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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue analizar en base a un modelo de la
preferencia del lugar, si el cannabinoide sintético WIN 52, 212-2 produce propiedades
adictivas en ratas de las cepas Lewis y Fisher 344. Los resultados indicaron que en base
a la dosis administrada (0.05 ml.) los animales mostraron aversion al lugar, sugiriendo
asi, que a dosis elevadas el cannabinoide sintético WIN 52,212-2 produce un efecto
aversivo. Estos datos concuerdan con otros estudios que muestran los efectos aversivos

del WIN 52,212-2 en un rango similar de dosis.

Palabras clave: Cannabinoides, WIN 52,212-2, Lewis, Fisher 344.



ABSTRACT
The aim of this study was to analyze, based on a preference place model, if the synthetic
cannabinoide WIN 52,212-2 produces addictive properties in rats of the Lewis and
Fisher 344 strains. The results indicated that based on the administered dose (0.05 ml.)
animals showed place aversion, suggesting that at high doses the synthetic cannabinoide
WIN 52,212-2 produces an aversive effect. This data is consistent with other studies

showing the aversive effects of WIN 52,212-2 in a similar range of doses.

Key words: Cannabinoides, WIN 52,212-2, Lewis, Fisher 344.
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CAPITULOI

INTRODUCCION

1.1. Antecedentes.

Desde hace varios afos existe polémica en la literatura sobre el potencial adictivo
de las sustancias cannabinoides. Para esclarecer este debate, se han desarrollado modelos
animales de administracion de cannabinoides que han obtenido resultados variables. El
modelo del condicionamiento de la preferencia del lugar CPP (por sus siglas en ingles:
conditioned place preference), fue desarrollado por primera vez en 1940 por Spragg. En
ese estudio Spragg les inyecté morfina a chimpancés hasta volverlos dependientes a la
sustancia. Posteriormente se les dio a escoger a los animales entre una caja blanca con su
dosis diaria de morfina o una caja negra con bananas. Cuando se les abstenia de la
droga, los chimpancés mostraban preferencia por abrir la caja blanca con la dosis, pero
cuando estos ya habian sido inyectados con su dosis diaria de morfina, preferian abrir la
caja negra con la banana. Basado en los experimentos de Spragg, Beach (1957) trabajo
induciendo morfina en ratas, utilizando laberintos donde el animal encontraba la droga.
Finalmente concluyd que la dependencia fisica no es requisito previo para la obtencion
de un CPP. Siguiendo esas demostraciones Rossi y Reid (1976) elaboraron un
procedimiento mas restringido, donde vinculaban a la rata inducida con morfina en un
cuarto y con suero salino en otro. Hasta la fecha este procedimiento ha sido adoptado
por gran cantidad de los estudios de CPP que se han llevado a cabo, con ciertas

modificaciones.



El condicionamiento a la preferencia del lugar, ha resultado exitoso sobre todo
con drogas como la morfina o la cocaina (Campbell, Word & Spear, 2000; Brabant,
Quertemont & Tirelli, 2005; Zakharova, Leoni, Kichko & Izenwasser, 2009), a
diferencia de los cannabinoides que ha sido dificil condicionar la preferencia del lugar
(Polissidis et al. 2009). Hasta la fecha no se ha logrado establecer una dosis clara en el

CPP con cannabinoides.

El trabajo en laboratorio con A-9 Tetrahidrocannabinol, (principal componente
psicoactivo de la marihuana), en ratas no parece tener propiedades reforzantes puesto
que no es autoadministrado por dichos animales. No obstante, otros agonista
cannabinoide, como lo es el WIN 55,512-2, al ser autoadministrado por las ratas de la
cepa Long-Evans, sugiere que esta sustancia cannabinoide podria tener propiedades
reforzantes que podrian llevar al abuso de la misma e incluso a la adiccion. Por otra
parte, durante los Ultimos afios se viene enfatizando el papel fundamental que los
componentes genéticos tienen a la hora de explicar la vulnerabilidad al consumo de
drogas de abuso. Existen varios modelos animales de vulnerabilidad genética al
consumo de drogas (Higuera-Matas et al., 2011); estos mismos investigadores han
caracterizado las cepas de ratas Lewis y Fischer344 que difieren en su preferencia por
estas sustancias. En este sentido las ratas Lewis parecen adquirir antes y de manera mas

solida la conducta de autoadministracion de varias de las drogas de abuso.

