UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA
Departamento de Farmacologia
(Farmacologia General y Aplicada,
Farmacodinamia, Farmacognosia).

INTERACCION DEL
A°-TETRAHIDROCANNARINOL CON EL
SISTEMA OPIQIDE CENTRAL EN

ROEDORES -

_ Directores:
José& Angel Fuentes Cubero
Marianc Ruiz Gayo

MEMORIA
gue para optar al grado de
DOCTCOR EN FARMACIA

presenta

Gema Vela Lbépez

Madrid, 1996



JOSE ANGEIL, FUENTES CUBERO, Catedrdtico de Farmacologia de la
Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid vy
MARIANO RUIZ GAYQ, Doctor en Ciencias Quimicas,

CERTIFICAN, OQue GEMA VELA LOPEZ, licenciada en Farmacia
por la Universidad Complutense, ha realizado
bajo nuestra direccidén el trabajo titulado:
“Interaccién del A°-Tetrahidrocannabinol con el
sistema oploide central en roedores”, que
presenta para la obtencién del titule de Doctor

en Farmacia.
Madrid, Octubre de 1.996

Fdo. : Fdo. :

J.A. Fuentes Cubero M. Ruiz Gayo




El presente trabajo de Tesis Doctoral ha sido realizado en el
Departamento de Farmacologia de 1la Facultad de Farmacia de la
Universidad Complutense de Madrid, con la ayuda de una Beca de

Formacidén de Pexrsonal Investigador del Ministerio de Educacién y
Ciencia.



Quiero expresar mi agradecimiento a mis Directores de Tesis:

Al Dr. José Angel Fuentes Cubero, Director de esta Tesis Doctoral, por posibilitarme la
realizacion de este trabajo, por haberme introducido en el campo de la investigacion, por su interés
constante y estimulo.

Al Dr. Mariano Ruiz-Gayo, Co-Director de la Tesis, por todo lo que me ha ensefiado y por
su apoyo y confianza, nunca me han faltado.

No me puedo olvidar de: Mis compafieros de laboratorio, y muy especialmente de Mercedes,
Luis, Fernando, Vivien, Maribel, Carmen y de las Doctoras Marisol Fernandez y Paulina Bermejo,
por todo lo que me han ayudado.

Grande la amabilidad: Del Equipo de Investigacion de Bioquimica y Biologia Molecular de
la Facultad de Medicina de la U.C.M., dirigido por el Dr, Ramos, especialmente la del Dr. Javier
Fernandez Ruiz.

Mi agradecimiento: Al Dr. Emilio Ambrosio Flores, del Departamento de Psicobiologia de
la Facultad de Psicologia de la UNED, por su ayuda en todo momento, su entusiasmo y su buen
humor.

Mucha ciencia y gratos recuerdos: En 1a Unidad 339 del INSERM (Paris), dirigida por el Dr.
W. Rosténe, con el Dr. Didier Pelaprat al frente, Anne-Marie, Mounia, Valerie, Catalina, y sobre
todo gracias a ti, Milin por tu amistad.

Buena estancia la que realizé en : El laboratorio del Dr. S. Scacianccce, de La Sapienza
(Roma), grande su amabilidad y también la de Katia y Daniella.

Amistad y muy buenos ratos: La que consegui de Rafa Maldonado y Olga Valverde, que bien
el haberos conocido.

A Elena: por tu comprension y amistad, ... tanto hemos compartido...

A vosotros: Papa, Mamé y Ramén, por estar siempre a mi lado, por aguantarme mis épocas
de estrés, por apoyar mis estancias fuera de Espafia, por vuestro 4nimo constante y por ser como
S0iS.
| Ati, Jaime, te dejo para el final, has vivido esta Tesis tanto 6 més que yo, me has ensefiado
todo lo que sé en la practica sobre Drogodependencias, me has ayudado un montén y me has
soportado otro tanto. Sin ti esta Tesis, no hubiera sido lo que es. No esperaba menos de ti, pero de
todas maneras MIL GRACIAS.

Y a ti, enano, que te voy a decir...., que te ha tocado una madre un poco estresada en los

uliimos meses, y que dentro de poco, muy poquito, promete dedicarse sélo a Ti.



A mis padres y hermano
A Jaime



ACTH:

AMP,, :

o

ANGVA

CED:
CBN:
CB1:
CB2:
CORT:
CRF:
A?-THC:
DOPAC;
GABA :
GG,

FSH:

LH:
p.o:
NKT :

NPV :

SNC:

TH:

ABREVIATURAS
Corticotropina
Acido desoxirribonucleico
Monofosfato de adenosina ciclica
Anandamida (Araquidoniletanolamida)
Anélisis de la varianza
Acido ribonucléico, mensajero
Cannabidiol
Cannabinol
Receptor central de Cannabincides
Receptor periférico de Cannabinoides
Corticosterona
Factor Liberador de corticotropina
A’-Tetrahidrocannabinol
Acido dihidroxifenilacético
Acido y-aminobutirico
Glucocorticoides
Hormona Foliculoestimulante
Eje hipotélamo-hipdéfisis-adrenal
Administracién intracerebroventricular
Administracién intraperitoneal
Administracidén intratecal
Administracidn intravenosa
Hormona Luteinizante
Administracién oral
Test estadistico de Newman-Keuls
Nicleo paraventricular hipotalémico
Administracién subcuténea |
Sigtema Nervioso Central

Tirosinhidroxilasa



INDICE




Indice

TN T RO DU T ON it ittt st et et e or s aeasscenoensessessneeeenseenaas 1
1.- EXPOSICION PERINATAT A DROGAS DE _ABUSO . .......... i3
2.- ASPECTOS GENERALES DE LOS CANNABINOIDES ,......... 2

2.1 CANNABIS SAT IV it i it i e i et n s oot oansensennnnen 2
2.2 PRINCIPIOS ACTIVOS -« eveemenmee s oeemannnnn. 3
2.2.1 Generalidades . ... it it e e e 3
2.2.2 Estructura QUImica ...cvuer v veensenennn 4
2.2.3 Propledades Fisico-Quimicas .......... 5
2.2.4 Relaciones Estructura-aActividad ...... 5
2.3 FARMACOCINE TIC A .t ittt it e st o s e m v s mananssnnns 6
2.3.1 Absorcidn .....c. 0. e e aa e 6
2 Distribucidn . ...t in it it st terenans 7
2 MetaboliBmo. . @i it i it et e s et et e arnann 8
2 5o ar =11 2 [N 8
2 Transferencia placentaria ............ 8

2.3.5.1 Exposicion perinatal

a Cannabinoides ........cocue.. 9

2.4 MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS EN
LA ACCION DEL A°- TETRAHIDROCANNABINOL ..... 12

2.4.1 Receptores ............ N 12

2.4.1.1 Receptor Central de
Cannabinocides (CBl) .......... 12



Indice

2.4.1.2 Receptor Perifério de

Cannabinoides (CB2) ......-..- 13
2.4.2 Agonistas Enddégenos .. .......ci00vvn.- 14
2.4.3 Antagonistas ........ciiii it an 17

2.4 .4 Agonistas Sintéticos de los
Receptores Cannabinoides ............ 17
2.5 FARMACOLOGIA . ... . i i i i 20
2.5.1 Efectos Psicotomimé&ticos ............ 20
2.5.2 Antinocliocepcidn. . ... ittt in i 21
2.5.3 Antiemesis ...ii it iie ittt 21
2.5.4 Locomocidn . ...t iiiiai i 21
2.5.5 Pogibles usos terapéuticos .......... 22
2.6 DROGADICCION ... 'ii vt aie i a it iieearennnnnns 23
3.- ELL STSTEMA OPIOIDE .. ... oot s s acenotevastnsnsonns 25
3.1 FAMILIAS DE PEPTIDOS OPIOIDES ..'vveversoenas 25
3.2 RECEPTORES OPIOIDES ...v.vireaean-a e e s e 26

3.3 MECANISMO DE ACCION DE LOS PEPTIDOS OPIOIDES 28

4.- INTERACCION DEL A°-TETRAHIDROCANNABTINOL

CON EIL, STSTEMA OPIOIDE . .. vv et e rasoranonsnsanas 29
4.1 NEUROQUIMICA ...... st et s e et e e et e 29
4.2 COMPORTBMIENTO ... cvvsesnnnmsrsnsaroncssasas a0

4.2.1 Analgesia ..cieinrainecticensnaens ees. 30

4.2.2 8indrome de Abstinencia ..... e 31



Indice

5.- INTERACCION DE 1,0S CANNABINOIDES CCN
DISTINTOS SISTEMAS DE NEURCTRANSMISION ..........

5.1 SISTEMAS CATECOLAMINERGICOS .....euevueen...
5.1.1 Sistema Dopaminérgico ...............
5.1.1.1 Sistema Nigroestriatal .......

5.1.1.2 Sistema Mesolimbico ..........

5.1.1.3 Sistema Tuberoinfundibular ...

5.1.2. Sistemas Adrenérgicos .............

5.2 SISTEMA COLINERGICO v ce e o eem e e eeiaeennann
5.3 SISTEMA SEROTONINERGICO ..o vvmmcneeannnnn.
5.4 SISTEMA GABERGICO .+t vt vienenanennannnnnes
8 =02 1570 1< T
VIATERTALES Y METODOS & v v v v vt v e et e asar et tiat e tnm et
1.- MATERIALES v v v v v vennnneonenaseeeeaensnsnnensnnens
1.1 FARMACOS Y REACTIVOS QUIMICOS ..............
1.2 MATERIAL Y REACTIVOS UTILIZADOS

EN AUTORRADIQOGRAFIA DE RECEPTORES ..v.......

1.3 ANIMALES DE EXPERIMENTACION. CONDICIONES
EXPERIMENTALES GENERBLES ..t cuveencennnaannns
Zm METODOS v ittt ittt et s e s s sasanosasneeeseenensnn

2.1 METODOS EXPERIMENTALES EN EL ANIMAL IN VIVO

32

32

32

32

33

34

34

35

36

36

38

40

4Q

40

40

41

41

41



Indice

2.1.1 Sindrome de Abstinencia a opidceos
en ratém. Efecto del A*-THC y la
ANANDAMIDA .. .. ittt ittt et b e mmsa e maes 11

2.1.1.1 Induccién de la dependencia
fisica y precipitacidén del
sindrome de abstinencia a
morfina ......... . . . ... 4]
2.1.1.2 Estudio de la actividad

locomotora ..... it i ittt 43

2.1.2 Exposicién perinatal a A%-THC
en la rata .....0 i it it i e i e 43

2.1.2.1 Estudio del efecto de

la naloxXona .....cveeveencanss 14
2.1.2.2 Medida de umbrales
nociceptivos ... ... ... 44

2.1.2.3 Efecto de la morfina en
animales adultos expuestos
perinatalmente con A°-THC .... 45

2.2 MRTODOS EXPERIMENTALES IN VITRO ............ 45

2.2.1 Método de Autorradiografia

de receptores opicides p ............ 45
2.3 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS ..... 46
RESUTLTADOS . i i it sttt tn sttt e a s st s s s n s st annn oo s s e e 48



Indice

1.1.- EFECTO DEL A®-THC Y LA ANANDAMIDA ........ 48

1.2.- ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA ....... 51
2.- MODIFICACIONES DE IMPLICACION OPIOIDE EN_RATAS

PERINATALMENTE EXPUESTAS A A -—THC ot i ve e e 51

2.1.- ESTUDIO DEL EFECTO DE LA NALOXONA EN

RATAS DE 24 DIAS ... ..ttt 51
2.2.- MEDIDA DE UMBRALES NOCICEPTIVOS EN

RATAS DE 24, 50 Y 70 DIAS DE EDAD ...... .. 5a
2.3.- EFECTO DE LA MORFINA EN LA SENSIBILIDAD

AL DOLOR DE ANIMALES ADULTOS .. vuevvuenrunnn. 55

DISCUSTION vt ie v ian et en R e 73
1.- SINDROME DE ABSTINENCIA A OPIACEOS EN EL RATON .. 73
1.1.- EFECTO DEL A°-THC Y LA ANANDAMIDA ........ 73

2.- EXPQSICION PERINATAL A AS-THC EN LA RATA ........ 76

2.1.- ESTUDIO DEL EFECTO DE LA NALOXONA

EN RATAS DE 24 DIAS ,.... ...t 78
2.2.- UMBRALES NOCICEPTIVOS Y EFECTO DE

LA MORFINA EN ANIMALES EXPUESTOS

PERINATALMENTE A A°-THC .....iceeuereearas 80
2.3 .- AUTORRADIOGRAFIA DE RECEPTORES OPICIDES u 82

CONCLUSTIONES ©vi vt e ne s o nrnenaneas e r e et s et a et 88
BIBLIOGRAE DA o it i ittt ittt it e ti e ere et eaeasesonaneannnnna 89



RESUMEN




Resumen

La marihuana {Cannabis sativa) es una de 1las drogas de
naturaleza psicotomimética wmés ampliamente consumida en la
actualidad, esgpecialmente por la poblacién Jjuvenil., Cada vez es
mayor el nimero de mujeres en edad fértil gue son consumidoras
habituales de esta droga. No obstante, los estudios sobre los
efectos perinatales de drogas de amplia difusidn, como es el caso

de la marihuana, son relativamente escasos.

A lo largo de los dltimos afios se han ido acumulando
evidencias acerca de la interaccién del A’-tetrahidrocannabinol,
principal principio psicoactivo de la marihuana, con el sistema
dopaminérgice. La exposicién a cannabinoides durante el
desarrollo embrionaric produce profundas alteraciones del sistema
dopaminérgico, reflejadas a nivel neuroquimico, y detectadas en
edades perinatales y peripuberales asi comc en la madurez.
Ademds, se trata de efectos que son dependientes del sexo siendo
los machos, en general, los que presentan efectos mas marcados
y constantes, mientras que las hembras se muestran menos

sensibles.

La informacidn acerca de los efectos de los cannabinoides
sobre la ontogenia de otros sistemas de neurotransmisién es

relativamente escasa.

En el presente trabajo, se ha estudiado la interaccién del
A’-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 autorradiografia (experimentos in vitro).

En ratones dependientes de morfina, bien por implantacidn
de un pellet & por administracidén s.c. durante 5 dias de dosis
crecientes de morfina, se ha observado que la anandamida (AnNH),
ligando endégeno del receptor central de cannabinoides (CB1l},
reduce los principales signos del sindrome de abstinencia a
opidceos, como son el nimero de saltos y la pérdida de peso. Este
resultado sugiere que la AnNH puede modular la actividad de vias



Resumer:

neuronales implicadas en la expresidn de los signos fisicos de

la dependencia a opidceos y por tanto, si extrapolaramos a
humanos, los cannabinoides podrian ser utilizados como una
terapia alternativa en el tratamiento de la deshabituacidén a

opi&ceos.

Por otro lado, se ha comprobado que la naloxona es capaz de
inducir un sindrome de abstinencia en ratas macho de 24 dias de
edad que habian estado expuestas a un tratamiento perinatal con
A°-THC desde el quinto dia de gestacién de la madre hasta el dia
24 de vida, dia que las crias son destetadas. Este hecho, apunta
claramente hacia una alteracién del sistema opioide endégeno.
Utilizando este mismo protocolo de exposicién perinatal a
cannabinoides ,se ha puesto de manifiesto también, que las ratas
macho de 24 y 50 dias de edad expuestas perinatalmente a A®-THC,
muestran una menor sensibilidad basal al dolor en el test de
retirada de la cola. Ademds, las ratas macho adultas (75 dias)
expuestas perinatalmente a A’-THC, presentaron una tolerancia al
efecto analgésico de la morfina en este mismo test de analgesia.
Todos estos resultados sugieren la existencia de una interaccidn
entre receptores opioides y cannabinoides, hecho que se puede
explicar considerande una modulacién alostérica & una interaccién

de ambos tipos de drogas con un sistema neuroefector comin.

Por dltimo, se ha comprobado que la exposicién perinatal a
A°-THC produce cambios en la densidad de receptores opioides p en
ratas de 24 y 70 dfias de edad. Ademds, estos cambios se producen
en diferentes &reas cerebrales relacionadas directamente con
comportamientos modulados por el sistema opicide y con la

percepcidn del dolor.

En conclusién, estos resultados aportan evidencias de la
existencia de una clara interaccidén del A’-THC con el sistema
opioide central, y ademas, sugieren el riesgo del uso
indiscriminado de la marihuana por parte de mujeres en edad
procreativa, ante la posibilidad de manifestacidn de efectos

perjudiciales en la eventual progenie.



UN_PEQUENO APUNTE SOBRE EL ABUSO DE DROGAS

El abuso de drogas constituye un grave problema de la
sociedad actual. Cada vez es mayor el nlmero de personas con
problemas de adiccidn. A la hora de hablar de consumo de drogas
no se puede generalizar, ya gque depende del individuo concreto
gue abuse, de la droga objeto del abuso y del medioc social en

donde se de el abuso (Swonger y Constantine, 1985).

Segin la legalidad de la sustancia y la forma de obtencidn,
las drogas se dividen en drogas legales (tabaco, alcohol,

psicofdrmacos) & ilegales (heroina, cocaina, Cannabis...).

Cada vez es mayor el nimero de mujeres en edad fértil
consumidoras de drogas, y sin embargo, los estudlios sobre los
efectos de la exposicién 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
solucién de un problema que engloba aspectos politicos,

econdémicos y morales (Ochoa-Mangado, 1992).

