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Sistema Cannabinoide.

1 .Introduccion al sistema cannabinoide

El sistema cannabinoide enddgeno es un importante sistema de
modulacion de mdltiples respuestas fisioldgicas tanto a nivel central como
periférico, constituido por una serie de receptores cannabinoides, ligandos
enddgenos y enzimas involucradas en la biosintesis y degradacion de estos
ligandos. Debe su nombre al hecho de que su descubrimiento se produjo en el
seno de la investigacion sobre los mecanismos de accion de los compuestos

psicoactivos de la planta Cannabis sativa.

La planta contiene aproximadamente 400 compuestos quimicos
diferentes, de los cuales 60 forman parte de la familia de los cannabinoides
(fitocannabinoides). Los fitocannabinoides son sustancias que forman parte del
metabolismo secundario de la planta que se presentan de forma casi exclusiva en

algunas variedades de la misma (Dewey, 1986)

Aunque las primeras referencias historicas del uso de dicha planta con
fines médicos y recreativos datan de hace mds de 4000 afios, no fue hasta
pasada la mitad del siglo XX cuando se identificé la estructura quimica de su
principal compuesto activo, el A’- tetrahidrocannabinol (A’-THC) ( Mechoulam y
Gaoni, 1965). Dicho hallazgo supuso el inicio para afios de investigacidn
fructifera, los cuales se encuentran resumidos en las referencias que se

muestran en la tabla 1.

Los compuestos cannabinoides son algo mds que los constituyentes
psicoactivos de una droga de abuso. El término “cannabinoide” abarca todos
aquellos compuestos que son activos sobre el sistema enddgeno de sefializacién
de tipo cannabinoide, e incluye no sélo a los compuestos derivados de la planta
Cannabis sativa (“fitocannabinoides"), sino también a los compuestos enddgenos
que forman parte de este sistema de neuromodulacion ( Ramos y Ferndndez-Ruiz,

2003).

e —————————————————————e——————————————————————————— e
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Tabla 1. Resumen de los eventos mas relevantes en el campo de la

investigacion sobre el sistema cannabinoide.

Evento Fecha Referencia

Primeros usos 3000 Mechoulam, 1986;
médicos del cannabis Dewey, 1986

Aislamiento del A°- 1964 Gaoni y Mechoulam,
Tetrahidrocanabinol 1964

Cannabinoides Dewey, 1986;
sintéticos 1980-1988 Mechoulam y cols., 1987.

Descrlpcmfm Fje los 1988 Devane y cols., 1988
receptores cannabinoides

Clonacion
cartografia cerebral de Io\s/ ASILERIEID 7 G5 o

o 1990 1990, 19912; Matsuda vy
receptores  cannabinoides
cols., 1990
CB1
Howlett y cols.,
1986; Howlett 1995; Mackie
, y Hille, 1992; Mackie y cols.,
Neurofarmacologia CB1 1988-1995 1995; Deadwyler y cols.
1995; Bouaboula y cols.,
1995.
Devane y cols.,

Aislamiento y 1992; Di Marzo y cols., 1994;
bioquimica de la 1992-1995 Sugiura y cols., 1996; Cadas
anandamida y cols., 1996; Desamaud y

cols., 1995
Fride y

Neurofarmacologia Mechouolam, 1993; Crawley

de |a anandamida 1993-1997 y cols., 1993; Feder y cols.,
1993; Smith y cols., 1994;
Beltramo y cols., 1997.

Sintesis del Rinaldi-Carmona y

. 1994
antagonista de CB1 cols. , 1994.

Aislamiento v Mechoulam y cols. ,
funciones del 2-araquidonil 1995-1997 1995; Sugiura y COIS".1995;
glicerol, Stella y cols., 1997; Bisogno

y cols ., 1997

Identificacion y Ledent y cols., 1999;
funciones del transportador 1999 Steiner y cols., 1999; Zimmer
de la anandamida y cols., 1999

Clonacién y 1996-2002 Cravatt y cols., 1996,

funciones de la FAAH

2001; Sipe y cols., 2002
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Actualmente se conocen muchos de los elementos que forman parte del
sistema endocannabinoide y se han disefiado herramientas farmacoldgicas
(ligandos sintéticos y otros compuestos capaces de actuar sobre diversos
puntos de su metabolismo y mecanismos de accion) que han permitido en los
Ultimos afios avances fundamentales en el conocimiento de este sistema que han

abierto las puertas a miltiples potenciales acciones terapéuticas.

A partir de los hallazgos que han acontecido en el dltimo tercio del siglo
XX, el conocimiento sobre la complejidad del sistema endocannabinoide y su
relevancia fisioldgica ha ido creciendo sin cesar y ha permitido descubrir el
importante potencial terapéutico que presenta en numerosas patologias,

incluyendo los trastornos emocionales ( Fowler, 2005)

Uno de los principales inconvenientes de su uso son los efectos psiquicos
que producen y que fueron utilizados en ocasiones como complemento en
prdcticas religiosas, o simplemente para la blisqueda de placer. A lo largo del
tiempo, los cannabinoides han pasado por etapas de uso generalizado, por otras

de un uso mds restringido o incluso por largas etapas de prohibicién.

Los endocannabinoides, junto con los receptores cannabinoides cldsicos
tipo 1(CB1) y tipo 2 (CB2), y la maquinaria bioquimica para su sintesis y
degradacién, conforman el sistema endocannabinoide. A pesar de haber
establecido los cimientos de este sistema cannabinoide enddgeno, las
investigaciones prosiguen y los descubrimientos que se realizan en relacién a
nuevos ligandos enddgenos, precursores de rutas de sintesis alternativas,
mecanismos de regulacion de las enzimas implicadas en su sintesis y degradacidn,
etc., son constantes. Actualmente siguen siendo numerosas las incdgnitas que
rodean a ciertos elementos del sistema endocannabinoide; sin embargo, hay un
punto que no admite discusion, y es la importancia de un correcto
funcionamiento de este sistema para el mantenimiento de la homeostasis, ya que

se han observado cambios en el sistema endocannabinoide en numerosisimas

12
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situaciones patoldgicas. Por este motivo, la manipulacién farmacoldgica de este
sistema se ha planteado también como una herramienta terapéutica muy

prometedora en el tratamiento de diversas patologias.

1.1 Cannabinoides enddgenos o endocannabinoides.

Los endocannabinoides se definen como compuestos enddgenos
producidos en diferentes drganos y tejidos, capaces de unirse a los receptores
de cannabinoides. En la actualidad se han identificado varios tipos de
cannabinoides enddgenos, todos de naturaleza lipidica y derivados de dcidos

grasos polinsaturados de cadena larga (figura 1).

Noladin Eter Virodhamina
it 2 OH
— = OH
Anandamida (AEA) 2- araquidonoil glicerol (2-AG)

N-araquidonoildolamina (NADA}

Figura 1. Estructura quimica de algunos cannabinoides endégenos.

De manera similar a los neurotransmisores cldsicos, los
endocannabinoides son sintetizados en las neuronas, liberados en el espacio
sindptico donde activan receptores de membrana y finalmente inactivados por
recaptacién y degradacion enzimdtica. No obstante, los endocannabinoides
presentan una clara diferencia respecto a los neurotransmisores cldsicos ya que

no se almacenan en vesiculas sindpticas. De modo que los endocannabinoides son
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mediadores que se sintetizan segin la demanda (Di marzo, y cols., 1994), y
actdan en las proximidades del lugar dénde se han liberado, siendo rdpidamente

inactivados una vez han actuado (Piomelli, 2003).

Los Ligandos enddégenos mds estudiados hasta el momento son
anandamida ( AEA) ( Devane y cols., 1992) que fue el primer endocannabinoide
descubierto y 2-araquidonoil glicerol (2-AG) ( Mechoulan y cols., 1995) que a
pesar de ser descubierto posteriormente parece ser el agonista cannabinoide
selecto por excelencia ( Sigiura y cols., 2002). También se conoce la existencia
de otros endocannabinoides de mds reciente descubrimiento y cuya importancia
bioldgica aln estd por determinar como noladin éter y virodhamina (Porter y

cols., 2002); NADA y N-oleoildopamina (Pertwee y cols., 2008).

Metabolismo de los endocannabinoides: Sintesis,

liberacion, recaptacion y degradacion.

Sintesis y liberacion. La sintesis y liberacién de anandamida
(AEA) en las neuronas se produce por un mecanismo dependiente de
aumento de la concentracién de calcio, producido por despolarizacion
o bien por activacion de un receptor metabotrdpico acoplado a
proteina Gy/11 (Mackie, 2006).Todavia ho se ha descrito un mecanismo
realmente eficiente para la sintesis de AEA. Dos rutas posibles de

sintesis de AEA serian:

e LA AEA se sintetiza desde un dcido graso presente en la
membrana lipidica, N-araquidonoilfosfatidiletanolamina (N-ArPE) o
N-acil-fosfatidiletanolamina, interviniendo enzimas de hidrélisis
como la fosfolipasa € (PLC) (liu y cols., 2008) o la hidrolasa Abh4
(Simén y cols., 2006).

14
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e La AEA se sintetiza gracias a una enzima fosfolipasa D
dependiente de calcio recientemente clonada (NAPE-PLD) (Okamoto
y cols., 2007). Esta enzima hidroliza N-ArPE dando como resultado

AEA y dcido fosfatidico.

Recaptacion. Al ser compuestos lipofilicos podrian atravesar la
membrana por difusion (Hillard y cols., 2003). Pero se ha comprobado
que la cinética de recaptacion no responde a la ley de Fick para
procesos de difusion simple. El transporte de anandamida es un
proceso saturable que se inhibe farmacoldgicamente (Fowler vy
Jacobsson, 2002). De este modo es evidente que debe existir un
transportados especifico, sugerido por primera vez por Di Marzo y
cols., 1994. Este mecanismo de transporte seria bidireccional,
pudiendo funcionar tanto para introducir los cannabinoides liberados

como para liberarlos tras su sintesis (Di Marzo, 2008).

Degradacion. La anandamida se metaboliza por cuatro
mecanismos principales: Hidrélisis producida por la amidohidrolasa de
dcidos grasos (FAAH) (Cravatt y cols., 1996), Oxidacién por
Citocromo P450 mitocondrial (Bomheim y cols., 1995), Oxidacién por
Cicloxigenasa2 y a través de la Lipoxigenasa (Guindon y Hohmann,

2008)
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Figura 2. Formacién e inactivacion de anandamida.1l y 2. Sintesis de anandamida, 3.
Interaccién con el receptor, 4. Recaptacion y 5. Degradacion (Piomelli y cols., 2000).

1.2 Compuestos cannabinoides

El termino cannabinoide inicialmente describia aquellas sustancias
que tienen estructura carbociclica con 21 carbonos formados por tres anillos,
ciclohexano, tethrahidropirano y benceno (estructura de dibenzopirano).
Existen hasta 60 cannabinoides diferentes en la planta, variando en su
concentracién dependiendo de la variedad de la misma, de las condiciones de
cultivo, de la regidn y clima donde se cultive, etc. Los principales cannabinoides
exdgenos son A’-tetrahidrocannabinol (THC), A®-tetrahidrocannabinol (A® -

THC), cannabidiol (CBD), cannabinol (CBN).

D EEEE———————e e e —
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El A’-THC es, de todos los componentes de la planta, el
cannabinoide con mayor potencial psicoactivo. Presenta un marcado cardcter
hidrofébico que hace que tanto su distribucion en el organismo como su
eliminacion presenten diferencias con lo descrito para otras drogas de abuso. El
AB-THC tiene un perfil farmacoldgico muy parecido al del A’-THC, aunque sus
efectos son mds débiles, solo aparece en algunas variedades de la planta y su

concentracién siempre es menor (Mechoulam y cols., 1992).

El CBN tfambién tiene propiedades psicoactivas, que son
aproximadamente una décima parte de las descritas para el A’-THC. Presenta
mayor afinidad por el receptor CB2 que por el CB1. Su actuacién sobre el
receptor CB2 en esplenocitos y timocitos, provoca en dltimo término una
disminucién de la tfranscripcion del gen para la interleuquina-2(IL-2). El
descenso en la liberacién de IL-2 explicaria en parte la capacidad de
inmunomodulacion atribuida a los cannabinoides, dado que esta proteina
participa en la regulacion de la actividad del sistema inmune (Condie y cols.,

1996).

El CBD es un compuesto biciclico, al estar el anillo de tetrahidropirano
escindido. Es un cannabinoide prdcticamente desprovisto de propiedades
psicoactivas, razon por lo que se estdn investigando sus posibles efectos clinicos.
Asi, el tratamiento con CBD atenla algunas de las alteraciones psicoldgicas
inducidas por altas dosis de THC (0,5 mg/kg), como por ejemplo los sentimientos

de ansiedad y de pdnico (Zuardi y cols., 1982)

Se ha atribuido al CBD un papel neuroprotector al comprobar su
actuacion como antioxidante frente a los efectos oxidativos producidos en las
neuronas ante la liberacion de glutdmico (Hampson y cols., 1998). También ha
sido relacionado desde hace tiempo con el sistema inmune. Recientfemente se ha
visto que en algunas lineas celulares del sistema inmune inhibe la liberacién de
varios tipos de citoquinas (IL-8, IL-10, TNF-a, IFNy). Estos resultados, que

indican  sus  posibles  efectos  beneficiosos en  enfermedades
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inflamatorias/autoinmunes y en artritis, también advierten de su peligrosidad en
relacién con el SIDA, tumorogénesis e inflamacién alérgica en pulmones

(Srivastava y cols., 1998).

Las propiedades farmacolégicas de estos compuestos dependen de
su estructura quimica. Pequefias modificaciones en estas estructuras pueden
provocar cambios importantes en su actividad. Asi el estudio de las relaciones
entre estructura y actividad ha permitido disefiar andlogos estructurales,
modificando su marcado cardcter hidrofébico o aumentando la afinidad por sus
receptores, que han resultado de gran utilidad para su estudio farmacoldgico y

fisioldgico (Howlett y cols., 2002).

Metabolismo del A‘-tetrahidrocannabinol y

Farmacocinética

La molécula de THC (Figura 3) es bastante inestable, pudiendo
ser degradada por calor, luz, dcido y por oxigeno atmosférico. La
cinética varia dependiendo de la via de administracién. Por via oral
THC es captado principalmente por coabsorcién con lipidos y su
biodisponibilidad se ve reducida debido a su sensibilidad a la acidez
gdstrica y por el metabolismo hepdtico e intestinal (Bobes y Calafat,
2000). En cambio por via inhalatoria su biodisponibilidad es mayor,
apareciendo rdpidamente en la sangre. La entrada de THC en sangre y
su posterior distribucién en tejidos es muy rdpida y su cinética es
parecida a una administracién intravenosa. Tras aspirar el humo de un
cigarrillo de marihuana o hachis los efectos son inmediatos,

alcanzando su mdximo a los 20-30 min, pudiendo durar unas 2-3 horas.

Tras la administracion aguda de THC se acumula en tejidos
como pulmén, rifién, higado corazén, bazo, corteza adrenal, tiroides y
tejido adiposo, y sin embargo en testiculos y cerebro se encuentra en
menor concentracién. De hecho la porcién que pasa al cerebro es de

alrededor de 0,6%. La baja proporcidn que pasa al cerebro a pesar de

e —————————————————————e——————————————————————————— e
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su liposubilidad, parece ser consecuencia de unién a lipoproteinas
plasmdticas. Solo alrededor del 3% del THC en sangre se encuentra en
forma libre. Por ofro lado debido al cardcter hidrofébico de esta
molécula, se acumula en tejido adiposo, siendo este, junto con el bazo,
los principales depésitos tres dias después del cese de la

administracidn.

CH;

H;3C
H;C

Figura 3. Estructura quimica de A?-tetrahidrocannabinol (THC)

El A°-THC se metaboliza principalmente en el higado por el
sistema microsémico hepdtico, originando gran cantidad de
metabolitos. Otros dérganos como el pulmon e intestinos también
participan en menor medida en su metabolismo. La primera enzima que
actlia en el catabolismo de THC es el citocromo P-450, que la oxida a
derivados mono-, di- o trihidroxilados (Matsunaga y co/s., 1995). Los
compuestos hidroxilados son transformados, posteriormente, en otros
metabolitos de naturaleza menos hidréfoba, por ruptura de la cadena
lateral y oxidacion al correspondiente dcido carboxilico. El 9-carboxi-
THC es el principal compuesto que se elimina por orina usdndose como
marcador del consumo de la droga (Gustafson y co/s., 2004). La vida
media del THC en el organismo varia dependiendo de los hdbitos de
consumo, siendo en humanos alrededor de 50 horas de media, que
puede ser mds reducida en usuarios crénicos de la droga. Estas

variaciones, podrian relacionarse con una induccion de las enzimas que
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lo metabolizan o con un mayor secuestro por parte de los distintos

tejidos (Bobes y Calafat, 2000).

2 . Receptores del sistema endocannabinoide

El cardcter altamente lipofilico de los cannabinoides naturales dificulté
durante afios la identificacién de los receptores especificos para este tipo de
sustancias. De hecho algunos autores atribuian inicialmente los efectos
farmacoldgicos del THC a su interaccién con la membrana celular alterando sus
propiedades (Lawrence y Gill, 1975). A pesar de que esta teoria no puede
descartarse totalmente, actualmente estd claro que la mayoria de los efectos

que producen los cannabinoides estdn mediados por receptores especificos.

Enfre los receptores que participan en el sistema endocannabinoide
tenemos los receptores de cannabinoides propiamente dicho CB1y CB2, y luego
un amplio nimero de receptores, y canales iénicos de los que ain queda mucho
por estudiar, pero que en principio, segun la literatura actual son activados o
inhibidos por el grueso de ligandos cannabinoides, cannabimiméticos y por
aquellos agonistas de receptores CBly/o CB2, no-cannabinoides. Aunque claro

estd, con eficacias y potencias dispares.

e (CB1

o (B2

e GRP55

e GRP119

o Receptores o canales vanilloides TRPV1, TRPV2 y TRPA1

o Los receptores nucleares PPAR,y PPAR,

e Otros receptores acoplados a proteina G: p-adrenoreceptores,
receptor de 5-hidroxitriptamina, receptor de acetilcolina de tipo
muscarinico, receptor opioide, receptor de adenosina y receptor
parecido a imidazol.

e Receptor de acetilcolina de tipo nicotinico, receptor ionotrépico
de glutamato y receptor 5-HT;.

e Receptor de glicina

e —————————————————————e——————————————————————————— e
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¢ Canal de calcio
e Canal de potasio
e Canal de sodio
Aunque hay que sefialar que la interaccién de los ligandos por estos
receptores no-CB1/no-CB2 se realiza a concentraciones superiores a las que
actlan sobre los receptores cannabinoides, que solo algunos de los ligandos
cannabinoides tienen accién sobre estos receptores, pero no todos, y que en el
caso de los canales muscarinicos, de sodio, y receptores de acetilcolina, opioides,
5-HT; y de glicina, los agonistas CB1/CB2 se unen a sitios diferentes de los

sitios activos tipicos de éstos. (Pertwee, 2010)

2.1 Receptores cannabinoides.

Los receptores cannabinoides se denominan por las siglas CB y un
subindice que indica el orden en el que fueron descubiertos (Howlett, 2002).
Hasta el momento hay dos tipos de receptores de cannabinoides identificados
CB1 y CB 2. Estos dos receptores pertenecen a la familia de los receptores
metabotrdpicos acoplados a proteina G (GPCRs) que atraviesan 7 veces la
membrana plasmdtica. Presentan un dominio amino-terminal extracelular, un
dominio carboxi-terminal intracelular y en su estructura se encuentran residuos
especificos tipicos como sustratos de fosforilacién, lugares de fijacion de

ligandos, lugares de unién a proteina G, etc. (Figura 4)
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Figura 4. Estructura del receptor CB1 humano. Se representa tres regiones exfracelulares (ET,
E2 y E3), fres intracelulares (C1, C2 y C3) y los siete dominios transmembrana (TM1-7).
También estdn representadas las regiones importantes para la interaccién con proteinas Gait
y Gai2 (loop intracelular C3) y para la interaccién con proteinas Gao y Guai (region C terminal)
(Mukhopayay y cols., 2002.

Desde el punto de vista filogenético, CB1 y CB2 se asemejan a los
receptores de esfingosina-1-P (S1P;5) implicados en la regulacién de la

supervivencia y crecimiento celular (Huwiler y cols., 2008).

El receptor CB; (Devane y cols., 1988) es un polipéptido de entre 472-
473 aminodcidos organizados en una secuencia tipica, alfamente conservada para
todas las especies estudiadas. Este receptor media, entre otros, los efectos
psicoactivos, motores, y de perdidas cognitivas y de memoria de los
cannabinoides tanto en humanos (Gerard y cols., 1991) como en ratas (Matsuda y

cols., 1990),

Se ha descrito una variante del ARN mensajero de CB1 resultante de un
proceso de “splicing” alternativo (Shire y cols., 1995). A este receptor se le
denomina CBla de acuerdo con la normativa de la IUPHAR (Intrernational Union
of Basic and Clinical Pharmacological). Es una isoforma con 61 aminodcidos menos

en el extremo amino-terminal que a pesar de presentar un modelo de
D EEEE———————e e e —
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distribucion y propiedades parecidas al receptor CB1, su nivel de expresidn es
mucho menor y no ha sido detectado /n vivo, por lo que hasta el momento no

existen pruebas concluyentes sobre su papel farmacolégico

Localizacion
Este receptor se localiza fundamentalmente en el sistema nervioso
central, donde es mds abundante que otros receptores para neurotransmisores
(Helkenham y cols., 1991b; Tsou y cols., 1998). Su distribucién neuronal se
encuentra en estrecha relacion con muchos de los efectos farmacoldgicos que

producen los cannabinoides.

La mayor densidad se localiza en los ganglios basales (sustancia negra,
globo pdlido, nicleo entopeduncular y caudado-putamen lateral), en la capa
molecular del cerebelo y en ciertas partes del hipocampo (regién CA3 del asta
de Ammén y capa molecular del giro dentado) . Esta localizacién explicaria los
efectos de los cannabinoides sobre la actividad motora y sobre la memoria y
aprendizaje (Herkenham y cols., 1990). La densidad de este receptor es mds
moderada es las capas I y IV de la corteza, mientras que un escaso nimero de
receptores se encuentran en hipotdlamo, tronco encefdlico y médula espinal. En
estas regiones se asocian a los efectos neuroendocrinos y con el control

nociceptivo, respectivamente.

A pesar de la baja densidad de los receptores en el hipotdlamo, los
cannabinoides  inducen  hipotermia después de una administracion
intracerebroventricular o tras una inyeccién directamente en el drea predptica
(Fitton y Pertwee, 1982). De todas formas, esta baja densidad de receptores en
el tallo cerebral (drea que controla las funciones cardiovasculares vy

respiratorias) explica la baja toxicidad y ausencia de letalidad de la marihuana.

A nivel periférico encontramos también receptores CBl en bazo,

amigdalas, corazon, préstata, testiculos, (tero, ovarios y en terminales
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nerviosos simpdticos a nivel presindptico (Galiegue y cols., 1995; Isahac y cols.,

1996).

En cuanto a la ontogenia, los receptores CBl1 aparecen en edades
tempranas del desarrollo, presentando en el cerebro una distribucion transitoria
que va variando durante el periodo de maduracion hasta alcanzar el perfil
clasico del estado adulto (Berrendero y cofs., 1998). Pudiendo estar relacionado
con eventos del desarrollo como son la proliferacion y migracién celular, la

elongacidn axonal y la sinaptogénesis (Fernandez-Ruiz y cols., 2000).

A menor escala los receptores cannabinoides CB1, se encuentran
preferentemente en las fibras presindpticas y en terminales, y menos en
cuerpos celulares vy dendritas (Herkenham y co/s., 1990; Herkenham y cols.,
1991b; Mailleux y Vanderhaeghen, 1992; Pettit y cols., 1998). Existen muchas
evidencias electrofisioldgicas que sugieren que la localizacién presindptica tiene
su fin en la modulacién de la liberacion de diferentes tipos de
neurotransmisores (Schilicker y Kathmann, 2001). El receptor de cannabinoides
CB1 colocaliza con botones sindptico de liberacién de receptores como GABA
(Katona y cols., 1999; Hajos y cols., 2000), glutamato (Gerdeman y Lovinger,
2001), Dopamina (Cadogan y cols, 1997; Tandra y cols., 1997:Kathmann y cols.,
1999; Cheer y cols., 2003), noradrenalina (Schlicker y cols., 1997; Kathmann y
cols.,1999; Trendelenburg y co/s., 2000; Tzavara y cols., 2001) y serotonina
(Nakazi y cols.,2000; Egashiray cols.,2002).

El Receptor CB2 (Munro y cols., 1993) es un polipéptido de 347-360
aminodcidos. Presenta una homologia global del 44% (68% en las regiones
transmembrana) con los receptores CB1, y exhibe mds divergencia en cuanto a

homologias entre especies que los receptores CB1 (Begg y cols., 2005).

Localizacion
Estos receptores cannabinoides son principalmente periféricos. Se

localizan abundantemente en las células hematopoyéticas, asi como en distintos

e —————————————————————e——————————————————————————— e
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tipos celulares del sistema inmune, hecho por el cual se le atribuyen los efectos
inmunomoduladores de los compuestos cannabinoides (Mato y cols., 2003). Asi
pues, los receptores CB2 estdn implicados en la regulacion de funciones inmunes
como la liberacion de citoquinas y la migracién de las células inmunes (Klein y
cols., 2003).

También podemos encontrarlos en el sistema nervioso central en
estructuras especificas. Se ha descrito la presencia de receptores CB2 en el
tallo cerebral, en estructuras donde posiblemente estén implicados en el control
de la émesis (Van Sickle y cols., 2005) como son el hipocampo y en el cerebelo
(Gong y cols., 2006). Aunque las implicaciones fisioldgicas de estos receptores
en el SNC no han sido suficientemente estudiadas, se ha sugerido que podrian
tener participacién en los procesos depresivos y de adiccion a drogas de abuso
(Gong y cols., 2006; Onaivi y cols., 2006). En los dltimos afios también se ha
documentado receptores CB2 en células progenitoras, embrionarias, y en el
cerebro adulto (Arevalo-Martin y cols., 2007; Goncales y co/s., 2008; Molina-
Holgado y cols., 2007, Pazuelos y co/s., 2006).

También se ha visto aumento en la expresion de estos receptores en
algunos tipos celulares del SNC en condiciones patolégicas agudas, como
isquemias (Ashton y cols., 2007; Zhang y cols., 2007) y cronicas, como la
enfermedad de Alzheimer (Benito y cols., 2003), la corea de Huntington
(Sagredo y cols., 2007) vy esclerosis mdltiple (Benito y cols., 2007).

La localizacion central del receptor CB2 estd asociada preferentemente
en células gliales (microglia reactiva o astrocitos), donde podria ejercer un papel
en procesos celulares fundamentales como la proliferacion y la supervivencia

neuronal (Ferndndez-Ruiz y co/s., 2007).

2.1.1 Ligandos para los receptores cannabinoides.
Existen una gran variedad de moléculas que se comportan como ligandos de
cannabinoides ya sea como agonista o como antagonista /agonista inverso. Mucho

de estos son usados como herramientas en investigacién. Lo cierto es que de
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momento hay muchos datos sobre algunas de las propiedades farmacoldgicas de
estas moléculas, pero sin embargo es necesario destacar que los datos son aun
contradictorios en muchos casos, y una misma molécula en una investigacion
parece actuar como agonista y en otra como antagonista, o une con radicalmente

diferente eficacia entre diferentes experimentos (Pertwe, 2010).
2.1.1.1 Agonistas

Muchas moléculas han sido identificadas y/o sintetizadas como agonista
de receptor CB1/CB2 (tabla 2). Aln queda mucho trabajo por hacer para una
adecuada clasificacién, pero se contemplan 3 grupos de agonistas segln su
farmacologia: Agonistas no selectivos, agonistas selectivos CB1 y agonistas

selectivos CB2
Agonistas no selectivos

Este grupo tipicamente se clasifica segln su estructura quimica en cuatro
grupos (Tabla 2).

%  Cannabinoides clasicos. Contienen los derivados de dibenzopirano.
A este grupo pertenecen los cannabinoides naturales de la planta
fitocannabinoides y los andlogos sintéticos de estos. Dos particularmente
notables son por un lado, la molécula de estudio de este trabajo de tesis,
(-)-A°-tetrahidrocannabinol (A’-THC), que es el principal constituyente
psicoactivo del cannabis, y por otro lado un andlogo sintético de (-)-A® -THC,
(-)-11-hidroxi-A%-THC-dimethylhetil (HU-210). Muchos de los cannabinoides

de este grupo se usan como herramienta de estudio en investigacion.

% Cannabinoides no-cldsicos. En este grupo estdn los andlogos
biciclicos y triciclicos del tetrahidrocannabinol a los que le faltan el anillo
pirano. Uno de este grupo estd particularmente extendido en el uso de
herramienta experimental, CP55940, que posee parecida eficacia en su

unién al CB1y al CB2 que el HU-210.

26



Efectos neurofisiolégicos del A9-THC en modelos animales

% Cannabinoides  eicosanoides. Presentan  estructuras
marcadamente diferentes a las de los grupos cldsicos y no cldsicos. Los
compuestos tipicos de este grupo son la anandamida y el 2-araquidonil
glicerol. Ademds de los endocannabinoides enddgenos, este grupo tfambién
contiene eicosanoides sintéticos no enddgenos.

% Aminoalquilindoles. Tienen  estructuras completamente
diferentes a los otros 3 grupos. El miembro mejor conocido del grupo es

R-(+)-WINb55212.

Los cannabinoides cldsicos, no-cldsicos y aminoalquilindoles contienen un
centro quiral, que en (-)trans poseen una mayor actividad farmacoldgica en los
experimentos de receptores que sus esteroisémeros en (+)cis (Howlett y cols.,
2002; Pertwee, 2006). En contraste ni la anandamida ni el 2-araquidonil glicerol

tiene grupos quirales.
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5.05-80.3 3.13-75.3 Felder y cols., 1995; Bayewitch y
cols., 1996;Showalter y cols., 1996;
Rhee y cols., 1997; Rinaldi-Carmona y
cols., 1994.

0.06-0.73 0.17-0.52 Felder y cols.,, 1995; Rhee y cols.,
1997; Showalter y cols., 1996

1.89-123 0.28-16.2 Rinaldi-Carmona y cols.,, 1994;
Hillard y cols., 1999; Showalter y
cols., 1996; Felder y cols., 1995; Shire
y cols., 1996

58.3; 472 145,1; 1400 Mechoulam y cols., 1995

AR 14:529 19552000 il y cols, 1999

17.9-28.3 815-868 Lin y cols., 1998; Khanolkar y cols.,
1996.

Huffman y cols., 1999

Showalter y cols., 1996
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Agonistas CB1 selectivos

Son cuatro las moléculas con selectividad CBl mds usadas en
investigacién (Howlett y cols, 2002; Pertwee, 2005; Pertwee, 1999; Pertwee,
2008), todas cannabinoides sintéticos del grupo eicosanoides (Figura 5). Estas
son, los tres andlogos sintéticos de la anandamida, R-(+)-metanandamida,
araquidonil-2'-coloroetilamide (ACEA) y araquidonilciclopropilamida (ACPA)
(15,16), y el andlogo del 2-araquidonil glicerol, noladin éter (2-araquidonil
glicerol éter), el cual puede que sea o no un endocannabinoide (Bradshaw y cols.,
2005). Los 3 andlogos de anandamida, poseen significativas potencias y eficacia
de unién al receptor CB1. Es importante, sin embargo, que mientras que

R-(+) metandamida es mds resistente a la hidrélisis por la accién de la FAAH que

ACEA y ACPA.
- ™ ) hf-\"- . ri 4 : k"f
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ACEA l ACFA
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Metanandamida noladin éter

Figura 5. Agonistas cannabinoides selectivos del receptor CB1.

Agonistas CB2 selectivos
Los ligandos que mds se han usado en investigacion, por su activad sobre
el receptor CB2, son nuevamente 4 (Figura 6): el cannabinoide cldsico JWH-133,
del grupo de los no cldsicos, HU-308, y los aminoalquilindoles, JWH-015 y
AM1241 (Howlett y cols, 2002; Pertwee, 2006; Pertwee, 1999; Pertwee, 2008).
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Figura é. Agonisas cannabinoides selectivos del receptor CB2

2.1.1.2 Antagonistas/agonistas inversos y neutros

Antagonistas/agonistas inversos

Actualmente hay varias moléculas desarrolladas para ser usadas en
investigacion bloqueando la activacién inducida por agonista en los receptores
CB1 de modo competitivo, tfanto in vitro como in vivo. Las mds usadas son
rimonabant y sus andlogos estructurales, AM251 y AM281 . LY320135, que es
una molécula con diferencias estructurales al rimonabant, también se ha usado
a veces en investigacion, aunque tiene menos afinidad por CB1 que rimonabant ,

AM251 0 AM281 (Tabla 3).

Estas 4 moléculas poseen mds afinidad por CB1 que por CB2 (tablal). Y
aunque hay evidencias, de que cuando se administran solos pueden
desencadenar respuesta en receptores CBl1 de algunos tejidos, en realidad,
desencadena una respuesta opuesta a la que se genera cuando son activados por
agonistas. En algunos casos, esto puede ser el resultado de la liberacion de
endocannabinoides provocada por la competencia directa de los antagonistas, o
por otro lado, pudiera ser que actlen como agonista inverso, produciendo

efectos cannabimiméticos inversos, que de alguna manera disminuye los

e —————————————————————e——————————————————————————— e
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mecanismos efectores de la unién espontdnea del receptor CB1, que se piensa
pueden ocurrir en la ausencia de agonistas CB1 exdgenos o enddgenos
(Pertwee, 2005). La molécula taranabant, del grupo Merck, se desarrollo como
un fratamiento de la obesidad. Se caracteriza por comportarse como un
agonista competitivo y como un agonista inverso del receptor CB1 (tabla 3) y
ademds también con capacidad de unién a receptores no CB1y no CB2 (Fong y
cols., 2009). Se han aportado datos ademds que sugieren que el rimonabant , y
por consiguiente posiblemente también AM251 y AM281 y taranabant, pueden
provocar efectos cannabimiméticos inversos no solo por la activacion del
receptor CB1 sino también a través de otros mecanismos independientes de éste

receptor (Cinar Ry Sziics M, 2009).

Tabla 3. Principales antagonistas y/o agonistas inversos del receptor
cannabinoide CB1 (Pertwee, 2011)

Valores Ki (nM) Valores Ki (nM)

Antagonistas CB1 selectivos

Rimonabant 1.8-12.3 514-13200
AM251 7.49 2290
AM281 12 4200
LY320135 141 14900
Taranabant 0.13, 0.27 170,310

Antagonistas CB2 selectivos

SR144528 50.3->10000 0.28-5.6
AM630 5152 312
JTE-907 2370 359

En cuanto a las moléculas que se han usado en investigacion para bloquear
el receptor CB2 (Howlett y cols, 2002; Pertwee, 2005; Pertwee, 1999; Pertwee,
2008), tenemos: 6-iodopravadolina (AM630) y diarilpirazol SR144528. Ambas
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moléculas presentan una mayor afinidad por CB2 que por CB1 (Tabla 3) y pueden
producir efectos tanto por bloqueo competitivo del receptor como por agonismo

inverso.

Los agonistas inversos del CB2 podrian tener una importante accién
terapéutica. Ciertamente, hay evidencias de que pueden inhibir la migracidn de
células inflamatorias de tal manera que podria ser efectivos contra la
dermatitis, inflamacion en el sistema nervioso central y dafio dseo en artritis

nomoarticular inducida por antigeno (Lunny cols., 2008).

Antagonistas neutros del receptor cannabinoide
Los antagonistas por competencia neutra son moléculas que se comportan
como agonistas, en cuanto al sitio ortostérico de union al receptor, pero no
tienen la capacidad de modular ninguna sefial de las que este receptor
desencadena en la ausencia de administracion exdgena, o por liberacion del

agonista. De momento se conocen:

Tabla 4. Principales agonistas neutros de los receptores cannabinoide

AM6527 y AM4113 SinK'y cols., 2009
NESS 0327 Ruiu y cols., 2003
3-alquil-5.5'-difenilimidazolidinediones Ooms y cols., 2002
VCHR Hurst y cols., 2006
0-2654 Thomas y cols., 2007
0-2050 Pertwee RG, 2005

A®- y A°- Tetrahidrocannabivarin Thomas y cols., 2005
(S)-(-)-WIN55212 Govaerts y cols., 2004

Hay evidencias de que AM4113, AM6527 y NESS 0327 tienen mayor
afinidad por CB1 que por CB2 (Ruiu y co/s., 2003; Sink y cols., 2009). Pero no se

ha investigado sobre su posible accién en receptores no-CB1 no-CB2.

Los agonistas neutros son una muy buena herramienta para la
investigacion, ya que permite calcular de un modo mds fiable el valor de Kg de
estos con los receptores. Ademds los antagonistas neutros parecen que
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presentan mayor ratio beneficios-riesgos que los antagonistas/agonistas
inversos, cuando son usados como medicinas (Sink y cols., 2008; Chamber y cols.,

2007).

2.2 Receptores acoplados a proteinas G.

El Receptor GRP55 (Sawzdargo y cols., 1999) es una proteina de 319-
328 aminodcidos, que se ha sugerido recientemente como nuevo receptor de
cannabinoides (Johns DG y co/s., 2007; Baker y cols, 2006; Ryberg y cols., 2007)
y que podria convertirse en el receptor CB3.

Este receptor es también, como los receptores CB1 y CB2 una proteina
de 7 pasos de membrana, acoplada a proteinas G. Se ha encontrado ARN
mensajero de esta proteina transmembrana expresado abundantemente por
todo el organismo, y en altos niveles en gldndulas adrenales, intestino, bazo, y en
el sistema nervioso central, sobretodo en el los nicleos del estriado, caudado y
putamen en humanos (Ryberg E y cols., 2007). También se ha encontrado la
expresion del receptor activo en células éseas (osteoclastos y osteoblastos),
donde podria tener un papel importante en la fisiologia  del hueso,
contribuyendo a la regulacién del ndmero y funcion de los osteoclastos (Whyte y

cols., 2009).

El Receptor GRP199 (Fredriksson y cols., 2003) es también un receptor
de membrana acoplado a proteinas G. Estd formada de 399 aminodcidos y se ha
propuesto como el receptor endégeno para la oleiletanolamida.

Hasta la fecha se ha localizado en humanos predominantemente en tejido
pancredtico y en células L enteroendocrinas del tracto gastrointestinal, y en
ratones se ha enconfrado en sistema nervioso central (incluyendo cerebelo,
corteza, plexo coroideo, hipocampo e hipotdlamo), tracto gastrointestinal, y
pdncreas (Bonini y cols., 2002 ,Chu y cols., 2008). En el pdncreas se le relaciona
con control del balance energético (Brown 2007), debido a que su activacién

eleva la insulina plasmdtica en ratones (Jones 2006) y disminuye el consumo de
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alimentos y el peso en ratas (Rodriguez de Fonsecay cols., 2001; Overtony cols.,

2006).

2.3.1. Ligandos cannabinoides de los receptores GRPs

Para el receptor GRP55 se han documentado varios ligandos (Tabla 5) de
tres categorias de moléculas. Entre estos hay algunos de los antagonistas y
agohistas para los receptores CBly CB2 que tienen también afinidad por el
receptor GPRB5, cuando se administra in vitro a bajas concentraciones, del
orden de nanomolar o micromolar, aunque por encima de las concentraciones a
las que exhiben normalmente con los receptores CBl o CB2. Este receptor
también tiene ligandos que no son ligandos de los receptores CB1 ni CB2.
Ligandos CB1/CB2 que interaccionan con el receptor GRP55 son, por ejemplo,
WIN55212 y AM630 (Yin y cols., 2009; Lauckner y cols., 2008), aunque es
cierto que de momento hay todavia muy poca bibliografia al respecto y datos

contradictorios entre diferentes experiencias.

Tabla 5. Ligandos del receptor GRP55. Drmota y cols., 2004; Ryberg y cols.,
2007; Ryberg y cols., 2007; Yin y cols., 2009; Pertwee 2011

Endocannabinoides Fitocannabinoides Cannabinoides sintéticos
AEA A°- THC HU210

Noladin éter CBD R-(+)-Metanandamida
PEA CBN JWH-015

Virodamina AM251

2-AG AM281

OEA CP55940

Cannabidiol anormal

El receptor GRP119, no sélo esta histoldgicamente mds restringido, sino
que parece también que tiene un menor nimero de agonistas (tabla 6). Ademds
aunque por ejemplo haya presentado algo de actividad ante la anandamida, hay
que destacar que ésta ha sido minima. Asumiéndose, hasta la fecha OEA vy los

endovanilloides, N-oleoildopamina y olvanil como los agonistas endégenos del
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receptor GRP119. Aunque ninguno de los tres presente una potencia ni

selectividad importante por el receptor.

