacion, se afiaden 500 pl de la solucion de segundo anticuerpo, un antisuero
de oveja contra la fraccién constante de gamma globulinas de conejo desarrollado por los Dres.

Ariznavarreta y Tresguerres (Universidad Complutense de Madrid), a cada tubo y se incuba
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durante 20 minutos a 4°C. Se centrifugan los tubos a 1500g durante 15 minutos a 4°C, y se
aspira el sobrenadante, contdndose los precipitados en un espectrofotémetro de radiacién

gamma. El limite de deteccion del ensayo fue de 0.02 ng.

Para el andlisis de la hormona luteinizante se preparan tubos con 200 pl de las
diluciones patrones de hormona luteinizante rLH-RP3 de 0 a 25 ng/ml en tampén tampén
fosfato 0.01 M, NaCl 0.15 M, con 10 g/l de albimina de suero bovino (pH 7.6). Se afiaden 200 pl
del anticuerpo de hormona luteinizante anti-rLH-S11 a una dilucién inicial de 1:200.000 un
tampon fosfato 0.01 M, NaCl 0.15 M, con etilendiaminotetraacetato sodico (EDTA) 0.025 M y
tritiplex 0.02 M (pH 7.6) y se afiade suero de conejo al 1% y tritdn X-100 al 0.5%; se preincuba
durante 48 horas a 4°C. Se afiaden 200 pl del antigeno de hormona luteinizante marcada
radiactivamente con el is6topo 1'% (I'*-LH-19, 15.000 cpm/tubo) en tampén fosfato 0.01 M, NaCl
0.15 M, con 10 g/l de albimina de suero bovino (pH 7.6); y se incuba durante 72 horas a 4°C.
Se afiaden 500 pl de la solucion de segundo anticuerpo a cada tubo, y se incuba durante 20
minutos a 4°C. Se centrifugan los tubos a 1500g durante 15 minutos a 4°C y se aspira el
sobrenadante, contandose los precipitados en un espectrofotémetro de radiacion gamma. El

limite de deteccidon del ensayo fue de 4 pg.

Los antigenos y anticuerpos especificos para hormonas fueron suministrados por el NIH

(National Hormone and Pituitary Program, Bethesda, MD, Estados Unidos).

6) DISENO EXPERIMENTAL

Experimento |: Estudio de los efectos comportamentales de la activacion dopaminérgica
en el animal adulto tras el tratamiento crénico con A°THC durante el
periodo perinatal

Para estudiar los efectos del tratamiento perinatal con cannabinoides en el periodo
adulto, se realiz6 una exposicion desde el 5° dia de gestacion hasta el 24° dia de lactancia con
el agonista cannabinoide A° - tetrahidrocannabinol en ratas wistar prefiadas; dividiéndolas
aleatoriamente en grupos de acuerdo con el tratamiento perinatal de A°THC. En total se
formaron cuatro grupos, uno de control que utilizd como vehiculo aceite de sésamo y tres de

diferentes dosis de A® - tetrahidrocannabinol 0.1 mg/kg, 0.5 mg/kg y 2 mg/kg.
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Una vez terminado el tratamiento perinatal, tras el final de la lactancia dia postnatal 24,
los animales fueron separados de las camadas colocandolos aleatoriamente en cajas de
plexiglas de acuerdo con el sexo y el tratamiento perinatal, manteniéndose asi hasta el periodo
adulto, aproximadamente dia 70 postnatal, en el que se realizaron los estudios de conducta.
Las hembras fueron ovariectomizadas previamente al desarrollo de los experimentos para evitar
la variabilidad en la conducta debido a los cambios en el ciclo.

G5 Gestacion Nacimiento Lactancia P24 P. Postnatal P70

l TRAT. PERINATAL A°THC l l Desafio DA

6.1.Posibles efectos toxicos de la exposicién perinatal con A°THC desde el

desarrollo gestacional hasta el periodo adulto

Con el fin de evaluar los posibles efectos toxicos del tratamiento perinatal con A°THC se
llevo a cabo un control sobre determinados parametros en la gestacion y en la lactancia, asi

como un seguimiento del peso de los animales hasta el periodo adulto.

En el periodo perinatal, es decir en la gestacién y lactancia, se controlaron los
siguientes parametros en todos los grupos experimentales:

e Variacion diaria del peso de la madre

e Consumo diario de comida por la madre (g)
e Consumo diario de agua por la madre (ml)
e Duracion de la gestacion

e Tamafio de la camada al nacimiento

e Peso de la camada al nacimiento (g)

¢ NuUmero de machos y de hembras

e Mortalidad postnatal

A partir del nacimiento también se evalud el peso de las crias, cada cinco dias, hasta el
periodo adulto dia 70 postnatal. Durante la lactancia se control6 el crecimiento de los animales
el peso de la camada en gramos; y durante la pubertad mediante el peso individual de cada

animal en gramos, diferenciando los grupos por el sexo y el tratamiento perinatal.
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6.2.Efectos comportamentales y neuroendocrinos de la exposiciéon perinatal con

A’THC en el animal adulto

En el periodo adulto, aproximadamente dia 70 postnatal, se evaluaron las posibles
alteraciones motoras y neuroendocrinas producidas tanto en los grupos de los animales macho
como en los grupos de los animales hembra formados por la administracién perinatal de las
distintas dosis de A°THC (vehiculo, 0.1 mg/kg, 0.5 mg/kg y 2 mg/kg). Se realiz6 un estudio
comportamental de los animales en condiciones basales tras la administracion de salino,
valorando la conductas motoras, la conducta de autolimpieza, la actividad estereotipada y la
conducta exploratoria. Ademas se realizé un andlisis de los niveles en plasma de las hormonas

adrenocorticotropa, corticosterona, prolactina y hormona luteinizante.

6.3.Respuesta comportamental de la estimulacion de los receptores
dopaminérgicos D1/D2 en animales adultos tras la exposicion perinatal con
A’THC

Tras el tratamiento perinatal a A’THC, en el periodo adulto se estudio la respuesta
comportamental a la estimulacién de los receptores dopaminérgicos D1/D2 tanto en los grupos
formados por los animales macho como en los formados por los animales hembra. En la etapa
adulta de los animales, aproximadamente dia 70 postnatal, cada grupo de tratamiento perinatal
de A’THC fue dividido en dos, empledndose uno como grupo control al que se le administré
salino, y otro como grupo de desafio al que se le administré el agonista de los receptores
dopaminérgicos D1/D2 apomorfina (0.1 mg/kg). Se realiz6 un estudio comportamental
valorando la actividad motora, las estereotipias, la conducta de autolimpieza y la conducta

exploratoria tras la administracion, a los 60 minutos y a los 120 minutos.

6.4.Respuesta comportamental de la estimulacion de los receptores
dopaminérgicos D2 en animales adultos tras la exposicion perinatal con
A’THC

Tras el tratamiento perinatal a A°THC, en el periodo adulto se estudio la respuesta
comportamental a la estimulacién del los receptores dopaminérgicos D2, tanto en los grupos
formados por los animales macho como en los formados por los animales hembra. En la etapa
adulta de los animales, aproximadamente dia 70 postnatal, cada grupo de tratamiento perinatal
de A’THC fue dividido en dos, empleandose uno como grupo control al que se le administré

salino, y otro como grupo de desafio al que se le administrd el agonista del receptores
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dopaminérgicos D2 quinpirole (0.5 mg/kg). Se realizé un estudio comportamental valorando la
actividad motora, las estereatipias, la conducta de autolimpieza y la conducta exploratoria tras la

administracion del tratamiento, a los 60 minutos y a los 120 minutos.

Experimento Il: Estudio de los efectos comportamentales de la activacion dopaminérgica

tras el tratamiento crénico con cannabinoides en el periodo adulto

Para estudiar los efectos comportamentales del tratamiento crénico con cannabinoides
durante el periodo adulto, se realizé una administracién crénica de un agonista cannabinoide,
HU210 o WIN55212-2, durante 14 dias en animales adultos macho.

D1 D14 24H 96H

l TRAT. CRONICO ADULTO DE HU210 6 WIN55212-2 l l Desafio DA l

6.5.Efectos comportamentales 24 horas tras el tratamiento crénico con HU210 en

animales adultos

Para estudiar los efectos comportamentales del tratamiento cronico con el agonista
cannabinoide HU210 24 horas tras su cese, se administr6 durante 14 dias el agonista
cannabinoide HU210 en la dosis de 20 pg/kg en animales macho adultos, empleando un grupo
control al que se le administré vehiculo. 24 horas tras la ultima administracion del tratamiento
cronico, se realizé un estudio del comportamiento motor de los animales en condiciones basales

tras la administracion de salino, valorando la conducta de inmovilidad y la locomocion.

6.5.1. Respuesta comportamental de la estimulacion de los receptores
dopaminérgicos D1 en animales adultos 24 horas tras el tratamiento crénico
con HU210

Tras el tratamiento crénico con el agonista cannabinoide HU210 en animales adultos,
se estudio la respuesta comportamental de la activaciéon de los receptores dopaminérgicos D1.
Para ello, 24 horas tras la ultima administracion, cada grupo de tratamiento cronico fue dividido
en dos grupos, uno de desafio al que se le administr6 el agonista de los receptores

dopaminérgicos D1 SKF38393 (8 mg/kg) y un grupo control al que se le administrd salino. Se
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realizd un estudio comportamental valorando la conducta de inmovilidad, la locomocién y las

estereotipias tras la administracion, a los 30 min., a los 60 min. y a los 120 min.

6.5.2. Respuesta comportamental de la estimulacion de los receptores
dopaminérgicos D2 en animales adultos 24 horas tras el tratamiento crénico
con HU210

Tras el tratamiento crénico con el agonista cannabinoide HU210 en animales adultos,
se estudio la respuesta comportamental de la activacion de los receptores dopaminérgicos D2.
Para ello, 24 horas tras la ultima administracién, cada grupo de tratamiento crénico fue dividido
en dos grupos, uno de desafio al que se le administré el agonista de los receptores
dopaminérgicos D2 quinpirole (0.5 mg/kg) y un grupo control al que se le administré salino. Se
realizé un estudio comportamental valorando la conducta de inmovilidad, la locomocion y las

estereotipias tras la administracion, a los 30 min., a los 60 min. y a los 120 min.

6.6. Efectos comportamentales 96 horas tras el tratamiento crénico con HU210 en

animales adultos

Para estudiar los efectos comportamentales del tratamiento crénico con el agonista
cannabinoide HU210 96 horas tras su cese, se administr6 durante 14 dias el agonista
cannabinoide HU210 en la dosis de 20 pg/kg en animales macho adultos, empleando un grupo
control al que se le administré vehiculo. Se realiz6 un estudio del comportamiento motor de los
animales en condiciones basales tras la administracion de salino, a las 24, 48, 72 y 96 horas
tras el cese del tratamiento crénico, evaluando los cambios en la conducta de inmovilidad y en
la locomocién. Puesto que el HU210 es un compuesto lipofilico que tarda en ser eliminado por
el organismo, se realizdé la valoracion de conducta en dias sucesivos, tras la ultima
administracion del cannabinoide, con el objeto de comprobar la ausencia de actividad

cannabinomimética y poder realizar el desafio con el agonista dopaminérgico.

6.6.1. Efectos de la estimulacion de los receptores D2 en animales adultos 96horas

tras el tratamiento cronico con HU210

Tras el tratamiento crénico con el agonista cannabinoide HU210 en animales adultos,
se estudio la respuesta comportamental de la activaciéon de los receptores dopaminérgicos D2.
Para ello, 96 horas tras la ultima administracion, cada grupo de tratamiento cronico fue dividido

en tres grupos, uno de control al que se le administré salino y dos grupos de desafio con el
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agonista de los receptores dopaminérgicos D2 quinpirole, en las dosis 0.25 y 0.5 mg/kg. Se
realizé un estudio comportamental valorando la conducta de inmovilidad, la locomocién y las

estereotipias tras la administracion, a los 30 min., a los 60 min. y a los 120 min.

6.7.Efectos comportamentales 24 horas tras el tratamiento crénico con WIN

55212-2 en animales adultos

Para estudiar los efectos comportamentales del tratamiento cronico con el agonista
cannabinoide WIN55212-2, se administré durante 14 dias el agonista cannabinoide WIN55212-
2 en la dosis de 4 mg/kg en animales macho adultos, empleando un grupo control al que se le
administré vehiculo. A las 24 horas tras la ultima administracion del tratamiento cronico, se
realizé un estudio del comportamiento motor de los animales en condiciones basales tras la

administracion de salino, valorando la conducta de inmovilidad y la locomocion.

6.7.1. Respuesta comportamental de la estimulacion de los receptores
dopaminérgicos D2 en animales adultos 24 horas tras el tratamiento crénico
con WIN55212-2

Tras el tratamiento crénico con el agonista cannabinoide WIN55212-2 en animales
adultos, se estudio la respuesta comportamental de la activacion de los receptores
dopaminérgicos D2. Para ello, 24 horas tras la ultima administracién, cada grupo de tratamiento
cronico fue dividido en dos grupos, uno de desafio al que se le administro el agonista de los
receptores dopaminérgicos D2 quinpirole (0.5 mg/kg) y un grupo control al que se le administrd
salino. Se realiz6 un estudio comportamental valorando la conducta de inmovilidad, la
locomocion y las estereotipias tras la administracion, a los 30 min., a los 60 min. y a los 120

min.

Experimento lll: Estudio de los efectos en los circuitos de neurotransmision de los
ganglios basales en respuesta a la activacién del receptor D2 tras el

tratamiento crénico con cannabinoides en el periodo adulto

Para estudiar los efectos del tratamiento crénico con cannabinoides en los circuitos de
neurotransmision de los ganglios basales, se realizd6 una administracién cronica del agonista

cannabinoide WIN55212 en una dosis de 4 mg/kg durante 14 dias en animales adultos macho.
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6.8.Efectos en la liberacion de dopamina en el estriado dorsal en animales

adultos 24 horas tras el tratamiento crénico con WIN55212-2

Tras el tratamiento crénico con el agonista cannabinoide WIN55212-2, se estudiaron los
posibles cambios en la neurotransmision de dopamina. Para ello se realiz6 un estudio de
microdidlisis sobre la liberacion de dopamina en el estriado dorsal en condiciones basales tras
la administracion de salino en animales adultos macho, 24 horas tras el cese del tratamiento

crénico con cannabinoides.

6.8.1. Respuesta neuroquimica de la liberacion de dopamina en el estriado dorsal
por la estimulacién de los receptores dopaminérgicos D2 en animales adultos

24 horas tras el tratamiento crénico de WIN55212-2

Tras el tratamiento cronico con el agonista cannabinoide WIN55212-2 en animales
adultos, se estudio la respuesta neuroquimica de la activacion de los receptores
dopaminérgicos D2. Para ello, 24 horas tras la ultima administracién, cada grupo de tratamiento
cronico fue dividido en dos grupos, uno de desafio al que se le administré el agonista de los
receptores dopaminérgicos D2 quinpirole (0.5 mg/kg) y un grupo control al que se le administré
salino, realizandose un estudio de microdialisis sobre la liberacién de dopamina en el estriado
dorsal.

