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Abreviaturas

ABREVIATURAS

ACTH hormona adrenocarticotropa.

AMPc adenosina monofosfato ciclico.

ATP adenosina trifosfato.

Bmax densidad méxima de receptores.

CB1 receptor de cannabinoides central.
CB2 receptor de cannabinoides periférico.
CBD cannabidiol.

CBN cannabinol.

cDNA 4cido desoxirribonucleico compiementario.
DA dopamina. -

DG dla gestacional.

DHBA 3,4 dihidroxibencilamina.

DMEM _ medio esencial minimo de Eagle modificado por Dulbecco.
DNA acido desoxirribonucleico.

DPN dia postnatal.

DTT ditiotreitol.

ECH extracto crudo de hachis.

EDTA acido etilendiaminotetracético.

EMEM medio esencial minimo de Eagle.

EEM error estandar de la media.

FSH hormona estimulante del foliculo.
GABA acido y-aminobutirato.

GH hormona del crecimiento.

GTP guanosin trifosfato.

HPLC cromatograffa liquida de alto rendimiento.
5-HT serotonina.

Kd Constante de disociacion.

L-DOPA L-3,4 dihidroxifenilalanina.

LH hormona luteinizante.

MOPS acido 3-{N-morfolino}propanosulfénico.
NE norepinefrina.

PBS solucién salina tamponada con fosfato.
3zp, f6sforo inorgénico radiactivo.

PRL prolactina.

RNA acido ribonucleico.

RNAmM &cido ribonucleico mensajero.

SDS dodecil sulfato sodico.

SFB Suero fetal bovino.

SNC Sistema Nervioso Central.

SNK Student-Newman-Keuls.

TEMED N,N,N’,N’-tetrametilendiamina.

TH tirosina hidroxilasa.

TH, DL-6-metil-5,6,7,8-tetrahidrobiopterina.

THC {-)-A%-tetrahidrocannabinol.
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INTRODUCCION

1. ASPECTOS GENERALES DE LOS CANNABINOIDES.

Marihuana, hachis, charas, dagga, bhang y otros preparados de la planta
Cannabis sativa L. estdn entre las drogas psicotrépicas de consumo mas
extendido en el mundo. Su uso en Occidente empieza alrededor de la mitad de
este siglo, aunque se pueden encontrar datos sobre su utilizacién hace miles de
anos en otros paises, sobre todo en China e India, con fines medicinales o en
ceremonias religiosas y sociales (Mechoulam, 1986).

Los efectos producidos por esta droga en el hombre y los animales son
unicos, y no pueden ser clasificados farmacolégicamente como prioritariamente
estimulantes, sedantes, tranquilizantes ¢ alucinégenos aunque compartan
propiedades de cada uno de estos efectos. No es un narcético y comparado con
otras drogas como opidceos, barbituricos, etc.., no produce una tlpica situacién
de dependencia fisica aunque su consumo prolongado produce tolerancia y la
retirada de la droga ciertos signos de abstinencia (Nahas, 1984; Dewey, 1986;
Lemberger, 1980; Hollister, 1986; Tsou y cols., 1995). Son importantes sus
aplicaciones como agente terapéutico en determinadas situaciones entre las que
se incluyen analgesia, sedacién, atenuacién de la nausea y el vémito en
tratamientos de céncer por quimioterapia, estimulacién del apetito, disminucién
de la motilidad intestinal en diarrea, acciones antirreumaticas y antipiréticas,
disminucién de la constriccién bronquial en asma y disminucién de la presién
intraocular en glaucoma (Abood y Martin, 1992).

1.1. Principios activos de los preparados de Cannabis sativa.

La planta Cannabis sativa contiene cientos de diferentes entidades
quimicas de las cuales 60 6 méas son cannabinoides {Turner y cols., 1980). El
término cannabinoide se usa para describir un grupo de compuestos que se
caracterizan por presentar una estructura carbociclica de 21 carbonos,
incluyendo a sus anélogos y productos de transformacién. Los cannabinoides son
los responsables del poder psicoactivo de los diversos derivados de Cannabis
sativa y no han sido aislados hasta ahora de ninguna otra especie vegetal o
animal. Sin embargo, el término "cannabinoide” incluye actualmente a otro tipo
" de compuestos de origen no vegetal (ver tabla 1). Entre estos, se pueden
considerar como cannabinoides una nueva serie de compuestos sintetizados en
el laboratorio como el CP-55,940 o el levonantradol que corresponden al grupo
de los cannabinoides bicfclicos y triciclicos. Como compuestos cannabinoides
aunqgue se deberfa decir cannabimiméticos estan los aminoalquilindoles, como el
WIN 55212-2. Y finalmente los ligandos enddégenos del receptor de
cannabinoides y sus antagonistas de l0s que se hablara posteriormente, pero que
en nada semejan la estructura quimica de los clasicos cannabinoides derivados
- de la Cannabis sativa.
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Tabla 1: Compuestos "cannabinoides”.

1 - Cannabinoides biciclicos y triciclicos: derivados de Cannabis sativa (A%-THC).
cannabinoides sintéticos (CP-55,940).

2 - Aminoalquilindoles (WIN 55212-2).
3 - Cannabinoides endégenos (anandamida).

4 - Antagonista del receptor CB1 (SR-141716A).

En el siguiente apartado nos referiremos basicamente al grupo de
cannabinoides biciclicos y triciclicos, y en particular a los compuestos obtenidos
de la planta Cannabis sativa, cuya modificacién en el laboratorio ha permitido
definir la relacién estructura-actividad de estos compuestos.

1.1.1. Quimica de los cannabinoides.

El principal camponente psicoactivo de las preparaciones de cannabis es
el {-)-deita-9-6a, 10a-trans-tetrahidrocannabinol que normalmente se conoce como
A®-THC o THC, y que ha sido ampliamente estudiado desde su aislamiento en
1964 (Gaoni y Mechoulam, 1964).

Ademds del A%-THC, otros cannabinoides abundantes en la mayorfa de las
preparaciones de la planta son el cannabinol (CBN), que ya fue identificado en
los anos 40 pero que en un principio se creyé que no era psicoactivo y del que
se ha demostrado que tiene un décimo de la actividad del A®-THC, el cannabidiol
{CBD) un cannabinoide practicamente desprovisto de propiedades psicoactivas,
y un isémero de A®-THC, el A®-THC. Debido a la gran cantidad de compuestos
encontrados en las preparaciones del cannabis es muy posible que estos actuen
sinergisticamente, aditivamente e incluso antag6nicamente cuando se utiliza
marihuana u otro preparado de la planta Cannabis sativa {Dewey, 1986).

Se han sintetizado anélogos de los cannabinoides basados en la estructura
de! A®-THC, compuestos biciclicos y triciclicos algunos de los cuales son hasta
700 veces méas potentes que el A%-THC, como el CP-55,940. Dentro de estos
grupos cannabimiméticos sintetizados en el laboratorio habria que incluir como
se ha dicho anteriormente, a los aminoalquilindoles, que como los cannabinoides
tienen actividad analgésica y efectos motores {sedacidén y ataxial, y parece que
realizan estos efectos a través de su unién al receptor de cannabinoides. Estos
compuestos son estructuralmente diferentes al THC, consisten en un ntcleo
indol con una sustitucién en el nitrégeno por un grupo aminoalqguil y un grupo
aromatico en posicién 3. Dentro de este grupo el WIN 55212-2 es un potente
agonista (Figura 1).
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Figura 1: Cannabinoides mas importantes.
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1.1.2. Requerimientos estructurales y estereoquimicos para la actividad.
cannabimimética.

Las actividades farmacoldgicas de los cannabinoides psicotrépicos estan
influenciadas significativamente por su estructura quimica. Pequenas
modificaciones en la molécula de un cannabinoide pueden provocar importantes
cambios en las acciones de dicho cannabinoide sobre el organismo humano y
sobre animales de experimentacién. Se han descrito diversas pruebas para la
valoracién de los efectos psicotrépicos de los distintos cannabinoides. Las
pruebas méas usadas han sido realizadas en animales de experimentacion,
haciendo estudios de comportamiento y de discriminacién de drogas (Razdan,
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1986; Martin y cols., 1991, Mechoulam y cols., 1992}, También hay ensayos
realizados en humanaos, aunque con un numero limitado de cannabinoides, en los
que se obtiene informacién de los requerimientos necesarios para la produccién
de un estado de euforia por los cannabinoides. Los resultados obtenidos sugieren
que estos requerimientos son similares a los necesitados para la produccién de
cambios comportamentales en animales de experimentacién {(Razdan, 1986).

1.1.2.1. Requerimientos estructurales.

Basandose en estas pruebas se han podido describir las caracteristicas
estructurales mas importantes para la actividad psicotrépica de un cannabinoide

(Figura 2}):

1.

Un anillo aromaético (anillo C) con la posicibn 1 sustituida
{generalmente un hidroxilo) y con un grupo alquilo en posicién 3. La
potencia del A%-THC y otros cannabinoides depende de este grupo
alquilo, encontrandose el maximo de potencia con la introduccién
de un resto dimetil-heptil-alquilo.

Un anillo (anillo A) generalmente no aromatico de seis carbonos. La
potencia del cannabinoide se reduce saturando el anillo, motivo por
el cual el cannabinol es menos potente que el A®-THC. La posicién
del doble enlace del anillo A parece ser crucial, aunque no es
esencial para la actividad cannabimimética; la potencia del A®-THC
es atenuada si este eniace se encuentra en las posiciones 8, 9 6 6a,
10a en vez de 9, 10.

Muchos cannabinoides, incluyendo el A®-THC, también tienen un
tercer anilio (anillo B) que normalmente es un anillo pirano y que se
une al anillo A por las posiciones 6a y 10a y al anillo C por las
posiciones 5 y 10b. La presencia de! anillo B no parece esencial ya
que han sido sintetizados muchos cannabinoides con actividad
psicotrépica que contienen sélo los anillos A y C. Para que estos
compuestos bicfclicos sean activos no deben contener mas de un
grupo OH situado en la posicién 1 del anillo C (Mechoulam y cols.,
1992).

Figura 2: Puntos clave en la 1
estructura de un cannabinocide.
9
8 10 OH
1
NN
3
6075 CsHi1
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1.1.2.2. Requerimientos estereocquimicos.

La estereoquimica de la molecula también influye de manera importante
en la actividad cannabimimética (Mechoulam y cols., 1992). Se ha comprobado
que:

1. Los enantiémeros {-} de los cannabinoides son méas potentes que los
enantiémeros (+}. Las diferencias en potencia que han sido
observadas entre pares de enantiémeros varian de compuesto a
compuesto. No estd comprobado si esta variabilidad ocurre porgue
las moléculas de diferentes cannabinoides no tienen la misma
rigidez conformacional y/o porque algunas de las muestras
obtenidas de los isémeros menos activos (+) son menos puras que

otras.

2. Los cannabinoides con un sustituyente en la posicién 9 del anillo A
son més potentes cuando el sustituyente es ecuatorial que cuando
es axial.

3. Los cannabinoides que tienen anillos A y B tienen mucha mayor

actividad cuando el doble enlace en la posicién 6a, 10a esta en
trans gue cuando esta en cis.

1.2. Receptores para cannabinoides.

Hasta ahora se han descrito dos subtipos del receptor de cannabinoides,
uno central {CB1) y otro periférico (CB2) y no se descarta que puedan aparecer
més. El primero, CB1, se expresa en cerebro y el receptor CB2 se ha encontrado
asociado a componentes del sistema inmune. De este Gltimo subtipo del receptor
de cannabinoides existe poca informacién y nos referiremos a él méas adelante.

Los cannabinoides son compuestos altamente lipofilicos que se unen con
elevada afinidad a muchos materiales incluyendo el cristal, el plastico y el papel
{Garrett y Hunt, 1974). Por elio, tienen un alto grado de unién no especifica que
tiende a enmascarar la presencia de los sitios de unién especificos para
cannabinoides. Asl, la investigacion en el &rea de los cannabinoides ha dependido
de los avances en el desarrollo de compuestos cannabimiméticos marcados, con
alta afinidad por estos sitios. El primer cannahinoide de este tipo que se sintetizé
fue el [®*HJCP-55,940, que tiene una gran afinidad para los sitios de unién
especificos y menos unién no especifica que los cannabinoides "clasicos”, y con
el que se pudieron desarrollar ensayos de unién. Utilizando [*HICP-55,940 en
cortex de cerebro de rata, se encontré una Unica poblacién de sitios de unién en
donde el valor de Kd fue 133 pM y la Bmax 1.85 pmol/mg de proteina
{Devane y cols., 1988). Aunque estos sitios de unién especificos para
[*H]CP-55,940 fueron detectados originariamente en fracciones P, de membranas
de cerebro de rata, se han detectado después altas concentraciones en otras
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preparaciones de cerebro de rata y en tejidos cerebrales de otras especies, como
el hombre, el mono, el perro, el cobaya y el ratén (Herkenham y cols., 1990,
1991; Mailleux y cols., 1992a y 1992b]).

Hay muchos datos experimentales que indican que estos sitios especificos
de unién son los receptores funcionales de los cannabinoides:

1.

Los sitios de unién para cannabinoides en cerebro son saturables a
bajas concentraciones de [*HICP-55,940 y muestran alta afinidad
por este cannabinoide sintético (Devane y cols., 1988; Herkenham
y cols., 1990 y 1991).

La unién del [*HICP-55,940 es desplazada por un amplio rango de
cannabinoides no marcados y este desplazamiento depende de la
estructura quimica del compuesto (Devane y cols., 1988;
Herkenham y cols., 1990 y 1991). Los cannabinoides ademds,
muestran estereoselectividad en su habilidad para desplazar
[*HICP-55,940, ya que los enantiémeros (-) son mucho més
efectivos que los enantiémeros {+) (Devane y cols., 1988; Howlett
y cols., 1990; Herkenham y cols., 1990 y 1991). Estos
requerimientos estructurales y geométricos para el desplazamiento
de [PHICP-55,940 de sus sitios de unién mimetizan !os
requerimientos para la produccién de efectos cannabimiméticos
tanto in vivo como in vitro (Herkenham y cols., 1990; Howlett y
cols., 1990 y 1992; Martin y cols., 1991).

Howlett y cols. {Howlett y cols., 1992; Bidaut-Russell y cols.,
1990} han estudiado de forma exhaustiva posibles ligandos para
este receptor y han probado méas de 100 ligandos para receptores
clasicos {incluyendo péptidos, aminoé4cidos, eicosanoides,
esteroides y ligandos de receptores adrenérgicos, colinérgicos,
dopaminérgicos o serotoninérgicos) viendo que ninguno de ellos
desplaza al [*H]JCP-55,940 de sus sitios de unién en cerebro de
rata, lo que indica el alto grado de selectividad que estos sitios de
unién tienen por los cannabinoides.

Ademds, las areas cerebrales donde se han encontrado en altas
concentraciones estos Sitios de unidn especificos para
cannabinoides son precisamente las zonas donde se cree que los
cannabinoides psicotrépicos ejercen muchos de sus efectos
caracteristicos, como sus efectos en la percepcidn, el aprendizaje,
la memoria a corto plazo (cortex cerebral e hipecampo), el control
de la actividad motora {ganglios basales y cerebelo). Esto apoya la
idea de que los sitios especificos a los que se une el [*(HICP-55,940
son los sitios de reconocimiento de los receptores funcionales de
los cannabinoides (Bidaut-Russell y cols., 1990; Herkenham y cols.,
1990 y 1991; Mailleux y Vanderhaeghen, 1992a).
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1 ._2.1 . Localizacién anatémica.

La distribucién anatémica del receptor de cannabinoides en cerebro ha sido
estudiada por autorradiografia con [*HICP-565940 (Herkenham y cols., 1990 y
1991). Estos estudios revelan que este receptor se distribuye de una manera
heterogénea en el cerebro, existiendo un Unico patrén de unién conservado en
muchas especies de mamiferos, incluyendo humanos (Mailleux y Vanderhaeghen,
1992a). Este patrén de distribucién presenta una gran abundancia de sitios de
unién para [PH]CP-55,940 en los nicleos de proyeccién de los ganglios basales
(globus pallidus y substantia nigra pars reticulata), en el hipocampo (estrato
molecular del gyrus dentatus, y regién CA3 del asta de Ammén) y en el cerebelo
(estrato molecular). Otras zonas de alta densidad de receptores son los estratos
mas internos del bulbo olfatorio, el caudado-putamen lateral y el nitcleo
entopeduncular. El cértex cerebral presenta una densidad de receptores
moderada. La médula espinal y el tronco cerebral carecen practicamente de
receptores.

1.2.2. Mecanismos de transduccién de seiial.

El receptor para cannabinoides es miembro de la familia de receptores
ligados a proteinas G, y esté acoplado a la adenilato ciclasa y/o canales de calcio
tipo N dependientes de voltaje a través de proteinas G, y G, respectivamente,
implicando AMP ciclico y calcio como segundos mensajeros de los receptores de
cannabinoides. Los datos experimentales en los que se basa esta afirmacién son
los siguientes:

1. E! receptor de cannabinoides ha sido clonado y {a proteina para la
que codifica su ¢cDNA tiene caracteristicas similares a las de la
familia de receptores ligados a proteinas G. Hay muchos residuos
que estan altamente conservados en esta familia, informacién para
siete dominios transmembrana y numerosos sitios potenciales de
glicosilacién (Gérard y cols., 1991; Matsuda y cols., 1990).

2. La unién del [*HICP-55,940 en cerebro disminuye marcadamente en
presencia de anéalogos no hidrolizables del GTP (Devane y cols.,
1988; Herkenham y cols., 1990 y 1991), caracteristica tipica de
receptores acoplados a proteinas G.

3. Los cannabinoides atentan la habilidad de ia forskolina y de otras
compuestos de estimular la produccién de AMPc, siendo este
efecto inhibitorio dependiente de su concentracién. Esto se ha
observado en preparaciones in vitro de células de neurcblastoma
intactas, en membranas de estas células, (Howlett y cols., 19843,
1984b y 1986), en células de ovario de hamster chino (CHO)
transfectadas con el cDNA del receptor de cannabinoides de rata o
humano (Felder y cols., 1992; Gérard y cols., 1991; Matsuda y
col., 1991) y en cortes de cortex cerebral, hipocampo, cerebelo y
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estriado de rata {Bidaut-Russell y cols., 1990 y 1991).

4. Tratamientos con toxina de pertussis, tanto in vivo como in vitro,
bloquean la accién de los cannabinoides, lo que indica que su
receptor debe estar acoplado a la adenilato ciclasa mediante una
proteina G, (Bidaut-Russell y cols., 1990; Howlett y cols., 1986 y
1992.).

5. Los cannabinoides no interaccionan directamente con la adenilato
ciclasa ni aceleran el catabolismo del AMPc (Howlett y cols.,
1984b, 1985 y 1986) lo que apoya la hipétesis de que el efecto
inhibitorio de los cannabinoides sobre la produccién de AMPc esté
mediado por protelnas G,.

6. Recientemente se ha observado que en cultivos celulares (Caulfield
y cols., 1992; Mackie y Hille, 1992) los cannabinoides inhiben los
canales de calcio tipo N, reduciendo la concentracién de Ca?*
intraneuronal. Los experimentos llevados a cabo con toxina de
pertussis indican que este efecto de los cannabinoides puede ser
mediado por una protelna G, posiblemente la G, (Caulfield y cols.,
1992; Mackie y Hille, 1992).