Tabla é. Ligandos del receptor GRP199

Acido retinoico Bonini y cols., 2001

factor activador plaquetario (PAF) (1-
alquil-2-acetil-sn-glicerol-3fosfocolina)

LISO-PAF

Oleoil-lisofosfatidilcolina Soga y cols., 2005

Estearol-lisofosfatidilcolina

Palmitolil-lisofosfatidilcolina

Lisofosfatidiletanolamina

Lisofosfatidilinositol

AEA Overton y cols 2006

PSN632408 y PSN375963 Fyte y cols., 2005

OEA Overton y cols., 2006; Fyte y cols.,
2006)

N-oleoildopamina Chu y cols., 2007

Ovanil

AR-231453 Arena Pharmaceuticals paten WO-
2004065380

2.3 Receptores activados por potencial transitorios (TRPs).

Los canales TRP son una familia de canales catidnicos, formada por 7
subfamilias (Figura 7), alfamente conservada desde nematodos hasta humanos:
TRPC (cldsico), TRPV (vanilloide), TRPM ( melastatina), TRPN , TRPA(ankirina),
TRPP ( policisteina), TRPML ( mucolipinas).
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TRPV1 TRPV4 TRPA1 TRPM8 TRPM5 TRPC1 TRPP
Extracelular
TR WAL pY
Membrana
lipidica
Citoplasma +- +
C
N C

® Repeticiones de Ankirina N

© Dominios de unién de li; d i..‘ c C

/\ Sitios de interaccién con PIP2 N N N

+: Efecto activador
-: Efecto inhibidor

Figura 7. Familias de receptores catidnicos activados por potencial transitorio (TRP)
(Blackshaw vy Brierley, 2009)

Estos receptores ejercen su funcién en células sensoriales, poseen
activacion polimodal, transportan diferentes tipos de iones y algunos se activan
por la integracion de varios estimulos (Montell, 2005; Ramsey y cols., 2006).
Hasta la fecha sdlo se ha estudiado la participacion en el sistema cannabinoide
dos receptores vanilloides (TRPV1y TRPV2), el receptor de ankirina 1 (TRPA1)
y el TRPMS.

Receptores Vanilloides TRPV

El receptor vanilloide mds estudiado hasta el momento es el TRPV1.

Todos los TRPVs estdn formados por 4 mondmeros cada uno de ellos presenta

6 dominios transmembrana. Los mondmeros unidos dejan un pequefio poro

hidrofébico, por el que realizan su funcion como transportadores de iones (Na’,

a®", H") . Todos llevan un dominio N-terminal de ankirina, con el que regulan la

entrada idnica y la homeostasis, y que es esencial para su ensamblado y
regulacidn.

Se encuentra altamente expresado en los ganglios sensoriales trigémino

y vagal, asi como en numerosas zonas cerebrales, entre ellas la zona de control

del movimiento y en las células sanguineas mononucleares (Caterinay co/s., 1997;

Schumacher y cols., 2000)
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Es activado por capsaicina (Caterina y cols., 1997), por temperaturas
elevadas (> 43° C) y pH bajo (Tominagay cols., 1998) , por voltaje (Piper y cols.,
1999) y por varios tipos de lipidos (Julius y Basbaum, 2001; Caterina y Julius,
2001), entre los que se encuentran los endocannabinoides e icosanoides
productos de lipoxigenasa (Zygmunt y cols., 1999; Hwang y cols., 2000).

En las células es inactivado por la unién de PIP, y se libera de este
bloqueo mediante la hidrolisis que realiza la PLC-mediated PIP, ( Prescott y
Julius, 2003 ).

Fue Di Marzo y colaboradores quienes descubrieron la interaccién de
este receptor con el sistema cannabinoide, siendo la anandamida el primer

ligando en el que se vio la interaccion (Di Marzo y co/s., 1998).

Receptor TRPA1

Este receptor es también un canal idnico no selectivo y se encuentra
expresado en las mismas neuronas que el TRPV. Su papel central parece estar
relacionado con el control del dolor producido por inflamacion y por exposicion
de moléculas voldtiles irritables como el ajo, el aceite de mostaza y la acroleina.
Pero también puede tener un papel como mecanorreceptor en el oido interno
para la percepcién del sonido.

Probablemente actia a través del segundo mensajero, fosfatidilinositol (Story y

cols., 2003; Corey y cols., 2004; Bandell y cols., 2004; Nagatak y cols., 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK5260/#ch5.r43
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK5260/#ch5.r12
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK5260/#ch5.r12
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK5260/#ch5.r115
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK5260/#ch5.r39
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK5260/#ch5.r79
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK5260/#ch5.r79
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2.3.1 Ligandos cannabinoides de los receptores TRPs.

Entre los ligandos encontramos algunos endocannabinoides, como
anandamida, que efectivamente activan /n vivo el receptor TPRV1, como se
demuestra ya en un centenar de experimentos e incluso experimentos con
ratones Knock-out de TRPV1. Ademds, aunque A’-THC presente sélo efectos
débiles sobre estos receptores, hay fitocannabinoides que no activan los
receptores CB1/Cb2, y también andlogos sintéticos CB1/CB2 que han
demostrado tener actividad sobre estos receptores con potencias significativas.
Se podria denominar a los TRPV1 como "receptores cannabinoides ionotrépicos”,
aunque este canal tiene menos especificidad que los receptores CB1/CB2 y su
actividad puede ser directamente modulada por varias moléculas endégenas y
xenobidticas que no son ligandos del receptor CB1/CB2. La capacidad del
cannabidiol para inhibir la respuesta funcional de TRPM8 podria ser una
consecuencia de, al menos en parte, su actividad como agonista sobre el TRPV1,
ya que en estudios donde se investiga la relacién de los receptores TRPA1 con
los efectos farmacoldgicos del A’-THC y/ o de compuestos A’-THC-miméticos,
se ha observado que la mayoria de los procesos de regulacién que ocurren en
este canal de una determinada manera, ocurren en el receptor TRPM8 de modo
inverso (De Petrocellis y cols., 2007).

Tabla 7. Ligandos cannabinoides de receptores TRP. (modificada de Pertwee,
2010)

Agonistas Agonista Antagonista Agonista

TRPV1 TRPV2 TRPM8 TRPA1
Anandamida N°-THC N°-THC N-THC

2-AG HU-210 Anandamida Anandamida
NADA CP55940 NADA NADA

OEA Cannabidiol Rimonabant CP55940
HU-210 Cannabinol Cannabidiol R-(+)-WINbB5212
R-(+)WINb55212 Cannabinol JWH-015
Rimonabant Cannabicromeno Cannabidiol
JWH-015 Cannabigerol Cannabinol
Cannabidiol Cannabicromeno
Cannabicromeno Cannabigerol

Cannabigerol

e —————————————————————e——————————————————————————— e
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2.4 Receptores activados por proliferadores de peroxisomas o PPARa,
PPARD y PPARY
Los receptores activados por proliferados de peroxisomas (PPARs) son
un grupo de receptores nucleares que participan en la expresién de genes como
factores de transcripcién activados por ligandos (Michalik y cols., 2006). Los
PPARs tienen un papel esencial en la regulacion de la diferenciacion celular,
desarrollo,  metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, y en
tumorogénesis (Belfiore y cols., 2009). Ademds estos receptores juegan un
papel importante en muchos tejidos, teniendo funciones especificas en la
expresion de los genes  implicados en la sefializacion  celular por
neurotransmisores y participan en procesos complejos como envejecimiento,
neuroproteccion, aprendizaje y memoria (Moreno y cols., 2004).
Hasta el momento hay descrito 3 tipos de PPARs: PPARa, PPARp y PPARYy.
Cada uno de estos con una expresién determinada (Berger J y Moller DE, 2002).
PPARa, expresado en miltiples tejidos periféricos como higado, rifiones,
corazon, musculo y tejido adiposo.
PPARD, que se expresa también en muchos tejidos, pero sobre todo, de
manera notable en el cerebro, tejido adiposo, y piel.
PPARy, tiene tres isoformas diferentes formadas por “splicing"
alternativo.
o PPARyl, expresado en prdcticamente todos los tejidos, incluidos
corazén, musculo, colon, rifién, pdncreas y pulmaén.
e PPARy2, expresado sobre todo en tejido adiposo.
e PPARy3, expresado en macréfagos, intestino largo, y tejido
adiposo.
Todos los PPAR dimerizan con el receptor de retinoides RXR, para unirse
a regiones especificas de ADN. Existe una secuencia consenso
(AGGTCAXAGGTCA), que suele encontrarse en el promotor de los genes con
elementos de respuesta a PPARs (PPRE). Cuando el heterodimero se une a esta

regién del gen la transcripciéon aumenta o disminuye dependiendo del gen en
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concreto. La funcion de los PPARs es modulada ademds por una serie de
proteinas coactivadoras y correpresoras (Yu y Reddy, 2007).
Los Ligandos enddgenos de los PPAR incluyen dcidos grasos, y derivados

de eicosanoides.

2.4.1 Ligandos cannabinoides de los receptores PPARs.

Tabla 8. Ligandos cannabinoides de los receptores PPARs
Agonistas PPARy

A°-THC O’'Sullivan y cols.,2005

CP55940 Sullivan y cols., 2006

Rimonaban

AM251

AEA Pertwee, 2010

CBD

R-(+)-WIN55212 Mestre y cols., 2009; Giuliano y cols., 2009
R-(+)-MethAEA Eichele y cols., 2009

Noladin eter Rockwell y cols., 2006

Agonistas PPARa
R-(+)-WIN55212 Sun y cols., 2007

Noladin eter

Agonistas PPAR
Noladin eter Sun y cols., 2007
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2.5 Actividad de A’-THC en receptores y cannales no CB1/CB2 del

sistema endocannabinoide.

Recientemente se ha ido descubriendo que, tanto los ligandos
endocannabinoides como las moléculas diversas de union a receptores
cannabinoides CB1/CB2, pueden tener como diana y ejercer una funcion en
diversos receptores y canales idnicos conocidos por otra funciones. Muchos de
las nuevas averiguaciones al respecto, son aun datos aislados, que hablan de
condiciones de experimentacion muy concretas. Quedando pues, mucho trabajo
por hacer, para un buen entendimiento de los mecanismos fisioldgicos que
subyacen de las nuevas aportaciones de la literatura sobre los componentes

fordneos del sistema cannabinoide.

De todos los receptores y canales que podrian formar parte del sistema
cannabinoide enddgeno, quiero destacar en esta tesis aquellos que el THC tiene
como diana (Tabla 9), para intentar entender mds claramente la pluripotencia

que este fitocannabinoide tiene en el organismo.

Receptor/canal Referencia

GRP55 Kapur y cols., 2009
Okay cols., 2007
Okay cols., 2009

Receptor opioide y Vaysse y cols., 1987
Kathmann y cols., 2006
Receptor opioide & Kathmann y cols., 2006
p-Adrenoreceptor Hillard y Bloom, 1982
5-HT34 Barann y cols., 2002
Receptor de glicina Hejazi y cols., 2006
Canal de Ca'" tipo T Ross y cols., 2008
Canal de K* Poling y cols., 1996
TRPA1 Jordt y cols., 2004

Hinman y cols., 2006

Cavanaugh y cols., 2008
TRPV2 Neeper y cols., 2007
PPARY O'Sullivan y cols., 2006
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3 Mecanismo de transduccion de senales del Sistema

Cannabinoide.

3.1 Mecanismos de sefializacién de Receptores Cannabinoides CB1/CB2.

3.1.1 Acoplamiento del receptor CB a efector.

El receptor de cannabinoide pertenece al sistema receptor-acoplador-
efector, en el que los acopladores son proteinas G o FAN y los efectores son
canales iénicos o enzimas. La proteina G esta formada por 3 ftipos de
subunidades: a, p y v. La unién del agonista al receptor aumenta la afinidad de la
subunidad a por GTP. Cuando se une a GTP se produce una disociacion de las
subunidades separdndose la subunidad a de las subunidades Py. La activacién
de los diferentes efectores puede ser producida por la subunidad a, o bien por
py. Cuando el GTP unido a a es hidrolizado, se produce un aumento de afinidad
de las subunidades de la proteina G, que se ensamblan nuevamente comenzando
un nuevo ciclo. Hay varios tipos de proteinas G, clasificadas por el tipo de
subunidad a. En la mayoria de los tejidos los receptores cannabinoides CB estdn
acoplado a sus efectores por proteina inhibidora G/, , acoplada negativamente a
adenilato ciclasa ( Pertwee, 1997) y positivamente a MAPK ( Bouaboula y cols.,
1995). En algunos casos se acoplan a proteinas 650 G411 ( Diaz-Laviada y cols.,

2005).

% Acoplamiento a través de la subunidad a de proteinas 6. En la mayoria
de los tejidos analizados el receptor cannabinocide se acopla a distintos
efectores mediante proteinas G inhibitorias G/, (sensibles a proteina pertusica).
Una vez activada la proteina G, inhibe la adenilato ciclasa a través de la
subunidad a. De este modo disminuyen los niveles de AMPc intracelular. Esta
caida en los niveles de AMPc provoca la inhibicién de la actividad de la proteina
quinasa dependiente de AMPc o proteina quinasa A (PKA) (Childers y Deadwyler,
1996). Aunque esto pase en la mayoria de los casos estudiados, se ha descrito

también la estimulacion de la actividad adenilato ciclasa que incrementan los

e —————————————————————e——————————————————————————— e
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niveles de AMPc intracelulares, a través de receptores CB1 acoplados a
proteinas estimuladoras G, (Childers y cofs., 1993; Bonhaus y co/s., 1998). A
través de la proteina G, se activa también la PLC. La PLC hidroliza el fosfatidil
inositol en diacilglicerol (DAG) e inositol fosfato (IP). El DAG activa la proteina
quinasa C (PKC).

% Acoplamiento a través del dimero Py de la proteina 6. Cuando el
cannabinoide se une al receptor CB, el dimero Py de la proteina G puede ejercer
funcidn en otros efectores como canales de potasio y canales de calcio. En los
canales de potasio dependiente de voltaje los receptores cannabinoides
acoplados a canales de K* a través de proteinas G, provocan un aumento de la
conductancia al K" (Deadwyler y cols., 1995), esta salida de potasio de la célulg,
se traduce en disminucién de la excitabilidad neuronal y por tanto, reduccién de
la liberacion de neurotransmisores desde el terminal presindptico. En el terminal
postsindptico los cannabinoides contrariamente pueden disminuir la salida de
iones K', aumentando asi la excitabilidad de la membrana (Schweitzer, 2000).
Por otro lado en canales de calcio sensibles a voltaje, los cannabinoides también
provocan la disminucién en la liberacion de neurotransmisores desde el terminal
presindptico a través de la inhibicién de los canales Ca™. Esta sefalizacién esta
mediada por la subunidad Py de la proteina G. La subunidad Py de la proteina G
inhibe los canales de Ca de tipo N y P/Q, que son los mayoritarios en las
neuronas presindpticas (Twitchell y cofs., 1997; Schlicker y Kathmann ,2001).
Los cannabinoides también inhiben los canales de calcio de tipo L en la
musculatura lisa de las arterias, que explica el papel vasodilatador de estos
compuestos ( Howlet y Mukhopadhyay, 2000).

% Acoplamiento a través de otras proteinas. Por otro lado en algunos
tejidos el receptor CB puede activar directamente a la proteina FAN (Sanchez
y cols., 2001). En este caso el sistema efector es una enzima, esfingomielinasa

neutra, que hidroliza la esfingomielina produciendo ceramidas. La produccion de
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ceramidas estd relacionada en procesos de diferenciacién, apoptosis y

proliferacion.
3.1.2 Cascada de transduccidn intracelular.

Tras la activacidn del receptor cannabinoide CB, este puede actuar a través
de segundos mensajeros amplificandose la sefial, en lo que se denomina cascada
de transduccidn. Existen varios tipos de segundos mensajeros que acttan en la
sefializacion tras la activacion de los receptores cannabinoides mediante su
unién a proteina 6, como son AMP ciclico, inositoles fosfatos, inositoles calcio, y
ceramidas. Cada uno de estos mensajeros dispara una cascada de sefalizacién
diferente y por tanto una funcién bioldgica diferente.

% Ruta de las MAP quinasas. Esta ruta incluye la activacion en cascada de
una serie de tres ftipos de enzimas: MEKK (MEK quinasa), MEK (MAP-ERK
quinasas) y MAPK. La cascada de MAPK es un mecanismo de sefializacién
importante que, entre otras, transduce sefiales extracelulares al nicleo y regula
muchos aspectos celulares como son, el crecimiento, la diferenciacién y la
muerte celular programada o apoptosis (Sweatt, 2001). Esta via de sefializacién
consiste en la activacién secuencial de proteinas quinasas, que fosforilan
residuos serina/treonina y/o tirosina. En mamiferos hay descritas 4 grupos de
cascadas MAPK que se activan por diferentes tipos de estimulos con diversas
funciones bioldgicas. Los cannabinoides activan la via Raf/MEK/ERK en multitud
de células y tejidos (Demuth y Molleman, 2006; Morantas y cols., 2007). Aunque
la via por la que se activa aln ho estd esclarecida, parece que participa en la
decisién de destino celular de células progenitoras en cerebro adulto (Rueda y
cols., 2002).

¥ Fosfolipasa C. La ruta PLC/PKC también se puede poner en marcha como
consecuencia de la activacién de la via de las MAPK (Shiy cols., 2003).

% Fosfolipasa D y fosfolipasa A,. Otra de las posibles vias de actuacién
de los cannabinoides es la formacion de dcido araquidénico (AA). Este dcido

graso puede formarse por la accion de la enzima fosfolipasa A, o por la

e —————————————————————e——————————————————————————— e
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fosfolipasa D. Ambas enzimas pueden ser activadas por cannabinoides a través
de receptores CB aunque no en todos los tipos celulares (Bursteiny cols., 1994).
El AA acumulado, puede metabolizarse en la célula dando lugar a prostaciclinas,
tromboxanos e hidroperoxidcidos con actividad bioldgicas. También puede
ejercer un efecto directo como AA activando enzimas, canales y receptores
nucleares. El AA puede usarse ademds para la formacién de eicosanoides que en
el cerebro puede alterar diferentes funciones, como la percepcién del tiempo y
el ritmo cardiaco (Perez-Reyes y cols., 1991).

% PI3/PKB. Esta ruta de sefializacidn estd implicada en el crecimiento y
metabolismo celular (Gémez del Pulgar y co/s., 2000).

% Oxido nitrico (NO). El éxido nitrico se forma en las células por la accion
de la enzima, éxido nhitrico sintasa (NOS). Existen dos tipos de esta enzima, una
constitutiva que se encuentra en algunos tipos celulares, entre ellos neuronas y
otra inducible que se genera en respuesta a estimulos relacionados con la
inflamacién. La unién de cannabinoides a receptores CB provoca la generacién de
NO principalmente a través de la NOS constitutiva (Stefano, 2000). Esto
puede estar relacionado con algunos de los efectos de los cannabinoides como
son el efecto vasodilatador, la disminucién de la funcién inmunovascular vy la
inhibicion de la liberacion de neurotransmisores. También se ha registrado la
produccion de NO provocada por CB a través de NOS inducible (Esposito y cols.,
2001).

% Cascada Pi3K/Akt, Esta via también parece ser una via importante de
activacion cannabinoide, que participa en supervivencia y destino celular (Molina-

Holgado y cols., 2007).
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3.1.3 Regulacién de la expresion de genes.

La mayoria de las cascadas desembocan en la produccién de proteinas.
Estas proteinas son factores de transcripcién que en el nicleo, regulan la
expresion de determinados genes que dard lugar al aumento de la produccién
de proteinas responsables de un efecto bioldgico determinado. Parece ser que
existen multiples cascadas de sefializacion, que activadas por cannabinoides
provocan la activacion de factores de transcripcion diversos, quedando ain
mucho trabajo por hacer. Por ejemplo los cannabinoides pueden activar los
factores de transcripcién temprano Krox-24 (Bouaboula y co/s., 1995), modular
factores como Fos/Jun, NFKB (Kaminski, 1998) y CREB/ATF (Herring y cols.,
2001)

3.2 Mecanismos de sefializacién de receptores GRP55.

Este receptor esta acoplado a proteinas 6 de tipo Gy y G, La
activacién de este receptor por cannabinoides en neuronas del ganglio dorsal
induce movilizacion del reservorio de calcio. En los mecanismos por el cual se
provoca la salida de Ca™ estdn implicados las proteinas Gii/12, 64, RhoA y PLC

(Lauckner y cols., 2008).

3.3 Mecanismo de sefializacién de receptores GPR119.
Parece ser que este receptor actla acoplado a proteina G de tipo G

(Brown, 2007). Aunque su papel fisioldgico no estd adn determinado.

3.4 Mecanismo de sefializacion de receptores vanilloides.

Como se ha explicado anteriormente algunos cannabinoides pueden
también unirse a receptores vanilloides tipo 1y 2. Se sabe que la activacién de
los receptores TRPV1 puede producir la activacién de la muerte programada o
apoptosis. De tal modo que la unién del cannabinoide al receptor vanilloide

provoca aumento del calcio intercelular, activacién de la cascada de sefializacién
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de AA, caida del potencial de membrana mitocondrial, liberacién de citocromo ¢

y activacion de caspasas-3, y caspasas-9 (Maccarrone y cols., 2000).

3.5 Mecanismo de sefializacién de receptores PPAR.

La unién de los ligandos a este receptor provoca 2 tipos diferentes de
mecanismos de actuacion: Transactivacion dependiente de ligando vy
transrepresion dependiente de ligando, que controla los efectos vasculares
(Gervois y cols., 2007). En el mecanismo de transactivacién, el PPARa regula la
transcripcién de sus genes diana por heterodimerizacién con el receptor X del
dcido 9-cis retinoico (RXR). El heterodimero PPARa/RXR se une al elemento
respuesta a proliferadores peroxisémicos (PPRE) localizado en el promotor de
sus genes diana. El heterodimero PPARa/RXR, una vez activado por el ligando, se
asocia con cofactores que presentan actividad aceftiltransferasa de histonas
(HAT), lo que modifica la estructura del nucleosoma, posibilita el contacto con

los factores de transcripcién generales y permite la transcripcion del gen.
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endocannabinoide
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Figura 8 Esquema de los principales receptores cannabinoides y sus vias de sehalizacién
(Ramos Atance y cols., 2009).

4 Mecanismo de accién molecular de los cannabinoides
en el sistema nervioso central.

Los endocannabinoides, en contraste con los otros neurotransmisores, se
caracterizan por su actuacion como mensajeros retrogrados para muchos de los
tipos de sinapsis centrales. Es decir, estos compuestos son liberados desde la
neurona postsindptica tras la despolarizacién. Liberados hacia la neurona
presindptica donde activan los receptores cannabinoides, inhibiendo la liberacién
del neurotransmisor. Esta accién de los cannabinoides les confiere un
importante papel fisiolégico como reguladores de la actividad sindptica (Alger,
2002). Se «cree que la sefalizacion retrégrada de las moléculas
endocannabinoides estd ampliamente distribuida en todo el SNC, aunque parece
que estd mds concentrada en ciertos fenotipos neuronales, como las neuronas

GABAérgicas, glutamatérgicas y colinérgicas (Hoffman y cols., 2003). Mediante
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la sefializacidn retrdograda, los endocannabinoides son capaces de participar por
un lado en la regulacion a corto plazo de sinapsis inhibitorias (neuronas
GABAérgicas) y excitatorias (neuronas glutamatérgicas), dando lugar a
fendmenos de supresion de la inhibicion inducida por despolarizacion (DST) y
supresién de la excitacion inducida por despolarizacion (DSE) (Chevaleyre y cols.,
2006). Y por otro lado participan también por este mecanismo en plasticidad
sindptica a largo plazo (LTD) (Robbe y cofs., 2002). Estos 3 tipos de procesos,
DSI, DSE y LTD inducidos por cannabinoides se han descrito en diversas dreas
cerebrales, como nlcleo acumbens, hipocampo, amigdala, corteza y cerebelo,
donde son de vital importancia en procesos de plasticidad sindptica y
reafirmacién de circuitos neuronales, que contribuyen a la formacion de la

memoria asociada a la experiencia ( Freud y co/s., 2003).
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Figura 9. Mecanismos de senalizacion retrograda a fravés de los cudles actian los
endocannabinoides. Abrev.: 2-AG, 2-acilglicerol; PLC, fosfolipasa C, DAG, diacil-glicerol; Glut,
glutamato; mGIuR5, receptor metabotrépico de glutamato 5, NMDAR, receptor N-metil-D-
aspartato de glutamato; Ca, calcio; IP3, trifosfato de inositol.
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5 Acciones fisioldgicas del sistema endocannabinoide y

efectos de los cannabinoides

Entre los efectos producidos por los cannabinoides encontramos los
relacionados con las funciones fisioldgicas de los endocannabinoides por un lado,
y los efectos adversos que pueden ser a nivel centra o no relacionados con el
sistema hervioso. De hecho la principal dificultad técnica para el uso de
cannabinoides en terapias es la incapacidad de separar los efectos colaterales
indeseables, de los efectos fterapéuticos beneficiosos. Los efectos secundarios
mds importantes a nivel central de los cannabinoides son euforia, desinhibicion,
sedacion, pérdida de memoria, alucinaciones, distorsién de la imagen corporal y
la percepcion sensorial, ataques de pdnico y exacerbacién de los sintomas
esquizofrénicos. Y por otro lado, los efectos secundarios no relacionados con el
sistema nervioso incluyen: taquicardia, hipotension postural, sequedad de boca,

ataxia e inmunosupresién.

Algunas de las funciones fisioldgicas del sistema endocannabinoide, y por
tanto dianas de accién terapéutica del uso de cannabinoide estdn resumidas en

la tabla 10.
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Tabla 10. Algunos efectos fisioldgicos, fisiopatologicos y farmacoldogicos de los

cannabinoides.

Proceso Bioldgico

Efecto del SEC

Localizacién de receptores

Referencia

Actividad motora

Hipolocomocion,

Ganglios basales; cerebelo;

Fernandez-Ruiz 'y cols.,

catalepsia y ataxia sustancia negra 2002; Sagredo vy cols.,
2007.

Memoria Déficit cognitivos Hipocampo Rieles y Davies, 2005

Nocicepcidn Analgesia espinal y | Diferentes areas cerebrales y | Cravatty Lichman, 2004
supraespinal espinales

Procesos Regulacion de la émesis | Hipotdlamo, area postrema Wenger vy Moldrich,

vegetativos hipotermia 2002;Durén y  Capella,

2003

Procesos Alteraciones de la | Corteza cerebral y sistema | Viveros y cols., 2005,

cognitivos realidad, alteraciones en | limbico Solinas 'y cols., 2008;
motivacion, emotividad, Fernandez-Espejo y cols.,
ansiedad vy sistema de 2008; Parolaro y cols.,
recompensa 2010.

Control Neuroproteccion/ Nivel celular en diversas dreas | Van der Stelt y Di Marzo,

supervivencia Neurotoxicidad cerebrales. 2005; Kim y cols., 2008.

celular

Proliferacién Antitumoral / Embriologia  del sistema | Fernandez-Ruiz y cols.,

neuronal Regulacién  proliferacion | nervioso.  Diversas  dreas | 2004 Velasco y cols., 2007;
neuronal proliferativas en  cerebro | Aguadoy cols., 2005.
Modulador epigenético adulto, dianas tumorales

Regulacion Cambio en liberacién de | Hipotalamo medio basal Gammon y cols., 2005

neuroendocrina

hormonas
adenohipofisiarias

Apetito e ingesta

Aumento del apetito ,
regulacion del balance
energético

Hipotdlamo y mecanismos
periféricos

Di Marzo y Matias, 2003;
Costa, 2008

Sueiio

Estimulacion del suefio

Hipotalamo lateral

Murillo-Rodriguez, 2008

Metabolismo 6seo | Estimulacion de la | Masa dsea Bab y Zimmer, 2008
formacion de  hueso,
Inhibicidn de la
reabsorcién
Sistema Inhibicion secrecion | Eje hipotalamo-hipofisario y | Rossatoy cols., 2008
reproductor hormonal gbénadas
Inflamacién antiinflamatorio Regiones centrales y | Ashton, 2007

periféricas
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5.1 Efectos de los cannabinoides sobre el control motor

El sistema cannabinoide estd estrechamente ligado al movimiento y
participa en su control. De hecho entre las patologias que mayor interés suscita
en relacién a la posible utilidad de los cannabinoides estdn las enfermedades
motoras, como la enfermedad de Parkinson y la corea de Huntington. La
relevancia del sistema cannabinoide en el control motor se pone de manifiesto
cuando se descubre que los cannabinoides son capaces de producir importantes
cambios en la actividad motora en humanos y animales (Rodriguez de Fonseca y
cols., 1997), que los diferentes componentes del sistema cannabinoide estdn
presentes en los ganglios basales abundantemente (Helkenham y cols., 1991), que
los cannabinoides son capaces de alterar la funcionalidad de los tres
neurotransmisores que participan en la sefializacién de las estructuras nerviosas
involucradas con el movimiento (Glass y cols., 1997) y que los ratones sin el

receptor CB1 presentan anomalias motoras (Valverde y cols., 2005) .
5.1.1 Ganglios basales. Presencia del Sistema endocannabinoide.

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

ganglios basales es un circuito a ambos lados del tdlamo formado por:

e Estriado. Estructura que recibe aferencias desde el tdlamo, el
cortex sensorial, el cortex motor y el limbico, y estd compuesta por el

ndcleo caudado y el putamen.

e Una estructura compuesta por el globo pdlido externo (GPe). Los

ndcleos subtaldmicos (NST) y la sustancia negra pars compacta (SNc).

e Una estructura que envia eferencias a dreas motoras del tdlamo y
el tronco del encéfalo, formada por el globo pdlido interno (GPi), la

sustancia negra pars reticulada (SNr).
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Un modelo simplificado de los ganglios basales comprende dos circuitos:

directo e indirecto (Figura 11).

o Directa: las neuronas glutamatérgicas de la corteza motora
inervan dos tipos principales de neuronas GABAérgicas del estriado. Un
tipo de neuronas coexpresan los neuropéptidos dinorfina (dyn) y sustancia
P (SP) y posee receptores dopaminérgicos D1. Estas neuronas proyectan
directamente sobre el globo pdlido parte interna (GPi), y a la sustancia

negra (SN), con accidn inhibitoria.

e Indirecta: Otro tipo de neuronas GABAérgicas expresan
encefalinas (enk) y receptores dopaminérgicos D2. Estas neuronas
proyectan indirectamente al GPiy a SN, a través del globo pdlido externo
(GPe) y NST. En primer lugar envian estimulos inhibitorios al GPe, que a su
vez ejerce efecto inhibitorio (GABA) sobre el NST. El NST ejerce un
efecto excitatorio glutamatérgico sobre globo pdlido externo e interno, y

la sustancia negra.

Los ganglios basales no solo estdn implicados en el inicio y cese de la
actividad motora, sino también en otras facetas importantes del
comportamiento motor como: la regulacion de la postura y del tono muscular, el
aprendizaje motor y a los aspectos emocionales de las respuestas motoras

(Aldridge y Berridge, 1998).

Los componentes del sistema cannabinoide, receptores CB1y sus ligandos,
anandamida y 2-araquidonil glicerol, estdn ampliamente presente en las diversas
estructuras de los ganglios basales (Berrendero y cols., 1999), aunque es
importante destacar que el receptor CB1 estd siempre localizado en neuronas
GABAérgicas y glutamatérgicas y nunca en neuronas dopaminérgicas a excepcion

del periodo de desarrollo encefdlico (Hernandez y co/s.,2000).
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Como se muestra en la figura (Figura 11) los receptores CBl1 se han
localizado principalmente en las terminales axonicas presindpticas de las
neuronas GABAérgicas que proyectan desde el estriado a la sustancia negra
pars reticulada y al globo pdlido (Herkenham y cols., 1991; Westlake y cols.,
1994) y también en las neuronas de glutamato que proyectan desde el nicleo
subtaldmico a la sustancia negra pars reticulada (Glass y cols., 1997). Se ha
documentado también la presencia de receptores CB1 en las nheuronas
glutamatérgicas corticoestriatales y en algunas poblaciones de interneuronas
GABAérgicas del estriado (Fusco y cols.,, 2004). Pero hasta la fecha, no se han
encontrado receptores CBl1 expresados en las heuronas dopaminérgicas que
inervan el estriado desde la sustancia negra. Aunque si se han encontrado de
manera postsindptica, colocalizando con receptores dopaminérgicos en las

neuronas del estriado (Juliany co/s., 2003).
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Glutamato

A

Corteza motora =<

Glutamato P,

Estriado
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Via piramidal DIR ’;g" GABA
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Excitatoria

Receptores CB1 postsindptico
7& Receptores CB1 presinaptico

Glutamato

Glutamato

Figura 10. Esquema simplificado de conexiones de los ganglios basales. Y distribuciéon
de los receptores cannabinoides CB1. En la figura se representan los principales ndcleos y las
interacciones destacadas enfre ellos (flechas), SNc, sustancia negra pars compacta; SNr,
sustancia negra pars reticulada; NST, nucleo subtaldmico; GPe, globo pdlido externo; GPi,
globo pdlido interno; DIR, receptor D! de dopamina; D2R, receptor D2 de dopamina; SP,
sustancia P; Enk, encefalina (Ferndndez-Espejo, 2004).

Por otro lado en el globo pdlido y en la sustancia hegra hay presencia de
los ligandos enddgenos cannabinoides, y una alta actividad de la enzima que
degrada la anandamida, la dcido graso amida hidrolasa (FAAH) (Tsou y cols.,

1998).

Otro importante receptor del sistema cannabinoide presente
abundantemente en los ganglios basales es el receptor TRPV1. El cual se ha
encontrado en neuronas dopaminérgicas, colocalizando con la enzima tiroxina
hidroxilasa (Mezey y cols., 2000), y en terminales glutamatérgicos que inervan

la sustancia negra pars compacta (Marinelli y co/s., 2007)
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5.1.2 Funcidn del sistema cannabinoide en los ganglios basales.

Los efectos motores provocados por la activacion de los receptores CB1
con los diferentes tipos de cannabinoides vegetales, sintéticos o enddgenos, son
el resultado de la capacidad de estas sustancias de interferir en la actividad de
los tres principales neurotransmisores implicados en la funcionalidad de los
ganglios basales, GABA, glutamato y dopamina. Los efectos de los cannabinoides,
observados en experimentacion con animales, sobre estos neurotransmisores se

encuentra resumida en la tabla 11 extraida de Ferndndez-Ruiz y co/s., 2002.

Tabla 11. Efectos del delta-9-tetrahidrocannabinol sobre algunos neurotransmisores
implicados en el control del movimiento a nivel de los ganglios basales
(modificada de Ferndndez-Ruiz y cols.,2002)

Neurotransmisor  Efectos neuroquimicos Referencia

Dopamina -Disminucién de receptores D1y D2 en el estriado por Romeroy cols., 1995
agonistas CB1.

-Descenso de actividad TH por agonistas CB1. Navarro y cols., 1993.

-Descenso in vitro de la liberacién de DA en fragmentos Navarroy cols., 1993.
de estriado por agonistas cannabinoides

-Efectos sobre la generacidén de potenciales de accion Tersigniy cols., 1996
por antagonistas y agonistas CB1.

GABA -Los antagonistas GABA-B reducen la inhibicion motora Romeroy co/s., 1996
inducida por cannabinoides.

-Reduccion de la recaptacién de GABA por agonistas Maneuf y cols., 1996
cannabinoides,

-Modulacién de la liberacion de GABA por agonistas Miller y cols., 1998
cannabinoides ( medido por electrofisiologia)

-Reduccion de la actividad GABAérgica por Gueudety cols., 1995
antagonistas CB1

Glutamato -Inhibicion de la liberacién de glutamato en sustancia Gerdemany co/s., 2001
negray estriado por agonistas cannabinoides
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Neuromodulacion de GABA

En relacion a la neurotransmisién  por GABA, hay aun datos
contradictorios, pero se ha descrito que los cannabinoides incrementan la accién
de GABA en las sinapsis, incrementando la liberacion del neurotransmisor GABA
(Miller y cols., 1998) y/o inhibiendo la recaptacion del mismo (Romero y cols.,
1996), en el globo pdlido, sustancia negra y en neuronas GABAérgicas
estriatonigrales (Maneuf y cols., 1996). Es, en parte, por esta razén, y teniendo
en cuenta que GABA es neurotransmisor inhibidor, que los cannabinoides
presentan  efectos hipoquinéticos (Fernandez-Ruiz y cols., 2002). Se sabe
ademds que este efecto estd mediado por el receptor GABA-B (Romero y cols.,

1996).
Neuromodulacion de glutamato

Los cannabinoides vegetales, sintéticos y enddgenos son capaces de
alterar la actividad de las neuronas glutamatérgicas. En concreto los
cannabinoides actlan en el terminal presindptico glutamatérgico inhibiendo la
liberacién de glutamato en neuronas de distintas estructuras del encéfalo, como
el hipocampo, el cerebelo, asi como también en los ganglios basales (Levenes y

cols., 1998)
Neurotransmision de dopamina

La liberacién de dopamina en relacion con el comportamiento motor y en el
contexto de los ganglios basales, tiene lugar en la inervacién del estriado desde
las neuronas de la sustancia negra. La disfuncion de esta ruta origina la

enfermedad de Parkinson (Graybiel y cols., 1994).
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La interaccion de los receptores cannabinoide y domapinérgico tiene un

sustrato neurobioldgico, debido a que ambos son receptores asociados a

proteinas 6 (Matsuda y cols., 1990). Al encontrarse ambos receptores acoplados

al mismo sistema de traduccion de sefales, la activacion del receptor CB1

localizado en las principales dreas dopaminérgicas produciria una modulacion

directa en las neuronas dopaminérgicas.

Los diferentes estudios muestran que el mecanismo por el cual el sistema

cannabinoide produce modificaciones en la heurotransmision dopaminérgica

puede explicarse por varias vias:

Inhibicion directa. La activacion de los receptores CB1 implicaria
la inhibicién directa de la liberacion de dopamina mediante la

inhibicién de la enzima adenilato ciclasa (Glass y Felder, 1997).

Inhibicion indirecta. Debido a que los receptores CB1 se localizan
también presindpticamente en los terminales GABAérgicos
estriatopalidales y estriatonigrales, produciria un mecanismo de
inhibicién indirecta. Esto es asi, porque como ya se ha visto la
activacion de CB1 de los terminales presindpticos provocarian una
liberacion y/o inhibicion de la recaptacion de GABA,

neurotransmisor inhibidor, sobre las neuronas dopaminérgicas.

En otro nivel de regulacién se han observado otros mecanismos de

modulacidn de la actividad de ambos sistemas:
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La activacién del sistema cannabinoide produce una inhibicién de la
actividad del precursor de la sintesis de dopamina, la tiroxina

hidroxilasa (TH) (Romero y co/s., 1995).

Los cannabinoides parecen modular el perfil ontogénico de los

receptores D1y D2 (Ferndndez-Ruiz y cols., 1994).
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e La expresion del gen CB1 parece estar bajo el control negativo de

las neuronas de la sustancia negra (lastres-Becker y cols., 2001).

5.2.3. Efectos del fitocannabinoide A’-THC a nivel motor.

En la Tabla 12 se recoge un resumen de los efectos motores producidos
por la administracion de A9-THC en animales de experimentaciéon. En general
los principal efecto farmacoldgico a nivel motor son hipoactividad motora y la
catalepsia (Dewey, 1986). No obstante, el efecto de los cannabinoides parece
ser bifdsico. A dosis bajas los cannabinoides tienen un efecto estimulante y a
dosis altas un efecto inhibidor sobre la actividad locomotora (Davis y cols.,
1972). Por otra parte, la administracion de dosis muy elevadas puede producir
hiperreflexia, dando lugar al efecto conocido como “pop-corn behaviour” en

ratones y "barrel rotation behaviour” en ratas (Martiny co/s., 1991).

Tabla 12. Efectos en el comportamiento motor producidos por A9-THC en
animales de experimentacion. Fernandez-Ruiz y cols., 2002

Efecto motor Referencia
Disminucién de la actividad espontdnea y Romeroy cols., 1995; Navarro y
estereotipias en ratas cols., 1993
Aumento de inactividad en ratas Romero y cols., 1995; Rodriguez

de Fonsecay cols., 1994
Incremento de hipoquinesia inducida por Mossy cols., 1981
reserpinas en ratas
Disminucion de Hiperactividad inducida por Gorritiy cols., 1999
anfetamina en ratas
Deterioro del control motor fino en ratas McLaughlin y co/s., 2000
Aumento de actividad motora a dosis bajas  Safiudo-Pefia., 2000
Reduccion de actividad motora espontanea e Wickens y cols., 1993; Pertwee y
induccion de catalepsia en ratones cols., 1988
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5.2 Sistema cannabinoides y enfermedad de Parkinson.

La enfermedad de Parkinson o “pardlisis agitante” es una enfermedad
crénica y progresiva que pertenece al grupo de enfermedades de trastornos del
movimiento. Fue descrita por primera vez por James Parkinson, en 1817. Siendo
definida como “movimiento trémulo involuntario, con debilidad muscular, en
parte sin estar en accién; afecta incluso al apoyo normal, con tendencia al
encorvamiento hacia delante y la aceleracién involuntaria del paso, sin merma de
la integridad de sentidos e intelecto”. Hoy se sabe que esta definicion no es
exacta ya que, por ejemplo, posteriormente en el transcurso de la enfermedad

aparecen deficiencias cognitivas (Lang y cols., 1998).

Fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson estd causada por la muerte de neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra pars compacta, lo que conlleva la pérdida
de dopamina en el nicleo caudado y putamen, la manifestacién patoldgica incluye
cambios degenerativos, tales como la muerte neuronal, la despigmentacién en la
sustancia nhegra y la aparicién de inclusiones intracelulares en las neuronas
dopaminérgicas denominadas cuerpos de Lewy. La muerte de heuronas
dopaminérgicas en el drea tegmental ventral y en otra heuronas

monoaminérgicas también ocurre, aunque en menor medida y mds tardiamente.
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La ruta dopaminérgica que estd dafiada en pacientes de Parkinson. Esta
ruta (Figura 10) que parte de la sustancia negra (SN) libera dopamina en el
estriado. La dopamina provoca inhibicion de las nheuronas GABAérgicas
estriatales con receptores dopaminérgicos D2 y efecto excitatorio sobre las
neuronas con receptores dopaminérgicos D1. El hecho de que GABA se
encuentre no-inhibido provoca la disminucion de actividad del nicleo globo pdlido
externo (GPe), frenando asi la accién inhibitoria del GPe sobre el nicleo
subtaldmico (NST). Se produce de este modo la liberacién del NST al
desaparecer esta inhibicidn, con lo que aumenta el estimulo excitatorio de dicho
nidcleo a todos los niveles: SN, GPe, GPi. Por otro lado, la disminucidn de la accidn
dopaminérgica sobre neuronas con receptores dopaminérgicos D1 estriatales
conlleva una amortiguacion de la accién inhibitoria GABAérgica de las neuronas
estriatales sobre GPi. Por lo tanto, como resultado final, en ambas vias se
produce un incremento de la accion GABAérgica del GPi. Esta hiperactividad
causa la inhibicion del tdlamo motor que es el responsable del control motor de
las dreas corticales implicadas en la iniciacion del movimiento. La hipoactividad
glutamatérgica tdlamo-cortical se relaciona con sintomas como la rigidez,
lentitud de movimientos, acinesia, etc. El temblor se cree debido al “escape” del
tdlamo motor a la potente inhibicion procedente del GPi, originando rdfagas de

disparo hacia la corteza.