6.9.Efectos en la liberacion de GABA en el globo palido en animales adultos 24

horas tras el tratamiento crénico con WIN 55212-2

Tras el tratamiento crénico con el agonista cannabinoide WIN55212-2, se estudiaron los
posibles cambios en la neurotransmisién de GABA. Para ello se realiz6 un estudio de
microdialisis sobre la liberacién de GABA en el globo péalido en condiciones basales tras la
administracion de salino en animales adultos macho, 24 horas tras el cese del tratamiento

crénico con cannabinoides.

6.9.1. Respuesta neuroquimica de la liberacion de GABA en el globo palido por la
estimulacién de los receptores dopaminérgicos D2 en animales adultos 24

horas tras el tratamiento crénico de WIN55212-2

Tras el tratamiento cronico con el agonista cannabinoide WIN55212-2 en animales
adultos, se estudio la respuesta neuroquimica del neurotransmisor GABA por la activacién de

los receptores dopaminérgicos D2. Para ello, 24 horas tras la ultima administracién, cada grupo
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de tratamiento crénico fue dividido en dos grupos, uno de desafio al que se le administré el
agonista de los receptores dopaminérgicos D2 quinpirole (0.5 mg/kg) y un grupo control al que
se le administro salino, realizandose un estudio de microdidlisis sobre la liberacién de GABA en
el globo palido.

7) ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd un analisis estadistico de todos los resultados obtenidos en los distintos
estudios, obteniéndose la media, el error estandar (e.e.m.) y se realiz6 un contraste de hipétesis
de normalidad. Los resultados fueron analizados empleando para ello distintos test
paramétricos en funcién de la composicién de las variables. Para la comparacion entre dos
Unicos grupos experimentales se realizo mediante el test de Student, mientras que en el caso
de comparacion de multiples grupos se realiz6 mediante andlisis de varianza ANOVA,
realizando andlisis post hoc con el estadistico de contraste Tukey en el caso de encontrar
diferencias significativas. En todos los casos de adopto un nivel de confianza del 95% como

criterio de significacion estadistica (probabilidad de error menor de 0.050).

Todas las pruebas estadisticas se llevaron a cabo utilizando el programa estadistico
informético SPSS.
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Experimento |

Estudio de los efectos comportamentales de la activacién dopaminérgica
en el animal adulto tras el tratamiento crénico con A°THC durante el

periodo perinatal
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1) POSIBLES EFECTOS TOXICOS DE LA EXPOSICION PERINATAL CON A°THC
DESDE EL DESARROLLO GESTACIONAL HASTA EL PERIODO ADULTO

Con el fin de evaluar los posibles efectos téxicos de la administracién de A°THC, se
registraron diversos parametros generales de toxicidad durante la gestacion, en el periodo
postnatal y el en puberal hasta el periodo adulto (dia 70 postnatal). La tabla | muestra un
resumen de los pardmetros obtenidos durante la gestacién y lactancia medidos durante la
exposicion perinatal a A°THC. La figura 1A muestra el peso en camada de las crias desde el
nacimiento hasta el final de la lactancia (dia 20 postnatal). Las figuras 1B y 1C muestran el

aumento del peso de las crias desde el final de la lactancia hasta el periodo adulto.

La exposicién perinatal a A°THC no produjo diferencias significativas en ninguno de los
parametros gestacionales y postnatales registrados, unicamente el grupo expuesto a la dosis
més alta de A°THC (2 mg/kg) mostré una tendencia tanto en gestaciéon como en lactancia a un
mayor consumo de agua y comida, asi como a una mayor ganancia de peso durante la

gestacion.

TABLA |. Pardmetros gestacion y lactancia medidos durante la exposicién perinatal a A°THC.

Los valores corresponden a las medias + Error Estandar de la Media (E.E.M.).

Parametros Tratamiento A’THC
+ Vehiculo + 0.1 mg/kg + 0.5 mg/kg + 2 mg/kg

Consumo de comida (g)

Gestacion 20.60 + 0.46 20.95+0.34 21.40+0.74 22.10+£0.62

Lactancia 53.25 +4.56 54.33 +3.89 57.83 +4.50 57.66 +4.30
Consumo de agua (ml)

Gestacion 37.50 +1.26 34.70 +£1.08 39.36 + 1.05 41.36 +1.50

Lactancia 72.91+5.75 70.20 +5.61 79.16 + 6.50 82.16 + 6.60
Ganancia de peso madres (g) 115.20 £ 3.03 110.00 £ 5.60 115.75+6.28 122.33+£18.61
Duracién de la gestacion (dias) 22.60+0.24 22.00 +0.00 22.75+0.29 22.33+0.41
Tamafio de la camada 11.80 £ 0.89 12.25+0.73 11.25+0.99 13.00 £ 0.71
Peso de la camada (g) 79.50 + 4.10 75.90 + 2.80 79.10 + 5.60 87.40 + 8.03
N° Machos 6.00 +1.32 6.50 +1.11 5.50+0.33 7.33+1.08
N° Hembras 5.80£0.89 5.75+1.19 5.75+1.09 5.67 £ 1.47
Mortalidad postnatal 0.60 £+ 0.67 0.00 £0.29 0.00 £ 0.00 0.67 £0.82
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FIGURA 1. Pesos de animales expuestos perinatalmente a A’THC. 1A pesos en camada
durante la lactancia. 1B y 1C pesos de machos y hembras hasta el periodo adulto. Los valores

corresponden a las medias * Error Estandar de la Media (E.E.M.).
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2) EFECTOS COMPORTAMENTALES Y NEUROENDOCRINOS DE LA EXPOSICION
PERINATAL CON A°THC EN EL ANIMAL ADULTO

2.1. Efectos comportamentales

Los animales expuestos perinatalmente a A°THC mostraron en periodo adulto en
condiciones basales un patron comportamental significativamente diferente a los animales
tratados con vehiculo, figura 2. Los animales de ambos sexos expuestos perinatalmente a
A’THC, en las dosis 0.1 y 2 mg/kg, mostraron un aumento en el tiempo de inmovilidad F,76) =
3.88, P< 0.012; F@ 75 = 6.92, P < 0.000, figura 2A y B. Asi mismo la exposicion perinatal a
A’THC produjo un descenso en la conducta de locomocion en condiciones basales durante el
periodo adulto tanto en machos Fss= 4.13, P < 0.010; como en hembras Fgzg= 7.19, P <
0.000, figura 2C y D.

Las tablas Il y lll muestran que en el caso de otras conductas en condiciones basales
en el periodo adulto solo en el grupo de las hembras expuestas perinatalmente a A’THC se
observaron diferencias significativas: en la conducta estereotipada, F7g= 16.70, P < 0.000; asi

como en la conducta exploratoria F 7= 6.2, P < 0.001 Fz 5= 6.2, P < 0.001.
2.2. Efectos neuroendocrinos

La exposicion perinatal a A’THC ha mostrado producir alteraciones neuroendocrinas
principalmente en el grupo de los machos en el periodo adulto en condiciones basales. La figura
3A y B muestra los niveles plasmaticos de la hormona corticosterona. En machos, la
exposicién perinatal a las dosis mas altas de A*THC (0.5 y 2 mg/kg) produjo un descenso
significativo en los niveles plasmaticos de corticosterona medidos en el periodo adulto,
F(s.33=17.39, P < 0.000. Por el contrario, en hembras la exposicion perinatal a la dosis méas baja
de A’THC (0.1 mg/kg) produjo un aumento significativo de los niveles de corticosterona en
plasma F35= 4.74 P < 0.007. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas, ni en
animales macho ni en hembras, por la exposicion perinatal a A’THC (2 mg/kg) en los niveles
plasmaticos de hormona adrenocorticotropa (ACTH), destacando Unicamente una tendencia
al descenso en el grupo de los machos F; 13=3.59, P < 0.080 (Figura 3C y D).

En los niveles en plasma de otras hormonas medidas, como son prolactina (PRL) y
hormona luteinizante (LH), no se encontraron diferencias significativas ni en el grupo de los
animales macho ni en el de las hembras (Figura 4). Mostrando solamente una ligera tendencia,

en ambos sexos, al incremento en los niveles plasmaticos de prolactina en los grupos
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expuestos perinatalmente a A’THC, F33=1.78 P < 0.170; Fps5=2.32, P < 0.091

respectivamente.

FIGURA 2. Locomocion e inmovilidad en el periodo adulto (aprox. dia 70) de animales
expuestos perinatalmente a A°THC. Los valores corresponden a las medias = E.E.M. * P < 0.05,

VS. grupo vehiculo.
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TABLA II. Conductas en machos durante el periodo adulto expuestos perinatalmente a A’THC.
Los valores corresponden a las medias + E.E.M. * P < 0.05, vs. grupo vehiculo.

Parametros Machos Tratamiento A’THC

+ Vehiculo + 0.1 mg/kg + 0.5 mg/kg + 2 mg/kg
Conducta exploratoria 42.89 + 3.85 37.45+3.94 37.00+2.94 43.95 + 3.19
Autolimpieza (s) 8.72+1.90 19.30£5.28 12.75 £ 3.07 8.78 + 2.43
Estereotipias 10.26 +2.72 6.15 + 2.05 6.25 + 2.46 8.05 +2.90
TABLA lll. Conductas en hembras durante el periodo adulto expuestas perinatalmente a

A’THC. Los valores corresponden a las medias + E.E.M. * P < 0.05, vs. grupo vehiculo.

Parametros Hembras Tratamiento ASTHC

+ Vehiculo + 0.1 mg/kg + 0.5 mg/kg + 2 mg/kg
Conducta exploratoria 36.82 + 3.05 28.47 +1.85 27.50 +3.01 4450 + 4.33
Autolimpieza (s) 11.26 +2.22 8.83+2.78 11.22 +2.88 14.80 + 3.12

Estereotipias 7.43 £1.68 294 +1.48 1.40 + 0.86* 17.73 £ 2.89*
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FIGURA 3. Niveles basales en plasma de las hormonas corticosterona y ACTH en el periodo

adulto de animales expuestos perinatalmente a A’THC. Los valores corresponden a las medias

+ E.E.M. * P <0.05, vs. grupo vehiculo.
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FIGURA 4. Niveles basales en plasma de prolactina y hormona luteinizante en el periodo adulto

de animales expuestos perinatalmente a A’THC. Los valores corresponden a las medias *

E.E.M. * P <0.05, vs. grupo vehiculo.
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3) RESPUESTA COMPORTAMENTAL DE LA ESTIMULACION DE LOS RECEPTORES
DOPAMINERGICOS D1/D2 EN ANIMALES ADULTOS TRAS LA EXPOSICION
PERINATAL CON A°THC

3.1. Efectos en actividad motora

En la figura 5 se muestran los efectos en la conducta de inmovilidad tras la
administracion aguda del agonista dopminérgico D1/D2 apomorfina (0.1 mg/kg), en animales
adultos tratados perinatalmente con A’THC. A los 5 minutos, la administracién de apomorfina
produjo un incremento en la conducta de inmovilidad tanto en los animales machos F 74= 9.96,
P < 0.000 como en las hembras F 6= 9.3, P < 0.000 respecto a la administracion aguda de
salino. A los 60 y 120 minutos se continua observando un incremento significativo en el tiempo
de inmovilidad solo en los animales macho expuestos perinatalmente a A’THC por la
administracion aguda de apomorfina; a los 60 min Fz73= 5.57 P < 0.000, y a los 120 min
F@.75= 6.57, P < 0.000; mostrandose este incremento significativamente mayor en los grupos de
exposicion perinatal A°THC respecto al grupo vehiculo-apomorfina a los 60 min Faas= 3.24, P <
0.033 y a los 120 min F 5= 7.66, P < 0.000.

En la figura 6 se muestran los efectos en la conducta de locomocién tras la
administracion aguda del agonista dopaminérgico D1/D2 apomorfina (0.1 mg/kg), en animales
adultos tratados perinatalmente con A’THC. A los 5 minutos, la administracién de apomorfina
produjo un descenso en la actividad locomotora tanto en los animales macho F74= 6.24, P <
0.000 como en hembra F73= 12.82, P < 0.000; respecto al grupo salino. A los 60 min, el grupo
de machos expuesto a la dosis mas alta de A’THC (2 mg/kg) mostré una marcada reduccion en
la actividad locomotora tras la administracién de apomorfina respecto a la administracion de
salino Fz70=3.11, P < 0.006; siendo esta reduccion en una tendencia diferente a la
administracion de apomorfina en el grupo tratado perinatalmente con vehiculo F35=2.74, P <
0.058. No se encontraron diferencias significativas en el grupo de las hembras en este tiempo.
A los 120 min, la administracion de apomorfina produjo una reduccién en la actividad
locomotora de las hembras del grupo expuesto a la dosis mas alta de A’°THC (2 mg/kg) respecto
a la administracion de salino F 76= 6.41, P < 0.000; no encontrandose diferencias significativas

en el grupo de los machos.



Resultados Experimento | - 61 -

FIGURA 5. Inmovilidad tras la administracion de apomorfina (0.1 mg/kg) en el periodo adulto de

animales expuestos perinatalmente a A°THC. Los valores corresponden a las medias + E.E.M. *

P < 0.05, vs. grupo salino; # P < 0.05, vs. grupo vehiculo-apomorfina.
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FIGURA 6. Locomocion tras la administracion de apomorfina (0.1 mg/kg) en el periodo adulto
de animales expuestos perinatalmente a A’THC. Los valores corresponden a las medias *

E.E.M. * P <0.05, vs. grupo salino; # P < 0.05, vs. grupo vehiculo-apomorfina.
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3.2. Efectos en otras conductas

En la tabla IV se muestran los efectos en distintas conductas tras la administracion
aguda del agonista dopaminérgico D1/D2 apomorfina (0.1 mg/kg), en animales adultos macho

tratados perinatalmente con A*THC.

Tras la administracion de apomorfina, a los 5 min la conducta exploratoria se redujo en
los machos F(7,74)=8,852 P.000 respecto al grupo salino, manteniéndose este mismo patrén de
reduccién significativa de la conducta exploratoria a los 60 min tanto respecto al grupo salino
F73=2.56, P < .0020 como respecto al grupo vehiculo-apomorfina Fgzg= 3.79, P < 0.018;

desapareciendo dicho efecto a los 120 min.

No se encontraron diferencias significativas en la conducta de autolimpieza tras la

administracién de apomorfina a los machos adultos perinatalmente expuestos a A*THC.

Respecto a la conducta de estereotipia solo se observaron diferencias significativas a
los 5 min de la administracion de apomorfina en el grupo de los machos, produciéndose un
aumento significativo respecto al grupo salino Fz74=3.07, P < 0.007; asi como respecto al
grupo vehiculo-apomorfina F 37=3.94, P < 0.015.

En la tabla V se muestran los efectos en distintas conductas tras la administracion
aguda del agonista D1/D2 apomorfina (0.1 mg/kg), en animales adultos hembra tratados

perinatalmente con A°THC.

En la conducta exploratoria en las hembras solo se produjeron diferencias significativas
a los 5 min. de la administracién de apomorfina, observandose un descenso de esta conducta

F76= 6.74, P <0.000 respecto el grupo salino.

En la conducta de autolimpieza se produjo asi mismo un descenso significativo a los 5
min tras la administracion de apomorfina respecto al grupo salino F;7=4.73, P < 0.000.
Destacando sin embargo a los 60 min., el aumento en la conducta de autolimpieza tras la
administracién de apomorfina en el grupo de hembras expuestas a la dosis mas alta de A>THC

(2 mg/kg) F39=6.44, P < 0.001 respecto al grupo vehiculo-apomorfina.
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TABLA V. Conductas en machos tras la administracion de apomorfina (0.1 mg/kg) en el
periodo adulto expuestos perinatalmente a A’THC. Los valores corresponden a las medias *

E.E.M. * P <0.05, vs. grupo salino; # P < 0.05, vs. grupo vehiculo-apomorfina.