1.2.3. Clonaje del receptor de cannabinoides.

Han sido aislados los cDNAs que codifican para el receptor de
cannabinoides en rata de una libreria de cDNAs de cortex cerebral (Matsuda y
cols., 1990}, y en humanos, de librerias de cDNAs de tronco cerebral y testiculos
(Gérard y cols., 1990 y 1991). Las secuencias nucleotidicas de los cDNAs
humano y de rata son idénticas en un 90%, y las secuencias de aminoéacidos
esperadas para sus productos proteicos lo son en un 98% (Gérard vy cols., 1990
y 1991). Estas proteinas tienen caracteristicas similares a las de la familia de
receptores ligados a proteinas G. Se encuentran muchos residuos que estdn
altamente conservados en esta familia, informacién para siete dominios
transmembrana y numerosos sitios potenciales de glicosilacién. La secuencia del
cDNA del receptor de cannabinoides difiere de la de otros receptores conocidos
Yy se observa que en experimentos con células transfectadas con este ¢cDNA los
cannabinoides pueden ejercer sus efectos, lo que prueba que este cDNA aislado
de rata y humano codifica para el receptor de cannabinoides. Ademds, el gen se
ha localizado en la regiéon q14-q15 del cromosoma 6 {Caenazzo y cols., 1991;
Hoeche vy cols., 1991).

1.2.4. Receptor periférico de cannabinoides.

Recientemente se ha clonado un receptor de cannabinoides periférico
denominado CB2 que se expresa en células de mieloma (Munro vy cols., 1993)
La proteina que se deduce de la secuencia de este cDNA tiene un 44% de
homologia con el receptor humano de cannabinoides cerebral, denominado CB1,
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y esta homologia llega al 68% cuando se estudian los residuos aminoacidicos
propuestos para conferir especificidad de ligando en los dominios
transmembrana.

Cuantificando e! RNA de varios tejidos por técnicas de "northern blot" se
observa que este subtipo del receptor de cannabinoides estd presente en la“
poblacién macréfago/monocito del bazo, pero no en cerebro, y con hibridacién
in situ se ha demostrado que el RNA mensajero del receptor de cannabinoides
esta concentrado en las zonas marginales del bazo. Usando autorradiografia se
ha encontrado una distribucién similar del receptor periférico de cannabinoides
(Herkenham y cols., 1994). En un estudio de méas de 60 tejidos de rata no
neuronales, los niveles méas altos de unién de [*H]JCP-55,940 se observaron en
la zona marginal del bazo. También se encontraron receptores en el cortex de los
nédulos linfaticos, la corona de las placas de Peyer y en frotis de sangre
enriquecida en leucocitos. Asi, el receptor de cannabinoides periférico parece
estar limitado al sistema inmune. Entre las implicaciones terapéuticas
relacionadas con el receptor periférico de cannabinoides estarfan el desarrollo de
antiinflamatorios y compuestos inmunosupresores (Facciy cols., 1995). El hecho
de que el receptor periférico y el de cerebro tengan tan baja homologia y sus
relaciones estructura-actividad sean diferentes (el CBN se une al CB2 con la
misma afinidad que el THC) sugiere el posible desarrollo de drogas selectivas
para cada subtipo del receptor de cannabinoides. Recientemente se ha descrito
que este receptor estd acoplado a la adenilato ciclasa via una proteina G sensible
a toxina de pertussis (Slipetz y cols., 1995). '

1.2.5. Antagonistas del receptor de cannabinoides.

Ha sido descrito recientemente un compuesto gue actua como antagonista
del receptor de cannabinoides cerebral CB1 (Figura 5} {Rinaldi-Carmona y cols.,
1994). Este compuesto, SR141716A, antagoniza los efectos farmacolégicos
inducidos por los compuestos cannabimiméticos y el ligando endégeno
anandamida, es especifico del receptor CB1 e interacciona con el receptor
clonado.

Figura 3: Antagonista del receptor
de cannabinoides, SR141716A.
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In vitro, el SR141716A desplaza al *H]CP-55,940 unido en preparaciones
-de sinaptosomas de cerebro de rata y en membranas de células CHO expresando
el CB1, de forma dependiente de concentracién. Ademas atenua la disminucion
producida por cannabinoides de la contraccién inducida eléctricamente del vaso
deferente del ratén. /n vivo antagoniza de una manera potente y dosis
dependiente los efectos comportamentales producidos por el WIN 55212,2.
Ultimamente Makriyannis y cols. han desarollado un nuevo compuesto
antagonista del receptor de cannabinoides mas potente que el SR141716A
{Makriyannis y cols., datos no publicados).

1.3. Ligandos end6genos de los receptores de cannabinoides.

Un paso evidente desde el momento en que se descubrieron los receptores
de cannabinoides ha sido la blsqueda de un ligando end6geno para este
receptor. La situacién es similar a la que se produjo en la década de los 70 con
la descripcién de los receptores para opidceos como fa morfina, y el posterior
descubrimiento de los péptidos opibdides enddgenos. Varios grupos estén
trabajando en la bdsqueda de los posible ligandos del receptor de cannabinoides.
En el grupo de Howlett han buscado este compuesto basdndose en la premisa
de que un ligando para un receptor endégeno debe tener las propiedades de un
neuramoduladory ser almacenado en vesiculas dentro de las células. Observaron
que la adicién del ion6foro de calcio A-23187 en secciones de cerebro de rata
causa la liberacién de un factor que inhibe la unién de [*HICP-55,940 al receptor
de cannabinoides. Este compuesto liberado es insensible al calentamiento y a pH
acido, lo que sugiere que es de naturaleza peptidica, pero esta sustancia todavia
no ha sido ni identificada ni caracterizada (Evans y cols., 1994},

El grupo de Mechoulam comenzé la blisqueda de ligandos end6genos
analizando la capacidad de distintas fracciones de cerebro para desplazar un
agonista del receptor de cannabinoides. Como resultado de este trabajo
purificaron una sustancia de cerebro de cerdo que podrfa actuar como ligando
enddgeno para el receptor de cannabinoides (Devane y cols., 1992). Esta
sustancia se une al receptor de cannabinoides desplazando al agonista
cannabimimético HU-243 en preparaciones de sinaptosomas y produce, al igual
que los cannabinoides, una inhibicién de la contraccién inducida electricamente
del vaso deferente del ratén y de forma dependiente de concentracion. La
estructura de esta sustancia se ha determinado por espectrometria’ de masas y
resonancia magnética nuclear y confirmado por sintesis quimica. Se ha
identificado como araquidoniletanolamida y se le ha llamado anandamida (de la
palabra sanscrita "ananda" que significa embeleso, arrobamiento).

Figura 4: Anandamida.
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1.3.1. Actividad farmacol6gica.

La anandamida produce muchos de los efectos farmacolégicos causados
por los cannabinoides psicotrépicos. Ademas de desplazar ia unién de agonistas
cannabimiméticos marcados en membranas de cerebro y de inhibir la contraccion
inducida electricamente del vaso deferente del ratén se ha comprobado que la
anandamida activa los mecanismos moleculares acoplados al receptor de
cannabinoides. En estudios con células transfectadas se demuestra que la
anandamida interacciona especificamente con el receptor de cannabinoides CB1
produciendo efectos similares a los del THC. Asl, en células expresando
transitoriamente (células COS} (Vogel y cols., 1993) o de forma estable (células
CHO) el receptor de cannabinoides CB1 (Felder y cols., 1993), la anandamida
muestra unién especifica e inhibe la estimulacién de la adenilato ciclasa
producida por forskolina, siendo esta inhibicibn bloqueada por toxina de
pertussis. Estas propiedades funcionales son similares a las del THC vy los
agonistas cannabimiméticos y no se encuentran en células no transfectadas. La
anandamida se une jn vitro al receptor de cannabinoides CB2, aunque dado que
su sintesis se localiza Unicamente en cerebro es dificil que se una también in
vivo. La anandamida inhibe la corriente de calcio via canales tipo N
(Mackie y Devane, 1993) y la unién de antagonistas de canales de calcio
(Johnson y cols., 1993} segtin se ha visto con estudios de "patch-clamp" en
células de neuroblastoma N18. La anandamida produce muchos de los efectos
comportamentales causados por los cannabinoides en ratas (Romero y cols.,
1994a) y ratones {Fride y Mechoulam, 1993; Crawley y cols., 1993), como
catalepsia, hipotermia, analgesia y actividad motora reducida en test de campo
abierto. Ademas se ha comprobado que es capaz de inhibir la liberacién de PRL
{Romero y cols., 1994b) y estimular la secrecién de ACTH (Weidenfeld y cols.,
1994). :

1.3.2. Sintesis y degradacién.

Se han propuesto dos mecanismos completamente diferentes de sintesis
de anandamida. Uno de los mecanismos sugiere que la anandamida se forma por
condensacion de etanolamina y &cido araquidénico aunque se requieren altas
concentraciones de ambos compuestos (Devane y cols., 1994). Esta sintesis
seria independiente de ATP y CoA (Kruska y cols, 1994). El otro mecanismo es
el descrito recientemente por Di Marzo y cols. {1994) Estos autores proponen
que la anandamida se sintetiza por la ruptura de un precursor fosfolipido,
araquidonilfosfatidiletanolamina (APE} por fosfolipasas, probabiemente
fosfolipasa D, y que la sintesis por condensacién no es posible en condiciones
basales por los bajos niveles existentes en la célula de etanolamina y &cido
araquiddnico. La anandamida sélo se produce en las neuronas y tras su sintesis
se libera al medio externo donde es inactivada por un mecanismo de recaptacién
rapido, selectivo y saturable. La anandamida captada por las células no se
acumula sino que se convierte rapidamente en &cido araquidénico {que se
incorpora en otros lipidos) y etanolamina, lo que indica la presencia de una
actividad amidohidrolasa (Deutsch y Chin, 1993). Esta actividad amidohidrolasa
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estd discretamente distribuida en el SNC de la rata y es abundante en regiones
ricas en receptores de cannabinoides {Desarnaud y cols., 1995)

1.3.3. Otras anandamidas.

La anandamida podria ser s6lo uno de los representantes de una familia
mas amplia de compuestos, etanolamidas derivadas de 4cidos grasos
poli-insaturados que se unen al receptor de cannabinoides. Hanus y cols. (1993}
han encontrado otras etanolamidas derivadas de acidos grasos insaturados, la
homo-y-linoleniletanolamida, anandamida (20:3,n-6), vy Ila
7,10,13,16,-docosatetraeniletanolamida, anandamida (22:4, n-6), que estan
presentes en cerebro, y que al igual que la anandamida inhiben la unién
especifica del agonista cannabimimético HU-243 a membranas de sinaptosomas
e inhiben la produccién de AMPc. Estos dos compuestos también inhiben la
contraccién del vaso deferente del ratén, encontrandose tolerancia cuando esta
inhibicién se estudia en animales pretratados con THC (Pertwee y cols., 1994).

Recientemente se ha aislado otro compuesto, un monoglicérido, el 2-
araquidonilglicerol {2-Ara-Gl), que se une al CB1 y al CB2 /n vitro, pero por su
localizacién es dificil que lo haga también /n vivo. Este compuesto se ha aislado
de intestino y no esta presente en cerebro. En presencia de forskolina, 2-Ara-Gl
inhibe la adenilato ciclasa en células de bazo de ratdn con la misma potencia que
el A®-THC {Mechoulam, 1995).

Figura 5: Otras anandamidas. ' .
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2. CANNABINOIDES Y NEUROTRANSMISION DOPAMINERGICA.

Entre los multiples efectos que el consumo de preparados de Cannabis
sativa produce sobre el organismo se encuentran cambios a nivel endocrino,
alteraciones del metabolismo, déficits inmunolégicos y otros. Sin embargo, sus
efectos mas importantes se producen sobre el sistema nervioso. El tratamiento
de animales de experimentacién con cannabinoides produce miltiples efectos en
diversos neurotransmisores y neuromoduladores del SNC {Pertwee, 1992). Asi,
después de la administracién aguda o crénica de marihuana o THC a animales de
experimentacién se han encontrado modificaciones en varios indices bioquimicos
(concentracién, recambio, biosintesis, ndmero y afinidad de los receptores para
estos neurotransmisores) que reflejan la actividad de la neurotransmisién
catecolaminérgica, serotoninérgica, colinérgica y GABAérgica. Una de los
principales neurotransmisores afectados por la accidn de los cannabinoides es la
dopamina. Varios datos apoyan esta afirmacién:

- Los receptores para cannabinoides se encuentran ampliamente
distribuidos en las areas cerebrales més ricas en neuronas dopaminérgicas. Entre
ellas hay que destacar los ganglios basales, el hipotdlamo y el drea tegmental
ventral del mesencéfalo (Herkenham y cols., 1990).

- El consumo de marihuana en humanos y el tratamiento con
cannabinoides en animales de experimentacion afectan procesos neurobiclégicos
en los que la inervacién dopaminérgica juega un papel importante. Los
cannabinoides modifican el control motor (Conti y Musty, 1984) y producen
cambios en la liberacién de hormonas de la adenchipéfisis (Murphy y cols.,
1990)}. También potencian los procesos de recompensa cerebral {Lepore y cols.,
1995) y producen exacerbacidon de algunos desdrdenes psiquiatricos (Andreasson
y cols., 1987). Los tres sistemas dopaminérgicos mas importantes parecen estar
implicados en estos efectos.

2.1. Cannabinoides y sistema nigroestriatal.

Algunos estudios clinicos han demostrado que el consumo de marihuana
produce alteraciones de la motilidad extrapiramidal en individuos sanos. Este
efecto ha sido objeto de investigaciébn clinica por su posible aplicacién
terapéutica en algunos desérdenes motores, como la enfermedad de Parkinson
o el corea de Huntington, en los que los cannabinoides podrian producir efectos
antidisténicos.

El sitio de accién de estos efectos extrapiramidales parece ser las neuronas
nigroestriatales dopaminérgicas. Se ha descrito que el THC produce inhibicién de
la actividad de estas neuronas, disminucién de la actividad motora y de las
conductas estereotipadas y aumento del tiempo de inactividad en ratas (Navarro
y cols., 1993a; Romero y cols., 1995a). También se han encontrado resultados
similares en experimentos realizados en desarrollo, cuando el THC se administré
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perinatalmente (Navarro y cols., 1994). La anandamida, ligando endégeno del
receptor de cannabinoides, también produce una inhibicién de la actividad
inhibicién motora (Fride y Mechoulam, 1993; Crawley y cols., 1993; Smith y
cols., 1994}). Sin embargo, bajas dosis de anandamida o de otros
cannabimiméticos incrementan la actividad motora en ratones (Souilhac y cols.,
1995). Esto se confirma con resultados de Fride y cols. {1995), estos autores
reducen los efectos farmacolégicos del THC administrando dosis bajas de
anadamida que por si sélas no producen ningun efecto.

En nuestro laboratorio se ha observado recientemente que la anandamida
inhibe la actividad motora y los comportamientos estereotipados de manera dosis
dependiente (Romero y cols., 1995a) y hemos realizado una cinética de tiempos
de este efecto (Romero y cols., 1995b). Aunque en ambos estudios se observé
junto con la inhibicién motora un descenso en la actividad de TH en estriado, lo
gue indica una disminucién en la actividad dopaminérgica nigroestriatal, estudios
recientes indican que la primera diana de accidn de los efectos extrapiramidales
de los cannabinoides son las neuronas GABAérgicas estriatonigrales vy
estriatopalidales. Ademés estos efectos sabrelas neuronas GABAérgicas parecen
mediados por los receptores GABA-B, ya que la inhibicibn motora causada por
los cannabioides se atenta al bloquear estos receptores {Romero y cols., datos
no publicados).

2.2. Cannabinoides y sistema mesolimbico.

El abuso crénico de cannabinoides puede incrementar la incidencia de
diversos sindromes psiquidtricos (Andreasson y cols., 1987). Observaciones
cifnicas han mostrado la existencia de un antagonismo entre el consumo de
cannabinoides y el tratamiento con neurolépticos en pacientes esquizofrénicos,
i0 que podria producir una exacerbacién de los sintomas de ia enfermedad
(Knudsen y Vilmar, 1984}, Este hecho parece indicar que los efectos
psiquiatricos de los cannabinoides se relacionan con alteraciones en la actividad
de las neuronas dopaminérgicas en el &area Ilimbica. En animales de
experimentacién se ha podido ratificar esta hipdtesis. La administracién de THC
a ratas va seguida de un incremento en la velocidad de disparo de las neuronas
dopaminérgicas (Levenson y French, 1990}, en el contenido de 4&cido
homovanilico en el cortex prefrontal y el tubérculo olfatorio (Bowers y Hoffman,
1986) y de DOPAC, DA y numero de receptores D, en el drea limbica anterior
(Navarro y cols., 1993}. Ademés, Chen y cols. {1990} han encontrado que el
THC aumenta la liberacién de DA, medida por microdiélisis in vivo, en nucleus
accumbens. Estos efectos neuroquimicos se acompanan de modificaciones a
nivel comportamental, como facilitacién de los procesos de recompensa cerebral
(Gardner y cols., 1988}, disminucién de la motivacién sexual e incremento de la
emocionalidad y del comportamiento agresivo {Navarro y cols., 1993b).
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2.3. Cannabinoides y sistema tuberoinfundibular.

La administracion de THC produce una marcada alteracion en la liberacién
de hormonas por la adenohipé6fisis. Este cannabinoide disminuye la secrecién de
PRL, GH, FSH y GH e incrementa la liberacién de ACTH {Murphy y cols., 1990).
La disminucién de PRL es uno de ios efectos mas caracteristicos, estudiado tanto
en adultos {(Murphy y cols., 1990) como en animales inmaduros {(Ferndndez-Ruiz
y cols., 1992). Estos efectos parecen ser ocasionados principalmente como
consecuencia de alteraciones inducidas por el THC en ia actividad de
neurotransmisores hipotaldmicos, como 5-HT {Kramer y Ben-David, 1978) y DA
{Fernandez-Ruiz y cols., 1992b). Recientemente se ha encontrado en nuestro
laboratorio que la anandamida también es capaz de inhibir la secrecién de PRL,
probablemente via estimulacién de la actividad tuberoinfundibular (Romero y
cols., 1994b).

3. EXPOSICION PERINATAL A CANNABINOIDES: EFECTOS SOBRE EL
DESARROLLO

La mayor parte de los estudios acerca de los efectos psicoactivos de fa
marihuana sobre la neurotransmisién cerebral se ha realizado en edad adulta,
edad a la que corresponde el mayor indice de consumo de derivados de Cannabis
sativa entre la poblacién humana. Sin embargo, son aun bastante desconocidas
las alteraciones producidas por la exposicién a cannabinoides, y en particular a
THC, durante el desarrollo, cuando la madre consume la droga durante los
periodos de gestacién y lactancia.

Los cannabinoides causan modificaciones en todas las fases de la
reproduccion y el desarrollo, afectando a8 ambos sexos y a todas las especies
estudiadas. Las acciones ejercidas por los cannabinoides sobre el desarrollo
pueden ocurrir en tres etapas diferentes:

1. Exposicién preconcepcional: La exposicién a cannabinoides dada la
gametogénesis e inhibe la fertilizacién.

En machos la administracién de THC o marihuana produce una disminucién
del tamafno testicular. También se han encontrado formas anormales entre los
espermatozoides, asi como descensos en el nimero total de éstos y en su
movilidad {Nahas y Frick, 1986). La exposicién de ratones machos a THC se
asocia con alteraciones en el desarrollo de la progenie, io que se corrobora por
la presencia frecuente de alteraciones cromosomicas en los gametos (Dalterio y
cols., 1982). Ademas, recientemente se ha descrito que el THC y la anandamida
reducen la capacidad de fertilizacién de los espermatozoides del erizo de mar,
estos compuestos actuarian bloqueando la apertura de los canales idnicos que
provocan la iniciacién de la reaccién del acrosoma (Schuel y cols., 1994). Estos
efectos podrian ser originados bien por efectos directos del THC sobre la génada,
ya que el receptor CB1 ha sido descrito en espermatozoides {Schuel y cols.,
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1994) y en testiculo humano {Gérard y cols., 1991), bien por acciones indirectas
que causan modificaciones en el eje hipotadlamo-adenohipéfisis-génada.