Los individuos sanos poseen una amplia reserva de neuronas
dopaminérgicas nigroestriatales. Asi los sintomas parkinsonianos no ocurren
hasta que la pérdida de neuronas es entorno al 80%. La actividad compensadora
de las neuronas restantes, tales como el aumento de la sintesis de la tiroxina
hidroxilasa, o el desarrollo de hipersensibilidad de receptores dopaminérgicos

actldian como mecanismos de neuroadaptacién.
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Implicacion del sistema cannabinoide en la enfermedad vy

potencial terapéutico.

En la enfermedad de Parkinson hay una regulacion al alza de los receptores
CB1, en humanos (Lastres-Becker y cols., 2001) y animales de experimentacién
(Di Marzo y cols., 2001; Romero y cols., 2001) esto puede deberse a que como ya
se ha mencionado, la expresidn del gen CB1 parece estar bajo el control negativo
de las neuronas de la sustancia negra (Lastres-Becker y cols., 2001). Y quizds es
por esto que en algunos pacientes se da disminucién de receptores CBI,
provocada quizds por el tratamiento con levodopa. Asumiendo la hiperactividad
cannabinoide en los enfermos de Parkinson en principio el tratamiento con
antagonistas cannabinoides deberia de paliar sinfomas, aunque se debe tener en

cuenta que el efecto cannabinoide es diferente en cada nicleo encefdlico:

e  Estriado: la hiperfuncionalidad cannabinoide en la enfermedad de
Parkinson agrava la perdida dopaminérgica a niveles estriatales. Por esta razén
los antagonistas cannabinoides pueden tener efectos positivos sobre la
sinfomatologia motora, ya que actuaria facilitando la via directa que expresa
receptores D1 (Ferndndez-Espejo y cols., 2005). La via directa sufre
disminucién de la salida de GABA desde el estriado al pdlido interno y sustancia
negra, por lo que el aunmento de CB1 en esta zona agrava los sintomas, por lo
que los antagonistas a este nivel mejoraria la sintomatologia. Por otro lado, el
uso de antagonistas cannabinoides compensaria la via directa inhibiendo la

actividad neuronal.

e  Corteza motora: propio de la enfermedad es la hipoactividad
glutamatérgica, procedente de la corteza, que se ve agravada por el exceso
cannabinoide a nivel estriatal, por lo que los antagonistas cannabinoides podrian
compensar dicha hiperactividad, mejorando la sintomatologia (Garcia-Arencibia

y cols., 2008).
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e Globo pdlido: En los enfermos de Parkinson la via indirecta se
caracteriza por un exceso de actividad GABAérgica estriatopalidal, que puede
ser paliada con el uso de antagonistas cannabinoides (Fernandez-Espejo y cols.,
2005). La via directa sufre disminucion de la salida de GABA desde el estriado
al pdlido interno y sustancia negra, luego el aumento de CB1 en esta zona agrava

los sintomas, por lo que los antagonistas a este nivel mejoraria la sintomatologia.

e Ndcleo subtaldmico: Por la enfermedad el ndcleo subtaldmico
presenta hiperactividad. En este caso la regulacién al alza de receptores CB1
actuaria como un mecanismo compensador, ya que disminuye la salida
glutamatérgica hacia la sustancia negra y el globo pdlido interno. En este caso,
los estudios demuestran que el uso de agonistas cannabinoides facilita el
movimiento ante las perdidas motoras parkinsonianas (Safiudo-Pefia y Walker,

1997).

e Sustancia negra: En la enfermedad se da una disminucion
GABAérgica desde el estriado en la sustancia negra, pero sobre todo a tener en
cuenta el predominante aumento glutamatérgico desde el nicleo subtaldmico. Es
por esto que los antagonistas no funcionarian por agravar la hiperactividad
glutamatérgica, asi como tampoco serian funcionales los agonistas ya que

mermarian aln mds la ya de por si disfuncién dopaminérgica.

En el uso de cannabinoides como paliativos de la sintomatologia
parkinsoniana es importante tener en cuenta el grado de lesién que subyace al
paciente, ya que segin la gravedad de la enfermedad algunos de los
inconvenientes del uso podrian hacerse insignificantes. De hecho en los casos
mds graves el uso de antagonistas cannabinoides pueden ser (tiles donde la

medicacion actual pierde eficacia.
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Entre los problemas sintomatoldgicos que tiene que afrontar un
enfermo de Parkinson se encuentran las discinesias o movimientos involuntarios,
junto a fluctuaciones motoras. Estas complicaciones estdn provocadas por el
tratamiento a largo plazo con levodopa (Nutt, 2000). Actualmente se considera
que las discinesias se deben a una respuesta anormal por hipersensibilidad de los
receptores dopaminérgicos D1 del estriado, asi como a la entrada
glutamatérgica cortico-estriatal alterada. Luego tanto los agonistas como los
antagonistas cannabinoides podrian actuar sobre dichos fenomenos (Segovia y
cols.,, 2003), contrarrestando la desregulacién glutamatérgica y la
hipersensibilidad dopaminérgica respectivamente. Pero los datos con
antagonistas son inconsistentes, mientras que los agonistas cannabinoides
parecen ser mds eficaces en enfermos de Parkinson tratados con levodopa tanto
en humanos como en animales de experimentacién. Entre los agonistas,
WINbB5,212-2 se ha mostrado como el mds eficaz. Esto parece deberse a que
ademds de agonista cannabinoide es un inhibidor del receptor vanilloide TRPV1,
De hecho, actualmente se investiga mds profundamente la interaccion de este
receptor en el control motor y su posible accién terapéutica (Fernandez-Ruiz y

cols., 2010)

Por otro lado los cannabinoides pueden procurar neuroproteccion en la
enfermedad de Parkinson. La neuroproteccién vendria dada por su capacidad
para disminuir el estrés oxidativo que es la principal causa etiolégica de la
enfermedad. Este efecto cannabinocide se explica en el apartado 5.3.

Cannabinoides neuroproteccion/neurotoxicidad.
Modelo animal de enfermedad de Parkinson. 6-hidroxidopamina

En la actualidad existen una buena variedad de modelos animales para el
estudio de esta enfermedad neurodegenerativa, entre ellos hay modelos de
origen genético y modelos toxicos de dafio dirigido a neuronas dopaminérgicas.
El modelo que se ha usado en el desarrollo de esta tesis doctoral es el modelo

de Parkinson por dafio téxico con de 6-hidroxidopamina (6-OHDA).

e —————————————————————e——————————————————————————— e
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La 6-OHDA es, por otro lado, la neurotoxina mds ampliamente utilizada en
el desarrollo de modelos experimentales. Fue la primera sustancia quimica a la
que se le describieron efectos neurotoxicos en las vias de transmision
catecolaminérgicas (Sachs y cols.,, 1975). La 6-OHDA es una molécula de
estructura andloga a la dopamina, por lo que usa el mismo transportador que
dopamina y noradrenalina para dirigirse al interior de la neurona. Es por esto
que se muestra tan eficaz ya que puede dirigirse, y por tanto, dafiar,
exclusivamente a las neuronas dopaminérgicas, si podemos inhibir el resto de

transportadores noradrenérgicos.

En esta tesis, se ha usado el modelo de hemiparkinsonismo intranigrico. En
este modelo la 6-OHDA es inyectada directamente en la sustancia negra
homolateralmente, por medio de téchicas estereotdxicas. Al inyectar el toxico

en la sustancia negra se induce una degeneracion estdtica y rdpida.

Una vez ha sido inyectada la foxina, esta enfra en las neuronas
dopaminérgicas por el transportador especifico. Dentro de la célula la 6-OHDA
posee una potente accién inhibitoria de la cadena respiratoria mitocondrial,
aunque la muerte de estas células por 6-OHDA estd bdsicamente asociada a la
formacién de H,O;, radicales libres de hidroxilo y quinonas que se producen en
la metabolizacion  de la molécula. Estos agentes oxidantes provocan
peroxidacion de lipidos, mutaciones, rupturas de DNA y desorganizacion de

citoesqueleto, que provocan la muerte rdpida de las neuronas afectadas.

Una de las ventajas de este modelo es que al ejercer una lesién unilateral,
aparecen asimetrias motoras, que nos permiten fdcilmente cuantificar la

magnitud del dafio /n vivo.
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5.3 Neurotoxicidad y neuroproteccion mediada por los cannabinoides

En los dltimos afios los cannabinoides han adquirido un creciente interés.
Parte del interés que suscita estd en la relevancia que ha ido adquiriendo por su
capacidad neuroprotectora, que se enfrenta a la capacidad neurotéxica que

también presenta en situaciones patoldgicas.

En los dltimos hallazgos cientificos al sistema cannabinoide se le estd
atribuyendo la funcidn biolégica neuroprotectora, pero ademds se encuentra que
si bien en situaciones normales el sistema cannabinoide, en general y los
agonistas cannabinoides en concreto, presentan capacidad neuroprotectora, en
situaciones patoldgicas estos mismo agonistas pueden provocar la muerte

programada, celular o apoptética.
Neuroproteccion

Tanto los cannabinoides enddgenos como los exdgenos, ya sean de origen
sintético o natural, se han revelado como potentes agentes anti-inflamatorios y
neuroprotectores (Mechoulam, 2002), por lo que se investiga su potencial en el
tratamiento de fermedades neurodegenerativas como es el caso del Parkinson.
Los efectos antioxidantes que se han ido documentando, al parecer no estdn
mediados por receptores CB1 (Hampson y cols., 1998), implicando mecanismos
moleculares diversos que frecuentemente se complementan entre si. Entre

estos mecanismos cabe destacar:

e Prevencion de la muerte neuronal por excitotoxicidad
glutamatergica, en experimentos tanto /n vivo como /n vitro , gracias a su
capacidad para modular la transmisién glutamatérgica excitatoria a través de

receptores CB1 presindpticos ( Molina-Holgado y cols. ,1997)
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e Modulacién de la respuesta inmune y de la liberacion de
mediadores proinflamatorios, a través de su accion sobre receptores CB1, CB2 e
incluso a través de mecanismos no mediados por receptores CB1, ni CB2 ( Stella,

2004)

e Activacién de rutas de sefializacién de proteccion celular como las
mediadas por quinasas B/Akt (Molina-Holgado y cols., 2002), PKA (Kim y cols,
2005).

e Modulacién de la excitabilidad neuronal y la homeostasis del calcio
a través de efectos sobre canales de calcio, potasio y sodio, receptores NMDA
y AMPA, uniones gap y reservas intracelulares de calcio (Caulfield y Brows, 1992;

Hampson y cols., 2000).

e  Propiedades antioxidantes per se de algunos cannabinoides

(Marsicano y co/s., 2002) por sus propiedades moleculares.

e Inhibicion de la liberacion de éxido nitrico (Molina-Holgado y cols.,

2003).

Aunque hasta la fecha atin no se conoce el mecanismo de accion preciso
por el cual los cannabinoides tienen esta accién neuroprotectora, se ha
documentado la implicacién en neuroproteccién de los receptores CB1, TRPV1, y
PPARs (O'Sullivan y cols., 2005). A través de receptores CB1 se ha comprobado,
por ejemplo, que tanto el cannabinoide enddégeno anandamida, como el
fitocannabinoide A’-THC, son capaces de atribuir proteccién ante el modelo de
excitotoxicidad inducido por ouabaina (van der Stelt y col/s., 2001). Al receptor
TRPV1 se le atribuye un papel en la supervivencia, ya que se conoce que su
activacién puede promover la muerte programada por apoptosis en células
dopaminérgicas mesencefdlicas tanto en cultivos como /n vivo (Kimy cols., 2007).
Y por otro lado, los receptores PPARs también estdn implicados en el efecto
neuroprotector de los cannabinoides en procesos inflamatorios (Chen y cols.,

2007) y de estrés oxidativo (Beltowski y cols., 2002).
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Entender los mecanismos por los cuales los cannabinoides confieren
proteccion a las neuronas, es de suma importancia para su posible uso
terapéutico en enfermedades como la enfermedad de Parkinson. En esta
enfermedad, se ha visto que el dafio de la sustancia negra y en los circuitos
nigroestriatales, es de origen oxidativo, aunque la causa que impulsa hacia el
estrés oxidativo sea ain desconocida (Fernandez-Espejo, 2004). Asi en el
desarrollo de la enfermedad se observan niveles de hierro incrementados (Sofic
y cols., 1988), asi como disminuidos los niveles del péptido antioxidante glutation
(Shapira y cols., 1989), pudiendo originar la formacion de radicales altamente
oxidantes, como es el ion superoxido. La enzima sintetasa de dxido nitrico
también estd aumentada en la glia de la sustancia negra (Hunot y cols., 1996), lo
que lleva a la formacion de peroxinitritos y radicales hidroxilo. El ambiente
altamente oxidativo provoca dafio en proteinas, lipidos, RNA, y DNA. Y ademds
del dafio oxidativo se ha comprobado que en la sustancia negra en esta situacion
patoldgica se da también un ciclo téxico neurodegenerativo caracterizado por la
disfuncion mitocondrial, excitotoxicidad mediada por glutamato, e inflamacion
de la sustancia negra, que explica la rdpida progresién de la enfermedad de

Parkinson una vez que la sintomatologia se manifiesta.

En este marco fisiopatoldgico, el potencial neuroprotector de los
cannabinoides podria ser de gran utilidad en el retraso de la progresién de la

enfermedad.
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Neurotoxicidad

Diversos cannabinoides, inducen muerte celular programada o apoptosis de
células transformadas de origen glial (Sdnchez y cofs., 1998) y neuronal
(Macarrone y cols., 2000) en cultivos y en modelos preclinicos en animales. Lo
cierto es que el poder antitumoral de los agonistas cannabinoides actia no solo
promoviendo la apoptosis, si ho que inhiben la proliferacién de las células
tumorales, inhibicién de vascularizacion del tfumor o angiogénesis, inhibe la
invasividad de las células tumorales y promueven su diferenciacion. (Velasco y

cols., 2007).

Esta capacidad antiproliferativa de los cannabinoides parece ser selectiva
de las células tumorales, donde la unién del agonista al receptor cannabinoide
induce la cascada de sefializacion que origina la sintesis del mensajero
proapoptotico, ceramidas. (Guzman, 2003). Asi el uso y beneficios de los
agonistas cannabinoides en pacientes con cdncer se extiende mds alld de los ya
conocidos efectos favorables en la atenuacién de nduseas y vémitos,
estimulacién del apetito o disminucion del dolor, y abre una via terapéutica

nueva para luchar contra la progresién de la enfermedad y para su posible cura.
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5.4 Efectos de los cannabinoides sobre el control emocional.

Esquizofrenia

El cannabis es una de las sustancias de abuso mds frecuentemente
consumida, ocupando el tercer lugar después del tabaco y el alcohol. Es por esto
por lo que el estudio de las consecuencias heurobioldgicas de su consumo se hace
importante, ya que se postula que el uso de esta droga ilicita puede causar el
padecimiento de enfermedades psiquidtricas, como es la esquizofrenia. Aunque
la asociacién entre cannabis y psicosis es aln un motivo de controversia, hay
algunos autores que postulan la capacidad psicotogénica del cannabis y/o la
capacidad del mismo como factor de riesgo por si solo o ante vulnerabilidad
genética. En concordancia con ello, es un hecho conocido, que las intoxicaciones
agudas por cannabis en personas sanas puede generar un cuadro psicético, de
naturaleza tfemporal, que cesa tras la metabolizacién y eliminacién del principal
componente psicoactivo del cannabis, A’-THC del organismo (D'Souza y cols.,
2005). Ademds el fratamiento crénico con A°- THC produce cambios
permanentes en la actividad del sistema endocannabinoide (di Marzo y cols.,

2000).

Tabla 13. Efectos de la exposicion créonica a A9- THC en el sistema
endocannabinoide de ratas (di Marzo y cols., 2000)

Zona del cerebro Efectos de A’- THC sobre el
sistema cannabinoide

Tallo cerebral Disminucion significativa de niveles de

Cerebelo CB1

Estriado Disminucién significativa de
funcionalidad de CB1

Corteza cerebral Disminucién de niveles de CB1

Hipocampo

Estriado Disminucién de niveles de anandamida
y 2-araquidonil-glicerol

Sistema limbico Disminucién de anadamida

70



Efectos neurofisiolégicos del A9-THC en modelos animales

Los cambios observados en ratas por el grupo de di Marzo (Tabla 13), son
un ejemplo de como el A~ THC puede alterar el normal funcionamiento del
cerebro. En este caso las alteraciones estdn centradas en el sistema limbico y
en zonas de control motor, pudiendo ser importante para entender en este
contexto la posible causa etioldgica de la esquizofrenia por el abuso del cannabis
y/o para comprender mejor y diferenciar tratamientos para los pacientes

consumidores de cannabis de los que no.
Esquizofrenia

La esquizofrenia es un desorden discapacitante de cardcter psiquidtrico,
cuyo nombre viene del griego y significa "mente escindida”. Esta enfermedad se
compone de un conjunto muy variado de sintomas, entre los que predominan, la
alteracién de la conciencia de realidad, de la sensopercepcion, trastornos de
pensamiento, afectivos y trastornos de las funciones ejecutivas, que provocan
de manera significativa disfuncion social. Estos sintomas se clasifican en,
sintomas positivos y negativos (Andreasen y Olsen, 1982).

e Sintomas positivos: exceso o distorsién de las funciones normales.
Alucinaciones visuales y auditivas, ideas delirantes, lenguaje desorganizado o
incoherente y comportamiento gravemente desorganizado.

e Sintomas negativos: disminucion o perdida de las funciones normales
Aplanamiento afectivo, alogia, amimia, anhedonia, catatonia, deficiencias en el
filtrado sensorial.

Tradicionalmente la esquizofrenia se ha dividido en tres subtipos (Emil
Kraepelin, 1898): subtipo paranoide, con predominio de sintfomas positivos;
subtipo catatonica, predominio de trastornos motores, pudiendo llegar a la
inactividad total; subtipo hebefrénica, con predomino de sinfomas negativos

Aunque hasta la fecha las causas de la enfermedad permanecen
desconocidas. Existen, sin embargo, diversos hallazgos surgidos de las
numerosas investigaciones, dando lugar a diversas hipétesis etioldgicas (Coffey,

1998):
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Hipdtesis Genética, Hipdtesis Neuroquimica (dopaminérgica, noradrenérgica,
glutamatérgica o de NMDA, serotoninérgica, GABAérgica), Hipdtesis
Neurovirales e Inmunoldgicas, Hipdtesis Estructurales, Hipétesis del desarrollo
nervioso alterado, Hipdtesis Psicosocial y Modelo de vulnerabilidad

En general, en la actualidad, se piensa que la esquizofrenia es el resultado
de una serie de interacciones sinérgicas entre genes, denominados de riesgo,
que presentan alteraciones funcionales y a las anomalias en la actividad de los
neurotransmisores como dopamina, glutdmico, GABA y serotonina principalmente
que conduce a la aparicion de las manifestaciones clinicas de la enfermedad.

Entre los cambios neuroquimicos mds destacados tenemos:

e La hiperactividad dopaminérgica subcortical, que se relacionan con los
sinfomas positivos. Y hipoactividad dopaminérgica prefrontal, relacionada con
los sintomas negativos (Lisman y cols.,, 2008). También se ha detectado
anomalias en la expresion del transportador DAT y receptor D1.

e Hiperactividad serotoninérgica 5HT2 que se ha involucrado en la génesis
de ciertos sintfomas positivos, como las alucinaciones y los delirios.

e Hipofuncion glutamatérgica del receptor NMDA.

e Reduccion de actividad GABA.

La hipétesis dopaminérgica de la esquizofrenia se ve fuertemente apoyada
por el hecho que los antipsicéticos efectivos son bloqueadores de receptores de
dopamina, principalmente del tipo D2. Los endocannabinoides podrian disregular
la actividad dopaminérgica mesolimbica participando en el estado psicotico
(Gardner y Vorel, 1998), pues el sistema cannabinoide enddgeno es un sistema
homeostdtico que regula la liberacién de dopamina (Rodriguez de Fonseca 'y cols,

1998).

Hipotesis cannabinoide de la esquizofrenia.

La hipdtesis cannabinoide postula que algunos sintomas psicéticos podrian
estar relacionados con la disregulacion del sistema cannabinoide enddgeno. Asi
se sabe que las estructuras implicadas en la patogénesis de la esquizofrenia,

como son las dreas limbicas y la corteza prefrontal, presentan una importante
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densidad de receptores CB1 (Herkenham y co/s., 1991; Tsou y cols., 1998) y
abundantes cantidades de cannabinoides enddgenos (Bisogno y cols., 1999).
Teniendo en cuenta que el sistema cannabinoide participa como un sistema
homeostdtico neuroquimico, por su cualidad fisiolégica como mensajero
retrogrado, capaz de modificar la actividad del resto de neurotransmisores de
modo directo o indirecto, la hipétesis cannabinoide de la esquizofrenia, asi como
el consumo de cannabis como factor de riesgo en la aparicién de la esquizofrenia
adquieren una importante relevancia.

En apoyo a esta teoria se ha comprobado que administraciones
intravenosas de A’-THC induce en controles sanos sintomas psicéticos
parecidos a los que caracterizan la enfermedad, como delirios, alucinaciones y
alteraciones cognitivas, y en esquizofrénicos medicados un aumento pasajero de
los sintomas positivos, cuya intensidad depende de la dosis administrada
(D'Souzay cols., 2005).

Ademds se han descrito alteraciones en el sistema endocannabinoide de
pacientes esquizofrénicos. Estas alteraciones son:

%  Aumento de densidad de receptores CB1. Estudios post-mortem
realizados con cerebros de pacientes esquizofrénicos demuestran un aumento
de la densidad de los receptores CB1 en la zona dorsolateral de la corteza
prefrontal (Dean y cols., 2001), en la corteza cingulada anterior (Zavitsanou y
cols., 2006) y en las capas I y IT de la corteza cingulada posterior ( Newell y
cols., 2006). Teniendo en cuenta las funciones fisioldgicas de estas zonas
encefdlicas, el aumento de la densidad de receptores CB1 podria estar
relacionado con las alteraciones propias de la esquizofrenia, La desregulacion
cannabinoide podria afectar, en esta regidn cerebral, a otros sistemas de
neurotransmisién. Aunque también pudiera ser, contraria a lo que esta teoria
postula, que el aumento de receptores CBl se deba a un mecanismo de
compensacién por el aumento de actividad dopaminérgica.

%  Aumento de los niveles de anandamida en el liquido

cefalorraquideo (LCR). Se han descrito aumento de niveles de anandamida en el
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LCR de pacientes esquizofrénicos del tipo paranoide agudo sin ftratamiento o
tratados con antipsicéticos atipicos, y niveles normales en pacientes tratados
con antipsicdticos tipicos (Giuffrida y cols, 2004). Luego los niveles de
anandamida se correlacionan con la actividad de los receptores D2, ya que se
sabe que ésta estd aumentada en general en los esquizofrénicos y los
antipsicéticos tipicos a diferencia de los atipicos son antagonistas D2. En
consecuencia podemos afirmar que hay una relacién directa entre actividad D2 y
niveles de anandamida, aunque no podemos saber si este aumento de la
anandamida en LCR es causa etioldgica que provoca la enfermedad o
consecuencia fisiolégica que se deriva de ella.

Aunque la anandamida parece no tener propiedades psicotogénicas.
Actualmente se cree que el aumento de 2-AG, el otro cannabinoide enddgeno, si
estad relacionado con la psicosis, pues el exceso de este cannabinoide disregula la

actividad de glutamato y podria ser importante en la génesis de la esquizofrenia

% Vulnerabilidad genética. Como se ha mencionado entre las
hipétesis etioldgicas existe una hipdtesis genética. Esta hipétesis surge del
descubrimiento de una variedad de genes que en cierta medida podrian estar
relacionados con la enfermedad. Aunque la esquizofrenia probablemente tiene
una herencia bastante compleja. Entre estos genes estarian por ejemplo el gen
de la neuregulina (Boucher y cols., 2007), Asi ratones knock-out
heterocigéticos para este gen presentarian una mayor susceptibilidad para
desarrollar esquizofrenia por la exposicién aguda de A’- THC. También se les
supone mayor vulnerabilidad a la aparicion de psicosis promovida por el consumo
de cannabis a los homocigdticos o heterocigéticos de la variante genética de la
enzima catecol-O-metil-transferasa (enzima que participa en el metabolismo de
la dopamina), que porta una valina en lugar de metionina para el codén 158 de la
proteina, polimorfismo debido al cambio de un sélo nucleétido de G a A en el gen.
Entre los genes implicados podria encontrarse el CNR1 (gen que codifica para el

receptor CB1). Dos son los polimorfismos del gen CNR1 mds estudiados en su
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relacion con la esquizofrenia: a) repeticion del microsatélite AAT en el extremo
3' del exdn codificador (que mayoritariamente es el exdn 1). Parece ser que el
nimero de repeticiones podria correlacionarse con una mayor susceptibilidad
genética al padecimiento de la esquizofrenia de tipo hebefrénico (Ujike y cols.,
2002). b) Polimorfismo de un unico nucleétido en la posicion 1359 en la que una
guanina es sustituida por una adenina. Los estudios de este polimorfismo no han
dado de momento resultados concluyentes en cuanto a la susceptibilidad al
desarrollo de la enfermedad, aunque si parece influir en la efectividad de los
antipsicéticos (Madani y cols., 2008). Por otro lado también se ha estudiado si
los polimorfismos en el gen para la enzima FAAH (hidrolasa de amidas de dcidos
grasos) implicada, como ya se ha visto en el metabolismo de la anandamida. De
momento no se ha encontrado polimorfismos de FAAH asociados a

esquizofrenia.

Cannabis en la adolescencia y esquizofrenia.

En los dltimos afios se ha publicado un importante nimero de trabajos
acerca de las consecuencias psicoldgicas que el consumo de cannabis tienen en el
ser humano, ademds de un, incluso mayor nimero, de publicaciones sobre los
posibles usos terapéuticos de los cannabinoides. Y aunque quizd no se haya
establecido aun una linealidad entre consumo y generacién de esquizofrenia, hay
autores que postulan la existencia de una relacion causa-efecto entre el
consumo de cannabis y la aparicién de psicosis, que es dependiente de dosis,
precediendo el consumo a la aparicién de la psicosis (Henquet y cols., 2005) y
una creciente bibliografia que postula que cuando el consumo se produce al inicio
de la adolescencia el riesgo posterior de psicosis aumenta ( Rubio y cols., 2008).
Recientes datos estiman el comienzo del consumo de cannabis entre los 12 y los
18 afios (Samhsa, 2004) y a pesar de este hecho no hay ain suficiente
informacidn sobre las consecuencias neurobioldgicas a largo plazo. Es un hecho
conocido que la adolescencia es una fase critica del desarrollo cerebral,

caracterizado por una fuerte plasticidad neural, con creacién y destruccion de
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sinapsis, mielinizacion de nervios , cambios en patrén de expresién de
neurotransmisores y de los receptores correspondientes en las dreas del
cerebro esenciales para el comportamiento y las capacidades cognitivas (Rice y
Barone, 2000). Ademds aunque ain no ha sido estudiado el papel que el sistema
cannabinoide ejerce en esta remodelacién cerebral en la adolescencia, es posible
que sea significativo ya que si se conoce, como se explicard en el siguiente
apartado, su importante papel en el desarrollo femprano del cerebro (Viveros y

cols., 2005).

A este respecto se debe tener en cuenta y valorar diferencialmente las
consecuencias del consumo de cannabis en relacion al sexo del usuario. Medida
que debe ser tenida en cuenta, ya que se conoce que el A’- THC es capaz de
modificar  diferencialmente diversos pardmetros reproductivos tanto en
animales de laboratorios como en humanos (Kolodny y cols., 1974), en relacién a
la liberacién hormonal, tfamafio gonadal y comportamiento sexual. Y sobre todo,
porque las hormonas esteroideas son capaces de alterar la densidad y afinidad
del receptor cannabinoide, por un lado. Y porque la actividad del A’- THC sobre
la actividad dopaminérgica varia con el ciclo hormonal en las hembras

(Ferndndez-Ruiz y cols., 1992).

Por otfro lado, puede ser que la causa de la enfermedad esté asociada a
perturbaciones producidas durante el desarrollo del sistema nervioso temprano,
que quedarian silentes hasta la adolescencia. En este caso la maduracion del
cerebro adolescente podria verse afectada por la presencia de las anomalias
generadas en el desarrollo, y no tendrian entonces relacion con el consumo de

cannabis o al menos no como factor unitario.

Valoracion del estado psicotico en animales de laboratorio

El estudio de la esquizofrenia en modelos animales es una tarea

complicada, debido al importante componente de alteracion del pensamiento en

76



Efectos neurofisiolégicos del A9-THC en modelos animales

el ser humano. Sin embargo, hay ciertas manifestaciones psicéticas con
correlato funcional en modelos animales y que permiten una aproximacién
aceptable al problema. Un signo psicotico tipico que puede ser abordado a nivel
experimental preclinico es el de la alteracion de la inhibicion por prepulso (PPI),
la cual ha sido usada en la realizacion de esta tesis doctoral. La PPI es un
fendmeno donde la respuesta de sobresalto ante un estimulo brusco e
inesperado se atenua si el estimulo se precede de otro de menor intensidad
(6raham, 1975; Braff y cols., 2001). Representa pues una respuesta de filtrado
sensorial normal que se sabe alterada en enfermos esquizofrénicos, es decir, los
pacientes con esquizofrenia no presentan atenuacién de la respuesta por

prepulso (Figura 11).

En lo que respecta al papel de cannabinoides en la esquizofrenia, en
nuestro laboratorio se ha observado que el empleo agudo y crénico del agonista
cannabinoide indirecto AM404, que aumenta la disponibilidad de 2-AG en la
biofase, es capaz de alterar el PPI en ratones (Ferndndez-Espejo y Galdn-

Rodriguez, 2004).
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Figura 11. Representacion esquemdtica de la funcién de la inhibicion por prepulso o
PPI. La presentaciéon de un pre-estimulo de menor intensidad, es capaz de disminuir la
amplitud de la respuesta a estimulos de gran intensidad en condiciones de normalidad si
ambos estimulos son presentados lo suficientemente cercanos en el tiempo, mientras ante
esquizofrenia esta funcion estaria defectuosa, y la respuesta seria igualmente amplia.

Modelo de experimentacion en animales para el estudio de la

esquizofrenia.

En el ftranscurso de esta tesis doctoral hemos usado el apoyo
experimental de un modelo de esquizofrenia en animales, que al igual que el
consumo de cannabis estaria clasificado en causas ambientales de la
esquizofrenia. Se trata de un modelo de privacion maternal temprana. La
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privacion maternal temprana puede tener efectos disruptores sobre el normal
filtrado sensorial y por tanto modificar el valor del test de inhibicion por
prepulso. Este modelo se basa en la observacién de que la temprana separacién
parental en los nifios en periodos anteriores a la adolescencia, puede ser un
factor que aumenta el riesgo de padecer depresion y/o psicosis en la edad
adulta (Kendler y cols.,, 2002; Morgan y cols., 2007). De este modo se ha
experimentado en animales con la privacién maternal con resultados positivos.
Parece ser que la explicacion mds plausible seria que, durante un periodo
temprano del desarrollo postnatal, las ratas muestran una gran reduccion de la
sensibilidad del eje hipotaldmico-hipofisiario-adrenal (eje cerebral de control y
respuesta al estrés). Este periodo, que en ratas se extenderia entre los dias 4-
14, es llamado generalmente periodo de hiporespuesta al estrés. Dicho periodo
se caracteriza por una disminucion de ACTH y de respuesta a corticosterona o
diferentes estresores (Rosenfeld y cols., 1991). La explicacion biolégica que se
le da a este periodo, es la de proteger el cerebro de los efectos nocivos que
supondria un nivel excesivamente alto de corticosterona (Kloet y cols., 1988). Un
modo de fatigar este periodo de hiporrespuesta es mediante la aplicacién de un
estrés severo, como en este caso seria la separacién prolongada de la madre
(Levine, 1994). Parece ser que el incremento en los niveles basales de
corticosterona provocado en este periodo clave, persisten en el tiempo e incluso
se prolonga hasta las edades adultas (Rots y cols., 1996). Este nivel elevado de
actividad del eje hipotaldmico-hipofisiario-adrenal persistente parece que
también genera otras anormalidades en el animal adulto, como es la génesis de

psicosis medible por test de inhibicion por prepulso (Ellenbroek y cofs., 1998)

Utilizacion de farmacos relacionados con el sistema cannabinoide
para pacientes esquizofrénicos.
Como se ha visto existe una variedad de hipdtesis sobre la etiologia de la

esquizofrenia. Los primeros ftratamientos que surgieron para curar o paliar los
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sintomas de los enfermos se referian al sistema dopaminérgico alterado,
creando un grupo de antipsicéticos llamados tipicos o de primera generacién, que
bdsicamente son antagonistas dopaminérgicos D2. Posteriores a estos surgio un
amplio grupo de antipsicdticos llamados atipicos o de segunda generacién, con
afinidades por receptores diferentes del D2. Todos estos antipsicoticos
presentan mds o menos eficacia en el tratamiento de muchos de los sintomas de
la enfermedad, pero generan una amplia gama de problemas o efectos

secundarios indeseables.

Existe una hipdtesis llamada hipotesis de la automedicacion, que describe
el hecho de que un porcentaje bastante alto de los esquizofrénicos son ademds
consumidores habituales de cannabis. En estos, tras el consumo de la droga, ha
sido documentada por varios autores la desaparicion de los sintomas negativos
de la enfermedad Bersani y cols., 2002; Buhler y cols., 2002). Hay incluso
estudios con el uso de dronabiol (molécula sintética de A’- THC) que presentan

mejoras en los pacientes (Schwarcz y cols., 2009)

Lo cierto es que debido al hecho, conocido recientemente, de que el
sistema cannabinoide aparece alterado en los enfermos de esquizofrenia, abre
la posibilidad de generar nuevas estrategias terapéuticas en el tratamiento de
los enfermos, menos dafiinas y quizds mds certeras que los ya conocidos cocteles

de psicéticos tipicos y atipicos.

A este respecto de momento se estd investigando con tratamientos

basados en cannabinoides, entre ellos destacamos:

% Rimonabant. Antagonista del receptor CBl. Los estudios
realizados con el uso de Rimonabant ha generado buenos resultados. Asi en
modelos animales era capaz de revertir la alteracion producida en la inhibicién
por prepulso (Ballmaier y cols., 2007). Aun asi, en pacientes esquizofrénicos no
parece la mejor opcidn, ya que en el uso de este fdrmaco en la lucha contra la
obesidad, se han dado no pocos casos de depresién y ansiedad (Ugur y cols.,
2008). De todos modos, se sigue investigando los efectos del uso del rimonabant
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en pacientes esquizofrénicos. Es importante destacar aqui que el rimonabant no
sélo tiene interaccidn con el receptor CB1, sino que ademds es capaz de activar
receptores como los PPARy e inhibir otros como los TRPV, o receptor de
adenosina Al (Pertwee, 2010).

% Cannabidiol. Los estudios realizados en modelos animales sugieren
que este compuesto posee propiedades antipsicéticas con un perfil
farmacolégico similar al de los antipsicéticos atipicos. Este reduciria sintomas
sin producir los efectos secundarios nocivos de los antipsicéticos conocidos
(Zuardi y cols., 2006). En estudios sobre pacientes esquizofrénicos también ha
obtenido resultados positivos (Leweke y cols., 2000). Existian ya evidencias que
mostraban que el consumo de cannabis con una relacién elevada cannabidiol/ THC
experimentaban menos sintomas parecidos a psicosis esquizofrénicas (Morgan y
cols., 2008). Este compuesto antagoniza ademds receptores GRP55, es agonista
del receptor 5-HTi, y al igual que rimonabant es agonista PPARy.

% Andlogos de THC. Como ya se ha mencionado hay estudios
realizados con A’-THC y andlogos, donde se han podido constatar algunos
efectos beneficiosos (Crippa, 2010).

Si bien es verdad que ain no se conoce un tratamiento cannabinoide
efectivo en la cura de la esquizofrenia, si que se puede afirmar que se ha
abierto el camino para un mayor esfuerzo cientifico a este respecto, con la
esperanza de encontrar una solucién mejor que las que se conocen hasta la
fecha para una enfermedad discapacitante de alta incidencia en la poblacién

adulta, como es la esquizofrenia.
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5.5 Sistema cannabinoide y proliferacion.

5.5.1 Participacion del sistema cannabinoide en el desarrollo neuronal
Como ya ha sido mencionado, hoy sabemos que el sistema cannabinoide
participa activamente en el desarrollo temprano del sistema nervioso. Recientes
datos demuestran la importancia del correcto funcionamiento del sistema
cannabinoide para el desarrollo embrionario. De hecho es importante desde
antes incluso que la formacion del sistema hervioso, se estd estudiando su
implicacidon incluso en la embriogenia, desde la correcta expulsion de los évulos,
hasta el desarrollo del cigoto, pasando por la implantacién del blastocito en el
Utero, corrobordndose que los cannabinoides tienen efectivamente un papel

importante en todo este proceso (Klinger y cols., 2006).

Los cannabinoides participan activamente en el desarrollo temprano del
sistema nervioso. Como se comentd al principio de esta tesis, se sabe que la
localizacion del receptor cannabinoide CB1 es diferente en etapas de formacién
y desarrollo de la que posteriormente presenta un cerebro adulto (Berrendero y
cols., 1998). El receptor CB1 estd presente en el cerebro desde los momentos
iniciales. En un estudio pionero se observé que ya en la semana 14 de gestacion
se localizan en las zonas CA2-CA3 del hipocampo, aunque en menos densidad de

las que se encuentran en el cerebro adulto (Mato y cols., 2003).

Se ha detectado enzima FAAH en la glia radial en las dltimas etapas de la
gestacion y postnatalmente. La localizacién celular de dicha enzima, unida al
control que ejerce los cannabinoides en la astrogliogénesis, sugiere Ila
implicacion del sistema cannabinoide en diferenciacién de los progenitores
neurales. Por lo que endocannabinoides producidos en microentornos pueden
proporcionar sefiales extracelulares que modulen algunas de las etapas
relacionadas con la eleccion del destino final y con la proliferacion de los
progenitores neurales, asi como contribuir al mantenimiento del adecuado

balance neurona-glia durante el desarrollo cerebral (Aguado y co/s., 2006).
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En la migracion de interneuronas durante el desarrollo embrionario
parece ser que estd implicada la transactivacion del receptor TrkB (receptor de
BDNF) por el receptor CB1 (Marsicano y cols., 2003). De hecho en la misma linea,
se ha descubierto que la anandamida, en cooperacién con el factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF), induce la migracion de las interneuronas
GABAérgicas que poblardn la corteza embrionaria. De hecho tanto la
anandamida como el THC provocan modificaciones estructurales en este nicleo
(Berghius y cols., 2007). Asi pues los cannabinoides en lo que a desarrollo se
refiere actuarian como morfdgenos, pudiendo estar relacionado en procesos
neurogénicos como la proliferacién, diferenciacion celular y maduracion , asi
como en la elongacién axonal y la sinaptogénesis (Kim y cols., 2001; Harkany y

cols., 2007).

El receptor CB2 también podria estar implicado ya que se ha observado
igualmente su presencia en células progenitoras en embriones de raton. La
activacién de cualquiera de los receptores cannabinoides, ya sea CB1 o CB2 es
capaz de promover la proliferacion de estas células, en un proceso dependiente

de la ruta de sefializacién PI3K/Akt (Molina-Holgado y cols., 2007).

Hoy se sabe que los cannabinoides participan en la regulacién de la
diferenciacion de las células progenitoras heurales, por lo que puede ser
importante en el desarrollo cerebral y como se verd en el siguiente punto,

también en la plasticidad del cerebro adulto.

5.5.2 Participacion del sistema cannabinoide en la proliferacién y

mantenimiento de nichos neurogénicos en el cerebro adulto.

La hipétesis de que la generacién de nuevas neuronas en el hipocampo
durante foda la vida del individuo puede jugar un papel importante en los

procesos de aprendizaje y memoria (Kempermann y cols., 2004) y el hecho de
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que un trastorno en este proceso puede participar en la etiologia de
enfermedades como demencia, epilepsia y esquizofrenia (Kempermann vy
Kronenberg, 2003; Galve-Roperh y cols.,, 2009), junto con la buisqueda de
avances terapéuticos para la cura de enfermedades neurodegenerativas, hace

del estudio de los nichos neurogénicos un tema actualidad de suma relevancia.

5.5.2.1 Antecedentes

Desde que Rudolf Virchow (1856) descubriera lo que él denominé como “tejido
glial”, la historia del entendimiento de este tejido ha estado colmada de dogmas
equivocados dificiles de abolir. Durante mucho tiempo, se pensé que dicho tejido
tenia un origen mesenquimdtico. Esta idea fue refutada en la dltima parte del
siglo XIX, cuando las técnicas histolégicas comenzaron a revelar la estructura
del epitelio neuronal temprano (His, 1889). Aunque equivocadamente His W.
pensé que provenian de células progenitoras diferentes de las que generarian
neuronas.