Parametros Machos 5 min. Tratamiento ATHC
+ Vehiculo + 0.1 mg/kg + 0.5 mg/kg + 2 mg/kg
Salino Apomorfina Salino  Apomorfina Salino Apomorfina Salino Apomorfina

Exploracion 474+41 264+3.4* 471+29 23.9+3.8* 481+44 292+15* 410+38 255+35
Autolimpieza  184+4.1 6.00+2.1 9.0+16 122+3.2 11.8+22 72%27 13.7+35 103+%13

Estereotipias 4015 00 86+15 1.8+13 42+19 87x4.0# 72+22 1.0+£0.6
Parametros Machos 60 min. Tratamiento A’THC
+ Vehiculo + 0.1 mg/kg + 0.5 mg/kg + 2 mg/kg
Salino Apomorfina Salino  Apomorfina Salino Apomorfina Salino Apomorfina

Exploracion 39.8+31 505+35 41.1+31 36.1+46# 436+x44 372+20 440+11 34.7+45#
Autolimpieza 6.8+21 52+15 108+28 72+22 11.3+27 183+44 171+41 18.0+6.7
Estereotipias 39+14 114+38 7526 124+51 10.7+3.8 9.5+2.0 25+0.8 44+17

Parametros  Machos 120 min. Tratamiento A’THC
+ Vehiculo + 0.1 mg/kg + 0.5 mg/kg + 2 mg/kg
Salino Apomorfina Salino  Apomorfina Salino Apomorfina Salino Apomorfina

43.9+3.7 44.0+43 39.2+x43 347%46 38.4+45 436+26 428+3.1 37.3+58
59+1.9 33+£17 54+15 3.0+£13 174+£53 141+45 114+39 16.1+6.0

Exploracion

Autolimpieza
Estereotipias 13.5+2.1 109+4.0 102+34 10637 11.0+5.1 47+1.2 6.7+1.8 23+6.9
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TABLA V. Conductas en hembras tras la administracion de apomorfina (0.1 mg/kg) en el

periodo adulto expuestas perinatalmente a A’THC. Los valores corresponden a las medias *

E.E.M. * P <0.05, vs. grupo salino; # P < 0.05, vs. grupo vehiculo-apomorfina.

Parametros Hembras 5 min. Tratamiento ATHC
+ Vehiculo + 0.1 mg/kg + 0.5 mg/kg + 2 mg/kg
Salino Apomorfina Salino  Apomorfina Salino Apomorfina Salino Apomorfina
Exploracion 35.1+34 21.7+22* 36524 242+24 439+35 284+21* 37.7+41 283+32
Autolimpieza 2.7+3.6 58+23 254+75 5.9+ 2.5* 84+28 1.0+09 248+80 7.6+1.9
Estereotipias 35+1.0 00 53+3.1 0+0 91+27 42+138 17.2+45 48+1.8*
Parametros Hembras 60 min. Tratamiento ATHC
+ Vehiculo + 0.1 mg/kg + 0.5 mg/kg + 2 mg/kg
Salino Apomorfina Salino  Apomorfina Salino Apomorfina Salino Apomorfina
Exploracion 371+43 311+35 305+21 256+42 410+47 396+3.6 405+45 353+3.6
Autolimpieza 6.9+25 9.7+3.1 9.3+43 1.0+04 24+15 11.6+4.2 13.3+4.1 235+4.0#
Estereotipias 5.6+22 85+37 37+19 26+0.7 3.7+21 8.0+28 209+39 121+20
Parametros ~ Hembras 120 min. Tratamiento A’THC
+ Vehiculo + 0.1 mg/kg + 0.5 mg/kg + 2 mg/kg
Salino Apomorfina Salino  Apomorfina Salino Apomorfina Salino Apomorfina
Exploracion 349+43 273+30 278+30 409+43 316+54 27.1+38 43.2+5.7 40.3+45
Autolimpieza 10.5+3.2 12.0+3.1 10.0%4.2 9.7+4.1 8.2+27 41+22 21.0+6.0 17.7+4.3
Estereotipias 57+1.7 45+2.2 0.6+0.5 6.4+15 0.6+0.5 40+1.5 18.3+4.4 13.0+2.6
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4) RESPUESTA COMPORTAMENTAL DE LA ESTIMULACION DE LOS RECEPTORES
DOPAMINERGICOS D2 EN ANIMALES ADULTOS TRAS LA EXPOSICION
PERINATAL CON A°THC

4.1. Efectos en actividad motora

En la figura 7 se muestran los efectos en la conducta de inmovilidad tras la
administracion aguda del agonista dopaminérgico D2 quinpirole (0.5 mg/kg), en animales
adultos tratados perinatalmente con A°THC. A los 5 min, la administracién de quinpirole produjo
un aumento significativo tanto en machos F(;73= 25.98, P < 0.000; como en hembras F 3=
17.58, P < 0.000, del tiempo empleado en inmovilidad respecto al grupo salino. Sin embargo,
es de destacar que ademas en el grupo de los machos este incremento de la inmovilidad por la
administracion de quinpirole fue significativamente superior en los grupos que habian sido
expuestos perinatalmente a A°THC F@ag= 15.87, P < 0.000 respecto al grupo vehiculo-
quinpirole; no encontrandose estas diferencias en el grupo de las hembras. A continuacion,
podemos destacar un descenso de la inmovilidad por la administracién de quinpirole en el
tiempo 60 min, tanto en machos F 3= 4.38, P < 0.000, como en hembras F 3= 10.34, P <
0.000 respecto al grupo salino; asi como en el tiempo 120 min en machos Fy73= 3.52, P <
0.003; y en hembras F73= 12.25, P < 0.000 respecto al grupo salino; destacando sobretodo
este descenso de la inmovilidad por la administracion de quinpirole especialmente en los grupos

expuestos perinatalmente a A*THC.

En la figura 8 se muestran los efectos en la conducta de locomocién tras la
administracion aguda del agonista D2 quinpirole (0.5 mg/kg), en animales adultos tratados
perinatalmente con A’THC. A los 5 min, la administracién de quinpirole produjo en machos un
descenso significativo de la locomocién F 7= 10.07, P < 0.000 respecto al grupo salino, asi
como los grupos expuestos perinatalmente a A°THC mostraron un descenso significativamente
mayor tras la administracion de quinpirole F3g= 3.32, P < 0.030 respecto el grupo vehiculo-
quinpirole. En los tiempos 60 y 120 min no se mostraron diferencias significativas ni en machos

ni en hembras.
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FIGURA 7. Inmovilidad tras la administracién de quinpirole (0.5 mg/kg) en el periodo adulto de
animales expuestos perinatalmente a A°THC. Los valores corresponden a las medias + E.E.M. *

P < 0.05, vs. grupo salino; # P < 0.05, vs. grupo vehiculo-quinpirole.
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FIGURA 8. Locomocion tras la administracién de quinpirole (0.5 mg/kg) en el periodo adulto de

animales expuestos perinatalmente a A’THC. Los valores corresponden a las medias =+ E.E.M. *

P <0.05, vs. grupo salino; # P < 0.05, vs. grupo vehiculo-quinpirole.
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4.2. Efectos en estereotipias

En la figura 9 se muestran los efectos en la actividad estereotipada tras la
administracion aguda del agonista dopaminérgico D2 quinpirole (0.5 mg/kg), en animales
adultos tratados perinatalmente con A*THC. A los 5 min, la administracion de quinpirole produjo
un descenso significativo de la actividad estereotipada tanto en machos respecto al grupo salino
F.73= 5.21, P < 0.000 como respecto al grupo vehiculo-quinpirole F 5= 3.62, P < 0.021 por la
exposicién perinatal a A*THC; como también en hembras respecto al grupo salino F@73= 5.13,
P < 0.000. A los 60 min, en el grupo de animales macho la administracién de quinpirole produjo
un aumento significativo de las estereotipias en el grupo vehiculo Fy73= 3.20, P < 0.005
respecto grupo salino mientras que se produjo un descenso dosis dependiente en esta
conducta en los grupos expuestos perinatalmente a A’THC F@,38= 3.27, P < 0.032. En hembras
se observé una tendencia al incremento de las estereotipias tras la administracién de quinpirole
en todos los grupos respecto al grupo salino Fy 3= 2.46, P < 0.025 excepto en el grupo que
recibié la dosis mas alta de A°THC (2 mg/kg) donde al igual que en los machos se observé un
descenso significativo en las estereotipias respecto el grupo vehiculo-quinpirole Fs6= 4.46, P
< 0.009. A los 120 min, en los animales macho se siguié observando un incremento de las
estereotipias tras la administracion de quinpirole en el grupo vehiculo y también en el grupo con
la dosis mas baja de A*THC F@.73= 5.70, P < 0.000 respecto al grupo salino; mientras que los
grupos expuestos a las dosis mas altas (0.5 y 2 mg/kg) mostraron una reduccién con respecto
al grupo vehiculo-quinpirole F3g= 3.8, P < 0.018. Finalmente en hembras se siguio
observando una reduccién significativa de las estereotipias del grupo expuesto a la dosis mas

alta de A°THC respecto del grupo salino F 73= 4.47, P < 0.000.
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FIGURA 9. Estereotipia tras la administracion de quinpirole (0.5 mg/kg) en el periodo adulto de
animales expuestos perinatalmente a A°THC. Los valores corresponden a las medias + E.E.M. *

P < 0.05, vs. grupo salino; # P < 0.05, vs. grupo vehiculo-quinpirole.

A MACHOS 5 min W Salino B HEMBRAS 5 min | Salino
50 - m Quinpirole 50 B Quinpirole
40 - 40 -
2 2
o o
= 304 g 30
. Hé
® 20 WL 20 -
o 7
2 0
10 4 10 4
# * *
0 - 0 -
Vehiculo 0.1 THC 0.5 THC 2 THC Vehiculo 0.1 THC 0.5 THC 2 THC
C MACHOS 60 min W Salino D HEMBRAS 60 min m Salino
50 - B Quinpirole 50 - | Quinpirole
m 40 . 40
2 2
o
P £ 30
2 Q
i 5 2
0 0
10 4 *
0
Vehiculo 0.1 THC 0.5 THC 2 THC Vehiculo 0.1 THC 0.5 THC 2 THC
E MACHOS 120 min W Salino F HEMBRAS 120 min m Salino
50 - B Quinpirole 50 - | Quinpirole
*
40 40
2 * 2
a a
E 301 £ 30-
] 0
E w
w20 - & 20 4
e [
0 )
il # L
10 4 10 A *

Vehiculo 0.1 THC 0.5THC 2 THC Vehiculo 0.1 THC 0.5THC 2THC



Resultados Experimento | - 71 -

4.3, Efectos en otras conductas

En la tabla VI se muestran los efectos en distintas conductas tras la administracion
aguda del agonista dopaminérgico D2 quinpirole (0.5 mg/kg), en animales adultos macho

tratados perinatalmente con A*THC.

A los 5 min, se observa una disminucion en las conductas exploratorias tras la
administracion de quinpirole F73= 8.2, P < 0.000 respecto del grupo salino asi como en el
grupo expuesto a la dosis mas baja de A’THC (0.1 mg/kg) respecto del grupo vehiculo-
quinpirole F 3= 2.96, P < 0.044. No se produjeron diferencias significativas en 60 y 120 min en

esta conducta.

Sin embargo, esta reduccion en la conducta exploratoria también fue acompafiada por
una reduccion en la conducta de autolimpieza tras la administracién de quinpirole en los
animales macho produciéndose a los 5 min F(; 73= 6.57, P < 0.000; a los 60 min F(73= 9.09, P

< 0.000; y alos 120 min F773= 2.87, P < 0.010 respecto del grupo salino.

En la tabla VII se muestran los efectos en distintas conductas tras la administracion
aguda del agonista D2 quinpirole (0.5 mg/kg), en animales adultos hembra tratados

perinatalmente con A*THC.

La conducta exploratoria en hembras se redujo tras la administracién de quinpirole en
los tiempos 5 min F73= 10.79, P < 0.000 y 120 min F73= 2.89, P < 0.010 respecto del grupo

salino.

La conducta de autolimpieza solo se vio reducida a los 5 min en los animales hembra
tras la administracion de quinpirole F 3= 8.81, P < 0.000 respecto del grupo salino. No se
encontraron diferencias significativas respecto a esta conducta durante los tiempos 60 y 120
min.
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TABLA VI. Conductas en macho tras la administracion de quinpirole (0.5 mg/kg) en el periodo

adulto expuestos perinatalmente a A°THC. Los valores corresponden a las medias + E.E.M. * P

< 0.05, vs. grupo salino; # P < 0.05, vs. grupo vehiculo-quinpirole.

Parametros Machos 5 min. Tratamiento ASTHC
+ Vehiculo + 0.1 mg/kg + 0.5 mg/kg + 2 mg/kg
Salino Quinpirole Salino Quinpirole Salino Quinpirole Salino Quinpirole
Exploracion 38.7+47 242+38 364+49 101+25*%#% 288+55 153+51 435+58 16.5+2.0*
Autolimpieza 27.1+47 89+29* 28.8+8.6 20+1.0* 221+49 8934 11.3+3.6 23+14
Parametros Machos 60 min. Tratamiento A’THC
+ Vehiculo + 0.1 mg/kg + 0.5 mg/kg + 2 mg/kg
Salino Quinpirole Salino Quinpirole Salino Quinpirole Salino Quinpirole
Exploracion 39.7+51 359+31 407+39 33.0z%57 447+35 36.7+3.9 43.1+6.7 40.0+3.0
Autolimpieza 21.5+4.6 3.7+14* 28.0+49 25+13* 180+58 4826 9.1+3.8 1.7+0.9
Parametros Machos 120 min. Tratamiento ASTHC
+ Vehiculo + 0.1 mg/kg + 0.5 mg/kg + 2 mg/kg
Salino Quinpirole Salino Quinpirole Salino Quinpirole Salino Quinpirole
Exploracion 41.7+72 252+36 357+6.8 247+43 39.3+58 335+35 415+58 39.6%4.9
Autolimpieza  10.1+2.8 98+45 31.4+90 3.7+£2.1* 11.5+4.8 8.3+4.6 58+26 10.1+7.4




Resultados Experimento | - 73 -

TABLA VII. Conductas en hembras tras la administracion de quinpirole (0.5 mg/kg) en el

periodo adulto expuestas perinatalmente a A’THC. Los valores corresponden a las medias *

E.E.M. * P <0.05, vs. grupo salino; # P < 0.05, vs. grupo vehiculo-quinpirole.