Actualmente hay que reconocer, dque la extensidén de la
infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es
uno de los mayores problemas piblicos de salud, y como
consecuencia, las prioridades en el tratamiento de la dependencia
a drogas de abuso estdn cambiando. Son por tanto, necesgarios
programas (Alvarez y cols, 1994) cuyo objetivo final no sea tanto
la abstinencia sino el reducir las consecuencias dafiinas del uso
de drogas (Bell y cols., 1992).
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1.- EXPOSICION PERINATAL A DROGAS DE ABUSO

Actualmente las drogas de abuso constituyen un factor muy
importante a considerar como posibles agentes capaces de
modificar el desarrollec cerebral, dada su amplia difusién y la

alta posibilidad de ser usadas durante la gestacidn.

Los sucesos que se producen en el desarrollo del SNC de los
vertebrados, se clasifican en distintos estadios para facilitar
asi su estudio y discusidén. Se diferencian tres etapas {Arenander

y Vellis, 1989) que son:

a) Organogénesis y multiplicacién neurcnal
b) Diferenciacidn, crecimiento y organizacidén cerebral
c) Maduracidén y adquisicién de la morfologia y del tamalio

adulto

El segundo estadio es el de curso méas lento, ya que incluye
procesos como la adquisicién de un fenotipo neurotransmisor, de
una morfologia neuronal concreta incluyendo también el desarrollo
de interconexiones neurcnales. Todos estos procesos 8e€ realizan
a lo largo del suficiente tiempo, como para dgue las influencias
del medio ambiente extraneuronal puedan inducir modificaciones
(Noisin y Thomas, 1988). Por tanto, la exposicidén a drogas de
abuso durante el periodo fetal y primeros momentos de la vida
postnatal da lugar a alteraciones sutiles, gque a veces pueden
pasar inadvertidas durante la ontogenia cerebral, pero dJue
originan alteraciones a largo plazo en la expresién
comportamental adulta, como son la disminucidn en la capacidad
de aprendizaje y memoria, las alteraciones en la ejecucidn motora
y en 1las actividades motivacionales, la disminucidén de la
atencién y de la inclinacidén al esfuerzo, los cambios en la

respuesta a estrés, etc.

Durante el periodo embrionario, la exposiciédn a drogas de

1
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abuso produce un aumento de la toxicidad prenatal, asi como una
serie de efectos teratogénicos que conducen a una serie de
anormalidades morfoldgicas.

Entre los neurotransmisores implicados en el proceso de
desarrollo y diferenciacién cerebral destacan la serotonina y la
dopamina, que aparecen temprano durante la ontogenia (Mirmiran
y Swaab, 1987). Concretamente la dopamina, tiene gran importancia
en relacidén con las drogas psicotrépicas ya que drogas de elevada
difusidén hoy en dia, como son la cocaina y las anfetaminas,
actlan alterando la funcionalidad de las neuronas dopaminérgicas
(Le Moal y Simon, 1991). Existen numerosos estudios realizados
en roedores gque demuestran que la exposicidn perinatal a drogas
de abuso altera el perfil de desarrollo de 1los sistemas
cerebrales que utilizan la dopamina como neurotransmisor (Dow-
Edwards y cols., 1990; Cooper y Rudeen, 1988; Middaugh, 1989).

En el caso de drogas de alta difusién y gran problemidtica
soclal, como son los preparados de Cannabis sativa, el tabaco o
las metilxantinas, todas ellas capaces de interactuar con
sistemas de neurotransmisidn a través de receptores especificos
presentes en el cerebro, nos encontramos con que los estudios de
los efectos de la exposicidn perinatal a estas drogas son

escasos.,

2.1 CANNABIS SATIVA

La planta del céafiamo (Cannabis sativa) es un arbusto que
crece de forma natural en regiones templadas y tropicales. En
algunos paises como India y China, su utilizacién con fines
medicinales & en rituales religiosos y sociales se remonta a

miles de afios (Mechoulam, 1586) .

Taxonémicamente se clasifica de la siguiente manera: Clase
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Angiospermae; Subclase Dicotiledoneae; Ovden Urticales; Familia
Cannabinaceae; Género Cannabis; Especie Cannabis sativa L.;

Subespecies sativa e indica.

Se trata de una planta anual, herbdcea, diolca de gran
talla, que alcanza desde 1 hasta 3 m de altura. Posee hojas
aserradas compuestas de color verde oscurc por el haz y palidas
y vellosas por el envés. Las flores masculinas estan constituidas
por racimos axilares o} paniculas, mientras gque las
inflorescencias femeninas son cimas compactas y espigadas. El
fruto de Cannabis sativa es un aquenio glandular y la semilla es
ovoidea con un sdlo embrién oleaginoso y con escaso albumen.
Todas las partes de la planta contienen sustancias
psicoactivas,aunque la mayor concentracidn de ellas se encuentra

en las inflorescencias (Abood y Martin, 1892).

Marihuana es el nombre que reciben las hojas y flores secas
preparadas de tal forma que puedan fumarse; el hachis es 1la

resina extraida 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 recoleccién.
2.2 PRINCIPIOS ACTIVOS

2.2.1 Generalidades

Las distintas preparaciones de Cannabisg sativa deben
su poder psicoactivo a una serie de principios activos presentes
en la planta y que globalmente se denominan cammabinoides (Dewey,
1986) . E1 A°-tetrahidrocannabinol (A®-THC) es el cannabincide con
mayor poder psicoactivo (Mechoulam, 1970) . Otros cannabinoides
presentes en cantidades apreciables son el A8~
tetrahidrocannabinol  (A®-THC), el cannabinol (CBN) vy el
cannabidiol (CBD). Debido a la gran cantidad de cannabinoides
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existentes en la marihuana, es wmuy posible gue actuen
sinérgicamente, aditivamente e incluso antagdnicamente cuando se
administra la planta o el extracto crude a los animales de

experimentacidn (Dewey, 1986) .
2.2.2 Estructura Quimica

La estructura gquimica de los cannabinoides fué
identificada por Mechoulam a finales de los afilos 60 (Mechoulam,
1970). Estos compuestos se caracterizan por presentar una
estructura carbociclica de 21 carbonos. Presentan dos tipos de
numeracién en funcidén de que se considere la estructura principal
como un benzopirano © bien como un monoterpenc (Razdan, 1986),
asi el A°-THC es exactamente el mismo compuesto que el'A -THC
utilizando respectivamente la nomenclatura dibenzopiranica o
monoterpénica (Esquema 1) . Los cannabinoides naturales poseen dos
centros guirales en C-6a y C-10a en la configuracidn trans,
siendo las formas (-) 20 veces mids activas que las formas (+).
Asi,la mayor actividad farmacoldgica del A®-THC, corresponde al

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

planta (Dewey, 1986).

ESQUEMA 1
Estructura quimica del A®-THC.

Considerando el grupo Considerandq el grupo
dibenzopirano monoterpenoide
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2.2.3 Propiedades Fisico-Quimicas

Los cannabincides y la mayoria de sus metabelitos son
compuestos altamente lipdfilos y de baja solubilidad en
disoluciones acuosas. Concretamente, el A?-THC es un compuesto
resinico, insocluble en agua, con un valor de pK, de 10.6
Presenta un coeficiente de reparto octanol/agua a pH neutro del
orden de 6000 (Agurell y cols., 1986). Se trata de un compuesto
fotol&bil, sensible al calor, a la accidn de los &cidos y a la
oxidacién, pasando facilmente a CBN. 8in embargo, almacenado
correctamente, a -20°C y disuelto en etanol, permanece estable

durante varios meses.
2.2.4 Relaciones Estructura-Actividad

La relacidn estructura-actividad de los cannabincides

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

a.- Un anillo (anillo A} generalmente no aromédtico, de
seis carbonos. 8i dichoe anillo se satura, la potencia del
cannabinoide se reduce. La posicidn del doble enlace del anillo
A parece ser crucial, aungue no es esencial para la actividad

cannabimimética.

b,- Un anillo aromdtico {(anillo C) con la posicidén 1
. sustituida (normalmente un hidroxilo} y con un grupo alguilo en
posicién 3. Esta cadena alifédtica lateral es fundamental para la
actividad, y se ha observado que la méxima potencia se encuentra

tras la introduccién de un resto dimetilheptilalquilo.

c.- Muchos cannabinoides, incluido el A’-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

psicotrépica que contienen sélo losg anillos Ay C. Para que estos
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compuestos biciclicos sean activos no deben contener mas de un
grupo hidroxilo situado en la posicién 1 del anillo ¢ (Mechoulam
y cols., 1992),

Como resumen, en el esquema 2, se representan aguellos
puntos que resultan claves en la estructura de un cannabinoide.

ESQUEMA 2
Puntos clave en la estructura de un cannabinoide.

-~
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2.3 FARMACOCINETICA
2.3.1 Absorcidn

Los efectos del Cannabis, tanto si se fuma como si se
administra por via intravenosa, tarda aproximadamente 1 hora en
manifestarse por completo, perdurando éste durante 2-3 horas. Los
cannabinoides se unen con gran afinidad a las proteinas
plasmaticas, por lo que la mayor parte del farmaco permanece en

sangre (Rang y Dale, 1992},
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Los preparadog del Cannabis sativa (hachis, marihuana)
suelen consumirse fumados en forma de cigarrillo o en pipa. Esta

particular via de administracidn dificulta enormente el andlisis
farmacocinético.

La absorcidn por via aérea de los compuestos activos
depende del tipo de preparado (el hachis contiene diez veces més
A?-THC que los preparados foliares: hojas y flores), del tiempo
invertido en fumarlo, de la duracién de la inhalacién, y de la
retencién del aliento tras la aspiracién (Agurell y cols., 1986).
A esto hay que sumar las peculiares caracteristicas quimicas de
los cannabinoides. Asi, su hidrofobicidad hace que sufran
redistribucidén y almacenamiento en tejido adiposo, desde donde
se liberan lentamente, provocando una caida paulatina de los
niveles plasmaticos tras el cese de la administracién. Esto,
junto con la escasa elevada capacidad adictdgena del Cannabis,
explica la ausencia de un sindrome de abstinencia agudo, como
ocurre en el caso de la adiccién a opidceos (Agurell y cols.,
1986) .

2.3.2 Distribucién

El A?-THC absorbido en sangre se une en un 20% a los
glébulos rojos y en un 77% a proteinas plasméticas,
fundamentalmente lipoproteinas. Los efectos psicoldgicos de la
droga aparecen retrasados respecto a la elevacidn de 1la
concentracidén plasmatica (Cochetto y cols., 1981) debido a una
| penetracién lenta del A-THC en el cerebro. El curso de la
concentracién plasmitica del 4°-THC estudiada a lo largo de 48
horas, y tras una administracién tnica, puede interpretarse
utilizando modelos de distribucién multicompartimental (3 a 3
ccmpartimentos). Determinando de esta manera la vida media
plasmdtica del A®-THC, ésta oscila entre las 20Y lag 30 horas en
humanos y roedores, alcanzando un tiempo miximo de 8 dias, valor

detectado en el perro (Agurell y cols., 1986) .
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2.3.3 Metabolismo

El A°-THC plasmatico se fija en un 70% a los tejidos
(Eundamentalmente adiposc), y el resto se metaboliza. EIl
metabolismo es muy complejo, y sélo el A°-~-THC es capaz de
producir wmés de cien metabolitos. Este proceso metabdlico
comienza con la oxidacidén, via citocromo p-450 que conduce a
derivados mono-, di- & trihidroxilados, que posteriormente son
oxidados a los correspondientes derivados <cetdnicos vy

carboxilicos (Harvey, 1987 y 1990).
2.3.4 Excrecién

Los metabolitos se eliminan en forma de acidos libres
o conjugados con glucurdnico o acidos estedrico, oleico o
palmitico. La eliminacién se realiza por via biliar (2/3) y renal
{1/3). No se excretan ni A’-THC ni CBD inalterados, pero si

trazas de CBN (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 gestacidn, los
niveles en los fetos son aproximadamente un 10% de los niveles
plasmdticos maternos. La exposicién repetida a miltiples dosis
de estos compuestos produce acumulacién en los fetos (Hutchings
y cols., 1989), ya que el mecanismo de metabolizacidén de los
cannabinoides no parece estar establecido todavia en esta etapa
del desarrollo (Slikker y cols., 1987).
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2.3.5.1 Exposicién Perinatal a Cannabinoides

La progenie de animales de experimentacidén que han
sido administrados con cannabinoides durante los periodos de
gestacidn y lactancia, presenta miltiples alteraciones
neuroquimicas y comportamentales. La mayoria de estos estudios

experimentales se han llevado a cabo en roedores.

Los efectos de 1los cannabinoides sobre el
desarrollo pueden ocurrir en tres etapas diferentes.

a.- Exposicién preconcepcional:La exposicidén a

cannabinoides dafia la gametogénesis e inhibe la fertilizacién.
En los roedores macho, la administracién de A°-THC o marihuana
produce una disminucién del tamafio de los testiculos. También,
se han encontrado formas anormales en los espermatozoides, asi
como descensos en su ndmero total y en su grado de movilidad
(Nahas y Frick, 1986). La exposicidén de ratones macho a A’-THC se
asocia con alteraciones en el desarrollo de la progenie, lo que
se corrobora por la presencia frecuente de alteraciones
cromosdmicas en los gametos (Dalterio y cols., 1982). Estos
efectos podrian ser originados bien por acciones directas del A°-
THC sobre la gdénada (el receptor (Bl ha sido descrito tanto en
espermatozoide -Schuel ¥y cols., 1994-, como en testiculo humano
-Gérard y cols., 1991-) & bien por acciones indirectas que causen

modificaciones en el eje hipotélamo—pituitaria-gonadal.

En las hembras, la exposicién preconcepcional a
A°-THC produce un efecto gametotdéxico, con alteracién de los
ciclos ovaricos y aparicién de una mayor incidencia de ovocitos
fertilizados anormales, lo que supondria un efecto adverso sobre
ios primeros estadios del desarrollo embrionario (Nahas Yy Frick,
1986) . Recientemente, Das y cols. (1995) han descrito la
presencia del receptor CBl funcional en Gtero de ratones Y la

capacidad de este drgano para sintetizar anandamida.
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b.- Exposicién prenatal: La exposicién 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.

Embriotoxicidad: Se produce un aumento de la
reabsorcién embrionaria, probablemente asociado a alteraciones

de la circulacién feto-placentaria.

Fetotoxicidad: La exposicidn prenatal a
cannabinoides, produce un retraso en el crecimiento del feto,
pesos fetales mds bajos y un mayor nimero de muertes.

Teratogenicidad: A altas dosis los cannabinoides
son altamente teratogénicos. Las lesiones descritas wmés
frecuentes son anencefalia, fisura del paladar y alteraciones en
el desarrollo dental y maxilar. En algunos casos dichas
alteraciones macroscépicas, se asemejan a las que se producen en
el sindrome alcoh6lico fetal.

Los mecanismos por los cuales los cannabinoides
producen todos estos efectos adversos durante el desarrollo
gestacional son todavia desconocidos. Recientemente, Paria vy
cols. (1995} han descrito la presencia de ARN, de los receptores
cannabinoides en estadios muy tempranos del desarrollo en
embriones de ratén, demostrandose asi la capacidad, dependiente
de la dosis, de agonistas cannabimiméticos para inhibir la

preimplantacién de embriones en desarrollo.

c.- Exposicién postnatal: Los cannabinoides pueden
ser transferidos de la madre a las crias mediante la leche
materna durante la lactancia (Pérez-Reyes y cols., 1982) y asi
causar modificaciones tales como disminucién del peso corporal
medio de la camada, alteracién 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
aparicién de reflejos visuales (Nahas y Frick, 1986). El retraso
en el desarrollo como consecuencia de la exposicidédn perinatal a

cannabinoides, parece deberse a varios factores:

* Disminucién de la ingesta de agua y comida
por la madre (Dalterio, 1986).

* Disminucidén de la producién total de
proteinas, especialmente en el cerebro, asi
como en la sintesis de ADN y ARN (Morgan ¥y
cols,, 1988).

* Disminucién de la produccién de leche por la

madre

* Interferencia con el ambiente hormonal del
feto (Dalterio, 1986).

Fn humanos, Fried (1995} ha demostrado la
existencia de una serie de alteraciones comportamentales en nifios
de hasta 9 afios de edad debidas al consumo de marihuana por parte

de la madre durante la gestacién y la lactancia.

Numerosos estudios han demostrado que la
exposicién perinatal a cannabinoides puede producir alteraciones
en el desarrollo normal de los sistemas de neurotransmisores y
neuromoduladores cerebrales (Mirmiran Yy Swaab, 1987). Este
aspecto se tratard mds ampliamente en otro capitulo de esta

memoria ("Interaccidn de los cannabinoides con distintos sistemas

de neurotransmisidén} .
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2.4 MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS EN LA ACCION DEL A°-
TETRAHIDROCANNABINCL

2.4.1 Receptores

Se han caracterizado hasta la fecha dos receptores
distinteos, CBl y CB2.

2.4.1.1 Receptor central de cannabinoides (CBl)

El clonaje del receptor CBl ha demostrado gue se
trata de un receptor que pertenece a la familia de proteinas que
poseen siete dominios transmembranales, acoplados a proteinas G;
(Matsuda, 1990).

Se trata de un receptor de localizacidn central.
Herkenham Yy cols. (1990,1991}, mediante técnicas de
autorradiografia, han descrito que en rata, primate y humano, la
mayor densidad del receptor central de cannabinoides (CBl) se
encuentra en el globo palido, sustancia negra pars reticulata,
capa molecular del giro dentado del hipocampo asi como regidn CA3
del asta de Ammdn, Yy en la capa molecular del cerebelo. Otras
sonas de alta densidad de receptores son los estratos mas
internos del bulbo olfatorio, el caudado-putamen lateral y el
nticlec entopeduncular. La corteza cerebral presenta una densidad
de receptores moderada. Se considera que las respuestas centrales

a los cannabinoides son mediadas exclusivamente por CBl.