Asociado con la idea de los origenes separados para glia y neuronas surgié otro
dogma, ampliamente difundido: Durante varias décadas, desde que se postulara
la “teoria neuronal” (Ramén y Cajal, 1883) y aunque Santiago Ramén y Cajal, ya
en su época vaticinara la regeneracion neuronal, se ha pensado que la generacién
de nuevas células nerviosas solo ocurria durante los estados embrionarios y el
desarrollo perinatal. Esta opinién fue reforzada por la escasez de mitosis
observada en el sistema nervioso central (SNC) adulto. Ademds, los centros
cerebrales germinales son notablemente modificados en la etapa post natal y
muchos investigadores pensaron que la zona ventricular, se convertia en capa
ependimal postnatal (The Boulder Committee, 1970). Extensamente se creia que
estos centros germinales se hacian vestigiales o quiescentes poco después del
nacimiento. Cualquier actividad proliferativa postnatal por lo general era

asociada con la generacién de glia mds que de neuronas.
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El concepto de que ninguna neurona nueva se formaba en el cerebro adulto
comenzé a cambiarse en los aiios 1960 con el trabajo pionero de Joseph Altman,
quien sugirié que se producian nuevas neuronas en algunas regiones restringidas
del cerebro adulto (Altman y Das, 1966; Altman y Gopal, 1965) Estos trabajos
pioneros no fueron tenidos en cuenta debido, principalmente, a cuestiones
técnico-metodoldgicas. Asi, la idea de que el cerebro adulto era incapaz de
tener neurogénesis prevalecié durante mds de dos décadas hasta que
Nottebohm y colegas de manera concluyente, demostrara el reemplazamiento
neuronal en el telencéfalo de aves adultas, investigando sobre Serinus Canarius
(Burd y Nottebohm, 1985; Goldman y Nottebohm, 1983). También se demostré
que existia neurogénesis en individuos adultos trabajando en otros taxones, y
ahora se acepta como un rasgo comin del cerebro de vertebrados (Alvarez-
Buyllay Lois, 1995).

Es importante, sin embargo, clarificar que aunque se incorporen en ciertas
regiones del cerebro adulto nuevas neuronas, hay otras regiones donde esto no
parece ocurrir. Ademds, en todas las regiones de cerebro adulto donde el
reclutamiento neuronal ha sido demostrado, sélo un subconjunto de los tipos
neuronales son realmente producidas (Altman, 1970; Bayer, 1983; Pefafiel y
cols., 1996; Trice y Stanfield, 1986; Alvarez-Buylla y cols. 1988, 1994; Scharff
y cols.,, 2000). De modo que, muchos tipos neuronales, no parece que se
sustifuyan a lo largo de la vida del organismo. Se ha sugerido, para esta
cuestiéon, que son las restricciones evolutivas la que han limitado el

reemplazamiento de estos tipos celulares en el cerebro adulto (Rakic, 1985).

Centros germinativos en el adulto
Las regiones cerebrales donde se ha documentado que persiste una actividad
germinativa son la capa subgranular (CSG) del giro dentado (GD) del hipocampo
(Kaplan y Bell, 1984; Cameron y cols., 1993; Gage y cols., 1998) y la zona
subventricular (SVZ, del ingles, subventricular zone) de ventriculo lateral

(Garcia-Verdugo y cofs., 1998) .En estas zonas se han descrito tres grandes
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tipos celulares: las células tipo A, B y C. Las células que proliferan en la capa
subgranular dan lugar a las neuronas jovenes que emigran una distancia corta 'y
maduran en el hipocampo como neuronas granulares (Gage y co/s., 1998; Gould y
cols., 1997). La composicion celular y la arquitectura del SVZ han sido

ampliamente descritas (Figura 12).
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Figura 12. .  Esquema de nicho proliferativo en cerebro adulto de rata, zona
subventricular (SVZ), Células ependimales (E), en contacto con el lumen del ventriculo son
multiciliadas, con estos orientados en la direccidn del liquido cefalorraquideo (CSF). Ademds
estas células ependimales forman una estructura circular alrededor de los procesos apicales
de las células B1. Las células de tipo B1, presentan un pequefo Unico cilio, sin capacidad de
movimiento hacia el lumen ventriculo, del que se desprenden cuando se dividen.
Normalmente las células B1 también presentan un proceso basal en contacto con algun
vaso sanguineo (Bv). Las células tipo B2, presentan caracteristicas de astrocitos sin contacto
con el ventriculo. Las células tipo C se localizan cerca de las de tipo B y de los vasos
sanguineos. Los neuroblastos o células tipo A, se localizan en cadenas de células en
movimiento, con las que también contacta las tipo B1, que alcanzan el bulbo olfatorio para
su completa diferenciacién en células maduras. Modificado de lhrie R y Alvarez-Buylla A, 2011.
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Los neuroblastos del SVZ (células tipo A) expresan PSA-NCAM y nestina
(Figura 12). Las células A migran en cadenas homotipicas (Lois y cols., 1996;
Wichterle y cols., 1997), a través de una red de rutas interconectadas
distribuidas por toda la pared del ventriculo lateral (Doetsch y Alvarez-Buylla,
1996). Estas cadenas estdn envueltas por los procesos de células tipo B, con
capacidad proliferativa lenta. Hay dos tipos de células tipo B, células Bl y
células B2. Las tipo Bl1, presentan un dnico cilio corto, sin capacidad de
movimiento hacia el lumen del ventriculo, del que se desprenden cuando entran
en fase de division, y un proceso basan que contacta con alglin vaso sanguineo.
Estds celular expresando GFAP, Sox-2 y Nestina (Lois y cols., 1996; Ihrie y
Alvarez-Buyllia, 2010). Normalmente las células Bl presentan uniones
homotipicas entre ellas y uniones heterotipicas con células ependimales
mediante uniones gap. Las células tipo B2 estdn normalmente mds cercanas al
parénquima. Dispersadas a lo largo de las cadenas de células de tipo A se
localizan un grupo de células inmaduras de tipo C o células de divisién rdpida, que
expresan el marcador nestina pero no GFAP ni PSA-NCAM. Estas células C, que
derivan de las células Bl y son las progenitoras de los neuroblastos, se
encuentran, a menudo, entre las células A, Bl y algln vaso sanguineo (Doetsch y
cols., 1997).

Muchas de las cadenas de células A se combinan en SVZ anterior y dorsal,
formando una ruta restringida, llamada la ruta rostral migratoria (RMS). La
RMS transporta mds de 30,000 neuroblastos por dia al bulbo olfativo, donde
una fraccién de estos se diferencian a neuronas granulares y periglomerulares
(Lois y Alvarez-Buylla, 1994).

Una capa de células ependimales multiciliadas (células tipo E) se encuentra
adyacente a la ZSG y en contacto con el ventriculo. Estas células tipo E,
expresan nestina, GFAP y vimentina. Algunos autores han sugerido que éstas
pueden funcionar como células madres bajo condiciones especificas de cultivo
(Johansson, 1999). Pero hay otros autores que no apoyan esta hipdtesis

(Doetsch y cols., 1999; Laywell y cols., 2000; Chiasson y cols.,, 1999). Estos
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sugieren que la importancia de las células ependimales radica en que
interacciones célula-célula, de tipo gap con las células tipo Bl, siendo estas
interacciones, cruciales para el mantenimiento del microambiente local o del
nicho neurogénico (Lim, 2000).

También se ha descrito, que las células madres se extienden mds alld de las
paredes de los ventriculos laterales y III ventriculo, a nivel mesencefdlico. Se
ha propuesto que podria existir un reemplazamiento continuo de células
catecolaminérgicas a nivel mesencefdlico, aunque este hecho estd sujeto a

controversia.
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Figura 13. Dibujo ilustrativo, mostrando el nicho celular de la SVZ y el linaje progenitor.
(A.) Esquema frontal del cerebro adulto de ratdén, mostrando las SVZ en naranja, entre los
ventriculos laterales (VL). (B.) detalle de la zona marcada en (A.) donde se observa los vasos
sanguineos (VS) muy comunes en la SVZ constituyendo una fuente de seiales para la
neurogénesis. Se localiza en esta zona una ldmina basal especializada (LB) que se extiende
desde los vasos sanguineos, por el SVZ, hasta terminar en pequenos bulbos adyacentes a las
células ependimales (E). (C.)JEsqguema ampliado de la zona marcada en (B.) donde se
pueden ver los neuroblastos en rojo (A) las células indiferenciadas de alta proliferacion en
verde (C) y los astrocitos en azul (B). (D.) Modelo de neurogénesis aceptado de la SVZ,
mostrando los marcadores de proliferacion que posee cada tipo celular. (Modificado de
Doetsch , 2003).
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5.5.2.2 Caracteristicas de las células progenitoras del cerebro
adulto

Desde que fuera definitivamente aceptada la idea de la proliferacion
neuronal en el cerebro adulto, muchos han sido los estudios llevados a cabo para
desenmascarar a la insigne célula progenitora. Los primeros trabajos se basaban
en cultivos de células procedentes de la SVZ. En estos trabajos se observaba
tanto proliferacidn /n vitro, con el uso de factores de crecimiento (Reynolds y
Weiss, 1992; Morshead, 1994; Gage y col., 1995; Weiss, 1996), como su
multipotencialidad, pudiéndose diferenciar la progenie a distintos tipos
celulares propios de tejido nervioso, neuronas, astrocitos y oligodendrocitos
(McKay, 1997).

Una vez superado este primer paso, el siguiente debia ser el estudio y
caracterizacién de las células madres /n vivo. Esto fue complicado, ya que en
principio se esperaba encontrar células inmaduras e indiferenciadas. Esto
estaba basado en la idea errénea de que dichas células progenitoras debian de
tener marcaje y estructura iguales al de las células embrionarias (Fuchs y
Segre, 2000; Coulombe y co/s., 1989; Vasioukhin y cols., 1999; Hu, 1997). Y sin
embargo los trabajos recientes realizados sobre la SVZ, demuestran que éstas

tienen caracteristicas previamente atribuidas a células gliales maduras.

Astrocitos

De menor tamafio que las neuronas, los astrocitos constituyen el grupo
mds numeroso dentro de las denominadas células gliales, un conjunto
heterogéneo de células especificas del tejido nervioso con humerosas y diversas
funciones, aunque en hingln caso relacionadas directamente con la transmisién
de sefiales intercelulares, principal funcion del tejido nervioso. El nimero de
astrocitos es muy superior al del resto de células del tejido nervioso; algunas
estimaciones colocan a los astrocitos en una proporcion de 3 a 1 con respecto a

las neuronas.
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Las funciones mds destacadas de los astrocitos, cldsicamente han sido:
regulacién de la composicion iénica del liquido extracelular del sistema nervioso
central, induccién de la formacién de la barrera hematoencefdlica (BHE), actuar
de soporte y guia de las neuronas durante la migracion y ayudar a mantener los
niveles de los intermediarios del ciclo de los dcidos tricarboxilicos en las
neuronas (Kimelberg y Norenberg, 1989; Miller y co/s., 1989).

Parece ser que a la multitud de funciones que se le atribuyen a los
astrocitos habria que afiadir el de célula progenitora. Son muchos los trabajos
realizados sobre astrocitos de la SVZ, todos con la misma conclusion, inverosimil
hace tres décadas, de que efectivamente ejercen un papel de progenitoras
(Figura 14). Los astrocitos de la SVZ responden a EGF (del ingles, Ependimal
Ground Factor, factor de crecimiento ependimal) /n vitro, produciendo neuronas
y glia (Doetsch y cols., 1999). Ademds se ha comprobado también su capacidad
proliferativa /n vivo, con el uso de la droga antimitética Ara-C (citosina-p-D-
arabinofuranodido) inyectada en la SVZ y de bromodeoxiuridina (BrdU), un
intercalante de ADN que marca las células proliferativas y su descendencia. La
aplicacién de esta droga ha corroborado que los astrocitos de esta zona dan
lugar a células tipo C, que a su vez dan lugar a neuroblastos (Doetsch y cols.,
1999).

Los astrocitos de la SVZ como cualquier ofro tipo de astrocito, sufren un
complejo proceso de compartimentacion en la SVZ y se marcan con GFAP (del
inglés, Glial Fibrillar Acidic Protein). Pero en un andlisis detenido de las
caracteristicas de estas células, en comparacién con las células madres
embrionarias, se observan similitudes interesantes:

a. Ambos tipos celulares expresan nestina (Doetsch y cofs., 1997), una
proteina del citoesqueleto que pertenece al grupo de filamentos intermedios

caracteristicos de células madres (Lendahl y co/s., 1990).

b. Estdn en contacto con el lumen del ventriculo y aunque en principio se
pensaba que los astrocitos estaban separados del liquido cefalorraquideo (LCR)

por la capa de células ependimales, en un examen concienzudo, en la SVZ de
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ratén se puede observar que algunos astrocitos conectan directamente con el
lumen del ventriculo, por prolongaciones que corren entre las células

ependimales (Doetsch y cols., 1999).

c. Presentan un Unico cilio corto que se extiende en el LCR, y contiene
9+0 microtibulos, al igual que el de las células madres (Doetsch y cols., 1999;

Sotelo y Trujillo-Cendz, 1958; Cohen y Meininger, 1987).

-

neuroblastos

T o)

0 D)

progenitor
neuronal

P,

Céluda Ghia radial
neuroepitelicr Astrodtos
neuroepiteio histogénesis embrionaria SVZ aduito

Figura 14. Esquema ilustrativo de los diferentes tipos de células progenitoras y la
secuencia de aparicion. Las células madres en el neuroepitelio temprano (izquierda) se
extienden desde el ventriculo hasta la superficie pial, estas tienen la capacidad de auto-
regenerarse, y de producir diferentes tipos de células del tejido nervioso; la glia radial (centro)
podria comportarse como célula madre neural, proviniendo quizd de las neuroepiteliares
embrionarias.La glia radial se divide simétrica o asimétricamente, dando lugar a neuronas
(rojo) que migran usando las proyecciones de la misma glia radial. La glia radial ademds
puede producir neuronas de forma directa o a fravés de un tipo celular diferente (verde); la
glia radial en el cerebro adulto, parece ser que se transforman en astrocitos (derechal). Estos
astrocitos actian como células proliferativas en algunas zonas del cerebro adulto, como la
SVZ, donde pueden autorenovarse o dar lugar a neuroblastos de modo indirecto a través de
un progenitor intermediario. Los tres fipos de células presentan un Unico cilio corto con
disposicion microtubular 9+0, extendido al lumen (Modificado de Alvarez-Buylla y Garcia-
Verdugo 2001).
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Glia radial

A estas células, que presentan largos procesos (Figura 15), se les ha adjudicado,
cominmente, la funcién de actuar como guia para la migracién de los
neuroblastos hacia su destino final dentro del tejido (Rakic, 1972). Aunque se ha
observado que al finalizar este proceso de guiado, estas células se retraeny se
diferencian a astrocitos (Figura 14) (Schmechel y Rakic, 1979; Ramén y Cajal,
1911; Levitt y cols., 1981; Pixley y De Vellis, 1984; Voigt, 1989).

La glia radial es ubicua en el cerebro en desarrollo, y genera la mayoria de las
neuronas y glia (Malatesta y co/s., 2000; Kriegstein y Alvarez-Buylla, 2009). Sin
embargo, cuando cesa la neurogénesis, la glia radial desaparece y da lugar a
astrocitos o ependimocitos de la pared ventricular, excepto en algunas regiones

en la que persiste.

Figura 15. Glia radial cortical del cerebro en desarrollo, mostrando los procesos
radiales por los que se desplazan las células nerviosas en desarrollo. A la derecha dibujo
esquemdtico de una célula de glia radial.
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Al igual que ocurre con los astrocitos, las células de la glia radial
presentan caracteristicas comunes a las células neuroepiteliares del embrion
temprano:

a. La glia radial contacta tanto con la superficie pial como con la superficie del

ventriculo, al igual que ocurre con las embrionarias.

b. Ambos tipos celulares expresan los filamentos intermedios de nestina

(Lendahl y co/s., 1990; Hockfield. y McKay, 1985).

c. La glia radial sufre mitosis y migracién interquinética muy similar a la que
acaece en las células madres neuroepiteliares (Misson 'y co/s., 1988; Frederiksen

y McKay, 1988; McKay, 1989)

d. Estas células extienden, fambién, un dnico cilio corto (Alvarez-Buylla y cols.,
1998), con disposicion microtubular 9+0 (Sotelo y Trujillo-Cenéz 1958; Stensaas
y Stensaas, 1968; Cohen y Meininger, 1987) al lumen del ventriculo.

La cadena de acontecimientos mds aceptada actualmente en relacion a la
proliferacion celular que parece ocurrir en el cerebro, desde los estados
embrionarios hasta la edad adulta, seria la mostrada en la figura 16. En ésta, las
células del neuroepitelio durante el desarrollo se modifican primero a glia radial
y luego a astrocitos, conservando ambos tipos de células la capacidad

proliferativa.
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Figura 16. Grdfico comparativo de la vision cldsica (a) y la actual (b) sobre
proliferacién neuronal. (a) visidon histérica de la generacién del tejido nervioso, en la que las
células del neuroepitelio (NE) darian lugar a dos fipos de células proliferativas: las que
originaran glia y las que dardn por proliferacién a neuronas. (b) vision actual, donde las
células del neuroepitelio (NE) generan durante la embriogénesis, gran parte del tejido
nervioso, hasta que se modifican a dglia radial (GR). La GR se divide de modo asimetrico
generando neuronas y glia. Y ya en el adulto parece ser esta GR originan un tipo de astrocito
con capacidad de autoperpetuarse y de generar los fipos celulares del fejido nervio
(Modificado de Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo. 2001).

Células ependimales o ependimocitos

Las células ependimales derivan de la glia radial, pero han perdido su capacidad
neurogénica. Sin embargo, algunos autores han sugerido a las células
ependimales como células progenitoras, ya que parece ser que bajo algunas
condiciones especiales éstas funcionan como tal /n vitro (Johansson, 1999).
Aunque, en otros estudios en los que se usaron diferentes condiciones de
cultivo, no parecian actuar como tal (Doetsch y cofs., 1999; Laywell y cols.,

2000; Chiasson y cols., 1999), ademds de que no existen evidencias de la division
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de estas células /n vivo (Doetsch y cols.,, 1999), las células ependimales no
presentan caracteristicas de células madres.

Finalmente, en el adulto existen tanicitos en regiones cerebrales como el
organo subfornical (Figura 17) donde presentan aspecto de glia radial, pero no
se ha demostrado neurogénesis. Estos tanicitos, aparentemente “quiescentes”,

pero positivos a nestina, han sido observados en la presente tesis doctoral.

Figura 17. Organo subfomical en la rata adulta, donde se observan tanicitos con
apariencia de glia radial (células en verde), positivos a nestina, tapizando la pared del tercer
ventriculo (D3V). En rojo se identifican células dopaminérgicas, positivas a tirosina-hidroxilasa.
Barra: 100 um.
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5.5.2.3 Nuevos nichos progenitores en el cerebro adulto

En el contexto de la temdtica de la presente tesis doctoral se ha
documentado la existencia de otros nichos heurogénicos, distribuidos mds
ampliamente por el cerebro de animales adultos, que pueden en mayor o menor
medida responder ante estimulos de dafio cerebral, en un esfuerzo de invertir
el daflo. Asi encontramos que existen otras zonas del mesencéfalo donde
podemos observar células nestina positivas que mantienen, en cierta medida, la
tipologia de nicho neurogénico que existe en la SVZ, vya que se localizan

fundamentalmente préximas a los ventriculos.

El descubrimiento de células progenitoras en el mesencéfalo, hecho que
debe ser mds profundamente estudiado, es de mdxima importancia. Algunos
laboratorios proponen la estimulacién terapéutica de dichas zonas para la
generacion de células dopaminérgicas ante la pérdida que se produce en
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson (Zhao y

cols., 2002).

Asi se ha podido observar células con filamentos de nestina en las
proximidades del tercer y cuarto ventriculo (Chouaf-Lakhdar y cols., 2002).
Estas células se localizan en el dérgano subcomisural (SCO) y en el plexo
coroideo (CP). La capa ependimaria del tercer ventriculo en el cerebro de la rata
es una linea simple de células ciliadas y no ciliadas. Las células ciliadas se
conocen como ependimocitos y las no ciliadas tienen largos procesos celulares
que comunican con el parenquima del hipotdlamo y se les conoce con el nombre
de tanicitos (Flament-Durand y Brion, 1985). Los tanicitos mantienen
caracteristicas morfoldgicas de las células gliales embrionarias que han sido
descritas como las células progenitoras en el desarrollo del SNC (Alvarez-

Buylla, 1990).
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Se ha encontrado células con filamentos de nestina entre los
ependimocitos y en las capas subependimales en un nimero normalmente
reducido. Estas no sélo presentaban filamentos de nestina, sino que ademds
pudo constatarse que experimentaban division celular por marcaje de BrdU (Xu
y cols., 2004; Chouaf-Lakhdar y cols.,, 2002). Esa division era normalmente
mayor en las capas subependimales que entre los ependimocitos. La actividad
mitdtica de esta zona aumentaba mediante la administracion de factores de
crecimiento (Xu y cols., 2004). Mediante el cultivo de dichas células extraidas
de la capa ependimal del tercer ventriculo era posible generar neurosferas
proliferativas /n vitro, que podian generar todos los tipos celulares del cerebro,
incluyendo neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. Ademds pudo observarse /n
vivo que los productos de divisién de esta zona eran capaces de migrar y

madurar a neuronas funcionales.

A estos esfuerzos se suman los trabajos de Hendrickson. Este grupo hace
un amplio estudio de los diferentes tipos de células con filamentos de nestina
que podemos encontrar en el cerebro adulto. Asi describe la existencia de 4
clases de células (Hendricksony cols., 2011):

e C(lase I: estdn entre las células neuronales mds pequefias,
ampliamente distribuidas por el cerebro adulto a muy baja densidad.
Presentan somas muy pequefios (23 pm® aproximadamente), y de 3 a 4
procesos que frecuentemente bifurcan cerca del soma. Tras un dafio
cortical, estas proliferan en torno al dafio (vente veces mds), sugiriendo
relacion con la microglia, pero el marcador de microglia demuestra que la
microglia estd en mucha mayor densidad y tiene un soma mds grande que
estas células clase I. No es poco razonable especular que estas células
Clase I podrian ser una de las fuentes de células progenitoras neuronales
que pueden ser observadas en cultivos de estriado, neocértex y otras
zonas no neurogénicas del cerebro adulto (Reynolds y cols., 1992; Palmer y

cols., 1999).
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e C(lase II: se encuentra en la pared del acueducto, tercer
ventriculo y en la pared media del ventriculo lateral inmediatamente
rostral a su fusion con el tercer ventriculo. Estas células, que en algunas
zonas reciben el nhombre de tanicitos, tienen un soma redondeado de unos
65 pm* Tienen pocos o ningdn proceso celular. Presentan sefial nestina +,
pero no se detectd colocalizacién de sefial BrdU en los experimentos
realizados, por lo que adn falta por determinarse si tienen actividad
mitdtica.

e Clase ITI: Se han observado sélo en la zona basal del prosencéfalo
(zona colinérgica, el cuerpo estriado, y capas CA1-CA3 del hipocampo) y
muy limitadas a la zona del hipocampo y cuerpo estriado. En humanos se ha
encontrado también en los ganglios basales. Estas células parecen
estructuralmente neuronas y coexpresan marcadores asociados
exclusivamente a neuronas diferenciadas. Los experimentos de
proliferacion han demostrado que este tipo celular no es de reciente
generacion. En cambio, aparecen como células maduras en el cerebro
adulto expresando nestina. Se supone que no existen neuronas que
expresan nestina en el cerebro en ningln estado del desarrollo. Pero, dado
que estas heuronas Unicas se encuentran solo en las regiones del cerebro
involucradas con funciones de alto grado de cognicién, se postula que
éstas podrian presentar filamentos de nestina debido a cambios
morfoldgicos necesarios para la plasticidad que caracteriza a los procesos
cognitivos. De este modo, la clase III, son en realidad “neuronas que
expresan nestina” (NENs). Tiene un gran soma de media de 180-230 ym?
dependiendo de su localizacidn, y tienen procesos neurales de complejidad
variada que también son inmunopositivos para nestina. No se encuentran
en el neocdrtex, pero se han observado en regiones del cerebro adulto no
relacionados con la neurogénesis: estriado, nicleo de la banda diagonal,
ndcleos medial septales, cértex piriforme, nicleos basales de Meynert, la

capa piramidal del hipocampo y en el drea posterior del hipotdlamo; El
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ndcleo preoptico lateral, el drea predptica media, nicleo anterodorsal
predptico, nicleo medial predptico y niicleo submamilotaldmico. También se
han encontrado en la habérnula media, en los islotes de calleja
(acumulaciones de células en la circunvolucién del hipocampo) , en la
fasciola cinérea y en el indeseum griseum.

e C(lase IV: se encuentran por todo el prosencéfalo (hemisferios,
tdlamo, e hipotdlamo) y tipicamente se encuentran inmediatamente
adyacentes a otras neuronas en una posicién satélite que podria dar la idea
de que estas células son oligodendrocitos que expresan hestina. Sin
embargo, estas células no expresan el marcador GST-m propio de
oligodendrocitos. Tampoco expresan GFAP, ni SOX-2, ni DCX, sugiriendo
que no son astrocitos, ni células progenitoras, ni son neuronas
recientemente generadas. Ni tampoco expresan NeuN o PIII-tubuling,
indicando que no son neuronas maduras. .Tienen un soma de 115 pm?® de
media, con largos y prominentes nicleos, escaso citoplasma y de tres a
ocho finos procesos celulares que rara vez sobrepasan los 10um desde el

soma. Aln falta por determinarse si tienen actividad mitética.

Bajo la influencia de estos descubrimientos, a los que se suma los hallazgos
que constatan la actividad proliferativa ante dafio cerebral en modelos animales
(Korzhevskii y cols., 2008), se ha fundamentado una de las inquietudes de este
trabajo de tesis doctoral, donde se estudié el posible aumento de proliferacién
en mesencéfalo trans el dafio oxidativo provocado por el modelo de

hemiparkinsonismo con 6-OHDA.

Control de neurogénesis en cerebro adulto por cannabinoides
La primera alusion al posible papel del sistema endocannabinoide en la
neurogénesis del cerebro adulto, fue el descubrimiento de la expresién del

receptor CB1 en las células progenitoras (Figura 18). Este receptor aparece en
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las células progenitoras neuronales desde los estadios embrionarios hasta las

células progenitoras del cerebro adulto (Galve-Roperh y cols., 2007).
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Figura 18. Expresion de receptores cannabinoides CB1 y progenitores neurales. CBI1R
se expresan in vivo en células que expresan nestina, progenitor neural (NEP) o el marcador de
glia radial RC2, en embriones E17.5 y ratones postnatales P2.5, respectivamente. CBIR estd
presentes en progenitores radiales proliferativos, como lo revela la tincién con vimentina
fosforilada. Los receptores CB1 también se expresan en células tipo B (nestina+ y GFAP+) de
la zona subgranular del hipocampo del ratén adulto. CB = cannabinoide; GFAP = glial
fibrillary acidic protein. Modificado de Aguado y cols., 2006.

Las células progenitoras encontradas en el cerebro adulto presentan
muchos constituyentes del sistema cannabinoide como los receptores CB1, CB2 y
TRPV; los ligandos enddgenos como anandamida y dcido araquidonil-glicerol (2-
AG); y enzimas del metabolismo de los cannabinoides, como la enzima FAAH y la
enzima de sintesis de 2-AG, diacilglicerol lipasa (Harkany y cols., 2007; Aguado
y cols., 2005; Goncalves y cols., 2008). Ademds, los ratones sin el receptor CBI,
presentan dafiada la proliferacion de las células progenitoras de las zonas del
hipocampo y subventriculares, asi como la formacién de neurosferas en cultivos

(Aguado y cols., 2005).

El desarrollo de las células progenitoras en el cerebro adulto es un
balance regulado entre proliferacion, diferenciacién y supervivencia / muerte,
controlado por sefiales extracelulares. Aunque el mecanismo implicado adn no
estd claro, las investigaciones recientes sugieren que parte de este control

viene dado por el sistema endocannabinoide. En este contexto hay propuestas ya
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algunas vias que podrian estar implicadas en el control que ejerce los
cannabinoides en el destino celular, como la via Rap/B-Raf/ERK y PI3K/Ark
(Galve-Roperh, cols.,, 2006). También se postula que el control de la
proliferacion por cannabinoides puede venir mediante la regulacién de la oxido
nitrico sintasa (Kim y cols., 2006), ya que como se sabe los cannabinoides pueden
regular la actividad de esta enzima y hay bibliografia reciente que propone al
oxido nitrico entre los participes del control neurogénico (Matarreona y cols.,
2005). Ademds se ha propuesto la regulacién cruzada con rutas de sefalizacion
de los factores de crecimiento. En esta linea se propuso que el factor de
crecimiento de fibroblastos puede inducir la sintesis de 2-AG (Willian y cols.,
2003). También el sistema cannabinoide podria estar implicado en la
neurogénesis a través de su funcion como neuromodulador (Lie y cols., 2004) de
otros neurotransmisores como la dopamina, la cual parece ser que tiene un papel
en la regulacion de la neurogénesis (Baker y cols., 2004). Otra de las inquietudes
que fundamentan este trabajo de tesis doctoral fue el estudio del posible
cambio en la proliferacion en mesencéfalo inducido por A9-THC, empleando el

modelo de hemiparkinsonismo con 6-OHDA.

Conseguir entender el funcionamiento de la actividad proliferativa, es
una ambicion de actualidad extrema, si tenemos en cuenta que hace poco mds
de dos décadas, aun se pensaba que no existia neurogénesis en el cerebro
adulto. Hoy se mira al futuro con la esperanza de encontrar la clave de su
control para tratar enfermedades para las que hoy sélo tenemos tratamientos
paliativos. La heurogénesis en el cerebro adulto puede ser la clave para el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como el Pdrkinson, pero
también para enfermedades como la esquizofrenia, donde se ha visto hay una
pérdida de dicha capacidad (Reif y cols., 2006) y que por lo que sabemos bien

podria ser la causa etioldgica.
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Tarea Experimental I

Efecto motor de inyecciones intraestriatales de A9-THC y

ligandos dopaminérgicos D3 en ratas hemiparkinsonianas.

1. Objetivos

Los experimentos realizados en ratas buscaron siguientes

objetivos especificos:

e Valorar el

efecto motor del A9-THC en modelo de

hemiparkinsonismo nigrico.

e Detectar

la posible implicaciéon de los receptores

dopaminérgicos D3 en el control motor de animales en

modelo de hemiparkinsonismo nigrico

2. Animales de experimentacion

Se usaron Ratas Wistar adultas hembras (170-259 g), provenientes del

animalario de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Sevilla. Los
animales fueron tratados en todo
momento de acuerdo a las normas de
uso y cuidado de los animales de
laboratorio de la universidad de Sevilla.
La temperatura y humedad en el
laboratorio se mantuvieron contantes

(22£1°C) y (30-60%, respectivamente),

con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. El agua y la comida fueron

disponibles ad /ibitum.
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3. Procedimiento experimental

Los animales eran sometidos a una operacién esterotdxica por la
que por un lado se les lesionaba la sustancia negra unilateralmente, y por
otro lado se les implantaba una cdnula al estriado ipsilateral. Una vez que
los animales estaban recuperados de la operacién, se les validaba el
estado de parkinsonismo por test de comportamiento de induccion de
giro por anfetamina. ¥ posteriormente se les estudié el cambio en dicho
giro inducido por distintas sustancias. Para finalizar se corroboré que las

cdnulas estuvieran colocadas acertademente.

3.1. Cirugia estereotaxica

Los animales fueron sometidos a una doble operacién estereotdxica:
Inyeccién intranigrica unilateral de 6-OHDA y colocacion de cdnula de

inyeccién fija intraestriatal.

a) Inyeccion intranigrica unilateral de 6-OHDA

Esta, consiste en la inyeccién de 6-OHDA, una droga conocida por el
dafio selectivo que hace sobre las neuronas catecolaminérgicas. 30 minutos
antes de la operacién se les inyecta desipramina (clorhidrato de desipraming,
Sigma, EE.UU) 10mg/Kg intraperitonealmente (IP), para proteger a las
neuronas noradrenérgicas del dafio oxidativo, y penicilina (100000 UI)
intramuscular (IM) como profilaxis antibidtica. Pasados los 30 minutos se
anestesian los animales con ketamina (50mg/kg) y xilacina (10 mg/kg) IP y son
colocados en el aparato estereotdxico Kopf (Figura 19 ), mediante el uso de las
barras interaurales y una barra de sujecion incisiva colocada a 3,3 mm bajo la

linea interauricular.
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Figura 19. Fotografia de una rata Wistar colocada en el estereotéxico, antes de la
operacion donde se puede ver los punto de soporte

A continuacién, se procede a la desinfeccidn superficial de la cabeza del
animal con antiséptico de uso tépico y se realizé, con bisturi, una incisién
longitudinal limpia en la cabeza desde la comisura anterior de los ojos hasta el
inicio de la musculatura del cuello. Una vez despegado y separado el periostio
lateralmente, se expuso la calota para proceder a la localizacién del brazo
movil del estereotdxico hacia el bregma. El bregma supone el punto de unién de
la sutura sagital con la sutura fronto-parietal del crdneo, se usa como punto de
referencia a partir del que se calcula las coordenadas estereotdxicas,
correspondientes a la sustancia negra, segtn el atlas estereotdxico para ratas

Wistar de Paxinos y Watson (Paxinos y Watson,2005).

Las coordenadas utilizadas para la microinyeccién en la sustancia negra

con respecto al bregma, en milimetros, son:

Antero-Posterior Lateral Vertical
(AP) (L) (V)
-5.4 +2.2 -8.2
-5.2

Una vez realizados los cdlculos pertinentes, se fijaron las coordenadas, y

mediante una fresa de corona esférica, se procedié a la craneotomia,

D EEEE———————e e e —
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perforando la calota hasta dejar expuesta la duramadre, de tal modo que se
permitiese el paso intracerebral de la microcdnula con 6-OHDA. Para la
inyeccion del farmaco se utilizé una jeringuilla Hamilton de 10 pl conectada a la
microcdnula de inyeccion a través del tubo de polietileno. Una vez situada la
microcdnula en el nicleo en cuestién se inyectaron 1,2 ul de una solucién 6-
hidroxidopamina (5ug/ul, Sigma), 0,9% de CINa y 0,2% de dcido ascorbico en
cada punto de lesion (Figura 20 ), durante cinco minutos, a velocidad constante
mediante el uso de una bomba de inyeccion electrénica regulable ( Inyector
KDS-100 CE, Kd Scientific, EEUVU). La microcdnula se mantiene durante unos
tres minutos una vez terminada la infusién, para permitir la correcta difusion
del téxico por el tejido retirdndolo lentamente después. Una vez finalizada la

lesion se procedié con la segunda operacion estereotdxica.

Figura 20. Grdfico ilustrativo, de una seccién de cerebro. Durante la operacion a
fravés de la cdnula, se libera de forma localizada 6-OHDA , para lesionar la SN izquierda
(verde)

Las ratas control o con falsa lesion (ratas “sham"), fueron sometidas al
mismo procedimiento quirdrgico, siguiendo el mismo protocolo, pero la solucién
inyectada no contenia 6-OHDA, sino que se les inyecto solo el vehiculo

correspondiente (salino 0,9%, dcido ascérbico 0,2%, en agua destilada).
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b) Implante de canula intraestriatal.

Para realizar esta operacién, primero era necesario colocar la cdnula en
el brazo mévil del aparato estereotdxico, sustituyéndolo asi la aguja usada
para inyeccién del téxico. Una vez colocada se procedié nuevamente con la
localizacion del bregma, para calcular, ahora, las coordenadas

correspondientes al estriado. Las cuales fueron en milimetros:

Antero-Posterior Lateral Vertical
(AP) (L) (V)
+0.5 +3 -5.5

Tras los cdlculos correspondientes, se procedié a taladrar el orificio por
el que habria de penetrar la cdnula. Dicha cdnula consta de cdnula guia de 22
gauge y 14mm y cdnula interna obturadora de 30 gauge y 16mm. De esta forma
la cdnula obturadora interna sobresale 2mm, de la misma manera que
sobresaldrd posteriormente la aguja por la que se le inyectard las distintas
sustancias, permitiendo asi una mejor difusiéon y éxito al experimento. Se
realiza también un orificio (sin llegar a perforar el crdneo) cercano a la cdnula.
La cdnula se inserta en las coordenadas correspondientes y en el orificio anexo
se colocé un microtornillo bien fijado con sigma-tote, creando asi un soporte
para la cdnula. Por dltimo, con la ayuda de cemento de dentista, se hizo un
bloque con la cdnula, el tornillo y un “gorro” de pldstico (Figura 21), que servird
de proteccion para evitar que el animal rompa el implante. Una vez endurecido
el cemento, se suturé la incision por delante y por detrds del implante, se
identificé a los animales para su posterior utilizacion y se mantuvieron

estables en el estabulario.
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Figura 21. Esquema representativo de la colocacién de la cdnula en el estriado

c) Andlisis de disfuncion motora. Test de anfetamina.

El empleo del test de giro inducido por anfetamina, se usa para validar el
grado de lesion provocado con la operacion (Schwarting y Huston, 1996). Este
test se basa en la administracién de anfetamina (clorhidrato de anfetamina,
Sigma, EEUV).

La anfetamina es un psicoestimulante que produce un incremento en la
liberacion de dopamina. En los animales lesionados en el circuito nigroestriatal
induce una intensa rotacién homolateral a la lesion. Este giro es provocado por
el nivel descompensando de dopamina liberada por los terminales
dopaminérgicos en un estriado y el otro.

Para la realizacidn del test se les administré a las ratas una solucién de
clorhidrato de anfetamina (5mg/kg, sigma) en NaCl al 0,9% en el
intraperitonealmente (IP), 15 dias tras la lesion estereotdxica. Entre 30 y 90

minutos después de la administracién de la anfetamina se contabilizan los giros
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en el sentido de las agujas del reloj, es decir, rotaciones ipsilateral a la lesién
y de 360°, dentro de un didmetro de 30 cm.

Este test permite seleccionar las ratas con parkinsonismo estable e
infenso, ya que un nimero de rotaciones superior a 420 giros/hora es
indicativo de una lesion superior al 85% de las neuronas dopaminérgicas de la
sustancia negra, que representa un dafio similar, al acaecido en los humanos que
presentan sintomas de la enfermedad. Las ratas que no giraron > 420%

giros/hora fueron sacrificadas.

3.2. Protocolo de inyeccion intraestriatal.

Una vez comprobada y registrada, la disfuncion motora de los animales, y
tras 7 dias del test de anfetamina, esto es 22 dias después de la operacién
estereotdxica, se procedié a la inyeccidn intraestriatal de varias sustancias.

Las cuales fueron:

e A’-THC (Sigma, EEUV), agonista cannabinoide.
e GR103691 (Tocris, UK), antagonista dopaminérgico del receptor
D3
e 7-OH-PIPAT (Tocris, UK), agonista dopaminérgico del receptor
D3
Las sustancias se inyectaban en el estriado ipsilateral a la lesién y 30 min
después se les sometian nuevamente al test de anfetamina para comprobar en

qué medida modificaban el dato inicial de giro del animal.

Todos los animales recibian 1,5ul de la sustancia correspondiente a su
grupo de experimentacion, para ello se mantenia al animal inmovilizado
manualmente, se le extraia la cdnula y se le introducia una aguja de inyeccion
de las mismas dimensiones que la obturadora (16mm), y mediante una aguja
Hamilton conectada a la aguja por un tubo de polietileno y una bomba inyectora,
se le administraba el producto a velocidad constante. Tras 30 minutos se les

administraba la anfetamina IP y se procedia a la valoracion de giro.
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Se hicieron también grupos en los que los productos se inyectaron de
forma conjunta. Esto se hizo una vez comprobada las dosis mds efectivas de
cada producto inyectado. Para ello, primero se inyectaba uno de los productos
de interaccion dopaminérgica, del mismo modo mencionado anteriormente, y 20
min después el A’-THC. A continuacién, pasados 30 mnutos se procedia con el
test de giro, inyectando la anfetamina para realizar el test normalmente. Los

grupos realizados fueron los que siguen:

Grupos de inyeccion simple

Producto vehiculo Dosis inyectadas intraestriatalmente

A9-THC Alcohol Omg/ml 5mg/ml 15mg/ml 25mg/ml
GR103691 DMSO Onmol 1nmol 5nmol 10nmol
7-OH-PIPAT DMSO Opg/ul 1 pug/ul 5 pg/ul 10 pg/ul

Grupos de doble inyeccién

Productos Dosis inyectadas intraestriatalmente

GR103691 Onmol GR103691 5nmol GR103691 5nmol GR103691
A9-THC Omg/ml THC 5mg/ml THC 15mg/ml
7-OH-PIPAT Oug/ul PIPAT Sug/ul PIPAT 5ug/ul PIPAT
A9-THC Omg/ml THC 5mg/ml 15mg/ml

Los grupos control en este caso, fueron aquellos animales que recibian
intraestriatalmente, los vehiculos de las sustancias, es decir, etanol, o DMSO,

en la misma cantidad y ventana temporal que el resto de animales.

3.3. Verificacion de colocacion de canula

Para constatar que los productos fueron inyectados correctamente, una
vez se tferminaron los test, los animales fueron nuevamente inyectados
intraestriatalmente. Esta vez se les inyecto tinta china que, al no difundir con
facilidad por los tejidos nos revelaria el punto exacto de infusion a través de
las cdnulas implantadas a los animales.

La tinta china fue inyectada a través de la cdnula por una aguja que
nuevamente media lo mismo que la cdnula obturadora, y también por medio de
la bomba de inyeccion y una aguja Hamilton. Los animales recibieron una

infusién de 0,54l de una solucion de tinta china levemente diluida en agua.
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1. Procesamiento del tejido

Tas suministrarles las inyecciones a los animales, éstos fueron
sacrificados mediante decapitacidn con guillotina. Los cerebros se extrajeron
rdpidamente, se congelaron mediante inversién en nitrégeno liquido y se
almacenaron a una temperatura de -80°C hasta su posterior utilizacion.