Parametros Hembras 5 min. Tratamiento ASTHC
+ Vehiculo + 0.1 mg/kg + 0.5 mg/kg + 2 mg/kg
Salino Quinpirole Salino Quinpirole Salino Quinpirole Salino Quinpirole
Exploracion 345+43 134+11* 245+78 82+20 283+43 142+16 51.2+81 10.8+3.4*
Autolimpieza  26.5+5.2 0.9+0.6* 153+59 00 126+4.1 04+04 19.0+5.2 1.2+0.6*
Parametros Hembras 60 min. Tratamiento A’THC
+ Vehiculo + 0.1 mg/kg + 0.5 mg/kg + 2 mg/kg
Salino Quinpirole Salino Quinpirole Salino Quinpirole Salino Quinpirole
Exploracion 50.2+57 327+51 281+26 36944 409+6.1 409+14 46.7+7.1 315%3.0
Autolimpieza 14.0+5.1 15+09 23071 9.0+54 18.0+7.8 22+12 23376 3.8+29
Parametros Hembras 120 min. Tratamiento ASTHC
+ Vehiculo + 0.1 mg/kg + 0.5 mg/kg + 2 mg/kg
Salino Quinpirole Salino Quinpirole Salino Quinpirole Salino Quinpirole
Exploracion 424+57 266+44 292+19 33.7+38 265+41 393+42 45769 248+3.7*
Autolimpieza  15.0+4.4 13+11 11.0+52 21.7+13 175+6.1 45+33 12641 0.4+0.3
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5) EFECTOS COMPORTAMENTALES 24 HORAS TRAS EL TRATAMIENTO CRONICO
CON HU210 EN ANIMALES ADULTOS

Los animales tratados crénicamente con HU210 mostraron una alteracién el patrén de
conductas motoras 24 horas tras la ultima administracion del cannabinoide. La figura 1A
muestra un aumento significativo del tiempo empleado en inmovilidad F; 46) = 56.8, P < 0.000,
respecto al grupo tratado crénicamente con vehiculo. Asi mismo, de acuerdo con este resultado
la figura 1B muestra como los animales expuestos a un tratamiento crénico a HU210 también
mostraron un descenso significativo en la actividad locomotora F 46 = 63.49, P < 0.000;
respecto al grupo vehiculo. Sin embargo no se mostraron diferencias significativas entre ambos

grupos en el tiempo empleado en la conducta de autolimpieza.

FIGURA 1. Actividad motora y conducta de autolimpieza en animales adultos 24 h tras ser
tratados crénicamente con HU210 (20 ug/kg). Los valores corresponden a las medias + E.E.M.

* P <0.05, vs. grupo vehiculo.
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5.1. Respuesta comportamental de la estimulacion de los receptores
dopaminérgicos D1 en animales adultos 24 horas tras el tratamiento crénico
con HU210

Los efectos sobre la respuesta comportamental de la administracion aguda del agonista
dopaminérgico D1 SKF38393 (8 mg/kg) 24 horas tras el tratamiento crénico con HU210 se
muestran en las figuras 2, 3y 4. En la figura 2 se muestran los efectos en la conducta de
inmovilidad tras la administracién aguda de SKF38393 en animales expuestos cronicamente
con HU210. En general, el grupo de animales expuesto a HU210 mostré mayor inmovilidad que
el grupo tratado crénicamente con vehiculo. Encontrados diferencias significativas a los 120
min, donde la administracién de SKF38393 produjo un mayor aumento de la inmovilidad en el
grupo tratado crénicamente con HU210 Fy 41y = 7.77, P < 0.019; respecto al grupo vehiculo-
SKF38393.

En la figura 3 se muestran los efectos en la conducta de locomocion tras la
administracion aguda del agonista D1 SKF38393 en animales expuestos crénicamente con
HU210. A los 5 min, la administracién de SKF38393 produjo un descenso significativo en la
actividad locomotora en el grupo tratado crénicamente con HU210 F( 15y = 10.01, P < 0.010;
respecto al grupo vehiculo-SKF38393. Este descenso de la actividad locomotora siguiod
manifestandose a los 20 min tras la administracion de SKF38393 en el grupo tratado
crénicamente con HU210 F(; 11y =10.84, P < 0.008, respecto al grupo vehiculo-SKF38393. A los
60 min solo se observaron diferencias significativas en el grupo tratado crénicamente con
vehiculo por la administracién de SKF38393 que redujo la actividad locomotora F 11y = 5.87, P
< 0.036; respecto al grupo salino. A los 120 minutos, se sigue observando el descenso de la
actividad locomotora en el grupo tratado crénicamente con vehiculo por la administracion de
SKF38393 F(1,11) = 6.83, P < 0.026, respecto al grupo salino. En el grupo tratado cronicamente
con HU210 este descenso tipico de la actividad locomotora por la administracién de SKF38393
se vio potenciado siendo significativamente mas bajo en el grupo tratado con HU210 Fq 15y =
5.32, P < 0.044, respecto al grupo vehiculo-SKF38393

En la figura 4 se muestran los efectos en la conducta estereotipada tras la
administracion aguda del agonista D1 SKF38393 (8 mg/kg) en animales expuestos
crénicamente con HU210. A los 5 min, la administracion de SKF38393 produjo un aumento
significativo de las estereotipias en el grupo tratado cronicamente con vehiculo F 11y = 7.92, P <
0.018, respecto grupo salino. A los 20 min, la administracion de SKF38393 produjo un descenso
en las estereotipias en el grupo tratado crénicamente con HU210 F(; 15y = 5.404, P < 0.042;

respecto al grupo vehiculo-SKF38393. A los 60 y 120 min no se produjeron diferencias
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significativas aunque si se puede destacar que el efecto mostrado a los 20 minutos en el
descenso de estereotipias en el grupo tratado cronicamente con HU210 tiende a mantenerse a
modo de tendencia en estos tiempos.

FIGURA 2. Inmovilidad tras la administracién de SKF38393 (8 mg/kg) en animales adultos 24 h
tras ser tratados cronicamente con HU210 (20 ug/kg). Los valores corresponden a las medias +
E.E.M. * P <0.05, vs. grupo salino; #P < 0.05, vs. grupo vehiculo-SKF38393.
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FIGURA 3. Locomocion tras la administracion de SKF38393 (8 mg/kg) en animales adultos 24 h

tras ser tratados cronicamente con HU210 (20 ug/kg). Los valores corresponden a las medias *

E.E.M. * P <0.05, vs. grupo salino; # P < 0.05, vs. grupo vehiculo-SKF38393.
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FIGURA 4. Estereatipia tras la administracion de SKF38393 (8 mg/kg) en animales adultos 24 h
tras ser tratados cronicamente con HU210 (20 ug/kg). Los valores corresponden a las medias *
E.E.M. * P <0.05, vs. grupo salino; # P < 0.05, vs. grupo vehiculo-SKF38393.
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5.2. Respuesta comportamental de la estimulacion de los receptores
dopaminérgicos D2 en animales adultos 24 horas tras el tratamiento crénico
con HU210

Los efectos en la respuesta comportamental de la administracion aguda del agonista
dopaminérgico D2 quinpirole (0.5 mg/kg) 24 horas tras el tratamiento cronico con HU210 se
muestran en las figuras 5,6 y 7.

En la figura 5 se muestran los efectos en la conducta de inmovilidad tras la
administracion aguda de quinpirole en animales expuestos crénicamente con HU210. A los 5
min, la administracion de quinpirole produjo un aumento significativo en la conducta de
inmovilidad, especialmente en el grupo tratado crénicamente con vehiculo Fy 11y = 39.9 P <
0.000, respecto al grupo salino. A los 20 min, este aumento en el tiempo empleado en
inmovilidad por la administracion de quinpirole se sigue manifestando sobre todo en el grupo
tratado crénicamente con vehiculo F( 11y = 22.6, P < 0.001, respecto al grupo salino. A los 60 y
120 min, la administracién de produce una reduccion significativa en la conducta de inmovilidad
especialmente en el grupo tratado crénicamente con HU210 hallandose diferencias
significativas F;,11) = 14.29, P < 0.004; F(; 11y = 8.66, P < 0.015, respecto al grupo salino.

En la figura 6 se muestran los efectos en la conducta de locomocién tras la
administracion aguda de quinpirole en animales expuestos cronicamente con HU210. A los 5
min, la administracion de quinpirole produce un descenso en la conducta locomotora, siendo
significativo en el grupo tratado crénicamente con vehiculo F( 11y = 12.63, P < 0.005, respecto al
grupo salino. A los 20 min, este descenso de la actividad locomotora solo se mantiene en el
grupo tratado cronicamente con vehiculo Fy 15y = 23.83, P < 0.001, respecto al grupo salino. A
los 60 min, no se observan diferencias significativas aunque si una clara tendencia al aumento
de la actividad locomotora tras la administracion de quinpirole en el grupo tratado crénicamente
con HU210, que es significativamente mayor a los 120 min respecto F 14y = 7.49, P < 0.021 al

grupo salino.

En la figura 7 se muestran los efectos en la conducta estereotipada tras la
administracion aguda de quinpirole en animales expuestos crénicamente con HU210. En
general, no se produjeron diferencias significativas en ningln grupo, aunque es de destacar la
tendencia al incremento de las estereotipias a los 60 y 120 min de la administracion de

quinpirole en ambos grupos tratados cronicamente respecto al grupo salino.
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FIGURA 5. Inmovilidad tras la administracion de quinpirole (0.5 mg/kg) en animales adultos 24 h
tras ser tratados cronicamente con HU210 (20 ug/kg). Los valores corresponden a las medias *

E.E.M. * P <0.05, vs. grupo salino; # P < 0.05, vs. grupo vehiculo-quinpirole.
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FIGURA 6. Locomocion tras la administracién de quinpirole (0.5 mg/kg) en animales adultos 24

h tras ser tratados cronicamente con HU210 (20 pg/kg). Los valores corresponden a las medias

+ E.E.M. * P <0.05, vs. grupo salino; # P < 0.05, vs. grupo vehiculo-quinpirole.
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FIGURA 7. Estereotipia tras la administracion de quinpirole (0.5 mg/kg) en animales adultos 24

h tras ser tratados cronicamente con HU210 (20 pg/kg). Los valores corresponden a las medias

+ E.E.M. * P <0.05, vs. grupo salino; # P < 0.05, vs. grupo vehiculo-quinpirole.

ESTEREOTIPIAS

ESTEREOTIPIAS

35 4

30 4

25 4

20 -

15 -

10

5 min

m Salino
M Quinpirole

35 4

30

Vehiculo

60 min

Vehiculo

HU210

HU210

m Salino
M Quinpirole

ESTEREOTIPIAS

ESTEREOTIPIAS

20 min m Salino
35 - M Quinpirole
30 4
25 4
20 4
15 -

10

Vehiculo HU210

120 min W Salino
60 - B Quinpirole

Vehiculo HU210



Resultados Experimento Il - 84 -

6) EFECTOS COMPORTAMENTALES 96 HORAS TRAS EL TRATAMIENTO CRONICO
CON HU210 EN ANIMALES ADULTOS

Los animales tratados crénicamente con HU210 mostraron una alteracién el patrén de
conductas motoras 24 y 48 horas tras la ultima administracion del cannabinoide. En la figura
8A se muestra el aumento significativo de la conducta de inmovilidad en aquellos animales
tratados cronicamente con HU210 24 y 48 h tras la ultima administracion Fg s = 21.56, P <
0.000; F134 = 16.13, P < 0.000, respecto al grupo vehiculo. La figura 8B muestra un descenso
significativo de la actividad locomotora en aquellos animales tratados cronicamente con HU210
24 y 48 h tras la ultima administracion Fis; = 16.81, P < 0.000; Fu 34 = 6.31, P < 0.017,
respecto al grupo vehiculo. Sin embargo este patrén de conducta motora alterada se estabiliza
a las 72 y 96 h después de la ultima administracién del tratamiento crénico con HU210 no

encontrandose diferencias significativas.

FIGURA 8. Actividad motora en animales adultos 96 h tras ser tratados cronicamente con

HU210 (20 ng/kg). Los valores corresponden a las medias + E.E.IM. * P < 0.05, vs. grupo

vehiculo.
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6.1. Efectos de la estimulacion de los receptores D2 en animales adultos 96horas
tras el tratamiento crénico con HU210

Los efectos en la respuesta comportamental de la administracién aguda del agonista
dopaminérgico D2 quinpirole (0.25 y 0.5 mg/kg) 96 horas tras el tratamiento crénico con HU210

se muestran en las figuras 9, 10 y 11.

En la figura 9 se muestran los efectos en la conducta de inmovilidad tras la
administracion aguda de quinpirole, 96 horas después de la exposicion cronica con HU210. A
los 5 min, la administracion de quinpirole produce un aumento de la conducta de inmovilidad,
siendo significativo en el grupo tratado crénicamente con vehiculo en la dosis 0.25 mg/kg de
quinpirole Fg17= 4.54 P < 0.029 respecto al grupo salino. A los 30 min, la administracion de
quinpirole 0.25 mg/kg sigue mostrando un aumento en la conducta de inmovilidad siendo
significativo en el grupo tratado crénicamente con HU210 Fp 1= 17.96 P < 0.000 respecto al
grupo salino. Mientras que la administracion de quinpirole 0.5 mg/kg produjo un descenso
notable en esta conducta en el grupo tratado crénicamente con vehiculo F 7= 5.07 P < 0.021,
respecto al grupo salino; asi como produjo un descenso de la inmovilidad mayor en el grupo
tratado cronicamente con HU210 siendo significativamente mas reducido F 14y = 9.4, P < 0.012,
respecto al grupo vehiculo-quinpirole 0.5 mg/kg. A los 60 y 120 min, la administracion de
quinpirole no produjo diferencias significativas en la conducta de inmovilidad, sin embargo se
observa una tendencia al descenso en esta conducta en ambos tiempos, siendo mas
pronunciada en el caso del grupo expuesto crénicamente a HU210, Fp 7= 3.29 P < 0.065;
F17= 3.33 P < 0.063, respecto al grupo salino.

En la figura 10 se muestran los efectos en la conducta de locomocién tras la
administracion aguda de quinpirole, 96 horas después de la exposicion crénica con HU210. A
los 5 min, la administracién de quinpirole no produjo diferencias significativas aunque se
observa una tendencia al descenso de la actividad locomotora. A los 30 min, la administracion
de quinpirole produjo un grave descenso en la conducta locomotora, las dosis de 0.25 y 0.5
mg/kg produjeron una reduccion de esta actividad tanto en el grupo tratado crénicamente con
vehiculo, F(,17)= 5.63 P < 0.015; como el tratado con HU210,, F 1= 18.34 P < 0.000, respecto
al grupo tratado con salino. Sin embargo, el descenso de la actividad locomotora provocado por
la administracion de la dosis de quinpirole 0.5 mg/kg en el grupo tratado crénicamente con
HU210 fue significativamente menor que la producida por la misma dosis en la condicién de
tratamiento cronico con vehiculo, F 11y = 21.66, P < 0.001 respecto al grupo vehiculo-quinpirole

0.5 mg/kg. Manifestando una alteracién en la respuesta ante la administracion de quinpirole 0.5
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mg/kg por el tratamiento crénico previo con HU210. A los 60 min, la administracion de la dosis
de quinpirole 0.25 mg/kg sigue manifestando una reduccién en la conducta locomotora tanto en
el grupo tratado cronicamente con vehiculo como en el de HU210. Por el contrario, la
administracion de la dosis de 0.5 mg/kg parece incrementar la actividad de esta conducta
especialmente en el grupo tratado crénicamente con HU210. A los 120 min, solo la
administracion de quinpirole 0.5 mg/kg produjo diferencias significativas en el grupo tratado
cronicamente con HU210, en concreto produjo un gran aumento de la conducta locomotora
Fe.17= 9.86 P < 0.002, respecto al grupo salino, asi como este aumento se muestra con una
tendencia mucho mayor que en el caso de la administracién de la misma dosis en el grupo
tratado cronicamente con vehiculo Fgy.1) = 4.79, P < 0.053, respecto al grupo vehiculo-
quinpirole 0.5 mg/kg. Esta es una muestra de la sensibilizacién de la conducta locomotora 96 h
después del tratamiento cronico con HU210 ante el desafio con el agonista D2, quinpirole en la

dosis de 0.5 mg/kg.