E1l ARN, de CBl se ha encontrado fundamentalmente
en aquellas regiones cerebrales en las que existe una mayor
den51dad de receptor CBl (Matsuda y cols. 1990), aungue también
se ha encontrado una pequefia cantidad en testiculos (Gérard ¥y

cols., 1991}).

En cerebro de rata, se ha descrito la ontogenia

postnatal del receptor CBl, observandose un aumento en el nimero

12



Introduccion

de receptores desde el dia postnatal 10 hasta los dias 30 & 43,
momento en gue comienza a decrecer hasta alcanzar ya el valor
correspondiente a edad adulta, el dia 70 (Rodriguez de Fonseca
y cols,, 1993; Belue y cols., 1995).

El mecanismo de segundo mensajero acoplado a la
activacidn del receptor CB1l, parece implicar al AMP ciclico
(AMP.) , de tal manera que la activacién del receptor central de
A°-THC, produce la inhibicién de la enzima adenilatociclasa
(Howlett, 1985). Ademas, Jlos

cannabinoides inhiben los canales de calcio tipo N, participando,

mediada por proteinas G,
en este proceso, una proteina G sensible a toxina de pertussis
(Mackie y Hille, 1992).

2.4.1.2 Receptor periférico de cannabinoides
(CB2)

En el afio 1993, Munro y cols. realizan el clonaje
de un receptor de cannabinoides, en este caso de localizacidén
periférica, al que se le denomina CB2. Se trata también de un
receptor con siete dominios transmembranales, gue presenta un 68%
de identidad con el CBl en cuanto a las regiones helicoidales y

un 44% con el resto de la proteina.

El receptor CB2 estd presente en la poblacién de
monocitos/macréfagos del bazo. Mediante la técnica histoguimica
de hibridacién in situ, se ha demostrado que el ARN, del CB2 se
localiza en las zonag marginales del bazo. Utilizando
autorradiografia, se ha encontrado una distribucién similar de
CB2, por tanto parece Ser un receptor asociado al sistema inmune
(Herkenham y cols., 1994). En el afio 1995, Slipetz y cols.
describen que este receptor esta acoplado a adenilatociclasa por
medio de una proteina G; sensible a toxina de pertussis.

13
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2.4.2 Agonistas Endogenos

En el afio 1992, se alslé, a partir de cerebro porcino,
un producto del metabolismo no oxidativo del acido araguiddnico
con capacidad para unirse al receptor central de cannabinoides
cB1 (Devane y cols., 1992). Este compuesto, que guimicamente se
corresponde con la araquidoniletanolamida, ge denomind anandamida

{AnNH) .

La AnNH cumple mayoritariamente los criterios
requeridos para ser congiderado como un neurotransmisor (Di Marzo
y cols., 1994), constituyendo el ligando enddégeno del receptor

CB1. Estos criterios son:

a) Sintesis: La maguinaria enzimitica para produclr
AnNH y 8u precursor estd presente en neuronas pero no en

astrocitos.

b) Liberacién: ©La liberacién de AnNH al medio
extracelular, se produce pox estimulos que incrementan la

concentracién de Ca* intracelular.

c) Inactivacién: Las acciones de la AnNH finalizan
rapidamente (5-20 min) por medio de hidrélisis enzimdtica y/o

recaptacidn por neuronas Yy astroglia.

La constante de inhibicién (Ki) de la AnNH expresada
como la capacidad para desplazar al [®H]-CP-55,940 de su unién al
receptor CBl es de 30.8 nM, mientras que su afinidad por el
receptor CB2 es aproximadamente 30 veces menor (Munro y cols.,
1993) .

L.a AnNH es capaz de inhibir la adenilatociclasa
estimulada por forskolina en células N, TG, que expresan de manera
natural el receptor CBl. Al igual gque los cammabinoides exdgenos,
1a inhibicién de la adenilatociclasa estimulada por forskolina

14
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es bloqueada por tratamiento con toxina pertussis (Vogel y cols.,
1993). También, la AnNH, al igual que otros agonistas
cannabinoides, inhibe los canales de calcio tipo N en células de
neuroblastoma N18 (Felder y cols., 1993).

l.a AnNH administrada por wvia i.p, produce efectos
farmacoldgicos semejantes a los de los cannabinoides tales como
una disminucién de la actividad locomotora, hipotermia vy
analgesia (Fride y Mechoulam, 19293},

Fride y cols. (1995) demostraron que bajas
concentraciones de AnNH provocan una disminucidén en la potencia
de la inhibicién de la adenilatociclasa producida por el A°-THC
en células de neuroblastoma N18TG2. En ratones, también se ha
podido observar que una baja concentracién de AnNH es capaz de
inhibir parcial o totalmente respuestas in vivo tipicas de los

cannabinoides,

Existen una serie de compuestos relaclonados con la

AnNH, es decir una familia de etanolamidas derivadas de &cidos
grasos poli-insaturados gque también se unen al receptor central
de cannabinoides. Hanus y cols. (1993) descubrieron la homo-7-
linoleniletanolamida, anandamida (20:3,n-6), y la 7,10,13,16, -
docosatetraeniletanolamida, anandamida (22:4, n-6), compuestos
gue se encuentran en cerebro, y que al igual que la AnNH, inhiben
la unidén especifica del agonista cannabimimético HU-243 a
~membranas de sinaptosomas, blogueando ademds la produccidn de
AMP_.
Recientemente, se ha identificado otro compuesto, el
2-araquidonilglicerol (2-Ara-Gl), que se une al CBl1 y al CB2 in
vitro. Este compuesto se ha aislado de intestino, no
encontrandose en cerebro. En presencia de forskolina, el 2-Ara-Gl
inhibe la adenilatociclasa en cé&lulas de bazo de ratdn con la

misma potencia que el A°-THC (Mechoulam, 1995).
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En el esquema 3 se representan las estructuras guimicas
de los agonistas enddgenos de los receptores cannabinoides,

ESQUEMA. 3
Estructuras quimicas de los agonistas endégenos de los

receptores cannabinoides.

indamida.

Homo-y-linoleniletanoiamida

— == CONHCH 2CH,OH

7.10,13,16-docosatetraeniletanolamida

0
— . i OH

2-araquidonilglicerol
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2.4.3 Antagonistas

Rinaldi-Carmona y cols. {(1994) sintetizaron el primer
antagonista selectivo y active p.o del receptor central de
cannabinoides (CB1l) 1llamado SR 141716A [N-({piperidin)-5-{4-
clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil}-4-metil-1H-pirazol-3-
carboxamidahidrocloradal . Este compuesto posee una afinidad

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

2.4.4 Agonistas Sintéticos de los receptores

Cannabinoides

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 A°’-THC, ya gque consisten en un grupo indol con una
sustituccidédn en el nitrégeno por un grupc aminoalguil y un grupo
aromdtico en posicién 3. Destacan: la PRAVADOLINA, el WIN-55212-2
y el WIN-56098.

En el esquema 4 se representan las estructuras quimicas
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
unidén del [*H]-CP-55,940,
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TABLA 1

Capacidad de distintos compuestos con afinidad por el receptor
CB1 para desplazar la unién del [*H]-CP-55,940.

COMPURSTOS

CP-55,940
WIN-55,212
A®-THC
ANANDAMIDA
CANNABINOL
CANNABIDIOL
SR-141716A

CONSTANTES DE INHIBICION Ki (nM)

18

0,72
1.83
29.7
30.8
258

2678
1.69
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ESQUEMA 4
Estructuras quimicas de los principales agonistas sintéticos

de los receptores de cannabinoides.

QOH
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.\“\\ H

THy H
H %,
N 0

LEVONANTAADOL R = Ag

DESACETILLEVONANTRADOL R = H DELTA'TETRAHIDROCANNABINOL
[o3] OH
OH UH
HQ HO
CP55-940 CP55-244
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h
L

PRAVADOLINA HU-210
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2.5 FARMACOLOGIA
2.5.1 Efectos Psicotomiméticos

Los efectos que puede producir el consumo de Cannabis
sativa en el hombre son muy complejos. Los efectos subjetivos que
experimentan los individuos incluyen: excitacién y disociacién
de ideas, aumento y distorsidén de la percepcidn sensorial,
errores en la apreciacidn del tiempo y espacio, alteracién de las
emociones, ideas fijas e ilusiones, impulscos irresistibles,
espejismos y alucinaciones (Dewey, 1986). Se ha comprobado que
estos efectos varian de unog individuos a otros en funcién de la
dosis, via de administracidén y la wvulnerabilidad individual a

ciertos efectos psicotdxicos.

Tras el consumo de la droga, los efectos comienzan con
un periodo inicial de euforia o high, descrito como una sensacién
de bienestar vy felicidad, que va seguido frecuentemente por un

estado de somnolencia o sedacidn.

Hay evidencias de gue el uso crdnico 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 poblacién de consumidores
habituales de marihuana, durante 15 aflos, ha mostrado un aumento
de la incidencia de esquizofrenia y de otros procesos psicdticos
6 veces superior a la presentada por los no consumidores de dicha
droga. Esto indica gue el consumo de Cannabls puede ser un factor
de riesgo independiente para el desarrollo de esquizofrenia

(Andréasson 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 inhalacién de marihuana {Cherek y cols.,
1992),

2.5.2 Antinocicepcidn

El A’-THC se comporta como un compuesto altamente
analgésico en roedores (Dewey, 1986) y en humanos (Drugs of
Choice, The Medical Letter Inc., New Rochelle, New York, pég.
109, 1993}). Numerosos estudios demuestran una interaccidn entre
los sistemas opiocide y cannabincoide en la modulacién de la
nocicepcién (Smith y cols., 1994; Welch y cols., 1995; Reche y
cols., 1996).

Este aspecto serd ampliamente tratado en el capitulo
de Interaccidén del A’-Tetrahidrocannabinol con el sistema opioide

de esta misma memoria.
2.5.3 Antiemesis

En humanos, la administracién oral de A®°-THC previene
las nauseas y los vdmitos en pacientes que son tratados con

antineopléasicos (Dewey,1986) .

El A°-THC se comporta como un activo antiemético cuando
se administra a gatos por via oral o intramuscular. En cambio por
via i.v. su accidédn antiemética no es predecible (McCarthy y
cols., 1984). También, el A°-THC en ratones es capaz de atenuar
el sabor aversivo inducido por la ciclofosfamida (Landauer y

cols., 1985),
2.5.4 Locomocidn

La administracién aguda de A°-THC produce, en la
mayoria de las especies animales, catalepsia y adopcidn de

posturas anormales, ataxia y disminucioén de la actividad motora
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esponténea y de exploracién. Estos efectos se producen con dosis
de 1-10mg/kg de A’-THC en ratén (Holtzman y cols., 1969}. No
obstante, la habituacidén previa a la situacidn experimental,

disminuye los efectos del A*-THC sobre la actividad motora.

2.5.5 Posibles usos terapé&uticos

* i min . - &

guimioterapia del cdncer: En ensayes clinicos se ha visto que-

pacientes sometidos a terapia anticancerosa tratados con A®-THC,

presentan una mejoria en cuanto a los vomitos vy nauseas, pero
también experimentaban una serie de efectos psicoestimulantes
como somnolencia, disforia y confusidén mental, La Nabilona, cuya
estructura quimica se corresponde con el levonantradol, tiene una
menor incidencia de efectos centrales aungue no estéd exenta de
efectos secundarios como sequedad de boca, alteraciones de la

coordinacidén y mareos.

* Reduccidn de 1a presién intraocular: Este efecto es

gimilar en cuanto a potencia y duracién al producido por 1la
pilocarpina. Por tanto, un posible uso terapéutico de los
cannabinoides seria el tratamiento del glaucoma (Lester vy

Bakalar, 1993).

* Accidn sedante: Las preparaciones de Cannabis,

administradas por via oral, a dosis mucho més bajas que a las que
produce efectos psicoactivos, inducen un efecto sedante vy
tranquilizante que va acompafiado por una disminucidn de la

ansiedad.

* Efecto brongodilatador: Para que el A’-THC sea eficaz

como antiasmatico debe ser administrado mediante aerosol.
Actualmente, se estédn ensayando andlogos eficaces en este sentido

exentos de efectos psicoactivos.
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* Accibn anticonvulsivante: El A*-THC se comporta como

un potente anticonvulsivante, aunque se ha comprobado gue el CBD

presenta una potencia todavia mayor y ademas estd exento de

efectos psicoactivos marcados (Martin, 1986) .,

* Actiwvidad analgésicat E1 A®-THC se comporta como

analgésico {(ver capitulo de Interaccion del A%-

Tetrahidrocannabinol con el sistema opioide) .

* Actualmente, se ha descubierto un posible efecto
beneficioso de la marihuana en el tratamiento del gindrome de
desgaste asociado al SIDA (Steele, 1995).

2.6 DROGADICCION

La marihuana, a pesar de ser una droga consumida desde
tiempos antiglios, incluso utilizada con fines medicinales,
comenzd 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 tebdricamente
mas adictdgenas. Para esto, contd con una buena prensa acerca de
su relativa inocuidad en el organismo humano., Desde entonces se
han realizado multitud de estudios clinicos y experimentales para

elucidar los efectos neurobioldgicos derivados de su consumo,

Las estadisticas mds recientes sugieren que en torno al 15%
de la poblacién adulta en América y Europa Occidental ha
consumido Cannabis en alguna ocasién, siendo este porcentaje
mucho més elevado (cercano al 50%) entre los adolescentes vy
adultos jovenes. Estudios realizados en 1987 demostraron que uno
de cada veinte adolescentes fuma marihuana a diario en los paises

del mundo occidental (Mendelson, 1987) .

La marihuana y el hachis siguen hoy representando, junto con
el alcohol y el tabaco, el primer punto de conexidén de los
jovenes con el mundo de las drogas, jugando, en ocasiones, un
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papel de trampolin en el consumo de las llamadas "drogas duras".
A pesar de la fama de relativa inocuidad de esta droga, tanto los
estudios clinicos como los experimentales demuestran gue produce
importantes efectos a nivel comportamental, tanto cuando la
exposicién se realiza en edad adulta, como cuando se produce en

periodos tempranos del desarrollo.

En el DSM-IV (Manual Diagnéstico y Estadistico de los
Transtornos Mentales) la intoxicacidn por Cannabis estd definida

sobre seis criterios:
A.- Consumo reciente de Cannabig

B.- Cambios psicoldgicoes o comportamentales
desadaptativos clinicamente significativos {por ejemplo,
deterioro de la coordinacién motora, euforia, ansiedad, sensacidn
de que el tiempo transcurre lentamente, deterioro de la capacidad
de juicio, retraimiento social) que aparecen durante O pocoO

tiempo después del consumo de Cannabis.

C.- Dos (o mas) de los siguientes sintomas que aparecen

a las dos horas del consumo de Cannabis:

1.- Dilatacién de la conjuntiva

2.- Aumento de apetito

3.- Sequedad de boca

4,- Taguicardia

D.- Los sintomas 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 mayoria de los efectos farmacoldgicos de la marihuana en la
mayorfia de las especies animales y en el hombre (Dewey, 1986) .
Esta tolerancia se caracteriza por prevalecer large tiempo tras
el cese del consumo de la droga, esto constituye una diferencia
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con respecto a la tolerancia desarrollada a los opidceos.

La dependencia fisica se ha demostrado en ratas (Tsou y
cols, 1995) a las que se ha precipitado un sindrome de
abstinencia como consecuencia de la administracién del
antagonista del receptor CBl, SR 141716A. Dicho sindrome de
abstinencia se manifiesta fundamentalmente por una serie de

cambios en el comportamiento motor de los animales.

En humancs, la ausencia de resultados concluyentes sobre los
efectos negativos en el uso crénico de marihuana no permite
descartar que sea una droga cuyo uso persistente cause efectos

nocivos.

3.- EL SISTEMA _OPTOTDE
3.1 FAMILIAS DE PEPTIDOS OPIOIDES

Segiin el precursor del que derivan, los péptidos opiocides

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

A.- PEPTIDOS DERIVADOS DE LA PROOPIOMELANOCORTINA: Se

denominan endorfinas, y a ellos pertenece la B-endorfina.

B.- 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 B (1-13) y la a- y B-

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 mas importantes

EEPTIDO SECUENCIA
B-endorfina H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-
Gin-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-
Ala-Ile-Ile-Lys-Asn-Ala-Tyr-Lys-Lys-Gly-

Glu-0OH

[Met®] encefalina H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-0OH

[Leu®*l encefalina H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-OH

Dinorfina A{1-17) H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg-Pro-
Lys-Leu-Lys-Trp-Asp-Asn-Gln-OH

Dinorfina B(1-13) H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Gln-Phe-Lys-
Val-val-Thr-OH

a-Neoendorfina H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Lys-Tyr-Pro-Lys-0H

#-Neoendorfina H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Lys-Tyr-Pro-0H

3.2 RECEPTORES OPICIDES

Los péptidos opioides pueden interactuar a su vez con varios
tipos de receptores. Existen fundamentalmente tres tipos de
receptores: mu (p), delta (8) vy kappa (k).

La afinidad relativa (expresada como congtante de

inhibicién) de los péptidos opioides endégenos por los receptores

g, 8 y k se muestra en la Tabla 2 {(Delay-Goyet, 1989).

26



Introduccién

TABLA 2
Afinidad relativa de los péptidos opioides por los distintos

tipos de receptores.