En las hembras, la exposicién preconcepcional a THC produce un efecto
gametotéxico, con alteracién de los ciclos ovéricos y por {a aparicién de una
mayor incidencia de ovocitos fertilizados anormales, !0 que supondria un efecto
adverso sobre los primeros estadios del desarrollo embrionario {Nahas y Frick,
1986). Recientemente, Das y cols. {1995) han descrito la presencia del receptor
CB1 funcional en (tero de ratones y capacidad de este 6rgano para sintetizar el
ligando endégeno del receptor de cannabinoides, la anandamida.

2. Exposicion prenatal: La exposicién a cannabinoides durante el periodo
prenatal afecta la organogénesis embrionaria. Los cannabinoides pueden cruzar
la barrera placentaria y almacenarse en el feto. La droga se deposita en el saco
vitelino, los tejidos fetales y el liquido amniético, y la degradacién en feto y
placenta es mas lenta que en la madre lo que prolonga la exposicidén a la droga
(Blackyard y cols., 1984).

Como en el caso de otras drogas que atraviesan la placenta, se ha descrito
quelos cannabinocidesproducenembriotoxicidad, fetotoxicidad y teratogenicidad.
La incidencia de cualquiera de estos tres efectos depende de muchas variables
como el momento en que se administra la droga y la duracién del tratamiento,
la dosis, la ruta de administracién, el tipo de la preparacién de cannabis, y en el
hamster la estacién en la que los experimentos son llevados a cabo {(Nahas y
Frick, 1986). Ademaés, se ha observado un incremento dosis-dependiente en la
aparicién de estos efectos en todas las especies observadas.

Embriotoxicidad: Se ha descrito un aumento de la reabsorcién embrionaria,
probablemente asociado a alteraciones de la circulacidn feto-placentaria.

Fetotoxicidad: La administracién prenatal de cannabinoides produce un
retraso en el crecimiento del feto, pesos fetales mas bajos y un mayor
numero de muertes.

Teratogenicidad: A altas dosis los cannabinoides son claramente
teratogénicos. Las lesiones descritas mas frecuentemente son anencefalia
y fisura del paladar, asi como alteraciones en el desarrollo dental y
maxilar. En algunos casos semejan las del sindrome alcohdlico fetal.

Los mecanismos por los que los cannabinoides producen estos efectos
adversos durante el desarrollo gestacionat son todavia desconocidos. Pero
recientemente, se ha descrito la presencia de RNA mensajero de los receptores
"CB1 y CB2 en estadios muy tempranos del desarrollo en embriones de ratén y
la capacidad de los agonistas cannabimiméticos para inhibir la preimplantacién,
de embriones en desarrollo de forma dosis-dependiente {Paria y cols., 1995).
Este tema se volvera a tratar este tema posteriormente.
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3. Exposicién postnatal: Los cannabinoides pueden ser transferidos de la
madre a las crias mediante la leche materna durante la lactancia (Pérez-Reyes y
cols., 1982) y asi causar modificaciones, como retrasos en el desarrollo,
disminucién del peso corporal, alteraciones del eje adenohipéfisis-génada
(Walters y cols., 1986) y de la conducta reproductiva (Dalterio y cols, 1984b),
déficits en la capacidad de aprendizaje y retrasos en la aparicién de reflejos
visuales (Nahas y Frick, 1986]).

La alteracién de la funcién reproductora es uno de los efectos méas
caracteristicos producidos por la exposicién postnatal a cannabinoides {Albert y
Solomon, 1984; Dalterio y cols., 1984). Por ejemplo, hembras expuestas a THC
durante los primeros dias después del nacimiento muestran retrasos en la
apertura vaginal (Wenger y cols., 1988; Ferndndez-Ruiz y cols., 1992), una alta
frecuencia de ciclos ovéricos irregulares, un descenso del nimero de ovocitos
madurados por ciclo y bajos niveles de gonadotropinas en plasma (Field y cols.,
1990). Estos efectos en la funcién reproductiva han sido relacionados con la
alteracion de la funcionalidad de muchos neurotransmisores diencefélicos, como
met-encefalina, f-endorfina, y sustancia P, que a través.de modificaciones en la.
liberaciébn de LHRH del hipotdlamo medio basal, modulan la liberacién de
gonadotropinas (Kumar y cols., 1986 y 1990).

Por dltimo, dos aspectos interesantes a considerar antes de revisar los
efectos que los cannabinoides producen sobre el desarrollo cerebral, serian:

1. Hay que tener en cuenta la toxicidad maternal que pueden producir los
cannabinoides al evaluar los experimentos de administracion perinatal de drogas.
La administracién de los cannabinoides puede producir en la madre una inhibicién
de la toma de comida y agua, alterar su comportamiento y afectar la funcién
endocrina lo que también afectaria a las crias en desarrollo (Dalterio, 1986). Se
ha descrito que el THC aumenta el canibalismo en ratones, También se alteran
comportamientos maternales como la recogida de las crias o el tiempo pasado
en el nido. Ademés, existen muchos trabajos que describen disminuciones de la
produccién de leche de la madre inducidas por los cannabinoides, o que podria
ocasionar déficits nutricionales en las crias en desarrollo {Tyrey y Murphy, 1988).

2. La mayoria de estos estudios experimentales sobre los efectos de la
exposicién perinatal a cannabinoides se han llevado a cabo en roedores, pero se
corresponden con los estudios realizados en humanos. Estos estudios
demuestran la existencia de una serie de alteraciones comportamentales en
ninos de hasta 9 anos de edad debidas al consumo de marihuana por las madres
durante la gestacion y la lactancia (Fried, 1995).
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3.1. Generalidades sobre los cannabinoides y el desarrollo cerebral.

El cerebro es una de las dianas méas importantes de la accidén perinataf de
los cannabinoides. Estos pueden ser transferidos de la madre a las crias durante
la gestacion {Blackyard y cols., 1984} y la lactancia (Pérez-Reyes y cols., 1982}
y alcanzar el cerebro fetal y neonatal en cantidades importantes, debido a la
inmadurez de la barrera hematoencefalica en estos estadios del desarrollo. Asi,
cuando se administran perinatalmente, los cannabinoides pueden afectar al
desarrollo y la diferenciacion del SNC. De hecho, muchos estudios han
demostrado que se pueden producir alteraciones en el desarrolio normal de los
sistemas de neurotransmisores y neuromoduladores cerebrales tras la exposicién
perinatal 8 cannabinoides (Mirmiran y Swaab, 1987).

Entre estas alteraciones se han descrito cambios en la funcionalidad del
sistema opioide endégeno. Los contenidos de B-endorfinas y de metionina-
encefalina se incrementan en muchas éareas cerebrales en ratas machos
expuestas postnatalmente a bajas dosis de THC (Kumar y cols., 1990). Vela y
cols. han descrito recientemente cambios a corto y largo plazo en la percepciéon
del dolor y la sensibilidad a drogas opidceas en ratas que han sido expuestas
perinatalmente a cannabinoides. Las ratas machos que habian sido expuestas a
la droga perinatalmente mostraron mas resistencia en el test de la placa caliente
tanto a edades neonatales como juveniles. Y estas mismas ratas mostraron
menos sensibilidad al efecto analgésico de la morfina en la edad adulta, mientras
que las hembras no fueron afectadas en ninguna de las tres edades. Ademaés, la
administracién de antagonistas opioides a ratas inmaduras tratadas
perinatalmente con THC provoco sintomas clasicos del sindrome de abstinencia
a opiaceos (Vela y cols., 1995).

La exposicién perinatal a cannabinoides también altera la actividad
dopaminérgica que es objeto de estudio en esta tesis doctoral. Antes de discutir
los efectos de los cannabinoides sobre las neuronas dopaminérgicas en
desarrollo, haremos un breve resumen sobre la ontogenia de estas neuronas y su
importancia en el desarrolio.

3.2, Ontogenia de las neuronas dopaminérgicas.

En el desarrollo del SNC se pueden distinguir cuatro procesos diferentes
que normalmente se superponen durante el desarrollo:

Neurogénesis, que es un proceso que mayoritariamente se produce en la
etapa prenatal temprana, aunque todavia se observa nacimiento de
neuronas en etapas muy avanzadas del desarrollo postnatal.

Migracién.
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Formacién de contactos, entre 10 gue se puede incluir el crecimiento de los
axones que comienzan antes de que la célula haya dejado de migrar, y la
sinaptogénesis que empieza tan pronto como los axones alcanzan las
células postsindpticas y se sigue produciendo en la vida postnatal.

Y mielinizacién, que en la rata comienza después del periodo de
proliferacién y migracién y sigue después del nacimiento.

Los neurotransmisares y neuromoduladores tienen una funcién tréfica en
el desarrolio. Aumentos o disminuciones de estos mensajeros quimicos pueden
producir alteraciones en el desarrollo normal de los procesos antes descritos. Las
neuronas monoaminérgicas aparecen temprano en el curso del desarrolio del SNC
y tienen gran importancia en la regulacién de estos procesos.

La tirosina hidroxilasa (TH), enzima limitante en la sintesis de las
catecolaminas, se detecta en estadios tempranos del desarrollo prenatal. Las
neuronas TH-positivas se detectan por primera vez, por inmunohistoguimica, en
el dia gestacional 12 (Specht y cols., 1981a) en conos de crecimiento de
neuronas inmaduras que ya han completado su proceso de mitosis, pero que
todavia estdn migrando. La actividad de esta enzima y la presencia de su
neurotransmisor DA se detectan en el dfa gestacional 14 {(Foster y cols., 1987),
también antes de la completa maduracion del sistema dopaminérgico. También
se ha descrito la presencia de receptores funcionales de DA en estados muy
tempranos del desarrollo, aunque el RNA mensajero de estos receptores se puede
detectar mucho antes por técnicas de RT-PCR (D, en el dia gestacional 11 y D,
en el dia gestacional 14) (Cadoret y cols., 1993).

En el dia gestacional 14.5 ya se observan multiples grupos neuronales que
corresponden en gran medida a los grupos neuronales catecolaminérgicos de los
adultos descritos por Dahlstrom y Fuxe (1964). Estos derivan de cuatro grupos
neuronales primordiales que aparecen en el dia gestacional 12: (i) un grupo
romboencefélico caudal que dara lugar a A1-3, {ii} un grupo romboencefélico
rostral que dara lugar a A4-7 vy el nucleus subcoeruleus, (iii) un grupo ventral
mesencefalico que llegarad a ser A8-10 y (iv) un grupo prosencefélico ventral y
unas pocas neuronas situadas ventralmente al estriado que darén lugar a A11-
14. :

La distribucion y 1a morfologia de las neuronas TH-positivas en los dias
gestacionales 18 y 21 se parecen mucho a las que presentan las neuronas
catecolaminérgicas adultas (Specht y cols., 1981b}. Los cambios producidos
desde las etapas tempranas del desarrollo hasta ahora parecen ser el resultado
de un incremento en el niimero de células y de una continua agregacion y
migracién de las neuronas inmunopositivas (Solberg y cols., 1993). Aunque en
estos dos dias gestacionales la distribucién de las neuronas TH-positivas es muy
similar existen algunas diferencias entre ellos. Una de ellas es la presencia en el
dia gestacional 21 de neuronas TH-positivas en el bulbo olfatorio, grupo A15,
que no habian sido detectadas en edades anteriores. La segunda diferencia entre



Introduccién 20

estos dos dlas gestacionales es !a deteccién transitoria en el dfa gestacional 18
de unas neuronas marcadas en el cortex frontal, estas neuronas no aparecen en
el dia 21 y no han sido descritas en el cerebro adulto. La ausencia de estas
neuronas en e! dia 21 puede indicar que ha habido una migracién de estas
neuronas hacia otras zonas 0 que estas neuronas representan una expresion
transitoria de caracteristicas fenotipicas de neuronas catecolaminérgicas como
se ha visto en neuronas en desarrollo tanto /in vivo como in vitro.

El cerebro de la rata es muy inmaduro en el momento del nacimiento y
durante el periodo postnatal temprano sufre muchos cambios en composicién y
estructura. La mayor parte de los parametros bioquimicos relacionados con la
neurotransmisién dopaminérgica, actividad de TH, ndmero receptores D, y D,,
concentraciones de DA y sus metabolitos, se incrementan significativamente
durante este periodo postnatal temprano, indicando un incremento en el nimero
de contactos sindpticos de las neuronas dopaminérgicas con sus neuronas
postsinépticas, e incluso la aparicién transitoria de grupos neuronales que
posteriormente desaparecen. Este incremento alcanza un méaximo durante la
pubertad para estabilizarse posteriormente a valores adultos.

3.3. Importancia de las neuronas dopaminérgicas en el comportamiento adictivo
y el desarrollo.

La DA es uno de los neurotransmisores mas estudiados como diana de la
accién de cocaina, opidceos, alcohol, barbitdricos, cannabinoides y muchas otras
drogas de abuso. La raz6n mas importante para este exhaustivo estudio es que
este neurotransmisor estd implicado en la mayoria de los procesos
neurocomportamentales afectados cuando se consumen drogas de abuso.
Ademas, una de las rutas dopaminérgicas, el sistema mesolimbico estd implicado
en la conducta de adiccién y dependencia a drogas. Muchas drogas de abuso se
consideran reforzadores positivos, lo que significa que una exposicién aguda a
la droga conduce al consumo de mdés droga. Existen muchos estudios
comportamentales y farmacoldgicos que demuestran que el sistema
dopaminérgico mesolimbico es uno de los mas importantes sustratos neuronales
del refuerzo producido por estas drogas. En general, su consumo aumenta la
actividad de este sistema dopaminérgico (Self y Nestler, 1995), por lo que se ha
llegado a sugerir que la DA sea un neurotransmisor comun final en los efectos
de las drogas de abuso.

La funcién de los neurotransmisores en el SNC no esta restringida a su
actuacion en la comunicacién neuronal en el cerebro maduro, ya que también es
importante en el desarrollo, mantenimiento y plasticidad de las neuronas. Entre
los neurotransmisores que se cree que son capaces de modular la diferenciacién
del cerebro se encuentra la DA (Lipton y Kater, 1989). Este neurotransmisor
junto con la enzima limitante de su sintesis, TH, estdn presentes dentro de ios
conos de crecimiento en las neuronas inmaduras, y esto parece indicar que este
neurotransmisor podria intervenir en procesos de reconocimiento neural y
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formacién de contactos, funciones propias de los conos de crecimiento. Adema4s,
algunos grupos de neuronas dopaminérgicas se expresan de forma transitoria,
apareciendo sélo durante el desarrollo. Estas neuronas parecen jugar un papel
tréfico y plastico en la diferenciacién de las neuronas dopaminérgicas y otras
células diana, quizés alterando procesos como migracién axonal, reconocimiento
neuronal y sinaptogénesis (Lankford y cols., 1988; Hagino y Inoue, 1986; De
Vitry y cols., 1991, Young y cols., 1986). Todo esto nos indica que alteraciones
en el sistema neurotransmisor dopaminérgico, originadas como consecuencia de
la exposicién perinatal a drogas, pueden contribuir a un desarrollo alterado de la
propia DA y de otros neurotransmisores.

Finalmente, las neuronas dopaminérgicas son uno de los sustratos
neuronales de la accién de los esteroides sexuales no sé6lo en el adulto, sino
también en el desarrollo, cuando los esteroides ejercen un importante efecto en
las diferenciacion sexual de la funcionalidad cerebral. McEwen {1987) ha
propuesto gue muchas drogas psicoactivas que afectan la diferenciacién sexual
del cerebro, incluyendo los cannabinoides, estan probablemente actuando como
pseudohormonas mimetizando o modificando los efectos de las hormonas
esteroides.

Por lo tanto, estas dos Ultimas caracteristicas, su papel durante el
desarrollo y como diana de la accidn de los esteroides sexuales, ademés de su
importancia en el comportamiento adictivo, hacen de estas neuronas un modelo
vélido para el estudio de los efectos epigenéticos de las drogas de abuso durante
el desarrollo.

3.4. Efecto de los cannabinoides sobre e! desarrollo de las neuronas
dopaminérgicas.

Al igual que sobre el sistema dopaminérgico adulto, los cannabinoides
también producen alteraciones en las neuronas dopaminérgicas en desarrollo. En
trabajos desarrollados en nuestro laboratorio (Fernandez-Ruiz y cols., 1992) se
ha observado que la administraciéon de THC, sbélo o mezclado con otros
cannabinoides durante el periodo perinatal afecta la maduracién de los tres
sistemas dopaminérgicos mas importantes, sistemas nigroestriatal, mesolimbico
y tuberoinfundibular, tanto en edades inmaduras (15-40 dias después del
desarrollo) (Rodriguez de Fonseca y cols., 1990 y 1991), como en adultos (70
dias) {(Navarro y cols., 1994 y 1995). Entre las modificaciones encontradas hay
cambios en el recambio y la sintesis de DA, en los receptores D, y D, (Rodriguez
de Fonseca y cols., 1990; Navarro y cols., 1995) y en la expresién de fa enzima
TH (Bonnin y cols., 1994). En muchos casos se correlacionan con cambios en
los procesos funcionales en los que estan implicados dichos sistemas: conducta
motora, motivacién, secrecion adenohipofisaria.

Entre las rutas dopaminérgicas mas afectadas por la expresién perinatal
a cannabinoides estan las neuronas del mesencéfalo, en particular las neuronas



Introduccién 22

del sistema nigroestriatal que tienen sus cuerpos celulares en la substantia nigra
y se prolongan hasta el estriado (Rodriguez de Fonseca y cols., 1990; Navarro
y cols., 1994). Aunque también se encuentran cambios en otras neuronas del
mesencéfalo que se proyectan hasta los nucleos limbicos del cerebro anterior y
constituyen el sistema mesolimbico dopaminérgico, y también en las neuronas
dopaminérgicas tuberoinfundibulares. El efecto més caracteristico encontrado,
por su magnitud y persistencia, es un descenso en la actividad de la TH en el
estriado de animales machos que han sido expuestos perinataimente a
cannabinoides. Este efecto se observa permanentemente a lo largo del periodo
peripuberal (15-40 dias después del nacimiento) {(Rodriguez de Fonseca y cols.,
1990} en paralelo con una disminucién de la actividad motora (Rodriguez de
Fonseca y cols., 1991). Este efecto ha sido descrito también por Walters y Carr
(1986) aunque estos autores no diferenciaban a los animaies segin sexo.
Ademas se han encontrado descensos en la inmunoreactividad parala TH en la
substantia nigra méas marcados en los machos (Suérez y cols., datos no
publicados) y cambios en la expresién de esta enzima en el mesencéfalo, el rea
donde los cuerpos celulares de las neuronas mesolfmbicas nigroestriatales se
encuentran (Bonnin y cols., 1994). En paralelo las densidades de los receptores
D, y D, se encuentran alteradas tras la exposicién perinatal a cannabinoides. Se
encuentra un descenso del nimero de estos receptores en el estriado y como
ocurre con los efectos en la TH este descenso se produjo sélo en machos
(Rodriguez de Fonseca y cols., 1991).

Los efectos en las neuronas dopaminérgicas del sistema mesolimbico en
ratas macho sélo fueron evidentes después de la retirada de la droga en el
momento del destete (dia postnatal 24). Estos efectos consisten en incrementos
en la actividad presindptica, sin efectos en la sensibilidad postsinéptica. Aquf los
efectos también son sexualmente dimérficos ya que en la hembra desaparecieron
con la interrupcién del tratamiento (Rodriguez de Fonseca y cols., 1991; Navarro
y cols., 1993b).

En el sistema tuberoinfundibularlos efectos de los cannabinoides aparecen
después de la retirada de la droga siendo muy diferentes en funcién del sexo
estudiado (Rodriguez de Fonseca y cols., 1991}). En machos la exposicién
perinatal a cannabinoides provoca un incremento en la actividad de las neuronas
tuberoinfundibulares, lo que se refleja en incrementos en la actividad de TH y en
la produccién de DOPAC, junto con aumentos de la concentracién de DA y
disminuciones de la liberacién de PRL. Dalterio y cols. {1984} también han
encontrado incrementos en la actividad de las neuronas tuberoinfundibulares en
ratones machos adultos que habifan sido expuestos perinatalmente a
cannabinoides. En cambio en las hembras, la actividad de estas neuronas
disminuyé en etapas postpuberales tempranas, y ello se acompafié con
disminuciones en los contenidos de DA en la hip6fisis e incrementos de la
secrecién de PRL.
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3.4.1. Dimorfismo sexual en los efectos perinatales de los cannabinoides.