En la figura 11 se muestran los efectos en la conducta estereotipada tras la
administracion aguda de quinpirole, 96 horas después de la exposicion cronica con HU210. A
los 5 min, la administracion de quinpirole muestra una tendencia al incremento en el numero de
estereotipias solo en el grupo tratado crénicamente con HU210, siendo mayor esta tendencia
con la dosis mas alta de quinpirole. A los 30 min, no se produjeron diferencias significativas por
la administracién de quinpirole en el grupo tratado crénicamente con vehiculo respecto al grupo
salino. Sin embargo en el grupo tratado crénicamente con HU210, se observa un gran aumento
de las estereotipias por la administracion de ambas dosis de quinpirole, mostrando una
tendencia mayor en la dosis mas alta, F17= 15.39 P < 0.000 respecto al grupo salino. Ademas
este incremento en la conducta estereotipada fue también significativamente en ambas dosis en
el grupo tratado crénicamente con HU210 respecto al tratado crénicamente con vehiculo, de
modo que la dosis de quinpirole 0.25 mg/kg F.11y) = 39.1, P < 0.000, y la dosis de quinpirole 0.5
mg/kg Fu.11) = 21.24, P < 0.001, respecto al grupo vehiculo-quinpirole respectivamente. A los 60
min, la administracion de quinpirole produjo un leve incremento de las estereotipias en el grupo
tratado crénicamente con vehiculo sin llegar a ser significativo. En grupo tratado cronicamente
con HU210 la administracién de 0.25 mg/kg de quinpirole también produjo un incremento de las
estereotipias sin llegar a ser significativo, sin embargo la administracion de la dosis de 0.5
mg/kg de quinpirole produjo un gran incremento de la conducta estereotipada en los animales
tratados cronicamente con HU210 F(,17= 6.79 P < 0.008 respecto a la administracion de salino
en este mismo grupo de tratamiento cronico, asi como Fq 15y = 6.5, P < 0.029 respecto al grupo
tratado con vehiculo-quinpirole 0.5 mg/kg. A los 120 min, la administracion de quinpirole sigue
mostrando un incremento en las estereotipias en ambos grupos tratados crénicamente, siendo
significativo este aumento solamente en la administracion de la dosis mas alta de quinpirole 0.5

mg/kg, en el grupo tratado crénicamente con vehiculo F( 7= 4.58 P < 0.028, respecto al grupo
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salino del mismo grupo de tratamiento crénico; asi como en el grupo tratado crénicamente con
HU210 F 1= 8.02 P < 0.004, respecto al grupo salino del mismo grupo de tratamiento cronico;
mostrando este ultimo grupo una tendencia mayor en el incremento delas estreotipias respecto
al grupo tratado crénicamente con vehiculo con la misma dosis de quinpirole. Al igual que en
los resultados anteriores se sigue manifestando, en este caso de una forma mas pronunciada,
la sensibilizacién causada por el tratamiento crénico de HU210 96h antes ante el desafio con el

agonista D2 quinpirole, en especial con la dosis mas alta.
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FIGURA 9. Inmovilidad tras la administracion de quinpirole (0.25 y 0.5 mg/kg) en animales
adultos 96 h tras ser tratados crénicamente con HU210 (20 pg/kg). Los valores corresponden a

las medias + E.E.M. * P < 0.05, vs. grupo salino; # P < 0.05, vs. grupo vehiculo-quinpirole.
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FIGURA 10. Locomocion tras la administracion de quinpirole (0.25 y 0.5 mg/kg) en animales
adultos 96 h tras ser tratados crénicamente con HU210 (20 pg/kg). Los valores corresponden a

las medias + E.E.M. * P < 0.05, vs. grupo salino; # P < 0.05, vs. grupo vehiculo-quinpirole.
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FIGURA 11. Estereotipia tras la administracion de quinpirole (0.25 y 0.5 mg/kg) en animales
adultos 96 h tras ser tratados crénicamente con HU210 (20 pg/kg). Los valores corresponden a

las medias + E.E.M. * P < 0.05, vs. grupo salino; # P < 0.05, vs. grupo vehiculo-quinpirole.
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7) EFECTOS COMPORTAMENTALES 24 HORAS TRAS EL TRATAMIENTO CRONICO
CON WIN 55212-2 EN ANIMALES ADULTOS

Los resultados tras el tratamiento crénico con el agonista cannabinoide WIN55210 (4
mg/kg) durante 14 dias, muestran alteraciones comportamentales conductuales en condiciones
basales; produciéndose un aumento significativo en los grupos tratados crénicamente con el
cannabinoide tanto de la conducta de locomocion, Fy47= 5.79, P < 0.020, como de las
estereotipias F(1.47= 6.26, P< 0.016, respecto al los animales tratados cronicamente con
vehiculo. Sin embargo, no se mostraron diferencias significativas en la conducta de inmovilidad

y en la de autolimpieza en los animales tratados cronicamente con WIN55212.

FIGURA 12. Actividad motora, estereotipias y conducta de autolimpieza en animales adultos 24
h tras ser tratados cronicamente con WIN55212 (4 mg/kg). Los valores corresponden a las

medias + E.E.M. * P < 0.05, vs. grupo vehiculo.
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7.1. Respuesta comportamental de la estimulacion de los receptores
dopaminérgicos D2 en animales adultos 24 horas tras el tratamiento crénico
con WIN55212-2

Los efectos sobre la respuesta comportamental tras la administracion aguda del
agonista dopaminérgico D2 quinpirole (0.5 mg/kg) en animales tratados crénicamente con
WIN55212 se muestran en las figuras 13, 14 y 15.

En la figura 13, se muestran los efectos en la conducta de inmovilidad tras la
administracion aguda de quinpirole, 24 horas tras el cese del tratamiento crdnico con
WIN55212. A los 5 min, la administraciéon quinpirole produjo un aumento significativo en la
conducta de inmovilidad tanto en el grupo tratado crénicamente con vehiculo F( 11)= 23.47, P<
0.001; como en el grupo tratado crénicamente con WIN55212 F; 11y= 134.91, P< 0.000 respecto
al grupo salino. Pero este incremento en la conducta de inmovilidad se acentu6 de forma
significativa por el tratamiento cronico con WIN55212, F(; 5= 10.58, P< 0.008 respecto a la
producida en el grupo vehiculo-quinpirole. A los 60 min, la administracion de quinpirole produjo
un descenso siginificativo en la conducta de inmovilidad en ambos grupos de tratamiento
crénico, el vehiculo-quinpirole Fq 1= 22.74, P< 0.001; y el de WIN55212-quinpirole F 11)=
14.58, P< 0.003, respecto al grupo al que se le administré salino. A los 120 min, se sigui6
observando esta reduccidn siginificativa en la conducta de inmovilidad en los dos grupos por la
administracion de quinpirole, grupo vehiculo-quinpirole F(; 11y= 18.37, P< 0.002; y en el grupo de
WIN55212-quinpirole Fy 11y= 14.29, P< 0.003 respecto a la administracion de salino.

En la figura 14, se muestran los efectos en la conducta de locomocion tras la
administracion aguda de quinpirole, 24 horas tras el cese del tratamiento crénico con
WIN55212. A los 5 min, tras la administraciébn de quinpirole se produjo un descenso
siginificativo de la locomocién en ambos grupos de tratamiento crénico, vehiculo-quinpirole
Fain=9.75, P< 0.011; y en el grupo WIN55212-quinpirole F 1= 28.91, P< 0.000, respecto a la
administracion de salino. A los 30 min, se produjo un aumento significativo en la conducta de
locomocion del grupo de tratamiento cronico de WIN55212 por la administracion de quinpirole,

F.12= 9.05, P< 0.012 respecto al grupo vehiculo-quinpirole.

En la figura 15, se muestran los efectos en la conducta de estereotipia tras la
administracion aguda de quinpirole, 24 horas tras el cese del tratamiento crénico con
WIN55212. A los 5 min, la administracion de quinpirole produjo diferencias significativas en el
grupo tratado crénicamente con WIN55212 F, 1= 9.47, P< 0.011 respecto al grupo salino, por

la disminucién en la actividad estreotipada; observandose tambien esa tendencia en el grupo de
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tratamiento crénico con vehiculo por la administracion de quinpirole, F1,= 4.15, P< 0.066
respecto al grupo salino. A los 30 min, la administracién de quinpirole produce un aumento en
las estereotipias tanto en el grupo de tratamiento cronico vehiculo, Fq 1= 13.69, P< 0.004,
como la tendencia a este incremento en el grupo de tratamiento cronico con WIN55212
respecto al grupo salino; ademas también parece existir una tendencia de diferencia en el
efecto de la administracién de quinpirole por el tratamiento crénico con WIN55212, Fy 1= 3.75,
P< 0.079 respecto al grupo de tratamiento crénico vehiculo. A los 60 min, la administracién de
quinpirole produjo un incremento siginificativo de la esterotipias tanto en el grupo tratado
cronicamente con vehiculo F(11)= 82.44, P< 0.000; como en el tratado con WIN55212 F 15)=
5.22, P< 0.043 respecto a la administracion de salino. Ademas la tendencia observada sobre la
diferencia en la respuesta de la administracion de quinpirole en ambos grupos de tratamiento
cronico tendié a incrementarse de modo que la administracién de quinpirole produjo una
potenciacion en la respuesta de incremento de la estreotipias en el grupo tratado cronicamente
con el agonista cannabinoide WIN55212, F( 1= 6.47, P< 0.027, respecto al grupo vehiculo-
quinpirole. A los 120 min, la administracién de quinpirole siguié produciendo un incremento
siginificativo en las estereotipias tanto en el grupo de tratamiento crénico vehiculo F 11)= 28.23,
P< 0.000, como en el grupo de tratamiento cronico WIN55212 F; 1= 38.93, P< 0.000, respecto
a la administracion de salino. Sin embargo, en este caso no se produjeron diferencias

siginificativas en el efecto del quinpirole entre ambos tratamientos crénicos.
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FIGURA 13. Inmovilidad tras la administracion de quinpirole (0.5 mg/kg) en animales adultos 24
h tras ser tratados crénicamente con WIN55212 (4 mg/kg). Los valores corresponden a las

medias + E.E.M. * P < 0.05, vs. grupo salino; # P < 0.05, vs. grupo vehiculo-quinpirole.
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FIGURA 14. Locomocién tras la administracion de quinpirole (0.5 mg/kg) en animales adultos

24 h tras ser tratados cronicamente con WIN55212 (4 mg/kg). Los valores corresponden a las

medias + E.E.M. * P < 0.05, vs. grupo salino; # P < 0.05, vs. grupo vehiculo-quinpirole.
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FIGURA 15. Estereotipia tras la administracién de quinpirole (0.5 mg/kg) en animales adultos 24
h tras ser tratados crénicamente con WIN55212 (4 mg/kg). Los valores corresponden a las

medias + E.E.M. * P < 0.05, vs. grupo salino; # P < 0.05, vs. grupo vehiculo-quinpirole.
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8) EFECTOS EN LA LIBERACION DE DOPAMINA EN EL ESTRIADO DORSAL EN
ANIMALES ADULTOS 24 HORAS TRAS EL TRATAMIENTO CRONICO CON

WIN55212

En la figura 1 se muestran los efectos en los niveles basales del neurotransmisor
dopamina en el estriado dorsal 24 horas tras el tratamiento crénico con el agonista

cannabinoide WIN55212 en animales adultos.

Las muestras recogidas a lo largo del experimento no mostraron diferencias
significativas en las concentraciones del neurotransmisor dopamina en el estriado dorsal entre

los grupos tratados crénicamente con el agonista cannabinoide y los tratados con vehiculo en

condiciones basales.

FIGURA 1. Liberacién de dopamina en el estriado dorsal en animales adultos 24 h tras ser
tratados crénicamente con WIN55212 (4 mg/kg). Los valores corresponden a las medias +

E.E.M. * P <0.05, vs. grupo vehiculo.
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8.1. Respuesta neuroquimica de la liberacion de dopamina en el estriado dorsal
por la estimulacién de los receptores dopaminérgicos D2 en animales adultos

24 horas tras el tratamiento cronico de WIN55212-2

En la figura 2 se muestran los efectos en la liberacion del neurotransmisor dopamina en
el estriado dorsal tras la estimulacion de los receptores D2 con el agonista dopaminérgico
quinpirole (0.5 mg/kg) en animales tratados cronicamente con el agonista cananbinoide
WIN55212.

La administraciéon del agonista dopaminérgico D2 quinpirole produjo diferencias
siginificativas en las concentraciones de dopamina respecto a los animales a los que se les
administré salino, produciendo un descenso en la liberacion de dopamina en el estriado dosal
tanto en el grupo de tratamiento cronico vehiculo como en el de WIN55212. Sin embargo, el
tratamiento crénico con el agonista cannabinoide WIN55212 no mostré producir diferencias
significativas en la respuesta neuroquimica de descenso de liberacion de dopamina en el

estriado dorsal tras la administracién de quinpirole con respecto al grupo vehiculo-quinpirole.

FIGURA 2. Liberacion de dopamina en el estriado dorsal tras la administracion de quinpirole
(0.5 mg/kg) en animales adultos 24 h tras ser tratados cronicamente con WIN55212 (4 mg/kg).

Los valores corresponden a las medias + E.E.M. * P < 0.05, vs. grupo vehiculo-quinpirole.
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9) EFECTOS EN LA LIBERACION DE GABA EN EL GLOBO PALIDO EN ANIMALES
ADULTOS 24 HORAS TRAS EL TRATAMIENTO CRONICO CON WIN 55212-2

En la figura 3 se muestran los efectos en los niveles basales del neurotransmisor
GABA en el globo palido 24 horas tras el tratamiento cronico con el agonista cannabinoide

WIN55212 en animales adultos.

El tratamiento crénico con el agonista cannabinoide WIN55212 produjo diferencias
significativas produciendo un aumento en la concentracion del neurotransmisor GABA, en el
globo palido F(; 11)= 8.22, P< 0.017, con respecto al grupo tratado cronicamente con vehiculo en

condiciones basales.

FIGURA 3. Liberacién de GABA en el globo palido en animales adultos 24 h tras ser tratados
crénicamente con WIN55212 (4 mg/kg). Los valores corresponden a las medias + E.E.M. * P <

0.05, vs. grupo vehiculo.
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9.1. Respuesta neuroquimica de la liberacién de GABA en el globo palido por la
estimulacidon de los receptores dopaminérgicos D2 en animales adultos 24

horas tras el tratamiento crénico de WIN55212-2

En la figura 4 se muestran los efectos en la liberacion del neurotransmisor GABA en el
globo palido tras la estimulacion de los receptores D2 con el agonista dopaminérgico quinpirole
(0.5 mg/kg) en animales tratados crénicamente con el agonista cananbinoide WIN55212.

La administracion del agonista dopaminérgico D2 quinpirole produjo un descenso
siginificativo en la liberacibn de GABA en el globo pélido tanto en el grupo de tratamiento
crénico vehiculo como en el grupo de tratamiento WIN55212, respecto a los animales a los que
se les administré salino. Sin embargo, el tratamiento crénico con el agonista cannabinoide
WIN55212 no mostré producir diferencias significativas en la respuesta neuroquimica de
descenso de liberacion de GABA en el estriado dorsal tras la administracion de quinpirole con

respecto al grupo vehiculo-quinpirole.