Para realizarles la tincidn, la zona de interés de los cerebros se cortaron
en secciones coronales de 30 um de grosor con un criostato (MICROM HM 525,
MICROM international GmbH, Italia) a una temperatura de -20°C. Dichas
secciones se recogieron en portas SuperFrost (Menzel-Gldser), donde se les

realizo la tincién.

2. Protocolo de tincion.

Los cortes de tejido colocados en los portas y perfectamente secos se
pasaron por una bateria de soluciones. En concreto por etanol 96% (un pase),
xileno100%(un pase), etanol 96%, 70% y 20% durante 2 minutos en cada una,
y después se pasaron por agua destilada durante 5 minutos. Tras lo cual, se
mantuvieron durante 15 minutos a temperatura ambiente en una solucién de
violeta de cresilo (0.1% p/V; Sigma). Posteriormente, se lavaron en agua
destilada (dos pases) y seguidamente se deshidrataron pasando los cortes
primero por una disolucion de 270 ml de etanol 70% y 30 ml de dcido acético
al 10% (dos pases) . Por ltimo se introdujeron nuevamente en etanol 100%
durante 1-2 minutos, se dejaron secar a tfemperatura ambiente y cubiertos
con medio de montaje DPX y cubreobjetos. Los cortes teflidos eran
fdcilmente analizados mediante el uso de lupa (Figura 22), para comprobar

que el punto de inyeccion era efectivamente el deseado.
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Interaural 9.72 mm : : Bregma 0.72 mm

Figura 22. Ejemplo de verificacién de correcta implantacién de cdnula En la figura
puede verse una fotografia a un corte coronal de cerebro de rata tenido con violeta de
cresilo donde puede apreciarse el punto de inyeccién intraestriatal ( flecha) y una Idmina
del atlas estereotdxico (Paxinos y Watson, 2005) de la zona de interés.
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Tarea Experimental IT

Efecto Bifdsico del A’-THC en la supervivencia de neuronas de

la sustancia negra en cultivos. Papel diferencial de los

receptores CB1, PPAR-a y TRPV1.

1. Objetivos.

e Estudiar los efectos del A9-THC en la supervivencia de cultivos

de sustancia negra de ratones C578BL6 per se y/o tras tratamiento

téxico con 6-OHDA.

e Discernir el papel en la supervivencia mediada por A9-THC de los

receptores del sistema cannabinoide CB1, TRPV1 y PPAR-a mediante el

uso de antagonistas como GW6471 (antagonista del receptor PPAR-a) y

capsaicina (agonista TRPV1), y mediante el uso de ratones Knock-out.

2. Animales de experimentacion.

Los experimentos se realizaron mediante el uso de ratones carentes de

receptores PPAR- , del receptor cannabinoide CB1 y del receptor vanilloide

TRPV1
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Ratones C57BIl/6J de los laboratorios Jackson ( Bar Harbor,
ME)

Ratones carentes (o knock-out, KO) del receptor PPAR-a,
preparados con fondo genético de ratones C57 BL/6J,
cedidos por la fundacion IMABIS de Mdlaga.

Ratones carentes del receptor CB1 y su correspondiente
genotipo silvestre o wild-type, (WT) cedidos por la Dra. Olga
Valverde ( Universidad Pompeu Fabra, Barcelona)

Ratones carente del receptor TRPV (B6.12954-Trpvi™i)
procedentes de los laboratorios Jackson ( Bar Harbor, ME),

con fondo genético de raton negro C57BL/6J



Efectos neurofisiolégicos del A9-THC en modelos animales

Todos fueron tratados en fodo momento de acuerdo a las normas de uso
y cuidado de los animales de laboratorio de la Universidad de Sevilla. Estos
fueron preservados en el estabulario a temperatura y humedad constantes
(22+1°C, 30-60%, respectivamente), bajo un ciclo de luz- oscuridad de 12

horas. El agua y la comida estuvieron disponibles ad libitum.

3. Protocolo de Experimentacion
Para esta ftarea experimental se realizaron cultivos de neuronas de la
sustancia negra de distintos tipos de ratén. Los cultivos fueron estudiados por
fluorescencia para verificar que la poblacion de neuronas se componia de las
neuronas dopaminérgicas propias de este nicleo del cerebro. Después se
estudio la supervivencia de los cultivos por el método de lactato

deshidrogenasa ( LDH) tras exponerlos a distintos productos.

3.1. Cultivo de neuronas.

Los cultivos primarios de neuronas de sustancia negra se realizaron
siguiendo el método descrito anteriormente por Cardozo (Cardozo, 1993), con
algunas modificaciones sugeridas por otros autores (Menay cols., 1997; Burke
y cols., 1998; Smeyne, 2002).

Para los cultivos, los ratones con tres semanas de edad fueron
decapitados bajo condiciones de esterilidad, para extraerles el cerebro. Los
cerebros fueron rdpidamente colocados en una solucion fria de HBBS (Hank's
balanced salt solution, Gibco, invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA) y sujetados
en una matriz de diseccion, donde se hacen secciones coronales del
mesencéfalo de unos 0,5-1mm. Con la ayuda de una lupa de diseccién, se toman
entonces las zonas correspondientes a la sustancia negra, manteniendo
especial cuidado de excluir las zonas mesencefdlicas adyacentes como el drea
tegmental ventral).

Para la digestidn del tejido se utiliza una solucién enzimdtica de papaina

(20 unidades/ml; Worthington, USA) con 0,2 mg/ml de L-cisteina en DMEM



Efectos neurofisiolégicos del A9-THC en modelos animales

( Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium; Sigma Aldrich), 100mM de CaCl; y
50mM de EDTA. La solucién se mantiene durante 40 minutos a 37°C en un bafio
de agitacion. Después, el tejido es mecdnicamente disociado con la ayuda de
una pipeta y centrifugado a 1000 r.p.m. durante 5 minutos. Tras la
centrifugacion, el pellet se recoge y se deposita en un tubo con solucién de
inactivacion que consta de 10% FCS (Foetal Calf Serum), 1% inhibidor de
tripsina y 1% BSA (Bovine Serum Albumin) en DMEM. Se mantiene en la
solucion inacivante durante 5 minutos y posteriormente se centrifuga durante
otros 5 minutos. El pellet se resuspende en medio de cultivo Neurobasal-A
suplementado con 2% de B27 y 1% de Glutamax (Invitrogen Corp.), ademds de
la solucion antibiética adecuada.

La solucion celular resultante es ajustada a 30.000 células por pocillo en
una placa multipocillo de 96. La suspension celular resultante de la digestién de
la sustancia negra de cada raton permite sembrar entre 3-4 pocillos. Los

cultivos, finalmente, se mantenian en un incubador a 37°Cy 5% CO..

3.2. Compuestos y dosis usados sobre los cultivos.

o El A°-THC (Sigma-Aldrich, Sanint Louis, USA), se usaba disuelto
en etanol al 10% en medio de cultivo Neurobasal, a las dosis de 0, 30 y
300nM,y 1.5, 3y 6uM.

e El toxico dopaminérgico 6-OHDA (Sigma-Aldrich) se usaba
disuelto en 0.15% de dcido ascorbico( para evitar su oxidacién en el medio)
y salino, a las concentraciones de 0, 40 y 60uM

e (GW6471 (antagonista del receptor PPAR-a) (Tocris, UK), se usaba
disuelto en 10% DMSO a una concentracién de 1uyM.

e Capsaicina (agonista del receptor TRPV1) (Tocris, UK), se usaba a

dosis de 10uM
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3.3. Protocolo de tfratamiento a los cultivos y ensayo de
citotoxicidad (LDH)

Los cultivos de sustancia negra fueron tratados con las diversas
sustancias a partir del cuarto dia de cultivo. Para ello se retiré el medio de
cultivo y se sustituia durante 2 horas por medio Neurobasal-A sin B27 (Molina-
Holgado y cols., 2005). Es lo que se denomina “"ayuno”, de modo que las células
estaban en un estado basal. EI A’-THC era afiadido durante 1 hora a los
cultivos. En aquellos que recibian también GW6471 (1uM) y capsaicina (10uM),
se les fueron incorporadas al medio durante 15 minutos justo antes de afiadir
el A9-THC. Y en los casos en los que se usaba 6-OHDA, ésta, era afiadida al
medio después de 1 hora tras el tratamiento con A’-THC. La 6-OHDA (0, 40 y
60 pM) se afiadia a los cultivos recién preparada en dcido ascérbico al 0.15% y
salino, durante 15 minutos en el incubador para producir la muerte de
neuronas dopaminérgicas especificamente (Ding y cols., 2004). Pasados los 15
minutos, se retiraba el medio con 6-OHDA y se lavan los pocillos con
Neurobasal-A 2 veces. Y se mantenian en este medio durante 24 horas,

cuando comenzaba el ensayo de citotoxicidad o LDH.

La citotoxicidad producida por la 6-OHDA a las distintas dosis utilizadas
es evaluada mediante un método indirecto ampliamente utilizado, como es el
ensayo de la lactato deshidrogenasa (LDH), una enzima que es citosélica y que
aparece en el medio extracelular ( o, en este caso, en el medio de cultivo) al
morir las células. Este ensayo se realiza mediante la utilizacion del kit

comercial “ Cytotoxicity Detection Kit" (Roche, Indianapolis, USA).

La cantidad mdxima de LDH en relacion a las condiciones de cultivo
llevadas a cabo se calculaban incubando un pocillo sin tratamiento adicional,
con tritén X-100 al 0.5% durante 1 hora para producir la maxima lisis celular.
Por el contrario, la muerte basal del cultivo y sus condiciones particulares se
obtienen de pocillos sin tratar y con medio suplementado con B27 hasta justo
antes de empezar el ensayo (entonces hay que quitar el B27, ya que produce

errores en los resultados durante el ensayo colorimétrico). La liberacion de
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LDH de fondo, es decir, del medio sélo se les resta a los valores obtenidos en

todos los pocillos.

Los valores de muerte se calculan como:

valor LDH — BK
%4 muerte celular = K —BK % 100

BK, muerte basal del cultivo en un pocillo sin tratamiento

FK, muerte total generada con Tritén X-100 durante 1 hora

3.4. Procedimiento de Imnunohistoquimica

Con el propésito de confirmar la presencia de las neuronas
dopaminérgicas en los cultivos, asi como su integridad, algunos de los cultivos
fueron examinados por inmunofluorescencia utilizando los marcadores tiroxina-
hidroxilasa (TH, enzima limitante de la sintesis de dopamina) para detectar los
terminales dopaminérgicos 'y V-GAT (transportador vesicular de GABA
localizado en las membranas de las vesiculas sindpticas), para localizar

terminales GABAérgicos.

Las células colocadas en porta objetos sobre una superficie de poli-d-
lisina, coldgeno y dcido acético (1:1:3), se fijaron con una solucién fria de
paraformaldehido al 4% en PB (pH7.4), durante 10 minutos. Tras lo cual fueron
lavadas con PBS (Phosphate Bufferred Saline) e incubados en una solucién de
0.1% Triton X-100 en PBS durante 20 minutos a ftemperatura ambiente.
Pasados los 20 minutos a los cultivos se les aplicaba una solucién bloqueante
que contenia 5% FBS y 1% Triton X-100 en 0.ImM PBS (pH7.4) durante 45
minutos. Después se incubaron durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo
anti-TH (rabbit monoclonal anti-TH, Sigma-Aldrich) a una concentracion de
1:1000 vy anticuerpo anti-V-GAT (mouse monoclonal anti-V-GAT, Synaptic
System, Germany) a la concentracién de 1:1000. Tras tres lavados con 0.1%

Triton X-100 en PBS, los cultivos se incubaron con los anticuerpos secundarios

e —————————————————————e——————————————————————————— e
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conjugados con FITC y rodamina respectivamente en solucién bloqueante
durante cuatro horas a temperatura ambiente. Después se expuso los cultivos
en una solucién con DAPI (Molecular Probes, Invitrogen Corp.) a la
concentracién de 1:1000 en PBS, para marcar los nicleos. Por dltimo fueron
cubiertas usando kit de montaje, Slowfade antifade (Molecular Probes,
invitrogen Corp.). Los controles en este caso, recibirdn el mismo tratamiento

de inmunofluorescencia, a excepcién de los anticuerpos primarios
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Tarea Experimental ITI
Estudio de la capacidad psicotogénica del agonista
cannabinoide

A9-THC.

1. Objetivos.

Los experimentos realizados en ratones buscaron los siguientes
objetivos especificos:

e Evaluar la capacidad psicotogénica del A’-THC en ratones tras
exposiciones agudas y crénicas de la droga, considerando el dimorfismo
sexual.

e Evaluar la capacidad psicotogénica del A’-THC en tratamientos
crénicos durante la adolescencia y/o la adultez, considerando el
dimorfismo sexual.

e Valorar los efectos del tratamiento crénico de A’-THC en
condiciones de psicosis inducida por aislamiento maternal, considerando el
dimorfismo sexual.

e Discernir la implicacion del receptor cannabinoide CBl1 en la
capacidad posible capacidad psicotogénica del A’-THC.

e Testear los posibles cambios inducidos tras el tratamiento agudo
de A’-THC en las enzimas implicadas en el metabolismo de los

cannabinoides y sobre el receptor cannabinoide CB1.

2. Animales de Experimentacion.

Para los experimentos se usaron ratones machos y hembras Swiss
provenientes del animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad de

Sevilla. También se usaron  ratones machos carentes del receptor

e —————————————————————e——————————————————————————— e
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cannabinoide CB1 (ratones KO CB1), asi como su correspondiente genotipo
silvestre (ratones WT CB1), cedidos por la Dra. Olga Valverde (Universidad
Pompeu de Fabra, Barcelona).

Todos los animales fueron tratados en tfodo momento de acuerdo a las
normas de uso y cuidado de los animales de laboratorio de la Universidad de
Sevilla. La temperatura y humedad se mantuvieron contantes (22+1°C y 30-
60% respectivamente) en un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. El agua y la

comida estuvieron disponibles ad /ibitum.

3.Protocolo de experimentacion.

Para esta tarea experimental los ratones fuerdn divididos en diferentes
grupos y recibierén diversos tratamientos. Una vez terminado los animales
fueron evaluados con el test ya mencionado en la introduccién, test de
inhibicién por prepulso o PPI (Pulse Prepulse Inhibition). Después del test de
comportamiento los animales eran rdpidamente sacrificados y sus cerebros
almacenados para un posterior estudio molecular, donde se estudié los cambios

transcricipcionales de proteinas involucradas en el sistema endocannabinoide.

3.1. Tratamientos
Se hicieron varios grupos usando los distintos tipos de tratamiento. En
algunos casos los animales recibian un solo tipo de tratamiento pero muchos de
ellos recibian tratamientos combinados. Los diferentes tipos de tratamiento

usados en esta tarea experimental fueron los siguientes.

3.1.1. Tratamientos simples
a) Tratamiento agudo.

Los ratones adultos (70-75 dias de vida) fueron inyectados a dosis
diferentes de A’-THC (0 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg) diluido

en 10 % de etano y agua destilada, e introducidos en la cdmara de
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sobresalto para la realizacién del test de PPI 40 min después de la
administracién de la droga.

En este caso, los grupos fueron de 7 ratones Swiss machos por
dosis y el grupo control correspondia al grupo que recibia la inyeccién

con vehiculo, alcohol.

b) Tratamiento agudo sobre ratones carente del receptor
cannabinoide CB1.

Para entender las implicaciones del sistema cannabinoide en la
alteracion del normal filtrado sensorial de los ratones al someterlos a
inyecciones de THC. Se estudiaron ratones WT frente a ratones KO del
gen CB1. Para ello se sometieron a ambos grupos de animales, KO CB1 y
WT CB1, al test de inhibicién por prepulso sin ninglin tipo de
fratamiento. Y por otro lado un grupo de animales de ambos genotipos
con la dosis que habiamos acordado como mds efectiva en tratamiento
agudo, 5mg/kg diluido en 10 % de etano y agua destilada, y un grupo
control por genotipo, que recibieron unicamente el vehiculo, alcohol.
Estos animales eran inyectados intraperitonealmente e introducidos en
la cdmara de sobresalto 40 minutos después de esta inyeccidn.

En este caso se utilizé un total de 5 ratones machos por grupo.
Los grupos control eran en este caso el grupo de Omg/kg de THC, es
decir, alcohol. Asi como de manera paralela de los grupos de distinto
genotipo que recibian idéntico , los grupos WT eran el control del

experimento.

c) Tratamiento cronico
Los ratones Swiss adultos (70 dias de vida) fueron inyectados
con diferentes dosis de A9-THC (0, 5, 10,15, 25mg/kg) diluido en 10 %
de etano y agua destilada, intraperitonealmente, durante 5 dias
consecutivos, el dia octavo eras inyectados nuevamente e introducidos

e —————————————————————e——————————————————————————— e
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en la cdmara de sobresalto para la realizacion del test de PPI, 40 min
después de esta Ultima administracion de la droga
En este caso los grupos realizados fueron de 7 animales por

tratamiento.

3.1.2. Tratamientos combinados:

a) Grupos de animales control
En este caso, un grupo de 9 ratones Swiss hembras y 9 machos,
fueron metidos en la cdmara de sobresalto, sin ningin tipo de
tratamiento, a la edad de 78 dias. Estos animales son el control

principal para el resto de los grupos

b) Privacion maternal

Como ya estd reflejado en la introduccion de este trabajo de
tesis se usé un protocolo alternativo de induccién de psicosis, llamado
de aislamiento materno o privacién maternal. Para ello los animales eran
separados de las madres en el dia 9 de vida durante 24 horas,
colocdndolos en una jaula, llamada de aislamiento, donde se les alojaba
solos y distantes de la jaula de la madre. El aislamiento se realizaba el
dia 9 ya que como ya se ha explicado ese dia pertenece a una ventana
temporal llamada " periodo de hiporespuesta al estrés”, en el que existe
una disminucion de ACTH y respuesta a corticosterona, a diferentes
estresores (Rosenfeld y cols., 1991). Y la aplicacion de un estrés severo,
como es en este caso la separacién de la madre y por ende de la fuente
de comida y calor (Levine, 1994), provoca un incremento de los niveles
de corticosterona que persisten en el tiempo e incluso se prolonga
hasta las edades adultas (Rots., y cols., 1996) que puede genera otras
anormalidades en el animal adulto, como es la génesis de psicosis

medible por test de inhibicidn por prepulso (Ellenbroek y cols., 1998)
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Estos ratones se someten al test de PPI al alcanzar la adultez (78
dias de vida). El nimero de animales en este caso eran de 8 ratones

machos y 15 ratones hembras.

¢) Tratamiento subcroénico en adolescencia

Durante la adolescencia se les suministro diferentes dosis de A°®-
THC (0, 5, 10 mg/kg) durante 4 dias consecutivos, empezando en el dia
28 de vida de los animales, dia en el que comienzan en los ratones los
cambios asociados a la maduracién de los drganos sexuales y por tanto
etapa de adolescencia femprana (Ellgren y cols., 2004). Y al alcanzar la
adultez, el dia 78 de vida del animal se realizé el test de PPI. El nimero
de animales por grupo, en este caso, eran de un minimo de 9 y un

maximo de 16 animal por grupo y sexo.

d) Tratamiento cronico en adultez
Cuando los animales alcanzaban la edad adulta, comenzando el dia
70 de vida, se les suministraba diferentes dosis de A°’- THC (0, 5,
10mg/kg), durante 5 dias consecutivos, y el octavo dia. Coincidiendo con
el dltimo dia de administracién de la droga, dia 78, se realizé el test de
PPI a los 40 min de la inyeccién.El nimero de animales por grupo, en
este caso, eran de un minimo de 9 y un maximo de 16 animales por grupo

y sexo.

Asi pues ademds de los grupos con tratamientos simples (tratamiento agudo
en Swiss y KO CB1, y tratamiento crénico), con los tratamientos de aislamiento
materno, tratamiento subcrdnico en la adolescencia y tratamiento cronico en la
adultez se hicieron grupos combinando estos tres tratamientos. Como
resultado, se hicieron un total de 17 grupos por sexo, 18 si contamos los grupos
control y 19 si contamos con un grupo que se hizo de tratamiento agudo de
5mg/kg de A’-THC de 9 ratones hembras y 9 machos. Estos grupos estdn

explicados grdficamente a continuacion:
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RATONES SWISS

Aislados

THC en
adolescencia
y en el adulto

THC en el adulto

No aislados

THC en
adolescenciay
THC en el adulto

THC en
adolescencia

Control de aislamiento

Omg/kg THC en adolescencia;0mg/kg THC en adultez

Omg/kg THC en adolescencia;5mg/kg THC en adultez

0mg/kg THC en adolescencia;10mg/kg THC en adultez

5mg/kg THC en adolescencia;5mg/kg THC en adultez

10mg/kg THC en adolescencia;10mg/kg THC en adultez

Omg/kg THC en adultez

Bmg/kg THC en adultez

10mg/kg THC en adultez

Omg/kg THC en adolescencia;0mg/kg THC en adultez

Omg/kg THC en adolescencia;5mg/kg THC en adultez

Omg/kg THC en adolescencia;10mg/kg THC en adultez

5mg/kg THC en adolescencia;5mg/kg THC en adultez

10mg/kg THC en adolescencia;10mg/kg THC en adultez

Omg/kg THC en adolescencia

Bmg/kg THC en adolescencia

10mg/kg THC en adolescencia
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3.2 Test de inhibicion por prepulso o PPT

Como se explicé en la intfroduccién de este trabajo de tesis, el estudio de
la esquizofrenia en modelos animales es una tarea complicada, debido al
importante componente de alteracion del pensamiento en el ser humano. Pero
este test de comportamiento, pone de manifiesto un signo psicético tipico en
enfermos esquizofrénicos que puede ser abordado a nivel experimental
fdcilmente. La PPI es un fenomeno donde la respuesta de sobresalto ante un
estimulo brusco e inesperado se atenda si el estimulo se precede de otro de
menos intensidad (Graham, 1975; Braff y cols., 2001). Representa pues una
respuesta de filtrado sensorial normal que se sabe alterada en enfermos
esquizofrénicos, es decir, los pacientes con esquizofrenia no presentan

atenuacion de la respuesta por prepulso.

Respuesta
* De sobresalto
Pulso
Respuesta normal
s! Pubo
a Prepuleo
K]
- -
2 j_
E Respuesta normal
. Pulso
Prepulso
g m—
Tiempo Respuesta psicética

Figura 23. Representacion esquemdtica de la funcion de la inhibicidon por prepulso o
PPI. La presentacion de un pre-estimulo de menor intensidad, es capaz de disminuir la
amplitud de la respuesta a estimulos de gran intensidad en condiciones de normalidad si
ambos estimulos son presentados lo suficientemente cercanos en el tiempo, mientras ante
esquizofrenia esta funcion estaria defectuosa, y la respuesta seria igualmente amplia.
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El enclave donde se realizan los diferentes ensayos consiste een una caja
no restrictiva de Plexiglas de dimensiones 28.5 x 15 x 3.5 cm situada en el
interior de una cdmara de sobresalto por ruido. La caja restringe el
movimiento horizontal del animal tan solo en una plataforma de 15 x 3.5 cm que
estd acoplada a un acelerémetro piezoeléctrico que detecta y traduce la sefial
de movimiento del animal en el interior del enclave al ordenador. Resaltar que
el animal tiene restringido los movimientos verticales por un techo de manera
que tiene, en todo momento, apoyadas las cuatro patas. El altavoz de alta
frecuencia que produce los estimulos sonoros, estd situado 15 cm por encima
del enclave. Los niveles de sonido para todos los estimulos y para el ruido de
fondo fueron debidamente calibrados con un sonémetro.Del mismo modo que se
calibran habitualmente la sensibilidad del piezo eléctrico. Tosoa los test se

realizaron con la luz encendida y con un ruido de fonde de 65db.

La respuesta inicial o "Startle”, que se corresponde con la excitabilidad o

reactividad inicial del animal, se mide en milinewtons (mN) al comienzo del test.

El test completo consistia en una sesién de 20 minutos. Los primeros 5
minutos de habituacién al enclave. Durante este tiempo el (nico sonido que
podian escuchar los animales era el ruido de fondo de 65db. Pasados estos 5
minutos, se les presentaba a cada sujeto una serie de ensayos diferentes
hasta un total de 51. Los diferentes ensayos y el total de veces que aparecen

aleatoriamente durante cada sesidn son los siguientes:

e 18 ensayos tipo pulso, solo con estimulos de 120 db de 30 ms de
duracién

e 5 ensayos de prepulso, solo con estimulos de 78db (13 db por
encima del ruido de fondo)

e 5 ensayos de prepulso, solo con estimulos de 91 db ( 26 db por

encima del ruido de fondo)
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e 8 ensayos tipo pulso-prespulso en los que el pulso era precedido
100 ms antes por un preestimulos de 78 db de 20 ms de duracién

e 8 ensayos de pulso-prepulso con preestimulos de 91 db de 20 ms
de duracién que preceden 100 ms al pulso.

e 7 ensayos sin estimulo, en los que se toma medida por el piezo
eléctrico, sin dar ningdn estimulo sonoro adicional al ruido de

fondo.

Los tres primeros ensayos eran de tipo pulso separados entre si 100ms
en fodas las sesiones y sirvieron para calcular la respuesta inicial de
sobresalto, reactividad, o respues “startle”. La amplitud startle es la
resultante del cdlculo de la media de estos tres primeros ensayos y sirve como
indice de posible efecto sedativo o por el contrario de hiperactividad que
puede producir algunas dosis de A°-THC y que pueden producir un error en los

resultados.

El % PPI se calcula como:

Amplitud de sobresalto al prepulso — pulso
%PPI = - % 100
Amplitud de sobresalto al Pulso

3.3. Sacrificio y procesamiento de los cerebros.

Una vez tferminado el test los animales fueron sacrificados
inmediatamente por dislocacién cervical y decapitacién con guillotina. Los
cerebros se extrajeron rdpidamente, se congelaron mediante inversién en
nitrégeno liquido y se almacenaron a una temperatura de -80°C hasta su

posterior utilizacion.
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3.4. Protocolo de estudio molecular de cambios provocados por

THC en el metabolismo de los endocannabinoides.

Ademds de estudiar la posible capacidad psicotogénica del A’-THC, era
interesante estudiar qué cambios se habian producido a nivel molecular en el
cerebro de los ratones de los diferentes grupos de investigacién. Hasta la
fecha solo se ha estudiado los grupos de animales que recibieron dosis agudas
de A’-THC. En estos ratones se estudié por RT-Q-PCR (Quantitative reverse
transcription polymerase chain reaction), el receptor cannabinoide CB1, la
enzima de sintesis de AEA, NAPE-PLD, y la enzima de degradacién de AEA,
FAAH. Estas proteinas se midieron en la corteza prefrontal y en el estriado.

Los cerebros de los ratones fueron diseccionados en frio, después de
extraerlos del congelador donde estaban almacenados a -80°C. De ellos se
extrajo con rapidez a tubos eppendorfs estériles, la corteza prefrontal por un
lado y el estriado por otro. Para poder realizar esta prueba y por ser necesario
un peso minimo se mezclé las cortezas y los estriados de 2-3 animales por
ensayo. Conservando siempre, las muestras en frio se procedié con el protocolo
de RT-Q-PCR, el cual consta de cuatro fases: Extraccién de RNA, Purificacién,

sintesis de cDNA.y finalmente PCR cuantitativa.

a) Extraccion: El RNA de ambos tejidos se extrajo por medio del método
de extraccion fendlica con Trizol (Invitrogen Life Technologies) de
Chomezynsky (Chomezynsky y Sacchi, 1987).

1. Afadir 300 gl de Trizol a una muestra de 50-100 mg de tejido),
mientras permanece en hielo, y homogeneizar hasta que el tejido quede
completamente uniforme.

2. Afadir 700 pl de Trizol a las muestras, cerrar el eppendorf y
voltearlo manualmente dos veces. Dejarlo actuar 5 minutos.

3. Afiadir 200 pl de cloroformo por ml de Trizol y agitar
vigorosamente las muestras a mano durante 15 segundos. Dejar 2-3

minutos.
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4. Centrifugar 15 minutos a 10000rpm, a 4°C.

5. Transferir la fase incolora de arriba a un tubo nuevo,
previamente marcado. Precipitar el RNA con 500 pl de isopropanol por
ml de Trizol. Vortear manualmente el tubo una vez para mezclar.
Dejarlo 10 minutos.

6. Centrifugar 10 minutos a 10000rpm , a 4°C

7. Descartar, con cuidado, el sobrenadante con una pipeta. Lavar el
precipitado afiadiendo 500 pl de etanol 75% por 1 ml de Trizol y
vorteando hasta despegar el pellet. Centrifugar 5 minutos a 7500rpm,
a 4°C. Repetir el lavado o hacer un solo lavado con 1 ml de etanol 75%
por ml de Trizol.

8. Secar el precipitado al aire durante 5-10 minutos. Disolver en 50-
100 pl de agua libre de RNasas pipeteando e incubar 10 minutos a 55-60
°c.

9. Después se realiza la cuantificacion de cada una de las muestras
para saber la cantidad de ARN totales que tenemos en cada una. Para
ello se preparé una dilucién 1:50 por muestray se midid la absorbancia a
260nm en un espectrofotémetro (nanodrop). Con las absorbancias de las

muestras calculdbamos su concentracion en pg/ul por la férmula:

(absorbancia a 260nm)xDilucidén x 40
1000

Concentracion de RNA =

10. Para comprobar la integridad del RNA, se sometia una porcién de
cada muestra (0.5 pyg de RNA por carril y muestra) a electroforesis
horizontal en gel de Agarosa al 1% (100ml) en buffer TBE( Tris-borato
90mM, pH8.3 y EDTA 2.0mM) con 10ul de bromuro de etidio y cargando
0.5ug de RNA por carril.
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b) Purificacion:

1. Tomar el volumen de RNA que contiene 100 [g, o todo si hay
menos de 100 pg, y llevar a 100 pl con H;O libre de RNasas.

2. Afiadir 350 pl de tampdn RLT (con p-mercapto etanol) a los 100 4
de muestra de RNA. Mezclar bien

3. Afiadir 250 pl de etanol 100%. Mezclar bien con la pipeta y
transferir la muestra (700 pl) a una columna de RNeasy

4. Centrifugar durante 15 segundos a 8000xg (11000 rpm en una
centrifuga de mesa) y descartar el filtrado y el tubo de recoleccién

4.1. Para el tratamiento con DNase I, pipetear 350 pl del
buffer RW1 en la columna y centrifugar 15 s. a 8000xg (11000 rpm en
una centrifuga de mesa) para lavar. Descartar el filtrado y reutilizar el
tubo de recoleccion

42. Afiadir 10 pl de la solucién stock de DNase I a 70 yl de
buffer RDD (por muestra). Mezclar suavemente por inversion

43. Pipetear la mezcla de incubacion de DNase I (80 pul)
directamente en la membrana de silica-gel de la columna e incubar
durante 15 min. a 20-30°C. Nota: Asegurarse de depositar la mezcla de
incubacion con DNase I directamente sobre la membrana de silica-gel, de
lo contrario la digestién serd incompleta

44, Pipetear 350 pl de buffer RW1 en las columnas y
centrifugar durante 15 s. a 8000xg (11000 rpm en una centrifuga de
mesa). Descartar el filtrado y el tubo de recoleccién y continuar con el
primer paso de lavado con buffer RPE

5. Descartar el filtrado y el tubo de recoleccién. Aniadir 500 ul de
tampdn RPE (con etanol)

6. Centrifugar durante 15 segundos a 8000xg (11000 rpm).
Descartar el filtrado

7. Afiadir 500 pl de tampon RPE (con etanol)

8. Centrifugar durante 2 minutos a mdxima velocidad
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9. Descartar el filtrado y el tubo. Tomar otro tubo de recoleccidn
nuevo y centrifugar de nuevo a mdxima velocidad, durante 1 minuto (paso
importante)

10. Transferir la columna a un tubo eppendorf libre de RNasas
(del Mini Kit). Afiadir 30-50 pl de agua libre de RNasas. Dejar reposar la
columna durante 1-3 minutos.

11. Centrifugar durante 1 minuto a 8000xg (11000 rpm en una
centrifuga de mesa). Volver a cargar el eluido en la columna con la

membrana y repetir la centrifugacion.

c) Sintesis de DNAc (RT).

El DNAc se sintetizé a partir de ARN total obtenido de las muestras, por
medo de franscripcion reversa, utilizando hexdmeros. Las moléculas de RNAm
funcionan como molde y los hexdmeros al azar actdan como primers. Ademds,
se requiere la presencia de dNTP's que funcionan como sustrato para la
transcriptasa reversa, de lo que resulta una hebra de ADN complementario que
posteriormente se utilizard para la PCR cuantificativa.

1. Protocolar los tubos de PCR (dos por cada muestra, una llevard enzima y
el otro no)

2. Afiadir la cantidad de agua-DEPC, determinada previamente, que le
corresponde a cada uno (54 pl-volumen RNA que continene 4 g para los
que llevardn enzima y 6.75 pl-volumen RNA que contiene 0.5 pg para los
que no llevardn enzima)

3. Afadir el random primer (hexdmeros) y resuspender bien (4 pl/tubo en
los que llevardn enzimay 0.5 pl/tubo en los que no llevardn enzima)

4. Afadir el volumen de RNA determinado previamente y resuspender bien.

5. Meter los tubos en el termociclador y correr el programa ( ciclo de
desnaturalizacién 72°C durante 3minutos))

6. Mientras tanto, preparar los dos mixes en dos eppendorfs estériles. La

composicion por cada muestra es:
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Con enzima Control negativo
Buffer de reaccidn 5x 16 ul 2 ul
dNTPs (10 mM) 4 ul 5ul
RNasin 40U/pl 1l 0.125 pl
Reverse Transcriptase 20U/ul 1 ul H20  0.125 ul

7. Una vez ferminado el programa, se aiade, sin sacar los tubos del
termociclador, 22 pl del mix a cada tubo de los que llevardn enzima y 2.75 l
del mix a cada tubo de los que no llevardn enzima, mezclando bien con el
contenido. Inmediatamente se corre el programa de sintesis .

8. Una vez terminado el programa de sintesis deDNAc se guardan los tubos

a -20°C hasta que se vaya a hacer la PCR cuantitativa.

Programa RT: Programa RT2:

1. 65°C, 5 min 1. 25°C, 10 min
2. 42C, 5 min 2. 42°C, 1 hora
3. HOLD 4°cC 3.702C, 30 min
4. HOLD 4°C

d) PCR cuantitativa.

Por dltimo, una alicuota de 1 pl de cDNA se amplificé por gPCR
utilizando el kit Roche. Utilizando en cada caso los primer correspondientes
para cada proteina a cuantificar (NAPE-PLD, CB1 y FAAH). Cada muestra fue
analizada por duplicado, y en paralelo se realizé una curva patron con 6 puntos.
En cada gPCR se incluyé un control sin transcripcion inversa para eliminar la
posibilidad de amplificacion de DNA gendémico o de ARN. La cuantificacion
relativa se obtuvo mediante el cdlculo del ratio entre los valores obtenidos
para cada gen de interés. El gen de control (también llamado normalizador o
housekeeping ) en este caso fue el gen del factor de transcripcién Spl. Los
resultados se expresaron como el porcentaje frente al control en cada

condicién y drea.



Efectos neurofisiolégicos del A9-THC en modelos animales

134



Efectos neurofisiolégicos del A9-THC en modelos animales

Tarea Experimental IV
Estudio de posible nicho neurogénico en tercer y cuarto

ventriculo, bajo condiciones de hemiparkinsonismo inducido

1. Objetivos
Los experimentos realizados en ratas buscaron siguientes objetivos
especificos:
e Blsquedas de células progenitoras en el entorno del tercer
y cuarto ventriculo.
e Estudiar el posible aumento de proliferacién inducido por
modelo de hemiparkinsonismo de 6-OHDA
e Andlizar el efecto de las inyeccion intraventricular del
agonista  cannabinoide  A’-THC, en modelo de

hemiparkinsonismo inducido.

2. Animales de experimentacion
Se usaron Ratas Wistar adultas hembras (170-259 g) y Ratas Wistar
jovenes (40-60g) provenientes del animalario de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Sevilla. Los animales fueron tratados en todo momento de
acuerdo a las normas de uso y cuidado de los animales de laboratorio de la
universidad de Sevilla. La temperatura y humedad en el laboratorio se
mantuvieron contantes (22+1°C) y (30-60%, respectivamente), con un ciclo de

luz-oscuridad de 12 horas. El agua y la comida fueron disponibles ad /ibitum.
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3. Procedimiento experimental

Para esta tarea experimental, se realizaron 2 tipos de operacion
estereotdxica. Por un lado se realizé inyecciones intranigrica de 6-OHDA, ya
explicada en la tarea experimental I, para inducir hemiparkinsonismo a los
animales. Y por otro lado se realizé una cirugia estereotdxica en la que se les
implantaba 2 cdnulas fijas a los animales, una en la sustancia negra y otra el
uno de los ventriculos laterales. A este ultimo grupo una vez estabilizados tras
la operacion, se les inyectaba por la cdnula intranigrica el toxico 6-OHDA ,
para inducir hemiparkinsonismo, y por la cdnula intraventricular, el
fitocannabinoide A’-THC antes y después de la inyeccién con 6-OHDA.
Posteriormente el grupo de ratas con hemiparkinsonismoy sus controles,; los
grupos de hemiparkinsonismo , con inyeccién intraventricular de A°-THC; y un
grupo de ratas jovenes fueron perfundidos, y extraidos sus cerebros, para
estudiar por Imnunohistoquimica el mesencéfalo de los cerebros , usando

marcadores de células progenitoras.

3.1. Cirugia estereotdxica
Se hicieron dos tipos diferentes de cirugia, por un lado se hizo la
inyeccién intranigrica de 6-OHDA. Y por otro lado se implanté doble cdnula

fija en el cerebro de los animales.

3.1.1. Inyeccion intranigrica unilateral de 6-OHDA

Como ya se explico en la Tarea Experimental I , consiste en la inyeccion
de 6-OHDA en la sustancia negra de modo unilateral. 30 minutos antes de la
operacion se les inyecta desipramina, 10mg/Kg intraperitonealmente vy
penicilina (100000 UTI) intramuscular (IM) como profilaxis antibidtica. Pasados
los 30 minutos se anestesian los animales con ketamina (50mg/kg) y xilacina
(10 mg/kg) IP y son colocados en el aparato estereotdxico Kopf, mediante el
uso de las barras interaurales y una barra de sujecién incisiva colocada a 3,3
mm bajo la linea interauricular. A continuacion, con bisturi se realiza una
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incision longitudinal limpia en la cabeza, exponiendo la carota. Se localiza el
Bregma que se usa para tfomar las medidas iniciales con las que se calculard la
localizacion de la sustancia negra mediante el uso del atlas estereotdxico

Paxinos y Watson (Paxinos y Watson, 2005).

Las coordenadas utilizadas para la microinyeccién en la sustancia hegra

con respecto al bregma, en milimetros, son:

Antero-Posterior Lateral Vertical
(AP) (L) (V)
-5.4 +2.2 -8.2
-5.2

Una vez realizados los cdlculos pertinentes, se practica un orificio en el
crdneo de los animales por el que se introduce la aguja de inyeccion que
inyectarad el téxico del mismo modo como se explica en la Tarea Experimental
I . Para finalizar se cerraba la abertura con puntos de sutura, se identificé a
los animales para su posterior utilizacién y se mantuvieron estables en el

estabulario.

Las ratas control o con falsa lesién (ratas "sham"), fueron sometidas al
mismo procedimiento quirdrgico, siguiendo el mismo protocolo, pero la solucién
inyectada no contenia 6-OHDA, sino que se les inyecto solo el vehiculo de la

solucién (salino 0,9%, dcido ascorbico 0,2%, en agua destilada).

3.1.2. Implante de doble canula

En este caso los animales eran anestesiados con Ketamina(50mg/kg) y
Xilacina(10mg/kg) con inyeccion intraperitoneal y colocados en el aparato
estereotdxico de Kopf, mediante el uso de las barras interaurales y una barra
de sujecion incisiva colocada a 3,3mm bajo la linea interaural. A continuacién,
se procede a la desinfeccion superficial de la cabeza del animal con antiséptico
de uso tépico y se realizé, con bisturi, una incisién longitudinal limpia en la
cabeza desde la comisura anterior de los ojos hasta el inicio de la musculatura

del cuello. Una vez despegado y separado el periostio lateralmente, se expuso
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la calota para proceder a la localizacion del brazo mdvil del estereotdxico
hacia el bregma. El bregma supone el punto de union de la sutura sagital con la
sutura fronto-parietal del crdneo, se usa como punto de referencia a partir del
que se calcula las coordenadas estereotdxicas, correspondientes al punto
elegido del ventriculo lateral, segln el atlas estereotdxico para ratas Wistar

de Paxinos y Watson (Paxinos y Watson,2005).

En este caso, en el brazo movil estaba dispuesta la cdnula. Dicha cdnula
consta de cdnula guia de 22 gauge y 12mm y cdnula interna obturadora de 30
gauge y 14mm. De esta forma la cdnula obturadora interna sobresale 2mm, de
la misma manera que sobresaldrd posteriormente la aguja por la que se le
inyectard las distintas sustancias, permitiendo asi una mejor difusién y éxito

al experimento.