Como se ha comentado anteriormente, uno de los efectos maés
interesantes encontrados en los estudios sobre las alteraciones producidas en las
neuronas dopaminérgicas, tras la exposicién perinatal a cannabinoides, es que
estos inducen cambios en las neuronas que son dependientes del sexo (Daiterio
y cols., 1984; Ferndndez-Ruiz y cols., 1992). En general, los efectos mas
marcados y constantes ocurren en machos, luego podria ser que las hembras
estén mas protegidas de los efectos perniciosos de los cannabinoides o los
machos ser mas sensibles. También se encuentran efectos sexualmente
dimérficos tras la exposicidn perinatal a otras drogas psicoactivas como cocalna,
morfina, nicotina, cafeina y etanol. Esto podria deberse a la interferencia de las
drogas en el proceso de diferenciacién sexual del cerebro, regulado por
interacciones entre hormonas y neurotransmisores. Se comentaré este aspecto
a lo largo de los diferentes capftulos de este tesis ya que se trata de una de las
observaciones obtenidas también en los resultados de los experimentos de esta
tesis doctoral.

3.4.2. Presencia de receptores para cannabinoides durante el desarrollo.
(

La mayoria de los efectos neurocomportamentales producidos porylos
cannabinoides se realizan a través de receptores especificos situados en el
cerebro que forman parte de un nuevo sistema "neurotransmisor” constituido por
las anandamidas, los ligandos endégenos de este receptor, y el lamado receptor
CB1. Estos han sido muy estudiados en adultos, como se ha descrito
anteriormente, y se conocen muchas de sus caracteristicas farmacolégicas y
moleculares asi como su distribucién, pero se sabe muy poco de su presenciaen
el animal en desarrollo. Aunque no se saben los mecanismos por los cuales los
cannabinoides producen efectos adversos durante el desarrollo y no se pueden
descartar efectos no mediados por receptor, estos podrian ser ejercidos a través
de los receptores para cannabinoides ya que han sido descritos desde etapas
muy tempranas del desarrollo. Paria y cols. (1995} han demostrado por técnicas
de RT-PCR que tanto el RNA mensajero de CB1 como de CB2 se encuentran en
embriones preimplantados de ratén. Ademadas, estos receptores parecen ser
funcionales ya que el THC inhibe en estos embriones la produccién de AMPc
estimulada por forskolina, evitdndose al pretratar con toxina de pertussis. En
nuestro laboratorio se ha descrito ia ontogenia postnatal de la unién del receptor
de cannabinoides en cerebro de rata (Rodriguez de Fonseca y cols., 1993). En
todas las areas cerebrales estudiadas la evolucién de la unién fue similar, se
encontré un aumento en el nimero de receptores desde el dia postnatal 10 hasta
los dias 30 6 40, donde comienza a decrecer hasta alcanzar los valores adultos
en el dia 70. Estos trabajos han sido confirmados por otras publicaciones
aparecidas posteriormente (MclLaughlin y cols., 1994; Belue y cols., 1995).
Recientemente, en nuestro laboratorio se ha estudiado la distribucion de estos
receptores en cerebro desde dias gestacionales muy tempranos (DG14) por
técnicas de autorradiografia (Garcia-Palomero y cols., datos no publicados).
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OBJETIVOS

Como se ha mencionado en los apartados anteriores, nuestros primeros
estudios acerca de los efectos de la exposicién perinatal a cannabinoides sobre
el desarrollo de los sistemas dopaminérgicos se realizaron fundamentalmente en
animales inmaduros, en torno a la pubertad, y en animales adultos. Ello se debe
a que soélo a partir del dia 15 postnatal se pueden diseccionar con cierta facilidad
las regiones cerebrales que contienen 1os terminales y/o los cuerpos celulares de
los diferentes sistemas dopaminérgicos. Sin embargo, este dia postnatal
corresponde al final del periodo de tratamiento con THC (el tratamiento
comenzaba el dia quinto de gestacién y acababa el dia 24 postnatal), y
probablemente refleja més las dltimas consecuencias del tratamiento perinatal
que la etiologia de las alteraciones inducidas por el THC sobre la actividad
dopaminérgica. Datos recientes sobre los niveles de THC presentes en animales
inmaduros expuestos perinatalmente a cannabinoides avalan esta hipdtesis
(Ferndndez-Ruiz y cols., 1995). Hemos visto que los niveles plasméticos de THC
en las crias se reducen significativamente a partir del dia 15 postnatal.
Probablemente inician a partir de este momento la alimentacién sdélida,
dependiendo menos de ia madre, y por tanto, estando progresivamenté menos
expuestas a la droga {(Ferndndez-Ruiz y cols., 1295). Estos datos justifican la
necesidad de nuevos estudios, durante el periodo fetal y neonatal, de proteinas
clave en el desarrollo de la neurotransmisién dopaminérgica. Ya que estaria en
esta etapa el origen de las alteraciones observadas durante el periodo peripuberal
y en el aduito.

Asli, el propésito de la presente memoria ha sido caracterizar los efectos
que se producen como consecuencia de la exposicidn perinatal a cannabinoides:

- sobre la expresién de una de las proteinas claves en el desarrollo de la
neurotransmisién catecolaminérgica, como la tirosina hidroxilasa, protelna que
regula la velocidad de sintesis de catecolaminas y que juega un papel importante
durante el desarrollo en los fendémenos de migracién axonal, reconocimiento
neuronal y sinaptogénesis;

- y durante el periodo fetal y primeros dias de vida postnatal, que parecen
ser periodos criticos en el desarrolio de esta neurotransmisién y, por tanto,
susceptibles de ser los momentos en que se producirian las alteraciones
epigenéticas debidas a la exposicién a cualquier droga de abuso, y en particular,
a cannabinoides.

Esto se ha concretado en los siguientes objetivos:

1. Establecer si los cambios inducidos por la exposicién perinatal a
cannabinoides son consecuencia de alteraciones en la expresién de la
tirosina hidroxilasa durante el periodo fetal (DG14 - DG21). El anélisis de
esta enzima se realizé cuantificando:
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- la cantidad de RNA mensajero de TH, mediante "northern blot”;
- la cantidad total de proteina TH, mediante "western blot";
- la actividad enzimatica de TH, mediante HPLC;

En paralelo, se analizaron las concentraciones de catecolaminas y, cuando
ello fue posible, la concentracién de DOPAC, principal metabolito
intraneuronal de la DA.

2. Repetir el mismo tipo de estudio durante otro de los periodos claves de
la maduracién de la neurotransmisién catecolaminérgica, los primeros dias
de vida postnatal (DPN1 - DPNG).

3. Reproducir in vitro los resultados obtenidos in vivo. Para ello se utilizan
cultivos primarios de células mesencefalicas del dia gestacional 14. En
este dia se han encontrado in vivo las mayores modificaciones producidas
por el THC sobre la expresion génica y la actividad de la TH. También,
abordar el estudio de los posibles mecanismos implicados a nivel
molecular. En concreto la posible mediacién de receptores especificos para
cannabinoides.

4. Por dltimo, con objeto de evaluar la posible influencia de una
malnutricién producida por el THC en algunos de los efectos encontrados
a nivel del desarrollo dopaminérgico, monitorizar diferentes parametros
gestacionales y lactacicnales, medidos en las madres y/o en las crias,
durante todo el periodo de tratamiento.
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MATERIALES Y METODOS

1. ANIMALES, TRATAMIENTOS Y RECOGIDA DE MUESTRAS.

1.1. Experimentos /n vivo.

En los experimentos realizados in vivo se han utilizado ratas de la cepa
Wistar. Los animales permanecieron desde su nacimiento en condiciones
constantes de fotoperiodo (luz entre las 08:00 y 20:00 horas), temperatura
(23 + 1°C) y humedad. Los animales tuvieron acceso permanente a comida
estandar y agua.

1.1.1. Seguimiento del ciclo estral.

Con objeto de asegurar la gestacién, controlar la fecha en que esta se
inicia y fijar el comienzo de la administracién prenatal de THC, se estudié el ciclo
estral de las madres que iban a ser usadas para los tratamientos con el
cannabinoide. Ratas hembras adultas (> 8 semanas de vida; 200-250 g) fueron
sometidas a frotis vaginales diarios, siempre entre las 10:00 y las 12:00 horas,
y sélo aquellas ratas que presentaron tres 0 mas ciclos regulares de cuatro dias
fueron usadas en la experimentacion. Las hembras en fase de proestro
permanecieron durante una tarde-noche con un macho. Al dia siguiente se realizé
un nuevo frotis vaginal. Los animales que presentaban espermatozoides fueron
considerados como probablemente prenados y usados para los estudios de
exposicion a THC. Ese dia fue considerado como primer dia de gestacién.

1.1.2. Control gestacional y lactacional.

Durante todo el periodo gestacional y durante la lactancia se controlaron
una serie de pardmetros con objeto de valorar la posible existencia de una
malnutricién de las crias en la edad fetal y/o neonatal que pudiera alterar los
resultados de la experimentacién. Los parametros estudiados fueron:

- Ganancia de peso de la madre.

- Ingesta de comida.

- Ingesta de agua.

- Duracién de la gestacion.

- Tamafno de la camada en el momento de la autopsia o tras el
nacimiento.

- Mortalidad prenatal y postnatal.

- Proporcién hembras/machos.

- Peso de los fetos 0 neonatos.

- Peso de las placentas.

- Concentraciones de THC en plasma y tejidos de las madres y de
las crias.
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1.1.3. Tratamientos.

Las ratas prefiadas recibieron una dosis diaria de THC (cedido por el
"National Institute of Drug Abuse"”) por via oral, de 5 mg/kg de peso corporal,
desde el quinto dia de gestacién, preparado en aceite de sésamo. Esta
concentracién de THC corresponde a una estimacién, corregida en funcién de la
superficie corporal, peso y ruta de administracién, de la dosis habitual en
humanos de consumidores crénicos de preparados de Cannabis sativa (Nahas,
1984). Una alicuota de THC en etanol se emulsion6 en aceite de sésamo hasta
alcanzar la concentracién deseada, justo antes de usar, y el etanol se evaporé
bajo corriente de nitrégeno. Los animales controles recibieron una dosis diaria de
0.1 ml de aceite de sesamo. El tratamiento se mantuvo hasta el dia de la
realizacién del sacrificio.

1.1.4. Sacrificio y recogida de muestras.

Los animales fueron sacrificados mediante decapitacién sin anestesia. La
hora del sacrificio se mantuvo constante (10:00 - 12:00) con objeto de aminorar
las influencias del fotoperiodo. El procedimiento de decapitacién y el manejo de
los animales fue siempre cuidadoso para evitar problemas de estrés. Para ello,
dos horas antes de la decapitacién las ratas se trasladaron al lugar del sacrificio
para que se habituaran.

Después del sacrificio de las crias en los dias postnatales o de la madre y
extraccién de los fetos por cesérea en los dlas gestacionales, los animales fueron
pesados y sexados (cuando ello fue posible), y las cabezas seccionadas. Estas
y los cuerpos se congelaron inmediatamente en nieve carbbnica y se
almacenaron a -80°C hasta el momento de su anélisis. La sangre de las madres
se recogi6 en tubos de plastico conteniendo 0.4 ml de una solucién de EDTA
0.16 M. Las muestras se centrifugaron a 2500 g durante 10 minutos a 4°C y
el plasma se almacené a -40°C para la determinacién radicinmunolégica de THC,
Las muestras nunca se almacenaron por un tiempo superior a tres meses.

Los dias elegidos para los experimentos fueron los dias gestacionales 14,
16, 18 y 21, y los dias postnatales 1y 5 {Figura 6). En los dias gestacionales 14
(DG14), 16 {DG16) y 18 (DG18) se utilizé, para los distintos experimentos, el
cerebro entero, mientras que cuando se analizan edades posteriores, dia
gestacional 21 (DG21) y dfas postnatales 1 {DP1) y 5 (DP5) el cerebro se dividi6
en cerebro anterior (prosencéfalo) y posterior (cerebro medio y resto de cerebro).
Ademés, en los fetos de méas de 18 dfas de edad gestacional se siguié el criterio
de identificacion del sexo en base a la distancia anogenital, y posterior
comprobacién de la posicion de los genitales en el cuerpo. '
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PRENATAL POSTNATAL

DIAS 5 10 15 20 0 2 10 15 20
* Kx Kk K * K

1 | Migracién
COMIENZO DEL |

| Crecimiento axonal/dendritico

TRATAMIENTO _ -
I | Muerte/regresién celular
| l Mielinizacién
: -
DA ~ CRF 0T
NE ENK.
5-HT Sp
NPY
GABA ADH
. SRIF
LHRH

Figura 6: En el diagrama se muestra el periodo en que tienen lugar los principales
acontecimientos del desarrolio asi como el momento en que se detectan por inmunohistogufmica
algunos neurotransmisores y neuromoduladores: norepinefrina (NE), serotonina (5-HT), dopamina
{DA}, neuropéptido Y (NPY), sustancia P {(SP}, vasopresina {ADH), somatostatina (SRIF}, hormona
liberadora de ia hormona luteinizante {LHRH), hormona liberadora de corticotropina (CRF},
encefalina (ENK}, oxitocina {OT). Los asteriscos indican los dfas utilizados en la experimentacién.

1.2. Experimentos in vitro.

En los cultivos se utilizaron embriones de rata del dia gestacional 14, ya
que esta edad fetal corresponde a un estado embrionario 6ptimo para la
obtencién de cuitivas celulares enriquecidos en neuronas dopaminérgicas
(Figura 7). Los mesencéfalos se diseccionaron siguiendo el método descrito por
Dunnet y Bjorklund {1991). Tanto los fetos como los mesencéfalos ya
diseccionados se mantuvieron en medio L15%5 de Leibovitz con penicilina
estreptomicina (100 U/mi).

Al término de la diseccién, se recogieron todos los mesencéfalos, se
resuspendieron en medio de cultivo DMEM suplementado con un 15% de suero
fetal bovino (SFB) (DMEM-SFB) vy se incubaron durante 45 minutos a 37°C.
Posteriormente, tras renovar el medio DMEM-SFB el tejido se trituré suavemente
con una pipeta, se centrifugd b minutos a 200 g y las células ya disgregadas se
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resuspendieron en 1 ml de DMEM-SFB y se contd el nidmero de vivas por el
método de exclusién de tinte azul tripan. Tras una nueva centrifugacién, las
células se resuspendieron a una concentracién estimada de 1.2 - 2 x 108 cels/ml
en DMEM-SFB y se contaron de nuevo para establecer la densidad definitiva. Se
sembraron a una densidad de 10° cel/cm? de superficie de cultivo en medio
DMEM-SFB durante las primeras 24 horas tras fa siembra. La siembra se realizé
sobre placas multipocillos que hablian sido previamente tratadas con poli-D-lisina,

4.5 yg/cm?, disuelta en tampén borato 0.1 M pH 8.4. '

Los cultivos se mantuvieron en la incubadora, a 37°C, en una atmdsfera
conun 5% de CO,. 24 horas después de la siembra, el medio de cultivo DMEM-
SFB se sustituyé por medio definido sin suero, con algunas modificaciones al
descrito por O’Malley y cols. {1991), que denominamos EF12. Contiene medio
esencial minimo de Eagle (EMEM) : nutriente F12 de Ham (1:1) suplementado
con D-glucosa 6 mg/ml, insulina 25 pg/ml, transferrina humana 100 yg/ml,
putrescina 60 yM, selenita sédica 30 nM y progesterona 20 nM. Se afadieron
antibidticos y antimicéticos, penicilina-estreptomicina con fungizona (100 U/mi}.
Este medio sin suero mantiene la poblacién de células dopaminérgicas durante
una semana, limitando el crecimiento de células no neuronales. Los cultivos de
mesencéfalo, mantenidos en este medio durante una semana, contienen una
poblacion de astrocitos entre 1 y un 2% del total; el resto del cultivo son células
neuronales, de las cuales la poblacién de células TH - positivas representa entre
un 0.5 y un 2%.

Al cuarto dia de cultivo, las células (50% de los pocillos) fueron expuestos
durante 24 horas a THC a una concentracién de 1000 ng/ml preparado segun
Howlett {1985}, en etano! 0.1% y albtimina 50 mg/mi. El otro 50% se traté con
el vehiculo correspondiente. La concentracion de etano! en el medio de cultivo
fue de 0.01% vy la de albumina 0.5 mg/ml. Al término del tratamiento, 24 horas
después, los cultivos se lavaron 3 veces en tampdn PBS, antes de su
procesamiento para las diferentes determinaciones.
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Figura 7: Cultivos primarios de mesencéfilos de embrién de rata (DG14). imagen en
contraste de fase.

2. DETERMINACION DE CATECOLAMINAS MEDIANTE HPLC.

La concentracién de L-DOPA, DA, DOPAC (s6lo en los dias postnatales 1
y B) y NE en los diferentes tejidos cerebrales y cultivos celulares se determiné
mediante HPLC con deteccidn electroquimica. Para llevar a cabo este proceso las
muestras se prepararon de la siguiente manera:

Las muestras se homogeneizaron en 5 volimenes de sacarosa 0.25 M.
Una alicuota de los homogeneizados se diluy6 (relacién final: 15 volimenes) en
una solucién de &cido perclérico 0.2 N que contenia bisulfito sédico 0.5 mM,
EDTA 0.45 mM y una concentracién conocida de DHBA como estandar interno
para la determinacién de catecolaminas. El resto del homogeneizado se utilizé
para la determinacién de la actividad de TH ya que la determinacién estos
parametros neuroquimicos se realizé en la misma muestra de tejido.

Una vez preparadas las diluciones, las muestras se centrifugaron a
10000 g durante dos minutos y el sobrenadante quedé en condiciones de ser
inyectado en el sistema HPLC. Todo el proceso de preparacién de las muestras,
incluyendo las soluciones utilizadas, y el posterior almacenamiento de éstas
hasta su inyeccidén se realiz6 a una temperatura de O - 4°C. El tiempo de
almacenamiento nunca fue superior a las 48 horas. El sistema HPLC se componia
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de los siguientes elementos:

- Unabombaisocréatica (Spectra-Physics modelo 8700XR)} acoplada
a un inyector para 0.02 ml de muestra.

- Una columna de fase reversa (C-18) de 15 cm de longitud,
4.6 mm de didmetro y 5 uym de tamanoc de las particulas
(NUCLEOSIL 5C18).

- La fase movil estaba formada por una solucién citrato-acetato
(0.1 M) a pH 3.9, con EDTA (1 mM), sulfonato de heptano
(1.2 mM) como par iénico y metanol al 10-12%. Esta fase mdvil se
preparé en agua bidestilada, se filtr6 (a través de filtros de
0.45 ym) y se desgasificé con helio. El flujo de trabajo fue de
0.8 - 1.2 ml/minuto.

- Para la determinacién de catecolaminas el eluyente se monitorizé
con un sistema analitico de deteccién coulométrica
(Esa Coulochem Il} utilizando un procedimiento redox, bajo las
condiciones de: célula protectora, + 360 mV, detector 1, 50 mV;
detector 2: 340 mV.

- La sefal fue recogida y analizada con ayuda de un integrador-
registrador {Spectra-Physics, modelo 4290). La concentracién de
CAs en las distintas muestras se calculé por comparacién con el
area correspondiente a su estédndar interno (DHBA) considerando a
la vez la diferente respuesta individual de cada CA en el detector
calculada a partir de las muestras utilizadas como estandares
externos. Los resultados se expresaron referidos al peso de la
muestra (pg/mg de tejido).

3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE TIROSINA
HIDROXILASA MEDIANTE HPLC.