FIGURA 4. Liberacién de GABA en el globo pélido tras la administracién de quinpirole (0.5
mg/kg) en animales adultos 24 h tras ser tratados cronicamente con WIN55212 (4 mg/kg). Los

valores corresponden a las medias + E.E.M. * P < 0.05, vs. grupo vehiculo-quinpirole.
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1) EFECTOS COMPORTAMENTALES DE LA ACTIVACION DOPAMINERGICA EN EL
ANIMAL ADULTO TRAS EL TRATAMIENTO CRONICO CON A°THC DURANTE EL
PERIODO PERINATAL

La exposicién perinatal con A°THC no parece haber sido perjudicial o toxica en cuanto
al adecuado crecimiento de los animales hasta el periodo adulto, pues no se han observado
diferencias significativas en los resultados obtenidos sobre distintos parametros gestacionales y

postnatales.

Sin embargo, si se han detectado ciertas tendencias en algunos parametros en los
grupos tratados con A°THC, mostrando un mayor consumo tanto de agua como de comida en el
periodo gestacional y de lactancia con respecto al grupo vehiculo. De hecho, la ganancia de
peso en las madres, definida como la diferencia entre el peso el dia antes del nacimiento de las
crias y el dia antes de la fecundacion, fue mayor en aquellos animales tratados con la dosis
més alta de A’THC. Esta tendencia podria ser debido a uno de los efectos caracteristicos de los
cannabinoides que es la produccién de hiperfagia ( Williams y Kirkham, 1999; Berry y
Mechoulam, 2002).

1.1. Modificaciones del comportamiento motor en el periodo adulto por la

exposicion perinatal con A*THC

La presencia del sistema cannabinoide endégeno desde las etapas tempranas del
desarrollo, como la gestacion y periodo postnatal (Fernandez-Ruiz et al., 2000; Rodriguez de
Fonseca et al., 1993), plantea la participacion de este sistema en los procesos de desarrollo del
SNC en el organismo. La activacion del sistema cannabinoide enddgeno durante estas etapas
de suma plasticidad va a producir cambios ontogenéticos no solo en la maduracién de los
sistemas de neurotransmision, sino también en la expresion de las conductas relacionadas con
estos sistemas.

Los resultados de este trabajo muestran que efectivamente la exposicion perinatal al
agonista cannabinoide A°THC ha producido una modificacién en la expresién de las conductas
motoras, en condiciones basales, en el periodo adulto. Las alteraciones en las conductas
psicomotoras, mostradas tanto en animales macho como en hembra, consistieron en un
incremento significativo del tiempo empleado en inmovilidad, asi como un descenso en la

conducta de locomocién en el periodo adulto por la exposicién perinatal a A°THC. Estos efectos
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son consistentes con los resultados hallados en otros estudios sobre exposicién perinatal a
cannabinoides, en los que en el periodo adulto se mostr6 una alteracion psicomotora
caracterizada por la atenuacién de las conductas motoras (Fernandez-Ruiz et al., 1994; Fride y
Mechoulam, 1996a,b; Navarro et al., 1994a,b).

Los cambios producidos en el comportamiento psicomotor, en los animales tratados
perinatalmente con cannabinoides, estan relacionados directamente con la capacidad del
sistema cannabinoide enddégeno de interaccionar funcionalmente con los sistemas de
neurotransmision implicados en las conductas motoras, como son GABA, glutamato y

dopamina.

En la actualidad no existen muchos trabajos sobre los efectos de la exposicidn perinatal
a cannabinoides sobre la neurotransmision de GABA y glutamato; aunque si se ha mostrado
gue la exposicion perinatal a cannabinoides produce una sensibilizacion a la administracion del
agonista del receptor GABAérgico GABA-B baclofen, produciendo una potenciacion del
descenso de la actividad motora (Garcia-Gil et al., 1999a); y estudios sobre la neurotransmision
de glutamato, han mostrado un descenso en sus niveles en el hipocampo en los animales

tratados perinatalmente con cannabinoides (Mereu et al., 2003).

Los efectos mas conocidos en cuanto a los cambios en la neurotransmision
relacionados con el comportamiento motor producidos por la exposicién perinatal con
cannabinoides son sobre el sistema dopaminérgico. Distintos estudios han mostrado que los
animales tratados perinatalmente con cannabinoides mostraban alteraciones en la
neurobiologia de la neurotransmisién dopaminérgica, mostrando un decremento en la expresion
génica y en la actividad de la enzima de sintesis de la dopamina la tirosina hidroxilasa (Bonnin
et al., 1994,1995; Suarez et al., 2000), o manifestando cambios en la actividad dopaminérgica
en estructuras relacionadas con el comportamiento motor como el estriado (Navarro et al.,
1994a; Rodriguez de Fonseca et al., 1991a, 1992hb).

Los cambios producidos en los circuitos de neurotransmision de los ganglios basales, y
especialmente en el sistema de neurotransmisién dopaminérgico, por la activacion del sistema
cannabinoide enddgeno en las etapas de desarrollo perinatal podrian ser el origen de las
modificaciones en el comportamiento motor observadas en los animales expuestos

perinatalmente a cannabinoides.

De este modo las alteraciones descritas en la neurobiologia del sistema de
neurotransmisién dopaminérgico, producidas por la accién de los cannabinoides en la etapa

perinatal, podrian ponerse de manifiesto en cuanto a su influencia sobre el comportamiento
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motor mediante el estudio de la respuesta comportamental a la activacion del sistema

dopaminérgico en animales tratados perinatalmente con cannabinoides.

1.2. Dimorfismo sexual por la exposicion perinatal con A’THC: cambios

neuroendocrinos en el periodo adulto

El sistema cannabinoide endégeno esta presente en el centro de regulaciéon de las
funciones neuroendocrinas del organismo, el hipotdlamo; también se encuentra presente en
otras regiones del encéfalo como la amigdala central que regulan la actividad hipotalamica
(Herkenham et al.,, 1990; Mailleux y Vanderhaeguen, 1992), y en o6rganos periféricos del
organismo relacionados con la regulacion del eje hipotalamico-hipofisiario-gonadal, como son
los ovarios y los testiculos (Galiegue et al., 1995; Gerard et al., 1991).

De acuerdo con los resultados, la exposicidn perinatal al agonista cannabinoide A’THC
ha producido una alteracién en el patron neuroendocrino de actividad del eje hipotalamico-
hipofisiario-adrenal o HPA en el periodo adulto. Esta alteracién presenta un dimorfismo sexual
ya que mientras que los animales macho expuestos perinatalmente a A°THC muestran un
descenso significativo en los niveles plasmaticos de la hormona corticoesterona, respecto al
grupo vehiculo, los animales hembra mostraron un aumento. No se obtuvieron diferencias
significativas en cuanto a los niveles plasmaticos de la hormona ACTH, sin embargo se observa
una tendencia al descenso, al igual que en el resultado anterior, en el grupo de animales macho
expuestos a la dosis mas alta de A’°THC. Estos resultados estan en concordancia con los de
otros estudios realizados sobre exposicion perinatal a cannabinoides, en los que a dosis
mayores de A’THC se encontraron alteraciones significativas tanto en corticosterona como en
ACTH y en CRH (Del Arco et al., 2000; Navarro et al., 1994b, 1995; Rubio et al., 1995, 1998).

Las modificaciones producidas en el eje HPA, serian causadas por su activacion
continuada producida por los cannabinoides en el periodo perinatal a través de la liberacion del
factor liberador de corticotropina CRH (Murphy et al., 1998; Rodriguez de Fonseca et al., 1991b,
1997). Los cannabinoides podrian ejercer una accién directa por la presencia del receptor
cannabinoide CB1 en el hipotalamo ventromedial, centro de localizacion de los cuerpos
celulares de las neuronas CRH (Herkenham et al., 1991b; Fernandez-Ruiz et al., 1997), o bien
una accion indirecta por la capacidad de los cannabinoides de interactuar con la regulacion de
ciertos neurotransmisores implicados en la liberacion de esta hormona (Chen et al., 1990; Di et
al., 2003; Murphy et al., 1990b; Rodriguez de Fonseca et al., 1992c). De este modo la

estimulacién de la liberacién de la hormona CRH produciria una sefial en cascada, que activaria
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la liberacién de ACTH y finalmente la de los glucocorticoides. La activacion permanente del eje
HPA en desarrollo, por la exposicién perinatal a cannabinoides, podria producir una
modificacién neuroadaptativa en este eje por los efectos neurotdxicos del incremento de
glucocorticoides durante la ontogenia del SNC (McCormick et al., 1995; Demiere et al., 1992;
Rodriguez de Fonseca et al., 1997; Rubio et al., 1995, 1998). Distintos estudios han mostrado
gue el aumento de corticosterona en el SNC podria afectar no solo a la neurotransmision
dopaminérgica, sino también a la respuesta locomotora en los animales (Deroche et al., 1995;
Marinelli y Piazza, 2002; Piazza et al., 1996a,b).

Los resultados obtenidos en la hormona prolactina, no muestran diferencias
significativas por la exposicion perinatal con A°THC. Aunque los estudios realizados sobre la
administracion aguda de cannabinoides muestran una inhibicién en la secrecién de prolactina
(Ho et al., 2000; Murphy et al., 1990b, 1998; Rodriguez de Fonseca et al., 1992c), otros
estudios de exposicion perinatal a cannabinoides no mostraron tampoco diferencias
significativas en el periodo adulto (Del Arco et al., 2000; Navarro y Rodriguez de Fonseca,
1998b). La prolactina es una hormona que se encuentra bajo el control dopaminérgico en el
ndcleo arqueado del hipotalamo, y aunque no parecen mostrarse cambios en su liberacion tras
la exposicion perinatal a cannabinoides, es posible que existan alteraciones silenciosas en la
actividad de las neuronas dopaminérgicas del hipotalamo como resultado de la activacion
cannabinoide durante la ontogénesis. De este modo, estudios realizados en el periodo
peripuberal de los animales, asi como estudios de desafio con agonistas de dopamina han
mostrado alteraciones en la secrecion de esta hormona como consecuencia de la exposicion
perinatal con cannabinoides (Fernandez-Ruiz et al., 1994; Garcia-Gil et al., 1996; Rodriguez de
Fonseca et al., 1991a). La exposicion perinatal a cannabinoides podria producir cambios en la
actividad hipotalamica, influyendo sobre los niveles de prolactina, en el periodo peripuberal pero

desapareciendo este efecto con el desarrollo en la edad adulta

Como se ha comentado anteriormente el sistema cannabinoide endégeno también esta
presente en el eje hipotalamico-hipofisiario-gonadal o HPG. Los estudios de administracion
aguda de cannabinoides muestran una inhibicion directa en la secrecién de la hormona
luteinizante, mostrandose de forma mas clara cuando los animales estaban gonadectomizados
(Murphy et al., 1990a, 1996, 1998; Wenger et al., 1999, 2001); sin embargo los estudios de
exposicion perinatal con cannabinoides muestran un incremento durante los periodos de
desarrollo, desapareciendo este efecto en la edad adulta (Wenger et al., 1991, 1997). En este
estudio no se han obtenido alteraciones significativas en los niveles plasmaticos de la hormona
luteinizante en el periodo adulto por la exposicién perinatal a A°THC, aunque puede que como

en el estudio anterior dicha alteracién solo se manifieste durante los periodos de desarrollo y no
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en la etapa adulta. Las posibles alteraciones en el eje HPG podrian explicar el caracter
sexualmente dimorfico de los resultados comportamentales producidos por la exposicién
perinatal a cannabinoides en los distintos estudios (Dalterio y Bartke, 1979; Navarro et al.,
1996), asi como en los resultados obtenidos en este trabajo por la estimulacién con agonistas

de dopamina en animales perinatalmente tratados con A°THC.

En el dimorfismo sexual hallado en los resultados suele prevalecer, al igual que en otro
estudios, una mayor sensibilidad en la respuesta comportamental de los machos frente a las
hembras. Este hecho podria deberse a las diferencias en la expresién génica del receptor
cannabinoide CB1 en la hipéfisis anterior, existiendo una mayor presencia en los machos que
en las hembras. En las hembras esta expresion del receptor cannabinoide CB1 ha mostrado ser
variable de acuerdo con el ciclo ovarico; aunque aun asi y en condiciones de gonadectomia los
machos seguirian exhibiendo una mayor densidad del receptor cannabinoide CB1(Gonzalez et
al., 2000; Rodriguez de Fonseca et al., 1994b)

1.3. Alteraciones en la respuesta comportamental de activaciéon dopaminérgica en

el periodo adulto por la exposicion perinatal con A’THC

Los efectos del tratamiento crénico con cannabinoides en la etapa perinatal sobre la
funcionalidad de los ganglios de la base y el sistema dopaminérgico en el control y regulacion
de las conducta motoras, se manifiesta en este estudio a través de las alteraciones en la
respuesta comportamental tras la estimulacién de los receptores de dopaminérgico D1/D2 en

animales expuestos perinatalmente a A°THC.

Como se muestra en diversos estudios la administracion de una dosis de 0.1 mg/kg del
agonista dopaminérgico D1/D2 apomorfina en animales suele afectar la conducta de
inmovilidad, la locomocién y las estereotipias (Usiello et al., 2000; Wilcox et al., 1980, 1990). En
este estudio los resultados muestran que el tratamiento perinatal con A°THC en los animales
macho ha producido una alteracion en cuanto a la respuesta comportamental inducida por de la
administracion aguda del agonista dopaminérgico D1/D2 apomorfina, ya que los grupos de
animales macho expuestos perinatalmente a A®THC mostraron una potenciacion de los efectos
sobre la conducta de inmovilidad, en la disminucién de la locomocién y de la conducta
exploratoria respecto de los animales que recibieron la misma dosis de apomorfina pero su
tratamiento perinatal fue el de vehiculo. Las modificaciones en la respuesta comportamental de
la estimulacion de los receptores D1/D2 con el agonista dopaminérgico apomorfina podria ser
el resultado de la alteraciéon en la ontogénesis del sistema dopaminérgico asi como de la

sensibilidad de los receptores dopaminérgicos D1 y D2 en las estructuras cerebrales implicadas
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con el control de las conductas motoras como el sistema dopaminérgico nigroestriado
(Fernandez-Ruiz et al., 1992, 1994; Rodriguez de Fonseca., 1990, 1991a).

La administracion aguda del agonista dopaminérgico D2 quinpirole en dosis de 0.5
mg/kg produce un efecto bifasico en la conducta de los animales, comenzando por una fase de
incremento de la inmovilidad para posteriormente de los 30 a los 120 min. tras su administracion
mostrar un aumento en las conductas motoras y estereotipadas (Eilam y Szechtman, 1989;
Sullivan et al, 1998). Los resultados de este estudio manifiestan que la exposicidn perinatal a
A’THC en los animales macho ha producido una alteracion en la respuesta comportamental
inducida por la estimulacién de los receptores D2 mediante la administracién aguda del agonista
dopaminérgico quinpirole, mostrandose de una forma mas marcada que en el desafio anterior
con el agonista dopaminérgico D1/D2 apomorfina. Las alteraciones en la respuesta
comportamental tras la estimulacion de los receptores D2 consistié en la potenciacion de la
inmovilidad caracteristica tras la administracion de quinpirole en los animales tratados
perinatalmente con A’THC; asi como por la aparicion de una respuesta de tolerancia a los
efectos del aumento de la actividad estereotipada a los 60 y 120 minutos tras la administracién
de quinpirole, siendo este efecto dosis dependiente, de modo que la actividad estereotipada se
redujo en funcién de la dosis de A’THC a la que fueron expuestos los animales en el periodo

perinatal.