PEPTIDO RECEPTORES (Ki nM)
i S K
B-endorfina 2.05 2.36 67
Met-encefalina 9.50 0.91 4440
Leu-encefalina 18.8 1.18 8210
Dinorfina A(1-17) 0.70 2.40 0.12
Dinorfina A(1-8) 3.40 4.40 g
Dinorfina B(1-13) 0.70 3.20 0.12
o-Necendorfina 1.30 0.57 0.20

Actualmente, numerosos indicios sugleren la existencia de
subtipos de receptores opioides, asi existirian dos subtipos para
el receptor pu: u,, g, ( Wolozin y Pasternak, 1981}, dos subtipos
para el receptor &: &,, 8, (Negri y cols., 1991) y tres subtipos
para el receptor x: k,, k,, %, {Clark y cols., 1989), ademas del
posible acoplamiento alostérico u-& (Traynor y Elliot, 1993).

En cuanto a su distribucidén regional, los receptores
opioides estdn ampliamente distribuidos en todo el SNC con
algunas localizaciones periféricas (Mansour y cols., 1988). Las
estructuras mds ricas en receptoresg son las estructuras limbicas,
~ la corteza, el estriado y los nicleos del télamo. Los receptores

# tienen una distribucién amplia: el estriado, tédlamo,
hipocampo, la sustancia gris periacueductal, la sustancia negra,
los coliculos y los nicleos del tracto solitaric. La localizacidn
de los receptores & es mas restringida: neocortex, estriado y
amigdala. Por lo que respecta a los receptores k, éstos presentan
una localizacién preferentemente en el drea predptica, eminencia

media, amigdala, hipocampo, corteza y médula espinal.
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Se ha comprobado que, en ocasiones, la distribucién
anatomica de los péptidos opioides endégenos y la de sus
receptores no se solapan (Khachaturian y cols., 1985). En el caso
de las encefalinas, su distribucién mayoritariamente coincide con
la de sus receptores u y 6. Esto no ocurre con las dinorfinas vy
los receptores k. Exlisten zonas ricas en receptores kK, 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 pu en estriado y corteza
cerebral cuando el <contenido de péptidos derivados de

propiomelanocortina es practicamente nulo.
3.3 MECANISMO DE ACCION DE LOS PEPTIDOS OPIOIDES

Los receptores p, 0 y k estén acoplados a proteinas G,/G,
(Receptor and ion channel nomenclature Supplement, Trends in
Pharmacological Sciences, 1996). Su activaciédn conduce a una
inhibicién de la adenilatociclasa con la correspondiente
disminucidén en los niveles intracelulares de AMP.. Los agonistas
de los tres tipos de receptores opiéceos también provocan un
incremento en la conductancia al K', mediante la apertura de
canales de K dependientes de voltaje. Esto supone una
hiperpolarizacidén de la membrana, con el consiguiente aumento en
la duracién del potencial de accién, lo que produce una
inhibicidn de la liberacién de neurotransmisores
(Chesselet,1984) ., Por ultimo, estos receptores por estar
acoplados a proteinas @G,, inhiben canales de Ca®-potasio
dependientes, provocando el correspondiente descenso en la

conductancia al Ca*
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4 .- INTERACCION DEL A®-TETRAH1DROCANNABINOI. CON EL SISTEMA
QPIQIDE

Muchas de las acciones farmacoldgicas de los opioides tales
como analgesia, depresidén respiratoria, inhibicién de la
motilidad intestinal y de la actividad locomotora, también las
presentan los cannabinoides (Paton y Pertwee, 1973) ,Ademas,
alguno de los efectos farmacoldégicos del A’-THC es blogueado por
antagonistas opidceos como la naloxona (Wilson y May, 1975; Reche

y cols., 1996) y la clornaltrexamina (Tulunay y cols., 1981).
4,1 NEUROCQUIMICA

Vaysse y cols (1987) demostraron que el tratamiento de
membranas de cerebro de rata con A’-THC disminuia la unién
especifica de [°H]-dihidromorfina {(agonista opioide u) de una
forma concentracién-dependiente. Esta disminucidn se debe a una
reduccién en el nimero de receptores ("down-regulation") més que
a una alteracién en la afinidad por el receptor, por tanto se
trata de una interaccién no competitiva. Ademds, el principal
componente psicoactivo del Cannabis, el A®-THC, también inhibe la
unién del agonista opioide o [*H]D-penicilina?, D-penicilina®~
encefalina (DPDPE) y del antagonista opioide [*Hlnaloxcona. Estos
autores sugieren que la modulacién alostérica del receptor
opidceo por el A’-THC es el resultado de una interaccién directa
con el receptor o con un complejo lipido-proteico especifico y
no meramente el resultado de una perturbacién de la bicapa

lipidica de la membrana.

Los opi&ceos y los cannabinoides se unen a receptores
'acoplados a proteinas G; para inhibir la actividad de la
adenilatociclasa en neuronas. En tejido estriatal de rata,
Bidaut-Russell vy cols.(1991) demostraron que la interaccién del
sistema cannabinomimético con el sistema opioide para inhibir la
acumulacién de AMP, 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 comin de segundo mensajero.

Kumar y colg (1983; 1984), han demostrade una elevacidn en
los niveles diencefdlicos de met-encefalina y B-endorfina después
de la administracidén aguda y crdnica de A®THC a ratas adultas.
Posteriormente, se demostrd (Kumar y cols., 1990) que ratas macho
adultas gue habian recibido un tratamiento neonatal con A’THC (2
mg/kg) desde el momento de su nacimiento hasta el dia 4°, también
presentaban un aumento en los niveles de met-encefalina y §B-
endorfina en el &rea diencéfalica (&rea anterior hipot&lamica-

predptica e hipotédlamo medio-basal}.
4.2 COMPORTAMIENTO
4.2.1 Analgesia

Histéricamente, se conoce gque logs preparados de
Cannabis sativa alivian el dolor. En el afio 1975, Wilson y May
comprobaron que el A°-THC, principal compuesto activo de la
marihuana, tenia propiedades analgésicas. Es importante destacar
que el cannabinoide sintético levonantradol muestra una potencia
analgésica 30 veces superior a la de la morfina (Howlett vy cols.,

1990) .

La implicacién del sistema opioide endbdgeno en la

analgesia producida por los cannabinoides es un aspecto

controvertido.

Welch {(1993) demuestra que las respuestas
antinociceptivas a CP-55940, levonantradol y A®-THC podian ser
atenuadas por la administracién intratecal {no

intracerebroventricular) del antagonista del receptor opidceo «
nor-binaltorfimina. En nuestro laboratorio (Reche y cols., 1996),
han puesto de manifiesto gque la naloxona, a la dosis de 1 mg/kg
{(s.c.}, es capaz de bloguear parcialmente la respuesta analgésica
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del A°-THC, y ademés la administracién i.t. de un antisuero de
conejo antidinorfina A(1-8), también produce un blogueo de la
analgesia producida por el A®-THC. Esto apunta la posibilidad de
que la respuesta analgésica producida por los cannabinoides pueda
estar relacionada con la liberacién de péptidos relacionados con
dinorfina en médula espinal. Mason y Welch (1996) han comprobado
la presencia de dinorfina vy Leu-encefalina en liguido
cefalorraguideo de animales tratados con A®-THC. Por otro lado,
se ha demostrado la existencia de una tolerancia cruzada entre
el A°-THC y los agonistas k {(Smith y cols., 1994), sugiriendo que
en la analgesia espinal, una via neuronal que implique a los
receptores opidceos « puede converger con una via que implique
a los receptores cannabinoides. También debe existir algin
sinergismo en los mecanismos de analgesia u y & opioide con la
analgesia producida por los cannabinoides porgue el
pretratamiento i.t. de ratones con dosis subefectivas de A’-THC
es capaz de desplazar hacia la izquierda la curxva 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 dJosis
inactiva per se de morfina, muestran una reduccién en la DE,, del
A’-THC en los test de retirada de la cola & del plato caliente.
Este efecto potenciador es bloqueado por norbinaltorfimina i.t
Yy por f-funaltrexamina i.c.v. Por tanto, el sinergismo entre
morfina y A’-THC paxece implicar, tanto a receptores g
supraespinales, como a receptores « espinales (datos no

' publicados) .

Kumar y cols (1990), han observado que ratas adultas
macho que habian sido expuestas a un tratamiento neonatal con A®°-
THC mostraban una mayor sensibilidad al dolor tras 1la

administracidn de morfina.
4,2.2 S8indrome de Abstinencia

Hine y cols. (1975) pusieron de manifiesto que el A’-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
sindrome de abstinencia a morfina, el mas efectivo es el A®-THC,
seguido del A%-THC, el 11-hidroxi-aA -THC, cannabidicl vy
cannabinol (Bhargava, 1976). Por otro lado, la naloxona (1 mg/kg
i.p) es capaz de inducir un sindrome de abstinencia en ratas
tolerantes a A°-THC (Kaymakcalan y cols.,1987}.

La marihuana y concretamente su principal principio
activo, el A°-THC, estimula los circuitos de recompensa
cerebrales del mismo modo que las demds drogas de abuso (Gardner
y cols., 1988) y aumenta la liberacién de dopamina en nicleo
accumbens (Chen y cols., 1989). Estos dos efectos son revertidos
por naloxona, hecho que implica un mecanismo opioide enddgeno
como mediador de la accidn euforizante de todas las drogas de

abuso, incluida la marihuana.

5. - INTERACCION DE_LOS CANNABINOIDES CON DISTINTOS SISTEMAS
DE NEUROTRANSMISION

El tratamiento de animales de experimentacién con A°-THC
produce miltiples efectos sobre la actividad de dopamina,
serotonina y otros neurotransmisores en diversas A4reas
cerebrales, con cambios en su concentracién, recambio,

biosintesis, abundancia y afinidad de los receptores respectivos.
5.1 SISTEMAS CATECOLAMINERGICOS
5.1.1 Sistema Dopaminérgico
5.1.1.1 Sistema Nigroestriatal

El A°-THC produce disminucién de la concentracidn
cerebral de dopamina (Aulack y cols., 1980), inhibicién de la
actividad de las neuronas nigroestriatales dopaminérgicas,

disminucién de la actividad motora Y de 1las conductas
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estereotipadas y aumento del tiempo de inactividad en ratas
{Navarro y cols., 1993a). Se han encontrade resultados similares
cuando el A’-THC se administrd perinatalmente (Navarro y cols.,
1994) .

En ratas macho expuestas perinatalmente a A%-THC
se observa un descenso en la actividad enzimdtica de la TH en el
estriado. En paralelo, las densidades de los receptores]% Yy D,
§¢ encuentran alteradas tras la exposicién perinatal a
cannabinoides, observandose un descenso en el nimero de estos
receptores en el estriado de ratas macho {(Rodriguez de Fonseca
y cols., 1991).

La exposicién prenatal a A?-THC aumenta 1la
expresion de la TH tanto en la cantidad de su ARN, como en la
cantidad de proteina, en el dia gestacional 14. También en los
animales tratados con A°-THC se observa un aumento de 1la
actividad de la enzima. A partir del dia de gestacién 18, se
encuentra una respuesta sexualmente dimdérfica en la expresidén del
gen de la TH tras la exposicién a A°-THC, En este dia, se produce
una disminucién en de la cantidad de ARN, de TH en los machos
expuestos a A’-THC, mientras gque en las hembras se presenta una
tendencia en sentido contrario (Ana Bonnin,Tesis Doctoral, 1995).

5.1.1.2 Sistema Mesolimbico

La administracién de A’-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 &cido homovanilico en la corteza prefrontal
y tubérculo olfatorio (Bowers y Hoffman, 1986) y elevacién del
contenido de DOPAC, dopamina y nimero de receptores D, en el &rea
limbica anterior (Navarro y cols., 1993b). Por otro lado, Chen
y cols (1990), han demostrado que el A’-THC aumenta la liberacidn
de dopamina al medio extracelular medida por microdialisis in

vivo, en nicleo accumbens. Estos efectos neuroquimicos se
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acompailan de modificaciones a nivel comportamental, como por
ejemplo, facilitacién de los procesos de recompensa cerebral
{Gardner y cols., 1988), disminucién de la motilidad sexual e
incremento de la emotividad (Navarro y cols., 1993b).

Por otra parte, se ha descrito un incremento en
la actividad presindptica de neuronas dopaminérgicas del sistema
mesolimbico en ratas macho expuestas perinatalmente a A°-THC

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

5.1.1.3 Sistema Tuberoinfundibular

La administracién de A°-THC produce una marcada
alteracidén en el proceso de liberacién de hormonas por la
adenchip&fisis. Concretamente, tras la administracién de A°-THC,
se observa una disminucién en la secrecidén de prolactina, hormona
luteinizante (LH), hormona foliculoestimulante (FSH) , hormona del
crecimiento (GH) y un incremento en la liberacién de ACTH (Murphy
y cols., 1990). Estos efectos parecen Serxr ocasionados
principalmente como consecuencia de alteracicnes inducidas por
el A'-THC en la actividad de determinados neurotransmisores
hipotaldmicos, como es el caso de la serotonina (Kramer y Ben-
David, 1978) y de la dopamina (Ferndndez-Ruiz y cols., 1992}.

En machos, la exposicién perinatal a cannabinoides
provoca un incremento  en la actividad de 1las neuronas
tuberoinfundibulares, que se refleja en incrementos en la
actividad de TH y en la produccidén de DOPAC, junto con un aumento
en la concentracién de dopamina y disminucién de la liberacién

de prolactina (Rodriguez de Fonseca Yy cols., 1991).
5.1.2 S8istemas Adrenérgicos

Los efectos de la exposicidn a cannabinoides sobre los

sistemas adrenérgico y noradrenérgico son muy parecidos a los
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producidos sobre el sistema dopaminérgico. La administracién
aguda de A*-THC a animales de experimentacidn produce una
disminucién en las concentraciones cerebrales de noradrenalina
junto con diversos cambios comportamentales (Aulakh y cols.,
1980), mientras que el tratamiento crénico conduce a incrementos
en el recambio y la biosintesis de dicho neurotransmisor
(McDougall y cols., 18992),

Lichtman y Martin (1991) han demostrado que el
antagonista o,-noradrenérgico yohimbina, cuando se administra en
la regidn lumbar produce una reduccidén en la respuesta analgésica
del A°-THC. Por otro lade, el % -THC modifica la afinidad del
receptor f-adrenérgico en corteza cerebral, aumentando la unién
de los antagonistas pero no la de los agonistas (Hillard y cols.,
1584} .

Adicionalmente, el tratamiento perinatal con extractos
crudos de marihuana (proporcién variable de A°-THC, CBN y CBD),
disminuye el nUmero de receptores o,-adrenérgicos (Walters y
Carr, 1988).

5.2 SISTEMA COLINERGICO

El hipocampo parece ser el Area més afectada por los cambios
inducidos por los cannabinoides en la transmisidn colinérgica.
Asi el A°-THC produce una disminucién en el recambio de
acetilcolina paralelamente a un incremento de su contenido
{(Tripathy y cols., 1987). En menor grado, también se afectan el
cortex, el estriado, el cerebro medio y la protuberancia. El
incrementc de los niveles de acetilcolina nc va acompafiado de una
inhibicién del enzima acetilcolinesterasa (Pertwee y cols.,

1992} .

Por otro lado, se sabe que el A°-THC y el cannabinoide
sintético levonantradol producen una potenclacidén de la

hipoguinesia inducida mediante el tratamiento con flufenazina.
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Al parecer se trata de un efecto nicotinico ya que es mimetizado
por nicotina y antagonizado por mecamilamina (Moss y cols.,
1987} .

5.3 SISTEMA SEROTONERGICO

La administracién crénica de cannabinoides causa efectos
bifasicos sobre la sintesis de este neurotransmisor.
Inicialmente, se observa un incremento significativo del
contenido cerebral de serotonina, siendo el hipotdlamo y el
cerebelo las zonas mds afectadas., Paralelamente se observa una
depresidn del comportamiento animal. Seguidamente, se produce una
fase estimulatoria, que se relaciona con una disminucién de la

serotonina en las respectivas a4reas cerebrales (Dewey, 1986).

Por otro lado, los agonistas cannabinoides bloquean la
activacidén de los receptores 5-HT, en neurconas ganglionares de
rata (Fan, 1995). Esta interaccién puede ser un posible mecanismo
gue explique algunos de los efectos comportamentales de los

cannabinoides tales como la antiemesis y la analgesia.

La exposicidn perinatal a A°-THC aumenta los niveles de
serotonina en el estriado y disminuye su contenido en el
hipotdlamo anterior, nlcleos del rafe y locus coeruleus (Molina-
Holgado y cols., 1993)., La administracidén aguda de A°’-THC produce
un deterioro de la memoria a corto plazo, aunque tal efecto
parece que no estd 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 A°-THC y los controles.
5.4 SISTEMA GABERGICO

El tratamiento con A°-THC altera la unién de diazepam vy
flunitrazepam a membranas de cerebro. Esto parece indicar
alteracioneg de la neurotransmisidén GABAérgica, ya que el lugar
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de fijacidn a benzodiazepinas es parte constituyente del complejo
GABA-receptor. Ademés, se ha observado que un andlogo del A®-THC
se une fuertemente a los sitios de unién para las benzodiazepinas
(Shan-Ching y Jakubovic, 1987).