La actividad de TH se determiné segun el procedimiento descrito por
Nagatsu y cols. {1979} con algunas modificaciones introducidas en nuestro
laboratorio y que han sido previamente publicadas {(Bonnin y cols., 1994). Los
tejidos se homogeneizaron como se ha descrito en el apartado anterior. Una
alicuota del homogeneizado equivalente a 6 mg de tejido se incubd a 37°C en
0.1 M acetato s6dico, catalasa 0.1 mg/m!l, 1 nM
6-metil-5,6,7,8-tetrahidrobiopterina {preparada en una solucibn 1M de
B-mercaptoetanol) y L-tirosina 0.2 mM. El blanco de incubacién se realizé
sustituyendo la L-tirosina por D-tirosina. Ademas, se preparé un estandar interno
para cada tejido que contenia L-DOPA 1 4M en un tubo con los mismos
componentes que el blanco de incubacién. Por tanto para cada tejido se
prepararon los siguientes tubos:
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un test con L-tirosina, en el que se medir4 la produccién total de L-DOPA..

un blanco con D-tirosina, en el que se medird tanto la produccién de
L-DOPA a partir de la L-tirosina end6gena caomo el contenido enddgeno de
L-DOPA.

un estandar interno con D-tirosina y L-DOPA, con el que se podrd medir
la recuperacion del producto enzimatico.

La reaccidon se detuvo con una solucion de acido perclérico 0.2 M que
contenia bisulfito sédico 0.5 mM y EDTA 0.45 mM. Ademaés, se afadié una
concentracién conocida de DHBA que se utiliz6 como estindar interno en el
proceso de determinacién de la concentracién de L-DOPA formado en cada
muestra.

A continuacién, todos los tubos se centrifugaron a 10000 g durante
2 minutos, quedando listos para iniciar el proceso de determinacion de la
concentracion de L-DOPA. Este proceso se realizé mediante HPLC con deteccién
electroqulmica, con la particularidad de que previamente a {a inyeccién de las
muestras en el sistema HPLC, se sometieron a un proceso de extraccién con
alimina activada, segun el procedimiento descrito por Anton y Sayre (1962).
Este  procedimiento se basa en la capacidad que posee la alumina de retener
especificamente las catecolaminas ya que es capaz de interaccionar con los dos
grupos hidroxilos en posicién 3 y 4 del anillo bencénico de éstas. De esta forma
se puede eliminar la interferencia que la L-tirosina sobrante de la reaccién
enziméatica produce en la deteccidn electroquimica del L-DOPA formado en la
reaccién. Después de la extraccién, las muestras se almacenaron a 4°C hasta su
inyeccién en el sistema HPLC para determinar el contenido de L-DOPA en cada
muestra.

4. CUANTIFICACION DE LA TIROSINA HIDROXILASA

Los concentracién de la proteina TH se determiné mediante anélisis por
"western blot”. Los cerebros se procesaron individualmente.

4.1. Preparacién de las muestras.

Los tejidos se homogeneizaron por sonicacién en tampén fosfato potésico
5 mM con 0.2% Tritén X-100, pH 6.0, segun el método descrito por Labatut y
cols. (1988}, Los homogeneizados se centrifugaron a 10000 g durante 30 min
a 4°C y se recogieron los sobrenadantes. Para la determinacién de la
concentracion total de proteinas se sigui6 el método descrito por Lowry y cols.
(1951).
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4.2. Andlisis por "western blot”.

Se utiliz6 anélisis por "western blot" para determinar la cantidad de
proteina de TH. La electroforesis se realiz6 en geles de poliacrilamida segin el
método de Laemmli y cols. (1970}, utilizando geles de una concentracién de
acrilamida del 10% en presencia de SDS.

Las proteinas separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa segun el método de Towbin y cols.
(1979). Para comprobar la calidad de la transferencia se tiferon los membranas
con Rojo Ponceau S (Harlow y cols., 1988), se fotografiaron y se destifieron con
PBS.

A continuacién las membranas se incubaron durante 1 hora en el tampén
de saturacién, PBS conteniendo 0.1% tween-20 {v/v) (PBS-T} y 5 % de leche
desnatada en polvo (Johnson y cols., 1984). Posteriormente se incubaron con
un anticuerpo monoclonal anti-TH (diluido 1/1000) en tampén de saturacién
durante 1 hora a 25°C. Después de varios lavados con PBS-T se incubaron los
filtros durante 1 hora con el segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa
(anti-inmunoglobulina de ratén) (dilufdo 1/2000} en tampén de saturacién. Los
filtros se volvieron a lavar exhaustivamente con PBS-T. La reaccién de la
peroxidasa se desarrollé con luminol (kit de Amersham). Finalmente, los filtros
se expusieron unos segundos a temperatura ambiente sobre peliculas para
autorradiografia y se revelaron en condiciones estandar. Las autorradiograflas se
cuantificaron mediante densitometria, asistida por ordenador, de la seiial y
determinacién de su 4rea. Como control interno en todos los geles se cargé una
cantidad constante de proteinas de un homogeneizado de adrenal de rata. Los
datos se expresan como media = EEM de al menos 3 "western” diferentes. Los
datos se representan en tanto por ciento, asignandole el valor 100% al valor
obtenido en el control interno.

Es interesante mencionar que en las autorradiograffas del dia gestacional
14 se observé ocasionalmente la existencia de dos bandas. La banda de mayor.
peso molecular corresponderia a una forma fosforilada de la TH, ya que al
incubarse las muestras con fosfatasa desaparecid (Lin y cols., 1992),
aumentando la densidad de la banda correspondiente a TH no fosforilada. Esta
forma fosforilada de la TH se originaria durante el almacenamiento o la
manipulacién de las muestras. Estas autorradiogratias se realizaron sumando los
valores densitométricos de las dos bandas.
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Figura 8: Tratamiento con fostatasa. En las muestras + FOSFA1ASA 60 ug de proteina
total se incubaron con 2 ug de fosfatasa 4cida de patata en tampén PIPES 40 mM, pH
6.0y DTT 1mM a 30°C durante una hora. El peso molecular de los marcadores (en KDa)
se indica a la izquierda.

. CUANTIFICACION DEL RNA MENSAJERO DE TIROSINA HIDROXILASA.

Los niveles de RNA mensajero de TH fueron determinados mediante
nélisis de "northern blot". Los cerebros se procesaron individualmente.

.1. Obtencién y marcaje de la sonda cDNA de TH.

Empleamos el plasmido pTH. Se trata del vector pBS que contiene un
ragmento de 1200 pb clonado en el sitio EcoRI que se corresponde con el cDNA
el gen de TH (Harrington y cols., 1987). Los plasmidos fueron amplificados y
urificados siguiendo un procedimiento estandar de lisis alcalina (Maniatis y
ols., 1982). Los insertos se aislaron, tras la digestion con los enzimas de
estriccién correspondientes, en geles de bajo punto de fusién o con el material
' protocolo del kit "Gene Clean".

Los insertos se marcaron con [a-P32]dCTP de Amersham (3000 Ci/mmol)
isando el fragmento Klenow de la DNA polimerasa contenido en el kit
Oligolabelling Reaction" de Pharmacia. Se obtuvo una actividad especifica de

x 10° cpm/ug aproximadamente. Los marcajes fueron purificados por
:romatografia a través de columnas "Bio-Spin" de Bio Rad.

“
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5.2. Aislamiento de RNA total.

ElI RNA total se extrajo por homogeneizacién en isotiocianato de guanidinio
y posterior extraccién con fenol-cloroformo segin el método descrito por
Chomczynski y Sacchi (1987). E! precipitado de RNA fue resuspendido en agua
tratada con dietilpirocarbonato al 0.1% como inhibidor de RNAsas. EI RNA
obtenido se cuantificé por la lectura de la absorbancia de una alicuota a 260 nm
Yy se comprobé su integridad mediante su resolucion en un gel de agarosa.

5.3. Andlisis de "northern blot".

Utilizamos andlisis de "northern” para determinar la cantidad de moléculas
de RNA mensajero de la enzima TH. El RNA se separd por tamanos mediante
electroforesis en geles de agarosa y se transfirid posteriormente a membranas
de nylon. El RNA que queremos medir se detecta por hibridacién con sondas de
DNA vy posterior autorradiografia.

Las muestras de RNA total (10 - 30 ug) fueron desnaturalizadas a 65°C
con una mezcla que contenfa MOPS 1X (MOPS 20 mM, EDTA 1 mM, acetato
s6dico 50 mM vy hidréxido sédico 90 mM, pH 7.0), formaldehido 6.1%,
formamida 50% vy sometidas a una electroforesis en condiciones
desnaturalizantes en geles de agarosa al 1% y formaldehido 2.2 M en tamp6n
MOPS 1X a 100 V durante 2 - 3 horas.

El RNA fue transferido a membranas de nylon por capilaridad en SSC 20X
(SSC 1X es cloruro sédico 3 M, citrato sédico 0.3 M} durante toda la noche,
segun describe Maniatis y cols. (1982). Previamente al montaje de la
transferencia el gel fue sumergido en SSC 20X durante una hora. El RNA se fij6
al filtro por radiacién ultravioleta (Spectrolinker). Para comprobar la cantidad de
RNA cargada en cada pocillo y poder corregir posteriormente los niveles de RNA
mensajero encontrados, se procedio a la tincién de las membranas, después de
la transferencia, con azul de metileno (azul de metileno 0.02%, acetato sédico
0.03 M, pH 5) (Herrin y cols., 1988).

Las membranas se prehibridaron durante 4 - 8 horas a 42°C con una
solucién de prehibridaciéon que contenfa formamida 50%, Denhardt 5X (Ficoll
1%, polivinilpirrolidona 1% y seroalbumina bovina 1%), SDS 0.5%, 200 mg/ml
de DNA de esperma de salmén y SSC 3X. La solucién de prehibridacién se
cambié por la solucién de hibridacién que constaba de los mismos componentes
y de la sonda marcada. La hibridacién tuvo lugar durante 18 - 24 horas a 42°C,
Para eliminar la radioactividad inespecifica, las membranas fueron lavadas dos
veces en SSC 2X, SDS 0.1% a temperatura ambiente durante 5 minutos; dos
veces en SSC 2X a 60°C durante 20 minutos y 1 6 2 veces en SSC 0.2X, SDS
0.1% a 60°C durante 20 minutos.

Las membranas hibridadas fueron expuestas con piacas autorradiograficas
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Agfa Curix a -70°C usando pantallas amplificadoras y se revelaron en
condiciones estandar. El tiempo de exposicién varié segun la intensidad del
marcaje. Las autorradiografias se cuantificaron mediante densitometrfa, asistida
por ordenador, de la sefial y determinacién de su drea. Como control interno en
todos los geles se cargd una cantidad constante de RNA de adrenal de rata. Los
datos se expresan, una vez normalizados utilizando los valores obtenidos al
cuantificar los RNA ribosémicos, como media + EEM de al menos 3 "northern”
diferentes. Los datos se representan en tanto por ciento, asignandole el valor
100% al valor obtenido en el control interno.

6. DETERMINACION DE LOS NIVELES PLASMATICOS DE THC MEDIANTE
RADIOINMUNOANALISIS.

Las concentraciones de THC en plasma y tejidos se determinaron mediante
un radicinmunoensayo especifico, usando el material y el protocolo preparado por
el "Research Triangle Institute (Research Triangle Park, NC, USA)" vy
suministrado por el "National Institute of Drug Abuse”, con algunas
modificaciones para las determinaciones en tejidos.

Volimenes fijos {100 pl} de muestras de plasma o de homaogeneizado de
tejidos en agua a pH 92 - 9.5 {10 volimenes) se extrajeron con metanol. Las
muestras, asi como las diluciones de la curva estandar (para la que se utilizé
AS-THC preparado en plasma humano) se incubaron 24 horas a 4°C con el
antisuero especifico para A®-THC y I'®-A%-THC que se usa como ligando
radioactivo (es mas estable que el A-THC y se une al anticuerpo con afinidad
similar compitiendo con este). La separacion de! complejo antigeno-anticuerpo
se obtuvo tras la incubacién de las reacciones 3 horas a 4°C con un segundo
anticuerpo, consiguiéndose un complejo de mayor tamano que se puede separar
por centrifugacién, 733 g durante 15 minutos. La radioactividad fue medida en
el precipitado con un contador y. El célculo de la concentracion de THC en las
muestras se realizé mediante un programa de RIA en el ordenador. Las
concentraciones de THC se expresaron como ng/ml para el plasma y pg/mg de
peso para tejidos.

7. ANALISIS ESTADISTICOS.

Todos los valores obtenidos en las distintas determinaciones realizadas se
expresaron como el valor medio = el error estandar de la media. Se comprobé
si los datos se ajustaban a una distribucion normal. En tal caso y para obtener
los correspondientes niveles de significacion estadistica se realizaron
comparaciones entre multiples grupos mediante analisis de varianza seguido de
un test pos-hoc (SNK). Se utilizaron anélisis de varianza de una via, dos vias 6
tres vias segun la concurrencia de una o méas variables (edad x sexo x
tratamiento). El tipo de andlisis utilizado se detalla en la leyenda de las figuras.
Para los datos gestacionales y lactacionales se utilizé el test de Student. Las
diferencias entre grupos se consideraron como estadisticamente significativas si
la probabilidad de error era menor del 5%.
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RESULTADOS

1. VALIDACION DEL MODELO DE TRATAMIENTO.

‘Como se menciond en el apartado Objetivos se han evaluado durante todo
el periodo gestacional y la lactancia una serie de parametros indicativos del
estado nutricional de las crias. Con esto se pretendia establecer hasta que punto
los efectos del THC sobre el desarrollo dopaminérgico podian ser debidos
exclusivamente a un efecto directo del cannabinoide sobre el cerebro, 0 en parte,
a una malnutricién de la madre inducida por la droga. A continuacién se
muestran los resultados obtenidos (tablas 4 y 5}):

1. Sobre las concentraciones de THC a las que estdn expuestas las crias:

El contenido de THC en plasma y tejidos de la madre {tabla 5) fue medido
mediante RIA especifico. Los valores de THC en plasma medidos durante la
gestacion son la media de los valores diarios obtenidos en la Ultima semana de
gestacién. Los valores correspondientes a la lactancia son la media de los valores
diarios obtenidos durante la primera semana después del parto. Los valores de
THC en higado, cerebro y grasa de la madre fueron medidos durante la lactancia
(DPN1 - DPN5). En ningun caso las fluctuaciones diarias en las concentraciones
de THC en ambos periodos mostraron significacién estadistica. Se encuentra una
significativa presencia de THC en las madres gestantes y durante el periodo de
lactancia en el rango de lo descrito anteriormente para una dosis oral diaria de
5 mg/ml (Rodriguez de Fonseca y cols., 1981). La concentracién de THC fue
mayor durante la época de la lactancia, aungue a efectos de grado de exposicién
de la cria, es presumible que la exposicién sea mayor, o al menos compensable
durante la gestacién, debido a la conexiébn méas directa (transporte placentario)
durante este periodo. En la tabla 4 se pueden encontrar datos que apoyan esta
idea. En esta tabla se muestran las concentraciones de THC en fetos y en sus
placentas en dfas gestacionales (DG14 - DG21), y en higados de neonatos
(DPN1 - DPN5). Se observé la presencia de cantidades significativas de THC
tanto en placentas como en fetos e higados de necnatos cuyas madres habian
sido tratadas con THC. |

2. Sobre los datos de nutricién de la madre y viabilidad de las crias {tabla
5):

Los valores de la toma de agua y comida por la madre se corresponden a
la media de los valores diarios. La ganancia de peso de la madre se obtuvo
hallando la diferencia entre e! peso en el dia del parto y en el dia de la cépula.
También se representan valores del tamafio de la camada, longitud de la
gestacién, mortalidad prenatal y postnatal, expresada en numero de
reabsorciones/fetos y neonatos muertos por camada, y la proporcién
hembras/machos. Por (ltimo se muestran los pesos de placentas, fetos y
neonatos en las diferentes edades estudiadas, el sexo se diferencié desde el dia
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gestacional 18, pero los valores se muestran conjuntamente ya que no se
encontraron diferencias dependientes de sexo.

No se ha encontrado ningldn cambio significativo en la ingesta de agua y
comida por la madre, ni durante la gestacion ni la lactancia a pesar de las
presencia de THC. Tan sélo se encontraron algunos pequerios cambios en los
pesos de los fetos y placentas en los animales que habian sido perinatalmente
expuestos a THC. Otros pardmetros, como la longitud de la gestacién, tamaino
de la camada, mortalidad prenatal y postnatal y proporcién hembras/machos no
se alteraron por el tratamiento con el cannabinoide.

PARAMETRO DIA SEXO CONTROL THC
Fetos (pg/mg)
DG14 -- 7.3+ 20 38.1 + 8.4%
DG16 = 11.4 + 2.0 39.3 £ 3.1%
DG18 H 17.7 £ 2.9 92.4 £ 13.6%
M 18.9 =+ 5.9 118.8 =+ 7.0%
DG21 H 1.1 + 0.8 24.8 £ 4.3%
M 1.5 + 0.9 17.9 £ 7.6%
Placenta {pg/mg)
DG14 - ND 20.5 + 8.6%
DG16 - 1.1 £ 0.3 11.0 £ 0.6 %
DG18 H 29 £ 1.0 41.4 + 8.2%
M 1.8 £ 0.9 48.9 + 6.8%
DG21 H 6.6 + 1.5 29.7 £ 8.2%
M 3.4 £ 04 38.2 + B.6%*
Higado (pg/mg)
DPN1 H 52 £ 1.7 42,1 + 9.7%
M ND 57.7 £ 17.3 %
DPN5 H 22.3 + 3.9 79.4 + 15.6%
M 149 + 4.4 100.4 £ 17.11%

Tabla 4: Concentraciones de THC en placentas, fetos e higados de neonatos. El contenido de
THC fue medido por RIA especifico en placentas y fetos {DG14 - DG16) vy en higados de
neonatos (DPN1 - DPNb5). Los resultados estdn expresados en pg/mg de tejido y corresponden
a medias + EEM de al menos 8 determinaciones diferentes por grupo. Las significaciones
estadisticas se obtuvieron por test de Student ( 5%k p < 0.05).



Resultados 42

PARAMETRO CONTROL THC
Niveles de THC en plasma (ng/mil)
durante la gestacién ND {< 2.5) 17.3 = 4.9%
durante la tactancia ND (< 2.5) 42.9 £ 20.0%
Contenidos de THC (ng/mg tejido}
en higado 0.18 + 0.07 2.28 £+ 017 %
en cerebro 0.10 £ 0.07 1.33 £ 0.12%
en grasa 0.03 = 0.007 0.69 *+ 0.05%
Ingesta de comida de la madre (g)
durante la gestacién 28.2 + 0.9 26.0 £ 0.9
durante la lactancia 56.2 =+ 7.1 47.8 + 5.7
Ingesta de agua de la madre (ml})
durante la gestacién 41.6 = 2.1 38.6 + 1.8
durante la lactancia 78.3 £ 8.6 66.5 + 7
Ganancia de peso de la madre (g) 1566.6 + 17.4 138.9 + 8.7
Tamafio de la camada 13.1 £ 0.7 13.0 = 0.7
Duracién de la gestacién (dfas) 224 £ 0.1 224 + 0.1
Mortalidad prenatal 0.71 £ 0.34 0.64 + 0.25
Mortalidad postnatal 0.27 = 0.14 0.71 £ 0.34
Proporcién hembras/machos 1.0 £ 01 1.1 = 0.1
Peso de placentas DG14 (mg) 79.3 + 8.9 87.8 + 8.5
DG16 {mg 348.5 + 19.9 258.8 £+ 21.3*
DG18 (mg) 370.3 £ 17.5 335.8 + 18.5
DG21 (mg) 618.56 + 19.9 608.8 + 15.3
Peso fetal DG14 (mg) 84.6 + 3.5 95.0 £+ 2.6 %
DG16 (mg) 349.6 =+ 10.9 313.8 + 6.3 %
DG18 (mg) 870.3 £ 15.5 8158 + 18.5%
DG21 (g) 3.9 £ 0.06 3.9 £ 0.07
Peso neonatal DPN1 (g) 6.0 £ 0.1 5.8 £ 0.1
DPN5 (g) 10.0 £ 0.4 10.1 £ 0.3

Tabla b: ParAmetros gestacionales estudiados en animales controles y expuestos perinatalmente
a THC. Los valores corresponden a medias + EEM de al menos 8 determinaciones diferentes por
grupo. Las significaciones estad(sticas se obtuvieron por test de Student { % p < 0.05).
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2. ONTOGEN!IA DE LA NEUROTRANSMISION CATECOLAMINERGICA.,

Antes de abordar el estudio de los efectos del THC sobre el desarrollo de
la neurotransmisién catecolaminérgica, dedicaremos una parte de esta
presentacién de Resultados al analisis de la ontogenia de los diferentes -
pardmetros bioquimicos y moleculares analizados, comparandolos con lo que esté
publicado previamente en la literatura. Asi, se ha estudiado el desarrollo de la TH
en cerebro durante la gestacién y los primeros dfas postnatales. En las figuras se
muestra la ontogenia de la expresién de ta TH, RNA mensajero {Figura 9) y
cantidad total de proteina (Figura 10}, y de su actividad enzimatica total (Figura
11}. También se muestra la ontogenia de DA (figura 12) y NE (figura 13). Para
realizar estos andélisis se utilizé cerebro entero hasta el dia gestacional 18, en los
dias siguientes se dividié en cerebro anterior y posterior. El sexo de los fetos y
neonatos se diferencié desde el dia gestacional 18 por observacién de distancia
ano-genital y posterior autopsia y observacion de la posicién de los genitales.

