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Resumen

La marihuana (Cannabis sativa) es una de las drogas de

naturaleza psicotomimética más ampliamente consumida en la

actualidad, especialmente por la población juvenil. Cada vez es

mayor el n’¡~mero de mujeres en edad fértil que son consumidoras

habituales de esta droga. No obstante, los estudios sobre los

efectos perinatales de drogas de amplia difusión, como es el caso

de la marihuana, son relativamente escasos.

A lo largo de los últimos anos se han ido acumulando

evidencias acerca de la interacción del A9-tetrahidrocannabinol,

principal principio peicoactivo de la marihuana, con el sistema

dopaminérgico. La exposición a cannabinoides durante el

desarrollo embrionario produce profundas alteraciones del sistema

dopamiriérgico, reflejadas a nivel neuroquimico, y detectadas en

edades perinatales y peripuberales así como en la madurez.

Además, se trata de efectos que son dependientes del sexo siendo

los machos, en general, los que presentan efectos más marcados

y constantes, mientras que las hembras se muestran menos

sensibles.

La información acerca de los efectos de los cannabinoides

sobre la ontogenia de otros sistemas de neurotransmisión es

relativamente escasa.

En el presente trabajo, se ha estudiado la interacción del

tY-THC con el sistema opioide central en roedores. Para ello, se

han llevado a cabo una serie de experimentos in vivo, como son

estudios de tolerancia y de analgesia, que se han completado con

estudios de autorradiograf la (experimentos ti vitre>.

• En ratones dependientes de morfina, bien por implantación

de un pellet ó por administración s.c. durante 5 días de dosis

crecientes de morfina, se ha observado que la anandamida (AnNH>

ligando endógeno del receptor central de cannabinoides <CEl>,

reduce los principales signos del síndrome de abstinencia a

opiáceos, como son el número de saltos y la pérdida de peso. Este

resultado sugiere que la AnNII puede modular la actividad de vías



Restimen

neuronales implicadas en la expresión de los signos físicos de

la dependencia a opiáceos y por tanto, si extrapolaramos a

humanos, los cannabinoides podrían ser utilizados como una

terapia alternativa en e]. tratamiento de la deshabituación a

opiáceos.

Por otro lado, se ha comprobado que la naloxona es capaz de

inducir un síndrome de abstinencia en ratas macho de 24 días de

edad que habían estado expuestas a un tratamiento perinatal con

&-THC desde el quinto día de gestación de la madre hasta el día

24 de vida, día que las crías son destetadas. Este hecho, apunta

claramente hacia una alteración del sistema opioide endógeno.

Utilizando este mismo protocolo de exposición perinatal a

cannabinoides ,se ha puesto de manifiesto también, que las ratas

macho de 24 y 50 días de edad expuestas perinatalmente a t9-THC,

muestran una menor sensibilidad basal al dolor en el test de

retirada de la cola. Además, las ratas macho adultas (75 días>

expuestas perinatalmente a t9-THC, presentaron una tolerancia al

efecto analgésico de la morfina en este mismo test de analgesia.

Todos estos resultados sugieren la existencia de una interacción

entre receptores opioides y cannabinoides, hecho que se puede

explicar considerando una modulación alostérica ó una interacción

de ambos tipos de drogas con un sistema neuroefector común.

Por último, se ha comprobado que la exposición perinatal a

A9-THC produce cambios en la densidad de receptores opioides ¡.¿ en

ratas de 24 y 70 días de edad. Además, estos cambios se producen

en diferentes áreas cerebrales relacionadas directamente con

comportamientos modulados por el sistema opioide y con la

percepción del dolor.

En conclusión, estos resultados aportan evidencias de la

existencia de una clara interacción del A9-THC con el sistema

opioide central, y además, sugieren el riesgo del uso

indiscriminado de la marihuana por parte de mujeres en edad

procreativa, ante la posibilidad de manifestación de efectos

perjudiciales en la eventual progenie.



UN PEOUENO APUNTE SOBRE EL ABUSO DE DROGAS

E]. abuso de drogas constituye un grave problema de la

sociedad actual. Cada vez es mayor el número de personas con

problemas de adicción. A la hora de hablar de consumo de drogas

no se puede generalizar, ya que depende del individuo concreto

que abuse, de la droga objeto del abuso y del medio social en

donde se de el abuso <Swonger y Constantine, 1985>

Según la legalidad de la sustancia y la forma de obtención,

las drogas se dividen en drogas legales (tabaco, alcohol,

psicofármacos) ó ilegales (heroina, cocaina, Cannabis. .

Cada vez es mayor el número de mujeres en edad fértil

consumidoras de drogas, y sin embargo, los estudios sobre los

efectos de la exposición perinatal a determinadas drogas

consideradas como “blandas’, son bastante escasos.

El hecho de que, a pesar de las importantes consecuencias

sanitarias, el consumo de drogas ilegales desborde el problema

sanitario, hace que no se pueda reclamar a este sistema la

solución de un problema que engloba aspectos políticos,

económicos y morales (Ochoa-Mangado, 1992)

Actualmente hay que reconocer, que la extensión de la

infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es

uno de los mayores problemas públicos de salud, y como

consecuencia, las prioridades en el tratamiento de la dependencia

a drogas de abuso están cambiando. Son por tanto, necesarios

programas (Alvarez y cols, 1994) cuyo objetivo final no sea tanto

la abstinencia sino el reducir las consecuencias daflinas del uso

de drogas (Belí y cols., 1992).
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Introducción

1.- EXPOSICION PERINATAIL A DROGASDE ASUSO

Actualmente las drogas de abuso constituyen un factor muy

importante a considerar como posibles agentes capaces de

modificar el desarrollo cerebral, dada su amplia difusión y la

alta posibilidad de ser usadas durante la gestación.

Los sucesos que se producen en el desarrollo del SNC de los

vertebrados, se clasifican en distintos estadios para facilitar

así su estudio y discusión. Se diferencian tres etapas (Arenander

y Vellis, 1989) que son:

a) Organogénesis y multiplicación neuronal

b) Diferenciación, crecimiento y organización cerebral

c) Maduración y adquisición de la morfología y del tamaño

adulto

El segundo estadio es el de curso más lento, ya que incluye

procesos como la adquisición de un fenotipo neurotransmisOr, de

una morfologia neuronal concreta incluyendo también el desarrollo

de interconexiones neuronales. Todos estos procesos se realizan

a lo largo del suficiente tiempo, como para que las influencias

del medio ambiente extraneuronal puedan inducir modificaciones

(Noisin y Thomas, 1988) . Por tanto, la exposición a drogas de

abuso durante el periodo fetal y primeros momentos de la vida

postnatal da lugar a alteraciones sutiles, que a veces pueden

pasar inadvertidas durante la ontogenia cerebral, pero que

originan alteraciones a largo plazo en la expresión

coraportamental adulta, como son la disminución en la capacidad

ae aprendizaje y memoria, las alteraciones en la ejecución motora

y en las actividades inotivacionales, la disminución de la

atención y de la inclinación al esfuerzo, los cambios en la

respuesta a estrés, etc.

Durante el periodo embrionario, la exposición a drogas de

1



Introducción

abuso produce un aumento de la toxicidad prenatal, así como una

serie de efectos teratogénicos que conducen a una serie de

anormalidades morfológicas.

Entre los neurotransmisores implicados en el proceso de

desarrollo y diferenciación cerebral destacan la serotonina y la

dopamina, que aparecen temprano durante la ontogenia <Mirmiran

y Swaab, 1987) . Concretamente la dopamina, tiene gran importancia

en relación con las drogas psicotrópicas ya que drogas de elevada

difusión hoy en día, como son la cocaína y las anfetaminas,

actúan alterando la funcionalidad de las neuronas dopaminérgicas

<Le Moal y Simon, 1991) . Existen numerosos estudios realizados

en roedores que demuestran que la exposición perinatal a drogas

de abuso altera el perfil de desarrollo de los sistemas

cerebrales que utilizan la dopamina como neurotransmisor <Dow-

Edwards y cole., 1990; Cooper y Rudeen, 1988; Middaugh, 1989)

En el caso de drogas de alta difusión y gran problemática

social, como son los preparados de Cannabis sativa, el tabaco o

las metilxantinas, todas ellas capaces de interactuar con

sistemas de neurotransmisión a través de receptores específicos

presentes en el cerebro, nos encontramos con que los estudios de

los efectos de la exposición perinatal a estas drogas son

escasos,

2.- ASPECTOSGENERALESDE LOS CAIJNABINOIDES

2.1 CANNABIS SATIVA

La planta del cáfiamo (Cannabis astiva) es un arbusto que

crece de forma natural en regiones templadas y tropicales. En

algunos paises como India y China, su utilización con fines

medicinales 6 en rituales religiosos y sociales se remonta a

miles de afios (Mechoulam, 1986)

Taxonómicamente se clasifica de la siguiente manera: Clase

2
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Angiospermae; Subclase Dicotíledoneae; Orden Urticales; Familia

cannabinaceae; Género Cannabis; Especie Cannabis sativa L.

Subespecies satíva e índica.

Se trata de una planta anual, herbácea, dioica de gran

talla, que alcanza desde 1 hasta 3 m de altura. Posee hojas

aserradas compuestas de color verde oscuro por el haz y pálidas

y vellosas por el envés. Las flores masculinas están constituidas

por racimos axilares o panículas, mientras que las

inflorescencias femeninas son cimas compactas y espigadas. El

fruto de Cannabís sativa es un aquenio glandular y la semilla es

ovoidea con un sólo embrión oleaginoso y con escaso albumen.

Todas las partes de la planta contienen sustancias

psicoactivas,aunque la mayor concentración de ellas se encuentra

en las inflorescencias <Abood y Martin, 1992)

Marihuana es el nombre que reciben las hojas y flores secas

preparadas de tal forma que puedan fumarse; el hachís es la

resma extraída de esta planta.

Entre los factores que influyen en la potencia

psicotomimética de la marihuana se incluyen los factores

genéticos, el clima donde crece y el momento de recolección.

2.2 PRINCIPIOS ACTIVOS

2 .2.1 Generalidades

Las distintas preparaciones de Cannabis sativa deben

su poder psicoactivo a una serie de principios activos presentes

en la planta y que globalmente se denominan cannabinoides (Dewey,

1986) . El t~-tetrahidrocaflnabinOl <t9-THC) es el cannabinoide con

mayor poder psicoactivo (Mechoulam, 1970> . Otros cannabinoides

presentes en cantidades apreciables son el

tetrahidrocannabinol (t8-THC) , el cannabinol (CaN) y el

cannabidiol <Cal?) . Debido a la gran cantidad de cannabinoides

3
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existentes en la marihuana, es muy posible que actuen

sinérgicamente, aditivamente e incluso antagónicamente cuando se

administra la planta o el extracto crudo a los animales de

experimentación (Dewey, 1986)

2.2.2 Estructura Química

La estructura química de los cannabinoides fué

identificada por Mechoulam a finales de los años 60 (Mechoulam,

1970) . Estos compuestos se caracterizan por presentar una

estructura carbocíclica de 21 carbonos. Presentan dos tipos de

numeración en función de que se considere la estructura principal

como un benzopirano o bien como un monoterpeno (Razdan, 1986)

así el tY-THC es exactamente el mismo compuesto que el2 A -TI-fC

utilizando respectivamente la nomenclatura dibenzopiránica o

monoterpénica <Esquema 1> . Los cannabinoides naturales poseen dos

centros quirales en C—6a y C-lOa en la configuración ti-ana,

siendo las formas (-) 20 veces más activas que las formas (+)

Así,la mayor actividad farmacológica del ¿9-THC, corresponde al

isómero (-) trans, el cual se encuentra de manera natural en la

planta (Dewey, 1986)

ESQUEMA1

Estructura química del A9-TJ-lC.

8 6

7 . 5

10

C
5~11

Considerandoel grupo Considerandoel grupo
dibenzopirano monoterpenoide

9

lo

7

2

.4 9

4
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2.2.3 Propiedades Físico-Químicas

Los cannabinoides y la mayoría de sus metabolitos son

compuestos altamente lipófilos y de baja solubilidad en

disoluciones acuosas. Concretamente, el tY-THC es un compuesto

resínico, insoluble en agua, con un valor de PRa de 10.6

Presenta un coeficiente de reparto octanol/agua a pH neutro del

orden de 6000 (Agurelí y cols., 1986). Se trata de un compuesto

fotolábil, sensible al calor, a la acción de los ácidos y a la

oxidación, pasando fácilmente a CEN. Sin embargo, almacenado

correctamente, a ~20oC y disuelto en etanol, permanece estable

durante varios meses.

2 . 2 .4 Relaciones Estructura-Actividad

La relación estructura-actividad de los cannabinoides

se puede resumir en los siguientes apartados (Razdan, 1986)

a. - Un anillo (anillo A> generalmente no aromático, de

seis carbonos. Si dicho anillo se satura, la potencia del

cannabinoide se reduce. La posición del doble enlace del anillo

A parece ser crucial, aunque no es esencial para la actividad

cannabimimética.

b.- Un anillo aromático (anillo C) con la posición 1

• sustituida (normalmente un hidroxilo> y con un grupo alquilo en

posición 3. Esta cadena alitática latera]. es fundamental para la

actividad, y se ha observado que la máxima potencia se encuentra

tras la introducción de un resto dimetilbeptilalguilo

c.- Muchos cannabinoides, incluido el t9-THC, también

presentan un tercer anillo <anillo B> que normalmente es un

anillo de pirano. La presencia del anillo B no parece esencial

ya que han sido sintetizados muchos cannabinoides con actividad

psicotrópica que contienen sólo los anillos A y O. Para que estos
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compuestos bicíclicos sean activos no deben contener más de un

grupo hidroxilo situado en la posición 1 del anillo C (Mechoulam

y cols. , 1992)

Como resumen, en el esquema 2, se representan aquellos

puntos que resultan claves en la estructura de un cannabinoide.

ESQUEMA 2

Puntos clave en la estructura de un cannabinoide.

7
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2 .3 FARMACOCINETICA

2.3.1 Absorción

Los efectos del Cannabis, tanto si se fuma como si se

administra por vía intravenosa, tarda aproximadamente 1 hora en

manifestarse por completo, perdurando éste durante 2-3 horas. Los

cannabinoides se unen con gran afinidad a las proteínas

plasmáticas, por lo que la mayor parte del fármaco permanece en

sangre (Rang y Dale, 1992>
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Los preparados del Cannabis sativa (hachís, marihuana>

suelen consumirse fumados en forma de cigarrillo o en pipa. Esta

particular vía de administración dificulta enormente el análisis

farmacocinético.

La absorción por vía aérea de los compuestos activos

depende del tipo de preparado <el hachís contiene diez veces más

&~-THC que los preparados foliares: hojas y flores), del tiempo

invertido en fumarlo, de la duración de la inhalación, y de la

retención del aliento tras la aspiración (Agurelí y cols., 1986).