También se ha descrito que el A?-THC presenta un efecto
sinérgico con las benzodiazepinas en la produccidén de catalepsia
en el ratdn, hecho gue puede ser debido a que el A°-THC
incremente las concentraciones sindpticas de GABA (Pertwee y
Greentree, 1988). Herkenham y cols (1991), apuntan la posibilidad
de que el receptor CBl esté localizado en neuronas estriatales

GABAérgicas.
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Objetivos

Muchas de las acclones farmacoldgicas de los opioides tales
como analgesia, depresién respiratoria, inhibicién de la motilidad
intestinal y de la actividad locomotora, también las presentan los
cannabinoides (Paton y Pertwee, 1973). Ademds, algunc de los
efectos farmacolégicos del A°-THC es blogueado por antagonistas
opiaceos como la naloxona (Reche vy cols., 1996}, la

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

Son conocidas las alteraciones que produce la exposicidn
perinatal a cannabinoides sobre el sistema dopaminérgico (Rodriguez
de Fonseca y cols., 1991). Ademds, la marihuana y concretamente su
principal principio activo, el aA°-THC, activa los circuitos de
recompensa cerebrales del mismeo modo que las demds drogas de abuso
(Gardnex y cols., 1988). Este efecto es revertido por naloxona,
hecho que sugiere la implicacién de un mecanismo opioide enddgeno

como mediador de la accidén euforizante de la marihuana.

El objetivo general ha consistido en estudiar la interaccion
de los sistemas cannabinoide y opioide centrales. Dicho objetivo

general, se ha articulado en los siguientes objetivos parciales:

1) Evaluacidn en rata del efecto del tratamiento perinatal con
A-THC sobre aspectos distintos indicativos del funcionalismo

opioide central en la progenie.

1.1) Administracién de un antagonista opidceo ¥y
observacién del eventual sindrome de abstinencia.

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

nocicepcidn.
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1.3} Estudio de la respuesta a la administracién de un

analgésico opidceo.

1.4) Estudio de la densidad de receptores opioides en

regiones discretas del SNC.

2) Explorar la posible tolerancia cruzada entre opidceos y
cannabinoides, utilizando para ello la dependencia inducida por

administracién subcrdénica de morfina en ratén.
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Materiales y Métodos

1.- MATERIATES
1.1 FARMACOS Y REACTIVOS QUIMICOS

El sulfato de morfina se obtuvo del Servicio de Restriccién
de Estupefacientes, M° de Sanidad y Consumo, Madrid, Espafia. Los
pellets de morfina fueron preparados por la Dra. M.A. Camacho,
del Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica de la
Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid. E1
A°-THC fue suministrado por el National Institute of Drug Abuse,
NIDA (EE.UU). La anandamida se obtuvo de SPI BIO, Francia. El
cremophore EL y la naloxona procedian de Sigma {(EE.UU)}.

Los reactivos orgénicos generales, asi como las sales
inérgénicas utilizadas, fueron de calidad analitica.y procedian

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

1.2 MATERIAL Y REACTIVOS UTILIZADOS EN AUTORRADIOGRAFIA
DE RECEPTORES

El compuesto (D-ala?, N-metil-fenil®,glicocola®) (tirosil-
3,5-°H) encefalina, [*H] -DAGO (actividad especifica ~60 Ci/mmol) ,
las cassettes y las peliculas autorradiogrificas Hyperfilm-’H, se

compraron a Amersham (Gran Bretafia) .

El Tris 50 mM se prepard a partir de trizma base (Tris-
.hidroximetil—aminometano) suministrado por Sigma. La gelatina,
bacitracina y el DAGO no radiactivo también se compraron a Sigma.
El sulfato de potasio vy cromo III, KCr (80,),,12 H,0, se obtuvo
de Fluka (Suiza) .

El revelador (D-19) asi como el fijador fuercn suministrados

por Kodak (Gran Bretafia)
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1.3 ANIMALES DE EXPERIMENTACION. CONDICIONES
EXPERIMENTALES GENERALES

En los experimentos de sindrome de abstinencia a opidceos
utilizamos ratones Swiss macho de 25-30 gramos {Interfauna
Ibérica, Sant Feliu de Codines, Barcelona), gue fueron
estabulados en el animalario con ciclos de luz/oscuridad de 12
horas y temperatura constante (22-23°C) hasta el momento en que

se realizd el experimento.

En los experimentos de toxicidad perinatal al AY-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 +1°C) y humedad. Los animales tuvieron

acceso permanente a comida y agua.
2.- METODOS
2.1 METODOS EXPERIMENTALES EN EL. ANIMAL IN VIVO

2.1.1 Sindrome de abstinencia a opidceos en ratén.
Efecto del A?-THC y de la ANANDAMIDA

2.1.1.1 Induccién de dependencia fisica y
precipitacién del sindrome de

abstinencia a morfina

Para provocar la dependencia fisica se utilizaron

dos protocolos diferentes:

, a) A un grupo de ratones les fue implantado
subcutdneamente (s.c), en el dorso, a la altura de la regién
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
intervencién quirdrgica, los animales fueron tratados con A°-THC
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(10 mg/kg) o anandamida (1 y 5 mg/kg). Bl A*-THC vy la anandamida,
se administraron por via i.v. 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 dia (Maldonado y cols.,
1992) . La dosis de morfina fue progresivamente incrementdndose
desde 8 mg/kg a 45 mg/kg a lo largo de un periodo de 5 dias. El
primer Yy segundo nimerc dentro del paréntesis representan la
dosis de morfina (mg/kg) inyectada a las 9 horas a.m. y 6 horas
p.m., respectivamente, en dias consecutivos: dia 1 (8,15), dia
2 (20,25), dia 3 (30,35), dia 4 (40,45%), dia 5 (45, sblamente a
las 9 horas a.m.). Dos horas después de la 1dltima dosis de
morfina los ratones fueron tratados con anandamida (0.1, 1 y 5
mg/kg) por wvia i.v. (vehiculo: Cremophore EL: Etanol: Agua
1:1:8) .

El sindrome de abstinencia a morfina fue
precipitado por inyeccién intraperitoneal (I.P.) de una dosis de
1 myg/kg (protocolo a) & 5 mg/kg s.c. (protocolo b) del
antagonista opidceo naloxona. Dicha inyeccidén se efectud 30
minutos depués de la administracién de A°-THC, o 5 minutos

después de la administracién de anandamida.

Evaluamos el sindrome de abstinencia mediante la
observacidén del numero de saltos. Para ello los animales se
" introdujeron en unos cilindros de metacrilato de dimensiones 20
"om de didmetro x 35 cm de altura. El nimero de saltos se contd
durante un perfodo de 30 minutos, medidos inmediatamente después

de la administracién de naloxona.

El peso corporal se determind 2 minutos antes de
la administracién de A°-THC o de anandamida, y 30 y 60 minutos
después de la administracién 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 estudic para discernir si el
ecto de la anandamida sobre el sindrome de abstinencia a
rfina estaba provocado por un mecanismo relacionado con vias
ioides © era Unicamente debido a un efecto sobre la actividad
comotora.

La actividad locomotora fue medida en un actimetro
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 nimero de haces de luz
rtados (ndmexro de cuadrados cruzados) se registrd
tomdticamente, La actividad locomotora se mididé Qurante 30
nutos. Los animales fueron previamente habituados a las
ndiciones experimentales durante un periode de 30 minutos 6
rags antes de la medida de la actividad. Se determind la
tividad locomotora 5 minutos después de la administracidn de
ng/kg de anandamida 1i.v.

2.1.2 Expogicién perinatal a A’-THC en la rata

Los animales utilizados fueron las crias procedentes
ratas Wistar prefladas que habian recibido una dosis diaria por
t oral de 5 mg/kg de A*-THC en 0.1 ml de aceite de sésamo desde
quinto dia de la gestacién hasta el dia veinticuatro después
. nacimiento de las crias (dia del destete). Este tratamiento
: hemos utilizado corresponde a una estimacidn corregida en
icién de la superficie corporal, peso y ruta de administracién,
. consumo crénico moderado de preparados de Cannabis sativa en
wanos (Nahas G.G., 1984). Durante todo el experimento madres
crias se mantuvieron estabuladas en grupos de 4 a B8
males/jaula, con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas y con un
'es0 continuo a comida y agua. Se procesé también un grupo
itrol que recibié durante el mismo periodo 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 naloxcna.

Utilizamos ratas de 24 dias de edad (recién
destetadas), a las que se les administré una dosis por via i.p.
de 5 mg/kg del antagonista opifceo naloxona. La existencia del
sindrome de abstinencia se evalud mediante la observacidn de 4
signos tipicos de la abstinencia a opidceos como son: ptosis
palpebral, mascado, piloereccidén vy sacudidas corporales
esponténeas. Estos experimentos se realizaron en unos cilindros
de metacrilato idénticos a los descritos en el apartado 2.1.1.1.
El tiempo de evaluacién de los signos caracteristicos del
sindrome de abstinencia fue de 30 minutos dividido en tres

periodos consecutivos de 10 minutos cada uno.

La ptosis palpebral y la piloereccién se contaron
dando un punto por la presencia del signo en cada periodo de 10
minutos, de tal manera que la méxima puntuacién posible fue 3

puntos,

El mascado y las sacudidas corporales espontéaneas
se contabilizaron contando el nimero total de veces que aparecian

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 dias de edad expuestos
perinatalmente a A°-THC., Se realizaron tres determinaciones para

cada animal, calculdndose la media.

El aparato usado fue un analgesimetro L 17106

(Letica, Espafia). Las respuestas antinociceptivas se determinaron
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midiendo el tiempo transcurrido hasta que el animal responde al
estimulo térmico (foco luminoso). La rata se inmoviliza de manera
que el foco luminoso incida sobre el tercio medio de la cola. La
intensidad del estimulo térmico se ajustd para obtener una
latencia control entre 4 y 6 segundos, Se tomd como tiempo maximo
("cut off time") aguel que puede resistir el animal a dicho
estimulo sin gue se produzca dafio tisular, quedando fijado en 15

segundos .

2.1.2.3 Efecto de la morfina en animales
adultos expuestos perinatalmente a A°-
THC.

En animales de 75 dias de edad se administrd una
dosis de morfina de 5 mg/kg por via i.p. y se determind la
latencia al test de retirada de la cola. Los porcentajes de
analgesia se calcularon para cada animal en relacién con su
propio nivel basal determinado 30 minutos antes de la
administracién de morfina {% de analgesia = (Latencia tratado -
Latencia control/l15 - Latencia control) x 100]. Cada valor fue

la media de tres determinaciones.
2.2 METODOS EXPERIMENTALES IN VITRO

2.2.1 M&todo de autorradiografia de receptores

opioides u

Se realizaron cortes de cerebro de ratas de 24 y 70
dias de edad expuestas perinatalmente a A?-THC segin protocolo

detallado en el apartado 2.1.2.

Los animales se sacrificaron por decapitacién entre las
10 v las 12 a.m. Los cerebros se extrajeron y se congelaron en
isopentanc  (-40°C aproximadamente)  durante 1  minuto vy

posteriormente se almacenaron a -80°C hasta que fueron cortados.
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Se realizaron cortes transversales (20pm) en un
criostato refrigerado Bright (-15°C) sobre portas previamente
gelatinizados. Dichos cortes de cerebro se incubaron a 25°C con
una concentracidén 3nM de [*H] -DAGO (activigad
especifica=60Ci/mmol) en Tris 50 mM (pH= 7.4} Juntoc con
bacitracina 0.2mg/ml, durante 1 hora. Después de la incubacién,
los cortes fueron sometidos a dos lavados de 5 minutos cada uno,
a 4°C en Tris 50mM (pH= 7.4). A continuacién los cortes de tejido
cerebral se secaron mediante una corriente de aire frio, y se
expusieron a una pelicula autorradiogrdfica (Hyperfilm-’H) en
cassettes X-ray standars durante 10 semanas a 4°C. Cuando termind
la exposicién, las peliculas se revelaron durante 120 segundos
a 20°C en un revelador Kodak D-19, luego se fijaron durante 5
minutos con un fijador (Kodak, fixer), y por utltimo se pasaron
por agua y se secaron. La unién no especifica se determiné
incubando los cortes con 3 nM de [*H]-DAGO y 1uM de DAGO no

marcado.

Los autorradiogramas ge analizaron con el sistema
Biocom 200 (Francia). Este sistema permite la cuantificacién de
dichos autorradiogramas mediante densitometria computerizada. Las
medidas de densidad 6ptica obtenidas (niveles de negro) se
transformaron en concentraciones (nCi/mg tejide} usando una
escala patrén de tritio (Rmersham) que comprende desde 1.30 hasta

21.20 nCi/mg de téjido equivalente.

2.3 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Todos los valores se expresan mediante un parémetro de
centralizacién, la media aritmética, y otro de dispersidén, el
error estandar de Jla media aritmética (E.S.M)., En todos los

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

experimental.

Las diferencias entre los valores de los distintos grupos

46



Materiales y Mé&todos

experimentales se analizaron utilizando el andlisis de 1la
varianza (ANOVA) de una via cuando existia una sola variable, o

de dos vias cuando existian dos variables.

Si el correspondiente ANOVA indicaba gque existian grupos
significativamente distintos {p<0.05), posteriormente se
analizaban las diferencias aplicando el test de "Newman-Keuls",
o el test de "Student-t" cuando sélc se comparaban dos grupos
experimentales. Se consideran grupos significativamente

distintos, desde el punto de vista estadistico, cuando p<0.05.
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— Resul tados

1.-_EFECTO DE 1OS CANNABINOIDES SOBRE EL SINDROME DE ABSTINENCIA A
OPIACEOS EN _EL RATON

1.1.- EFECTO DEL A’-THC Y LA ANANDAMIDA

Con el protocolo de implantacién s.c. de un pellet de morfina
(protocolo a), se observé que la anandamida a la dosis de 5 mg/kg
i.v., producia una disminucién del sindrome de abstinencia a
morfina precipitado por naloxona (1 mg/kg i.p.). Los signos
examinados fueron el nimero de saltos y la pérdida de peso medida

30 y 60 minutos tras la administracién de naloxona.

Como se ilustra en la Figura 1A, la AnNH (5 mg/kg; i.v.; 5 min
antes de la administracién de naloxona), indujo una disminucién
significativa del numero de saltos (1.9+0.8 vs 42+9.6; ANOVA I:
Fy 40= 6.84, p<0.01; NKT, p<0. 01). La misma dosis de anandamida
previnc la pérdida de peso medida 30 minutos después de la
administracién de naloxona y expresada en % sobre el peso medido
justo después de la administracion de naloxona (3.710.4 vs 5.3x0.4;
ANOVA I: F,,= 6.01, p<0.01; NKT, p<0.05, Tabla 3) y 60 minutos
después de la administracién de naloxona ( 4.140.5 vs 6.0+0.5;

ANOVA I: F,.,= 4.14, p<0.05; NKT, p<0.05, Tabla 3).

A la dosis de 1 mg/kyg, la AnNH no presenté un efecto

significativo sobre el ntimero de saltos (58+20.7 Vs 42+9.6; NS).

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

administracién de naloxona (4. 2+0.4 vs 5.310.4; NS). En cambio,

prevenir la pérdida de peso
(4.3+0.5 Vs

esta dozis si que resultd efectiva para
a los 60 minutos tras la administracién de naloxona
6.040.5; ANOVA I: Fy 3= 4.14, p<0.05; NKT, p<0.05, Tabla 3).
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gl efecto de la anandamida a las dosis de 5 y 1 mg/kg fue
rambién examinado en ratones implantados con un pellet de placebo,
encontrandose que la anandamida no producia ningin efecto ni sobre
el nimero de saltos, ni tampoco sobre la pérdida de peso (datos no

mostrados) .

E1 ANOVA I también refleja un efecto significativo para el
tratamiento con A®-THC a la dogis de 10 mg/kg i.v. sobre el numero
de saltos ( 27.1%8.3 vs 12.415.3; ANOVA I: Fy = 7.36, p<0.01; NKT,
p<0.05, Fig.1A), asi como sobre la pérdida de peso a los 60 minutos
(2.940.4 vs 5.9x0.8; ANOVA I: F;;= 11.29, p<0.01; NKT, p<0.01,
Tabla 3) y a los 90 minutos (3.1x0.3 vs 8.3+1.7; ANOVA I: F, =
7.86, p<0.01; NKT, p<0.01, Tabla 3) tras la administracidn de

naloxona.

La Figura 1B y la Tabla 3 ilustran el efecto de la anandamida
(0.1, 1 y 5 mg/kg i.v.) en el sindrome de abstinencia opiaceo
(saltos y pérdida de peso) en ratones tratados crdnicamente con
sulfato de morfina s.c. durante 5 dias (protocolo b). Asi, la AnNH
a la dosis de 5 mg/kg redujo significativamente el ndmero de saltos
(0.540.3 vs 31.9£8.8; ANOVA TI: F, = 3,93, p<0.01; NKT,
p<0.05) .También esta dosis, previno la pérdida de peso a los 30
minutos (2.4+0.4 vs 4.4+0.2 ; ANOVA I: F, ,= 4.68, p<0.01; NKT,
p<0.05) y 60 minutos (3.430.3 Vs 5.040.4; ANOVA I: F,= 4.85,
p<0.01) tras la administracidn de naloxona. Bajo estas condiciones
‘experlmentales, img/kg de AnNH provocd una reduccidédn no
significativa en el nimero de esaltos (6.0x1.7 vs 31.948.8; NS) .
Esta misma dosis prevind la pérdida de peso & los 30 minutos
(2.640.4 ve 4.440.2; ANOVA I:F, ,=4.68, p<0.01; NKT, p<0.05) y a los
60. minutos (3.240.5 ve 5.0:0.4; ANOVE I: F, ;= 4. 85, p<0.01; NKT,

p<0.05) tras la administracién de naloxona.
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Fig, 1. Efecto de la anandamida ¢ THC en el sindrome de ahstinencia a morfina precipitado por

naloxona en ratones crdnicamente implantados con pellets de morfina (A} o tratamiento s.c com
morfina{B). La anandamida a la dosis de 5 mg/kg i.v. disminuye significativamente el nimero de saltos
("'p<0.01) comparado con log animales controles, La anandamida administrada a animales implantados
con pellets de placebo o inyectados con suero salino, no produce efectos saobre el nimero de saltos.
EL THC a la dosis de 10 mg/kg i.v. también previene el efecto de la naloxona en animales implantados

con pellets de morfina {''p<0.01).