2.1. Ontogenia del RNA mensajero de TH.
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Figura 9: Expresidn del RNAm de TH en cerebro durante el desarrollo. Los niveles de
RNAmM de TH se analizaron mediante "northern®, realizado con RNA total de cerebro
entero en los dias gestacionales 14 (1), 16 (2) y 18 (3}, y en cerebro posterior de
animales de los dfas gestacional 21 (4} y postnatales 1 {5) y 5 {6). Se muestran los datos
correspondientes a la cuantificacién de la banda especifica tras la normalizacién con los
datos obtenidos al cuantificar los RNA ribosdmicos. Se expresan como media = EEM de
al menos 3 "northern” diferentes y se representan en tanto por ciento, asignandole el
valor 100% al valor obtenido en el control interno.
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Los cambios en los niveles de RNA mensajero de TH en cerebro a lo largo
del desarrollo se estudiaron mediante andlisis de "northern”. El RNAm aumenta
progresivamente durante el desarrollo, se detecta los dias gestacionales 14y 16
en cerebro entero y en cerebro posterior en los siguientes dfas, sin encontrarse
diferencias entre machos y hembras. La sefial obtenida en el dia postnatal 1 fue
menor que en el dfa gestacional 21 usando la misma cantidad de RNA tota!, pero
ello es debido a que el tamafo del cerebro aumenta mucho en este dia y aunque
la cantidad total de RNA mensajero de TH es mayor en el DPN1 que en el DG21,
pero la proporcién de RNA mensajero de TH respecto al RNA total es, sin
embargo, menor. Posteriormente vuelve a aumentar en el DPNS5,

2.2. Ontogenia de la cantidad total de TH.

La cantidad de proteina se detectd por "western" y presenta un patrén
similar al descrito para el RNAm.
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Figura 10: Cantidad de TH en cerebro durante el desarrolic. La cantidad de TH se analizé
mediante "western” realizado con homogeneizados de cerebros enteros de animales del
dfa gestacional 14 (1} y 16 {2) y 18 {3}, y en cerebro anterior y posterior en los dias
gestacional 21 {4) y postnatales 1 (5) y 5 {6). Se muestran los valores correspondientes
a la cuantificacién de la banda especifica. Los datos se expresan como media + EEM de
al menos 3 "western” diferentes y se representan en tanto por ciento, asigndndole el
valor 100% al valor obtenido en el control interno.
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La ontogenia de la cantidad de proteina se muestra en la figura 10, los
niveles de TH aumentan progresivamente desde el dia gestacional 14 al dia
postnatal 5 y no existen diferencias entre sexos. Se observa una disminucién de
la seial en el dfa postnatal 1 sélo en el cerebro posterior, lo que podria deberse,
como en el caso del RNA, a una disminucién de la proporcién de TH presente en
el conjunto total de proteinas.

2.3. Ontogenia de la actividad de TH.
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Figura 11: Ontogenia de la actividad de 1a TH. La actividad de la TH se midi6 en cerebros
enteros de animales del dia gestacional 14 (1), 16 (2) vy 18 {3), v en cerebro anterior y
posterior en los dias gestacional 21 {4) y postnatales 1 (5) yv 5 (6). Los valores
corresponden a medias + EEM de al menos 6 determinaciones diferentes por grupo.

En la figura 11 se muestra la ontogenia de la actividad de la TH. La
actividad se detectd por HPLC midiendo la cantidad de producto formado en un
un ensayo /n vitro. La actividad de TH se puede detectar ya en el dia gestacional
14 aumentando progresivamente durante todos los dias estudiados sin existir
diferencias entre sexos.
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2.4. Ontogenia de

los contenidos de catecolaminas.
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Figura 12: Ontogenia de los contenidos de DA. Los contenidos de DA se midieron en
cerebros enteros de animales del dia gestacional 14 (1}, 16 {2) y 18 (3]}, v en cerebro
anterior y posterior en los dias gestacional 21 {4) y postnatales 1 (5) y 5 (6). Los valores
carresponden a medias + EEM de al menos 6 determinaciones diferentes por grupo.
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Figura 13: Ontogenia de los contenidos de NE. Los contenidos de NE se midieron en
cerebros enteros de animales del dia gestacional 14 (1), 16 (2} y 18 (3), vy en cerebro
anterior y posterior en los dlas gestacional 21 {4} y postnatales 1 (5} v 5 (6). Los valores
corresponden a medias + EEM de al menos & determinaciones diferentes por grupo.
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Cuando se expresan por cantidad total de tejido, la actividad de TH y los
contenidos de catecolaminas muestran incrementos en funcién de la edad. Asf,
los incrementos fueron muy pronunciados del dia gestacional 14 al 16
{+ de 10 veces), (actividadde TH: F(1,16) = 131.28, p < 0.0001; contenidos
de DA: F(1,16) = 37.33, p < 0.0001; contenidos de NE: F{1,16} = 29.27,
p < 0.0001). En el dia gestacional 18, estos pardmetros aumentaron hasta el
doble (exceptuando los contenidos de NE), y fueron medidos en cerebro entero
de hembras y machos por separado, aunque no hubo diferencias respecto al
sexo, (actividad de TH: F(1,17) = 1.063, ns; contenidos de DA:
F(1,17} = 0.183; contenidos de NE: F(1,17) = 0.947, ns). Durante el periodo
DG21 - DGH, la actividad de TH y los contenidos de DA incrementaron
progresivamente tanto en el cerebro anterior como en el posterior, pero no hubo
diferencias por sexo tanto si se analiza esta variable individualmente como si se
estudia la interaccién con la edad. La estadistica se muestra en la tabla 6.

Tabla 6:

EDAD SEXO EDAD X SEXO
Actividad de TH
Cerebro anterior: F(2,39)
Cerebro posterior: F(2,39)

8.12, p<0.005 F(1,39) = 0.009, ns F(2,39) = 0.15,ns
10.02, p<0.0005 F(1.3%) = 0.02, ns  F(2,39) = 0.19,ns

Contenidos de DA
Cerebro anterior: F{2,39)
Cerebro posterior: F{2,39)

30.55, p<0.0001 F(1,39) = 0.76, ns  F{2,39) = 0.53, ns
11.96, p<0.0001 F(1,39) = 0.07,ns  F(2,39) =030, ns

Contenidos de NE
Cerebro anterior: F{2,39)
Cerebro posterior:  F{2,39)

26.32, p<0.0001 F(1,39)
26.97, p<0.0001 F(1,39)

0.21,ns  F(2,39) = 0.13,ns
0.009, ns  F(2,39) = 0.26, ns

o

Contenidos de DOPAC
Cerebro anterior: F(1,29) = B4.27, p<0.,0001 F{1,29) = 0.01,ns  F(1,29) = 0.03,ns
Cerebro posterior: F{1,29) = 4.98, p<0.01 F(1,29) = 0.01.ns  F(1,29) = 0.28,ns
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3. EFECTOS DE LA EXPOSICION PERINATAL A THC SOBRE EL DESARROLLO
DE LOS SISTEMAS CATECOLAMINERGICOS.

Como se ha comentado anteriormente, el objetivo de este estudio es
estudiar las alteraciones producidas por el THC en la expresién de la TH y en la
actividad de esta enzima durante el desarrollo prenatal y postnatal temprano.
Estas alteraciones podrian ser las responsables de cambios observados en el
sistema dopaminérgico de animales expuestos perinatalmente a cannabinoides
bien en edades posteriores del desarrollo postnatal, bien en adultos.

3.1. Efectos en los dias gestacionales 14 y 16.

La enzima TH aparece alrededor del dia gestacional 14, presumiblemente
en neuronas dopaminérgicas, dentro de los conos de crecimiento en las neuronas
inmaduras, y esto parece indicar que esta enzima o su neurotransmisor podrian
intervenir en procesos de reconocimiento neural y formacién de contactos,
funciones propias de los conos de crecimiento. Por eso es posible que pequeias
alteraciones producidas por los cannabinoides en esta enzima durante estos dias
gestacionales puedan afectar procesos criticos en la maduracién de los sistemas
de neurotransmisores dando lugar a alteraciones mucho mas profundas en la
edad adulta.

3.1.1. Efecto sobre el RNA mensajero de TH.
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Figura 14: Expresién del RNA mensajero de TH en cerebro en el dia gestacional 14. Los
niveles de RNAmM de TH se analizaron mediante "northern”, realizado con RNA total de
cerebros individuales de animales control (C) y tratados perinatalmente con THC (THC).
Los filtros se tifieron con azul de metileno (panel B) y se hibridaron con la sonda cDNA
de TH detectdndose un RNA especifico de TH de 1.9 Kb (panel A). Se muestra una
autorradiografia representativa. Los datos correspondientes a la cuantificacién de los
"northern™ se muestran en la figura 16.
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1.9 Kb —» RNAm TH
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Figura 15: Expresién del RNA mensajero de TH en cerebro en el dia gestacional 16. Los
niveles de RNAm de TH se analizaron mediante "northern”, realizado con RNA total de
cerebros individuales de animales control (C) y tratados perinataimente con THC (THC).
Los filtros se tifieron con azul de metileno (panel B) y se hibridaron con ja sonda cDNA
de TH detectdndose un RNA especffico de TH de 1.9 Kb (panel A). Se muestra una
autorradiografia representativa. Los datos correspondientes a la cuantificacién de los
"northern™ se muestran en la figura 16.
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Figura 16: Expresién del RNAm de TH en cerebro en los dias gestacionales 14 y 16. Se
muestran los datos obtenidos de la cuantificacién de la banda especifica. Los datos se
expresan, una vez normalizados con los obtenidos al cuantificar los RNA ribosémicos,
como media + EEM de al menos 3 "northern” diferentes. Los datos se representan en
tanto por ciento, asignandole el valor 100% al valor obtenido en el control interno. Las
significaciones estad(sticas se obtuvieron mediante anélisis de varianza de dos vias
seguido de test SNK { 3%k p < 0.05).
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La exposicién perinatal a THC afecté la expresién del gen de TH en el
cerebro de fetos durante este periodo gestacional. El anélisis de varianza de dos
vias (edad x tratamiento) demostré la existencia de diferencias significativas en
el tratamiento (F(1,20) = 5.998, p < 0.05) y una tendencia no significativa por
edad (F(1,20) = 3.205, p = 0.0886), mientras que la interaccién de ambas
variables no fue significativa (F(1,20) = 1.523, ns). Concretamente, las
cantidades de RNAm en el dia gestacional 14 fueron mucho mé&s altas (dos
veces) en fetos expuestos perinatalmente a THC que en los controles. Aunque
este efecto se atenud en el dia gestacional 16 donde las concentraciones de
RNAmM en fetos expuestos a THC fueron algo més altas, de una forma no
estadisticamente significativa (Figura 16).

3.1.2. Efecto sobre la cantidad de TH.

Como en el caso de el RNAm, la exposicién prenatal a THC también afect6
a la cantidad de proteina TH en cerebro de fetos en los dias gestacionales 14 y
16. El andlisis de varianza de dos vias (edad x tratamiento) demostré que existen
diferencias por edad (F(1,16) = 20.573, p < 0.005) y por tratamiento (F(1,16)
= 6.227, p = 0.05), aunque la interaccién de ambas variables no fue
significativa (F(1,16) = 1.278, ns). Se observé un marcado incremento en la
concentracién de proteina (4 veces) en el dia gestacional 14, aunque este
incremento se redujo en el dia gestacional 16 hasta perder la significacion
estadistica (figura 19).
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Figura 17: Cantidad de TH en cerebro en el dia gestacional 14. La cantidad de TH se
analizé mediante "western”, realizado con homogeneizados dé cerebros enteros de
animales control (C) y tratados perinatalmente con THC (THC). Se muestra una
autorradiograffa representativa, el peso molecular de los marcadores {en KDa) se indica
a la izquierda. Los datos correspondientes a la cuantificacién de los "western" se
muestran en la figura 19.
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Figura 18: Cantidad de TH en cerebro en el dia gestacional 16. La cantidad de TH se
analiz6 mediante "western”, realizado con homogeneizados de cerebros enteros de
animales control (C) y tratados perinatalmente con THC (THC). Se muestra una
autorradiografia representativa, el peso molecular de los marcadores {en KDa) se indica
a la izquierda. Los datos correspondientes a la cuantificacién de los "western" se
muestran en la figura 19.
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Figura 19: Cantidad de TH en cerebro en los dias gestacionales 14 y 16. Se muestran
los datos correspondientes a la cuantificacién de la banda especifica. Los datos se
expresan como media + EEM de al menos 3 "western” diferentes, representados en
tanto por ciento, asignandole el valor 100% al valor obtenido en el control interno. Las
significaciones estadisticas se obtuvieron mediante andlisis de varianza de dos vias
seguido de test SNK { %k p < 0.05).
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3.1.3. Efecto sobre la actividad de TH.
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Figura 20: Actividad de TH en cerebro en los dias gestacionales 14 y 16. Los valores
corresponden a medias + £EM de al menos 6 determinaciones diferentes por grupo. Las
significaciones estadfsticas se obtuvieron por anélisis de varianza de dos vias seguido de
test SNK { % p < 0.05).

El analisis de varianza de dos vias {edad x tratamiento) demostré que el
efecto de la exposicion perinatal a THC sobre la actividad durante este periodo
fetal dependié claramente de la edad (edad: F(1,34) = 16.43, p < 0.005;
tratamiento: F(1,34} = 0.32, ns; interaccién: F{1,34) = 6.12, p < 0.05). Asl,
se observé un incremento muy marcado en la actividad de esta enzima (3 veces)
en el dfa gestacional 14, pero sin cambios, incluso una cierta reduccion, en el dia
gestacional 16 (Figura 20).
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3.1.4. Efecto sobre los contenidos de DA y NE.
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Figura 21: Concentraciones de DA y NE en cerebro en los dias gestacionales 14 y 16.
Los valores corresponden a medias + EEM de al menos 8 determinaciones diferentes por
grupo. Las significaciones estadisticas se obtuvieron por andlisis de varianza de dos vias

seguido de test SNK.

El anélisis de varianza de dos vias (edad x tratamiento) de los efectos del
THC sobre los contenidos de DA y NE durante este periodo fetal demostré que
sélo por edad (DA: F{1,34) = 27.17, p < 0.001; NE: F(1,33) = 36.96, p <
0.001}, pero no por tratamiento (DA: F{1,34) = 0.32, ns; NE: F{1,33) = 0.12,
ns) o por la interaccion entre las dos variables (DA: F{1,34) = 1.93, ns; NE:
F(1,33) = 0.31, ns) aparecen diferencias estadisticas. Las concentraciones de
catecolaminas fueron practicamente no detectables en el DG14 (figura 21).

3.2. Efectos en el dia gestacional 18.

Desde el dia gestacional 18 los animales pudieron ser separados por
sexos. El dia gestacional 18 es interesante, ya que en la rata este dia aparece el
pico de testosterona en plasma que provoca la diferenciacion sexual. Por ello, se
trata de un dia especialmente sensible a la influencia de factores epigenéticos.
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Figura 22: Expresién del RNAm de TH en cerebro en el dia gestacional 18. Los niveles
de RNAm de TH se analizaron mediante "northern”, realizado con RNA total de cerebros
enteros de animales control (C) y tratados perinatalmente con THC (THC). Los filtros se
tifieron con azul de metileno (panel B) y se hibridaron con la sonda ¢cDNA de TH
detectdndose un RNA especifico de TH de 1.9 Kb {panel A), se muestra una
autorradiograf(a representativa. En el panel C representamos los datos correspondientes
a la cuantificacién de la banda especifica. Los datos se expresan, una vez normalizados
con los obtenidos al cuantificar los RNA ribosémicos, como media + EEM de al menos
3 "northern" diferentes (representados en tanto por ciento, asignandole el valor 100%
al valor obtenido en el control interno). Las significaciones estadfsticas se obtuvieron
mediante andlisis de varianza de dos vias seguido de test SNK ( %k p < 0.05).
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Figura 23: Cantidad de TH en cerebro en el dia gestacional 18. La cantidad de TH se
analiz6 mediante "western”, realizado en cerebros enteros de animales control (C) y
tratados perinatalmente con THC (THC). En el panel A se muestra una autorradiografia
significativa, el peso molecular de los marcadores (en KDa) se indica a la izquierda. En
el panel B representamos los datos correspondientes a la cuantificacién de la banda
especifica. Los datos se expresan como media + EEM de al menos 3 "western"
diferentes (representados en tanto por ciento, asignandole el valor 100% al valor
obtenido en el control interno). Las significaciones estadisticas se obtuvieron mediante
andlisis de varianza de dos vias seguido de test SNK.
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Figura 24: Actividad de TH en cerebro en el dia gestacional 18. Los valores corresponden
amedias + EEM de al menos 6 determinaciones diferentes por grupo. Las significaciones
estadisticas se obtuvieron por andlisis de varianza de dos vias seguido de test SNK.
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Figura 25: Contenidos de DA y NE en cerebro en el dia gestacional 18. Los valores
corresponden a medias + EEM de al menos 6 determinaciones diferentes por grupo. Las
significaciones estadisticas se obtuvieron por anélisis de varianza de dos vfas y test SNK.
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La exposicién prenatal a THC no afectd las cantidades de RNAmM de TH,
ni los deméas parametros estudiados en el cerebro de fetos del dia gestacional 18.
El anélisis de varianza de dos vias {sexo x tratamiento) demostr6 que no existen
diferencias por sexo, tratamiento o la interaccién entre ellos {tabla 7).

Tabla 7:
SEXO TRATAMIENTO TRATAMIENTO
X SEXO
RNAmM de TH: Fi(1,8) = 2.102, ns F(1,8} = 0.428, ns F{1,8) = 2.326, ns
Proteina: Fi1,14) = 0.21,ns  F(},14) = 0.083, ns F(1,14) = 1.21, ns
Actividad de TH: F{1,36) = 0.142, ns F(1,36) = 0.03,ns F{1,36) = 0.543, ns
Contenidos de DA F(1,36} = 0.061, ns F(1,36} = 0.783,ns F(1,36} = 0.098, ns
Contenidos de NE F{1,36) = 1.261, ns F{1,36) = 1.116, ns F{1,36) = 0.026, ns

De todas formas, se observé una tendencia en el RNAmM de TH a disminuir
en machos y a aumentar en hembras, tendencia como veremos que convierte en
diferencia significativa en los siguientes dias analizados.