Los resultados muestran que las alteraciones producidas en el comportamiento motor
por la exposicion perinatal con A°THC parecen manifestarse de una forma méas pronunciada por
la estimulacién del receptor dopaminérgico D2 mediante el agonista dopaminérgico quinpirole.
Distintos estudios, realizados sobre modelos animales de la enfermedad de Parkinson asi
como con ratones knock-out han mostrado la importancia de la implicacion del receptor
dopaminérgico D2 en las funciones de control y coordinacidon de las conductas motoras por
encima de los demas receptores de dopamina (Picetti et al., 1997; Saiardi et al., 1998; Usiello et
al., 2000). Estudios realizados con primates no humanos, han mostrado que la coadministracién
de cannabinoides y agonistas dopaminérgicos D2 producian una potenciacion de la sedacion
inducida por los cannabinoides, no llegandose a producir este efecto por la administraciéon de

agonistas dopaminérgicos D1 (Meschler et al., 2000).

De acuerdo con la caracterizacion neurofarmacolégica de los efectos motores bifasicos
de la administracién de una dosis baja de quinpirole, la supresion del movimiento tras la
administracion se produciria por la activacion de los autoreceptores dopaminérgicos

presinapticos D2; mientras que la aparicién de la hiperactividad tendria lugar por la posterior
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activacion de los receptores dopaminérgicos postsinapticos D2 (Eilam y Szechtman, 1989;
Picetti et al., 1997).

En los resultados hallados en los grupos expuestos perinatalmente a A°THC la
alteracion en la respuesta comportamental producida por la administracién de quinpirole,
caracterizada por la potenciacion de la hipoactividad en la fase inicial, asi como por el descenso
de la hiperactividad en la fase posterior, revelan la alteracion en el desarrollo de los receptores
dopaminérgicos D2 en el control y regulacién de las conductas motoras como también se ha
mostrado en otros estudios de exposicion perinatal a cannabinoides (Fernandez-Ruiz et al.,
1994; Rodriguez de Fonseca et al., 1991a).

De este modo, los resultados sugieren que la exposicién perinatal con A°THC podria
haber incrementado la sensibilidad presinaptica de los autoreceptores dopaminérgicos D2 a la
estimulacién con agonistas dopaminérgicos como apomorfina y quinpirole. Este posible
incremento en la sensibilidad presinaptica de los autoreceptores D2 podria de este modo influir
en un decremento de la sintesis y de la liberacion de dopamina dando lugar a la inmovilidad
observada tras el desafio con estos agonistas dopaminérgicos en los animales macho tratados
perinatalmente con A’THC. Este incremento en la sensibilidad podria estar mediado por la
interaccion entre los receptores cannabinoides CB1 y los autoreceptores dopaminérgicos D2 en

el estriado area clave en el control del comportamiento motor.

La implicacion del sistema cannabinoide enddgeno en la modulacién de la actividad
dopaminérgica en el estriado ha sido demostrado tanto en estudios in vitro, en los que le
receptor cannabinoide CB1 ha mostrado estar asociado negativamente a la adenilatociclasa y a
la liberacion de dopamina en el estriado (Cadogan et al., 1997); asi como por estudios in vivo
donde la estimulacion de los receptores dopaminérgicos D2 por el agonista quinpirole produce
la liberacion de la anandamida, provocando una inhibicién de la actividad locomotora mediada
por la dopamina (Giuffrida et al., 1999). La anandamida liberada parece actuar sinérgicamente
con los autoreceptores dopaminérgicos D2 los que parecen mediar en la inhibicion motora, pero
antagdnicamente con los receptores dopaminérgicos postsinapticos D2 los cuales causan la

activacion motora (Beltramo et al., 2000; Picetti et al., 1997).

La localizacion presinaptica de los receptores cannabinoides CB1 le permite ejercer
acciones de modulacién sobre la liberacién de determinados neurotransmisores (Schilcker y
Kathmann, 2001). Este rol del sistema endocannabinoide como modulador de la liberacion de
neurotransmision (Di Marzo et al.,1998) explicado anteriormente en la introduccién adquiere una

relevancia especial por su posible participacion en el desarrollo del SNC. La exposicion
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perinatal a cannabinoides, activaria de un modo permanente el sistema cannabinoide enddgeno
durante el desarrollo produciendo modificaciones en sus interacciones con los sistemas de
neurotransmision implicados en el control del comportamiento motor, como el sistema
dopaminérgico. Aunque no se han encontrado receptores cannabinoides CB1 expresados en
las terminales dopaminérgicas en animales adultos, estos si han sido localizados en las

neuronas monoaminérgicas durante las etapas de desarrollo (Hernandez et al., 2000).

La activacion continuada del sistema cannabinoide endégeno durante el desarrollo
podria por tanto producir alteraciones permanentes en la funcionalidad de los receptores
dopaminérgicos presinapticos D2, manifestadas en el periodo adulto por la alteracion en la

respuesta comportamental tras su activacion.
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2) EFECTOS COMPORTAMENTALES DE LA ACTIVACION DOPAMINERGICA TRAS
EL TRATAMIENTO CRONICO CON CANNABINOIDES EN EL PERIODO ADULTO

2.1. Cambios en el comportamiento motor por el tratamiento crénico con

cannabinoides en animales adultos

Los resultados obtenidos sobre el tratamiento crénico con el agonista cannabinoide
HU210 en animales adultos muestran que 24 horas tras el cese de la administracion existen
diferencias significativas en las conductas motoras, como el aumento de la inmovilidad y el
descenso de la locomocidn, caracteristico de la actividad de los cannabinoides en el organismo.
Estos resultados se siguen manteniendo incluso 48 horas tras el cese del tratamiento crénico
con el agonista cannabinoide HU210, reflejando por tanto que la actividad cannabinomimética
continGa. Los efectos sobre la actividad motora producida por la administraciéon crénica con el
agonista cannabinoide HU210 dejaron de ser significativos a las 72 horas tras el cese de su

administracion.

La razén por la que se siguen observando los efectos sobre la actividad motora tras el
cese del tratamiento crénico se debe a que el agonista cannabinoide HU210 parece tener una
semivida mas larga en el organismo al ser eliminado mas lentamente, no llegando incluso a

producir un sindrome de abstinencia tras su cese (Dewey, 1986)

Sin embargo, los resultados obtenidos 24 horas tras la exposicion cronica con el
agonista cannabinoide WIN55212 en animales adultos parecen mostrar el desarrollo de
tolerancia a los efectos agudos de los cannabinoides ya que no se observan los signos
caracteristicos como el descenso en locomocién y el aumento en inmovilidad. El desarrollo
rapido de dicha tolerancia podria estar relacionado con el hecho de que el agonista
cannabinoide WIN55212 tiene unas propiedades farmacocinéticas distintas a los demas
cannabinoides, ya que su eliminacion del organismo es mas rapida, llegando incluso a poder
producir un sindrome de abstinencia en los animales tras el tratamiento crénico (Aceto et al.,
2001;Costa et al., 2000; Maldonado y Rodriguez de Fonseca, 2002). De este modo los
resultados muestran que los animales tratados crénicamente con el agonista cannabinoide
WIN55212 muestran 24 horas tras el cese de la administracibn una serie de efectos
conductuales, como el incremento significativo de la actividad locomotora o el aumento de las
estereotipias respecto a los animales que recibieron vehiculo, que indicarian un estado de
activacion producido por el cese de la activacion cannabinoide, asi como la posible alteracion
en los circuitos de neurotransmision por su interaccion con el sistema cannabinoide enddgeno

en el organismo.
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Los estudios sobre el tratamiento crénico con agonistas cannabinoides en animales
adultos muestran que efectivamente se produce el desarrollo de tolerancia a los efectos
caracteristicos de los cannabinoides (Abood y Martin, 1992; Bass y Martin, 2000). El desarrollo
de dicha tolerancia estaria producida principalmente por mecanismos de farmacodinamia

relacionados con cambios en el receptor cannabinoide CB1 y su desensibilizacién.

La exposicidon cronica a cannabinoides ha mostrado producir un descenso de la
presencia de los receptores cannabinoides CB1 en distintas regiones del encéfalo, y mas
concretamente en areas de los ganglios basales relacionadas con el control del comportamiento
motor como el estriado (Romero et al., 1999; Rubino et al., 2000; Rodriguez de Fonseca et. al,
1992b, 1994a; Zhuang et al., 2000). Ademéas también han sido descritos otros cambios en
cuanto al receptor cannabinoide CB1 tras el tratamiento crénico con agonistas cannabinoides,
como las alteraciones en la interaccion ligando-receptor, cambios en la expresion de la proteina
G asociada al receptor, e incrementos en los niveles de AMPc y en la actividad de las proteina
guinasas en areas del cerebro donde se observd un decremento de los receptores
cannabinoides CB1 (Kittler et. al, 2000; Romero et. al, 1999; Rubino et al., 2000; Sim et. al,
1996a).

Estos efectos de regulacién a la baja de los receptores cannabinoides CB1 en animales
por el tratamiento cronico con agonistas cannabinoides han mostrado estar también
acompafiados por el descenso en los ligandos endégenos cannabinoides como anandamida o
2-araquidonil glicerol en el estriado (Di Marzo et al., 2000a).

Los cambios estructurales producidos en el sistema cannabinoide endégeno tras el
tratamiento crénico con cannabinoides, asi como los resultados obtenidos en cuanto a la
modificacion de las conductas motoras tras el desarrollo de tolerancia a los efectos de los
cannabinoides apoyan el papel funcional del sistema cannabinoide enddgeno en la interaccién
con los circuitos de neurotransmision de los ganglios basales para el control y regulacion de los

Comportamientos motores.

De este modo, si uno de los efectos agudos de los cannabinoides ha sido la inhibicion
de la neurotransmision dopaminérgica en el estriado, posiblemente por la inhibicion en la
recaptacion del neurotransmisor GABA (Romero et al., 1995a; 1998), la desensibilizacion del
sistema cannabinoide endégeno por el tratamiento crénico con cannabinoides podria por tanto
producir una desinhibicion de la neurotransmisién dopaminérgica como se podria deducir dados
los resultados comportamentales 24 horas tras el cese del tratamiento cronico con el agonista

cannabinoide WIN55212 en el que se observa un incremento en las conductas motoras.
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2.2. Alteraciones en la respuesta comportamental de activacion dopaminérgica

por el tratamiento crénico con cannabinoides

Los resultados de la estimulacién tanto de los receptores dopaminérgicos D1 como D2,
con los agonistas SKF38393 y quinpirole, 24 horas tras el tratamiento cronico con el agonista
cannabinoide HU210 no parecen mostrar los efectos comportamentales de una posible
desinhibicion del sistema dopaminérgico, tras los cambios producidos por la activacion
constante del sistema cannabinoide end6geno. Los resultados encontrados tras la estimulacién
del receptor dopaminérgico D1, como el incremento de la conducta de inmovilidad y el
descenso en la conducta de locomocion y estereotipias, asi como los efectos de la estimulacién
del receptor dopaminérgico D2 parecen ser producto mas que de la estimulacion de esos

receptores de la actividad cannabinomimética alun presente en el organismo.

De este modo, la posible desinhibicion del sistema dopaminérgico podria no
manifestarse ya que, como se ha indicado en el apartado anterior, el HU210 es un cannabinoide
con una semivida larga que tarda en ser eliminado del organismo; por lo que posiblemente en el
momento del desafio con los agonistas de dopamina ain se encontrasen activos los efectos
caracteristicos de los cannabinoides como se muestra en los resultados obtenidos en

condiciones basales 24 horas tras la ultima administracion del cannabinoide.

De acuerdo con este planteamiento, la estimulacion de los receptores dopaminérgicos
D2 96 horas tras el tratamiento crénico con el agonista cannabinoide HU210, momento en el
que de acuerdo con los signos comportamentales parece haberse eliminado el cannabinoide del
organismo, podria mostrar entonces las posibles alteraciones en al respuesta comportamental

de la activacion del sistema dopaminérgico.

Los resultados obtenidos muestran efectivamente una sensibilizacion conductual de la
estimulacién de los receptores D2 tras el tratamiento crénico con HU210 a 96 horas de la ultima
administracion del cannabinoide. Las alteraciones en la respuesta comportamental de la
activacion de los receptores D2, estan caracterizadas por una potenciacion en los efectos de
hiperactividad caracteristicos del agonista dopaminérgico quinpirole produciendo un incremento
en la conducta de locomocion y en las estereotipias en los animales tratados cronicamente con
el agonista cannabinoide. Ademas, esta potenciacién en la respuesta hiperactiva producida por
el agonista quinpirole ha mostrado ser incluso dependiente de dosis, de modo que la
administracion de una dosis de 0.25 mg/kg producia un menor aumento de la actividad en los
animales tratados crénicamente con HU210 que la producida empleando las dosis de 0.5 mg/kg

quinpirole.



Discusion - 114 -

Los resultados obtenidos 24 horas tras el tratamiento crénico con el agonista
cannabinoide WIN55212 han mostrado las mismas alteraciones en la respuesta
comportamental por la estimulacién de los receptores dopaminérgicos D2 mediante la
administracion del agonista quinpirole. La administracion de la dosis 0.5 mg/kg de quinpirole
produjo una potenciacién de sus efectos sobre el aumento en la conducta de locomocién y en
las estereotipias en los animales tratados cronicamente con el agonista WIN55212. Ademas de
estos efectos, también se produjo un aumento de la conducta de inmovilidad inicial

caracteristica tras la administracion de quinpirole.

De este modo parece que la activacion continuada del sistema cannabinoide endégeno
en el periodo adulto produciria modificaciones en la respuesta comportamental de la activacién
dopaminérgica mediante la estimulacion de los receptores D2. Los efectos neurofarmacolégicos
del agonista dopaminérgico quinpirole, descritos en un apartado anterior, muestran que su
secuencia se caracteriza por la estimulacion inicial de los autoreceptores presinapticos D2
produciendo efectos de inmovilidad para posteriormente estimular los receptores postsinapticos
D2 produciendo un aumento de las conductas motoras y de la actividad estereotipada (Eilam y
Szechtman, 1989; Picetti et al., 1997). Los resultados en este estudio muestran que el
tratamiento crénico con agonistas cannabinoides en el periodo adulto, ya sea HU210 o
WIN55212, produce principalmente una sensibilizacién en los receptores postsingpticos D2
manifestada por la potenciacion de los efectos comportamentales producidos tras su

estimulacién con el agonista dopaminérgico D2 quinpirole.

La sensibilizacion comportamental de la activacion de los receptores dopaminérgicos
D2 podria ser debido por tanto a la posible desinhibicién de la neurotransmision dopaminérgica
producida tras la desensibilizacion del sistema cannabinoide enddgeno. El tratamiento con
agonistas cannabinoides afectaria por tanto el papel modulador del sistema cannabinoide
enddgeno en su interaccion con el sistema dopaminérgico en el control y regulacion de las

conductas motoras.