Morfina Morfina Morfina Morfina Placebo Morfina Morfina
+ + + + + + +
Vehioulo AnNH 0.1 AnNH (1) AnNH (5) Vehiculo Vehiouloe THC
il
Morfina
pellets 5,3 0.4 —— 4,2 +0.4 3.7 40.4 2,6 £0.5 5.9 0.8 2,9 0.4
30 a a
minutos (*) ) (%%}
Morfina
pellets 6,0 0.5 —— 4.3 +0.5 4,1 +0.5 3,7 0.4 8.3 #1.7 3.1 0.3
60 b b
minutos (") (*) (*) {F*)
Morfina
5.c, 4.4 +0.2 4.2 0.9 2.6 0.4 2.4 0.4 2.0 £0.4 -— -
30
minutos (%) (%) (*)
Morfina
5.C. 5,0 0.4 4.4 £0,3 3,2 +0.8 3.4 £0.3 2.9 +0.3 I .-
60
minutoa (%) (*) (*)

Tabla 3. Efectc de la AnNH y del THC ascbre 1la variacién de peso corporal en el sindrome de
Los resultados son medias & E.S.M. de 8-15

abstinencia a morfina precipitado por naloxona en ratones.
a la adminisracidn de naloxona

animales. La pérdida de pesc corporal se determind 30 y 60 minutos tra
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Y Se expresa como variacién en el porcentaje scbre =l peso corporal medido justo después d= la
administracion de naloxona. Ei. el caso del grupo del THC (Columnas 6 y 7}, la pérdida de peso
corporal fue determinada 60 minutos (a) y 20 minutos {b) tras la administracién de naloxona. AnNH,
anandamida; THC, A’-tetrahidrocannabinol.lLos valores entre paréntesis corresponden a la dosis de
anandamida en mg/kg. * P<0.05, ** P<0.0l, test de Newman- Keuls, comparando con el grupo morfina+
vehiculo.

1.2.- ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA

En cuanto al estudic de la actividad locomotora, la AnNH a la
dosis de 5mg/kg i.v induce una ligera hipolocomocién, que no es
estadisticamente significativa (tratados: 103.9122.2 frente a
controles 146.4+19.8 cuadrados cruzados, siendo N = 9-12

animales/grupo} .

2.- MODIFICACIONES DE TMPT,
EXPUR A®-THC

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

Se administrd una dosis de naloxona de 5 mg/kg i.p. a animales
de 24 dias, expuestos perinatalmente a A’-THC, y se midieron 4
signos indicativos de sindrome de abstinencia, como son la ptosis

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

En el caso de la ptosis palpebral, se observa un efecto
~significativo para el tratamiento (ANOVA II: F,g= 3.76, p<0.05) vy
‘para el sexo { ANOVA II: F,,,= 4.75, p<0.05) sin interaccidn entre
tratamiento y sexo (ANOVA II: F, .= 1.47, NS). El test de la t de
Student revela un efecto significativo del tratamiento en machos

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

Para los otros tres signos examinados (mascado, piloereccidn
y sacudidas corporales esponténeas), el ANOVA II reveld solamente
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un efecto significativo para el tratamiento (F, = 6.97, p<0.05;
Fie= 9.83, p<0.01; F,; = 6.97, p<0.01 para mascado, pilocereccidén y
sacudidas respactivamente) . Los wmachos qgue recibieron un
tratamiento perinatal con A®-THC mostraban significativamente
signos de abstinencia (test de la t de Student: t= 2.39, p<0.05; t=
3.70, p<0.01, t= 2.45, p<0.05 para mascado, piloereccién vy
sacudidas respectivamente) .,

En las hembras no se encontraron diferencias significativas
entre las que habian recibido un tratamiento perinatal con A°-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 dias.
MACHOS MACHOS HEMBRAS HEMBRAS
THC ACEITE THC 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
| sacupIDAS 2.2 + 0.6 |0.6 +0.5 |1.1 4 0.4 0.6 + 0.4
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Fig.2. La naloxona produce un sindrome de abstinencia en crfas de ratas tratadas crénicamente con
THC. Las ratas prefiadas recibieron una dosis diaria de & mg/kg de A’-THC deade el dfa 5° de geatacidn
hasta el dia 24 después del nacimiento de las crias. A las crias de 24 dias, se les adminigtré una
dosis de 5 mg/kg de nalexona i.p, y los slgnos tipicos de abstinencia fueron evaluados usando una
escala de aparicién {3,méximo-0,minimo), o contande el nimero de veces que el signo aparece. Los
valores expresados en la grafica corresponden a la media i E.S.M para cada grupo de ratas. 'P<0.05;
"P<0.01; test de la t de Student. N= 15 animales por grupo.
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2.2.- MEDIDA DE UMBRALES NOCICEPTIVOS EN RATAS DE 24, 50 Y 70
DIAS DE EDAD

La sensibilidad basal a un estimulo térmico se examind usando
el test de retirada de la cola, en machos y hembras de 24, 50 y 70
dias de edad expuestos perinatalmente a A’-THC {(Tabla 5 y Figura
3).

El ANOVA II revela solamente efecto significativo entre
tratamiento y sexo en ratas de 24 (F, ,,= 4.91, p<0.05) y 50 (F, ;=
12.43, p<0.01} dias. En el dia 70 de edad, ni el sexo, ni el
tratamiento, ni la interaccidén entre ambos fue estadisticamente

significativa.

El test de la t de Student aplicado por separadoc a machos y
hembras mostrd diferencias significativas en machos de 24 dias (t=
2.397, p<0.05) y de 50 dias (t= 2.898, p<0.01), encontréndose que
los que habian recibido un tratamiento perinatal con A?-THC
mostraban menor sensibilidad al dolor en comparacién con los

controles.

TABLA 5
Tabla de los resultados de la medida de umbrales nociceptivos
en ratas de 24, 50 y 70 dias de edad.

MACHOS MACHOS HEMBRAS HEMBRAS

THC ACEITE THC ACEITE
DIA 24 4.5 +0.2 3.9 + 0.2 3.9 + 0.3 4.2 + 0.2
DIA 50 4.4 + 0.4 3.2 £ 0.2 3.1 + 0,3 4.6 + 0.8
| DIA 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°-THC en los umbrales nociceptivos de crias de 24, 50

y 70 dias de edad, La sensibilidad al estimule térmico fue evaluada usando el test de retirvada de

1a cola. La latencia en el test de retirada de la cola se determind en los mismos animales, a las

edades de 24, 50 & 70 dias. Los valores expresados en la gréfica correspenden a la media ¢ E.§.M.

para cada grupc de ratas,'p<0.05; test de la t de Student.

2.3.- EFECTC DE LA MORFINA EN LA SENSIBILIDAD AL DOLOR DE

ANIMALES ADULTOS

En ratas adultas (75 dias)

expuestas perinatalmente a A?-THC,

se estudid el efecto de la worfina (5 mg/kg i.p.) sobre la
sensibilidad al dolor (test de retirada de la cola), calculéndose
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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 MACHOS HEMBRAS HEMBRAS
THC ACEITE THC ACEITE
% DE 35.5 % 10.5 [ 71.7 + 10.2 | 21.1 + 6.6 |11.6 + 4.7
ANALGESIA
100 g

M Machos
% Rombras

Fig.4. Efecto de la moxfina en la sensibilidad al dolor de crias nacidas de ratas tratadas
crénicamente von A’-THC. En el dia 75 de vida postnatal, estas crias recibieron una dosis de 5 mg/kg
de morfina i.p. La sensibilidad al estimulo térmico fue evaluada midiendo las latencias al test de
retirada de la cola 30 minutos despuds de la administracién del f&xmaco. El porcentaje de analgesia
fue calculado para cada animal en relacién a su latencla basal determinada 30 minutos antes de la
administracién del farmaco [% de analgesia = (Latencia tratado - Latencia control/15 - Latencia
control} x 100]. Log valores expresados en la gradfica corresponden a la media i BE.S5.M, para cada
grupo de ratas. 'P<0.05; ''P<0.01; test de la t de Student,

El ANOVA II, reveld un efecto significativo para el sexo (F ;4=
18.01, p<0.01) y para la interaccién entre sexo y tratamiento (Fy 6=

6.52, p<0.01), pero no para el tratamiento (F, = 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 A*-THC respecto a sus
correspondientes controles. Dicho efecto no se observd en el caso
de las hembras (test de la t de Student: machos t= 2.249, p<0.05;
hembras t= 1.08, NS).

2.4.- AUTORRADIOGRAFIA DE RECEPTORES OPIOIDES pu

Los estudios de densidad de receptores opicides p en
diferentes regiones cerebrales en animales de 24 y 70 dias de edad
expuestos perinatalmente a A?-THC, muestran que el tratamiento
perinatal con 4°-THC, produce cambios en la densidad de receptores
opioides g en la mayoria de las estructuras cerebrales estudiadas

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

Las regiones cerebrales examinadas se presentan en la Figura
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Fig.5 Localizacién autorradiografica de la fijacidn de [*H] -Dago a

distintas regiones de cerebro de rata.

©pU; caudado-putamen, ACCU: Nicleo accumbens, FRPAM: Corteza prefrontal, DG: @iro dentado (Hipocampol,
CAl: Capa molecular del hipocampo, CAZ2: Capa molecular del hipocampo, CA3: Capa molecular del
hipocampo, CM: Nicleo centro-medial (T&lamo), RE: Nicleo Reuniens (Tdlamo}, MD: Nicleo medio-dorsal
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{Tdlamo) , LD: Nicleo latero-dorsal {T&lamo), VL: Nfcleo ventro-lateral (Tdlamo), MHB: Habénula, LP:
PMCO:

Wicleo latero-posterior (T&lame), LA: Nicleo lateral {Amigdala), ME: Ndcleo medial (Amigdala),

Nicleo posteromedial-cortical (Amigdala), ©O: Coliculos superiores, SN; Sustancia negra, VTA: Area
ventral-tegmental, PAG: Sustancia gris periacueductal, IPC: Niicleo interpeduncular, MGD: Nicleo

geniculado medio-dorsal.
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En la Tabla 6 y en la Figura 6, aparece reflejado que los
machos de 24 dias de edad expuestos a A°-THC, presentaron un
aumento en la densidad de receptores opidceos p en el Area CAl del
hipecampo, en el ndcleo lateral de la amigdala, en el &area ventral-
tegmental, en la sustancla gris periacueductal y en el nlcleo
geniculado medio-dorgsal. Las hembras de esta misma edad expuestas
perinatalmente a A°-THC, mostraron una disminucién en el nimero de
receptores en el caudado-putamen, en el nicleo accumbens y en
diferentes nicleos taldmicos (centro-medial, medio-dorsal, latero-
dorsal, ventro-lateral, nicleo reuniens), asi como en los nicleos
medial y posteromedial-cortical de la amigdala y en el nicleo
interpeduncular.

En los animales de 70 dias expuestos perinatalmente a A?-THC
(fabla 7, Fig. &), los machos mostraron una disminuciédn en 1la
densidad de receptores opioides p en el caudado-putamen, en el
nicleo posteromedial-cortical de la amigdala y en el nidcleo
intexrpeduncular. En cambio, se detectd un aumento en la densidad de
receptores y en los ndcleos talamicos centro-medial, medio-dorsal
y latero-dorsal. En las hembras, este tratamiento produjo un
incremento de receptores opidceos p en el cortex prefrontal, en el
irea CA3 del hipocampo, en el nicleo posteromedial-cortical de la
amigdala, en la sustancia negra, en el Area ventral-tegmental, en
la sustancia gris-periacueductal, en el nicleo interpeduncular y en
el nicleo geniculado medio-dorsal. En la habénula se detectd una

‘disminucidén en la densidad de receptores p.

En las tablas 8 y 9, el andlisis de varianza de doble via
(ANOVA II)}, muestra que el tratamiento con A’-THC tiene un efecto

diferente en machos gue en hembras en la mayoria de las regiones

estudiadas.
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Fig.6. Efecto del tratamjiento perinatal con

A’-Tetrahidrocannabinol en la densidad de receptores

opiaceos W en ratas.
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CPU = Caudado Putamen, ACCU = Nicleo Accumbens, FRPAM = Cortex

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

Molecular CA2, CA3 = Capa Molecular CA3.
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TALAMO: CM = Nicleo Centro-Medial, RE = Nicleo Reuniens,

MD = Nicleo Medio-Dorsal, LD =

Ventro-Lateral.

Nicleo Latero-Dorsal, VL = Nicleo
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MHB = Habénula, LP = Nicleo Latero-posterior talamico
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AMTEDALA: LA = Ndcleo Lateral, ME = Nicleo Medial, PMCO = Nicleo

Pogsteromedial-Cortical.
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ﬂ DIix 24 MACHOS HEMBRAS “

; I

" ESTRUCTURA i ACEITE | THC I t STUDENT I <) | ACEITE | TBC 1 t STUDENT | P "
" CPU | 2.94%0.35 I 3.2+0.30 I 0.564 I N5 | 4.18+0.10 | 2.54+0.24 I 2.669 | <0.08 "
“ ACCU I 3.3310.35 I 2.77+0.11 i 1.534 l NS ’ 3.531%0.30 l 2.72E0.09 I 2.626 i <0.05 “
II FREAM l 2.42x0.23 [ 2.15+0.41 i 1.089 I NS [ 2.2210.14 I 2.61+0.13 l 2.211 ] NS ﬂ
n DG l 3.1610.43 I 3.0810.20 I ¢.395 I NS | 2.8510.20 1 3.28+0.22 | 1.442 | NS "
" CAl ! 1.87£0.08 E 2.14%0.12 I 2.859 l <D.05 | 2.0210.20 I 1.841x0.11 i 0.963 E NS I|
" Chz2 l 2.13+0.14 ! 2.3110.1% I 0.777 l NS [ 2.30x0.21 ] 2.39+0.16 i 0.337 { NS ‘“
" Ca3 I 2.6710.20 I 2.63x0.16 1 0.226 l NS I 2.44%0.29 I 3.12+0.17 1 1.987 | NS

“ (=} | 4.82+0.26 I 4.55+0.37 I 0.728 I NS | 5.88+0.35 I 3.8620.16 1 5.258 I <0.01 "
It RE | 4.6610.38 | 4.76x0.26 ! 0.211 I NS l 6. 68%0.61 I 3.5410.24 l 4.782 ' <0.01 "
" MD | 5.93+0.31 ! 5.60£0.64 I 0.474 I NS ] 7.2520.87 | 3.76x0.15 I 3.974 | Q.01 “
!l 1D | 2.86%0.16 ] 3.60£0.29 I 2.237 1 NS 1 3.3810.15 l 2.10%0.09 | 13.44 1 <0.01 "
ﬂ VL l 4.2110.30 1 4.47x0.19 | 1.358 | HS ] 5.25%0.30 ; 3.40+0.12 | 6.292 1 <0.01 "
p MHE ‘ 4.03£0.24 | 4.77+0.31 | 1.873 | NS | 4.1620.41 l 3.5410.48 | 1,281 i HS u
" iP I 3.91x0.27 | 4.3940.31 I 1.17 ‘ NS I 4.89%0.26 l 4.7610.14 | 0.506 | NS5 “
“ LA | 2.86x0.32 I 4.21x0.21 | 3.518 1 <0.05 | 3.64x0.32 | 3.75x0.25 | 0.284 l N5 “
" ME | 2.5840.38 | 2.7040.11 | 0.842 I NS l 3.90+0.13 1 2.19+0.17 ' 13.439 | <0.01 "
" PMCO | 4.62+0.41 l 5.18+0.35 I 1.028 | NS | 6.29%0.10 i 3,0520.26 | 11,487 l <0.01 "
" o I 3.35£0.33 I 4.0420.12 I 1.833 | NS | 4.1240.44 | 3.81+0.16 ‘ 1.785 | NS ) ) "
" SN l 2.43x0.20 I 2.8740.32 ] 1.167 I NS ] 2.55%0.19 l 2.24+0.19 i 1.13 ! Hs “
" VTA ’ 2.13%0.10 ] 2.90+0.20 I 3.436 I <0.0%5 1 2.68£0.21 | 2.4620.36 | 0.516 l NS l
" PAG I 2.2840.16 I 3.1630-26 ] 2.824 | <0.05 | 2.93+0.16 | 2.63£0.12 l 1.501 | NS I
" IBC I 1.24+0.10 | 2.1010.39 1 0.914 | HS I 2.1Bx0.23 ! 1.35%0.2 ‘ 3.621 ‘ <0.05 I
" MDD l 2.8920.15 1 5.41+0._17 i 14.04 I <0.01 l 5.00£0.42 ] 5.1440.11 | 0.897 ! HE |

Tabla 6. Efecto de la exposicién perinatal a A’-THC en la densidad de receptores opioides u en ratas de 24 dias de edad. Para
cada regién, cada valor corresponde a la media + E.5.M. de 4 animales_ Para cada animal, la densidad se calculd a partir de
4-8 medidas del mismo cerebro.
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" DIA 70