A esto hay que sumar las peculiares características químicas de

los cannabinoides. Así, su hidrofobicidad hace que sufran

redistribución y almacenamiento en tejido adiposo, desde donde

se liberan lentamente, provocando una caida paulatina de los

niveles plasmáticos tras el cese de la administración. Esto,

junto con la escasa elevada capacidad adictógena del Cannabis,

explica la ausencia de un síndrome de abstinencia agudo, como

ocurre en el caso de la adicción a opiáceos (Agurelí y cols.,

1986)

2.3 .2 Distribución

El &-THC absorbido en sangre se une en un 20% a los

glóbulos rojos y en un 77% a proteínas plasmáticas,

fundamentalmente lipoproteinas. Los efectos psicológicos de la

droga aparecen retrasados respecto a la elevación de la

concentración plasmática <Cochetto y cois., 1981) debido a una

penetración lenta del &-THC en el cerebro. El curso de la

concentración plasmática del tY-THC estudiada a lo largo de 48

horas, y tras una administración única, puede interpretarse

utilizando modelos de distribución multicompartimental (3 a 5

compartimentos) . Determinando de esta manera la vida media

plasmática del A9-THC, ésta oscila entre las 20 y las 30 horas en

humanos y roedores, alcanzando un tiempo máximo de 8 días, valor

detectado en el perro (Agurelí y cols., 1986)

7
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2.3.3 Metabolismo

El &~-THC plasmático se fija en un 70% a los tejidos

<fundamentalmente adiposo> , y el resto se metaboliza. El

metabolismo es muy complejo, y sólo el A9-THC es capaz de

producir más de cien metabolitos. Este proceso metabólico

comienza con la oxidación, vía citocromo p-450 que conduce a

derivados mono-, di- 6 trihidroxilados, que posteriormente son

oxidados a los correspondientes derivados cetónicos y

carboxílicos <Harvey, 1987 y 1990>

2.3.4 Excreción

Los metabolitos se eliminan en forma de ácidos libres

o conjugados con glucurónico o ácidos esteárico, oleico o

palmítico. La eliminación se realiza por vía biliar (2/3) y renal

(1/3> . No se excretan ni &2-THC ni CBD inalterados, pero si

trazas de CEN <Harvey, 1987>

2.3.5 Transferencia Placentaria

Los cannabinoides son transferidos a través de la

barrera placentaria desde la sangre materna a la fetal (Hutchings

y cols., 1989) y excretados en la leche materna durante la

lactancia (Jakubovic y cols, 1977) . Durante la gestación, los

niveles en los fetos son aproximadamente un 10% de los niveles

• plasmáticos maternos. La exposición repetida a múltiples dosis

de estos compuestos produce acumulación en los fetos <Hutchings

y cols., 1989>, ya que el mecanismo de metabolización de los

cannabinoides no parece estar establecido todavía en esta etapa

del desarrollo <Slikker y cola., 1987>.

8
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2.3.5.1 Exposición perinatal a Cannabinoides

La progenie de animales de experimentación que han

sido administrados con cannabinoides durante los periodos de

gestación y lactancia, presenta múltiples alteraciones

neuroquimicas y comportamentales. La mayoria de estos estudios

experimentales se han llevado a cabo en roedores.

Los efectos de los cannabinoides sobre el

desarrollo pueden ocurrir en tres etapas diferentes.

a.- Exposición preconcepcional:La exposición a

cannabinoides daña la gametogénesis e inhibe la fertilización.

En los roedores macho, la administración de 1s9-THC o marihuana

produce una disminución del tamaño de los testiculos. También,

se han encontrado formas anormales en los espermatozoides, así

como descensos en su número total y en su grado de movilidad

<Nahas y Frick, 1986) . La exposición de ratones macho a t9-THC se

asocia con alteraciones en el desarrollo de la progenie, lo que

se corrobora por la presencia frecuente de alteraciones

cromosómicas en los gametos (Dalterio y cols., 1982). Estos

efectos podrían ser originados bien por acciones directas del A9-

THC sobre la gónada (el receptor CM ha sido descrito tanto en

espermatozoide -Schuel y cols., 1994-, como en testículo humano

-Gérard y cols., 1991-) ó bien por acciones indirectas que causen

modificaciones en el eje ~ipotálamo~pituitariagonadaí.

En las hembras, la exposición preconcepciOnal a

A2-THC produce un efecto gametotóxico, con alteración de los

ciclos ováricos y aparición de una mayor incidencia de ovocitos

fertilizados anormales, lo que supondría 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 útero de ratones y la

capacidad de este órgano para sintetizar anandamida.

9
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b- Exposición prenatal: La exposición a

cannabinoides durante el periodo prenatal afecta la organogénesis

embrionaria. Como en el caso de otras drogas que atraviesan la

placenta, se ha descrito que los cannabinoides producen

embriotoxicidad, fetotoxicidad y teratogenicidad.

Ernbriotoxicidad: Se produce un aumento de la

reabsorción embrionaria, probablemente asociado a alteraciones

de la circulación feto-placentaria.

Fetotoxicidad: La exposición prenatal a

cannabinoides, produce un retraso en el crecimiento del feto,

pesos fetales más bajos y un mayor número de muertes.

Teratogenicidad: A altas dosis los cannabinoides

son altamente teratogénicos. Las lesiones descritas más

frecuentes son anencefalia, fisura del paladar y alteraciones en

el desarrollo dental y maxilar. En algunos casos dichas

alteraciones macroscópicas, se asemejan a las que se producen en

el síndrome alcohólico fetal.

Los mecanismos por los cuales los cannabinoides

producen todos estos efectos adversos durante el desarrollo

gestacional son todavía desconocidos. Recientemente, Paria y

cols. (1995) han descrito la presencia de ARNmde los receptores

cannabinoides en estadios muy tempranos del desarrollo en

embriones de ratón, demostrándose así la capacidad, dependiente

de la dosis, de agonistas cannabimiméticos para inhibir la

preimplantación de embriones en desarrollo.

c. - Exposición postnatal: Los cannabinoides pueden

ser transferidos de la madre a las crías mediante la leche

materna durante la lactancia (Pérez-Reyes y cola,, 1982> y así

causar modificaciones tales como disminución del peso corporal

medio de la carnada, alteración del funcionalismo neuroendocrino

y de la respuesta al estrés (Mokler y cols.., 1987>, alteraciones

10
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en la conducta reproductiva (Dalterio y cols., 1984), déficit en

la capacidad de aprendizaje (Dalterio, 1986) y retrasos en la

aparición de reflejos visuales (Nahas y Frick, 1986) . El retraso

en el desarrollo como consecuencia de la exposición perinatal a

cannabinoides, parece deberse a varios factores:

* Disminución de la ingesta de agua y comida

por la madre <Dalterio, 1986)

* Disminución de la produción total de

proteínas, especialmente en el cerebro, así

como en la síntesis de ADN y ARN (Morgan y

cols,, 1988),

* Disminución de la producción de leche por la

madre

* Interferencia con el ambiente hormonal del

feto (Dalterio, 1986>

En humanos, Fried (1995> ha demostrado la

existencia de una serie de alteraciones comportamentales en niños

de hasta 9 años de edad debidas al consumo de marihuana por parte

de la madre durante la gestación y la lactancia.

Numerosos estudios han demostrado que la

exposición perinatal a cannabinoides puede producir alteraciones

en el desarrollo normal de los sistemas de neurotransrflisOres y

neuromoduladores cerebrales (Mirmiran y Swaab, 1987) . Este

aspecto se tratará más ampliamente en otro capítulo de esta

memoria (“Interacción de los canriabinoides con distintos sistemas

de neurotransmisión”)
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2.4 MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS EN LA ACCIÓN DEL A’>-

TETRAil IDROCANNABINOL

2.4.1 Receptores

Se han caracterizado hasta la fecha dos receptores

distintos, CB1 y CB2.

2.4.1.1 Receptor central de cannabinoides (CHi)

El clonaje del receptor CHi ha demostrado que se

trata de un receptor que pertenece a la familia de proteinas que

poseen siete dominios transmembranales, acoplados a proteinas O~

<Matsuda, 1990)

Se trata de un receptor de localización central.

Herkenham y cols. <1990.1991>, mediante técnicas de

autorradiografía, han descrito que en rata, primate y humano, la

mayor densidad del receptor central de cannabinoides (CHi) se

encuentra en el globo pálido, sustancia negra para reticulata,

capa molecular del giro dentado del hipocampo así como región CA3

del asta de Ammón, y en la capa molecular del cerebelo. Otras

zonas de alta densidad de receptores son los estratos mas

internos del bulbo olfatorio, el caudado-putamen lateral y el

núcleo entopeduncular La corteza cerebral presenta una densidad

de receptores moderada. Se considera que las respuestas centrales

a los cannabinoides son mediadas exclusivamente por CHi.

El ARNm de CHí se ha encontrado fundamentalmente

en aquellas regiones cerebrales en las que existe una mayor

densidad de receptor CHi (Matsuda y cols., 1990), aunque también

se ha encontrado una pequeña cantidad en testículos (Gérard y

cols. , 1991>

En cerebro de rata, se ha descrito la ontogenia

postnatal del receptor CHi, observándose un aumento en el número
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de receptores desde el día postnatal 10 hasta los días 30 ó 40,

momento en que comienza a decrecer hasta alcanzar ya el valor

correspondiente a edad adulta, el día 70 (Rodriguez de Fonseca

y cols. $ 1993; Belue y cols. , 1995).

El mecanismo de segundo mensajero acoplado a la

activación del receptor CB1, parece implicar al AHP cíclico

(AMP0) , de tal manera que la activación del receptor central de

=
9-THC, produce la inhibición de la enzima adenilatociclasa

mediada por proteinas O~, (Howlett, 1985) . Además, los

cannabinoides inhiben los canales de calcio tipo N, participando,

en este proceso, una proteina o sensible a toxina de pertussis

<Mackie y Hule, 1992)

2.4.1.2 Receptor periférico de cannabinoides

(CB2>

En el año 1993, Munro y cols. realizan el clonaje

de un receptor de cannabinoides, en este caso de localización

periférica, al que se le denomina CB2. Se trata también de un

receptor con siete dominios transmembranales, que presenta un 68%

de identidad con el CBI. en cuanto a las regiones helicoidales y

un 44% con el resto de la proteína.

El receptor CB2 está presente en la población de

monocitos/macrófagos del bazo, Mediante la técnica histoquimica

de hibridación ti situ, se ha demostrado que el ARNm del CB2 se

localiza en las zonas marginales del bazo, utilizando

autorradiografía, se ha encontrado una distribución similar de

CB2, por tanto parece ser un receptor asociado al sistema inmune

(.Herkenham y cols., 1994). En el año 1995, Slipetz y cols.

describen que este receptor está acoplado a adenilatociclasa por

medio de una proteína G~ sensible a toxina de pertussls.

13
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2.4.2 Agonistas Endógenos

En el año 1992, se aisló, a partir de cerebro porcino,

un producto del metabolismo no oxidativo del ácido araquidónico

con capacidad para unirse al receptor central de cannabinoides

CEl <Devane y cola. , 1992) . Este compuesto, que quítflicaTfleflte se

corresponde con la araquidoniletanolamida~ se denominó anandamida

(AnNH)

La AnNH cumple mayoritariamente los criterios

requeridos para ser considerado como un neurotransmisor <Di Marzo

y cola., 1994), constituyendo el ligando endógeno del receptor

CBl. Estos criterios son:

a) Síntesis: La maquinaria enziniática para producir

AnNI-I y su precursor está presente en neuronas pero no en

astrocitos.

b) Liberación: La liberación de AnNH al medio

extracelular, se produce por estímulos que incrementan la

concentración de Ca2 intracelular.

c) Inactivación: Las acciones de la AnNH finalizan

rápidamente (5-20 mm) por medio de hidrólisis enzimática y/o

recaptación por neuronas y astroglia.

La constante de inhibición <Ki) de la AnNH expresada

como la capacidad para desplazar al (3H]-CP-55,940 de su unión al

receptor CM es de 30.8 nM, mientras que su afinidad por el

receptor CB2 es aproximadamente 30 veces menor <Munro y cola.,

1993)

La AnNH es capaz de inhibir la adenilatociclasa

estimulada por forskolina en células N
16T0, que expresan de manera

natural el receptor CM. Al igual que los cannabinoides exógenos,

la inhibición de la adenilatociclasa estimulada por forskolina
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es bloqueada por tratamiento con toxina pertussis (Vogel y cols,,

1993) . También, la MiNH, al igual que otros agonistas

cannabinoides, inhibe los canales de calcio tipo N en células de

neuroblastoma NiS (Felder y cols. , 1993)

La AnNI-? administrada por vía ip, produce efectos

farmacológicos semejantes a los de los cannabinoides tales corno

una disminución de la actividad locomotora, hipotermia y

analgesia (Fride y Mechoulam, 1993)

Ende y cols. <1995) demostraron que bajas

concentraciones de AnNH provocan una disminución en la potencia

de la inhibición de la adenilatociclasa producida por el ~9-TI-IC

en células de neuroblastoma Nl8TG2. En ratones, también se ha

podido observar que una baja concentración de AnNH es capaz de

inhibir parcial o totalmente respuestas in vivo típicas de los

cannabinoides,

Existen una serie de compuestos relacionados con la

AnNE, es decir una familia de etanolamidas derivadas de ácidos

grasos poli-insaturados que también se unen al receptor central

de cannabinoides. Hanus y cols. (1993) descubrieron la homo-r-

linoleniletanolamida, anandamida <20:3,n-6> , y la 7,10,13,16,-

docosatetraeniletanolamida, anandamida <22:4, n-6), compuestos

que se encuentran en cerebro, y que al igual que la AnNE, inhiben

la unión específica del agonista cannabimimético HU-243 a

membranas de sinaptosomas, bloqueando además la producción de

AMPC.

Recientemente, se ha identificado otro compuesto, el

2-araquidonilglicerol (2-Ara-Gí>, que se une al CM y al CB2 in

vitro. Este compuesto se ha aislado de intestino, no

encontrándose en cerebro. En presencia de forskolina, el 2-Ara-Gí

inhibe la adenilatociclasa en células de bazo de ratón con la

misma potencia que el A9-THC (Mechoulam, 1995)
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En el esquema 3 se representan las estructuras químicas

de los agonistas endógenosde los receptores cannabinoides.

ESQUEMA 3

Estructuras químicas de los agonistas endógenos de los

receptores cannabinoides.

indamida.

— — CONHCH2CH2OH

CONHCH2CH2OH

Homo.v-l¡nolen¡¡etanoiamida

— — OONHCH2OH2OH

710,13,1 6-docosatetraentletanolamida

-~ OHo—

— — OH
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2.4.3 Antagonistas

Rinaldi-Carmona y cols. (1994) sintetizaron el primer

antagonista selectivo y activo po del receptor central de

cannabinoides <CEl) llamado SR 141716A [N—(piperidin)-5-<4-

clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil>—4-metil-lH-pirazol-3-

carboxamidahidroclorada) . Este compuesto posee una afinidad

nanomolar para el CEl pero no es activo para el CB2.

2.4.4 Agonistas Sintéticos de los receptores

Cannab i no ide a

A. - CANNABINOIDES TRICICLICOS Y BICICLICOS: A este

grupo pertenecen el CP-55,940, el levonantradol, y el HU 210.

B.- AMINOALQUILINDOLES: Compuestos estructuralmente

diferentes al t2-THC, ya que consisten en un grupo indol con una

sustitucción en el nitrógeno por un grupo aminoalquil y un grupo

aromático en posición 3. Destacan: la PRAVADOLINA, el WIN-55212-2

y el WIN-56098.

En el esquema 4 se representan las estructuras químicas

de los principales agonistas sintéticos de los receptores

cannabinoides.

En la tabla 1 se muestra la capacidad de una serie de

compuestos con afinidad por el receptor CBl para desplazar la

unión del [3H]-CP-55,940.

17
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TABLA 1

Capacidad de distintos compuestoscon afinidad por el receptor

CHi para desplazar la unión del [31fl-CP-55,940.