3.3. Efectos en los dias gestacional 21 y postnatales 1y 5.
3.3.1. Efecto sobre el RNA mensajero de TH.

Como ocurrié en el dia gestacional 14, en este periodo del desarrollo
{DG21 - DPN5B) la exposicién a THC también afecto la expresién del gen de la
enzima TH en el cerebro de los animales. El andlisis de varianza de tres vias
(edad x sexo x tratamiento) demostro la existencia de diferencias dependientes
del sexo y de la edad, analizadas independientemente, y por tratamiento pero
sblo cuando interacciona con el sexo. Lo que claramente indica la existencia de
diferentes respuestas en funcién del sexo. La estadistica se muestra en la tabla
8. Comparando grupos concretos, se observé que la exposicién a THC disminuyé
significativamente la cantidad de RNAm de TH en machos en el dfa gestacional
21 (figura 26} y el dia postnatal 1 (figura 27) y no significativamente en e! dfa
postnatal 5 {figura 28), y aumentd significativamente en hembras en el dia
gestacional 21 (figura 26) y no significativamente en las edades postnatales
(figuras 27 y 28).
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Figura 26: Expresién del RNAm de TH en cerebro en el dia gestacional 21.Los los niveles
de RNAm de TH se analizaron mediante "northern™, realizado con RNA total de cerebro
posterior de animales control (C) y tratados perinatalmente con THC (THC). Los filtros
se tifieron con azul de metileno (panel B) y se hibridaron con la sonda cDNA de TH
detectdndose un RNA especifico de TH de 1.9 Kb (panel A), se muestra una
autorradiografia representativa. En el panel C representamos los datos correspondientes
a la cuantificacién de la banda especifica. Los datos se expresan, una vez normalizados
con los obtenidos al cuantificar los RNA ribosémicos, como media + EEM de al menos
3 "northern" diferentes (representados en tanto por ciento, asignandole el valor 100%
al valor obtenido en el control interno). Las significaciones estadfsticas se obtuvieron
mediante andlisis de varianza de tres vias seguido de test SNK ( %k p < 0.05).
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Figura 27: Expresién del RNAm de TH en cerebro en el dia postnatal 1.Los niveles de
RNAmM de TH se analizaron mediante "northern”, realizado con RNA total de cerebro
posterior de animales control (C) y tratados perinatalmente con THC (THC). Los filtros
se tifieron con azul de metileno (panel B) y se hibridaron con la sonda cDNA de TH
detectdndose un RNA especifico de TH de 1.9 Kb (panel A), se muestra una
autorradiograffa representativa. En el panel C representamos los datos correspondientes
a la cuantificacién de la banda especifica. Los datos se expresan, una vez normalizados
con los obtenidos al cuantificar los RNA ribosémicos, como media + EEM de al menos
3 "northern” diferentes (representados en tanto por ciento, asigndndole el valor 100%
al valor obtenido en el control interno). Las significaciones estadisticas se obtuvieron
mediante andlisis de varianza de tres vias seguido de test SNK { %k p < 0.05).
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Figura 28: Expresién del RNAm de TH en cerebro en el dia postnatal 5. Los niveles de
RNAm de TH se analizaron mediante "northern”, realizado con RNA total de cerebro
posterior de animales control (C) y tratados perinatalmente con THC (THC). Los filtros
se tifieron con azul de metileno {panel B) y se hibridaron con la sonda cDNA de TH
detectdndose un RNA especifico de TH de 1.9 Kb (panel A), se muestra una
autorradiografia representativa. En el panel C representamos los datos correspondientes
a la cuantificacién de la banda especifica. Los datos se expresan, una vez normalizados
con los obtenidos al cuantificar los RNA ribosémicos, como media + EEM de al menos
3 "northern" diferentes {representados en tanto por ciento, asignandole el valor 100%
al valor obtenido en el control interno). Las significaciones estadisticas se obtuvieron
mediante anélisis de varianza de tres vias seguido de test SNK.
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3.3.2. Efectos sobre el resto de los pardmetros.
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Figura 29: Cantidad de TH en cerebro en el dia gestacional 21. La cantidad de TH se
analiz6 mediante "western", realizado en cerebro anterior y posterior de animales control
(C} y tratados perinatalmente con THC (THC). En el panel A se muestra una
autorradiografia significativa, el peso molecular de los marcadores (en KDa) se indica a
la izquierda. En el pane! B representamos los datos correspondientes a la cuantificacién
de la banda especifica. Los datos se expresan como media + EEM de al menos 3
"western" diferentes (representados en tanto por ciento, asigndndole el valor 100% al
valor obtenido en el control interno). Las significaciones estadisticas se obtuvieron
mediante andélisis de varianza de tres vias seguido de test SNK.
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Figura 30: Cantidad de TH en cerebro en el dia postnatal 1. La cantidad de TH se analizé
mediante "western", realizado en cerebro anterior y posterior de animales control {(C) y
tratados perinatalmente con THC (THC). En el panel A se muestra una autorradiografia
significativa, el peso molecular de los marcadores (en KDa) se indica a la izquierda. En
el panel B representamos los datos correspondientes a la cuantificacién de la banda
especifica. Los datos se expresan como media + EEM de al menos 3 "western”
diferentes (representados en tanto por ciento, asignindole el valor 100% al valor
obtenido en el control interno). Las significaciones estadisticas se obtuvieron mediante
anélisis de varianza de tres vfas seguido de test SNK.
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Figura 31: Cantidad de TH en cerebro en el dia postnatal 5. La cantidad de TH se analizé
mediante "western", realizado en cerebro anterior y posterior de animales control Cly
tratados perinatalmente con THC (THC). En el panel A se muestra una autorradiografia
significativa, el peso molecular de los marcadores (en KDa) se indica a la izquierda. En
el panel B representamos los datos correspondientes a la cuantificacién de la banda
especifica. Los datos se expresan como media + EEM de al menos 3 "western”
diferentes (representados en tanto por ciento, asigndndole el valor 100% al valor
obtenido en el control interno). Las significaciones estadisticas se obtuvieron mediante
anélisis de varianza de tres vias seguido de test SNK.
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Figura 32: Actividad de TH en cerebro anterior y posterior en el dia gestacional 21. Los
valores corresponden a medias = EEM de al menos 6 determinaciones diferentes por
grupo. Las significaciones estad(sticas se obtuvieron por anélisis de varianza de tres vias
seguido de test SNK.
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Figura 33: Actividad de TH en cerebro anterior y posterior en el dia postnatal 1. Los
valores corresponden a medias + EEM de al menos 6 determinaciones diferentes por
grupo. Las significaciones estadisticas se obtuvieron por andlisis de varianza de tres vlas
seguido de test SNK.
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Figura 34: Actividad de TH en cerebro anterior y posterior en el dia postnatal 5. Los
valores corresponden a medias + EEM de al menos 6 determinaciones diferentes por
grupo. Las significaciones estadisticas se obtuvieron por andlisis de varianza de tres vlas
seguido de test SNK,
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Figura 35: Contenidos de DA en cerebro anterior y posterior en el dia gestacional 21. Los
valores corresponden a medias =+ EEM de al menos 6 determinaciones diferentes por
grupo. Las significaciones estadisticas se obtuvieron por andlisis de varianza de tres vias
seguido de test SNK { %k p < 0.05).



Resultados 66

140 -

?120“

h-]

21004 |

100 -

g T

2 80

a

S 60+

|

h -]

'§ 40 -

8 N |l’ i ﬁ i

0 C THC C THC € THC C THC

MACHOS HEMBRAS MACHOS HEMBRAS
CEREBRO ANTERIOR CEREBRO POSTERIOR

Figura 36: Contenidos de DA en cerebro anterior y posterior en el dia postnatal 1. Los
valores corresponden a medias + EEM de al menos 6 determinaciones diferentes por
grupo. Las significaciones estadfsticas se obtuvieron por andlisis de varianza de tres vias
seguido de test SNK.
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Figura 37: Contenides de DA en cerebro anterior y posterior en el dia postnatal 5. Los
valores corresponden a medias = EEM de al menos 6 determinaciones diferentes por
grupo. Las significaciones estad(sticas se obtuvieron por andlisis de varianza de tres vias
seguido de test SNK.
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Figura 38: Contenidos de NE en cerebro anterior y posterior en el dia gestacional 21. Los
valores corresponden a medias + EEM de al menos 6 determinaciones diferentes por
grupo. L.as significaciones estad(sticas se obtuvieron por an4lisis de varianza de tres vias
seguido de test SNK,
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Figura 39: Contenidos de NE en cerebro anterior y posterior en el dia postnatal 1. Los
valores corresponden a medias + EEM de al menos 6 determinaciones diferentes por
grupo. Las significaciones estadisticas se obtuvieron por andlisis de varianza de tres vias
seguido de test SNK.
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Figura 40: Contenidos de NE en cerebro anterior y posterior en el dia postnatal 5. Los
valores corresponden a medias + EEM de al menos 6 determinaciones diferentes por
grupo. Las significaciones estadlsticas se obtuvieron por anélisis de varianza de tres vias
seguido de test SNK,

La exposicion a THC no afecté la cantidad de TH, ni su actividad, ni los
contenidos de catecolaminas en el cerebro antrerior y posterior de animales
durante este periodo (DG21 - DPN5), sélo se observé una disminucién de DA en
el cerebro posterior de los machos el dia gestacional 21, El anélisis de varianza
de tres vias (edad x sexo x tratamiento) demostré la existencia de un variacién
significativa en estos parametros por edad, pero ausencia de diferencias por
tratamiento cuando se analizé independientemente o en relacién con la edad, el
sexo o ambos. Las estadisticas se muestran en la tabla 8.

3.3.3. Efectos sobre los contenidos de de DOPAC.

El andlisis de la concentracion de DOPAC, el principal metabolito
intraneuronal de ia DA sélo fue posible en los dos dias postnatales (DPN1 vy
DPN5) ya que la senal fue indetectable en edades anteriores. El anélisis de
varianza de tres vias {edad x sexo x tratamiento) en el cerebro anterior indicé la
existencia de diferencias por edad y tratamiento, analizadas independientemente,
y en el caso del tratamiento también cuando interaciona con la variable sexo. En
el caso del cerebro posterior, sélo hubo diferencias por tratamiento analizado
independientemente, y en la triple interaccién pudo apreciarse una tendencia. Las
estadisticas se muestran en la tabla 8. Cuando grupos especificos fueron
comparados mediante el test de SNK se observé un marcado incremento en la
produccién de DOPAC en los neonatos hembras expuestos a THC respecto a los
controles, y en particular en el cerebro anterior {Figuras 41 y 42).
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Figura 41: Contenidos de DOPAC en cerebro anterior y posterior en e! dia postnatal 1.
Los valores corresponden a medias + EEM de al menos 6 determinaciones diferentes por
grupo. Las significaciones estadisticas se obtuvieron por anélisis de varianza de tres vias
seguido de test SNK (% p < 0.05).
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Figura 42: Contenidos de DOPAC en cerebro anterior y pasterior en el dia postnatal 5.
Los valores corresponden a medias + EEM de al menos 6 determinaciones diferentes por
grupo. Las significaciones estadisticas se obtuvieron por andlisis de varianza de tres vias
seguido de test SNK {skp < 0.05),
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Tabla 8:

A. CEREBRO ANTERIOR:

Edad:

Sexo:

Tratamiento:

Edad x Sexo:

Edad x Tratamiento:
Sexo x Tratamiento:
Edad x Sexo

x Tratamiento:

Edad:

Sexo:

Tratamiento:

Edad x Sexo:

Edad x Tratamiento:
Sexo x Tratamiento:
Edad x Sexo

x Tratamiento:

PROTEINA TH

F{2,34) = 11.19, p<0.001
F(1,34} = 0.04, ns
F{1,34}) = 0.32, ns
F(2,34}) = 0.009, ns
F{2,34) = 0.05, ns
F(1,34) = 1.37, ns

n

hon

F(2,34} =0.45, ns

CONTENIDOS DE DA

Fi2,76) = 5.31, p<0.001
F{1,76) = 0.44, ns
F(1,76) = 1.16, ,ns
Fi{2,76) = 0.15, ns
F(2,76) = 0.20, ns
Fi{1,76) = 1.41, ns

F(2,76) =0.28, ns

B. CEREBRO POSTERIOR:

Edad:

Sexo:

Tratamiento:

Edad x Sexo:

Edad x Tratamiento:
Sexo x Tratamiento:
Edad x Sexo

x Tratamiento:

Edad:

Sexo:

Tratamiento:

Edad x Sexo:

Edad x Tratamiento:
Sexo x Tratamiento:
Edad x Sexo

x Tratamiento:

RNAmMm TH

F(2,32) = 24.43, p<0.001
F{1,32) = 18.46, p<0.001
F(1,32) = 0.94, ns

F(2,32) = 2.78, p = 0.0772
Fi2,32) = 0,84, ns

Fi1,32) = 13.13, p<0.001
F{2,32) = 0.73, ns

CONTENIDOS DE DA

F(2,76} = 4,20, p<0.05
F(1,76) = 0.04, ns

F(1,76) = 0.02, ,ns

F(2,76) = 0.04, ns

F(2,76) = 1.08, ns

F(1,76} = 0.20, ns

F(2,76) = 1.72, p = 0.1861

ACTIVIDAD TH

F(2,76) =
F{(1,76) = 1.16, ns
F{(1,76}) = 0.01, ns
F(2,76) = 0.49, ns

‘F(2,76) = 0.49, ns

F(1,76) = 0.01, ns
Fi2,76) = 0.17, ns

CONTENIDOS DE NE

13.83, p<0.001

F{2,76) = 4.69, p<0.05

F{(1,76) = 0.36, ns
F(1,76) = 0.32, ns

F(2,76} = 0.82, ns
F{2,76) = 0.84, ns
F(1,76) = 1.15, ns
F{2,76) = 0.49, ns
PROTEINA TH
F(2,30) = 4.01, p<0.05
F{1,30) = 0.10, ns
F(1,30) = 0.49, ns
F(2,30) = 0.34, ns
F{2,30) = 0.01, ns
F{1,30} = 1.04, ns
F(2,30} = 0.09, ns

CONTENIDOS DE NE

F(2,76) = 22.01, p<0
F{1,76) = 0.01, ns
F(1,76) = 0.47, ns
F(2,76) = 0.11, ns
F(2,76) = 0.30, ns
Fi(1,76) = 0.35, ns

F(2,76) = 0.32, ns

ACTIVIDAD TH

F(2,76) = 0.53, ns
F(1.76) = 0.37, ns
F(1,76) = 0.89, ns
F(2,76) = 1.07, ns
F(2,76) = 0.98, ns

F{1,76}) = 1.15, ns

F(2,76) = 0.01, ns

{001
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4. EFECTOS DEL THC EN CULTIVOS PRIMARIOS NEURONALES DE
MESENCEFALO DE EMBRION DE RATA.

Como se menciond en el capitulo de Objetivos, el tercer objetivo del
presente trabajo era reproducir en un modelo /in vitro los resultados obtenidos in
vivo. Para ello hemos utilizado cuitivos primarios de células mesencefélicas
obtenidas de cerebros de fetos en el dia gestacional 14, dia en que se
encontraron las modificaciones mas marcadas sobre la TH producidas por la
exposiciébn prenatal a THC. Ademads, utilizando estos cultivos embrionarios
hemos abordado el estudio de los posibles mecanismos moleculares implicados
en los efectos del THC sobre el desarrollo de las neuronas TH-positivas.

4.1. Efecto del THC sobre la actividad de TH y los contenidos de DA.

Cultivos de células mesencefélicas del dia gestacional 14 se incubaron
durante 24 horas con una concentracién estandar de THC {1000 ng/ml}, similar
a la usada por Howlett y cols. (1985) para demostrar la capacidad del THC de
inhibir la actividad de la adenilato ciclasa via una proteina G.
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Figura 43: Efecto del THC sobre la actividad de TH y los contenidos de DA en células
embrionarias. Se muestran los efectos sobre la actividad de TH (panel A) v sobre los
contenidos de DA {(panel B} del tratamiento con THC a una concentracién de
1000 ng/ml. Las significaciones estadisticas se obtuvieron por test de Student
{ %k p < 0.05).
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Los resultados obtenidos demuestran un marcado incremento de la
actividad de TH, en paralelo con una disminucién de la concentracién de DA
(figura 43). Como se detallara en la Discusién, el aumento de TH producido por
THC correlaciona claramente con los efectos encontrados /in vivo tras exposicién
prenatal a THC, en concreto con el aumento no s6lo de la actividad de TH sino
también de la expresién del gen para este enzima en el dia gestacional 14.

4.2. Implicacién del receptor de cannabinoides en los efectos del THC en células
embrionarias.

Para examinar si el efecto del THC sobre las células embrionarias se

producia via la unién del THC al receptor de cannabinoides se incubaron los

cultivos con THC y un antagonista especifico del receptor CB1, el SRF14171 GA
(Rinaldi-Carmona y cols., 1994),

700 %

-] o
(-3 [=3
-] (-]
! -l

(ngﬁng proteina.h)
(-
L -]

ad de TH
» t
o o
=1 =
1 1

CONTROL THC SRF THC + SR¥

Figura 44: Efecto del THC y el SRF141716A sobre la actividad de TH: Se muestran los
efectos sobre la actividad de la TH tras el tratamiento de las células en cultivo con
vehfculo, THC, SRF o THC y SRF conjuntamente. Las significaciones estadlsticas se
obtuvieron por test de Student { %k p < 0.05).
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Figura 45: Efecto del THC y el SRF141716A sobre los contenidos de DA: Se muestran
los efectos sobre los contenidos de DA tras el tratamiento de las células en cultivo con
vehiculo, THC, SRF o THC y SRF conjuntamente. Las significaciones estadisticas se
obtuvieron por test de Student ( %k p < 0.05).

La coincubacién con THC y el antagonista revertié el efecto del THC sobre
la actividad de la TH (figura 44), pero no sobre la disminucién de los contenidos
de DA, que también se observé con SRF sélo o con THC (figura 45). El SRF sélo
no modificé la actividad de la TH.
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DISCUSION

Como se ha comentado anteriormente el objetivo principal de este trabajo
es estudiar si el THC afecta el desarrollo de la neurotransmisién dopaminérgica,
y en particular, de [a enzima TH, una proteina clave en el desarrollo de esta
neurotransmision. Estas potenciales alteraciones podrian ser las responsables de
los cambios observados en animales inmaduros y adultos expuestos
perinatalmente a cannabinoides {(Ferndndez-Ruizy cols., 1992). En los resultados
obtenidos se observa que la exposicion a THC durante el desarrollo
efectivamente afecta la expresion y la actividad de la TH y los contenidos de
catecolaminas en cerebro de fetos y neonatos, tanto /n vive como in vitro. Podria
pensarse que estas alteraciones observadas en el sistema catecolaminérgico en
desarrollo fueran debidas a efectos indirectos causados por los cannabinoides,
como una malnutricibn de la madre. Por ello se evaluaron una serie de
pardmetros durante la gestacién y la lactancia que se discuten a continuacion.