El aumento de la actividad motora por la desinhibicion del tono dopaminérgico tras el
tratamiento crénico con cannabinoides ha sido también observado en otros estudios. El bloqueo
farmacolégico del receptor CB1 mediante la administracién del antagonista cannabinoide
SR141716A ha mostrado producir un incremento en las conductas motoras en animales
tratados crénicamente con el agonista cannabinoide A’THC (Aceto et al., 1995; Tsou et al.,
1995). En otros estudios de tratamiento crénico con agonistas cannabinoides también se ha

puesto de manifiesto la aparicidon de la sensibilizacion en la respuesta comportamental tras el
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desafio mediante la administracién de psicoestimulantes como la anfetamina, que producirian
una activacion en el sistema de neurotransmisién dopaminérgico (Gorriti et al., 1999; Lamarque
et al., 2001; Muschamp y Siviy, 2002; Pontieri et al., 2001).

La existencia de estos cambios en la respuesta comportamental dopaminérgica tras la
activacion continuada por los cannabinoides son una muestra de la interaccion funcional entre
los dos sistemas en el control y regulacion del comportamiento motor. Esta interaccion reciproca
ha sido demostrada también en diversos estudios sobre los efectos en el sistema cannabinoide

de las lesiones o el bloqueo del sistema dopaminérgico.

La desensibilizacién del sistema dopaminérgico mediante el tratamiento crénico con
agonistas de los receptores dopaminérgicos D1 y D2 ha mostrado producir una potenciacién de
las respuestas comportamentales de acinesia y de catalepsia inducidas por la estimulacion de
los receptores cannabinoides mediante la administracion aguda del agonista cannabinoide
HU210 (Rodriguez de Fonseca et al., 1994b). Estudios de lesién en el sistema dopaminérgico
nigroestriatal han mostrado producir cambios en el sistema cannabinoide endégeno como el
incremento en la expresion mMRNA del receptor cannabinoide CB1 en el estriado (Romero et al.,
2000; Zeng et al., 1999).

En los modelos animales de enfermedades neurodegenerativas que afectan al sistema
dopaminérgico como el Parkinson, se han mostrado que el descenso en la conducta locomotora
esta asociada a un aumento en los niveles del ligando endégeno 2-araquidonil glicerol en el
globo palido, mientras que la mejora de los signos motores por la administracion de agonistas
de dopamina se acompafaba por un decremento en los niveles de 2-araquidonil glicerol y
anandamida (Di Marzo et al., 2000b). De este modo en estos mismos estudios se mostrd que la
administracion conjunta de los agonistas dopaminérgicos con agonistas cannabinoides producia
un descenso en el alivio de los signos de la acinesia producida por el modelo de Parkinson,
mientras que la administracién conjunta con el antagonista del receptor cannabinoide CB1
SR141716A produjo una mejora total de estos signos (Di Marzo et al., 2000b; Maneuf et al.,
1997).

Ademds de estos efectos, el hecho de que la estimulacion de los receptores D2 en el
estriado este asociado a la liberacion de anandamida apoya aun mas el papel del sistema
cannabinoide endégeno como un mecanismo de retroalimentacién inhibitorio capaz de modular
la actividad dopaminérgica en el estriado para la regulacién y control de las conductas motoras
(Giuffrida et al., 1999; Beltramo et al., 2000).
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De este modo, el incremento de la actividad motora producida por la activacion del
sistema dopaminérgico parece ser contrarrestada por la inhibiciéon producida por la activacién
del sistema cannabinoide enddgeno. Sin embargo en el caso de una saturacién del sistema
cannabinoide enddgeno, por el tratamiento crénico con agonistas cannabinoides, los resultados
de este estudio nos indican que efectivamente se produciria una potenciacion en la respuesta
de activacion motora inducida por la estimulacion del sistema dopaminérgico, ya que existiria
una desensibilizacidon o bloqueo del sistema cannabinoide endégeno y no se retroalimentacion

inhibitoria de dicha activacion.

La desinhibicién de la respuesta comportamental de estimulacion dopaminérgica en
los animales tratados crénicamente con cannabinoides, estaria apoyada por los resultados
hallados en este estudio como: el aumento de la actividad motora en condiciones basales tras el
cese del tratamiento cronico con cannabinoides, y por la potenciacion en el aumento de la
respuestas de locomocidn y estereotipia tras la estimulacion postsinaptica de los receptores
dopaminérgicos D2. Sin embargo, el estudio de los efectos neuroquimicos en la liberacién de
los neurotransmisores probablemente implicados en esta desinhibicion comportamental, como
dopamina y GABA, tras la exposicion crénica con cannabinoides podria verificar las
alteraciones en los mecanismos de modulacién del comportamiento motor tras la activacién
continuada del sistema cannabinoide enddgeno.
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3) EFECTOS EN LOS CIRCUITOS DE NEUROTRANSMISION DE LOS GANGLIOS
BASALES EN RESPUESTA A LA ACTIVACION DEL RECEPTOR D2 TRAS EL
TRATAMIENTO CRONICO CON CANNABINOIDES EN EL PERIODO ADULTO

El sustrato neuroanatémico de las interacciones funcionales en el control de las
conductas motoras entre el sistema cannabinoide endégeno y el sistema dopaminérgico ha sido
puesto de manifiesto por la localizacidon conjunta de los receptores cannabinoides CB1 y los
receptores dopaminérgicos en las mismas neuronas de proyecciéon del estriado, compartiendo
de este modo los mecanismos de transduccién (Herkenham et al., 1991b; Meschler y Howlett,
2001).

Ademas la abundante presencia del receptor cannabinoide CB1 en las terminales
presinapticas de las neuronas GABA inhibitorias del estriado ha mostrado también afectar a la
neurotransmision dopaminérgica, produciendo modificaciones en la activacion de los ndcleos de
salida de los ganglios basales como la sustancia negra y el globo palido. Asi mismo, las
proyecciones de la neuronas de dopamina de la sustancia negra han mostrado inervar las
neuronas el estriado que expresarian conjuntamente los receptores cannabinoides CB1 y los
dopaminérgicos (Fernandez-Ruiz et al., 2002; Julian et al., 2003; Rodriguez de Fonseca et al.,
1998).

El papel en la regulacion fisiologica del sistema cannabinoide enddgeno en las
interacciones entre los circuitos de neurotransmision de los ganglios basales parece por tanto
ser clave a través de su localizacion presinaptica en la neuronas GABA, y la expresion conjunta
con los receptores dopaminérgicos. La alteracion en este papel modulador por la activacién

continuada del sistema inducira cambios en la liberacion de los neurotransmisores.

Los resultados obtenidos en este estudio sobre el tratamiento crénico con el agonista
cannabinoide WIN55212 no produjo diferencias significativas en los niveles basales de
liberacion del neurotransmisor dopamina medidos en el estriado dorsal, 24 horas tras el cese de

la administracién del cannabinoide.

La estimulacion del receptor dopaminérgico mediante la administracion del agonista
dopaminérgico D2 quinpirole no produjo diferencias significativas en la respuesta de liberacién
de dopamina en el estriado dorsal, ni en la respuesta de liberacién de GABA en el globo palido
por el tratamiento crénico con el agonista cannabinoide WIN55212, 24 horas tras el cese de su

administracion.
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Aunque los resultados mostrados en este estudio no muestran las aparicion de cambios
en la liberacibn de dopamina en condiciones basales en el estriado dorsal tras la
desensibilizacion del sistema cannabinoide enddgeno, otros estudios realizados sobre el
tratamiento crénico con el agonista cannabinoide A°THC han mostrado producir un incremento

significativo en las concentraciones de dopamina en el estriado dorsal (Jentsch et al., 1998).

De acuerdo con los resultados obtenidos la administracion de quinpirole, al igual que en
otros estudios (Szabo et al., 1999; Starke et al., 1989), ha producido un descenso en los niveles
de liberacibn de dopamina en el estriado dorsal tanto en el grupo de tratamiento crénico
vehiculo como en el del tratamiento con el cannabinoide WIN55212. Asi de acuerdo con los
efectos bifasicos sobre la neurotransmision dopaminérgica del agonista D2 quinpirole, se
habrian observando Unicamente los efectos en el descenso de la liberacion de dopamina por la
activacion de los autoreceptores D2 presinapticos (Picetti et al., 1997). El tratamiento crénico
con WIN55212 no mostré producir alteraciones en la respuesta de descenso de la liberacién
presinaptica de dopamina en el estriado dorsal por la administracion de quinpirole. Sin embargo,
el registro de la actividad postsinaptica nos hubiera ofrecido una posible prueba de la alteracién
en la activaciéon dopaminérgica por la desensibilizacién del sistema cannabinoide enddgeno,
completando de este modo los resultados obtenidos sobre la potenciacién del aumento de las

conductas motoras.

Sin embargo, los niveles basales de la liberacion de GABA en el globo palido mostraron
diferencias significativas por el tratamiento crénico con el agonista cannabinoide WIN55212,
mostrando un incremento en sus niveles en condiciones basales, 24 horas tras el cese de la

administracion cannabinoide, respecto a la administracién crénica de vehiculo.

La administracién del agonista dopaminérgico quinpirole produjo un descenso en los
niveles de la liberacién de GABA en el globo palido, tanto en el grupo de tratamiento vehiculo
como en el del tratamiento crénico con el agonista cannabinoide WIN55212. El mecanismo por
el que se observa esta reduccién en los niveles de GABA en el globo pdlido se debe a las
interacciones establecidas entre ambos sistemas, de modo que la activacién dopaminérgica por
la administracién del agonista quinpirole produciria una estimulacién de los receptores D2
situados en las terminales estriatopalidales, que actuarian en la presinapsis reduciendo la
liberacion de GABA en el globo palido (Cooper y Stanford, 2001; Querejeta et al., 2001).
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Sin embargo, no se han encontrado diferencias significativas en los animales tratados
crénicamente con el agonista cannabinoide WIN55212 en la respuesta de descenso de la

liberacion de GABA en el globo pélido por la administracion de quinpirole.

Las Unicas diferencias encontradas en este estudio por el tratamiento crénico con el
agonista cannabinoide WIN55212, 24 horas tras el cese de su administracion, se han producido
en los niveles basales de la liberacion de GABA en el globo palido, donde se ha mostrado un
incremento en sus concentraciones. Este resultado no parece estar de acuerdo con hallazgos
anteriores sobre los efectos producidos sobre la neurotransmision GABAérgica tras la activacién
del sistema cannabinoide end6geno, en los que se muestra un incremento en los niveles de la
liberacion de GABA en globo pélido (Maneuf et al., 1996a,b). Sin embargo, estudios recientes
aun no publicados del grupo de Larry Parsons, Dept. Neurofarmacalogia del Scripps Research
Institute, han mostrado que la administraciéon de una dosis aguda de 5 mg/kg del agonista
cannabinoide WIN55212-2 produce un descenso significativo en los niveles basales de la

liberacion de GABA en el globo palido ventral.

Esta modulacién en los niveles de GABA en el globo palido por la administracion de
agonistas cannabinoides estaria inducido por la activacién de los receptores cannabinoides CB1
presentes en las terminales presinapticas GABA estriatopalidales (Glass et al., 1997). El
mecanismo por el que la activacién del receptor cannabinoide CB1 produciria un inhibicién de la
liberacion de GABA se explicaria ya que el sistema cannabinoide endégeno actuaria como

sefial retrégrada inhibitoria de la liberacion de la neurotransmision (Shlicker y Kathmann, 2001).

Estudios recientes sobre otras areas del cerebro han mostrado que la activaciéon del
sistema cannabinoide endégeno produciria principalmente un inhibicion en la liberacion de
GABA, este efecto ha sido mostrado en diversas areas como las terminales estriatonigrales
(Wallmichrath y Szabo, 2002a,b), el estriado (Szabo et al., 1998), el nlcleo accumbens
(Hoffman y Lupica, 2001; Manzoni y Bockaert, 2001), el area tegmental ventral (Szabo et al.,
2002), el cerebelo (Takahashi y Linden, 2000) y en el cortex prefrontal (Ferraro et al., 2001;
Pistis et al., 2002).

De acuerdo con los ultimos hallazgos, si realmente el efecto de la activacion de los
receptores cannabinoides produjese un descenso en la liberacién de GABA en el globo palido,
la desensibilizacion del sistema cannabinoide enddégeno que implicaria la inhibicién de la
presencia del receptor cannabinoide CB1 en la terminales presinapticas estriatopalidales, asi
como un descenso en la actividad de sus ligandos enddgenos anadamida y 2-araquidonil

glicerol en el globo pélido (Di Marzo et al., 2000a) explicaria el aumento observado en la



Discusion - 120 -

liberacion de GABA en el globo palido en condiciones basales en los animales expuestos

crénicamente a la administracion del agonista cannabinoide WIN55212.



VI - CONCLUSIONES
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Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten llegar a las siguientes

conclusiones:

1. El tratamiento crénico en el periodo perinatal con el agonista cannabinoide A*THC ha
mostrado producir modificaciones en la ontogénesis de los comportamientos motores en los
grupos de animales de ambos sexos, induciendo un incremento en la conducta de inmovilidad y

un descenso en la conducta de locomocion en condiciones basales durante el periodo adulto.

2. Las alteraciones en los niveles de la hormona corticosterona en el periodo adulto en
condiciones basales, revela los cambios sexualmente dimérficos producidos por la exposicion
crénica a A’THC en el periodo perinatal sobre la actividad del eje HPA. De este modo se
mientras que los animamales macho mostraron un incremento tanto en los niveles de la

hormona costicosterona como en ACTH, los animales hembra mostraron un descenso.

3. La estimulacion de los receptores dopaminérgicos D1/D2, mediante la administracion
aguda de los agonistas dopaminérgicos apomorfina y quinpirole, mostraron alteraciones en las
respuestas comportamentales de inmovilidad y estereotipia en el periodo adulto en los animales
tratados perinatalmente con A’THC. De este modo, la exposicion perinatal a cannabinoides
muestra modificaciones a largo plazo mostradas en el periodo adulto en el perfil de activacion
dopaminérgica tras la administracién de agonistas de dopamina, produciéndose efectos mas
marcados en los animales macho y en concreto mostrandose una sensibilizacién de la

respuesta comportamental a la estimulacién de los receptores D2 presinapticos.

4. El tratamiento crénico con los agonistas cannabinoides, HU210 y WIN55212-2, en el
periodo adulto ha producido cambios en las respuestas conductuales de inmovilidad y
locomociéon que revelan el desarrollo de tolerancia en estos animales a los fendmenos

comportamentales producidos por los cannabinoides.

5. La estimulacion de los receptores D2, mediante el agonista dopaminérgico
quinpirole, mostrdé producir una sensibilizacion en la respuestas comportamentales de
inmovilidad, locomociébn y estereotipia, en los animales tratados crénicamente con
cannabinoides durante el periodo adulto. Estas alteraciones comportamentales se
caracterizaron por la alteracién de la activacién dopaminérgica postsinaptica de los receptores

dopaminérgicos D2.
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6. El tratamiento crénico con el agonista cannabinoide WIN55212-2, mostré producir
alteraciones en los circuitos de neurotransmision de los ganglios basales, produciendo un
incremento en los niveles basales de la liberacién del neurotransmisor GABA en el globo pélido.
La desensibilizaciéon producida en el sistema cannabinoide endégeno en los ganglios basales,
tras el tratamiento cronico con agonistas cannabinoides, modificaria por tanto la respuesta de
liberacion de GABA.
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