COMPUESTOS CONSTANTES DE INHIBICION ICi <nM

)

CF-SS,940 0.72

WIN-55212 1.83

A9-THC 29.7

~~~IDA 30.8

CANNABINOL 258

CANNABIDIOL 2678

SR-141716A 1.69
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ESQUEMA 4
Estructuras químicas de los principales agonistas

de los receptores de cannabinoides.
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2.5 FARMACOLOGíA

2.5.1 Efectos Peicotomniméticos

Los efectos que puede producir el consumo de Cannabis

sativa en el hombre son muy complejos. Los efectos subjetivos que

experimentan los individuos incluyen: excitación y disociación

de ideas, aumento y distorsión de la percepción sensorial,

errores en la apreciación del tiempo y espacio, alteración de las

emociones, ideas fijas e ilusiones, impulsos irresistibles,

espejismos y alucinaciones (Dewey, 1986) . Se ha comprobado que

estos efectos varían de unos individuos a otros en función de la

dosis, vía de administración y la vulnerabilidad individual a

ciertos efectos psicotóxicos.

Tras el consumo de la droga, los efectos comienzan con

un periodo inicial de euforia o bigh, descrito como una sensación

de bienestar y felicidad, que va seguido frecuentemente por un

estado de somnolencia o sedación,

Hay evidencias de que el uso crónico de derivados del

Cannabis puede llevar consigo un alto riesgo de agravamiento de

enfermedades mentales preexistentes. Un estudio realizado

mediante el seguimiento de una amplia población de consumidores

habituales de marihuana, durante 15 años, ha mostrado un aumento

de la incidencia de esquizofrenia y de otros procesos paicóticos

E veces superior a la presentada por los no consumidores de dicha

droga. Esto indica que el consumo de Cannabis puede ser un factor

de riesgo independiente para el desarrollo de esquizofrenia

<hndréasson y cols,, 1987>.

Generalmente, los cannabinoides inducen agresividad en

animales de laboratorio, y a ciertas dosis, potencian la

agresividad inducida por factores estresantes: descargas

eléctricas, dieta, . . <Dewey, 1986) . En humanos, parece ser que
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existe un aumento de la agresividad en los sujetos durante las

horas siguientes a la inhalación de marihuana <Cherek y cols.

1993)

2.5.2 Antinocicepción

El A9-THC se comporta como un compuesto altamente

analgésico en roedores (Dewey, 1986) y en humanos <Druga of

Choice, The Medical Letter Inc., New Rochelle, New York, pág.

109, 1993) . Numerosos estudios demuestran una interacción entre

los sistemas opioide y cannabinoide en la modulación de la

nocicepción <Smith y cols., 1994; Welch y cola., 1995; Reche y

cola., 1996).

Este aspecto será ampliamente tratado en el capítulo

de Interacción del A9-Tetrahidrocarmabinol con el sistema opioide

de esta misma memoria.

2.5.3 Antiemesis

En humanos, la administración oral de A9-THC previene

las nauseas y los vómitos en pacientes que son tratados con

antineoplásicos <Dewey,1986)

El A9-THC se comporta como un activo antiemético cuando

se administra a gatos por vía oral o intramuscular. En cambio por

vía i.v. su acción antiemética no es predecible <Mccarthy y

cols., 1984>. También, el t9—THC en ratones es capaz de atenuar

el sabor aversivo inducido por la ciclofosfamida (Landauer y

cois., 1985>.

2.5.4 Locomoción

La administración aguda de A9-THC produce, en la

mayoría de las especies animales, catalepsia y adopción de

posturas anormales, ataxia y disminución de la actividad motora

/
A
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espontánea y de exploración. Estos efectos se producen con dosis

de 1-lOmg/kg de A’>-THC en ratón <Holtzman y cola., 1969>. No

obstante, la habituación previa a la situación experimental,

disminuye los efectos del A9-THC sobre la actividad motora.

2.5.5 Posibles usos terapéuticos

* Disminución de los vómitos y nauseas asociados a la

Quimioterapia del cáncer: En ensayos clínicos se ha visto que

pacientes sometidos a terapia anticancerosa tratados con 2-THC,

presentan una mejoría en cuanto a los vómitos y nauseas, pero

también experimentaban una serie de efectos paicoestimulantes

como somnolencia, disforia y confusión mental, La Nabilona, cuya

estructura química se corresponde con el levonantradol, tiene una

menor incidencia de efectos centrales aunque no está exenta de

efectos secundarios como sequedad de boca, alteraciones de la

coordinación y mareos.

* Reducción de la presión intraocular: Este efecto es

similar en cuanto a potencia y duración al producido por la

pilocarpina. Por tanto, un posible uso terapéutico de los

cannabinoides sería el tratamiento del glaucoma <Lester y

Bakalar, 1993>

* Acción sedante: Las preparaciones de Cannabis,

administradas por vía oral, a dosis mucho más bajas que a las que

produce efectos psicoactivos, inducen un efecto sedante y

tranquilizante que va acompañado por una disminución de la

ansiedad.

* Efecto broncodilatador: Para que el As~THC sea eficaz

como antiasmático debe ser administrado mediante aerosol.

Actualmente, se están ensayando análogos eficaces en este sentido

exentos de efectos psicoactivos
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* Acción anticonvulsivante: El tb~THC se coroporta como

un potente anticonvulsivante, aunque se ha comprobado que el CSD

presenta una potencia todavía mayor y además está exento de

efectos psicoactivos marcados (Martin, 1986>

* Actividad analQésica: El A9-THC se comporta como

analgésico (ver capítulo de Interaccion del AY—

Tetrahidrocannabinol con el sistema opioide)

* Actualmente, se ha descubierto un posible efecto

beneficioso de la marihuana en el tratamiento del síndrome de

desgaste asociado al SIDA <Steele, 1995)

2.6 DROGALICCIÓN

La marihuana, a pesar de ser una droga consumida desde

tiempos antigúos, incluso utilizada con fines medicinales,

comenzó a ser consumida de forma extensiva principalmente por sus

efectos euforizantes, a partir de la segunda mitad de este siglo,

para ser posteriormente superada por otras drogas teóricamente

más adictógenas. Para esto, contó con una buena prensa acerca de

su relativa inocuidad en el organismo humano. Desde entonces se

han realizado multitud de estudios clínicos y experimentales para

elucidar los efectos neurobiológicos derivados de su consumo,

Las estadísticas más recientes sugieren que en torno al 15%

de la población adulta en América y Europa Occidental ha

consumido Cannabis en alguna ocasión, siendo este porcentaje

mucho más elevado <cercano al 50%) entre los adolescentes y

adultos jovenes. Estudios realizados en 1987 demostraron que uno

de cada veinte adolescentes fuina marihuana a diario en los paises

del mundo occidental <Mendelson, 1987>

La marihuana y el hachís siguen hoy representando, junto con

el alcohol y el tabaco, el primer punto de conexión de los

jovenes con el mundo de las drogas, jugando, en ocasiones, un
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papel de trampolín en el consumo de las llamadas “drogas duras”.

A pesar de la fama de relativa inocuidad de esta droga, tanto los

estudios clínicos como los experimentales demuestran que produce

importantes efectos a nivel comportamental, tanto cuando la

exposición se realiza en edad adulta, como cuando se produce en

periodos tempranos del desarrollo.

En el DSM-IV <Manual Diagnóstico y Estadístico de los

Transtornos Mentales) la intoxicación por Cannabis está definida

sobre seis criterios:

A.- Consumo reciente de Cannabis

B.- Cambios psicológicos o comportamentales

desadaptativos clínicamente significativos <por ejemplo,

deterioro de la coordinación motora, euforia, ansiedad> sensación

de que el tiempo transcurre lentamente, deterioro de la capacidad

de juicio, retraimiento social> que aparecen durante o poco

tiempo después del consumo de Cannabis.

C.- Dos <o más) de los siguientes síntomas que aparecen

a las dos horas del consumo de Cannabis:

1.- Dilatación de la conjuntiva

2.- Aumento de apetito

3 - Sequedad de boca

4,- Taquicardia

EL- Los síntomas no son debidos a enfermedad ni se

explican mejor por la presencia de otro transtorno mental.

Se ha demostrado la existencia de una marcada tolerancia a

la mayoría de los efectos farmacológicos de la marihuana en la

mayoría de las especies animales y en el hombre (Dewey, 1986>

Esta tolerancia se caracteriza por prevalecer largo tiempo tras

el cese del consumo de la droga, esto constituye una diferencia

1’

a

/
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con respecto a la tolerancia desarrollada a los opiáceos.

La dependencia física se ha demostrado en ratas (Tsou y

cols, 1995) a las que se ha precipitado un síndrome de

abstinencia como consecuencia de la administración del

antagonista del receptor CEl, SR 141716A. Dicho síndrome de

abstinencia se manifiesta fundamentalmente por una serie de

cambios en el comportamiento motor de los animales.

En humanos, la ausencia de resultados concluyentes sobre los

efectos negativos en el uso crónico de marihuana no permite

descartar que sea una droga cuyo uso persistente cause efectos

nocivos.

3- EL SISTEMA OPIOIDE

3.1 FAMILIAS DE PEPTIDOS OPIOIDES

Según el precursor del que derivan, los péptidos opioldes

conocidos hasta el momento, se han dividido en tres familias:

A.- FEPTIDOS DERIVADOS DE LA PROOPIOMELANOCORTINA: Se

denominan endorfinas, y a ellos pertenece la ~3-endorfina.

E. - PEPTIDOS DERIVADOS DE LA PROENCEFALINA: Son las

encefalinas. Sus representantes de mayor importancia son la

metionina-encefalina (met-encefalina) y la leucina-encefalina

(leu-encefalina>

C.- PEPTIDOS DERIVADOS DE LA PRODINORFINA : A este grupo

pertenecen las dinorfinas, siendo sus representantes la dinorfina

A (1-17>, dinorfina A (1-8>, dinorfina E (1-13> y la a- y .13-

neoendorfinas.

En el esquema 5, se muestra la secuencia de los péptidos

opioides mencionados anteriormente,
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ESQUEMA 5
Secuencias de los péptidos opioides más importantes

PEPTIDO

f3-endorfina

[Met
5] encefalina

[Leu5] encefalina

Dinorfina A<l—17>

Dinorfina B<l-13)

cy-Neoendortina

/3-Neoendorfina

SECUENCIA

H-Tyr-Oly-Gly-Phe-Met-Thr-ser-Gíu-Lys -Ser-

Gln-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-zeu-phe-Lys -Asn-

Ala-Ile-Ile-Lys-Asn-Ala-’ryr-Lys..Lysoíy..

Glu-Ofl

H-ryr-dfly-Gly-Phe-MeL-oH

H-Tyr-Gly-Gly-Fbe-Leu-oH

H-Tyr-Gly-GJ.y-Phe-Leu-Arg-Arg- Rle-Arg- Pro-

Lys-Leu-LYS-Trp-Asp-Asn-Gln-OH

H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Ary-Arg-oln- Phe-Lys-

Val-Va 1-Thr-OH

H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Lys -Tyr-Pro-Lys-OH

H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arq-r,ys-Tyr-proon

3.2 RECEPTORESOPIOIDES

Los péptidos opioides pueden interactuar a su vez con varios

tipos de receptores, Existen fundamentalmente tres tipos de

receptores: mu <y), delta (5> y kappa (e).

La afinidad relativa <expresada como constante de

inhibición) de los péptidos opioides endógenos por los receptores

3 y 1< se muestra en la Tabla 2 <Delay-Goyet, 1989>
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TABLA 2
Afinidad relativa de los péptidos opioides por los distintos

tipos de receptores.

PEPTIDO RECEPTORES(Ki,nM)

/1 5 k

2-endorfina 2.05 2.36 67

Met-encefalina 9.50 0.91 4440

Leu-encefalina 18.8 1,18 8210

Dinorfina A<l-17) 0.70 2.40 0.12

Dinorfina A(l-8) 3.40 4.40 9

Dinorfina B<l-l3) 0.70 3,20 0.12

~-Neoendorfina 1.30 0.57 0,20

Actualmente, numerosos indicios sugieren la existencia de

subtipos de receptores opioides, así existirían dos subtipos para

el receptor Ji: j~1, I~2 ( Nolozin y Pasternak, 1981>, dos subtipos

para el receptor 5: ~1$ ~2 (Negri y cola., 1991> y tres subtipos

para el receptor ¡<: K
1, K2, x3 <Clark y cols., 1989>, además del

posible acoplamiento alostérico ji-5 <Traynor y Elliot, 1993> .

En cuanto a su distribución regional, los receptores

oploides están ampliamente distribuidos en todo el SNC con
4>

algunas localizaciones periféricas (Mansour y cols,, 1988> . Las

estructuras más ricas en receptores son las estructuras límbicas,

la corteza, el estriado y los núcleos del tálamo. Los receptores

ji tienen una distribución amplia: el estriado, tálamo,

hipocampo, la sustancia gris periacueductal, la sustancia negra,

los colículos y los núcleos del tracto solitario, La localización

de los receptores 8 es más restringida: neocortex, estriado y

amigdala. Por lo que reapecta a los receptores i<, éstos presentan

una localización preferentemente en el área preóptica, eminencia

media, amígdala, hipocampo, corteza y médula espinal.
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Se ha comprobado que, en ocasiones, la distribución

anatómica de los péptidos opioides endógenos y la de sus

receptores no se solapan <Khachaturian y cols., 1985). En el caso

de las encefalinas, su distribución mayoritariamente coincide con

la de sus receptores Ji y 6. Esto no ocurre con las dinorfinas y

los receptores K, Existen zonas ricas en receptores K, como es

la corteza cerebral, en las que la presencia de péptidos

derivados de prodinorfina es muy baja. Otro ejemplo lo constituye

la elevada densidad de receptores ji en estriado y corteza

cerebral cuando el contenido de péptidos derivados de

propiomelanocortina es prácticamente nulo.

3.3 MECANISMODE ACCION DE LOS PEPTIDOS OFIOIDES

Los receptores ji, & y K están acoplados a proteínas 01/00

(Receptor and ion channel nomenclature Supplement, Trends in

Pharmacological Sciences, 1996) . Su activación conduce a una

inhibición de la adenilatociclasa con la correspondiente

disminución en los niveles intracelulares de AMPC Los agonistas

de los tres tipos de receptores opiáceos también provocan un

incremento en la conductancia al K, mediante la apertura de

canales de K4 dependientes de voltaje. Esto supone una

hiperpolarización de la membrana, con el consiguiente aumento en

la duración del potencial de acción, lo que produce una

inhibición de la liberación de neurotransmisores

<Chesselet,1984> . Por último, estos receptores por estar

acoplados a proteinas G~, inhiben canales de Ca2-potasio

dependientes, provocando el correspondiente descenso en la

conductancia al Ca2
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4.- INTERACCION DEL A’-TETRAHIDROCANNABINOL CON EL SISTEMA

OPIOIDE

Muchas de las acciones farmacológicas de los opioides tales

como analgesia, depresión respiratoria, inhibición de la

motilidad intestinal y de la actividad locomotora, también las

presentan los cannabinoides (Paton y Fertwee, 1973> Además,

alguno de los efectos farmacológicos del tA-THC es bloqueado por

antagonistas opiáceos como la naloxona <Wilson y May, 1975; Reche

y cols., 1996) y la clornaltrexamina <Tulunay y cols., 1981>.

4.1 NEUROQUIMICA

Vaysse y cols (1987) demostraron que el tratamiento de

membranas de cerebro de rata con tY-THC disminuía la unión