1. VALIDACION DEL MODELO DE TRATAMIENTO.

En nuestro modelo experimental el THC no produjo cambios significativos
en la ingesta de agua y comida de la madre, ni en la ganancia de peso durante
la gestacidn y la lactancia. Asi que no parece que los efectos que observamos
sean debidos a una malnutricién de la madre inducida por la droga que podria
afectar a las crias. Esto a pesar de la existencia de cantidades significativas de
THC tanto en el plasma, como en el cerebro y el higado de las madres. Como
veremos posteriormente, el THC aparece en las crias ya que puede pasar de la
madre al feto a través de la placenta, o al neonato a través de la leche, y por
tanto alcanza el cerebro en desarrollo en ambos periodos. Tampoco hemos
encontrado diferencias en el tamano de la camada, duracién de la gestacién,
proporcién hembras/machos y mortalidad prenatal y postnatal, lo que junto con
los datos descritos anteriormente nos indica que los efectos que encontramos en
el sistema dopaminérgico en desarrollo no son causados por un efecto indirecto
del THC (tabla 5). Algunos autores sl han encontrado cambios en estas variables
aunque en sus estudios se utilizaba o una dosis mayor de THC (15-50 mg/kg de
peso), o una mezcla de cannabinoides. Dewey (1986) ha sugerido que la
combinacién de cannabinoides, u otros compuestos en el caso del ECH {como
alcaloides, terpenos, fenoles y flavonoides) puede ser mucho més téxica que la
administracién Unica de THC, ya que se sabe que existen acciones sinérgicas y/o
antagénicas entre estos compuestos. Los estudios realizados por Walters y Carr
apoyan esta idea, la exposicién perinatal a ECH aumenté la mortalidad de las
crias y produjo una disminucién del peso de las mismas (Walters y Carr, 1986).
Sin embargo, estos efectos no se produjeron al tratar a los animales con los
diferentes cannabinoides (Walters y Carr, 1988). En nuestro laboratorio se
observé un descenso en la ganancia de peso de las madres tratadas con ECH,
que se debfia a un menor nimero de crias nacidas en los animales tratados, y no
a un déficit nutricional {Rodriguez de Fonseca y cols., 1992),



Discu;s:vn 76

Se ha descrito que los cannabinoides pueden resultar teratogénicos, asf
como afectar los procesos de implantaciébn embrionaria y organogénesis por lo
que la viabilidad de los embriones en desarrollo se ve significativamente alterada
en estos casos. En nuestro modelo de desarrollo hemos soslayado las
alteraciones en la implantacién y en parte en la organogénesis producidas por los
cannabinoides, mediante el inicio del tratamiento con THC el dfa 5 de gestacién
{figura 6). De esta forma, el tratamiento con la droga se inicié cuando el embrién
ya esté implantado y después de los primeros dias del periodo de organogénesis,
pero se incluyen los periodos méas importantes del desarrollo de las neuronas
catecolaminérgicas: expresién del fenotipo catecolaminérgico, migracién y
sinaptogénesis, diferenciacién sexual y maduracién de los sistemas de
neurotransmisién.

Al examinar los datos obtenidos de pesos de fetos y placentas
encontramos algunos pequenos cambios, que en nuestra opinién no parecen ser
los responsables de los efectos encontrados en los pardmetros moleculares
(tabla 4}. El aumento en el peso de los fetos encontrado el dia 14 gestacional es
my pequeio y es dificil que este pequeno incremento (2%) pueda explicar
completamente los aumentos de la expresién y de la actividad de TH
encontrados a esta edad, los cuales son mucho mé&s marcados {> 100%).
También encontramos disminuciones en el peso de fetos y placentas en e! dfa
gestacional 16 y en el peso de los fetos en el dia 18 (donde los valores de
machos y hembras se mostraron conjuntamente al no ser estadisticamente
significativos). Estas disminuciones fueron pequenas y transitorias ya que no
encontramos diferencias en el resto de la gestacién {DG21) y en la lactancia
{DPN1 - DPNB). Sin embargo, hay que notar que ademas de los efectos directos
de la droga en el desarrollo podria haber también un efecto sobre el crecimiento
fetal, que aunque no se acompafiie de cambios en otros parémetros como ingesta
y ganancia de peso de la madre, podria afectar indirectamente al desarrollo
cerebral y debe ser considerado.

Como se mencion6 anteriormente, ademas de estudiar las concentraciones
de THC en plasma vy tejidos (higado, cerebro y grasa) de las madres a las que se
ies administraba la droga durante la gestacién y la lactancia, también se estudi6
la concentracion de THC en placentas, fetos {DG14 - DG21) y neonatos
(DPN1 - DPNb) (tabla 6). Como se esperaba se encontraron cantidades
significativas de la droga en todos los tejidos y a todas las edades estudiadas.
Esto apoya la existencia de una actuacién directa del THC en cerebro en
desarrolio, al encontrarse el cannabinoide en el microentorno de las neuronas.
Ademas, en los dfas en los que ya es posible separar animales seguln sexo
(DG18 - DPNb) se observéd que el THC se acumula de igual manera en machos
que en hembras. Esto es importante porque nos indica que los efectos
sexualmente dimérficos encontrados por muchos autores en los tratamientos
perinatales con cannabinoides, y encontrados también en esta tesis, no son
debidos a una diferente acumulacién y metabolismo de los cannabinoides segtin
Sexos.
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2. EFECTOS DE LA EXPOSICION PERINATAL A THC SOBRE EL DESARROLLO
FETAL Y NEONATAL DE LA NEUROTRANSMISION CATECOLAMINERGICA.

La exposicién prenatal a THC causé un aumento en la expresién de la TH,
tanto en la cantidad de su RNAm como en la cantidad de proteina, en el dia
gestacional 14 (figuras 16 y 19). El incremento en la expresién de la enzima se
acompand de un aumento de su funcionalidad, ya que aumento tres veces la
actividad de la enzima en animales tratados con THC respecto & los controles
(figura 20). No se pudo establecer si estos efectos sobre la TH se acompaian de
alteraciones en los contenidos de catecolaminas, ya que estos no fueron
detectables a esta edad. Estos incrementos en la expresién y la actividad de la
TH podrian reflejar una maduracién anticipada de las neuronas TH-positivas,
debido o0 a un incremento del nimero de estas neuronas 0 a una mayor
capacidad de cada una de ellas para expresar el gen de la TH. Se puede decir que
este dia las neuronas son especialmente sensibles al tratamiento con
cannabinoides, ya que no s6lo se han encontrado alteraciones in vivo de la TH
tras el tratamiento con este cannabinoide a través de la madre, sino que in vitro,
en cultivos primarios de neuronas mesencefélicas obtenidos el dia gestacional
14, se encuentran alteraciones de la actividad de la TH producidas por la
exposicion a THC. En estos cultivos aumenta la actividad de la enzima tras la
exposicion con THC, ademas este efecto sobre la TH parece mediado por la
unién del THC al receptor de cannabinoides ya que es revertido por un
antagonista.

Los efectos observados en el dia gestacional 14 desaparecieron en el dia
gestacional 16, aunque en dfas posteriores se volvieron a encontrar alteraciones
en la expresién de la TH que fueron en todos los casos diferentes en funcién del
sexo de los fetos y/o neonatos. Podemos pensar que la ausencia de efectos en
el dia gestacional 16 se podrfa deber al hecho de que en este dia no se pudo
determinar el sexo de los animales, y machos y hembras se analizaron
conjuntamente. De forma que aunque existiesen, si fueran similares a los
encontrados en el resto del desarrollo fetal y neonatal no se pondrian de
manifiesto, ya que las disminuciones en los machos se compensarian con los
incrementos en las hembras. La ausencia de efectos no puede ser debida a
cambios en la exposicidn a THC, ya que no se encontraron diferencias entre las
concentraciones de este cannabinoide presentes en fetos y placentas en estas
dos edades gestacionales. '

A partir del dia de gestacién 18, en que los animales se diferenciaron
segln sexos, se encontrd una respuesta sexualmente dimdérfica en la expresién
del gen de la TH tras la exposicién a THC. En este dia se pudo observar una
disminucién de la cantidad de RNAmM de TH en los machos expuestos al
cannabinoide, mientras que en las hembras se presenté una tendencia en sentido
contrario. Estos cambios se consolidaron en los siguientes dias analizados, dia
gestacional 21 (figura 26), y postnatales 1 (figura 27) y 5 (figura 28). Aunque
en general no se correspondieron con cambios en la cantidad de proteina,
actividad de TH y contenidos de catecolaminas. El THC no alteraria la capacidad
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de la TH para sintetizar catecolaminas aunque si la regulacién de esta enzima a
nivel génico. Esto induciria una posible deficiencia en machos o una mayor
capacidad de respuesta en hembras ante eventuales situaciones que demandasen
un aumento de la traduccién del RNAm de TH con objeto de aumentar la sintesis
de novo de la enzima.

Unicamente se encontré un aumento de la produccién de DOPAC, el
metabolito intraneuronal principal de la DA, en el cerebro anterior, el 4rea donde
se localizan los terminales de las neuronas dopaminérgicas mesotelencefélicas.
Este efecto sélo se observé en edades postnatales ya que ¢l DOPAC no fue
detectable en otras edades més tempranas, y solo se encontré en hembras
(figuras 41 y 42). Esto indica claramente que la exposicién perinatal a THC
produce una activacién de las neuronas dopaminérgicas mesotelencefélicas en
las hembras, que se correlacionaria con los incrementos en el RNAmM de TH. Esta
activacién no se encontré en los animales machos, que es en los que se
encuentra una disminucién en ta expresién de la TH. Por otro lado, este aumento
en la concentracién de DOPAC en el cerebro anterior de los neonatos hembras
expuestos perinatalmente a THC es uno de los pocos efectos exclusivos de las
hembras. Aunque luego se volveréd a comentar la existencia de un dimorfismo
sexual en la respuesta perinatal a THC, es interesante mencionar ahora que la
mayor parte de los estudios de la exposicién perinatal a THC, muestran que los
machos son afectados por el THC de forma més marcada y constante, mientras
que las hembras lo son de forma leve y transitoria (Rodriguez de Fonsecay cols.,
1991). Esto se puede aplicar a nuestro estudio ya que, por ejemplo, el efecto del
THC disminuyendo el RNAm de TH se observé en los dfas gestacionales 18, 21,
y postnatal 1, mientras que en las hembras sélo claramente en el dia gestacional
21. Sin embargo, hay otro efecto del THC sobre las hembras que se ha
observado en nuestro laboratorio y es interesante mencionar, Se ha visto que
hembras adultas, pero no machos, expuestas perinatalmente a THC resultan
menos afectadas por el tratamiento agudo con anfetamina. La anfetamina
produce un blogueo de la recaptacién de DA, y por tanto una disminucién de la
concentracion de DOPAC, al metabolizarse menos DA. La disminucién de la
produccién de DOPAC respecto a los controles es significativamente menos
marcada en hembras. Podria ocurrir que la exposicion perinatal a THC causara
un aumento en el nimero de transportadores de DA, lo que estd siendo
actualmente examinado en nuestro laboratorio. :

Estos datos apoyan la hipdtesis de que la presencia del THC en el entorno
de las neuronas en desarrolio puede alterar la expresién de genes clave en el
desarrollo catecolaminérgico como la TH. Y asf los aumentos o disminuciones
que causa el cannabinoide en la expresiéon de la enzima pueden alterar no sélo
el desarrollo de las neuronas noradrenérgicas y dopaminérgicas, sino también el
de otros sistemas de neurotransmisores sujetos a una influencia tréfica ejercida
principalmente por las neuronas dopaminérgicas fetales. Estos cambios pueden
producir alteraciones funcionales irreversibles que no necesariamente se
manifestarian durante el desarrollo fetal y postnatal sino durante la juventud y
en el adulto. Esto se confirma por resultados obtenidos recientemente en nuestro
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laboratorio tras desafios farmacolégicos que afectan a la TH y que confirman la
existencia de cambios irreversibles en la habilidad de estas neuronas para
sintetizar CAs en adultos debido a la exposicién perinatal a cannabinoides (Garcia
y cols., datos no publicados}. Es cierto que los efectos en la expresién y la
actividad de la TH se encontraron exclusivamente en el dia gestacional 14,
desapareciendo en el dia 16 y apareciendo en los dias posteriores, afectando sélo
la expresién de la enzima sin alteraciones en la actividad o en la sintesis de
catecolaminas. En nuestra opinién esto sugiere la existencia de periodos criticos
de méxima sensibilidad a factores epigenéticos. Esto se deberia, primero a que
es en estos periodos tempranos del desarrollo, dias gestacionales 12 - 14,
cuando se detecta por primera vez la enzima TH y su neurotransmisor DA. En
esta etapa el sistema dopaminérgico, una de las principales dianas de accién de -
las drogas psicoactivas, comienza a desarrollarse y parece especialmente
vulnerable a la presencia de THC en el microentorno neuronal.

2.1. Dimorfismo sexual en los efectos perinatales de los cannabinoides.

Como se ha dicho anteriormente es interesante destacar la respuesta
sexualmente dimorfica encontrada en nuestros estudios tras la exposicién
perinatal a THC. Este dimorfismo se pudo apreciar tanto en la expresién del
RNAm de TH, como en las concentraciones de DOPAC. En ambos casos se
observé un sentido opuesto en los cambios, en las hembras ambos pardmetros
aumentaban, mientras que en los machos disminuian. Este dimorfismo es una
constante en todos los estudios del sistema dopaminérgico de ratas expuestas
perinatalmente a cannabinoides, aunque en los estudios realizados anteriormente
siempre se estudiaron animales en edad juvenil y adulta, y no se habfa realizado
ningln estudio sobre las épocas fetal y neonatal. Normalmente eran los machos
los que mostraban descensos en los parametros neuroquimicos vy
comportamentales, mientras en las hembras estos parametros aumentaban o no
se afectaban.

El fenémeno de la existencia de respuestas sexualmente dimérficas tras
la exposicién perinatal a drogas de abuso (Robinson y cols., 1993; Weinberg,
1992; Forgie y Stewart, 1994; Snyder-Keller, 1995), incluso tras manipulaciones
fetales de otro tipo, como estrés maternal (Weisz y cols., 1992}, no es nuevo.
Existe ya amplia literatura al respecto. Una de las conclusiones maés significativas
de la exposicion perinatal a dichas drogas es la mayor frecuencia de aparicién de
efectos a largo plazo que presentan los machos. Ei mecanismo por el que han .
podido aparecer estos efectos sexualmente dimérficos no se conoce. Existen, sin
embargo, algunas posibles explicaciones:

Ei medio hormonal puede jugar un papel muy importante en la aparicién
e intensidad de los efectos de los cannabinoides. Los dfas estudiados incluyen
el llamado "periodo critico de la diferenciacion sexual del cerebro” (Maclusky y
Naftolin, 1981}, que comienza con la sintesis testicular de testosterona alrededor
del dia gestacional 18 y se extiende hasta la segunda semana de vida postnatal.
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La presencia de cannabinoides como de otras drogas psicotrépicas puede
interferir en el desarrollo normal de este proceso. Manipulaciones ambientales o
farmacolégicas que interfieren con el pico prenatal de testosterona en el dia
gestacional 18, o con el incremento progresivo de esta hormona que aparece tras
el nacimiento, conducen a masculinizaciones incompletas o a la feminizacién de
conductas sexualmente dimdérficas en la edad edad adulta. Ademads, el THC es
capaz de inhibir la produccidén de testosterona in vitro (Dalterio y Bartke, 1981).
El mecanismo no es bien conocido, pero podria estar mediado por la inhibicién
que produce el cannabinoide sobre la secrecion de LH, o bien a través del
receptor de cannabinoides CB1, cuyo gen se expresa en testiculo.

Ademés, muchos estudios han sugerido que el THC tiene afinidad por los
receptores de esteroides, principalmente por estrégenos (Rawitch y cols., 1977}
aunque hay mucha controversia al respecto (Okey y Bondy, 1978). En nuestro
laboratorio hemos observado que el bloqueo de los receptores estrogénicos con
tamoxifén modifica los efectos del THC en distintas &reas dopaminérgicas
cerebrales, y anque este estudio se realizé en adultos fendmenos similares
podrian ocurrir durante el desarrollo {(Bonnin y cols., 1992, 1993a y 1993b)

Sin embargo, Reisert y Pilgrim han demostrado que existen en las
neuronas dopaminérgicas diferencias sexuales previas a la aparicién del pico
prenatal de testosterona en el dia embrionario 18 {Reisert y cols., 1990). Es
posible que la aparicién de estos efectos sexualmente dimdérficos en estas
neuronas tras la administracién de THC no sélo se deba a alteraciones en el
proceso de diferenciacién sexual, sino a que las neuronas dopaminérgicas de los
machos sean mas sensibles a factores epigenéticos. Se ha observado que la
administracion perinatal de ciertas drogas que interfieren con la neurotransmisién
dopaminérgica puede desmasculinizar muchos comportamientos sexuaimente
dimérficos en ratas macho (Hull y cols., 1984).

Finalmente, una de las explicaciones puede ser la existencia de una
distribucién sexualmente dimérfica del receptor de cannabinoides en cerebro.
Existen pequenas diferencias entre el patrén de ontogenia del receptor de
cannabinoides de machos y hembras. Estas diferencias se observan desde el dia
2 postnatal pero son especialmente significativas en el estriado y el mesencéfalo
durante el periodo peripuberal y en el adulto (Rodriguez de Fonseca y cols.,
1993). Sin embargo, todavia no existen estudios en edades mas tempranas del
desarrollo.
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2.2. Implicacién del receptor de cannabinoides en los efectos perinatales del
THC.

E! mecanismo a través del cual el consumo de cannabinoides por la madre
altera el desarrollo de los sistemas dopaminérgicos todavia no es conocido. Pero
la caracterizacién de receptores especificos para estos compuestos y su
presencia desde edades gestacionales muy tempranas hace pensar que podrian
ser mediados por estos receptores.

En nuestros estudios in vivo era practicamente imposible comprobar si los
efectos estaban mediados por el receptor de cannabinoides, ya que ailn
existiendo un antagonista especffico de este receptor no es posible su
administracién durante la gestacién. Por eso, se iniciaron estudios de los efectos
de los cannabinoides /in vitro, utilizando células mesenceféilicas de embriones del
dia gestacional 14. En estas células se produjo un aumento de la actividad de la
TH tras 1a exposicidn a cannabinoides, similar al encontrado en ese mismo dia
gestacional in vivo en animales tratados perinatalmente con THC. Este efecto del
THC in vitro sobre la actividad de la TH pudo ser revertido por el antagonista
SRF141716A.

Todo esto nos permite sugerir que el THC administrado a la madre y
transferido a los fetos mediante transporte placentario o a los neonatos a través
de la leche, puede actuar sobre el cerebro en desarrollo a través del receptor de
cannabinoides.
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CONCLUSIONES

-

Las conclusiones principales que se derivan de este trabajo se detallan a
continuacidn.

1. La presencia del THC en el microentorno de las neuronas
catecolaminérgicas durante el desarrollo fetal y neonatal parece afectar la
expresién de proteinas claves, como la tirosina hidroxilasa. Estas
alteraciones podrfan ser las responsables de los efectos a largo plazo
encontrados en la actividad catecolaminérgica adulta y los procesos
neurocomportamentales en los que esta implicada.

2. Parecen existir periodos criticos en el desarrollo en los que las neuronas
TH-positivas serian especialmente sensibles a la presencia del THC. Los
estudios realizados tanto in vivo como in vitro, sugieren que el dia
gestacional 14 serfa un dia especialmente vulnerable a la presencia del
THC. El THC produce en este dia un incremento de la expresién del gen
de la tirosina hidroxilasa y de su funcionalidad.

3. La respuesta de las neuronas TH-positivas a la presencia del THC es
variable en funcidon del sexo, como previamente se habia publicado en
relacion a sus efectos neurocomportamentales durante el periodo de
inmadurez. Los machos parecen alterarse de forma méas constante y
marcada durante todo el periodo fetal y primeros dias postnatales,
produciéndose un descenso en la expresion del gen de la tirosina
hidroxilasa. Mientras que en las hembras los efectos fueron opuestos,
encontrdndose un aumento de la expresién del gen de la tirosina
hidroxilasa y de la actividad presinaptica, y menos constantes.

4. Los efectos producidos por la exposicién perinatal a THC sobre el
desarrollo de las neuronas TH-positivas parecen ser ejercidos a través de
la unién del THC a receptores para cannabinoides, ya que se ha
demostrado que estos efectos pueden ser antagonizados /n vitro mediante
la coadministracién de THC y un antagonista especifico de este receptor,
y se sabe que los receptores CB1 estan presentes en el cerebro desde
edades tempranas del desarrollo.
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