Una vez localizado el bregma, las coordenadas para implantar la cdnula

intraventricular fueron:

Antero-Posterior Lateral Vertical
(AP) (L) (V)
-0,8 +1,4 -3,4

Localizado el punto de insercion se perforaba el crdneo y se realizaba un
pequefio orificio sin llegar a perfora cercano al punto de insercién de la cdnula.
La cdnula se inserta en las coordenadas correspondientes y en el orificio anexo
se colocé un microtornillo bien fijado con sigma-tote, creando asi un soporte
para la cdnula. Una vez seco el pegamento se coloca en el brazo mévil la cdnula
intranigrica. Esta cdnula se componia de una cdnula guia de 22 gauge y 14mm y
cdnula interna obturadora de 30 gauge y 16 mm. Y las coordenadas para la

insercion de dicha cdnula en la sustancia negra fueron:

Antero-Posterior Lateral Vertical
(AP) (L) (V)
-5.4 +2.2 -8.2
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Del mismo modo que anteriormente se realiza el orificio de entrada en
las coordenadas calculadas y un pequefio orificio no invasivo junto al primero. El
el orificio se insertaba la cdnula y junto a esta se colocaba el tornillo, fijado
con sigma-tote. Por dltimo, con la ayuda de cemento de dentista, se hizo un
bloque con las cdnulas, los tornillo y un “gorro” de pldstico, que servird de
proteccion para evitar que el animal rompa el implante. Una vez endurecido el
cemento, se suturé la incisién por delante y por detrds del implante, se
identifico a los animales para su posterior utilizacion y se mantuvieron

estables en el estabulario.

Cinula intraventricular Cinula intranigrica
AP L v AP L v
08 +14 -34 54 +22 812

Figura 24. Esquema representativo de la colocacién de la cdnula en el estriado. Laas
coordenadas estdn descritas abajo (Paxinos y Watson, 2005).
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3.1.3. Protocolo de inyeccion a través de las canulas

4 dias después de la operacion a los animales se les inyecto a través de la
cdnula intranigrica 6-OHDA o el vehiculo y por la cdnula intraventricular
distintas dosis de A’-THC (0, 5, 10mg/ml).

Los animales recibian 2yl de la dosis correspondiente de A9-THC (O, 5,
10mg/ml) por la cdnula colocada en el ventriculo. Tras 1h 30 minutos se les
inyectaba infraperitonealmente desipramina, 10mg/Kg y a los 30 minutos se
les inyectaba 6-OHDA o el vehiculo en la cdnula intranigrica. 2 horas después
de la inyeccidn del téxico le les inyectaba nuevamente el cannabinoide a la

dosis correspondiente al grupo por la cdanula ventricular.

Inyeccion de THC | (DesiPramina j  BEesr sini) Inyeccion de THC

o 2x 1.2pl - 2
Smg/ml) :

Para ello se mantenia al animal inmovilizado manualmente, se le extraia
la cdnula y se le introducia una aguja de inyeccion de las mismas dimensiones
que la obturadora (16mm para la sustancia negra, y 14mm para el ventriculo), y
mediante una aguja Hamilton conectada a la aguja por un tubo de polietileno y

una bomba inyectora, se le administraba el producto a velocidad constante.

3.2 Validacion del estado parkinsoniano. Test de induccion de

giro por afetamina

El empleo del test de giro inducido por anfetamina, se usa para validar el
grado de lesién provocado con la operacién, como ya se explicé en la Tarea
Experimental I.

Para la realizacién del test se les administré a las ratas una solucién de
clorhidrato de anfetamina (5mg/kg, sigma) en NaCl al 09% en el

e —————————————————————e——————————————————————————— e
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intraperitonealmente (IP), 15 dias tras la lesidn estereotdxica o tras la
inyeccion intracraneal por cdnula fija. Entre 30 y 90 minutos después de la
administracién de la anfetamina se contabilizan los giros en el sentido de las
agujas del reloj, es decir, rotaciones ipsilateral a la lesién y de 360°, dentro
de un didmetro de 30 cm.

Un ndmero de rotaciones superior a 420 giros/hora es indicativo de una
lesién superior al 85% de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra.
En este caso las ratas que se lesiond mediante la operacion estereotdxica
simple, sino presentaban un giro adecuado fueron sacrificadas y desechadas,
pero las ratas con doble cdnula que no giraron fueron sacrificadas con el resto
por perfusién para observar si la ausencia de giro se debia a una mala

colocacion de la cdnula o a causa inesperada.

3.3. Sacrificio de los animales por perfusion y procesamiento del

tejido.

Todos los grupos de animales fueron sacrificados por perfusién. En el
caso de las ratas jévenes tras pasar 48 horas en el estabulario y en ratas
operadas, 24 horas después del test de induccién de giro por anfetamina.

Para la realizacion de la técnica, los animales fueron anestesiados
(hidrato de cloral) y perfundidos transcardialmente. Para ello, una vez
anestesiado el animal se colocé tendido boca arriba, sujetdndole en el plano
horizontal por las cuatro extremidades.

Se realizé un corte en la piel por encima del térax con el bisturi, y se
separo la piel que recubren el térax y el abdomen. Sujetando con una pinza el
extremo del esterndn, se corté el diafragma por su insercion en el reborde
costal, con lo que se accedié a la cavidad tordcica. Una vez expuesto el
corazdn, se inyecto en el ventriculo izquierdo una solucién de heparina (50
pmolar), para impedir la formacién de trombos. Con el uso de un dispositivo

de canalizacién de via, se pincha en el ventriculo izquierdo, para introducir a
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través de éste una solucion salina (PBS, pH 7,4) , después de abrir el circuito,
practicando un corte en la auricula derecha. Una vez sustituida la sangre del
animal por PBS y con los tejidos blanqueados, se le inyectaba una solucién
tamponada de paraformaldehido (PFA) al 4% (pH 7,4, en tampdn fosfato).

Cuando se observé la rigidez del animal, propia de esta técnica de
fijacion, se procedié al corte de la cabeza del mismo en guillotina y a la
extraccién del cerebro de la cavidad craneal

Los cerebros extraidos se mantuvieron sumergidos en la misma solucién
fijadora, PFA 4%, durante 24 h. Pasado este tiempo, los cerebros se pasaron
a una solucién de sacarosa al 30% en PBS, que deshidrata el tejido
prepardndolo asi para el proceso de corte.
Una vez hundidos los cerebros en la solucién e sacarosa (indicativo de la
deshidratacidn), se procedio a su laminado en el criostato (Microm, Alemania).

Los cerebro desprovisto del cerebelo y la corteza prefrontal eran
incluidos Tissue-tek® (Sakira, EE.UU.), para mantener la temperatura éptima
del tfejido . De los cerebros se practicaron cortes coronales de 20um.
Laminando por un lado las zonas correspondientes al tercer y cuarto
ventriculo, y por otro lado se cortaba también la zona correspondiente a los
ventriculos laterales que se usaron como control positivo, ya que es una zona
ampliamente documentada de proliferacién neuronal, con un nicho neurogénico
amplio. Esto nos permitia ademds comprobar que la cdnula estuvo implantada
Las rodajas de 20 pm de grosor, se conservan en PBS hasta comenzar la

inmunofluorescencia 12h después.

3.4. Inmunofluorescencia.
Marcadores estudiados.
¢ Marcadores tempranos son el GFAP y Sox-2, para comprobar si la
estirpe celular se origina en astrocitos o células tipo B (con radiaciones
gliales o no), como sucede en la SVZ. El marcador GFAP o proteina

fibrilar acida de glia es selectivo que marca tanto los precursores tipo

e —————————————————————e——————————————————————————— e
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B como astrocitos en el tejido nervioso, cuya sefial es por lo general

baja a no ser que haya un insulto neurotéxico.

e El marcador neuronal temprano ,nestina, que indica si las células
son células precursoras de neuronas o neuroblastos (sefial fuerte).
Estas células son las del tipo C, neuronas por lo general inmaduras,
aunque también pueden ser del tipo A y B “dirigidas” a ser neuronas
(sefial mds débil de nestina).

e También se valora la presencia de PSA-NCAM, que permite
distinguir células en movimiento o migracion, del tipo A. las células en
movimiento expresan altos niveles de la forma polisialicada de la
proteina NCAM, involucrada en fenomenos de adhesién celular.

. Finalmente, el marcador TH (tirosina-hidroxilasa) indica la
presencia del fenotipo dopaminérgico. La tirosina hidroxilasa es una enzima de
la ruta biosintética del neurotransmisor dopamina, asi como de la adrenalina y
la noradrenalina.

Para la inmunofluorescencia los cortes de 20 ym coronales se lavaron
tres veces en PBS. Tras los lavados se sometieron a un prefratamiento de 30
minutos en PBS 50%, Metanol puro 50% y agua oxigenada 2%. Después otros
tres lavados en Tritén X-100 al 0,1% en PBS (PBT-X). Y posteriormente,
durante 60 minutos preincubacién bloqueante en una solucién con suero fetal
descomplementado (10% FCS, Sigma) y seroalbldmina bovina (1mg/ml BSA,
Sigma) en PBT-X, para bloquear los sitios inespecificos de unién. Trascurrido
este tiempo las secciones se incubaron durante 12h en anticuerpo policlonales
de ratén, conejo o cabra, anti-nestina (1:100, Chemicon y Santa cruz), anti-
sox-2 (1: 1000, Chemicon), anti-PSA-NCAM (1:500, Chemicon), anti-GFAP
(1:100, Santa Cruz) y anti-TH (1:1000, Chemicon). Los anticuerpos se incubaron
por separados o combinando dos (nestina-GFAP; nestina-sox-2; nestina-TH;
PSA-NCAM-TH), e incluidos en solucion bloqueante.

En el segundo dia de protocolo, los cortes se lavaron en PBT-X tres

veces, antes de incubar el anticuerpo secundario durante 3 horas a
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temperatura ambiente y en oscuridad. Loa anticuerpos secundarios usados
fueron anti-raton, anti-conejo o anti-cabra conjugados con fluoresceina o
Alexa 488 (FITC, 1:1000, Santa Cruz, sefial verde) y rodamina o Alexa 456
(1:1000, Pierce, sefial roja). Tras el tiempo de incubacién los cortes se lavaron
en PBS y montados con glicerol 50%, PBS 50%.

Las observacién y fotografiado de los mismos se realizo en un
microscopio de fluorescencia Zeiss, inmediatamente, o tras su conservacion en

frio y oscuridad.
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RESULTADOS




Efectos neurofisiolégicos del A9-THC en modelos animales

Resultados: Tarea Experimental I

Efecto motor de inyecciones intraestriatales de A9-THC y

ligandos dopaminérgicos D3 en ratas hemiparkinsonianas.

Los animales eran sometidos a una operacién estereotdxica por la que por
un lado se les lesionaba la sustancia negra unilateralmente, y por otro lado se
les implantaba una cdnula al estriado ipsilateral. Una vez que los animales
estaban  recuperados de la operacién, se les validaba el estado de
parkinsonismo por test de comportamiento de induccién de giro por
anfetamina. Y posteriormente se les estudié el cambio en dicho giro inducido
por distintas sustancias. Para finalizar se corroboré que las cdnulas estuvieran
colocadas acertadamente, solo se han usado los animales en los que la cdnula

estriatal estaba perfectamente colocada.
Efectos de las inyecciones intraestriatales

Como se observa en la figura 25, solo el THC tuvo efecto sobre los giros
inducidos por anfetamina. EIl ANOVA no indica significacién por dosis, debido a
que solo pocas dosis tuvieron efecto. En el caso del THC, la dosis de 5 mg/kg
redujo el nimero de giros (t=2,4, p<0.05), indicando que el THC a dicha dosis
aumenta la actividad estriatal, bien sobre la liberacién de dopamina en el
estriado dafiado o por otro mecanismo. Dosis superiores no tienen efecto
(accién bifdsica de cannabinoides como THC). En el caso del PIPAT (ug/ul) y el
antagonista D3 GR103691 (nmol) no hay efectos motores, indicando que la
manipulacion directa de receptores D3 estriatales no modifica la actividad

estriatal medida por los giros tras anfetamina.
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Efectos del THC, PIPAT y GR103691

1000
© 800 - I
. T T .
= I T
8 *
= 600 |
(o]
=0
=
3
o 400
@
£
~3
=Z 200
0 .. L1 | I | I I | I
Ctrl 0 5 15 25 Ctrl 0 1 5 10 ctrl 0 1 5 10
THC PIPAT GR103691

Figura 25. Test de induccién de giro por anfetamina realizado en modelo animlal de lesion en sustancia
negra unilateral con 6-OHDA. La figura muestra el numero de giros que los animales ofrecian tras estimular
el estriado ipsilateral a la lesion con varias dosis de THC, PIPAT o GR1103691. *p<0.05

Efectos combinados

Como se observa en la figura 26, se confirma que la dosis de 5mg/ml
THC, pero no la de 15mg/ml THC, induce un decremento del giro inducido por
anfetamina, respecto a vehiculo THC (+=2.6, p<0.05). Si se combina con 5 pg/ul
PIPAT la dosis de 5 THC, el decremento de giros es mayor (+=2.4, p<0.05
versus BTHC) lo que sugiere que el agonismo D3 facilita la accion del THC.
Este efecto es distinto al del PIPAT solo. Ello indica una interaccién funcional
entre los receptores de THC (CB1 principalmente) y el receptor D3, de modo
semejante a la interaccién descrita entre CB1y D1 o CB1y D3 tras rimonabant
(Ramiro-Fuentes y Fernandez-Espejo, 2011). Si se administra GR103691 el
efecto es contrario, aumenta el n° de giros (+=2.5, p<0.05 versus 5THC), lo que
indica que el bloqueo D3 produce un efecto opuesto al agonismo D3,

confirmando la interaccion CB1y D3 a nivel del estriado.
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Efectos del THC, PIPAT y GR103691
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Figura 26 Test de induccion de giro por anfetamina realizado en modelo animlal de lesion en sustancia negra
unilateral con 6-OHDA. La figura muestra el numero de giros que los animales ofrecian tras la estimulacion

sinergica de THC con PIPAT o THC con GR103691. *p<0.05; **p<0.01

Tras la dosis de 15 THC, que no tiene efecto por si sola en el nimero de
giros, se ve que tanto el 5Spg/ul PIPAT combinado, como el 5nmol GR103691
combinado disminuyen el nimero de giros, facilitando la accién funcional y/o
dopaminérgica del THC de modo significativo (BPIPAT, +=3,8, p<0.01;
56R103681, t=4.4, p<0.01). Respecto al PIPAT confirma la interaccion CB1/D3
pero el efecto del GR es dificil de explicar, quizds debido a un efecto bifdsico

a la combinacidn de altas dosis de THC y GR103691.
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Tarea Experimental IT
Efecto Bifdsico del A’-THC en la supervivencia de neuronas de

la sustancia negra en cultivos. Papel diferencial de los

receptores CB1, PPAR-a y TRPV1.

Para esta tarea experimental se realizaron cultivos de neuronas de la
sustancia negra de distintos tipos de ratén, entre los que se encontraban
ratones C57BI/6J, y ratones Knock-out de los receptores CB1, PPARa, y
TRPV1. Los cultivos fueron estudiados por fluorescencia para verificar que la
poblacién de neuronas se componia de las neuronas dopaminérgicas propias de
este nucleo del cerebro. Los cultivos se expusieron al dafio téxico provocado
por 6-OHDA, y se estudié la supervivencia de los mismos, mediante el método
de lactato deshidrogenasa (LDH), cuando se le afiadia ademds A’-THC,

GW6471 o capsaicina.

1. Estudio de integridad y fenotipo neuronal de los

cultivos.

Con el propésito de confirmar la presencia de las neuronas
dopaminérgicas en los cultivos, asi como su integridad, algunos de los cultivos
fueron examinados por inmunofluorescencia utilizando los marcadores
tiroxina-hidroxilasa (TH, enzima limitante de la sintesis de dopamina) para
detectar los terminales dopaminérgicos y V-GAT (transportador vesicular de
GABA localizado en las membranas de las vesiculas sindpticas), para localizar
terminales GABAérgicos. Los resultados a este respecto, nos confirmé la
presencia de neuronas positivas para el marcador tirosina-hidroxilasa (TH),
que ademds presentaban numerosos terminales GABAérgicos (V-GAT+), que
establecian con las primeras contacto sindptico (Figura 27). Ademds aparecian
ofros tipos de neuronas no TH+ en el cultivo, en una cantidad aproximada del

30%.
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Figura 27. Analisis al microscopio de los cultivos realizados de sustancia negra. Fusion de imagenes de
fluorescencia para los marcadores TH y V-GAT, donde se observa una neurona catecolaminérgicas en
cultivo, con conexiones sinapticas GABAérgicas. 60X.

2. Estudios de citotoxicidad en cultivos.

2.1. Efectos del A’-THC en la supervivencia de cultivos de
sustancia negra de ratones C578BL6 per se y/o tras tratamiento

toxico con 6-OHDA.

Los cultivos de sustancia negra de los ratones C57BL/6J se trataron,
afiadiendo a los mismos varias dosis de A9-THC (0, 30 y 300nM, y 15, 3 y
6uM) segln grupo, y después 6-OHDA (0, 40 y 60 pM), de la forma explicada
Materiales y Métodos. La muerte celular de los cultivos se estudié por ensayo
de citotoxicidad LDH.

Los cultivos presentaban una muerte celular basal del 9+2%, y el A’-THC
no modificaba el porcentaje de muerte celular observado a excepcion de la
dosis mds altas, que tenia un efecto citotoxico sobre los cultivos. De tal forma
que la dosis de 6uM generaba una muerte celular del 38+5%, que como se
muestra en la figura 28, era significativa con un nivel de significacion de

p<0.05 con respecto a la dosis de O uM.
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Pudo apreciarse también que normalmente el tratamiento con 6-OHDA
provocaba un aumente de la muerte de los cultivos, mayor cuanto mayor era la
dosis del toxico (Figura 28). En este caso el andlisis de la ANOVA, dio también
una F2, g9 de 132 g.l. y un nivel de significacién de 0,01. Y que esta muerte
celular inducida por 6-OHDA era reducida significativamente con las dosis de

30y 300nM de A9-THC, con respecto a la dosis control (OnM A9-THC).

Test LDH. Cultivos de ratones C57BL/6)

-
o
o

porcentage de muerte celular (O.D. 490 nm)

0 uMm 40 uM 60 M
6-OHDA
Dosis THC
I 0 I 1.5 uM
] 30nM  mm 3 uM
1 300 nM NN 6 pm

Figura 28. Test de citotoxicidad por LDH en cultivos se sustancia negra de ratones WT C57BL/6J, expuestos
al agonista cannabinoide A9- THC y al toxico 6-OHDA. Se muestran los porcentajes de muerte celular en los
cultivos para todas las dosis que se usaron de 6-OHDA y A9- THC. Media + EEM, *p<0.05; #p<0.01.
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2.2. Estudio de neuroproteccién inducida por A’-THC en
cultivos de ratones carentes del receptor CB1, ante el
dafio oxidativo producido por 6-OHDA.

Los cultivos de sustancia negra de los ratones KO CBIR se trataron,
afiadiendo a los mismos varias dosis de A9-THC (0, 30 y 300nM, y 15, 3 y
6uM) segln grupo, y después 6-OHDA (0, 40 y 60 pM), de la forma explicada
Materiales y Métodos. La muerte celular de los cultivos se estudio por ensayo
de citotoxicidad LDH.

Como se aprecia en la figura 29, los resultados para los ratones carentes
del receptor CB1, presentaron una muerte celular similar a la observada en
ratones C57BL/6J. Asi podemos observar que la dosis de 6uM de A9-THC, se
mostraban como citotdxica con respecto al control, con una significacion de
p<0,05, y que la muerte celular inducida por 6-OHDA era igualmente reducida

por las dosis de 30 y 300nM de A9-THC (p<0,05 respecto al control).
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Test LDH. Cultivos de ratones KO CB1R
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Figura 29. Test de citotoxicidad por LDH en cultivos se sustancia negra de ratones KO CB1R, expuestos al
agonista cannabinoide A9- THC y al toxico 6-OHDA. Se muestran los porcentajes de muerte celular en los
cultivos para todas las dosis que se usaron de 6-OHDA y A9- THC. Media + EEM, *p<0.05.

2.3. Estudio de neuroproteccion inducida por A’-THC en
cultivos de ratones carentes del receptor PPARa o WT
tratados con 6W6471, ante el dafio oxidativo producido

por 6-OHDA THC

Se prepararon cultivos de sustancia negra de ratones carentes del
receptor PPARa que se trataron, afiadiendo a los mismos varias dosis de A9-
THC (0, 30 y 300nM, y 1.5, 3 y 6uM) seglin grupo, y después 6-OHDA (0, 40 y
60 uM). Y cultivos de ratones C57BL/6J , que ademds del tratamiento anterior
recibieron GW6471 (1uM), antagonista PPARa, justo antes del A9-THC, de la
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forma explicada Materiales y Métodos. La muerte celular de los cultivos se
estudio por ensayo de citotoxicidad LDH.

Como se muestra en las figuras 30A, y 31A, la muerte celular basal y/o
inducida por 6-OHDA no fue afectada por el tratamiento con GW6471, ya que
como se observa en la figura habia un aumento de muerte por efecto de dosis
de 6-OHDA (F32,=55; p<0.01). Como tampoco se vio afectada en los cultivos de
ratones KO PPARa, donde también ocurria una aumento del porcentaje de
muerte celular en los cultivos con el téxico (F229=61;p<0.01).

En cuanto a los efectos citotéxicos del A’-THC, el andlisis de ANOVA de
dos vias, no indicé diferencias de supervivencia en los cultivos con GW64716
con respecto a la dosis de A9-THC (figura 30B). Sin embargo en los cultivos
de KO PPARa, la dosis de 6uM, como también se vio en cultivos de ratones WT
y de ratones KO CBIR, ofrecia resultados de citotoxicidad con respecto a los
cultivos control ( figura 31B), con un nivel de significacion de p<0.05.

Por otro lado la induccion de neuroproteccién que habiamos observado
de las dosis de 30 y 300nM de A9-THC frente a la toxicidad producida por 6-
OHDA, se veia anulada en ambos tipos de cultivo (cultivos de ratones WT con
GW64716 y cultivos de ratones KO PPARa). E incluso, como puede observarse
en las figuras 30B y 31B, la dosis de 300nM se presentaba como citotdxica,

para los dos tipos de cultivo, con un nivel de significacién de p<0.01.
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Figura 30 Test de citotoxicidad por LDH en cultivos se sustancia negra de ratones WT, con tratamiento de
GW6471 1uM, antes de exponerlos al agonista cannabinoide A9- THC y al toxico 6-OHDA. A. Porcentajes de
muerte celular en cultivos frente a dosis de 6-OHDA, en los que se compara el efecto de 6-OHDA en cultivos
sin y con tratamiento de GW64716. B. Porcentajes de muerte celular en cultivos de ratones WT con
tratamiento de GW6471, donde se muestran los resultados para todas las dosis que se usaron de 6-OHDA y
A9- THC. Media = EEM, *p<0.05; #p<0.01.
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Figura 31. Test de citotoxicidad por LDH en cultivos de sustancia negra de ratones KO PPARa expuestos a
diversas dosis del agonista cannabinoide AB-THC, y del toxico 6-OHDA. A. Porcentajes de muerte celular en
cultivos frente a dosis de 6-OHDA, en los que se compara, cultivos de ratones WT con ratones KO PPARa. B.
Porcentajes de muerte celular en cultivos de ratones KO PPARa, donde se muestran los resultados para todas
las dosis que se usaron de 6-OHDA y A9- THC. Media + EEM, *p<0.05; #p<0.01.
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2.4. Estudio de neuroproteccién inducida por A’-THC en
cultivos de ratones carentes del receptor TRPV1 o WT
tratados con capsaicina, ante el dafio oxidativo producido

por 6-OHDA THC

Se prepararon cultivos de sustancia negra de ratones carentes del
receptor TRPV1 que se ftrataron, afiadiendo a los mismos varias dosis de A9-
THC (0, 30y 300nM, y 1.5, 3 y 6uM) segln grupo, y después 6-OHDA (0, 40y
60 pM). Y cultivos de ratones C57BL/6J , que ademds del tratamiento anterior
recibieron capsaicina (10uM), agonista TRPV1, justo antes del A9-THC, de la
forma explicada Materiales y Métodos. La muerte celular de los cultivos se
estudio por ensayo de citotoxicidad LDH.

Como se observa en las figura 32A y 33A, tanto en los cultivos de
ratones KO TRPV1, como en ratones WT tratados con capsaicina, la muerte
basal de los cultivos y la inducida por 6-OHDA, se veia aumentada en
comparacién con los cultivos de ratones WT sin tratamiento adicional. En
cuanto al efecto inducido por A’-THC, pudo apreciarse que la dosis de 6uM,
ofrecia efectos citotéxicos, para los cultivos de ratones KO TRPV1, pero no
para los cultivos de WT tratados con capsaicina (figuras 32B y 33B). Ademds
las dosis que habian presentado neuroprotecciéon ante 6-OHDA en tipos de
cultivos explicados anteriormente, no mostraban ese efecto ni para cultivos de
ratones KO TRPV12 ni para los cultivos de ratones WT con tratamiento de
capsaicina. Ademds varias dosis de A’-THC (1.5, 3 y 6uM) aumentaban
significativamente el porcentaje de muerte celular de los cultivos de ratones
KO TRPV1, inducida por tratamiento de 6-OHDA 40uM. Los datos parecen
indicar que la pérdida del receptor TRPV1 reduce la supervivencia celular per
se, y que este receptor participa en la neuroproteccion frente a 6-OHDA

inducida por A®-THC.
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Test LDH. Cultivos tratados con capsaicina
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Figura 32. Test de citotoxicidad por LDH en cultivos se sustancia negra de ratones WT, con tratamiento de
capsaicina 10uM, antes de exponerlos al agonista cannabinoide A9- THC y al toxico 6-OHDA. A. Porcentajes
de muerte celular en cultivos frente a dosis de 6-OHDA, en los que se compara el efecto de 6-OHDA en
cultivos sin y con tratamiento de capsaicina. B. Porcentajes de muerte celular en cultivos de ratones WT con
tratamiento de capsaicina, donde se muestran los resultados para todas las dosis que se usaron de 6-OHDA y
A9- THC. Media + EEM, *p<0.05
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Figura 33. Test de citotoxicidad por LDH en cultivos de sustancia negra de ratones TRPV1 expuestos a
diversas dosis del agonista cannabinoide A°-THC, y del toxico 6-OHDA. A. Porcentajes de muerte celular en
cultivos frente a dosis de 6-OHDA, en los que se compara, cultivos de ratones WT con ratones TRPV1. B.
Porcentajes de muerte celular en cultivos de ratones TRPV1, donde se muestran los resultados para todas
las dosis que se usaron de 6-OHDA y A9- THC. Media + EEM, *p<0.05; #p<0.01.
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Resultados: Tarea Experimental III
Estudio de la capacidad psicotogénica del agonista

cannabinoide A9-THC.

1. Tratamiento agudo en ratones Swiss adultos.

Como se explica en Materiales y Métodos los ratones Swiss adultos (70-75 dias
de vida) fueron inyectados a dosis diferentes de THC (0 mg/kg, 5 mg/kg, 10
mg/kg, 15 mg/kg) e introducidos en la cdmara de sobresalto 40 min después de
la administracion de la droga. Una vez dentro de la cdmara de sobresalto y
después de 5 min de habituacién, son estimulados con una aleatoria sucesién de

estimulos aclsticos durante 15 minutos.
Para este experimento se usé un total de 7 animales por grupo.

Como se puede observar en la Figura 34A, en la respuesta Startle basal del
grupo correspondiente a los ratones inyectados con la dosis de 5mg/kg de THC,
se produce una disminucién significativa de la amplitud del sobresalto al
compararla con el grupo control perteneciente a ratones Swiss sin tratamiento.
Esto indica, que el THC a la dosis de 5mg/kg induce hipo-reactividad o
sedacion, y por tanto deberemos tenerlo en cuenta al examinar los %PPI, ya que

la hiperreactividad produce errores en el test.

En la figura 34B, se observa que el THC provoca una disrupcién del PPI
dependiente de dosis. De tal manera que la dosis de 5mg/kg provoca una
disrupcidn significativa del PPI, con un valor de significacion de + de Student p<
0,05 para el prepulso de 73 db (%PPI13) con respecto al grupo control. Aunque
debido al posible efecto sedativo del THC a dicha dosis (como parece indicar la

disminucién en la respuesta Startle), este dato no es fiable.

Las dosis de 5y 10 mg/kg de THC provocan una disrupcién significativa del PPT
con un valor de t de Student de p< 0,05, para el prepulso de 86,6 db con
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respecto al grupo control. Aunque no podamos tener en cuenta la dosis de
5mg/kg por falta de rigor, la dosis de 10mg/kg THC estd exenta de efectos
sedativos en la respuesta Startle. Y ademds podemos apreciar que para el
prepulso de 86,6 db no hay disrupcién del %PPI para la dosis control o alcohol, lo
que confirma que el efecto observado para 10 mg/kg THC se debe a la accidn

del cannabinoide.

También se aprecia una disrupcion significativa del PPI para el prepulso de
73db en el grupo de ratones inyectados con el vehiculo, que es este caso es
alcohol. Es por esta razén que el grupo inyectado con el vehiculo se convierte en
un grupo control importante a fener en cuenta para matizar los posibles cambios

en el normal filtrado sensorial de los animales.

Tratamiento agudo de THC
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Figura 34. Efectos del THC agudo inyectado IP en ratones Swiss adultos. A. Representacion grafica de la
actividad basal de los ratones o respuesta Startle. Donde se pueden observar los diferentes grupos con los
que se ha trabajado. La amplitud de las barras es la intensidad del sobresalto en mN. *p<0,05; B.
Representacion grafica de las medias + EEM del porcentaje de inhibicion por prepulsos (PPl) para las
diferentes dosis de THC usadas. Por cada grupo de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db
(%PPI113) y otro para el prepulso de 86 db (%PP126). *p<0,05. N=7
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2. Tratamiento cronico en ratones Swiss adultos.
A los ratones adultos (70 dias de vida) se les inyectd IP durante 5 dias

consecutivos y el octavo dia diferentes dosis de THC y fueron infroducidos en la
cdmara de sobresalto 40 min después de esta Ultima administracién de la droga,

del modo que se explica en Materiales y Métodos.

Puede apreciarse en la figura 35 que excepto una evidente tendencia de
sedacién no significativa de todos los grupos con respecto al grupo control,
hecho que se denota en la figura de la respuesta Startle, no hay ningdn cambio
significativo en los porcentajes de PPI para ninguna de las dosis de THC
administradas. La dosis de 10 mg/Kg THC que se reveld psicoactiva en el grupo
agudo, no provoca esa disrupcion del %PPI en crénico, luego esto nos indica la

existencia de habituacion a la droga.

Tratamiento cronico de THC
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Figura 35. Efectos del THC cronico inyectado IP en ratones Swiss adultos. A. Representacion grafica de la
actividad basal de los ratones o respuesta startle. Donde se pueden observar los diferentes grupos con los
que se ha trabajado. La amplitud de las barras es la intensidad del sobresalto en mN; B. Representacion
grafica de las medias + EEM del porcentaje de inhibicion por prepulso (PPI) para las diferentes dosis de THC
usadas. Por cada grupo de animales hay dos %PPl uno para el prepulso de 73 db (%PPI13) y otro para el
prepulso de 86 db (%PP126) . N=7
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3. Aislamiento materno.

En el dia 9 de la vida de los ratones son separados 24 horas de la madre. Estos
ratones se someten al test de PPI al alcanzar la adultez (70 dias de vida). En las
figuras 36A y 36C puede apreciarse que no existen cambios significativos en la
respuesta Startle basal para ninguno de los grupos de ratones, ni hembras ni
machos ven afectadas su excitabilidad, por el aislamiento materno. Sin embargo,
en la representacién grdfica de las mediastEEM de los porcentajes de inhibicién
por prepulso para el prepulso de 86 db, se observa como tanto en el grupo de
hembras (figura 36B) como en el grupo de machos (figura 36C), el aislamiento
produce una disrupcidn significativa del PPI o lo que es lo mismo, un anormal
filtrado sensorial de los estimulos acusticos. Esta significacién tiene un valor de
t de Student apareada de 2,7 y nivel de significacién de p<0,02, para los machos
y un valor de t de Student apareada de 2,5 y nivel de significacién de p<0,03 en

el caso de las hembras.
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Figura 36. Efectos en ratones Swiss adultos del aislamiento materno en prenatales. A. y C. Representacion
grafica de la actividad basal de los ratones o respuesta startle. Donde se pueden observar los diferentes
grupos con los que se ha trabajado. La amplitud de las barras es la intensidad del sobresalto en mN; B. y D.
Representacion grafica de las medias * EEM del porcentaje de inhibicion por prepulso (PPl) para las
diferentes dosis de THC usadas. Por cada grupo de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db
(%PPI13) y otro para el prepulso de 86 db (%PPI26). Media + EEM, ** p< 0,02 ##p<0,03. Hembras N=15.
Machos N=5

4. Tratamientos combinados de aislamiento y administracion
subcronica de TH en adolescencia, y crénica en el animal
adulto.

La mitad de los animales fueron separados de la madre durante 24 horas en
una caja de aislamiento en el dia 9 de vida. Durante la adolescencia se les

suministro diferentes dosis de THC durante 4 dias consecutivos, empezando en
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el dia 28 de vida de los animales. Y al alcanzar la adultez, comenzando el dia 70
de vida del animal se les suministraba THC durante 5 dias consecutivos, y el
octavo dia. Coincidiendo con el dltimo dia de administracion de la droga, se
realizé el test de PPI a los 40 min de la inyeccién o el dia 78 de vida a aquellos

animales que no tenian tratamiento en la etapa adulta.

4.1. Swiss hembras.

Hembras sin aislamiento materno

En esta primera seccidn, se muestran 10 de los grupos de hembras. Todos los
grupos pertenecen a ratones que no se han sometido al aislamiento materno.

Estos grupos son:

¥ Tratamiento subcrénico con Omg/kg THC en la adolescencia y
tratamiento créonico con Omg/kg THC en la adultez.

% Tratamiento subcrénico con Omg/kg THC en la adolescencia vy
tratamiento crdnico con 5mg/kg THC en la adultez.

% Tratamiento subcrénico con Omg/kg THC en la adolescencia y
tratamiento cronico con 10mg/kg THC en la adultez.

¥ Tratamiento subcrénico con 5mg/kg THC en la adolescencia vy
tratamiento cronico con 5bmg/kg THC en la adultez.

L3

Tratamiento subcronico con 10mg/kg THC en la adolescencia y
tratamiento crénico con 10mg/kg THC en la adultez.

Tratamiento subcronico con Omg/kg THC en la adolescencia.

Tratamiento subcrénico con 5mg/kg THC en la adolescencia.

Tratamiento subcrénico con 10mg/kg THC en la adolescencia.

£ Kk Kk Ik

Ratones control a los que no se les ha realizado ninglin tipo de
tratamiento.

L3

Ratones a los que se les ha suministrado una Unica dosis de 5mg/kg THC,
40 minutos antes del test de PPI.

Como se observa en la figura 37A, entre los grupos de hembras no
aisladas, no existen diferencias significativas en cuanto a la reactividad
(respuesta Startle) de los ratones, aunque si se aprecia una tendencia a la
hiporreactividad en el grupo de ratones hembras inyectados con 5mg/kg THC
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de modo agudo, como ya se observé en los estudios agudos preliminares, aunque

en este caso sin significacion estadistica.

En cuanto al %PPI representado en la figura 37B, encontramos que para

el prepulso de 73db no hay cambios destacados con respecto al grupo control.
En el caso del %PPI para el prepulso de 86db (%PPI26) se observa:

v' Del mismo modo que los grupos agudos que se hicieron en los primeros
estudios, existen una disrupcion del %PPI en los grupos de hembras a las
que se les inyecto 5 mg/kg THC de modo agudo. Esta disrupcion es
significativa estadisticamente, con una t de Student apareada de 3,99 y un
nivel de significacién de p<0,01.

v'Los tres grupos de animales a los que se les inyecto THC de modo
subcroénico Unicamente en la adolescencia, presentan alterado el normal
filtrado sensorial. Esto es, aquellos animales que recibieron o bien alcohol
o bien cualquiera de las dosis de THC usadas (5mg/kg y 10 mg/kg),
presentan diferencias significativas respecto al control en el % PPI26.
Estudiado mediante un andlisis de la varianza, ANOVA que dio como
resultado una F de 1,8 g.l. y un nivel de significacion de p<0,05. Aunque se
aprecia una mayor tendencia en el grupo inyectado por 5mg/kg, la
alteracién en el %PPI, en estos grupos, podria deberse a la dosis de alcohol
per se, ya que los tres grupos de inyectados en la adolescencia recibian
una dosis de 0,1ml/kg de alcohol, porque este era el vehiculo de la solucién.

v’ Los grupos de animales inyectados con O mg/kg en adolescencia y 5mg/kg
en la adultez y los inyectados con 5 mg/kg en la adolescencia y 5 mg/kg en
la adultez, presentan también disrupcion del %PPI26 (F=1,8; p<0,05). Hay
que destacar, que ni el grupo con alcohol en ambas etapas de la viva del
animal, ni el grupo con alcohol en la adolescencia, y 10 mg/kg THC en el
adulto, ni el grupo con 10 mg/kg THC en ambas etapas de la vida,
presentan disrupcion de su %PPI. Luego los animales no se ven afectados
por el alcohol cuando se les vuelve a exponer a él en la adultez, como
tampoco se ven afectados por la dosis de 10mg/kg en la adolescencia, si se
les vuelve a exponer a dicha dosis en la adultez.
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Figura 37. Efectos del THC subcrénico en adolescencia combinado con diferentes tratamientos crénicos de
THC en la adultez inyectado IP en ratones hembras Swiss . A. Representacion grafica de la actividad basal de
los ratones o respuesta Startle. Donde se pueden observar los diferentes grupos con los que se ha trabajado.
La amplitud de las barras es la intensidad del sobresalto en mN; B. Representacion grafica de las medias +
EEM del porcentaje de inhibicion por prepulso (PPI) para las diferentes dosis de THC usadas. Por cada grupo
de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db (%PPI13) y otro para el prepulso de 86 db (%PPI26).
Media + EEM, *p<0,05. #p<0,01.

Hembras con aislamiento materno

En este caso, las hembras fueron separadas de la madre durante 24 horas en
una caja de aislamiento, en el dia 9 de vida de los animales. Posteriormente se
dividieron en 9 tipos de grupos que recibieron diferentes tratamientos. Estos

grupos son:

% Animales que solo han experimentado aislamiento materno. Grupo control
del efecto del efecto del aislamiento per se.

% Aislamiento post-natal y tratamiento subcrdnico con Omg/kg THC en la
adolescencia y tratamiento crénico con Omg/kg THC en la adultez.
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% Aislamiento post-natal y tratamiento subcrénico con Omg/kg THC en la
adolescencia y tratamiento crénico con 5mg/kg THC en la adultez.

% Aislamiento post-natal y tratamiento subcrénico con Omg/kg THC en la
adolescencia y tratamiento crdnico con 10mg/kg THC en la adultez.

% Aislamiento post-natal y tratamiento subcrénico con 5mg/kg THC en la
adolescencia y tratamiento cronico con 5mg/kg THC en la adultez.

% Aislamiento post-natal y tratamiento subcrénico con 10mg/kg THC en la
adolescencia y tratamiento cronico con 10mg/kg THC en la adultez.

% Aislamiento post-natal y tratamiento crénico con Omg/kg THC en la
adultez.

% Aislamiento post-natal y tratamiento cronico con 5mg/kg THC en la
adultez.

% Aislamiento post-natal y tratamiento cronico con 10mg/kg THC en la
adultez.

Como se observa en la figura 38A, entre los grupos de hembras no aisladas,
no existen diferencias significativas en cuanto a la reactividad (respuesta

Startle) de los ratones.

En cuanto al %PPI representado en la figura 38B, encontramos que para el
prepulso de 73db no hay cambios destacados con respecto al grupo control. Si
se observaron diferencias significativas entre el grupo control de aislamiento
con los ratones que fueron aislados, y que recibieron alcohol en la adolescencia,
y 10 mg/kg THC en la adultez. Asi al compararla con una + de Student apareada,

nos daba una significacion de p< 0,03
Para el %PPT calculado con el prepulso de 86db ( %PPI26) encontramos:

v" Por un lado, como ya se ha quedado reflejado en la figura 38, grupo de
animales que solo han sufrido aislamiento materno en el dia 9 de vida ,
durante 24h, presenta disrupcién del %PPI26 con una t de Student
apareada de 2,5 y un nivel de significacion de p<0,03.

v" Por otro lado encontramos que solo 2 grupos presentan alterado el normal
filtrado sensorial al compararlo con el grupo control. Esto es destacable, si
tenemos en cuenta que todos los grupos de esta seccion fueron sometidos
al aislamiento materno. Hecho que per se provoca disrupcion del %PPI26.
De esta manera, por ejemplo podemos mencionar que el grupo de animales
aislados con tratamiento de alcohol en ambas etapas de la vida, no solo no
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presentan diferencias con respecto al control, sino que parece recuperar
por completo el nivel normal de inhibicion sensorial. De hecho este grupo
presenta también, como el grupo control, diferencias significativas, si
comparamos con el grupo de animales aislados con un nivel de significacién
de p<0,05 (datos no representados en la figura).

En el grupo que recibié también alcoholen la adultez parecen haber
recuperado también un nivel de inhibicién sensorial normal con respecto al
grupo de control de aislamiento.

Los grupos que mantenian anormal su %PPI26 fueron, por un lado el grupo
de animales aislados y que recibieron alcohol en la adolescencia y 10mg/kg
THC cronico en la adultez y por otro el grupo de animales aislados que
recibieron 10 mg/kg THC crénico en la adultez. Ambos grupos con un
andlisis de la varianza ANOVA presentaba una F de 1,8 g.l. y un nivel de
significacion de p<0,02.
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I 0mg/kg THC adulto. N= 10
I Smo/kg THC adulto. N=10
[ 10 mg/kg THC adulto. N=9
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Figura 38. Efectos de la combinacion del aislamiento, con los tratamientos subcrénico y créonicos de THC en
adolescencia y adultez inyectado IP en ratones hembras Swiss . A. Representacion grafica de la actividad
basal de los ratones o respuesta Startle. Donde se pueden observar los diferentes grupos con los que se ha
trabajado. La amplitud de las barras es la intensidad del sobresalto en mN; B. Representacion grafica de las
medias * EEM del porcentaje de inhibicion por prepulso (PPI) para las diferentes dosis de THC usadas. Por
cada grupo de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db (%PPI113) y otro para el prepulso de 86 db
(%PP126). Media + EEM, **p<0,02. ##p<0,03.