específica de PH] -dihidromorfina <agonista opioide Ji) de una

forma concentración-dependiente. Esta disminución se debe a una

reducción en el número de receptores <‘down-regulation’) más que

a una alteración en la afinidad por el receptor, por tanto se

trata de una interacción no competitiva. Además, el principal

componente psicoactivo del Cannabis, el A9-THC, también inhibe la

unión del agonista opioide & [3H]D~penicilina2,D~penicilinaS

encefalina <DPDPE) y del antagonista opioide [3H]naloxona. Estos

autores sugieren que la modulación alostérica del receptor

opiáceo por el t’>~THC es el resultado de una interacción directa

con el receptor o con un complejo lípido-proteico específico y

no meramente el resultado de una perturbación de la bicapa

lipídica de la membrana.

Los opiáceos y los cannabinoides se unen a receptores

acoplados a proteinas s~ para inhibir la actividad de la

adenilatociclasa en neuronas. En tejido estriatal de rata,

Bidaut-Russell y cola. (1991) demostraron que la interacción del

sistema cannabinomimético con el sistema opioide para inhibir la

acumulación de A~F~ no es ni aditiva ni sinérgica. Estos estudios

en preparaciones de SNC sugieren que ambos tipos de receptores
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pudieran estar colocalizados en algunas de las mismas neuronas

compartiendo un mecanismo común de segundo mensajero.

Kumar y cols (1983; 1984) , han demostrado una elevación en

los niveles diencefálicos de met-encefalina y fl-endorfina después

de la administración aguda y crónica de A9THC a ratas adultas.

Posteriormente, se demostró (Rumar y cols., 1990) que ratas macho

adultas que habían recibido un tratamiento neonatal con A9THC <2

mg/kg) desde el momento de su nacimiento hasta el día 40, también

presentaban un aumento en los niveles de met-encefalina y j3-

endorfina en el área diencéfalica <área anterior hipotálamica-

preóptica e hipotálamo medio-basal).

4.2 COMPORTAMIENTO

4.2.1 Analgesia

Históricamente, se conoce que los preparados de

Cannabis sativa alivian el dolor. En el año 1975, Wilson y May

comprobaron que el A9-THC, principal compuesto activo de la

marihuana, tenía propiedades analgésicas. Es importante destacar

que el cannabinoide sintético levonantradol muestra una potencia

analgésica 30 veces superior a la de la morfina <Howlett y cola,,

1990)

La implicación del sistema opioide endógeno en la

analgesia producida por los cannabinoides es un aspecto

controvertido.

Welch <1993) demuestra que las respuestas

antinociceptivas a CP.-55940, levonantradol y A9-THC podían ser

atenuadas por la administración intratecal (no

intracerebroventricular) del antagonista del receptor opiáceo ¡e

nor—binaltorfimina. En nuestro laboratorio <Reche y cois., 1996>,

han puesto de manifiesto que la naloxona, a la dosis de 1 mg/kg

(sc.>, es capaz de bloquear parcialmente la respuesta analgésica
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dcl A9-T}IC, y además la administración it, de un antisuero de

conejo antidinorfina A(l-8>, también produce un bloqueo de la

analgesia producida por el A9-THC. Esto apunta la posibilidad de

que la respuesta analgésica producida por los cannabinoides pueda

estar relacionada con la liberación de péptidos relacionados con

dinorfina en médula espinal. Mason y Welch (1996) han comprobado

la presencia de dinorfina y Leu-encefalina en líquido

cefalorraquideo de animales tratados con t9-THC. Por otro lado,

se ha demostrado la existencia de una tolerancia cruzada entre

el t9-THC y los agonistas ¡e (Smith y cols., 1994), sugiriendo que

en la analgesia espinal, una via neuronal que implique a los

receptores opiáceos ¡e puede converger con una vía que implique

a los receptores cannabinoides. También debe existir algún

sinergismo en los mecanismos de analgesia ji y & opioide con la

analgesia producida por los cannabinoides porque el

pretratamiento it. de ratones con dosis subefectivas de A9-THC

es capaz de desplazar hacia la izquierda la curva dosis-respuesta

de la morfina i.t. o del DPDPE en el test de retirada de la cola

(Welch, 1993) . Recientemente, se ha puesto de manifiesto en

nuestro laboratorio, que ratones pretratados con una dosis

inactiva per se de morfina, muestran una reducción en la DE~
0 del

t
9-THC en los test de retirada de la cola ó del plato caliente,

Este efecto potenciador es bloqueado por norbinaltorfimina i.t

y por fl-funaltrexamina i.c.v. Por tanto, el sinergismo entre
• y

morfina y A9-THC parece implicar, tanto a receptores Ji

supraespinales, como a receptores ¡e espinales <datos no
1 publicados)

Kumar y cols <1990>, han observado que ratas adultas

macho que habían sido expuestas a un tratamiento neonatal con 2-

THC mostraban una mayor sensibilidad al dolor tras la

administración de morfina.

4.2.2 Síndrome de Abstinencia

Hine y cols. (1975) pusieron de manifiesto que el t.9-THC
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reduce la intensidad de la abstinencia a morfina. Si se compara

la eficacia de los distintos cannabinoides para inhibir el

síndrome de abstinencia a morfina, el más efectivo es el O-THC,

seguido del A8-THC, el ll-hidrox±-t -THC, cannabidiol y

cannabinol (Ehargava, 1976) . Por otro lado, la naloxona (1 mg/kg

i.p) es capaz de inducir un síndrome de abstinencia en ratas

tolerantes a tY-THC <Kaymakcalan y cols.,1987>.

La marihuana y concretamente su principal principio

activo, el A9-THC, estimula los circuitos de recompensa

cerebrales del mismo modo que las demás drogas de abuso (Gardner

y cols., 1988) y aumenta la liberación de dopamina en núcleo

accumbens <Chen y cols., 1989). Estos dos efectos son revertidos

por naloxona, hecho que implica un mecanismo opioide endógeno

como mediador de la acción euforizante de todas las drogas de

abuso, incluida la marihuana.

5.-INTERACCION DE LOS CANNABINOIDES CON DISTINTOS SISTEMAS

DE NEUROTRANSMISION
4

Vb
El tratamiento de animales de experimentación con A9-THC 1

produce múltiples efectos sobre la actividad de dopamina,
/j

serotonina y otros neurotransmisores en diversas áreas

cerebrales, con cambios en su concentración, recambio,

biosíntesis, abundancia y afinidad de los receptores respectivos. VIii

5.1 SISTEMAS CATECOLAMINIERGICOS

5.1.1 Sistema Dopaminérgico

s.i.i.i Sistema Nigroestriatal

El tY-THC produce disminución de la concentración

cerebral de dopamina (Aulack y cols., 1980>, inhibición de la

actividad de las neuronas nigroestriatales dopaminérgicas,

disminución de la actividad motora y de las conductas
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estereotipadas y aumento del tiempo de inactividad en ratas

(Navarro y cols. $ 1993a) . Se han encontrado resultados similares

cuando el As~THC se administró perinatalmente <Navarro y cols.,

1994)

En ratas macho expuestas perinatalmente a A9-THC

se observa un descenso en la actividad enzimática de la TH en el

estriado. En paralelo, las densidades de los receptores D
1 y D2

se encuentran alteradas tras la exposición perinatal a

cannabinoides, observándose un descenso en el número de estos

receptores en el estriado de ratas macho (Rodriguez de Fonseca

y cols., 1991).

La exposición prenatal a t
9-THC aumenta la

expresión de la TH tanto en la cantidad de su ARNm como en la

cantidad de proteína, en el día gestacional 14, También en los

animales tratados con A’-THC se observa un aumento de la

actividad de la enzima. A partir del día de gestación 18, se

encuentra una respuesta sexualmente dimórfica en la expresión del

gen de la TH tras la exposición a t9-THC. En este día, se produce

una disminución en de la cantidad de mmmde TH en los machos

expuestos a &-THC, mientras que en las hembras se presenta una

tendencia en sentido contrario (Ana Bonnin,Tesis Doctoral, 1995)

5.1.1.2 Sistema Mesolímbico

La administración de t9-THC a ratas va seguida de

los siguientes hechos: incremento en la velocidad de disparo de

las neuronas dopaminérgicas (Levenson y French, 1990), aumento

en el contenido de ácido homovanílico en la corteza prefrontal

y tubérculo olfatorio <Bowers y Hoffman, 1986) y elevación del

contenido de DOPAC, dopamina y número de receptores D
1 en el área

límbica anterior <Navarro y cols., 1993b> . Por otro lado, Chen

y cols <19 90) , han demostrado que el t
9-THC aumenta la liberación

de dopamina al medio extracelular medida por microdialisis .in

vivo, en núcleo accumbens. Estos efectos neuroquimicos se
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acompañan de modificaciones a nivel comportamental, como por

ejemplo, facilitación de los procesos de recompensa cerebral

<Gardner y cols., 1988), disminución de la motilidad sexual e

incremento de la emotividad (Navarro y cola., 1993b)

Por otra parte, se ha descrito un incremento en

la actividad presináptica de neuronas dopaminérgicas del sistema

mesolímbico en ratas macho expuestas perinatalmente a A9-THC

(Rodriguez de Fonseca y cola., 1991; Navarro y cola., 1993b)

5.1.1.3 Sistema Tuberoinfundibular

La administración de t?-THC produce una marcada

alteración en el proceso de liberación de hormonas por la

adenohipófisis. Concretamente, tras la administración de A9-TMC,

se observa una disminución en la secreción de prolactina, hormona

luteinizante <LII>, hormona foliculoestimulante <FSM) , hormona del

crecimiento (OH> y un incremento en la liberación de ACTH <Murphy

y cola., 1990) . Estos efectos parecen ser ocasionados

principalmente como consecuencia de alteraciones inducidas por

el t9-THC en la actividad de determinados neurotransmisores

hipotalámicos, como es el caso de la serotonina <Kramer y Ben-

David, 1978> y de la dopamina (Fernández-Ruiz y cola., 1992>.

En machos, la exposición perinatal a cannabinoides

provoca un incremento en la actividad de las neuronas

tuberoinfundibulares, que se refleja en incrementos en la

actividad de TH y en la producción de DOPAC, junto con un aumento

en la concentración de dopamina y disminución de la liberación

de prolactina (Rodríguez de Fonseca y cola., 1991>,

5.1.2 Sistemas Adrenérgicos

Los efectos de la exposición a cannabinoides sobre los

sistemas adrenérgico y noradrenérgico son muy parecidos a los
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producidos sobre el sistema dopaminérgico. La administración

aguda de t~9-THC a animales de experimentación produce una

disminución en las concentraciones cerebrales de noradrenalina

junto con diversos cambios comportamentales (Aulakh y cola.,

1980), mientras que el tratamiento crónico conduce a incrementos

en el recambio y la biosíntesis de dicho neurotransmisor

(McDougall y cola., 1992).

Lichtman y Martin <1991) han demostrado que el

antagonista ~
2-noradrenérgico yohimbina, cuando se administra en

la región lumbar produce una reducción en la respuesta analgésica

del A
9-THC. Por otro lado, el ~s-THC modifica la afinidad del

receptor /3-adrenérgico en corteza cerebral, aumentando la unión

de los antagonistas pero no la de los agonistas <Hillard y cols,,

1984>

Adicionalmente, el tratamiento perinatal con extractos
~ ‘4>

crudos de marihuana <proporción variable de A9-THC, CEN y CBD),

disminuye el número de receptores c~
1-adrenérgicos <Walters y

Carr, 1988).
4

5.2 SISTEMA COLINERGICO

El hipocampo parece ser el área más afectada por los cambios

inducidos por los cannabinoides en la transmisión colinérgica.

Así el t
9-THC produce una disminución en el recambio de

acetilcolina paralelamente a un incremento de su contenido 1<

<Tripathy y cola., 1987> . En menor grado, también se afectan el

cortex, el estriado, el cerebro medio y la protuberancia. El 15

incremento de los niveles de acetilcolina no va acompañado de una

inhibición del enzima acetilcolinesterasa <Pertwee y cola., 4>,

1992) . »
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Por otro lado, se sabe que el t9-THC y el cannabinoide
11 •~

sintético levonantradol producen una potenciación de la 4
4

hipoquinesia inducida mediante el tratamiento con flufenazina. y)
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Al parecer se trata de un efecto nicotínico ya que es mimetizado

por nicotina y antagonizado por mecamilamina (Moss y coís..,

1987)

5.3 SISTEMA SEROTONÉRGICO

La administración crónica de cannabinoides causa efectos

bifásicos sobre la síntesis de este neurotransmisor.

Inicialmente, se observa un incremento significativo del

contenido cerebral de serotonina, siendo el hipotálamo y el Y
cerebelo las zonas más afectadas, Paralelamente se observa una

depresión del comportamiento animal, Seguidamente, se produce una

fase estimulatoria, que se relaciona con una disminución de la

serotonina en las respectivas áreas cerebrales (Dewey, 1986)

Por otro lado, los agonistas cannabinoides bloquean la

activación de los receptores 5-HT3 en neuronas ganglionares de

rata (Fan, 1995) . Esta interacción puede ser un posible mecanismo
la

que explique algunos de los efectos comportamentales de los

cannabinoides tales como la antiemesis y la analgesia.

La exposición perinatal a AY-TilO aumenta los niveles de

serotonina en el estriado y disminuye su contenido en el

hipotálamo anterior, núcleos del rafe y .locus coeruleus (Molina-

Holgado y cols., 1993>. La administración aguda de A
9-THC produce

un deterioro de la memoria a corto plazo, aunque tal efecto

parece que no está relacionado con alteraciones serotonérgicas

<Molina-Holgado y cols., 1994), ya que por ejemplo no se observan

diferencias en la velocidad de recambio de serotonina entre los

animales tratados con A9-THC y los controles,

5.4 SISTEMA GABÉRGICO

El tratamiento con t9-THC altera la unión de diazepam y

flunitrazepam a membranas de cerebro. Esto parece indicar

alteraciones de la neurotransmisión GABAérgica, ya que el lugar
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de fijación a benzodiazepinas es parte constituyente del complejo

CABA-receptor. Además, se ha observado que un análogo del t’-THC

se une fuertemente a los sitios de unión para las benzodiazepinas

(Shan-Ching y Jakubovic, 1987)

También se ha descrito que el A9-THC presenta un efecto

sinérgico con las benzodiazepinas en la producción de catalepsia

en el ratón, hecho que puede ser debido a que el AY-THC

incremente las concentraciones sinápticas de CABA (Fertwee y

Creentree, 1988) . Herkenham y cola (1991>, apuntan la posibilidad

de que el receptor OBí esté localizado en neuronas estriatales

CABAérgicas.
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Objetivos

Muchas de las acciones farmacológicas de los opioides tales

como analgesia, depresión respiratoria, inhibición de la motilidad

intestinal y de la actividad locomotora, también las presentan los

cannabinoides <Paton y Pertwee, 1973) . Además, alguno de los

efectos farmacológicos del A9-THC es bloqueado por antagonistas