; MACHOS HEMERAS
E] ESTRUCTURA ACEITE THC t STUDENT ! P ACEITE THC [ + STUDENT P l[
H CPU .8610.53 -1410.24 .67 I <0.01 -37£0.23 .99+0.30 I 1.77 NS "
" ACCU . Q80 .21 .9810. 60 - 01 l NS -6910.41 -0B£0.42 I 1.03 ’ NS "
“ FRPAM .17:0.14 .0740.23 37 I NS -430.11 .3610.26 l 3.42 I <0.05 "
“ DG .5210.11 -8410.22 -B2 I NS -56+0.21 .73%0D.32 I 0.94 I NS "
” Cal -76+0.12 .9110.21 .92 ] NS .79+0.10 .7140.21 I 0.45 [ HS [!
“ Cca2 -8430.14 .1540.33 -13 I NS -3110.22 .8410.12 [ 1.95 | NS ‘i
" ot i) -64+0.12 .89+0.24 05 l NS -36%£0.11 -75%0.10 l 3.36 | <0.035 ﬂ
“ = L45940.11 -1540.24 10.81 l <0.01 .63+0.52 -310.90 ] 0.32 ] RS ”
“ RE .021+0.57 .B610.32 -24 I NS -4210.20 .50+0.44 | 2.32 I HS "
I Mh. .71£0.24 -47+0.30 .55 | <0.01 .53+0.50 .45+0.32 i 0.14 f NS H
] LD .57%0.32 +2720.12 .51 l <0.05 D1x0._40 28£0.23 J 2.30 I NBE "
I VL -32+0.21 .92+0.68 .86 ‘ NS 8430.13 99%0.51 | 2.25 | NS "
“ MHEB -88+0.13 .67£0._61 .32 I <0.01 9430.32 0420.12 ’ 2.78 I <0.05 "
“ LP -5240.26 -19i0.35 .87 I NS 85£0.10 -8710.46 ‘ 2.15 I HS "
“ LA .1%D.61 -19+0.40 -23 | NS 5.354£0.15 .6910.44 | 3.5%0 I <0.01 "
“ ME -08%0.11 .868+0.28 -63 | NS 2.6610.21 -12+0.23 | 2.20 | NS H
“ PMCO -1%0.09 .3310.47 .71 | <0.01 2.43%0.32 -BB10.31 | 7.74 | <0.01 "
“ o .0740.16 .78%0.52 .53 1 NS 3440.14 6310.33 l 0.8 f NS "
“ SN -061+0.22 . 79+0.31 .78 I Ns 3240.08 T1i+0.10 I 3.45 I <0.05 "
.ﬂ .B2+0.34 I -7730.21 .22 l N5 .25%0.15 1.89+0.17 ' 3.45 I <0.05 "
PAL .1340.13 I .9310.42 -47 l NS .50%0.15 2.2610.12 | a.63 ! <a.01 I
“ IrC -1540.14 ! .5310.11 .60 l <0.01 6910.14 4240.26 | 2.47 | <0.05 "
“ MGD .4310.48 ‘ 4.06+£0.73 .50 | us 1040.41 84+0.47 I 2.65 I <0.05 II

Tabla 7. Efecto de la exposicién perinatal a A’-THC en la densidad de receptores opioides i en ratas de 70 dias de edad. Para
cada regidnm, cada valor coxrxespende a la media £ E.S.M. de 4 animales. Para cada animal, la densidad se calculd a partir de

4-8 medidas del mismo cerebro.
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e T e e, S——r—, HM—‘T_-W_-“". 4*7
DIA 24 SEXO TRATAMIENTO ’_I;;ERACCIDN SEXO  x
TRATAMIENTO
ESTRUCTURA F ANOVA D F ANOVA P F ANOVA P j
CPU 9.43 <0.01 ¥ 0,57 0.46 3.04 6.11
accu 0.09 0.77 8.18 <0.05 0.25 0.62
FRPAM 0.72 0.41 0.20 8.66 a.91 <0.G5 +
0.00 0.97 0.79 0.39 1.89 0.19
cal 0.45 0.52 0.14 0.72 4.44 0.08
caz 0.48 ¢.50 0.58 0.46 0.08 0.80
[ X] 0.45 D.52 2.84 6.12 3.55 0.08
<Y G.48 0.50 18.12 <0.01 = 10.47 <0.01 &+
RE 0.589 0.34 14.34 <0.01  #x 16.24 <0.01
MD' 0.58 0.46 9,87 <0.01 17.19 <0.01 s+
1D §.39 <0.01 2.55 g.14 35.16 <0.01 ww
VL 0.01 0.94 20.75 <0.Q1  ww 36.31 <0.DI  *w
MAB 1.09 0.10 0.04 0.84 4.76 <0.05 w
1P 7.67 <0.05 = 0.51 0.49 1.58 0.23
La 0.31 0.58 6.89 <0.05 « 4.89 <0.05 *
ME 20.74 <0.01 ik T1.85 <D.01 b 94 .41 <0.01 ww
PMCo 0.58 0.46 15.40 <0.01 = 38.78 <€0.01 ==
co 1.65 0.22 0.73 0.41 5.93 <0.05 #
SN 1.21 0.29 0.07 0.79 2.69 0.12
VTA 0.06 0.82 1.37 ¢.26 4.32 0.06
PAG .11 0.75 2.36 0.15 10.24 <0.01
1P 0.16 6.70 0.01 0.94 13.64 <0.01  #w
MGD | 6. 00 <0.01 +% 135,06 <0.01 == 108.56 <€0.01  *%

Tabla 8. Anflisis de varianza de dob.
recsptores opicides .

le via {ANOVA IT}) del efecto del
en ratas de 24 dias de edad.
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DIA 70 l SEX0 I TRATAMIENTO INTERACCION  SEXO  x
TRATAMIENTO

" ESTRUCTURA i F ANOVA | P I F ANOVA I p [ F ANOVA I P
I ceu | 0.28 | .60 | 5.69 [ <001 #» | 24.18 | <001 <«
” aAccu | 0.07 | 0.80 | 2.63 | o.0s | 0.46 | 0.51
| Fream | 15.47 | <0.01 = [ .01 | <005 s | 7.47 [ <o.05 «
I os | 0.0s | 0.77 | 377 | 0.07 | 0.35 | 0.56
| can | 0.45 [ 0.50 ! 0.08 | 0.70 | 0.90 I 0.36
| caz | 0.21 | 065 | 0.20 | o.s6 | .62 | 0.05 |
I cas | 2.45 | 0.14 l 5.81 | <0.05 = | 0.27 I 0.61 |
" o | 1.48 | 0.2s | a.a3 | <0.05 | 7.96 | <0.05 « |
| re | 25.0 | co.01 w [ 1.20 | o.20 | 2.36 | 0.15 I
I wo , 17.80 | <0.01 %+ | 16.23 | <0.01  w , 18.23 | <0.01 %= I
I o | 403 | <0.05 « | 0.38 | o.55 | 10.62 | co.01 w= I
| v | 2.78 [ 0.12 | 10.86 | <0.01 = [ 0.06 [ 0.6 |
| s | 4.74 | <0.05 « | 6.24 [ <005 = | 12.06 | <001 ox I
F] ip | 2.00 Po.10 | 606 | co.05 | 0.37 | o.55 [
" LA | 1.17 I 8.30 | 7.47 I <0.05 * | 5.28 | <0.01 wx |
u ME | 8.65 ] <0.01 %= l 3.68 ' o.08 | 3.83 ! 0.38
" PHMCO ] 14.11 I <0.01 ** | 5.43 | <0.05 * , 88.28 I <0.01  *+
" o I 1.88 l 0.19 ’ 0.00 I 0.9% I Q.80 | 0.3% "
" SN { 18.91 I <001 | 0.42 ] 0.53 ] 12.27 ’ <0.01 %%
" VTA | 2.34 | 0.15 | .26 | 0.06 | 5.01 | <0.05 %
" PAG | 1.92 ’ 0.16 I £.93 f <0.05 * | 20.37 ' <0.01 el H
| zec [1.76 | 0.2 l 0.12 | 0.74 I 17.23 | <0.01 W i
" MGD i 0.30 l 0.59 I 1.91 | 0.19 I 4.52 | 0.05 "

Tabla 9. Andlisis de varianza de doble via (ARNOVA II)
receptores opicides u en ratas de 70 dias de edad.

del efecto del tratamiento perinatal econ A’-THC en la densidad de
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1.-SINDROME DE ABSTINENCIA A OPIACEQS EN EL RATON

La dependencia fisica es un estado que adquiere un organismo
tras el contacto repetide con un fadrmaco o sustancia, merced al
cual aparecen un conjunto de signos y sintomas en el momento en el
que el farmaco, © sustancia en general, deja de actuar sobre el
organismo. Este conjunto de signos y sintomas es lo que se denomina
sindrome de abstinencia. La aparicidn de este sindrome define la
existencia de dependencia fisica,

Para la induccidn de la dependencia fisica a morfina en el
ratdén, utilizamos dos protocolos distintos, la implantacidn s.c. de
un pellet de morfina (San Martin Clark y cols., 1993), o bien la
administracién s.c. durante 5 dias de dosis crecientes de morfina
{(Maldonado y cols., 1992}).

1.1.- EFECTO DEL A?’-THC Y LA ANANDAMIDA

Nuestros resultados muestran que tanto la anandamida como el
AS-THC, reducen los signos tipicos del sindrome de abstinencia a
opidceos en ratém. Este efecto lo hemos observado con los dos
protocolos de induccién de dependencia fisica a morfina. En ambos
casos, la AnNH a la dosis de 5 wg/kg, reduce de forma significativa
los signos tipicos del sindrome de absinencia a morfina. Por otra
parte, la AnNH, a esta dosis, estd exenta de efectos significativos
 sobre la locomocidn. Esto indica que la reduccidn de los signos
tipicos del sindrome de abstinencia a opidceos, no es debida a una

inhibicién indiscriminada de la actividad locomotora.

La disminucién de los signos tipicos del sindrome de
abstinencia a opidceos observada en animales tratados con AnNH,

sugieren que este compuesto endégeno, al igual que el A®-THC, puede

73



Discusién

modular la actividad de vias neuronales implicadas en la expresién
de los signos fisicos de la dependencia a opidceos. Las propiedades
tanto farmacoldgicas como bioquimicas de la AnNH, parecen indicar
gue esta molécula pudiera ser el ligando enddgeno del receptor
central de cannabinoides (Smith y cols.,1994). Nuestros resultados
podrian ser interpretados tomando como base los efectos
neuroquimicos y comportamentales producidos por el A°-THC en
roedores. Entre estos efectos podemos destacar gue Holtzman y cols
(1969) han demostrado una disminucidn en la actividad
noradrenérgica cerebral, tras la administracién de bajas dosis de
A’-THC. De hecho, los signos de abstinencia opiloide se han
relacionado con una exacerbacién de la actividad noradrenérgica en
locus coeruleus, Por esta razdn, en determinadas ocasiones, se
emplean en clinica agonistas adrenérgicos del tipo de la clonidina
para atenuar los sintomas del sindrome de abstinencia a opiéceos.
La accidén de este farmaco sobre el SNC consiste en inhibir la
actividad de neuronas noradrenérgicas por estimulacién de los
autorreceptores o, adrenérgicos (Gold y cols., 1978; Meyer Yy
Sparber,1976). Por otro lado, hay ciertas evidencias de la
existencia de una interaccién entre los sistemas opioide vy
cannabinocide, cuyo estudio ha constituide el objetivo fundamental
de esta Tesis Doctoral. En el afio 1987, Vaysse y cols. pusieron de
manifiesto la existencia de una modulacién alostérica de los
receptores opidceos p y 6 por los cannabinoides. Welch (1993) ha
demostrado gque la analgesia producida por los cannabinoides es
atenuada por la administracién i.t. del antagonista del receptor
opidceo « nor-binaltorfimina. De hecho, en nuestro laboratorio
‘{Reche y cols., 1996), se ha puesto de manifiesto que la naloxona
blogquea parcialmente la respuesta analgésica del A°-THC, y que
ademis la administracién i.t. de un antisuero de conejo de
antidinorfina A(1-8) también produce un blogueo de la analgesia
inducida por A°-THC. Por otro ladoe, 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 opléceos y cannabinoides estén ligados a sistemas
efectores similares, es posible que exista una colocalizacidn de
ambos receptores en las mismas neuronas. Aungue todavia la
colocalizacidn neuronal de ambos tipos de receptores no se ha
demostrade (Mailleux y Vanderhaeghen, 199%2; Mansour y cols., 1988,
para la distribucién de receptores cannabincides Yy opidceos
respectivamente), si se ha visto que ambos tipos de receptores
coexisten en estructuras cerebrales implicadas en la nocicepcidn y
en el desarrollo de dependencia a opidceos 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 interaccién entre AnNH y morfina a nivel de sus
sistemas de transduccién podria considerarse como responsable de la
disminucién del sindrome de abstinencia que se produce en los
animales pretratados con morfina. Otra posibilidad es que el A%*-THC
6 la AnNH produzca una estimulacidén del sistema opioide enddgeno,
ya que se ha demostrado (Kumar y cols., 1990) que ratas gue han
recibido un tratamiento neonatal con A°-THC presentan un aumento en

log niveles diencefdlicos de péptidos oploides enddgenos.

Por otro lado, el efecto de la AnNH/A®-THC sobre el sindrome
de abstinencia podria interpretarse como resultado de la
disminucién de la actividad locomotora (Villarreal y cols., 1973).
Fride y Mechoulam (1993) han demostrado que tanto la AnNH como el
_4°-THC producen una marcada hipolocomocién en el ratdn cuando son
‘administrados 1.p. a una dosis de 3 mg/kg. Nosotros encontramos que
la dosis de 5 mg/kg i.v., que es la dosis efectiva para disminuir
los signos de abstinencia opioide, produce una ligera
hipolocomocidén, pero gue 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 AnNH como
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un agonista endodgeno del receptor central de cannabinoides vy
proporcionan un soporte adicional a la supuesta interrelacién entre

los sistemas opioide enddgeno y cannabinoige.

Es posible que los agonistas cannabinoides puedan modular el
sistema opioide endbgeno y en consecuencia, si extrapolaramos a
humanes, los cannabinoides podrian sexr utilizados como una terapia
alternativa en el tratamiento de la deshabituacién a opidceos,
siempre empleando dosis que per se estén, por su parte, del todo
exentas de actividad alucindgena.

2.~ BEXPOSICION PERINATAL A A°-TETRAHIDROCANNABINOL EN LA RATA

El tratamiento perinatal con A®-THC consiste en la
administracién de este compuesto disuelto en aceite de sésamo a
ratas prefiadas desde el dia 5° de la gestacién hasta el dia 24
postnatal, dia aproximado del destete de las crias, Este
tratamiento corresponde a una estimacidn corregida en funcidén de la
superficie corporal, pesc y ruta de administracidn, del consumo
crénico moderado de preparados de Cannabis sativa 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) vy excretados en la leche materna durante la lactancia
~(Jakubovic y cols, 1977) . Asi se ha demostrado que la progenie de
madres que han sido expuestas a cannabinoides durante los periodos
de gestacidén y lactancia, presenta miltiples alteraciones
neuroquimicas y comportamentales. La mayoria 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 validacidn de este modelo de tratamiento, el
equipo de investigacién del Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Facultad de Medicina de la U.C.M. dirigido por el
Dr.Ramos, ha demostrado que la dosis de A’-THC utilizada no produce
cambios significativos en la ingesta de agua y comida de la madre,
nli tampoco en la ganancia de peso progresiva a lo largo de la
gestacidn y lactancia. Por tanto, se puede descartar que los
efectos observados sean consecuencia de una malnutricién de 1la
madre, inducida por la administracidén del A°-THC, hecho que a su
vez, podria afectar a las crias. Tampoco se ha encontrado que el
tratamiento perinatal con A%-THC, en estas condiciones
experimentales, produzca diferencias en el tamafio de la camada,
duracién de la gestacién, proporcidn en el nimero de hembras/machos
y mortalidad prenatal y postnatal. Otros autores si han encontrado
cambios en estas variables aunque en sus estudios se utilizaba una
dosis mayor de A°-THC (15-50 mg/kg de peso), o una mezcla de
cannabinoides. Dewey {1986) ha sugerido que la combinacidn de
cannabinoides u otros compuestos en el extracto crudo de hachis,
como por ejemplo, alcaloides, terpenos, fenoles y flavonoides,
puede ser mucho més tdxica que la administracién Gnica de A°-THC,
ya que se sabe que existen acciones sinérgicas e incluso
antagénicas entre estos compuestos. Walters y Carr (1986) estén a
favor de este argumento, ya que han observado que la exposicidn
perinatal a extracto crudo de hachis induce un aumento de la
mortalidad prenatal de las crias, asi como una disminucidn de su
:pesc> 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 NALOXONA EN RATAS DE 24 DIAS

El antagonista opiclide naloxona provoca un sindrome de
abstinencia parecido al opiocide en ratas macho recién destetadas

expuestas a un tratamiento perinatal con A’-~THC.