Cotejo de los grupos de hembras en su totalidad

Una vez estudiado las consecuencias de los diferentes fratamientos
realizados a los animales Swiss hembras por separado, distinguiéndolos entre
aisladas o no aisladas de la madre. ¥ teniendo en cuenta el hecho de que el
aislamiento per se provoca una disfuncién del normal filtrado sensorial. Es
interesante comprobar si existian cambios entre los grupos emparentados, cuya

Unica diferencia de tratamiento radicaba en si habian sido o no aislados en la

etapa postnatal.

El estudio de t de Student apareadas dio resultados positivos a tal efecto. No

observdndose ninguna diferencia estadisticamente significativa entre los

grupos emparentados.
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Figura 39. Cotejo de los resultados de test de PPI para todos los gupos de hembras. Representacion grafica de
las medias + EEM del porcentaje de inhibicion por prepulso (PP1) para las diferentes dosis de THC usadas. Por
cada grupo de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db (%PPI13) y otro para el prepulso de 86 db
(%PPI126). Media * EEM, **p<0,02. ##p<0,03.
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4.2. Machos Swiss.

Machos sin aislamiento materno

En esta primera seccion, se muestran 10 de los grupos de machos Swiss.
Todos los grupos pertenecen a ratones que no se han sometido al aislamiento

materno. Estos grupos son:

% Tratamiento subcrénico con Omg/kg THC en la adolescencia vy
tratamiento crdonico con Omg/kg THC en la adultez.

% Tratamiento subcrénico con Omg/kg THC en la adolescencia vy
tratamiento crdnico con 5mg/kg THC en la adultez.

¥ Tratamiento subcrénico con Omg/kg THC en la adolescencia vy
tratamiento crénico con 10mg/kg THC en la adultez.

%  Tratamiento subcrénico con 5mg/kg THC en la adolescencia y
tratamiento crdnico con 5mg/kg THC en la adultez.

L3

Tratamiento subcronico con 10mg/kg THC en la adolescencia y
tratamiento crénico con 10mg/kg THC en la adultez.

Tratamiento subcrénico con Omg/kg THC en la adolescencia.

Tratamiento subcrénico con 5mg/kg THC en la adolescencia.
Tratamiento subcrénico con 10mg/kg THC en la adolescencia.

Ratones control a los que no se les ha realizado ningin tipo de
tratamiento.

% Ratones a los que se les ha suministrado una dnica dosis de 5mg/kg THC
, 40 minutos antes del test de PPI.

Como puede apreciarse en la figura 40A. en los machos Swiss sin aislamiento
materno el grupo de animales que recibié alcohol tanto en la adolescencia como
en la adultez presenta una marcada hiperreactividad con respecto al grupo
control. El andlisis de la varianza, ANOVA, dio como resultado una significacién
de p<0,01 con F= 3.1 g.l.

En lo que respecta al %PPI representado en la figura 40B, observamos para
el prepulso de 73 db (%PPI13) que:

v' Como ya se documento en experimentos preliminares, la dosis de
5mg/kg de THC, inyectada IP de modo agudo, provoca disrupcion del
porcentaje de inhibicidn por prepulso, con un valor de t de Student de
2 y un nivel de significacion de p<0,05. En este caso, eso si, a
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diferencia de lo que hemos ido documentando, para el prepulso de 73
db, y no cuando al pulso de 120 db le precede el estimulo de 86 db.

v También, como en las hembras, los animales del grupo con un
tratamiento subcronico de alcohol en la adolescencia, presentaban
deteriorado el normal filtrado sensorial al compararlo con el grupo
control. Con un valor de t de Student de 2.3 y una nivel de
significacion de p<0,03. Aqui debemos resaltar que a diferencia de las
hembras, los grupos que en la adolescencia recibieron cualquiera de
las dosis de THC (5 6 10mg/kg), no presentaban alteracion del %PPI.
E incluso el grupo con 5mg/kg THC en adolescencia presentaba una
diferencia significativa con respecto al grupo que recibié el vehiculo
(y que en este caso presentaba disrupcion del %PPI), con una t de
Studen apareada de 2,5 y un nivel de significacién de p<0,03 (datos no
representados en la grdfica, donde solo se representan los cambios
con respecto a los controles principales). Esto es importante porque
ambos grupos recibieron la misma cantidad de alcohol que el grupo 15,
ya que éste era en vehiculo de la solucién.

En cuanto al %PPI26, volvemos a encontrar que la dosis de bmg/kg toma
el protagonismo en cuanto a la alteracién de la inhibicién por prepulso. Asi el
grupo de animales que recibié tratamiento subcronico de 5mg/kg THC en
adolescencia y cronico en la adultez, presentaban diferencias significativas
respecto al control, con una t+ de Student apareada de 2,1 y un nivel de
significacion de p<0,05. Llamar la atencion también ante el hecho de que,
aunque no se muestre en la figura, existe diferencias significativas, entre las
medias del %PPI26 del grupo con Omg/kg en la adolescencia y 5 mg/kg en el
adulto (que presentaba un normal filtrado sensorial), respecto al grupo con
5mg/kg en adolescencia y 5mg/kg en el adulto, con un nivel de significacion de
p<0,05. En este caso, el grupo que se mostraba con un comportamiento normal,
tenia como tratamiento diferente con respecto al que no presentaba un normal

%PPT que en la adolescencia solo habia recibido el vehiculo de la solucion.
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Figura 40. Efectos del THC subcrénico en adolescencia combinado con diferentes tratamientos crénicos de
THC en la adultez inyectado IP en ratones machos Swiss . A. Representacion grafica de la actividad basal de
los ratones o respuesta startle. Donde se pueden observar los diferentes grupos con los que se ha trabajado.
La amplitud de las barras es la intensidad del sobresalto en mN; B. Representacion grafica de las medias +
EEM del porcentaje de inhibicidon por prepulso (PPI) para las diferentes dosis de THC usadas. Por cada grupo
de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db (%PPI13) y otro para el prepulso de 86 db (%PPI126).
Media + EEM, *p<0,05. #p<0,01. ##p<0,03.

Machos con aislamiento materno

En este caso, los machos fueron separados de la madre durante 24 horas en
una caja de aislamiento, en el dia 9 de vida de los animales. Posteriormente se
dividieron en 9 tipos de grupos que recibieron diferentes tratamientos. Estos

grupos son:

%  Animales que solo han experimentado aislamiento materno. Grupo
control del efecto del efecto del aislamiento per se.

% Aislamiento post-natal y tratamiento subcrénico con Omg/kg THC en la
adolescencia y tratamiento crénico con Omg/kg THC en la adultez.

% Aislamiento post-natal y tratamiento subcrénico con Omg/kg THC en la
adolescencia y tratamiento crdnico con 5mg/kg THC en la adultez.
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%  Aislamiento post-natal y tratamiento subcrdnico con Omg/kg THC en la
adolescencia y tratamiento crdnico con 10mg/kg THC en la adultez.

% Aislamiento post-natal y tfratamiento subcrénico con 5mg/kg THC en la
adolescencia y tratamiento crénico con 5mg/kg THC en la adultez.

% Aislamiento post-natal y tratamiento subcrénico con 10mg/kg THC en la
adolescencia y tratamiento cronico con 10mg/kg THC en la adultez.

% Aislamiento post-natal y tratamiento crénico con Omg/kg THC en la
adultez

% Aislamiento post-natal y tratamiento crénico con 5mg/kg THC en la
adultez.

% Aislamiento post-natal y tratamiento cronico con 10mg/kg THC en la
adultez.

Entre los grupos de animales que ademds de los tratamientos con THC
sufrieron el aislamiento materno, no se observan (figura 41A) diferencias en

cuanto a su respuesta Startle, o de sobresalto.

Por otro lado, como se puede apreciar en la figura 41B aunque haya una
tendencia de perturbacion en los animales del grupo control de aislamiento, asi
como en el grupo que recibia la dosis de 5 mg/kg THC en ambas etapas de su
vida, estas tendencias no tienen significacién estadistica con respecto al grupo

control.

Observando las medias del %PPi26, apreciamos que el control de aislamiento
difiere significativamente en un estudio de ANOVA de F= 2,3 g.l. y un nivel de
significacion de p<0,02, con los grupos que recibieron vehiculo en la
adolescencia y cualquier tratamiento en el adulto, y con los grupos que
recibieron 10mg/kg THC en ambas etapas de la vida y con el grupo que recibio
vehiculo en su etapa adulta. Es decir que aunque todos estos grupos, sufrieron el
mismo aislamiento materno que experimenté el grupo de control de aislamiento,
presentaban un filtrado sensorial parecido o semejante al normal. Podriamos
llamar la atencion ante el hecho de que los grupos que recibieron la dosis de
5mg/kg THC en ambas etapas de la vida o dicho dosis pero solo en la adultez, no
presentaban alterado su %PPI respecto al grupo control y estos al igual que el

e —————————————————————e——————————————————————————— e
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resto, que si presenta alterado su %PPI, fueron aislados de su madre en el dia 9

postnatal.

Por otro lado como ya se vio en la figura 41D (grdfica de aislados solo) para
una t de Student apareada de 2,7 y un nivel de significacién de p<0,02 el grupo

control de aislamiento difiere del control en su %PPI26.
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4. Omg/kg THC adolescencia. 10 mgfkg THC adulto PPI13 PPI26
5. 5mgfkg THC adolescencia. 5mg/kg THC adulto
6. 10mg/kg THC adolescencia. 10mg/kg THC adulto

7. 0mg/kg THC adulto I Control de Aislamiento
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I 5 mg/kg THC adolescencia. 5 mg/kg THC adulto
I 10 mg/kg THC adolescencia. 10 mg/kg THC adulto
I 0 mg/kg THC adulto

I 5 mg/kg THC adulto

I 10 mg/kg THC adulto

[ Control

Figura 41. Efectos de la combinacion del aislamiento , con los tratamientos subcronicos y crénicos de THC en
adolescencia y adultez inyectado IP en ratones machos Swiss . A. Representacion grafica de la actividad basal
de los ratones o respuesta startle. Donde se pueden observar los diferentes grupos con los que se ha
trabajado. La amplitud de las barras es la intensidad del sobresalto en mN; B. Representacion grafica de las
medias + EEM del porcentaje de inhibicion por prepulso (PPI) para las diferentes dosis de THC usadas. Por
cada grupo de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db (%PPI113) y otro para el prepulso de 86 db
(%PP126). Media + EEM, **p<0,02. ##p<0,03

Cotejo de los grupos de machos en su totalidad

Como también se hizo en los grupos de hembras se estudiaron los grupos

emparentados cuyas Unicas diferencias eran si habian o no sufrido aislamiento
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materno y del mismo modo que hembras, tampoco se encontraron diferencias

significativas al aplicar el test de t de Student a cada par de grupos.
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I #Elsda S mghg THC adolescenda. § mgihg THC adulio
Il ~=l5d5 10 mgkg THC adolescencia. 10 mgkg THC adulo
I 2&l=da 0 mghkg THC adulo

Bl Aclsda 5 mgkg THC sduln

[ Aelsda 10 mykg THC adulio

[ Mo miskds. O mghg THC adolescends. 0mg'hg THE aduln
Bl Mo Aiskda. 0 mgikg THC adolescenda. § my/kg THC sduto
Bl Mo Aiskda. 0 mgkg THC adolescends. 10 mg/kg THC adulo
Il o Aisbda. 5 mghkg THE adolescends. 5 mg/'kg THC adulio
Bl Mo Aizeda. 10 mgkg THC adolescenciz. 10 mg/kg THC adulo
Il Mo Aiskda. O mghkg THC adolescencia

[ Mo Aiskds. Smg'kg THC adolescencia
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Figura 42. Cotejo de los resultados de test de PPI para todos los gupos de hembras. Representacion grafica de
las medias + EEM del porcentaje de inhibicion por prepulso (PP1) para las diferentes dosis de THC usadas. Por
cada grupo de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db (%PPI113) y otro para el prepulso de 86 db
(%PP126). Media + EEM, **p<0,02. ##p<0,03.
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5. Ratones KO CB1

Para entender las implicaciones del sistema cannabinoide en la alteracion del
normal filtrado sensorial de los ratones al someterlos a inyecciones de THC. Se

estudiaron ratones WT frente a ratones KO del gen CB1.

Como se observa en la figura 44 el hecho de que le falte el receptor de
cannabinoide CBl1 es suficiente para presentar un %PPI13, alterado, con
respecto a los ratones WT, con un valor de t+ de Student apareada de 1,7 y un
novel de significacién de p<0.05. La respuesta Startle (Figura 43) en cambio es

prdcticamente idéntica en ambos grupos.

Respuesta Startle KO-CB1vs. WT
60

50 4

30 4

20

WT  WTOmgkg WT5mgkg KO KO Omgkg KO 5 mgkg

Figura 43. Representacion de la respuesta Startle o respuesta de sobresalto medida en mNewton, en la que
estan incluidos los grupos de animales KO-CB1 con inyecciones agudas de THC, y los grupos control, frente a
los ratones WT.
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WT vs. KO
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Figura 44. Representacion grafica de las medias + EEM del porcentaje de inhibicion por prepulso (PPI). Por
cada grupo de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db (%PPI13) y otro para el prepulso de 86 db
(%PPI26). Media + EEM, *p<0,05. WT con N=22. KO con N=20.

En el estudio de como afecta el tratamiento crdonico de THC sobre los
ratones machos KO CB1, podemos observar en la figura 45, en cuanto al

7%PPT13:

v" Por un lado la dosis de alcohol, perjudica notablemente el ya de por si
alterado, filtrado sensorial de estos ratones KO CB1. Esto es asi con una
t de Student apareada igual a 4,1y un nivel de significacion de p<0,01.

v Sorprendentemente los animales KOCB1 que recibieron la dosis de 5
mg/kg de THC presentaban un %PPI tipico de ratdn sano, en lo que al
filtrado sensorial se refiere.

En cuanto al % PPI26 nuevamente , podemos ver como el alcohol parece
agravar la sintomatologia alterada per se en ratones KO CB1, presentando
una media + EMM de %PPI26 muy negativo con respecto al grupo sin
tratamiento, con un valor de + de Student de 4,6 y nivel de significacién de

p<0,01.

178



Efectos neurofisiolégicos del A9-THC en modelos animales

KO CB1
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Figura 45. Representacion grafica de las medias + EEM del porcentaje de inhibicion por prepulso (PPI) para las
diferentes dosis de THC usadas sobre ratones machos KO CB1. Por cada grupo de animales hay dos %PPI uno
para el prepulso de 73 db (%PPI13) y otro para el prepulso de 86 db (%PPI26). Media + EEM, *p<0,05.
#p<0,01. Omg/kg N=5. 5mg/kg N= 6.

Para terminar comparando cada tipo de fratamiento entre los distintos
tipos de animales, mediante un andlisis de t de Student apareadas, pudimos
comprobar que si bien no existian diferencias significativas entre los %PPI de
los animales KO CB1 frente a los WT, con respecto a la dosis de 5 mg/kg de
THC (figura 46A) y existia significacién con una t= 6,4 y p<0,01 , en los %PPT
para el prepulso de 73 db entre aquellos que fueron tratados con alcohol (figura

478B).
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Figura 46. A. Representacion grafica de las medias + EEM del porcentaje de inhibicidn por prepulso (PPl) para
una dosis IP de alcohol sobre ratones machos KO CB1 comparandolas con los resultados sobre los ratones
WT. Por cada grupo de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db (%PP113) y otro para el prepulso
de 86 db (%PPI26). Representacion grafica de las medias + EEM del porcentaje de inhibicidn por prepulso (PPI1)
para una dosis IP de 5 mg/kg THC sobre ratones machos KO CB1 comparandolas con los resultados sobre los
ratones WT. Por cada grupo de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db (%PPI13) y otro para el
prepulso de 86 db (%PPI126). Media + EEM, #p<0,01. Omg/kg N=5. 5mg/kg N= 6.

180




Efectos neurofisiolégicos del A9-THC en modelos animales

Protocolo de estudio molecular de cambios provocados por
THC en el metabolismo de los endocannabinoides.

Ademds de estudiar la posible capacidad psicotogénica del A9-THC
mediante test de PPI se estudié qué cambios se habian producido a nivel
molecular en el cerebro de los ratones Swiss con tratamiento agudo de la
droga. En estos ratones se estudio por RT-Q-PCR ("Reverse transcription
Quantification polymerase chain reaction"), el receptor cannabinoide CB1, la
enzima de sintesis de AEA, NAPE-PLD, y la enzima de degradacién de AEA,
FAAH. Los cDNA de estas proteinas se midieron en la corteza prefrontal y en
el estriado.

Los cerebros de los ratones fueron diseccionados en frio. De ellos se
extrajo, la corteza prefrontal por un lado y el estriado por otro. Conservando
siempre, las muestras en frio se procedio con el protocolo de RT-PCR, el cual
consta de cuatro fases: Extraccién de RNA, Purificacidn, sintesis de cDNA.y
finalmente PCR cuantitativa.

Efectos génicos de THC sobre CB1R, NAPE-PLD vy
FAAH

La cuantificacion del gen de CBIR en corteza prefrontal y en el estriado
indica que el THC a dosis de 5 aumenta la expresion de CBIR en corteza
prefrontal pero no en estriado. ¥ la que una dosis superior, de 10 mg/kg THC,

Cuantificacion del gen CB1R
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no es efectiva (figura 47).
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Figura 47. Cuantificacion de la expresion del gen CB1R en la corteza prefrontal y en el estriado de ratones
tratados con A’-THC de forma aguda. Para los calculos se usé como gen interno o normalizador el Spl. Media
+ EEM, *p<0,05 vs Control

La cuantificacion del gen de NAPE-PLD en corteza prefrontal y en el
estriado indica que el THC a dosis de 10 disminuye la expresion de NAPE-PLD
en el estriado pero no en corteza prefrontal. La dosis de 5 mg/kg THC no es
efectiva (figura 48).

Cuantificacion de la expresion del gen NAPE-PLD

Nape-pld/Spl

Corteza prefroltal Estriado
4,06400 - 9,0E+00
—y 7.5E+00 |
3,06+00 - a
S 6.0E<00
° #
2,0E+00 § 4,5E+00 | .
Z 30E+00
1,0E400 -
0,0E+00 T T 0,0E+00 T
Control THC5mg/kg THC 10 mg/kg Control THC5mg/kg THC 10 mg/kg

Figura 48. Cuantificacion de la expresiéon del gen NAPE-PLD, en la corteza prefrontal y en el estriado de
ratones tratados con A9-THC de forma aguda. Para los calculos se usé como gen interno o normalizador el
Spl. Media + EEM, *p<0,05 vs Control; #p<0,05 vs THC 5mg/kg

La cuantificacion del gen de FAAH en corteza prefrontal y estriado
indica que el THC a dosis de 5 aumenta la expresion de FAAH en corteza
prefrontal y estriado. La dosis de 10 mg/kg THC no es efectiva, sugiriendo un
efecto bifdsico propio de los cannabinoides (figura 49).
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Cuantificacion de la expresion del gen FAAH
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THC5 mg/kg THC 10 mg/kg

Figura 49 Cuantificacion de la expresion del gen CB1R en la corteza prefrontal y en el estriado de ratones
tratados con A9-THC de forma aguda. Para los cdlculos se usé como gen interno o normalizador el Spl. Media
+ EEM, *p<0,05 vs Control

En resumen, los datos indican que el THC a dosis de 5 pero no superiores
es capaz de modificar la expresion de CBIR en corteza prefrontal, lo que podria
relacionarse con los efectos psicéticos agudos de dicha dosis en concreto a
demostrado en el test de comportamiento. Los cambios en las enzimas NAPE-
PLD y FAAH sugieren que el THC modifica la via de sintesis y degradacion de
cannabinoides enddgenos como anandamida. La dosis de 5 THC tiene efecto
sobre todo a nivel de la degradacion por FAAH, lo que también se podria
relacionar con los efectos psicéticos agudos del THC a 5 mg/kg o su accion
antipsicética sobre los ratones KO de CBIR.
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Resultados: Tarea Experimental IV
Estudio de posible nicho neurogénico en tercer y cuarto

ventriculo, bajo condiciones de hemiparkinsonismo inducido

Como se explica en materiales y métodos, todos los grupos de animales,
de los diferentes tratamientos fueron perfundidos con PFA 4%, antes de
extraer sus cerebros. De estos cerebros, usando un criostato, se laminé una
porcion final del diencéfalo y el mesencéfalo en cortes coronales de 20 ym.
Los cortes se trataron por inmunofluorescencia, usando marcadores conocidos
de células progenitoras (nestina, GFAP), marcador de células en movimiento
(PSA-NCAM) y el marcador propio de neuronas catecolaminérgicas, tirosina-
hidroxilasa (TH). En cada tanda de inmunofluorescencia se utilizé minimo un
animal de cada grupo, adjudicdndole un ndmero, para hacer todo el proceso
mediante experimentacién de doble-ciego. Los diferentes cortes de cada
animal se dividieron al azar entre pocillos, realizando un tipo de marcaje en

cada pocillo. Se realizaron tanto marcajes simples como dobles.

En el cerebro de rata adulto existen cuatro cavidades anatdmicas
denominadas ventriculos cerebrales, que se encuentran interconectados entre
si, y constituyen el sistema ventricular donde se forma y circula el liquido
cefalorraquideo (LCR). Los espacios ventriculares estudiados en esta tesis son
el tercer ventriculo, perteneciente al diencéfalo y el acueducto de Silvio, que
es el conducto comunicante entre el tercer ventriculo y el cuarto, y se
encuentra en el mesencéfalo. De este sistema ventricular, el tercer ventriculo
varia ademds estructuralmente en el eje antero-posterior. Los ventriculos
estdn delimitado por un epitelio simple formado por dos tipos de células, a
veces tres: células ependimales cibicas con cilios hacia el lumen del ventriculo,
llamadas ependimocitos; un tipo de célula ependimal, llamado ependimocitos
especiales, que podemos encontrar en el Receso Colicular (RC) y el Organo

e —————————————————————e——————————————————————————— e
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Subcomisural (SCO); y  tanicitos, sin cilios pero con largos procesos
embebidos en el parénquima y abundantes microvilli hacia el lumen. Estas
dltimas, presentan una morfologia que mantiene las caracteristicas que se
encuentran en la glia radial embrionaria, aunque su papel en el adulto es ain

desconocido.

1. Estudio de centros neurogénicos en ratas Prepulberes.
Para este grupo se usaron ratas Wistar de 70 g a las que se les extrajo el

cerebro, previa perfusion, sin ningin tipo de tratamiento in vivo. Se hizo un
estudio seriado de las diversas zonas potencialmente neurogénicas desde la
dltima porcion del tercer ventriculo hasta el acueducto de Silvio, con el fin de
identificar, y detectar los posibles cambios que pudieran acontecer tras los

tratamientos realizados y con respecto a la edad del animal.

Bregma -4.2 mm

Figura 50. Nucleo arcuato. Inmunofluorescencia en 3er ventriculo para nestina a -4.2 mm en el eje AP con
respecto a bregma, segun el atlas de Paxinos y Watson (2005). Puede apreciarse abundantes células
ependimales del tercer ventriculo inmunopositiva para nestina. También se observan los procesos celulares
de dichas células nestina+ que recorren el ntcleo arcuato. DTM (ntcleo tuberomamilar). 20x
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En primer lugar en la coordenada -4.2 mm con respecto a Bregma en el

eje antero-posterior (AP) se identifico el ndcleo Arcuato, un nlcleo

h

ipotaldmico, en el que existen células inmunopositivas para nestina en la capa

ependimal del tercer ventriculo (figura 50). Estas células presentan largos

procesos que se extienden por toda la parte medial posterior y lateral de esté

ndcleo hipotaldmico. Estas células tienes apariencia de tanicitos, con cierta

similitud a glia radial embrionaria.

El ndcleo arcuato o nicleo infundibular, se sabe estd compuesto por varias

poblaciones importantes de neuronas. Incluye: Neuronas neuroendocrinas

Neuronas neuroendocrinas. Hay dos tipos. Las neuronas dopaminérgicas
tuberoinfundibulares, que regulan la liberacién de prolactina, y de hormona
liberadora de gonadotropina; ¥ El nicleo de neuronas neuroendocrinas que

generan la hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH).

Neuronas de proyeccion central. Hay tres tipos. Un grupo de neuronas
que liberan neuropéptido Y, proteina relacionada con agouti y GABA ; un
grupo que coexpresan propiomelanocortina (POMC) y transcrito regulado
por cocaina y anfetamina ( CART), importantes en la regulacién del apetito y

de la conducta sexual.; y un grupo de neuronas que sintetizan somatostatina.

Neuronas que sintetizan grelina Son importantes en la regulacion del
apetito y en el metabolismo basal, asi como en la distribucion corporal de la

grasa.

Esta variedad de tipos de neuronas, y la importancia de la region, puede
que sea la causante de la gran actividad proliferativa que se observa en este
ndcleo hipotaldmico. Ya que, este pequefio nicleo cerebral interviene en
conductas emocionales y tiene una importante actividad endécrina que regula

la ingesta de comida, entre otras.
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A nivel de -45 mm de distancia respecto a Bregma, En la zona
periventricular hipotaldmica, se observan células, asi como los largos procesos
celulares de las mismas, inmunopositivas para nestina (Figura 51A). En esta
zona el revestimiento ventricular se le conoce con el nombre de Organo
Subcomisural (SCO), y es uno de los siete érganos circunventriculares, muy
importantes para el mantenimiento del liquido cefalorraquideo, la homeostasis
y proteccién del encéfalo. El SCO es una gldndula del cerebro localizada en la
region dorsal del tercer ventriculo, bajo la comisura posterior y la entrada del

acueducto de Silvio.

Puede apreciarse que las células inmunopositivas para nestina, presentan
largos procesos que se dirigen hacia el parénquima de los nicleos adyacentes.
Estas células son por tanto tanicitos, que en este caso podrian actuar como
células progenitoras. Dichas células podrian actuar renovando los nicleos
anexos, o los componentes periventriculares, como la capa ependimal. De
hecho el mantenimiento de dicha estructura es vital para la supervivencia del
organismo, por lo que seria légico pensar que en esta region se da proliferacion

para el reemplazamiento de los componentes del SCO.

Se pueden apreciar también las redes dopaminérgicas TH+ (Figura 51B), que
corresponden con la parte posterior del nicleo taldmico paraventricular (PVP),
comisura posterior (tracto mesencefdlico), y al nidcleo precomisural (PrC).
Estas neuronas dopaminérgicas constituyen la red dopaminérgica
periventricular/periacueductal del tronco del encéfalo, que se extienden
desde porciones mds rostrales, a nivel de la sustancia gris periacueductal y
ndcleo rojo, hasta porciones mds craneales del tronco del encéfalo, como la

mostrada.

En ningln caso se ha encontrado colocalizacién de las sefiales nestina y TH,
como se puede ver en la superposicién de las imdgenes o Merge (Figura 51C)

para los marcadores de dichas sefiales.
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nestina

Bregma -4.5mm

nestina Ny V

Figura 51. Organo Subcomisural. Las imagenes A, By C corresponden a las fotografias del érgano SCO
tomadas con el microscopio de fluorescencia a un aumento de 20x. A. células inmunopositivas para nestina
(verde). B. Células inmunopositivas para TH (rojo). C. Superposicion o merge de las imagenes anteriores (Ay
B). D. llustracion atlas Paxinos y Watson (2005) que se corresponde con el corte de cerebro del que estan
tomadas dichas imagenes, referente a la ldmina que dista 4.5 mm del bregma en el eje antero -posterior. D3V
(tercer ventriculo dorsal), pc (comisura posterior), PrC (ntcleo precomisural), PVP (parte posterior del nticleo

talamico paraventricular).

En este mismo corte coronal, pero mds ventralmente encontramos una
zona inmunopositiva para PSA-NCAM (Figura 52) a ambos lados del nicleo
rostral lineal que podrian ser células progenitoras tipo A, nheuroblastos. Su
origen y destino no estd claro. Podria coincidir con el tracto mamilotegmental.

Este va desde el hipotdlamo hasta el tegmento mesencefadlico.
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Figura 52. Células PSA-NCAM+ a ambos lados del nucleo rostral lineal que podrian ser del tipo A, o sea
neuroblastos. Su origen y destino no esta claro, aunque podria ser el tracto mamilotegmental desde el
hipotalamo hasta el tegmento mesencefalico (x20). (nr) nucleo rojo. Aparece sefial positiva en el nucleo rojo
del mesencéfalo, pero no es significativa ya que este nucleo siempre da sefal, para todos los anticuerpos
usados.

Ya en el mesencéfalo pero coincidiendo aun con el SCO se han
encontrado células y procesos celulares inmunopositivos para nestina, en la zona
superior de la transicién tercer ventriculo-acueducto de Silvio (Figura 53).
Dicha transicion ventriculo-acueducto y ultima porcién del SCO, se localiza a -
4.8mm en relacion a Bregma en el eje AP. Partiendo desde este 6rgano
circunventricular y dirigiéndose hacia el hipocampo se puede apreciar los
procesos celulares nestina+ (Figura 53B). Estas fibras nestina + son los procesos
celulares de las células que forman la capa ependimaria de esta gldndula. Por la
citoarquitectura de estas células probablemente se correspondan con tanicitos.
Ya que los tanicitos extienden largos procesos para la migracién de células de
reciente creacion o bien pudiera ser la propia de la glia radial embrionaria que

aln podria permanecer como tal en las crias de rata de esta temprana edad.
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Este mismo tipo sefial nestina+ en los ependimocitos modificados del
sistema ventricular se continla en el eje antero-posterior, y se ha observado
también mds caudal, a una distancia de -5.2 mm de Bregma (figura 54). En
posicion dorsal al acueducto de Silvio, se han podido detectar células
inmunopositivas para nestina. Esta zona se corresponde con el Receso Colicular

(RC).

En ambos cortes coronales (figuras 53 y 54), tanto a la altura del SCO, como a
la del RC se han observado células inmunopositivas TH en el Area Gris
Periacueductal (PAG) adyacente, aunque la seiial nestina+ no colocaliza con la
sefial TH. Estas célula TH+ son la extension mds posterior de la red
dopaminérgica periventricular del tronco del encéfalo. Esta red en la PAG fue
estudiada en nuestro laboratorio y estd compuesta por heuronas grandes
multipolares y pequefias periacueductales (Flores y col., 2006). Las neuronas
pequefias se sitlan en la pared del acueducto o, en menor nidmero, en el espesor

de la PAG.
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nestina

Figura 53. Organo Subcomisural. A. Células inmunopositivas para nestina en el SCO con procesos que cruzan
la comisura del coliculo superior 40x. B. Ruta de células nestina+ que parten del SCO hacia el tercer ventriculo
dorsal 20X. C. Superposicion o merge de inmunofluorescencia nestina (verde) y TH (rojo) donde se puede
apreciar el SCO nestina+, la ruta craneal nestina+ y células periacueductales TH+ pequeiias y multipolares
20X. D. Lamina del Atlas estereotdxico Paxinos y Watson 52 edicion donde se muestra la zona
correspondiente a las fotografias. (csc) comisura del coliculo superior. (PAG) Area Gris periacueductal.
posterior. (SCO) 6rgano subcomisural.
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Bregma -5.2 mm
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Figura 54. Receso Colicular. A. Receso Colicular con algunas células inmunopositivas para nestina.40X B.
lamina del Atlas estereotaxico Paxinos y Watson, con la zona del acueducto de Silvio recuadrada y ampliada
(coordenada con respecto a bregma -5.2mm AP). C. Superposicion o merge de inmunofluorescencia nestina
(verde) y TH (rojo) donde se aprecia el Receso colicular nestina+, un proceso celular ramificado hacia el
hipocampo nestina+ y células periacueductales TH+20X. (csc) comisura del coliculo superior. (PAG) Area Gris
Periacueductal posterior. (SCO) Organo Subcomisural.

En esta misma zona mesencefdlica, pero coincidiendo con el nicleo
rostral lineal (Area Tegmental Ventral) se aprecian células inmunopositivas PSA-
NCAM cuya sefial colocalizan con la sefial TH, indicando la presencia de neuronas
TH+ migrando de reciente generacién (figura 55). Estas pueden provenir de las
células ependimales y fanicitos que se encuentran en las paredes de acueducto.

Puede distinguirse algunas células con ndcleo picnético, lo que sugiere que
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algunas de estas nuevas células sufren muerte celular por apoptosis, como ya

estd descrito para el centro neurogénico situado en la Zona Subventricular

(8VZ).

Breé'rﬁa 5.20 Niucleo rostral lineal

PSA-NCAM

Figura 55. Area Tegmental Ventral. A. Esquema de corte coronal extraido del Atlas estereotaxico Paxinos y
Watson 52 edicién, donde se representa la zona de estudio de las imagenes By C. B. Superposicion o merge
de inmunofluorescencia PSA-NCAM (verde) y TH (rojo) donde puede apreciarse las neuronas donde
colocaliza la sefial PSA-NCAM y TH, en un tono anaranjado. 20x. B. detalle de la zona inmunopositiva para

ambos marcadores. Las flechas blancas sefialan células con posible nicleo picnético, 40x. ATV (Area

Tegmental Ventral).
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2. Ratas hemiparkinsonianas adultas.

Como estd descrito en Materiales y Métodos, las ratas Wistar adultas (150 -
200 g) se sometieron a cirugia estereotdxica, en la que se le lesionaba la
sustancia negra izquierda, aplicando el modelo de hemiparkinsonismo de 6-
OHDA. Una vez operadas, y tras 14 dias, Tenia lugar el Test de giro inducido
por anfetamina, para corroborar que estuviesen bien lesionadas. Si efectuaban
mds de 420 giros/hora, a partir de 30 min después de la inyeccion, lo animales
se perfundian con PFA 4% y se extraia su cerebro para el posterior
tratamiento de los cortes coronales. En fodas las tandas de experimentos se
preparaban también animales “"Sham”, esto es, animales control, que pasaban por
el mismo proceso que los animales con hemiparkinsonismo, pero que en lugar de
recibir inyeccion intracraneal de 6-OHDA, recibian solo el vehiculo de la misma

(salino 0,9% + dcido ascérbico 0,2%.)

De los animales adultos, es importante decir en este punto, que las ratas
Sham no presentaron ningln tipo de sefial al realizar la técnica de
inmunofluorescencia con ninguno de los tipos de anticuerpos usados, a excepcion
de la sefial TH que se localizaba en las dreas comunes en todos los casos, y de
una irrisoria sefial positiva de nestina en los ependimocitos ventriculares. Sin
embargo en ratas con hemiparkinsonismo estable validado por el test de
anfetamina, se pudo detectar un ndmero muy reducido de células
inmunopositivas entre las células de la capa ependimal del tercer ventriculo.
Pero solo se encontraron del orden de 1-4 en cada corte coronal, por lo que no
se han presentado los datos. A niveles mds caudales, ya en el mesencéfalo se
detectaron células inmunopositivas para nestina entre las células ependimales
del acueducto de Silvio pero igual que en las ratas Sham estas se encontraban
en un nimero muy reducido. En las zonas adyacentes al acueducto de Silvio, en lo
que se llamada Zona 6Gris Periacueductal (PAG) habia células y fibras

dopaminérgicas TH+ (Figura 56) cuya sefial colocalizaba con la sefial PSA-
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NCAM+, indicando un posible origen neurobldstico reciente. Entre estas células
TH+, y al parecer, recientemente generadas se encontraron tanto de ftipo

multipolar grandes, como periacueductales pequefias.

PSA-NCAM

PSA-NCAM

Figura 56. Zona Gris Periacueductal. A y B Superposicion o merge de TH (rojo) y PSA-NCAM (verde), donde se
puede apreciar el acueducto de Silvio, remarcado con una linea discontinua blanca. En la PAG existen dos
tipos de células donde colocaliza ambas sefales: células multipolares grandes (estrella blanca) y
periacueductales pequefias (flecha blanca) mas préximas a la capa ependimal del acueducto. 20X. (Aq)

acueducto de Silvio.

Un poco mds caudal, en las ratas con hemiparkinsonismo estable sigue
apareciendo sefial nestina+ en ependimocitos del acueducto. Esta sefial se da en
mayor ndmero que el observado en el 3er ventriculo o que en ratas Sham (Figura
57). Estas células son ependimocitos, con forma cubica que no parecen
presentar procesos celulares. Hay una rica red TH+ adyacente a los
ependimocitos que en ningln caso colocaliza con la sefial nestina. Las neuronas
TH+ podrian ser dopaminérgicas y ademds de sus funciones catecolaminérgicas
podrian ejercer una funcién trofica sobre la pared ventricular, a través de
receptores D1. Algunas de las mismas podrian ser de generacién reciente desde

las posibles progenitoras ependimales.
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Aq B

nestina

Aq

Figura 57. Acueducto de Silvio. Se detecta un mayor nimero de células nestina+ en la pared del acueducto en
ratas hemiparkinsonianas. A. Inmunofluorescencia para nestina (verde) de la zona ventral del acueducto
donde puede apreciarse algunos ependimocitos nestina+ en la pared del acueducto de Silvio, entre las
células ependimales. B. Inmunofluorescencia para TH (rojo) de la zona ventral del acueducto, en la que se
aprecia una red TH+ en las zonas subependimales. C. Superposicion o merge de las imagenes A y B. D.
Inmunofluorescencia para nestina verde) de la zona dorsal del acueducto donde también se aprecian

también algunas células nestina+. (Aq) acueducto de Silvio. (20x).

Por dltimo en la zona mds caudal, se ha podido detectar con claridad sefial

GFAP+ alrededor del acueducto de Silvio (Figura 58). Esta sefial también se
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observaba en zonas anteriores alrededor del tercer ventriculo y acueducto de
Silvio pero no apreciable en las fotografias. Este marcador es el propio de
células progenitoras tipo B, y de astrocitos. Los procesos celulares GFAP+ que
se observan, se encuentran en el parénquima adyacente a la capa ependimaria
del ventriculo, y en algunos casos estos procesos parecen invadir dicha capa

ependimaria estando en contacto con el liquito cefalorraquideo.

AN

Bregma -7.30 mm

Figura 58. Acueducto de Silvio. Inmunofluorescencia GFAP (verde). Se puede apreciar los procesos celulares
de células situadas en el parénquima adyacente a la capa ependimal. La imagen se corresponde con la
porcion remarcada en la lamina extraida del Atlas estereotaxico Paxinos y Watson (2005) donde se muestra la
zona de observacion con la coordenada estereotaxica AP al Bregma. Las flechas blancas sefialan puntos
donde los procesos celulares atraviesan la capa de ependimocitos hasta el ventriculo. (Aq) acueducto de
Silvio. 20X.

3. Ratas hemiparkinsonianas adultas con tratamiento
cannabinoide.

Las ratas Wistar fueron sometidas a una operacion estereotdxica en la que

se les colocaba dos cdnulas permanentes en el cerebro, una en el ventriculo
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lateral izquierdo (coordenadas AP -0.8, L +1.4, V-3.4 Paxinos y Watson) y otra
cdnula en la sustancia negra izquierda (coordenadas AP -3.4, L +2.2, V -8.2
Paxinos y Watson). 4 dias después de la operacion, se realizaron las inyecciones
del toxico y el cannabinoide a través de las cdnulas, tal y como se explica en

Materiales y Métodos (Figura 59).

Inyeccién de THC Desipramina Inyeccién de 6-OHDA Inyeccién de THC

2x 1.2ul
5mg/ml)

Figura 59. Protocolo de tratamiento con THC y 6-OHDA.

Catorce dias después se hicieron los test de anfetamina para comprobar el
estado hemiparkinsoniano propio del modelo de experimentacion. Los animales
se perfundieron con PFA 4% a los 2 dias del test. Se extrajeron los cerebros,
y fueron Ilaminados en corte coronales de 20 um, para realizar
inmunofluorescencia con los diferentes anticuerpos. En estos grupos también se
aplicé el doble-ciego, y la norma de realizar la inmunofluorescencia con al
menos un animal de cada grupo a la vez para evitar en la medida de lo posible
artefactos o falsos negativos por fallos humanos en el manejo de los

anticuerpos.

3.1. Ratas con doble canula Sham para el parkinsonismo
y control para el tratamiento cannabinoide (0 mg/ml
THC).

No se han encontrado células inmunopositivas para ninguno de los

marcadores usados a excepcién del marcador de células catecolaminérgicas,
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tirosina-hidroxilasa en las localizaciones habituales. ¥ una sefial muy reducida de

algunas células nestina + en las paredes de los ventriculos.

3.2. Ratas con doble canula Sham para el parkinsonismo y
dosis de 5 mg/ml THC intraventricular.

No se han encontrado células inmunopositivas para ninguno de los
marcadores usados a excepcién del marcador de células catecolaminérgicas,
tirosina-hidroxilasa en las localizaciones habituales. Y una sefial muy reducida de

algunas células nestina + en las paredes de los ventriculos.

3.3. Ratas con doble cdnula Sham para el parkinsonismo
y dosis de 10 mg/ml THC intraventricular.

No se han encontrado células inmunopositivas para ninguno de los
marcadores usados a excepcion del marcador de células catecolaminérgicas,
tirosina-hidroxilasa en las localizaciones habituales, y una sefial muy reducida de

algunas células nestina + en las paredes de los ventriculos.