opiáceos como la naloxona <Reche y cols., 1996), la

clornaltrexamina <Tulunay y cols., 1981) y la nor-binaltorfimina.

Son conocidas las alteraciones que produce la exposición

perinatal a cannabinoides sobre el sistema dopaminérgico (Rodriguez

de Fonseca y cola. , 1991) Además, la marihuana y concretamente su

principal principio activo, el Éx9.-THC, activa los circuitos de

recompensa cerebrales del mismo modo que las demás drogas de abuso

(Cardner y cola., 1988>. Este efecto es revertido por naloxona,

hecho que sugiere la implicación de un mecanismo opioide endógeno

como mediador de la acción euforizante de la marihuana.

El objetivo general ha consistido en estudiar la interacción

de los sistemas cannabinoide y opioide centrales. Dicho objetivo

general, se ha articulado en los siguientes objetivos parciales:

1> Evaluación en rata del efecto del tratamiento perinatal con

t2-THC sobre aspectos distintos indicativos del funcionalismo

opioide central en la progenie.

1.1) Administración de un antagonista opiáceo y

observación del eventual síndrome de abstinencia.

1.2) Estudio de la respuesta al dolor en un test de

nocicepción.
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1.3> Estudio de la respuesta a la administración de un

analgésico opiáceo.

1.4) Estudio de la densidad de receptores oploides en

regiones discretas del SNC.

2> Explorar la posible tolerancia cruzada entre opiáceos y

cannabinoides, utilizando para ello la dependencia inducida por

administración subcrónica de morfina en raton.
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Materiales y Métodos

1.- MATERIALES

1.1 FARNACOSY REACTIVOS QUÍMICOS

El sulfato de morfina se obtuvo del Servicio de Restricción

de Estupefacientes, M0 de Sanidad y Consumo, Madrid, Espai5a. Los

pellets de morfina fueron preparados por la Dra. M.A. Camacho,

del Departamento de Farmacia y Tecnología Farmacéutica de la

Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid. El

A9-THC fue suministrado por el National Institute of Drug Abuse,

NIDA <EEUU). La anandamida se obtuvo de SPI BIO, Francia. El

cremophore EL y la naloxona procedían de Sigma <EEUU>

Los reactivos orgánicos generales, así como las sales

inórgánicas utilizadas, fueron de calidad analítica.~y procedían

de las casas comerciales Sigma, Merck, Fluka y Boheringer.

1.2 MXI’ERIAL Y REACTIVOS UTILIZADOS EN AUTORRADIOGRALFIA

DE RECEPTORES

El compuesto (ID-ala2, N~metil~feniltglicocolaS) <tirosil-

3,5~3]¡) encefalina, [3j~¡] -DAGO <actividad específica ~60 Cuminol)

las cassettes y las películas autorradiográficas Hyperfilm->H, se

compraron a Amersham <Cran Bretafia)

El Tris 50 mM se preparó a partir de trizma base <Tris-

hidroximetil-aminometano> suministrado por Sigma. La gelatina,

bacitracina y el DAGOno radiactivo también se compraron a Signa.

El sulfato de potasio y cromo III, KCr <804)2,12 H
20, se obtuvo

de Fluka <Suiza>

El revelador (D-19) así como el fijador fueron suministrados

por Kodak (Gran Bretaña>
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1. 3 ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN. CONDICIONES

EXPERIMENTALES GENERALES

En los experimentos de síndrome de abstinencia a opiáceos

utilizamos ratones Swiss macho de 25-30 gramos <Interfauna

Ibérica, Sant Feliu de Codines, Barcelona) , que fueron

estabulados en el animalario con ciclos de luz/oscuridad de 12

horas y temperatura constante <22-23W) hasta el momento en que

se realizó el experimento.

En los experimentos de toxicidad perinatal al t9-THC

utilizamos ratas Wistar que permanecieron desde su nacimiento en

condiciones constantes de luz <entre las 08:00 y las 20:00

horas>, temperatura (23 ±100) y humedad. Los animales tuvieron

acceso permanente a comida y agua.

2.- METODOS

2.1 METODOSEXPERIMENTALES EN EL ARIMAL IAl VIVO

2.1.1 Sindrome de abstinencia a opiáceos en ratón.

Efecto del A9-ThC y de la ANANDAMIDA

2.1.1.1 Inducción de dependencia física y

precipitación del síndrome de

abstinencia a morfina

Para provocar la dependencia tísica se utilizaron

dos protocolos diferentes:

a) A un grupo de ratones les fue implantado

subcutáneamente (s.c>, en el dorso, a la altura de la región

cervical, un pellet de morfina sulfato <75 miligramos) o de

placebo bajo el efecto de ligera anestesia con éter (San Martin

Clark y cols., 1993>. Setenta y dos horas después de la

intervención quirúrgica, los animales fueron tratados con tt’-THC
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<ío mg/kg> o anandamida <1 y 5 mg/kg) . El A9-THC y la anandamida,

se administraron por vía iv. disueltos en Cremophore EL:

Etanol: Agua (1:1:8).

b) Otro grupo de ratones fue tratado s.c. con

morfina sulfato o salino 2 veces al día (Maldonado y cols.,

:992) . La dosis de morfina fue progresivamente incrementándose

desde 8 mg/kg a 45 mg/kg a lo largo de un período de 5 días. El

primer y segundo número dentro del paréntesis representan la

dosis de morfina (mg/kg) inyectada a las 9 horas am. y 6 horas

p.m., respectivamente, en días consecutivos: día 1 (8,15), día

2 <20,25>, día 3 <30,35), día 4 (40,45>, día 5 (45, sólamente a

las 9 horas am,). Dos horas después de la última dosis de

morfina los ratones fueron tratados con anandamida <0.1, 1 y 5

mg/kg) por vía i.v. <vehículo: Cremophore EL: Etanol: Agua

1:1:8),

El síndrome de abstinencia a morfina fue

precipitado por inyección intraperitoneal (I.P.) de una dosis de

1 mg/kg (protocolo a) ó 5 mg/kg s.c. <protocolo b> del

antagonista opiáceo naloxona. Dicha inyección se efectuó 30

minutos depués de la administración de &-THC, o 5 minutos

después de la administración de anandamida.

Evaluamos el síndrome de abstinencia mediante la

observación del número de saltos. Para ello los animales se
introdujeron en unos cilindros de metacrilato de dimensiones 20

cm de diámetro x 35 cm de altura. El número de saltos se contó

durante un período de 30 minutos, medidos inmediatamente después

de la administración de naloxona.

El peso corporal se determinó 2 minutos antes de
la administración de A9-THC o de anandamida, y 30 y 60 minutos

después de la administración de naloxona. Los cambios en el peso

corporal se expresaron como porcentajes calculados sobre el peso

inicial.
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2.1.1.2 Estudio de la actividad locomotora

Realizamos este estudio para discernir si el

ecto de la anandamida sobre el síndrome de abstinencia a

rfina estaba provocado por un mecanismo relacionado con vías

joides o era únicamente debido a un efecto sobre la actividad

comotora.

La actividad locomotora fue medida en un actímetro

nimex, Apelab Francia) consistente en una jaula <20 cm x 25 cm)

vidida en 4 compartimentos idénticos por 2 haces de luz. Los

imales se colocaron en las jaulas y el número de haces de luz

rtados <número de cuadrados cruzados) se registró

tomáticamente, La actividad locomotora se midió durante 30

rrntos. Los animales fueron previamente habituados a las

ndiciones experimentales durante un período de 30 minutos 6

ras antes de la medida de la actividad. Se determinó la

Lividad locomotora 5 minutos después de la administración de

ng/kg de anandamida i.v.

2.1.2 Exposición perinatal a A9-THC en la rata

Los animales utilizados fueron las crías procedentes

ratas Wistar preñadas que hablan recibido una dosis diaria por

oral de 5 mg/kg de M-THC en 0.1 ml de aceite de sésamo desde

quinto día de la gestación hasta el día veinticuatro después

nacimiento de las crías <día del destete> . Este tratamiento

hemos utilizado corresponde a una estimación corregida en

ición de la superficie corporal, peso y ruta de administración,

consumo crónico moderado de preparados de Cannabis sativa en

ianos <Nahas G.G,, 1984) . Durante todo el experimento madres

crías se mantuvieron estabuladas en grupos de 4 a 8

males/jaula, con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas y con un

eso continuo a comida y agua. Se procesó también un grupo

trol que recibió durante el mismo período de tiempo un
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tratamiento consistente en una dosis diaria de 0.1 ml de aceite

de sésamo.

2.1.2.1 Estudio del efecto de la naloxona.

Utilizamos ratas de 24 días de edad (recién

destetadas) , a las que se les administró una dosis por vía i.p.

de 5 mg/kg del antagonista opiáceo naloxona. La existencia del

síndrome de abstinencia se evaluó mediante la observación de 4

signos típicos de la abstinencia a opiáceos como son: ptosis

palpebral, mascado, piloerección y sacudidas corporales

espontáneas. Estos experimentos se realizaron en unos cilindros

de metacrilato idénticos a los descritos en el apartado 2.1.1.1.

El tiempo de evaluación de los signos característicos del

síndrome de abstinencia fue de 30 minutos dividido en tres

períodos consecutivos de 10 minutos cada uno.

La ptosis palpebral y la piloerección se contaron

dando un punto por la presencia del signo en cada período de 10

minutos, de tal manera que la máxima puntuación posible fue 3

puntos.

El mascado y las sacudidas corporales espontáneas

se contabilizaron contando el número total de veces que aparecían

a lo largo de los 30 minutos,

2.1.2.2 Medida de umbrales nociceptivos.

Se determinaron los umbrales nociceptivos o tiempo

de latencia al test de retirada de la cola <d’Amour y Smith,

1956) en animales de 24, 50 y 70 días de edad expuestos

perinatalmente a t9-TI4C. Se realizaron tres determinaciones para

cada animal, calculándose la media.

El aparato usado fue un analgesírnetro L 17106

<Letica, Espa?ia). Las respuestas antinociceptivas se determinaron
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midiendo el tiempo transcurrido hasta que el animal responde al

estímulo térmico (foco luminoso) . La rata se inmoviliza de manera

que el foco luminoso incida sobre el tercio medio de la cola. La

intensidad del estímulo térmico se ajustó para obtener una

latencia control entre 4 y 6 segundos. Se tomó como tiempo máximo

(“cut off time”) aquel que puede resistir el animal a dicho

estímulo sin que se produzca daño tisular, quedando fijado en 15

segundos.

2.1.2.3 Efecto de la morfina en animales

adultos expuestos perinatalmente a AY-

THC.

En animales de 75 días de edad se administró una

dosis de morfina de 5 mg/kg por vía ip. y se determinó la

latencia al test de retirada de la cola. Los porcentajes de

analgesia se calcularon para cada animal en relación con su

propio nivel basal determinado 30 minutos antes de la

administración de morfina (% de analgesia = (Latencia tratado -

Latencia control/ls - Latencia control) x 100] . Cada valor fue

la media de tres determinaciones.

2.2 METODOSEXPERIMENTALESIN VITRO

2.2.1 Método de autorradiografia de receptores

opioides ji

Se realizaron cortes de cerebro de ratas de 24 y 70

días de edad expuestas perinatalmente a =Y-TI-IC según protocolo

detallado en el apartado 2.1.2.

Los animales se sacrificaron por decapitación entre las

10 y las 12 am, Los cerebros se extrajeron y se congelaron en

isopentano <-40W aproximadamente) durante 2. minuto y

posteriormente se almacenaron a -80W hasta que fueron cortados.
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Se realizaron cortes transversales (20wn) en un

criostato refrigerado Bright <-15W> sobre portas previamente

gelatinizados. Dichos cortes de cerebro se incubaron a 25W con

una concentración 3nM de [31-I]-DAGO (actividad

específica=6OCi/mmol) en Tris 50 mM <pH= 7.4> junto con

bacitracina O.2mg/ml, durante 1 hora. Después de la incubación,

los cortes fueron sometidos a dos lavados de 5 minutos cada uno,

a 40C en Tris 5OmM <pH= 7.4> . A continuación los cortes de tejido

cerebral se secaron mediante una corriente de aire Erío, y se

expusieron a una película autorradiográfica (Hyperfilm-3H> en

cassettes X-ray standars durante 10 semanas a 4W. Cuando terminó

la exposición, las películas se revelaron durante 120 segundos

a 20W en un revelador Kodak D-19, luego se fijaron durante 5

minutos con un fijador <Kodak, fixer) , y por último se pasaron

por agua y se secaron. La unión no específica se determinó

incubando los cortes con 3 nM de [3H]-DAGO y lgM de DAGO no

marcado,

Los autorradiogramas se analizaron con el sistema

Biocom 200 <Francia) . Este sistema permite la cuantificación de

dichos autorradiogramas mediante densitoifietría computerizada. Las

medidas de densidad óptica obtenidas <niveles de negro) se

transformaron en concentraciones (noi/rng tejido> usando una

escala patrón de tritio (Arnersham) que comprende desde 1.30 hasta

21.20 fbi/mg de téjido equivalente.

2.3 ANALISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS

Todos los valores se expresan mediante un parámetro de

centralización, la media aritmética, y otro de dispersión, el

error estándar de la media aritmética <E.S.M) . En todos los

experimentos se indica el número de casos (n) por grupo

experimental.

Las diferencias entre los valores de los distintos grupos
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experimentales se analizaron utilizando el análisis de la

varianza <ANOVA) de una vía cuando existía una sola variable, o

de dos vías cuando existían dos variables,

Si el correspondiente ANOVA indicaba que existían grupos

significativamente distintos <p<O.05), posteriormente se

analizaban las diferencias aplicando el test de “Newman-Keuls”,

o el test de Student~tu¡ cuando sólo se comparaban dos grupos

experimentales. Se consideran grupos significativamente

distintos, desde el punto de vista estadístico, cuando pcO.05.

47



RES[JISTADOS



Resul Lados

1.- EFECTODE LOS CANNABINOIDES SOBRE EL SÍNDROMEDE ABSTINENCIA A

OPIÁCEOS EN EL RATON

1 .1 - - EFECTO DEL A9-THC Y LA ANANUAMIDA

Con el protocolo de implantación s.c. de un pellet de morfina

(protocolo a) , se observó que la anandamida a la dosis de 5 mg/kg

iv. , producía una disminución del síndrome de abstinencia a

morfina precipitado por naloxona (1 mg/kg i.p.) . Los signos

examinados fueron el número de saltos y la pérdida de peso medida

30 y 60 minutos tras la administración de naloxona.

Como se ilustra en la Figura lA, la AnM-I <5 mg/kg; i.v.; 5 mm

antes de la administración de naloxona) , indujo una disminución

significativa del número de saltos (1.9±0.8 Vs 42+9.6; ANOVA 1:

F
340= 6.84, pc

0.01; NKT, pcO.Ol) . La misma dosis de anandamida

previno la pérdida de peso medida 30 minutos después de la

administración de naloxona y expresada en % sobre el peso medido

justo después de la administración de naloxona (3.7±0.4 vs 5.3±0.4;

ANOVA 1: F
341= 6.01, pc0.01; NKT, pcO.OS, Tabla 3> y 60 minutos

después de la administración de naloxona ( 4,1±0,5 vs 6.0±0.5;

ANOVA 1: F339= 4.14, p.cO.OS; NKT, pcO.OS, Tabla 3).

A la dosis de 1 mg/kg, la AnNII no presentó un efecto

significativo sobre el número de saltos (58±20.7 Vs 42±9.6.: NS).