La inducciédn de un "sindrome de abstinencia opioide" por
naloxona en ratas recién destetadas, apunta indirectamente a una
alteracidn del sistema opioide enddgeno producide por la exposicidn
perinatal del cannabinoide. Sin embargo, hay que decir gue las
respuestas comportamentales ‘"dominantes" en el sindrome de
abstinencia a opi&ceos, tales como el nimero de saltos {(Maldonado
y cols., 1992), no se observaron en los animales perinatalmente
expuestos a A’-THC y posteriormente tratados con naloxona. Estamos
pues, ante un sindrome de abstinencia mas débil que el opioide.
Quizds esto pueda ser debido a que el A*~-THC, al ser un compuesto
altamente lipdfilo, tiende a acumularse en tejido adiposo desde
donde se va liberando lentamente. Por esta razdn, la caida de 1la
concentracidn plasmidtica no es tan brusca como en el caso de los
opidceos, y podria explicar la existencia de este sindrome de

abstinencia mds débil (Agurell y cols, 1986},

Se han propuesto varias hipdtesis para explicar la interaccidn
entre receptores opioides Yy cannabinoides. Segln se apuntd con
anterioridad, se postula una modulacién alostérica de la fijacidn
de los opioides (Vaysse y cols., 1987} o una interaccién de ambos
tipos de drogas con un sistema neuroefector comin (Welch, 1993}. Es
posible gque una interaccidén del A°-THC, en estados ontogénicos
tempranos, con los receptores opioides o, alternativamente, con Sus
sistemas efectores pueda resultar en cambios permanentes €n la
funcionalidad del sistema opicide. Ambos tipos de receptores,
opicides y cannabinoides, estan acoplados a sistemas neurcefectores
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similares a través de proteinas G;. Sharma vy cols (1575)
demostraron que la administracién crénica de opidceos, producia un
aumento en la actividad de 1la adenilatociclasa de caracter
compensatorio. Dicho aumento es una consecuencia del cambioc en la
proporcién de las formas activa e inactiva de la enzima mds que en
la cantidad total de la misma (Wilkening y Nirenberg, 1980), Como
se apuntd en el apartado 1.1 de esta discusidn, una hipdtesis es
que si ambos tipos de receptores estuvieran colocalizados en las
mismas neuronas, un tratamiento crénico con morfina & A’-THC podria
implicar un wmecanismo celular adaptativo, gue se podria
materializar en un aumento en la actividad de la adenilatociclasa.
Por tanto, la administracién de naloxona en estas condiciones,
podria inducir un incremento brusco en los niveles de AMP. que
podria ser responsable de las alteraciones comportamentales y
neuroguimicas observadas en los machos de 24 dias expuestos
perinatalmente a A°-THC. Aunque la colocalizacién de ambos tipos de
receptores no se ha demostrado, estos receptores estdn localizados
en estructuras cerebrales tales como la sustancia gris
periacueductal (PAG) la cual parece jugar un papel importante en el
desarrollo de la dependencia fisica a opidceos (Maldonado y cols.,

1992 .

Por otro lado, Kumar y cols (1983, 1984) demostraron una
elevacién en los niveles diencefdlicos de met -encefalina y 8-
endorfina después de la administracién aguda y crénica de A*-THC a
ratas adultas. También, Xumar {1990}, demostxrd que ratas macho
‘adultas qgue habian recibido un tratamiento neonatal con A*-THC (2
‘mgj'kg), presentaban un aumento en los niveles de met-encefalina y
B-endorfina en el &area diencefalica {area anterior hipotalémica-
predptica e hipotalamo medio-basal). Esto podria justificar que
ratas expuestas perinatalmente a AT-THC desarrollen un sindrome de

abstinencia al administrar naloxona.
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2.2.- UMBRALES NOCICEPTIVOS Y EFECTO DE LA MORFINA EN ANIMALES
EXPUESTOS PERINATALMENTE A A°-THC

La exposicidén perinatal a A°-THC produce una disminucién en la
sensibilidad basal a un estimulo térmico (test de foco calorifico)
en machos de 24 y 50 dias expuestos perinatalmente a A°’-THC. En
animales adultos, observamos que los que habian estado expuestos a

A*-THC mostraban tolerancia al efecto analgésico de la morfina (5
mg/kg 1.p).

El incremento de los umbrales nociceptivos se observa en los
machos de 24 y 50 dias pero no en el dia 70. Esto nos lleva a
pensar, en primer lugar, que la disminucién en la sensibilidad al
dolor podria ser debida al propio A°-THC, que tiene una semivida
plasmdtica muy larga debido a que se almacena en tejido adipeso.
Sin embargo, las hembras tratadas perinatalmente con A°-THC no
mostraron cambios en la respuesta al estimulo térmico. Esta
diferencia en cuanto al sexo podria 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

natacién forzada (Baamonde y cols., 1989).

Por otro lado, estos resultados sugieren que el tratamiento
crénico con A?-THC durante el desarrollo del SNC podria modificar
‘la funcionalidad de circuitos neuronales relacionados con la
percepcién del dolor, como por ejemplo las vias monoaminérgicag ©
el sistema oploide enddgeno. Se ha demostrado que los cannabinoides
pueden alterar el recambio de catecolaminas en &areas hipotalémicas
e inhibir los mecanismos de recaptacidén de monoaminas in vitro
(Poddar y Dewey, 1980). También se ha comprobado que la exposicién
perinatal a extractos de hachis modifica la ontogenia de neuronas
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dopaminérgicas cerebrales (Rodriguez de Fonseca y cols., 1891).
Esto estd de acuerdo con la implicacidn de las catecolaminas en las
respuestas antinociceptivas de los cannabinoides (Ferri y cols.,
1986) . De hecho, se ha comprobado que el antagonista noradrenérgico
o, yohimbina (i.t.), es capaz de atenuar la respuesta analgésica
del A°-THC (Lichtman y Martin, 1991). En nuestro laboratorio, Reche
v cols (1996) han demostrado que el antagonista del receptor
opidceo k nor-binaltorfimina y la administracién de un antisuero de
antidinorfina A(1-8) bloguean la respuesta analgésica de A%-THC.
Esto sugiere que el A°-THC podria inducir 1la liberacién de
dinorfina en médula espinal. Estos resultados estdn en consonancia
con los experimentos de Mason ¥ Welch {1996), en los gue se
demuestra la presencia de dinorfina y Leu-encefalina en ligquido
cefalorraguideo de animales tratadoe con A°-THC. Por otra parte, en
nuestro laboratorio, también se ha puesto de manifiesto un aumento
en 1la expresién de prodinorfina en médula espinal en animales

sometidos a un tratamiento subcrdénico corn AY-THC (datos no

publicados) .

ror otro lado, cuando examinamos el efecto antinociceptivo de
la morfina en ratas macho adultas (75 dias) que recibieron
tratamiento perinatal con A*-THC, observamos gque los animales
tratados con A°-THC mostraban una menor sensibilidad al efecto de
1a morfina. Resultados de alguna manera relacionados, han sido
descritos por otros autores. Asi ratas macho que habian recibido
~A®-THC durante el periodo neonatal, mostraban un incremento en met-
‘encefalina y B-endorfina en el hipotélamo (Kumar y cols., 1990}.
Esto sugiere gue el tratamiento perinatal con A’-THC podria
implicar, a largo plazo, cambios en mecanismos gque intervienen en

el dolor, y que estéan relacionados con el sistema opioide.
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2.3 .~ AUTORRADIOGRAFIA DE RECEPTORES OPIOCIDES pu

La exposicién perinatal a A’-THC produce cambios en la
densidad de receptores opicides p en ratas de 24 y 70 dias de edad.
Estos cambios se originan en diferentes &reas cerebrales que estan
relacionadas directamente con comportamientos modulados por el

sistema opioide y con la percepcidén del dolor.

El tratamiento crénico con A*-THC en ratones que reciben la
droga va en estado adulto, no modifica la fijacién de [°H]-DAGO a
los receptores opioides p en cerebro y médula espinal (Thorat y
Bhargava, 1994). Resultados obtenidos por nuestro grupo de
investigacién y por otros autores, han demostrado que tanto la
exposicién perinatal como la exposicidn en una etapa temprana del
desarrollo a A’-THC, origina en ratas adultas profundos cambios en
la percepcién dolorosa, asi como en parametros neuroguimicos
relacionados con el sistema opicide. La mayoria de los cambios
observados se caracterizan por un marcado dimorfismo sexual. Asi,
nosotros hemos puesto de manifiesto que machos adultos (75 dias de
edad), y no hembras, expuestos a A®-THC, muestran tolerancia al
efecto analgésico de la morfina sin modificacién en la sensibilidad
pasal ante un estimulo doloroso (Vela y cols., 1995} . Por otxo
lado, como ya se ha apuntado varias veces a lo largo de esta
discusgidén, se ha demostrado que el tratamiento neonatal con A°-THC
incrementa los niveles hipotaldmicos de los péptidos opioides met-
encefalina y B-endorfina en ratas macho adultas (Kumar y cols.,
1990) . Estos resultados han sugerido, que la exposicién a A°-THC
durante la ontogenia y maduracidén del SNC, produce efectos a largo
plazo en la funcionalidad del sistema opioide enddégeno. El hecho de
existir diferencias significativas en la densidad de receptores
opidceos p en ratas expuestas perinatalmente a A%-THC, proporciona
un soporte neurcanatémico que podria servir para interpretar la
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influencia del A°-THC en una serie de comportamientos relacionados
con €l sistema opioide,

Para la discusidén de estos resultados autorradiogréficos, nos
podemos hacer dos preguntas distintas. Una cuestidn seria si el
efecto del tratamiento perinatal con A’-THC puede ser debide a una
interaccidén especifica con receptores opidceos en estadios muy
tempranos de la ontogenia. Otra posibilidad es gque el efecto del
A*-THC sea debido a una alteracién inespecifica del proceso de
maduracidn del SNC.

Los receptores opioides p se detectan en el SNC embrionario
de rata en el dia 14 de gestacidén (Kent y cols., 1982; Kornblum y
cols., 1987; Spain y cols., 1985; De Vries y cols., 19290) . Aungue
la afinidad del A’-THC por receptores opidceos es muy baja, como se
apunté con anterioridad, los cannabinoides pueden inhibir la unidn
de los opioides a sus receptores por un mecanismo alostérico
(Vaysse y cols., 1987), y por tanto, los receptores opléaceos p
podrian ser una diana susceptible para el A°-THC. Por otro lado, el
A-THC puede estimular la actividad del sistema opioide enddgeno ya
que los antagonistas opioides bloquean la mayoria de las acclones

farmacolégicas del A®-THC (Dewey 1988).

También la exposicién perinatal a A®*-THC produce tolerancia a
los efectos analgésicos de la morfina en ratas macho adultas (Vela
y cols., 1995). Por dltimo, para justificar el hecho de que el A°-
:THC pudiera estimular la actividad del sistema opioide endégeno, es
importante destacar que existe un mecanismo opioide endbgeno que
media la accién euforizante de la marihuana, ya que la naloxona
blogquea el incremento en la liberacién presindptica de dopamina en

numerosos nicleos cerebrales relacionados con mecanismos de

recompensa {Gardner y Lowinson, 1991) .
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Adicionalmente, se ha sugerido que los receptores opiocides y
cannabinoides es posible que estén acoplados al mismo sistema de
segundos mensajeros (Welch, 1993). Teniendo en cuenta este hecho,
se podria explicar que la interaccién, en estadios ontogénicos o
postnatales, del A°-THC con 1los receptores opioides o,
alternativamente, con sus sistemas efectores, podria implicar

cambios permanentes en la funcionalidad del sistema opioide.

Aungue no se ha demostrado el efecto del A°-THC en 1la
ontogenia y desarrollo postnatal de las neurcnas opioidérgicas y de
los receptores opiédceos, si que existen datos en la literatura que
demuestran que el tratamiento perinatal con A*-THC produce
alteraciones dependientes del sexo en la funcioconalidad de 1la
transmisién dopaminérgica (Bonnin, 1993a, 1993b, 1994). La dopamina
juega un importante papel en el desarrollo y maduracidn de otros
sistemas de neurotransmisidn, incluyendo el sistema opioide. Se ha
sugerido, que la dopamina, regula la organizacién y la densidad gde
receptores opidceos u ya que las lesiones por 6-hidroxidopamina, en
ratas neonatales, se traducen en efectos a largo plazo en la
gistribuciédn de receptores opioides u 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 p (Troverc y cols.,1990). Ademas, la activacidn
de receptores opiocides p también altera la actividad dopaminérgica
{De Vries y cols., 1990; De Vries y cols., 1991), sugiriendo que la
dopamina y los receptores opidceos u estén integrados en el mismo
'circuito regulador durante la maduracidén del SNC, y por tanto, la
alteracién de uno de ellos produciria importantes cambios en el

obro.

Con respecto a las diferencias observadas entre machos Yy

hembras, el dimorfismo sexual también e ha observado en oOtros
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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 sblo en machos
recién destetados expuestos perinatalmente a A°-THC, la naloxona
produce un sindrome de abstinencia parecido al opioide (Vela y
cols., 1995). Recientemente, sge ha demostrado (Martin y cols.,
1996) la existencia de una diferencia en el ©patrén de
autoadministracién de morfina en ratas adultas expuestas
perinatalmente a A®-THC, siendo las hembras expuestas a 4°-THC las
que presentan una mayor frecuencia de autoadministracidén 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
autoadministracién entre los animales expuestos a A’-THC y los
controles. Por tanto, se trata de un efecto aparentemente
especifico de alteracién del sistema opioide enddégeno. Estos
resultados, se pueden justificar, en parte, por el aumento en la
densidad de receptores opidceos u en regiones cerebrales de gran
importancia en los fendmenos de recompensa como es por ejemplo el
srea ventral-tegmental. Estos datos, confirman en cierta medida el
conocido como "efecto trampolin® de las "drogas blandas" hacia el
consumo de las "drogas duras", ya gque las hembras expuestas
perinatalmente a A°-THC se muestran mas proclives a la

autoadministracidén de opliaceos.

El origen del dimorfismo sexual que observamos siempre en
'todos estos efectos, todavia no se conoce. Una hipétesis es que
Ipuede existir una relacién con un potencial efecto estrogénico,
mediado por receptor, de los cannabinoides. Asi, se ha visto que
los estrégenos producen un aumento en la densidad de receptores
opioides p en el tdlamo e hipocampo de ratas ovariectomizadas y una
disminucidén en la densidad de vreceptores K en hipotdlamo ¥
estriado. También, se ha demostrado que la densidad de receptores
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opidceos | esta expuesta a cambios en ratas hembras en funcién del
ciclo menstrual {(Martini y cols., 1989). Existe amplia literatura
sobre el fendmeno de la existencia de respuestas sexualmente
dimérficas tras la exposicidn perinatal a drogas de abusc (Robinson
y cols., 1993; Forgie y Stewart, 1994; Snyder-Keller, 1995).

En consecuencia, el tratamiento perinatal con A°-THC produce
cambios considerables en la densidad de receptores opidceos p 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 A°-THC y que estén

relacionados con el sistema opioide.

Los resultados presentados en esta memoria aportan méas
evidencias de 1la existencia de una interaccidn del A®-
Tetrahidrocannabinol, principal principio activo de la marihuana,
con el sistema opioide central en roedores. Asi, se ha puesto de
manifiesto, que la anandamida es capaz de reducir los signos
tipicos del sindrome de abstinencia a opiédceos en ratones. Por otro
lado, la exposicién perinatal a A’-THC induce importantes efectos
sobre el sistema opioide, ya que la naloxona es capaz de provocar
un sindrome de abstinencia en ratas de 24 dias expuestas
perinatalmente a dicho cannabinoide. Ademas, otros parametros
comportamentales como el efecto analgésico de la morfina, se
muestran modificados como consecuencia de la exposicidén perinatal
a A~THC. Por dltime, hemos comprobado que la exposicidén perinatal
a A°-THC, produce cambios considerables en la densidad de

‘receptores opioides p en ratas de 24 Yy 70 dias de edad en distintas

regiones cerebrales relacionadas directamente con comportamientos

modulados por el sistema opicide y con la percepcidén del dolor.

Todos estos resultados, se pueden interpretar considerando que

el A°-THC produce una activacién del sistema opioide enddgeno, ©
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pien se pueden justificar como consecuencia de la existencia de una
modulacién alostérica de la fijacién de los opidceos & una
interaccién de ambos tipos de agonistas, opidceos y cannabinoides,
con un sistema neuroefector comin.

Hay gue indicar que el fénomeno de la drogodependencia ha
experimentado en los dltimos aflos un notable incremento en nuestro
medio, destacando especialmente el aumento del niimero de mujeres
consumidoras. Dado, que la mayor parte de las mujeres consumidoras,
se encuentra en edad fértil, es facil imaginar un elevado niimero de
mujeres embarazadas adictas, cuyo uso de téxicos propiciaria una
situacién de alto riesgo durante la gestacién. Los resultados
presentados en esta memoria amplian el conocimiento sobre la
interaccién del Cannabis con un sistema de neurotransmisiodn
concreto, el sistema opioide. Teniendo en cuenta los escasos datos
de que se Qispone sobre la peligrosidad del uso de las llamadas
ldrogas blandas" en mujeres embarazadas, consideramos de gran
importancia la profundizacién en el estudio de drogas que se vienen
considerando como poco nocivas, como es el caso de la marihuana,
analizando su interaccidén con distintos sistemas de

neurotransmisién, asi como las repercusiones posibles para la

progenie.
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_ Conclusiones

1) El cannabinoide endégeno anandamida es capaz Qe prevenir el
sindrome de abstinencia a opidceos en ratdén. Esta observacién
sugiere la existencia de tolerancia cruzada entre opioides vy
cannabinoides en esta especie animal.

2) La exposicidén  perinatal de la rata a a%-
Tetrahidrocannabinol produce alteraciones funcionales Yy
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 distorsidén en la percepcidn dolorosa, asi como una

sensibilidad alterada al efecto analgésico de la morfina.

4) Neuroguimicamente, la exposicidén perinatal a A% -
Tet rahidrocannabinol da lugar a variaciones de la densidad de
receptores u oploides en distintas &reas cerebrales, tanto en ratas

recién destetadas como adultas.

5) Los efectos de la exposicién perinatal a A*-THC sobre el
sistema opiolde en la rata, presentan un dimorfismo sexual, con una

mayor incidencia en machos con respecto a las hembras.

6) Las observaciones experimentales descritas en esta memoria
confirman la existencia de una interaccién de los sistemas

‘centrales opioide y cannabinoide en roedores.
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