3.4. Ratas hemiparkinsonianas y control para el
tratamiento cannabinoide (0 mg/ml THC)

Entre los animales hemiparkinsonianos que fueron inyectados
intracranealmente con 2pl de alcohol puro, 2 horas antes y después de la lesién
con 6-OHDA, pudieron apreciarse cambios con respecto a los animales que solo
fueron lesionados en la sustancia negra. En primer lugar ya al principio de la
zona de estudio de esta tesis, en la dltima porcién del tercer ventriculo aparece

nuevamente abundante sefial nestina+ en el Nicleo Arcuato. Del mismo modo
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que se observo en crias de Wistar sin tratar existen neuronas nestina positivas
en la pared ependimal (figura 60), con largos procesos también nestina+ que

recorren el Nicleo Arcuato y en algunos casos llegan hasta la eminencia media.

Teniendo en cuenta que los animales fueron sacrificados 17 dias después de
la operacion, como en el caso de las ratas hemiparkinsonianas, debemos suponer
que o bien el hecho de inyectarle directamente en el ventriculo alcohol o bien el
hecho de tener durante los 17 dias las cdnulas implantadas en ambas regiones

cerebrales han provocado la alta activacién que observamos en el nicleo arcuato.

Bregma-4.2m

Figura 60. Nucleo Arcuato. Superposicion o merge de nestina (verde) y TH (rojo), del 3er ventriculo al nivel
representado en la lamina del Paxinos y Watson (2005) a - 4.2 mm de la referencia estereotaxica craneal
Bregma en el eje AP. Puede apreciarse numerosos procesos celulares nestina+ que parten desde la capa
ependimal del ventriculo. Se aprecian también las neuronas TH+ propias de la zona, que en ningln caso
colocaliza con la seiial de nestina. 20X. (3V) tercer ventriculo.
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Es interesante, denotar aqui que el Nicleo Arcuato presentaba en las
crias de Wistar abundantes neuronas nestina positivas en toda la pared del
tercer ventriculo, y exhibian también procesos neurales positivos para nesting,
que recorrian todo el nlcleo hipotaldmico. Esta sefial parecia haberse perdido en
los animales adultos, ya que en el caso que existieran células nestina+ estas no

fueron suficientes para ser documentadas.

Ya que el modelo habitual de hemiparkinsonismo, no provocé la reactivacion,
hemos de suponer que la reactivacién de las células con caracteristica de
progenitoras en este nicleo se ha producido o bien por el efecto sinérgico del
hemiparkinsonismo y el posible dafio que el alcohol haya podido provocar; o bien
el efecto sinérgico del hemiparkinsonismo mds el dafio mecdnico que las cdnulas
ejercen en las regiones de insercién; o, claro estd, al efecto de los tres sucesos
combinados, porque lo que es obvio es que no se debe solo al hemiparkinsonismo
(los animales de este con hemiparkinsonismo estable lo corroboran), ni se debe a
la simple insercion de las cdnulas (todos los animales de esta seccién las llevan, y
ninguno de los grupos Sham presentaban nestina en el tercer ventriculo), ni
tampoco es la inyeccidn intraventricular con alcohol ya que se hizo otro grupo al

que se le inyecto fambién alcohol puro, y no produjo este efecto.

Continuando en el eje AP observamos que huevamente aparecen células
hestina positivas entre las células que conforman el Organo Subcomisural
(Figura 61y 62). En la zona mds dorsal del tercer ventriculo, en el corte coronal
situado a - 6.68 mm de Bregma en el eje AP, aparecian nuevamente que
expresaban microfilamentos de nestina entre las células que forman el SCO.
Estas células, son tanicitos ya que presentan largos procesos, que al igual que en
el caso de las crias Wistar se dirigen hacia el hipocampo, introduciéndose en el
parénquima de la comisura posterior. En el mismo corte coronal se apreciaban
también gran cantidad de ependimocitos cuboides nestina +, al igual que en las
hemiparkinsonianas. Del mismo modo que ya pudimos observar en estas (ltimas

hay numerosas neuronas TH+ en la PAG. Las neuronas TH+ que se encuentran en
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la PAG presentan dos morfologias y localizaciones diferentes. Unas pequefias
llamadas periacueductales, que se localizan inmediatamente por debajo de la
capa ependimal. Estas presentan procesos largos que rodean a la capa ependimal
paralelas al ventriculo. Y otra llamadas multipolares, mds grandes y alejadas del

ventriculo.

D Bregma -4.68 mm

nestina

Figura 61. Tercer ventriculo de ratas Wistar hemiparkinsonianas, control del tratamiento cannabinoide. A.
Esquema extraido del Atlas estereotaxico Paxinos y Watson (2005), que representa la zona de estudio con la
coordenada AP en relacion a Bregma. B. Superposicion o merge del Tercer ventriculo para nestina (verde) y TH
(rojo), 20X. No se aprecien colocalizacién de la sefiales. C. Organo Subcomisural con sefial nestina + de los
tanicitos que conforman esta glandula, pueden apreciarse también los procesos de estas células nestina +, 40X. D.
Seccion del tercer ventriculo. Se observan algunos ependimocitos nestina positivos, y células pequeiias
periventriculares TH+ (flecha blanca), con largos procesos paralelos al ventriculo 40X. E. Seccion ventral del Tercer
ventriculo. Se observan mayoria de células nestina + en la capa ependimal, y Células TH+ en el parénquima
adyacente con procesos paralelos al ventriculo. 40X. (PrC) Nucleo Precomisural. (3V) tercer ventriculo. (SCO)
Organo Subcomisural. (pc) comisura posterior.
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nestina )
!

Figura 62. Organo Subcomisural. A. Superposicién o merge de nestina (verde) y TH (rojo) de la tltima porcién
del tercer ventriculo, se aprecia los tanicitos nestina+ del SCO, con largos procesos celulares nestina + que se
dirigen hacia el hipocampo. También en la PAG pueden apreciarse neuronas multipolares grandes
inmunopositivas para TH+.20X. B. Organo Subcomisural. Se pueden ver las células nestina +, con sus largos
procesos celulares dirigidos hacia el hipocampo. 40X.

En localizaciones mds caudales, ya en el mesencéfalo, se observa una gran
activacién de células ependimales, que presentaban microfilamentos de tipo
nestina (Figura 63). En las células ependimales que forman el acueducto de
Silvio puede apreciarse que hay dos tipos de sefial positiva para nestina:

Por un lado podemos observar que entre los ependimocitos cuboides tipicos hay
mucho nestina positivos bordeando el acueducto. Alguno de ellos ademds han
desarrollado pequefios procesos celulares que penetran en el parénquima
adyacente dirigidos hacia la red TH+ anexa al acueducto.
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Y por otro lado existe otra poblacion diferente de
nestina positivas localizadas en la zona dorsal del
acueducto. A esta zona se le conoce con el nombre de
Receso Colicular (CR). Las neuronas que se encuentran en
esta regién tienen un aspecto mds redondeado, y
podemos encontrarlas tanto en la capa ependimal como en

nestina

el parénquima adyacente, pudiendo ser estas (Ultimas
neuronas generadas recientemente en disposicion de migrar hacia su érgano
diana. En estos animales a los que se les implanto la doble cdnula y que fueron
inyectados intracranealmente con el toxico 6-OHDA en la Sustancia Negra por
un lado, y alcohol en los ventriculos por otro, han sido los primeros en los que
hemos podido observar células nestina + esta localizacién tan caudal del CR.
Ademds la citoarquitectura de las mismas (véase fotografia de la izquierda)
también difiere de lo que hemos apreciado hasta ahora.

Por otro lado, en cuanto a la sefial TH, esta sigue el patron habitual para esta
regién del cerebro, con células periacueductales pequefias, con procesos que
bordean la capa ependimal desde el parénquima; y una red TH+ localizada en el
parénquima en la zona ventral del acueducto y que se dirige hacia el ATV.
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nestina

Bregma -6.60 mm

Figura 63. Acueducto de Silvio. Superposicion o merge de nestina (verde) y TH (rojo), del acueducto de Silvio
en el corte coronal alejado 6.60 mm de Bregma, en ratas con doble canula hemiparkinsonianas, con
tratamiento de 2 pl de 0 mg/Kg THC en los ventriculos, 2 horas antes y después de la lesién. A. acueducto de
Silvio 20X. B. Detalle de la zona dorsal del acueducto de Silvio que se corresponde con el Receso Colicular, con
varias células nestina+. 40X. C. detalle de una porcién lateral del acueducto sonde puede verse una célula
periacueductal TH+ (flecha blanca), con los procesos celulares TH+ abrazando la capa ependimal. 40X. D.
porcion ventral del acueducto de Silvio, donde se observan miiltiples ependimocitos nestina positivos, en
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algunos casos con procesos nestina+ introduciéndose en el parénquima anexo hacia la red TH+ adyacente.
40X.

Hacia el final de la zona de estudio en el eje AP, ademds de la sefial nestina+ en
muchos de los ependimocitos del acueducto de Silvio se ha visto una
modificacién de estos ependimocitos que desarrollan en algunos casos pequefios
procesos (Figura 64). Estas neuronas podrian tratarse de ependimocitos
progenitores que modifican su morfologia hacia tanicitos, para poder dirigir

mediante los procesos celulares las células de nueva generacion.
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Bregma -7.30 mm

Figura 64. Acueducto de Silvio. Superposicién o merge de nestina (verde) TH (rojo), del acueducto de Silvio en
el corte coronal alejado 7.30 mm de Bregma, en ratas con doble canula hemiparkinsonianas, con tratamiento
de 2ul de 0 mg/ml THC en los ventriculos, 2 horas antes y después de la lesién. La lamina extraida del atlas
estereotaxico Paxinos y Watson (2005) representa la porcidon que podemos ver en la fotografia. Esta porcion
representa la porcién ventral de la capa ependimaria, Y puede verse ependimocitos nestina cuboides tipicos y
algunos con pequeiios procesos celulares dirigidos hacia la red TH+ adyacente (flecha blanca). 40X.
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3.5. Ratas hemiparkinsonianas y dosis de  5mg/ml
THC intraventricular

Entre los animales hemiparkinsonianos que fueron inyectados
intfracranealmente con 5 mg/ml, 2 horas antes y después de la lesion con 6-
OHDA, se observaron también cambios con respecto a los animales que solo
fueron lesionados en la sustancia negra. En primer lugar en la dltima porcion del
tercer ventriculo aparece nuevamente numerosas neuronas nestina+ entre las
células que conforman el SCO (figura 65), aunque en este caso, ho encontramos
en ninguno de los cortes de los diferentes animales de este grupo, una via
craneal nestina+ de los procesos de estas células, tan claramente como ocurria
en el caso de las crias de rata o en los animales tratados solo con el vehiculo de

la solucién THC, es decir, alcohol.
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nestina

Figura 65. Organo subcomisural. Células nestina positivas conformando el OSC en la ultima porcion del tercer
ventriculo en su Unién con el acueducto mesencefalico. 40X
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En este grupo de animales, si pudimos volver a observar el receso
colicular del acueducto de Silvio con un significativo nimero de células con
microfilamentos de nestina. De hecho en estos animales se apreciaba a
diferentes alturas en el eje AP, que entre las neuronas nestina positivas
localizadas en el Receso Colicular (RC), existian algunas neuronas en el
parénquima adyacente. Estas neuronas, pueden ser células de reciente

generacién en movimiento hacia su localizacién diana (Figura 66).
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Bregma -6.30 mm

nestina

Figura 66. Receso colicular en el acueducto de Silvio. A. Lamina extraida del Atlas estereotaxico Paxinos y
Watson (2005), que representa la zona de estudio. B. imagen del acueducto de silvio con inmunofluorescencia
nestina 20X. C. detalle del recuedro remarcado en la imagen B, donde puede apreciarse a mayor aumento el
Receso colicular marcado positivamnete para nestina, con neuronas en el parenquima adyacente que parecen
de reciente generacion dirigiendose hacia la zona dorsal.

Este patrén de células con microfilamentos de nestina, que parecen
escapar del grupo ubicado en el RC, se repetia a diferentes coordenadas en el
eje AP en toda la longitud del ventriculo mesencefdlico o acueducto de Silvio, e
incluso en alguna ocasién pudimos ver un grupo de neuronas nestina + que se
encontraban en el parénquima adyacente al acueducto, pero en localizaciones

laterales con respecto al ventriculo (figura 67), en lugar de la tipica localizacion
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dorsal. En este caso se apreciaban células redondeadas, con somas pequefios y
pequefios procesos que si bien no nos podemos aventurar a decir que estén en
movimiento, si podemos apreciar que se localizan en el lado mds cercano al punto
de insercién de la cdnula. Entonces, estas células, podrian ser neuronas
progenitoras activas o células generadas recientemente que ain no han sufrido
la diferenciacion a neuronas maduras. Y esta proliferacion emergente podria
haberse provocado por el dafio mecdnico que este cuerpo extrafio, producia en

el cerebro del animal.

Cambiando de anticuerpo, mediante el uso del Anticuerpo PSA-NCAM, un
marcador para células en movimientos, se pudo comprobar la existencia de
células TH+ en movimiento. En estos animales que llevaban la doble cdnula
implantada y que ademds del hemiparkinsonismo, habian experimentado las
inyecciones ventriculares de THC (5mg/ml en alcohol), podemos ver que en el
parénquima adyacente al acueducto de Silvio, algunas de las neuronas TH+
periventriculares  coexpresan = PSA-NCAM. Esta colocalizacion de los
marcadores TH y PSA-NCAM significa que dichas neuronas dopaminérgicas
eran de reciente generacion y se encontraban en movimiento dirigiéndose hacia
su destino diana. Este tipo de sefial ya fue visible en los animales con
hemiparkinsonismo, provocado por operacién estereotdxica simple, pero no, en
los animales con doble cdnula hemiparkinsonianos y control para el tratamiento

cannabinoide.

Parece pues que, de alguna manera la inyeccion de alcohol en hemiparkinsonianas
ya sea por efecto de la cdnula, el efecto del alcohol, o por la combinacion de
ambos, activaba los hipotéticos centros neurogénicos pero las células
progenitoras no efectuaban la debida mitosis asimétrica para generar células
que pudieses diferenciarse a algin componente del sistema nervioso, y solo
generarian mds células progenitoras. ¥ a la luz de estos resultados podriamos

concluir que la inyeccién del cannabinoide a una concentracién de 5 mg/kg, o bien
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revierte el dafio que el alcohol pudiese generar o bien provoca la diferenciacion

de los neuroblastos a célula maduras del sistema hervioso.

Ademds de la expresién de PSA-NCAM en Las neuronas dopaminérgicas,
se aprecia sefial PSA-NCAM en algunas células en el parénquima adyacente al
acueducto, que no expresan TH. Estas pueden ser o bien otro tipo de célula, o
bien células de reciente generacion que adn no han adquirido la sefiales propias

de células diferenciadas.

Bregma -8.00 mm

PSA-NCAM

Figura 67. Acueducto de Silvio. Zona ventral del acueducto de Silvio, representado en el esquema extraido
del atlas estereotaxico Watson y Paxinos (2005). La imagen es una superposicion o merge de PSA-NCAM
(verde) y TH (rojo). Puede apreciarse que existen algunas neuronas donde colocaliza la sefial (flechas blancas).
También se observan algunas células que solo muestran expresion de PSA-NCAM (flechas amarillas). 20X

Fue interesante observar la zona dorsal del acueducto de Silvio bajo la
doble inmunofluorescencia realizada con PSA-NCAM y TH, ya que podia
apreciarse en esta localizacién que ya no existia colocalizacién de ambos

marcadores. De hecho no suele aparecer seiial TH+ en esta zona dorsal del
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acueducto. Aun asi en esta region se observaron también células que debian de
estds en movimiento alrededor del acueducto, hacia los laterales y a direcciones
mds dorsales (figura 68). También llamaba favorablemente la atencidn
comprobar que en la zona donde se localiza el receso colicular, que en este grupo
de animales sabemos activo, no aparecia sefial PSA-NCAM. Luego podemos
pensar que las células nestina+ que hemos observado en toda la longitud del CR,
son células progenitoras, que pueden generar neuroblastos que migren y se
diferencian hacia algin tipo celular que en algunos casos pueden ser
dopaminérgicas. El éxito de la sucesion de acontecimientos, que lleve a células
inmaduras a madurar favorablemente hacia células funcionales en una region

concreta del cerebro, queda aln en el desconocimiento.

Bregma -8.00 mm

Figura 68. Acueducto de Silvio. Zona dorsal del acueducto de Silvio, representado en el esquema extraido del
atlas estereotaxico Paxinos y Watson, por un recuadro rojo. La imagen es una superposicion o merge de PSA-
NCAM (verde) y TH (rojo). Se ha remarcado en linea discontinua blanca el receso colicular (CR). Puede
apreciarse que existen algunas PSA-NCAM que parecen migrar hacia la zona dorsal (flechas blancas) y otras
PSA-NCAM que parecen migrar alrededor del acueducto (flechas amarillas). 20X
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En ninguno de los casos pudimos observar marcaje positivo de nestina, ni
de PSA-CAM, ni GFAP, en las Sustancia Negra ni en localizaciones cercanas
(figura 69).

Sustancia negra

Figura 69. Sustancia Negra. Superposicion o merge de nestina (verde), y TH( rojo), donde se observan las
tipicas neuronas dopaminergicas de este nucleo del cerebro. 20X.

3.6. Ratas hemiparkinsonianas y dosis de 10 mg/ml THC
infraventricular.

Entre los animales con doble cdnula, a los que se le inyecto
infracranealmente 6-OHDA en la sustancia negra, segin el modelo de
hemiparkinsonismo y 2 pyl de THC a una concentracién de 10 mg/ml en el
ventriculo lateral izquierdo 2 horas antes y después de la inyeccién del toxico,
no se han encontrado resultados relevantes. Aunque, si bien es verdad, que los
animales se sacrificaron sin conseguir que presentaron en el test de anfetamina
un giro adecuado propio de un hemiparkinsonismo estable, en ninguno de los

animales que componian este grupo de experimentacion.
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Debido a que ninguno de los animales superd en el test de anfetamina los
420giros/hora minimos requeridos para un apropiado patrén de giro, los
animales se sacrificaron para aclarar si el problema radicaba en una inadecuada
implantacion de las cdnulas. ¥ tras comprobar que la insercion de éstas era
correcta se les realizé la inmunofluorescencia con los diferentes anticuerpos
para comprobar si la falta de evidencias de lesion nigrica se debia a una muy
incrementada proliferaciéon celular que compensara los efectos nocivos del

téxico.

Por un lado podemos corroborar que esta hipétesis no era cierta, ya que no
pudimos encontrar de hecho sefales significativas para ninguno de los
marcadores usados a excepcion de la sefial de tirosina-hidroxilasa en las
localizaciones habituales, y una irrisoria sefial nestina + entre los ependimocitos
ventriculares. Por otro lado, la falta de giro pudiera deberse a
hipersensibilacion del receptor dopaminérgico D2 en el estriado ipsilateral a la
sustancia negra dafiada. Aunque esto es un fenémeno habitual de compensacién
que suele ocurrir en cierto grado en este modelo de parkinsonismo animal, es
anormal que ocurra tan exagerado en un tiempo tan reducido (hinguno de los
animales superé los 50 giros/hora, después de 14 dias tras la operacion).
También podria deberse al efecto reductor que el cannabinoide tiene per se. Y
teniendo en cuenta que la lesién que se intenta producir en este modelo es de
origen oxidativo, esta hipdtesis seria adecuada. Pero para ello debemos suponer
que el cannabinoide una vez inyectado en el ventriculo lateral viajo por el LCR y

penetro por el acueducto de Silvio hacia el parénquima, llegando a la SN.
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DISCUSION
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Efecto motor de inyecciones intraestriatales de A°-THC vy
ligandos dopaminérgicos D3 en ratas hemiparkinsonianas.

Los estudios de la presente tesis doctoral con inyecciones intracerebrales con
THC demuestran que este cannabinoide es capaz de disminuir la tasa de giro
inducida por anfetamina, en ratas hemiparkinsonianas. Por tanto, el THC
aumenta el tono funcional del estriado dafiado, donde es inyectado,
probablemente aumentando la liberacion de dopamina de las terminales del
mismo. Este efecto debe estar mediado por su accion sobre receptores CB1, y
ademds se sabe que la lesion con la neurotoxina 6-OHDA es capaz de regular al
alza dichos receptores en el estriado (Romero y cols, 2000). Estos receptores
se localizan de modo presindptico en las terminales dopaminérgicas
nigroestriadas o postsindptico en las propias neuronas estriatales que expresan
DIR o D2R. Considerando que la accion CB1 agonista es capaz de inhibir la
liberacion de dopamina (Safiudo-Pefia y cols., 1999), es mds probable que los
efectos motores sean debidos a la accién sobre las heuronas de la via directa
principalmente, que expresan D1. El efecto motor del THC en ratas normales es
bifdsico, pues a bajas dosis incrementa la actividad motora, y a dosis mds altas
induce inmovilidad e incluso catalepsia (Fride y cols., 1994; Rodriguez de
Fonseca y Navarro, 1998). Algo similar sucede en ratas parkinsonianas, con un
claro efecto bifdsico, pues dosis mds altas nho son efectivas o inducen
hipomotilidad. Se sabe que la accién hipercinética de los cannabinoides se
acompafia de un incremento del consumo cerebral de 2-deoxi-glucosa, mientras
que sucede lo contrario a altas dosis inductoras de catalepsia (Margulies y

Hammer, 1991).

Se ha observado que la accion directa sobre receptores D3 no tiene
efecto sobre el giro de ratas hemiparkinsonianas. Estos receptores son
expresados en el estriado principalmente por neuronas de la via directa con
DIR, aunque en poca cuantia. La lesién dopaminérgica con 6-OHDA aumenta la
funcionalidad de DIR y regula al alza a los receptores D2, pero parece ser que
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no hay un mayor efecto mediado por D3R, seglin nuestros datos. La
hipersensibilidad dopaminérgica tras 6-OHDA parece ser debida a una
regulacién al alza de receptores D, y aumento de la actividad de las vias de
transduccion acopladas a los receptores D; sin regulacion al alza de receptores
(Schwarting y Huston, 1996). Este fenémeno se desarrolla progresivamente tras
la degeneracidn dopaminérgica estriatal (Morelli y Di Chiara, 1987), y parece ser
un mecanismo compensador que participaria en la recuperacion parcial del tono
dopaminérgico, y que podria explicar el retraso en la aparicién de los sintomas

de la enfermedad de Parkinson en el ser humano (Schwarting y Huston, 1996).

Sin embargo los datos permiten afirmar que el THC actua en cierto modo
a través de receptores D3, pues el el agonista D3R PIPAT aumenta el efecto del
THC, pero el antagonista D3R GR103691 es capaz de disminuir el efecto motor
del THC. Parece ser que el THC tiene un cierto efecto agonista sobre D3R que
debe ser pequefio, considerando la baja expresion estriatal de D3R, y que pocas
dosis son efectivas en dicha interaccién. Ademds el efecto es bifdsico, algo
comin en las interacciones cannabinoides. Los CBIR y D3R son co-expresados
por las terminales aferentes dopaminérgicas del estriado dorsal y ventral,
donde modulan la liberacién de dopamina de modo conjunto. Al igual que CBiR,
el receptor D3 es un autorreceptor que regula la sintesis y la liberacién de
dopamina, a través de mecanismos como la inhibicién de la formacién de AMPc,
la reduccién de corrientes de Ca** que fluyen a través de canales activados por
voltaje y la potenciacion de corrientes saliente de K, efectos todos mediados
por proteinas Gai/Gao (Mestikawy y cols., 1986; Akaoka y cols., 1992). A nivel
funcional se sabe que existe interaccién entre el sistema cannabinoide CB;, y
los receptores Ds. Los ratones mutantes carentes de D3R tienen niveles de
cannabinoides alterados en hipocampo, nicleo accumbens, amigdala y estriado
dorsal (Micale y cols., 2009). Los datos permiten afirmar que existe una
interrelacion funcional, a nivel estriatal, entre los receptores cannabinoides

CBy, y los receptores Ds.
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Efecto Bifdsico del A°-THC en la supervivencia de neuronas de
la sustancia negra en cultivos. Papel diferencial de los
receptores CB1, PPAR-a y TRPV1.

Los datos del presente trabajo indican que el cannabinoide delta-9-
tetrahidrocannabinol tiene efectos bifdsicos sobre la supervivencia de neuronas
nigricas, confirmando datos anteriores (Mechoulam y cols., 2002; Downer y cols.,
2007; Pope y cols., 2010) que muestran que el THC posee efectos tanto
neurotoxicos como neuroprotectores. Se observa que el THC per se es
citotéxico a una alta dosis (6uM), efecto que debe incluir tanto a las neuronas
dopaminérgicas como no dopaminérgicas higricas. Las neuronas dopaminérgicas
se sometieron a estrés oxidativo con 6-OHDA, y el THC ejercié
neuroproteccion a bajas dosis (30 y 300 nM), y la dosis alta de 6uM era
citotoxico. Considerando que la toxina 6-OHDA es téxica en roedores porque
induce la generacién de expecies reactivas de oxigeno o ROS (Ben-Sachar y
cols., 1991; Cadet y cols., 1989; Cohen y cols., 1976; Schwarting and Huston,
1996), los efectos neuroprotectores del THC podrian estar mediados por su

conocida eficacia antioxidativa.

Respecto a la citotoxicidad, el THC se ha mostrado citdxico contra
diversos tipos celulares. Esta accidén depende del tipo celular, y el THC ejerce
efectos apoptéticos y necroticos (de Petrocellis y cols., 1998; Galve-Roperth y
cols., 2002; Powles y cols, 2005). El trabajo revela que el THC es téxico para
neuronas higricas a 6 M. En linea con lo propuesto por Powles y cols (2005), el
receptor CB; parece no estar involucrado en dichos efectos, porque la
citotoxicidad del THC permanecia en cultivos de neuronas sin CB;R. Ademds los
receptors PPAR-a y TRPV1 tampoco estdn involucrados porque la citotoxicidad
permanecia en cultivos tratados con antagonistas o de ratones carentes de los
receptores. Se observé también que la falta de TRPV1, pero no CBR o PPAR-a,

aumentaba la muerte basal celular en los cultivos, confirmando la importancia de
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los receptores vanilloides tipo 1 en la respuesta normal al estrés celular

(Beltowski y cols., 2002).

Respecto a los efectos neuroprotectores contra la 6-OHDA, el THC
también actla como protector sobre diversas lineas celulares (Hampson y cols.,
1998; Marsicano y cols., 2002; Gilbert y cols, 2006; Zani y cols., 2007), a través
de la reduccién del estrés oxidativo (Marsicano et akl., 2002), un efecto no
mediado por CBiR (Lastres-Becker y cols., 2005). Esta falta de participacion de
CBIR en los efectos neuroprotectores del THC fue confirmada en este estudio,
porque dichos efectos permanecian en cultivos de neuronas de ratones carentes
de CBiR. La reduccién del estrés oxidativo ha sido explicada por diversos
mecanismos como accién antioxidativa per se (Lastres-Becker y cols., 2005),
inhibicién de la liberacién de NO (Molina-Holgado y cols., 2003), inhibicion del
influjo de calcio y de la liberacion de glutamato (Mackie and Hille, 1992; Sheny
cols., 1996), antagonismo del receptor de interleucina-1 endégena (Molina-
Holgado y cols., 2003) o de la produccién de “brain derived growth factor”
(BDNF) (Khaspekov y cols., 2004).

Diversos autores han propuesto que otros receptors han de estar
involucrados en los efectos neuroprotectores de THC (Zani y cols., 2007),
porque otros cannabinoides actian por medio de los receptores TRPV1 o los
PPARs "peroxisome proliferator-activated receptors” (O'Sullivan y cols., 2005;
O'Sullivan, 2007; Alexander y Kendall, 2007; O’ Sullivan y Kendall, 2009). El
receptor vanilloide TRPV1 estd involucrado en la proteccién de neuronas de
dopamina, porque la activacién de TRPV1 induce la muerte de neuronas
mesencefdlicas en cultivo e in vivo (Kim y cols., 2005, 2007; Marinelli y cols.,
2006). Los datos de la presente tesis apoyan que TRPV1 esta involucrado en los
efectos inducidos por THC pues los efectos neuroprotectores del THC se
abolian en ratones carentes de TRPV1 o en lineas celulares tratadas con el

antagonista capsaicina.
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El THC es también un ligando de PPAR-y (O'Sullivan y cols., 2005;
O'Sullivan, 2007; Alexander y Kendall, 2007; O° Sullivan y Kendall, 2009), y se
ha propuesto que activa PPAR-a (Sun y cols., 2007). Los PPARs, incluyendo
PPAR-a y PPAR-y, juegan un papel importante en los procesos antioxidantes y
antiinflamatorios (Beltowski y cols., 2002). Estos efectos neuroprotectores se
asocian a un menor estrés oxidativo cerebral dependiente del increment de
numerosa enzimas antioxidantes, menor actividad de la NO sintetasa (Chen y
cols., 2007), y regulacién de los astrocitos y células gliales (Xu y cols., 2005,
2006). Los ligandos PPAR-o. como los fibratos tienen potencial terapéutico en
desdrdenes neuroldgicos como la esclerosis miltiple (Racke y cols., 2006),
Parkinsonismo (Galan-Rodriguez y cols., 2009), o encefalitis autoinmune (Diab y
cols., 2004). Los datos del presente trabajo indicant que el THC también actia
por medio de PPAR-a, en contra de otros frabajos (Suny cols., 2007), porque la
neuroproteccién inducida por THC en los cultivos celulares se abolié tras el
tratamiento con el antagonista PPAR-a  selectivo GW6471 y en ratoens

carentes de PPAR-a.

Estudio de la capacidad psicotogénica del THC

El THC se ha relacionado con al génesis de esquizofrenia. Aunque la
asociacion entre cannabis y psicosis es aln un motivo de controversia, hay
algunos autores que postulan la capacidad psicotogénica del cannabis y/o la
capacidad del mismo como factor de riesgo por si solo o ante vulnerabilidad
genética. En concordancia con ello, es un hecho conocido, que las intoxicaciones
agudas por cannabis en personas sanas puede generar un cuadro psicético, de
naturaleza temporal, que cesa tras la metabolizacion y eliminacién del principal
componente psicoactivo del cannabis, A’-THC del organismo (D'Souza y cols.,
2005). Ademds el tratamiento crénico con A’- THC produce cambios
permanentes en la actividad del sistema endocannabinoide (di Marzo y cols.,

2000). Los datos de la presente tesis indican que el tratamiento agudo, no
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crénico, con THC es capaz de alterar la normal respuesta en el PPI, tanto a la
dosis de 5 como de 10 mg/kg. Esto concuerda con el hecho que las
intfoxicaciones agudas con cannabis pueden generar un cuadro psicético. El
consumo crénico, sin embargo, daria lugar a fenémenos de tolerancia con
normalizacién de la respuesta en el PPI. El aislamiento durante la infancia es
también un estimulo poderoso para producir disrupcién del PPI, como se ha

observado en esta tesis en ratones machos y hembras.

El estudio con dislamiento combinado con tratamiento subcrdnico de THC
en la adolescencia y/o etapa adulta en los ratones ha dado resultados variables
segln el protocolo y el sexo de los animales. En hembras, no aisladas, el
tratamiento adulto con el vehiculo empleado para disolver el THC, o sea el
alcohol, pero no el THC, induce alteracién del filtrado sensorial en los animales
que recibieron THC en la adolescencia, lo cual los hace mds vulnerables al alcohol
probablemente. También hay alteraciones del normal filtrado sensorial en los
animales que reciben THC en el adulto (5 mg/kg). En las hembras aisladas, todos
los tratamiento revierten la alteracion del PPI inducida por el aislamiento
excepto la dosis mds alta de THC (10 mg/kg) dada en la etapa adulta. En los
machos, sin aislamiento, ocurre igual que las hembras, el alcohol altera el PPI asi
como lo hace la dosis de 5 mg/kg THC en la adultez. Sin embargo, todos los
tratamientos inducen hiporreactividad, lo que invalida los datos del PPI. En los
machos aislados todos los tratamientos normalizan el PPI alterado por el
aislamiento, sin alterarse la respuesta reactiva de sobresalto. Parece ser que
tanto el THC subcronico como el vehiculo alcohol tienen efectos protectores

contra la disrupcién del filtrado sensorial en ratones macho aislados.

El rol del sistema cannabinoide en la génesis de esquizofrenia se puso de
manifiesto en el estudio de ratones carentes de CBIR. Estos ratones
presentaban un PPT alterado, ademds de cambios hiperreactivos. Curiosamente,
el tratamiento con 5 mg/kg THC normaliza el PPI alterado en los ratones KO de

CBIR. El THC modifica al sistema endocannabinoide, porque los receptores CB1
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se regulan al alza en corteza prefrontal tras 5 mg/kg de THC. Ademds, la
cuantificacion mediante PCR de NAPE-PLD en corteza prefrontal y en el
estriado indica que el THC a dosis de 10mg/kg disminuye la expresién del mismo
en el estriado pero no en corteza prefrontal. También la enzima FAAH aumenta
su expresion, medida por PCR, en corteza prefrontal y estriado dorsal tras 5
mg/kg de THC. Los datos indican que el THC a dosis de 5 pero no superiores es
capaz de modificar la expresiéon de CBIR en corteza prefrontal, lo que podria
relacionarse con los efectos psicoticos agudos de dicha dosis en concreto
demostrado en el test de comportamiento. Los cambios en las enzimas NAPE-
PLD y FAAH sugieren que el THC modifica la via de sintesis y degradacién de
cannabinoides enddgenos como anandamida. La dosis de 5 THC tiene efecto
sobre todo a nivel de la degradacién por FAAH, lo que también se podria
relacionar con los efectos psicéticos agudos del THC a 5 mg/kg o su accidn
antipsicética sobre los ratones KO de CBIR. Respecto al papel de las enzimas, la
AEA se sintetiza gracias a la fosfolipasa D o NAPE-PLD (Okamoto y cols., 2007).
Esta enzima hidroliza N-ArPE dando como resultado AEA y dcido fosfatidico. La
anandamida se metaboliza por hidrélisis producida por la amidohidrolasa de

dcidos grasos (FAAH) (Cravatt y cols., 1996),

Estudio de posible nicho neurogénico en tercer y cuarto

ventriculo, bajo condiciones de hemiparkinsonismo inducido

El desarrollo de las células progenitoras en el cerebro adulto es un
balance regulado entre proliferacion, diferenciacion y supervivencia/muerte,
controlado por sefiales extracelulares. Aunque el mecanismo implicado adn no
estd claro, las investigaciones recientes sugieren que parte de este control
viene dado por el sistema endocannabinoide. En este contexto hay propuestas ya

algunas vias que podrian estar implicadas en el control que ejerce los

e —————————————————————e——————————————————————————— e
222



Efectos neurofisiolégicos del A9-THC en modelos animales

cannabinoides en el destino celular, como la via Rap/B-Raf/ERK y PI3K/Ark
(Galve-Roperh y cols.,, 2006). También se postula que el control de la
proliferacion por cannabinoides puede venir mediante la regulacién de la éxido
nitrico sintasa (Kim y cols., 2006), ya que como se sabe los cannabinoides pueden
regular la actividad de esta enzima y hay bibliografia reciente que propone al
oxido nitrico entre los participes del control neurogénico (Matarreona y cols.,
2005). Ademds se ha propuesto la regulacién cruzada con rutas de sefializacion
de los factores de crecimiento. En esta linea se propuso que el factor de
crecimiento de fibroblastos puede inducir la sintesis de 2-AG (Willian y cols.,
2003). También el sistema cannabinoide podria estar implicado en la
neurogénesis a través de su funcidén como neuromodulador (Lie y cols., 2004) de
otros neurotransmisores como la dopamina, la cual parece ser que tiene un papel

en la regulacion de la neurogénesis (Baker y cols., 2004).

Antes del estudio de la implicacién del sistema cannabinoide en la
neurogénesis en las draes el tercer ventriculo hasta el acueducto de Silvio, se
estudiaron estos centros por cortes coronales. Se observaron centros
germinativos aparentemente “quiescentes” en diversas zonas en ratas
preplberes. Asi, a nivel de tercer ventriculo, se observé el nicleo arcuato del
hipotdlamo con abundantes tanicitos, parecidos a glia radial, y el drgano
subcomisural alrededor de la zona dorsal del tercer ventriculo, con abundantes
tanicitos positivos a nestina. A este nivel también se observoé el comienzo de la
red dopaminérgica periventricular-periacueductal, que ha sido descrita por
nuestro equipo en su zona periacueductal (Flores y cols., 2008). A nivel
mesencefdlico se observé el final del organo subcomisural con tanicitos, y el
receso colicular mds caudal, con ependimocitos modificados, semejantes a glia
radial. Los procesos radiales se dirigen hacia el hipocampo, y podrian tener un
papel neurogénico. También se observan ependimocitos cuboides en la pared del

acueducto de Silvio, positivos a nestina.
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En las ratas adultas todas estas zonas desaparecen, excepto la escasa
presencia de ependimocitos en la pared del acueducto. Hay también células
GFAP+ cerca de la pared, alrededor del acueducto, probablemente en
proliferacion. Algunas coexpresan la enzima tirosina-hidroxilasa. Podrian ser
células dopaminérgicas periacueductales procedentes de la pared acueductal,
pero no se puede afirmar categéricamente. El tratamiento con THC en ratas
parkinsonianas no modifica dichas sefiales. Sin embargo, mediante el uso de
PSA-NCAM, un marcador para células en movimientos, se pudo comprobar la
existencia de células TH+ aparentemente en movimiento. En estos animales
tratados con THC (5mg/ml en alcohol) se observé que en el parénquima
adyacente al acueducto de Silvio algunas de las neuronas TH+ periventriculares
coexpresan PSA-NCAM. Esta colocalizacion de los marcadores TH y PSA-
NCAM  significa que dichas neuronas dopaminérgicas eran de reciente
generacion y se encontraban en movimiento dirigiéndose hacia su destino diana.
Esto indica que el THC puede tener un cierto rol neurogénico estimulando
nuevas neuronas en la zona periacueductal, aunque los datos no son concluyentes.
Finalmente, la infusion de vehiculo alcohdlico si indujo la reaparicidn de la sefial
positiva a nestina en dreas observadas en ratas prepuberes: nicleo arcuato,
organo subcomisural, receso colicular y pared acueductal. El alcohol podria tener
un papel neurogénico, sorprendentemente, o bien estimular las dreas

"quiescentes” observadas en ratas prepiberes.
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CONCLUSIONES
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1) El A°-tetrahidrocannabinol aumenta el tono funcional del estriado
daiado, donde es inyectado, probablemente aumentando la liberacién

de dopamina de las terminales del mismo.

2) La estimulacion directa de receptores D3 estriatales no tiene efecto

motor en ratas parkinsonianas.

3) El THC actla en cierto modo a través de receptores D3, existiendo
interaccion entre CBIR y D3R, pues el agonista D3R PIPAT aumenta
el efecto motor del THC, pero el antagonista D3R GR103691 es capaz

de disminuir el efecto motor del THC.

4) El THC tiene efectos bifdsicos sobre la supervivencia de neuronas
nigricas, pues ejerce efectos tanto neurotéxicos como

neuroprotectores.

5) En los efectos neuroprotectores del THC participan los receptores

vanilloides TRPV1y PPAR-a , pero no los receptores CB1.

6) El tratamiento agudo, no crénico, con THC es capaz de alterar la normal
respuesta en el PPT en ratones, indicativo de “respuesta psicotica”. El
aislamiento durante la infancia es también un estimulo poderoso para

producir disrupcién del PPT,

7) El estudio con aislamiento combinado con tratamiento subcrénico de THC
en la adolescencia y/o etapa adulta en los ratones ha dado resultados

variables segln el protocolo y el sexo de los animales.

8) En hembras, no aisladas, el tratamiento adulto con el vehiculo empleado
para disolver el THC, o sea el alcohol, pero no el THC, induce
alteracidn del filtrado sensorial en los animales que recibieron THC
en la adolescencia, lo cual los hace mds vulnerables al alcohol
probablemente. También hay alteraciones del normal filtrado

sensorial en los animales que reciben THC en el adulto (5 mg/kg).
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9) En las hembras aisladas, todos los tratamiento revierten la alteracién del
PPI inducida por el aislamiento excepto la dosis mds alta de THC (10

mg/kg) dada en la etapa adulta.

10) En los machos, sin aislamiento, todos los tratamientos inducen

hiporreactividad, lo que invalida los datos del PPT.

11) En los machos aislados todos los tratamientos normalizan el PPI alterado

por el aislamiento, sin alterarse la respuesta reactiva de sobresalto. .

12) Los ratones carentes de CBIR presentan un PPI alterado, ademds de

cambios hiperreactivos.

13) El THC modifica al sistema endocannabinoide porque los receptores CB1
se regulan al alza en corteza prefrontal, disminuye los niveles de
cDNA de NAPE-PLD en corteza prefrontal y en el estriado, y regula
al alza la expresion génica de la enzima FAAH en corteza prefrontal y

estriado dorsal.

14) Se observaron centros germinativos aparentemente “quiescentes” en
diversas zonas en ratas prepuberes: nicleo arcuato del hipotdlamo,
organo subcomisural alrededor de la zona dorsal del tercer
ventriculo, el receso colicular, y ependimocitos cuboides en la pared

del acueducto de Silvio, positivos a nestina.

15) En las ratas adultas todas estas zonas desaparecen, excepto la escasa

presencia de ependimocitos en la pared del acueducto.

16) El tratamiento con THC en ratas parkinsonianas no modifica dichas
sefiales, excepto la presencia en el parénquima adyacente al
acueducto de Silvio de algunas neuronas TH+ periventriculares

coexpresando PSA-NCAM.

17)La infusién de vehiculo alcohdlico si indujo la reaparicién de la sefial

nestina+ en dreas observadas en ratas prepulberes: ndcleo arcuato,
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organo subcomisural, receso colicular y pared acueductal. El alcohol
podria fener un papel neurogénico, sorprendentemente, o bien

estimular las dreas "quiescentes” observadas en ratas preplberes.
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