Tampoco previno la pérdida de peso a los 30 minutos de la

administración de naloxona (4.2±0.4 vs5.
3±O.4 NS). En cambio,

esta dosis sí que resulté efectiva para prevenir la pérdida de peso

a los 60 minutos tras la administración de naloxona <4.3±0.5 VS

6.0±0.5; ANOVA 1: F
3 ~= 4.14, p.cO.OS; NKT, pcO.OS, Tabla 3).
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El efc~.ctO de la anandamida a las dosis de 5 y 2. mg/kg fue

también examinado en ratones implantados con un pellet de placebo,

encontrándose que la anandamida no producía ningún efecto ni sobre

el número de saltos, ni tampoco sobre la pérdida de peso <datos no

mostrados)

El ANOVA 1 también refleja un efecto significativo para el

tratamiento con tY-THC a la dosis de 10 mg/kg i.v, sobre el número

de saltos < 27,1±8.3 vs 12.4±5.3; ANOVA 1: F3,31= 7.36, pcO.Ol; NKT,

pc0.OS, FiglA> , así como sobre la pérdida de peso a los 60 minutos

(2.9±0.4 VS 5.9±0.8; ANOVA 1: F3,33= 11.29, pcO.0l; NKT, pcO.Ol,

Tabla 3> y a los 90 minutos (3.1±0.3 vs 8.3±1.7; ANOVA 1: F3,32=

7.86, pc0.01; NKT, pcO.Ol, Tabla 3) tras la administración de

naloxofla.

La Figura lB y la Tabla 3 ilustran e]. efecto de la anandamida

<0.1, 1 y 5 mg/kg i.v.> en el síndrome de abstinencia opiáceo

(saltos y pérdida de peso) en ratones tratados crónicamente con

sulfato de morfina sc. durante 5 días (protocolo b) . Así, la AnNH

a la dosis de 5 mg/kg redujo significativamente el número de saltos

<0,5±0.3 vs 31.9±8.8; AIIOVA It F41~3= 3.93, pc
0.01; NKT,

pcO,QS) También esta dosis, previno la pérdida de peso a los 30

minutos (2,4±0.4 vs 4.4±0.2 ; ANOVA 1: F
446 4.68, pc

0.01; NKT,

pcO.OS) y 60 minutos (3.4±0.3 VS 5,0±0.4; ANOVA It F
4~1= 4.85,

pcO.0l> tras la administración de naloxona. Bajo estas condiciones

experimentales, ímg/kg de AnNE provocó una reducción no

significativa en el número de saltos (6.0±1.7 V5 31.9±8.8; NS)

Esta misma dosis previnó la pérdida de peso a los 30 minutos

<2.6±0.4 Vs 4,4±0.2; ANOVA I:F446~4.68, pcO.Oí; NKT, pcO.0S) y a los

60. minutos (3.2±0.5 Vs 5.0±0.4; ANOVA It F451 4.85, pcú.Ol; NKT,

p.cÓ.05> tras la administración de naloxona.
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Pig. 1. Efecto de la anandamida o TilO en el síndrome de abstinencia a morfina precipitado por

naloxona en ratones crónicamente implantados con pellets de morfina (A> o tratamiento s.c con

morfina<B>. La anandamida a la dosis de E mg/kg iv. disminuye significativamente el número de saltos

(p.cO.0l> comparado con los animales controles. La anandamida administrada a animales implantados

con pellets de placebo o inyectados con suero salino, no produce efectos sobre el núnero de saltos.

E]. Tilo a la dosis de lo mg/kg iv. también previene el. efecto de la naloxona en animales implantados

con pellets de morfina Cp<O.0l>

Morfina
+

Vehículo

Morfina
+

AnNH 0.1

Morfina
+

AnNH <1>

Morfina
+

AnNR <5>

Placebo
+

Vehículo

Morfina
+

Vehículo

Morfina
+

TilO

Morfina
pellets

30
minutos

5.3 ±0,4 ——— 4.2 ±0.4 3.7 ±0.4

<*,

2.6 ±0,5

(*>

5.9 ±0,8
a

2.9 ±0.4
a
(*1

Morfina
pelleta
60
minutos

6.0 ±0.5 ——— 4.3 ±0.5

(*)

4.1 ±0.5

e>

3,7 ±0,4

<~)

8.3 ±1.7
b

3.1 ±0.3
b

<*1

Morfina
5.0.
30
minutos

4.4 ±0.2 4.2 ±0.9 2.6 10.4 2.4 ±0.4

e>

2.0 ±0,4

e>

Morfina
5.0.
60
minutos

5,0 ±0,4 4.4 ±0.3 3,2 10.5

(*)

3.4 ±0.3 2.9 ±0,3

<k)

Tabla 3. Efecto de la AnNI4 y del
abstinencia a morfina precipitado por

animales. La pérdida de peso corporal

THC sobre la variación de peso corporal en el síndrome de
naloxona en ratones. Los resultados son medias 1 E.S.M, de 8-15

se determinó 30 y GO minutos tras la adminisración de naloxona
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y se expresa como variación en el porcentaje sobre d peso corporal medido justo después la

administración de naloxona. Li el caso del grupo del TEC (Columnas 6 y 7), la pérdida de peso
corporal fue determinada 60 minutos (a) y 90 minutos ib> tras la administración de naloxona. ArÚIH,

anandamida; THC, A’-tmtrahidrocannabinol.Los valores entre paréntesis corresponden a la dosis de

anandamida en mg/kg. * PcO.OS, P<0.0l, teal de Newzsan- Keuls, comparando con el grupo morfina,

vehículo.

1.2.- ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA

En cuanto al estudio de la actividad locomotora, la AnNE a la

dosis de Smg/kg iv induce una ligera hipolocomoción, que no es

estadísticamente significativa (tratados: 103.9±22.2 frente a

controles 146.4419.8 cuadrados cruzados, siendo N = 9-12

animales/grupo>

2.- MODIFICACIONES DE IMPLICACIÓN OPIOIDE EN RATAS PERINATAIJMENTE

EXPUESTAS A A9-THC

2.1.- ESTUDIO DEL EFECTO DE LA NALOXONA EN RATAS DE 24 DIAS

Se administré una dosis de naloxona de 5 mg/kg i.p. a animales

de 24 días, expuestos perinatalmente a A9-THC, y se midieron 4

signos indicativos de síndrome de abstinencia, como son la ptosis

palpebral, el mascado, la piloerección y las sacudidas corporales.

En el caso de la ptosis palpebral, se observa un efecto

significativo para el tratamiento <ANOVA II: F
159= 3.76, pco.05) y

para el sexo ( ANOVA II: F155= 4.75, pca.05) sin interacción entre

tratamiento y sexo <ANOVA II: ~ 1.47, NS). El test de la t de

Student revela un efecto significativo del tratamiento en machos

<t= 2.303, pc
0.05> pero no en hembras (t= 0.417, NS).

Para los otros tres signos examinados (mascado, piloerección

y sacudidas corporales espontáneas) , el AXOVA II reveló solamente
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un efecto significativo para el tratamiento (E1 ~ 6.97, pcO.05;

FaBg= 9.83, pc0.01; F1~9= 6.97, pco.01 para mascado, piloerección y

sacudidas respectivamente) Los machos que recibieron un

tratamiento perinatal con A
9-THC mostraban significativamente

signos de abstinencia <test de la t de Student: t= 2.39, pcO.05; t=

3.70, pc0.Ol, t= 2.45, pdLOS para mascado, piloerección y

sacudidas respectivamente>

En las hembras no se encontraron diferencias significativas

entre las que habían recibido un tratamiento perinatal con A5-THC

y las controles.

Todos estos resultados se resumen en la Tabla 4 y en la Figura

2

TABLA 4

Tabla de los resultados del estudio del efecto de la naloxona

en ratas de 24 días.

MACHOS

TIIC

MACHOS

ACEITE

HEMBRAS

THC

HEMBRAS

ACEITE

PTOSIS 2.6 ±0.2 1.7 + 0.3 1.7± 0.3 1.5 ± 0.3

MASCADO 10.6±2.8 3.0±1.2 5.7±1.5 3.9±1,1

PILOERECCION 1.1 + 0.3 0.0 ±0.0 0.4 ±0.1 0.3 + 0,2

SACUDIDAS 2.2 ±0.6 0.6 ±0.5 1.1± 0.4 0.6 ±0.4
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fOSES PAI.VRUUL
2

2 -r
Manilo,

e

‘nl

0’ Afeito TitO

PILOER F.C <2 ION

U Mídus

Aceito THO

Fig.2. La naloxona produce un síndrome de abstinencia en crías de ratas tratadas crónicamente con
TilO. Las ratas preñadas recibieron una dosis diaria de 5 mg/kg de A’-TEC desde el día 5’ de gestación

hasta el día 24 después del nacimiento de las crías. A las crías de 24 días, se les admninistró una

dosis de 5 mg/kg de naloxona ip, y los signos típicos de abstinencia fueron evaluados usando una

escala de aparición <3,máximo-O,minimo), o contando el número de veces que el signo aparece. Los

valores expresados en la gráfica corresponden a la media ±E.S.M para cada grupo de ratas. P<O.05¡

P<O.Ol, test de la t de Student. N= 15 animales por grupo.
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2.2.- MEDIDA DE UMBRALESNOCICEPTIVOS EN RATAS DE 24, 50 Y 70

DíAS DE EDAD

La sensibilidad basal a un estímulo térmico se examinó usando

el test de retirada de la cola, en machos y hembras de 24, 50 y 70

días de edad expuestos perinatalmente a A9-THC (Tabla 5 y Figura

3)

El ANOVA II revela solamente efecto significativo entre

tratamiento y sexo en ratas de 24 <F
142= 4.91, pcO.05) y SO (F135=

12.43, pcO.Ol> días. En el día 70 de edad, ni el sexo, ni el

tratamiento, ni la interacción entre ambos fue estadísticamente

significativa.

El test de la t de Student aplicado por separado a machos y

hembras mostró diferencias significativas en machos de 24 días <t=

2.397, pcO.05) y de 50 días <t= 2.898, pc0.0l>, encontrándose que

los que habían recibido un tratamiento perinatal con A
9-THC

mostraban menor sensibilidad al dolor en comparación con los

controles.

TABLA 5

Tabla de los resultados de la medida de umbrales nociceptiVos

en ratas de 24, 50 y 70 días de edad.

MACHOS

THC

MACHOS

ACEITE

HEMBRAS

THC

HEMBRAS

ACEITE

DíA 24 4.5 ±0.2 3.9 + 0.2 3.9± 0.3 4.2 ±0.2

DíA 50 4,4 ±0.4 3.2 ±0.2 3.1± 0.3 4.6 ±0.8

DíA 70 2.3 ±0.2 2.0 ±0.2 1.4 ±0.1 1.5 + 0.1
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Fig.3. Efecto del tratamiento perinatal con A’-TRC en los umbrales nociceptivos de crías de 24, 50

y 70 días de edad, La sensibilidad al estimulo térmico fue evaluada usando el test de retirada de

la cola, La latencia en el test de retirada de la cola se determinó en los mismos animales, a las

edades de 24, 50 ó ‘70 días. Los valores expresados en la gráfica corresponden a la media ±E.S.M.

para cada grupo de ratas.pc0.05; test de la t de Student.

2.3.- EFECTO DE LA MORFINAEN LA SENSIBILIDAD AL DOLORDE

ANIMALES ADULTOS

En ratas adultas (75 días> expuestas perinatalrnente a &-THC,

se estudió el efecto de la morfina (5 mg/kg ip.> sobre la

sensibilidad al dolor <test de retirada de la cola> ¡ calculándose
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los porcentajes de analgesia <Tabla 5 y Figura 4)

TABLA 5

Tabla de los resultados del estudio del efecto de la morfina

sobre la sensibilidad al dolor de animales adultos.

MACHOS

THC

MACEOS

ACEITE

HEMBRAS

THC

HEMBRAS

ACEITE

%t DE

ANALGESIA

35.5 + 10.5 71.7 ±10.2 21,1 ±6.6 11.6 + 4.7

Fig .4. Efecto de la morfina en la sensibilidad al dolor de crías nacidas de ratas tratadas

crónicamente con A’-THC. En el día 75 de vida postnatal, estas crías recibieron una dosis de 5 mg/kg

de morfina ip. La sensibilidad al estimulo térmico fue evaluada midiendo las latencias al test de

retirada de la cola 30 minutos después de la administración del fármaco. El porcentaje de analgesia

fue calculado para cada animal en relación a su latencia basal determinada 30 minutos antes de la

administración del fármaco [% de analgesia = (Latencia tratado - Latencia control/ls - Latencia

control> x 100]. Los valores expresados en la gráfica corresponden a la media ±ES lO, para cada

grupo de ratas. p<o.os, “¡‘~o.oí¡ test de la t de Student.

El ANOVA II, reveló un efecto significativo para el sexo

18.01, pco.Ol> y para la interacción entre sexo y tratamiento <F1,36=

6.52, pco.0l), pero no para el tratamiento (F1,36= 2.09, NS).
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La morfina <5 mg/kg i.p) produce un aumento de la sensibilidad

al dolor en machos expuestos perinatalmente a &-THC respecto a sus

~0~respondientes controles. Dicho efecto no se observó en el caso

de las hembras (test de la t de Student: machos t~ 2.249, pco.O5;

hembras t= 1.08, NS).

2.4.- AUTORRADIOGRAFIADE RECEPTORESOPIOIDES ji

Los estudios de densidad de receptores opioides ji en

diferentes regiones cerebrales en animales de 24 y 70 días de edad

expuestos perinatalmente a A
9-THC, muestran que el tratamiento

perinatal con t9-THC, produce cambios en la densidad de receptores

opioides p en la mayoría de las estructuras cerebrales estudiadas

y además estos cambios son diferentes en machos que en hembras.

Las regiones cerebrales examinadas se presentan en la Figura

5,
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Fig. 5 Localización autorradiográfica de la fijación de PH] -Dago a

distintas regiones de cerebro de rata.

CPU:Caudado-putamen, ACCU: Núcleo accumbens, FRPAM: Corteza prefrontal, DG: Giro dentado (Hipocampo>,

Cia: capa molecular del hipocampo. CA2: Capa molecular del hipocampo, 0A3: Capa molecular del

hipocampo, 04: Núcleo centro-medial (Tálamo), RE: Núcleo ReunICflS (Tálamo), MD: Núcleo medio-dorsal

ERPAN

gp’,

una
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<Tálamo>, LO: Núcleo latero-dorsal <Tálamo) , VI: Núcleo ventro-lateral <Tálamo) , MHE: Habénula, LP:

Núcleo latero-posterior <Tálamo) , LA: Núcleo lateral (Iu7igdala), ME: Núcleo medial (Amígdala), PMCO:

Núcleo posteromedial-cortical (Amígdala> , CO: Coliculos superiores, SN: Sustancia negra, VTA: Área

ventral-tegmental, PAG: Suatancia gris periacueductal, IPC: Núcleo interpeduncular, MOD: Núcleo

geniculado medio-dorsal.

4,

ME
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En la Tabla 6 y en la Figura 6, aparece reflejado que los

machos de 24 días de edad expuestos a t9-THC, presentaron un

aumento en la densidad de receptores opiáceos p en el área CAl del

hipocampo, en el núcleo lateral de la amígdala, en el área ventral-

tegmental, en la sustancia gris periacueductal y en el núcleo

geniculado medio-dorsal. Las hembras de esta misma edad expuestas

perinatalmente a &-THC, mostraron una disminución en el número de

receptores en el caudado-putamen, en el núcleo accumbens y en

diferentes núcleos talámicos <centro-medial, medio-dorsal, latero-

dorsal, ventro-lateral, núcleo reuníens), así como en los núcleos

medial y posteromedial-cortical de la amígdala y en el núcleo

interpeduncular.

En los animales de 70 días expuestos perinatalmente a A5-THC

<Tabla 7, Fig. 6), los machos mostraron una disminución en la

densidad de receptores opioides ¡i en el caudado-putamen, en el

núcleo posteromedial-cortical de la amígdala y en el núcleo

interpeduncular. En cambio, se detectó un aumento en la densidad de

receptores y en los núcleos talámicos centro-medial, medio-dorsal

y latero-dorsal. En las hembras, este tratamiento produjo un

incremento de receptores opiáceos ji en el cortex prefrontal, en el

área CA3 del hipocampo, en el núcleo posteromediaJ<cOrticaí de la

amígdala, en la sustancia negra, en el área ventral-tegmental, en

la sustancia gris-periacueductal~ en el núcleo interpeduncular y en

el núcleo geniculado medio-dorsal. En la habénula se detectó una

disminución en la densidad de receptores ji.

En las tablas 8 y 9, el análisis de varianza de doble vía

(ANOVA II), muestra que el tratamiento con tA-THC tiene un efecto

diferente en machos que en hembras en la mayoría de las regiones

estudiadas.
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Fig.6. Efecto del tratamiento perinatal con

A9-Tetrahidrocannabinol en la densidad de receptores

opiáceos JI en ratas.

CPU = Caudado Putamen, ACCU= Núcleo Accumbens, FRPAM Cortex

Prefrontal,

~S~D~7O~MACHOS <DIA 7O~
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HEMBRAS (DmA 10

)

¡ UACEITE ¡
¡UTHc

¡

HIPOCAMPO: DG = Giro Dentado, CAl = Capa Molecular CAl, CA2 = Capa

Molecular CA2, CA3 Capa Molecular CA3.

DG CAl CA2 CAZ
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TÁLAMO: CM = Núcleo Centro-Medial, RE = Núcleo ReunienS,

MD = Núcleo Medio-Dorsal, LD = Núcleo Latero-Dorsal, VL = Núcleo

Ventro-Lateral.
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AMÍGDALA: LA = Núcleo Lateral, ME Núcleo Medial, PMCD= Núcleo
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CO = Colículos, SN = Sustancia Negra, VI’ = Area ~entral-Tegmental

Resu) Lados
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Lii
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FAO = Sustancia Gris periacueductal, IPC = Núcleo Interpeduncular

MCD = Núcleo Geniculado medio-dorsal.
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Discusión

í. -SfNDROME DE ABSTINENCIA A OPIACEOS EN EL RATÓN

La dependencia física es un estado que adquiere un organismo

tras el contacto repetido con un fármaco o sustancia, merced al

cual aparecen un conjunto de signos y síntomas en el momento en el

que el fármaco, o sustancia en general, deja de actuar sobre el

organismo. Este conjunto de signos y síntomas es lo que se denomina

síndrome de abstinencia. La aparición de este síndrome define la

existencia de dependencia física.

Para la inducción de la dependencia física a morfina en el

ratón, utilizamos dos protocolos distintos, la implantación s.c. de

un pellet de morfina <San Martin Clark y cols, , 1993) o bien la

administración sc. durante 5 días de dosis crecientes de morfina

<Maldonado y cois., 1992).

1.1.- EFECTO DEL A9-THC Y LA ANASIJAMIDA

Nuestros resultados muestran que tanto la anandamida como el

t~5-THC, reducen los signos típicos del síndrome de abstinencia a

opiáceos en ratón. Este efecto lo hemos observado con los dos

protocolos de inducción de dependencia física a morfina. En ambos

casos, la AnNH a la dosis de 5 mg/kg, reduce de forma significativa

los signos típicos del síndrome de absinencia a morfina. Por otra

parte, la AnNH, a esta dosis, está exenta de efectos significativos

sobre la locomoción. Esto indica que la reducción de los signos

típicos del síndrome de abstinencia a opiáceos, no es debida a una

inhibición indiscriminada de la actividad locomotora.

La disminución de loá signos típicos del síndrome de

abstinencia a opiáceos observada en animales tratados con AnNH,

sugieren que este compuesto endógeno, al igual que el ~9-THC, puede
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modular la actividad de vías neuronales implicadas en la expresión

de los signos físicos de la dependencia a opiáceos, Las propiedades

tanto farmacológicas como bioquímicas de la AnNH, parecen indicar

que esta molécula pudiera ser el ligando endógeno del receptor

central de cannabinoides (Smith y cols.,1994) . Nuestros resultados

podrían ser interpretados tomando como base los efectos

neuroquimicos y comportamentales producidos por el t9-THC en

roedores. Entre estos efectos podemos destacar que Holtzman y cols

(1969) han demostrado una disminución en la actividad

noradrenérgica cerebral, tras la administración de bajas dosis de

A9-ThC. De hecho, los signos de abstinencia opioide se han

relacionado con una exacerbación de la actividad noradrenérgica en

Jacus coeruleus. Por esta razón, en determinadas ocasiones, se

emplean en clínica agonistas adrenérgicos del tipo de la clonidina

para atenuar los síntomas del síndrome de abstinencia a opiáceos.

La acción de este fármaco sobre el SNC consiste en inhibir la

actividad de neuronas noradrenérgicas por estimulación de los

autqrreceptores a
2 adrenérgicos <Oold y cols., 1978; Meyer y

Sparber,1976) . Por otro lado, hay ciertas evidencias de la

existencia de una interacción entre los sistemas opioide y

cannabinoide, cuyo estudio ha constituido el objetivo fundamental

de esta Tesis Doctoral. En el año 1987, Vaysse y cols. pusieron de

manifiesto la existencia de una modulación alostérica de los

receptores opiáceos y y 6 por los cannabinoides. Welch (1993) ha

demostrado que la analgesia producida por los cannabinoides es

atenuada por la administración i.t. del antagonista del receptor

opiáceo K nor-binaltorfimina. De hecho, en nuestro laboratorio

<Recte y cols. , 1996), se ha puesto de manifiesto que la naloxona

bloquea parcialmente la respuesta analgésica del &-THC, y que

además la administración i.t. de un antisuerO de conejo de

antidinorfina A<l-8) también produce un bloqueo de la analgesia

inducida por &~-THC. Por otro lado, se ha demostrado que la

analgesia inducida por A’-THC es potenciada por morfina y DAGO
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<Reche y cols., 1996). Welch y Stevens (1992), propusieron que como

los receptores opiáceos y cannabinoides están ligados a sistemas

efectores similares, es posible que exista una colocalización de

ambos receptores en las mismas neuronas. Aunque todavía la

colocalización neuronal de ambos tipos de receptores no se ha

demostrado (Mailleux y Vanderhaeghen, 1992; Mansour y cols., 1988,

para la distribución de receptores cannabinoides y opiáceos

respectivamente) , sí se ha visto que ambos tipos de receptores

coexisten en estructuras cerebrales implicadas en la nocicepción y

en el desarrollo de dependencia a opiáceos como son por ejemplo las

células granulosas del cerebelo <Childers y cols., 1992) y la

sustancia gris periacueductal (Maldonado y cols,, 1992). En

consecuencia, una interacción entre AnNH y morfina a nivel de sus

sistemas de transducción podría considerarse como responsable de la

disminución del síndrome de abstinencia que se produce en los

animales pretratados con morfina. Otra posibilidad es que el A’-THC

ó la AnNH produzca una estimulación del sistema opioide endógeno,

ya que se ha demostrado (Kumar y cols., 1990) que ratas que han

recibido un tratamiento neonatal con t~9-THC presentan un aumento en

los niveles diencefálicos de péptidos opioides endógenos.

Por otro lado, el efecto de la AnNH/~9-THC sobre el síndrome

de abstinencia podría interpretarse como resultado de la

disminución de la actividad locomotora (Villarreal y cols., 1973>

Ende y Mechoulam <1993) han demostrado que tanto la AnNH como el

¡S9-THC producen una marcada hipolocomoción en el ratón cuando son

administrados i.p. a una dosis de 3 mg/kg. Nosotros encontramos que

la dosis de 5 mg/kg iv., que es la dosis efectiva para disminuir

los signos de abstinencia opioide, produce una ligera

hipolocomoción, pero que no es estadisticamente significativa. Esto

se muestra de acuerdo con los resultados de Smith y cols. (1994>

Por tanto, nuestros resultados apoyan el papel de la ArÚ~H como
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un agonista endógeno del receptor central de cannabinoides y

proporcionan un soporte adicional a la supuesta interrelación entre

los sistemas opioide endógeno y cannabinoide.

Es posible que los agonistas cannabinoides puedan modular el

sistema opioide endógeno y en consecuencia, si extzrapoíaramosa

humanos, los cannabinoides podrían ser utilizados como una terapia

alternativa en el tratamiento de la deshabituación a opiáceos,

siempre empleando dosis que psi- se estén, por su parte, del todo

exentas de actividad alucinógena.

2.,- EXPOSICIÓN PERINATAIi A A9-TETRAHIDROCALNNABINOL EN LA RATA

El tratamiento perinatal con A’-THC consiste en la

administración de este compuesto disuelto en aceite de sésamo a

ratas preñadas desde el día 50 de la gestación hasta el día 24

postnatal, día aproximado del destete de las crías, Este

tratamiento corresponde a una estimación corregida en función de la

superficie corporal, peso y ruta de administración, del consumo

crónico moderado de preparados de Cannabis sahÁra en humanos

(Nahas, 1984)

Los cannabinoides son transferidos a través de la barrera

placentaria desde la sangre materna a la fetal (Hutchings y cols.,

1989) y excretados en la leche materna durante la lactancia

(Jakubovic y cols, 1977) . Así se ha demostrado que la progenie de

madres que han sido expuestas a cannabinoides durante los periodos

de gestación y lactancia, presenta múltiples alteraciones

neuroquimicas y comportamentales. La mayoría de estos estudios

experimentales se han llevado a cabo en roedores (Mokler y cols.,

1987; Dalterio y cols., 1984; Dalterio 1986; Nahas y Frick, 1986).
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En cuanto a la validación de este modelo de tratamiento, el

equipo de investigación del Departamento de Bioquímica y Biología

Molecular de la Facultad de Medicina de la U.C.M. dirigido por el

Dr.Ramos, ha demostradoque la dosis de t9—THC utilizada no produce

cambios significativos en la ingesta de agua y comida de la madre,

ni tampoco en la ganancia de peso progresiva a lo largo de la

gestación y lactancia. Por tanto, se puede descartar que los

efectos observados sean consecuencia de una malnutrición de la

madre, inducida por la administración del A9-THC, hecho que a su

vez, podría afectar a las crías. Tampoco se ha encontrado que e].

tratamiento perinatal con t.9-TI4C, en estas condiciones

experimentales, produzca diferencias en el tamaño de la camada,

duración de la gestación, proporción en el número de hembras/machos

y mortalidad prenatal y postnatal. Otros autores sí han encontrado

cambios en estas variables aunque en sus estudios se utilizaba una

dosis mayor de A9-THC <15-SO mg/kg de peso>, o una mezcla de

cannabinoides. Dewey (1986) ha sugerido que la combinación de

cannabinoides u otros compuestos en el extracto crudo de hachís,

como por ejemplo, alcaloides, terpenos, fenoles y flavonoides,

puede ser mucho más tóxica que la administración única de b9-THC,

ya que se sabe que existen acciones sinérgicas e incluso

antagónicas entre estos compuestos. Walters y Carr (1986) están a

favor de este argumento, ya que han observado que la exposición

perinatal a extracto crudo de hachís induce un aumento de la

mortalidad prenatal de las crías, así como una disminución de su

peso corporal. Sin embargo, estos efectos no se han observado

cuando se tratan a los animales con los diferentes cannabinoides

por separado.
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2.1.- ESTUDIO DEL EFECTO DE LA NAI>OXONAEN RATAS DE 24 DÍAS

El antagonista opioide naloxona provoca un síndrome de

abstinencia parecido al opioide en ratas macho recién destetadas

expuestas a un tratamiento perinatal con A9-THC.

La inducción de un ÉL síndrome de abstinencia opioide” por

naloxona en ratas recién destetadas, apunta indirectamente a una

alteración del sistema opioide endógenoproducido por la exposición

perinatal del cannabinoide. Sin embargo, hay que decir que las

respuestas comportamentales ludominantesLÉ en el síndrome de

abstinencia a opiáceos, tales como el número de saltos (Maldonado

y cois., 1992), no se observaron en los animales perinatalmente

expuestos a A9-TI-IC y posteriormente tratados con naloxona. Estamos

pues, ante un síndrome de abstinencia más débil que el opioide.

Quizás esto pueda ser debido a que el A’-THC, al ser un compuesto

altamente lipófilo, tiende a acumularse en tejido adiposo desde

donde se va liberando lentamente. Por esta razón, la caída de la

concentración plasmática no es tan brusca como en el caso de los

opiáceos, y podría explicar la existencia de este síndrome de

abstinencia más débil (Agurelí y cols, 1986>.

Se han propuesto varias hipótesis para explicar la interacción

entre receptores opicides y cannabinoides. Según se apuntó con

anterioridad, se postula una modulación alostérica de la fijación

de los opioides (Vaysse y cols., 1987> o una interacción de ambos

tipos de drogas con un sistema neuroefector común (Welch, 1993) , Es

posible que una interacción del t
1

9-THC, en estados ontogénicos

tempranos, con los receptores opioides o, alternativamente, con sus

sistemas efectores pueda resultar en cambios permanentes en la

funcionalidad del sistema opioide. Ambos tipos de receptores,

opicides y cannabinoides, están acoplados a sistemas neuroefectores
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similares a través de proteínas Q. Sharma y cols <1975)

demostraron que la administración crónica de opiáceos, producía un

aumento en la actividad de la adenilatociclasa de carácter

compensatorio. Dicho aumento es una consecuencia del cambio en la

proporción de las formas activa e inactiva de la enzima más que en

la cantidad total de la misma <Wilkening y Nirenberg, 1980) . Como

se apuntó en el apartado 1.1 de esta discusión, una hipótesis es

que si ambos tipos de receptores estuvieran colocalizados en las

mismas neuronas, un tratamiento crónico con morfina ó A9-THC podría

implicar un mecanismo celular adaptativo, que se podría

materializar en un aumento en la actividad de la adenilatociclasa.

Por tanto, la administración de naloxona en estas condiciones,

podría inducir un incremento brusco en los niveles de ANPC que

podría ser responsable de las alteraciones comportamentalesy

neuroquimicas observadas en los machos de 24 días expuestos

perinatalrnente a ~9-THC. Aunque la colocalización de ambos tipos de

receptores no se ha demostrado, estos receptores están localizados

en estructuras cerebrales tales como la sustancia gris

periacueductal <PAG) la cual parece jugar un papel importante en el

desarrollo de la dependenciafísica a opiáceos (Maldonadoy cols,,

1992)

Por otro lado, Kumar y cols <1983, 1984) demostraron una

elevación en los niveles diencefálicos de met-encefalina y >3-

endortina después de la administración aguda y crónica de t’-THC a

ratas adultas. También, Kumar <1990>, demostró que ratas macho

adultas que habían recibido un tratamiento neonatal con M-THC (2

mg/kg> , presentaban un aumento en los niveles de met-encefalina y

¡3-endorfina en el área diencefálica <área anterior hipotalámica-

preóptica e hipotálamo medio-basal) . Esto podría justificar que

ratas expuestas perinatalmente a t9-THC desarrollen un síndrome de

abstinencia al administrar naloxona.
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2 .2 . - UMBRALES NOCICEPTIVOS Y EFECTO DE LA MORFINA EN ANIMALES

EXPUESTOS PERINATALMENTE A A9-THC

La exposición perinatal a A9-THC produce una disminución en la

sensibilidad basal a un estímulo térmico (test de foco calorífico)

en machos de 24 y 50 días expuestos perinatalmente a A9-THC, En

animales adultos, observamos que los que habían estado expuestos a

Ú-TI-IC mostraban tolerancia al efecto analgésico de la morfina <5

mg/kg ip)

El incremento de los umbrales nociceptivos se observa en los

machos de 24 y 50 días pero no en el día 70. Esto nos lleva a

pensar, en primer lugar, que la disminución en la sensibilidad al

dolor podría ser debida al propio A9-THC, que tiene una semivida

plasmática muy larga debido a que se almacena en tejido adiposo.

Sin embargo, las hembras tratadas perinatalmente con A9-THC no

mostraron cambios en la respuesta al estímulo térmico. Esta

diferencia en cuanto al sexo podría ser interpretada teniendo en

cuenta la distinta sensibilidad de las hembras comparadas con

machos y hembras ovariectomizadas a los efectos analgésicos de la

morfina o al efecto analgésico que se observa en el test de

natación forzada <Baamonde y cola., 1989).

Por otro lado, estos resultados sugieren que el tratamiento

crónico con A9-THC durante el desarrollo del SNC podría modificar

la funcionalidad de circuitos neuronales relacionados con la

percepción del dolor, como por ejemplo las vias monoarninérgicas o

el sistema opioide endógeno. Se ha demostrado que los cannabinoides

pueden alt erar el recambio de catecolaminas en áreas hipotalámicas

e - inhibir los mecanismos de recaptación de monoaminas in vitrO

(Poddar y Dewey, 1980) . También se ha comprobadoque la exposición

perinatal a extractos de hachís modifica la ontogenia de neuronas

80



Discusión

dopaminérgicas cerebrales (Rodriguez de Fonsec’a y cols., 1991).

Esto está de acuerdo con la implicación de las catecolaminasen las

respuestas antinociceptivas de los cannabinoides <Ferri y cols.,

1986) . De hecho, se ha comprobado que el antagonista noradrenérgico

a2 yohimbina <i.t.>, es capaz de atenuar la respuesta analgésica

del &-THC (Lichtman y Martin, 1991) . En nuestro laboratorio, Reche

y cols <1996) han demostrado que el antagonista del receptor

opiáceo >< nor-binaltorfimina y la administración de un antisuero de

antidinorfina A(1-8) bloquean la respuesta analgésica de t
9-THC.

Esto sugiere que el &-THC podría inducir la liberación de

dinorfina en médula espinal. Estos resultados están en consonancia

con los experimentos de Mason y welch (1996>, en los que se

demuestra la presencia de dinorfina y Leu-eflcefalifla en liquido

cefalorraquideo de animales tratados con A9-THC. Por otra parte, en

nuestro laboratorio, también se ha puesto de manifiesto un aumento

en la expresión de prodinorfina en médula espinal en animales

sometidos a un tratamiento subcrónico con A9-THC (datos no

publicados)

Por otro lado, cuando examinamos el efecto antinociceptivo de

la morfina en ratas macho adultas <75 días> que recibieron

tratamiento perinatal con &-THC, observamos que los animales

tratados con A9-THC mostraban una menor sensibilidad al efecto de

la morfina. Resultados de alguna manera relacionados, han sido

descritos por otros autores. Así ratas macho que habían recibido

t9-WHC durante el periodo neonatal, mostraban un incremento en met-

encefalina y >3-endorfina en el hipotálamo <Kumar y cols., 1990)

Esto sugiere que el tratamiento perinatal con A9-THC podría

implicar, a largo plazo, cambios en mecanismos que intervienen en

el dolor, y que están relacionados con ej. sistema opioide.
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2.3.- AUTORRADIOGRAFIADE RECEPTORESOPIOIDES ji

La exposición perinatal a A9-THC produce cambios en la

densidad de receptores opioides ji en ratas de 24 y 70 días de edad.

Estos cambios se originan en diferentes áreas cerebrales que están

relacionadas directamente con comportamientos modulados por el

sistema opioide y con la percepción del dolor.

El tratamiento crónico con A9-THC en ratones que reciben la

droga ya en estado adulto, no modifica la fijación de [3H]-DAGO a

los receptores opioides ji en cerebro y médula espinal (Thorat y

Ehargava, 1994) . Resultados obtenidos por nuestro grupo de

investigación y por otros autores, han demostrado que tanto la

exposición perinatal como la exposición en una etapa temprana del

desarrollo a &-THC, origina en ratas adultas profundos cambios en

la percepción dolorosa, así como en parámetros neuroquimicos

relacionados con el sistema opioide. La mayoría de los cambios

observados se caracterizan por un marcado dimorfismo sexual. Así,

nosotros hemos puesto de manifiesto que machos adultos (75 días de

edad> , y no hembras
1 expuestos a M-THC, muestran tolerancia al

efecto analgésico de la morfina sin modificación en la sensibilidad

basal ante un estímulo doloroso <Vela y cols. , 1995> . Por otro

lado, como ya se ha apuntado varias veces a lo largo de esta

discusión, se ha demostrado que el tratamiento neonatal con M-THC

incrementa los niveles hipotalámicos de los péptidos opioides met-

encefalina y ¡3-endorfina en ratas macho adultas (Rumar y cols.,

1990) . Estos resultados han sugerido, que la exposición a O-THC

durante la ontogenia y maduración del SNC, produce efectos a largo

plazo en la funcionalidad del sistema opioide endógeno. El hecho de

existir diferencias significativas en la densidad de receptores

opiáceos ji en ratas expuestas perinatalmente a A
9-THC, proporciona

un soporte neuroanatómico que podría servir para interpretar la
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influencia del &-THC en una serie de comportamientos relacionados

con el sistema opioide,

Para la discusión de estos resultados autorradiográficos, nos

podemos hacer dos preguntas distintas. Una cuestión sería si el

efecto del tratamiento perinatal con A9-THC puede ser debido a una

interacción específica con receptores opiáceos en estadios muy

tempranos de la ontogenia. Otra posibilidad es que el efecto del

t9-THC sea debido a una alteración inespecífica del proceso de

maduración del SNC.

Los receptores opioides ji se detectan en el SNC embrionario

de rata en el día 14 de gestación (Kent y cols., 1982; Kornblum y

cols., 1987; Spain y cols., 1985; De Vries y cols., 1990). Aunque

la afinidad del t9-THC por receptores opiáceos es muy baja, como se

apuntó con anterioridad, los cannabinoides pueden inhibir la unión

de los opioides a sus receptores por un mecanismo alostérico

<Vaysse y cols., 1987>, y por tanto, los receptores opiáceos ji

podrían ser una diana susceptible para ej. A9-THC. Por otro lado, el

&-THC puede estimular la actividad del sistema opioide endógeno ya

que los antagonistas opioides bloquean la mayoria de las acciones

farmacológicas del t9-THC <Dewey 1988>

También la exposición perinatal a t9-THC produce tolerancia a

los efectos analgésicos de la morfina en ratas macho adultas <Vela

y cols. , 1995> . Por último, para justificar el hecho de que el t~-

THC pudiera estimular la actividad del sistema opioide endógeno, es

importante destacar que existe un mecanismo opioide endógeno que

media la acción euforizante de la marihuana, ya que la naloxona

bloquea el incremento en la liberación presináptica de dopamina en

numerosos núcleos cerebrales relacionados con mecanismos de

recompensa <oardner y Lowinson, 1991>
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Adicionalmente, se ha sugerido que los receptores opioides y

cannabinoides es posible que estén acoplados al mismo Sistema de

segundosmensajeros <Welch, 1993) Teniendo en cuenta este hecho,

se podría explicar que la interacción, en estadios ontogénicoso

postnatales, del A9-THC con los receptores opioides o,

alternativamente, con sus sistemas efectores, podría implicar

cambios permanentes en la funcionalidad del sistema opioide.

Aunque no se ha demostrado el efecto del t9-THC en la

ontogenia y desarrollo postnatal de las neuronas opioidérgicas y de

los receptores opiáceos, sí que existen datos en la literatura que

demuestran que el tratamiento perinatal con t9-THC produce

alteraciones dependientes del sexo en la funcionalidad de la

transmisión dopaminérgica (Bonnin, 1993a, 1993b, 1994) . La dopamina

juega un importante papel en el desarrollo y maduraciónde otros

sistemas de neurotransmisión, incluyendo el sistema opioide. Se ha

sugerido, que la dopamina, regula la organización y la densidad de

receptores opiáceos ji ya que las lesiones por 6-hidroxidopamina, en

ratas neonatales, se traducen en efectos a largo plazo en la

distribución de receptores opioides ji en el estriado de rata

(Caboche y cols. , 1991) . De acuerdo con estos resultados, el

tratamiento postnatal con haloperidol disminuye la densidad de

receptores opioides ji (Trovero y cols.,1990). Además, la activación

de receptores opioides ji también altera la actividad dopaminérgica

(De Vries y cols., 1990; De Vries y cols., 1991), sugiriendo que la

dopamina y los receptores opiáceos ji están integrados en el mismo

circuito regulador durante la maduración del SNC, y por tanto, la

alteración de uno de ellos produciría importantes cambios en el

otro.

Con respecto a las diferencias observadas entre machos y

hembras, el dimorfismo sexual también se ha observado en otros
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patrones comportamentales relacionados con el sistema opioide, como

por ejemplo la sensibilidad y los efectos analgésicos de la morfina

<Vela y cols. , 1995) . También, hemos observado que sólo en machos

recién destetados expuestos perinatalmente a A9-THC, la naloxona

produce un síndrome de abstinencia parecido al opioide (Vela y

cols., 1995). Recientemente, se ha demostrado (Martín y cols.,

1996) la existencia de una diferencia en el patrón de

autoadministración de morfina en ratas adultas expuestas

perinatalmente a t9-TI-IC, siendo las hembras expuestas a t9-THC las

que presentan una mayor frecuencia de autoadministración de

morfina. Utilizando el mismo protocolo experimental, Martin y cols

han observado que cuando se trata de un reforzador natural como es

el alimento, no existen diferencias en la frecuencia de

autoadministración entre los animales expuestos a ~9-THC y los

controles. Por tanto, se trata de un efecto aparentemente

específico de alteración del sistema opioide endógeno. Estos

resultados, se pueden justificar, en parte, por el aumento en la

densidad de receptores opiáceos ji en regiones cerebrales de gran

importancia en los fenómenos de recompensa como es por ejemplo el

área ventral-tegmental. Estos datos, confirman en cierta medida el

conocido como “efecto trampolín de las 1tmdrogas blandas” hacia el

consumo de las ludrogas duras’, ya que las hembras expuestas

perinatalmente a &-THC se muestran más proclives a la

autoadministración de opiáceos.

El origen del dimorfismo sexual que observamos siempre en

todos estos electos, todavía no se conoce. Una hipótesis es que

puede existir una relación con un potencial efecto estrogénico,

mediado por receptor, de los cannabinoides. Así, se ha visto que

los estrógenos producen un aumento en la densidad de receptores

opioides ji en el tálamo e hipocampo de ratas ovariectomizadasy una

disminución en la densidad de receptores ji en hipotálamo y

estriado. También, se ha demostrado que la densidad de receptores
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opiáceos ji está expuesta a cambios en ratas hembras en función del

ciclo menstrual (Martini y cols., 1989). Existe amplia literatura

sobre el fenómeno de la existencia de respuestas sexualmente

dimórficas tras la exposición perinatal a drogas de abuso <Robinson

y cols. , 1993; Forgie y Stewart, 1994; Snyder—Keller, 1995).

En consecuencia, el tratamiento perinatal con O-THC produce

cambios considerables en la densidad de receptores opiáceos ji a

corto y largo plazo existiendo siempre un marcado dimorfismo

sexual. Estos cambios sirven de base para explicar muchos de los

efectos comportamentales que produce el t9-THC y que están

relacionados con el sistema opioide.

Los resultados presentados en esta memoria aportan más

evidencias de la existencia de una interacción del A9-

Tetrahidrocannabinol, principal principio activo de la marihuana,

con el sistema opioide central en roedores. Así, se ha puesto de

manifiesto, que la anandamida es capaz de reducir los signos

típicos del síndrome de abstinencia a opiáceos en ratones. Por otro

lado, la exposición perinatal a A9-THC induce importantes efectos

sobre el sistema opioide, ya que la naloxona es capaz de provocar

un síndrome de abstinencia en ratas de 24 días expuestas

perinatalmente a dicho cannabinoide. Además, otros parámetros

comportamentales como el efecto analgésico de la morfina, se

muestran modificados como consecuencia de la exposición perinatal

a M-THC. Por último, hemos comprobado que la exposición perinatal

a t9-THC, produce cambios considerables en la densidad de

receptores opioides ji en ratas de 24 y 70 días de edad en distintas

regiones cerebrales relacionadas directamente con comportamientos

modulados por el sistema opioide y con la percepción del dolor.

Todos estos resultados, se puedeninterpretar considerandoque

el A9-THC produce una activación del sistema opioide endógeno, o
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bien se pueden justificar como consecuencia de la existencia de una

modulación alostérica de la fijación de los opiáceos 6 una

interacción de ambos tipos de agonistas, opiáceos y cannabinoides,

con un sistema neuroefector comun.

Hay que indicar que el fénomeno de la drogodependencia ha

experimentado en los últimos años un notable incremento en nuestro

medio, destacando especialmente el aumento del número de mujeres

consumidoras. Dado, que la mayor parte de las mujeres consumidoras,

se encuentra en edad fértil, es fácil imaginar un elevado número de

mujeres embarazadas adictas, cuyo uso de tóxicos propiciaría una

situación de alto riesgo durante la gestación. Los resultados

presentados en esta memoria amplian el conocimiento sobre la

interacción del cannabis con un sistema de neurotransmisión

concreto, el sistema opioide. Teniendo en cuenta los escasos datos

de que se dispone sobre la peligrosidad del uso de las llamadas
udrogas blandas’ en mujeres embarazadas, consideramos de gran

importancia la profundización en el estudio de drogas que se vienen

considerando como poco nocivas, como es el caso de la marihuana,

analizando su interacción con distintos sistemas de

neurotransmisión, así como las repercusiones posibles para la

progenie.
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Conclusiones

1) El cannabinoide endógeno anandamida es capaz de prevenir el

síndrome de abstinencia a opiáceos en ratón. Esta observación

sugiere la existencia de tolerancia cruzada entre opioides y

cannabinoides en esta especie animal.

2) La exposición perinatal de la rata a

Tetrahidrocannabinol produce alteraciones funcionales y

neuroquimicas del sistema opioide, que se manifiestan a lo largo de

la vida del animal, tanto a corto como a largo plazo.

3> Funcionalmente, las ratas expuestas a cannabinoides

muestran una distorsión en la percepción dolorosa, así como una

sensibilidad alterada al efecto analgésico de la morfina.

4) Neuroquimicamente, la exposición perinatal a

Tetrahidrocannabinol da lugar a variaciones de la densidad de

receptores ji opioides en distintas áreas cerebrales, tanto en ratas

recién destetadas como adultas.

5) Los efectos de la exposición perinatal a t,9-THC sobre el

sistema opioide en la rata, presentan un dimorfismo sexual, con una

mayor incidencia en machos con respecto a las hembras.

E> Las observaciones experimentales descritas en esta memoria

confirman la existencia de una interacción de los sistemas

centrales opioide y cannabinoide en roedores.
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