Santiago (2010) sugieren que a nivel neuroquimico, se detectaron mayores

niveles de union a receptores cannabinoides en el globo pélido lateral en la cepa
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Fischer344. Concluyo ademas, que aunque no se pueda hablar de una conducta de
autoadministracion propiamente dicha, si observamos una cierta especificidad en la
conducta de busqueda de la droga, que en el caso de las ratas Fischer344 parece

depender en parte de los receptores CB1.

Higuera-Matas et al (2010) han investigando las conductas adictivas y sus
sustratos neurobioldgicos con las mismas cepas de ratas albinas utilizadas en el presente
estudio (Lewis y Fischer 344), que son de gran cercania filogenética, y que a pesar de
ello muestran diferencias en la adquisicion, mantenimiento, extincion y recaida en la
conducta de autoadministracién de sustancias de abuso, especialmente a opioides.
Basandose en la interconexion de los sistemas opioide y cannabinoide enddgenos, y en
la similitud genética de ambas cepas, encontraron que en base a la autoadministracion de
WIN 55,212-2, lograron estudiar las diferencias en la distribucion de los receptores

cannabinoides en sus cerebros.

1.2. Planteamiento del problema.

El impacto del consumo de cannabis a nivel mundial muestra una tendencia clara
en aumento, siendo esta la droga ilegal mas consumida a nivel mundial. Gracias a la
facilidad de produccion en lugares cerrados, hace del cannabis una droga psicoactiva
facil de conseguir en cualesquier parte del mundo. Sin embargo, parece ser que los
efectos producidos por dicha droga (siendo el A9-Tetrahidrocannabinol (A9-THC) el
quimico mas psicoactivo de todos los que componen el cannabis), en aquellas personas

gue hacen de su consumo una constante permanente, presentan consecuencias adversas
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que suelen ser preocupantes ya que se relaciona su consumo con diversas enfermedades
psiquiatricas tales como la esquizofrenia y/o la psicosis cannabica, que suele presentarse
después de un periodo no muy largo de abstinencia, asimismo, el cannabis esta
ampliamente relacionado con deficiencias cognitivas y motoras que en ocasiones pueden
Ilegar a ser permanentes al igual que en las alteraciones psiquiatricas. Se sabe que dosis
elevadas de cannabis predisponen al consumidor a episodios psicoticos transitorios, sin
embargo no esta claro si el incremento del riesgo de la enfermedad psicotica, persiste
después de haber dejado el consumo. Asimismo, existen pruebas evidentes de que el
abuso de esta planta por parte de personas sanas es un factor de riesgo para la
manifestacion clinica de una esquizofrenia y factor desencadenante tanto de la aparicién
de episodios psicaticos en sujetos predispuestos como de recaidas en esquizofrénicos
(D'Souza, 2008a, 2008b; Miller-Vahl, 2008;). En estudios retrospectivos con 229
historias clinicas de individuos que se les habia diagnosticado dependencia al cannabis y
psicosis, independientemente de la secuencia, encontraron que en 122 casos (49%)
estaba presente el trastorno de esquizofrenia. EI 69% de los casos restantes, el consumo
de la droga precedio6 al menos al afios siguiente inicio de la psicosis (Stenbacka,
Allebeck, & Romelsj6, 1993). Otros estudios retrospectivos nos muestran una
comorbilidad entre el consumo de cannabis y el trastorno de esquizofrenia (Hambrecht y

Hafner, 1996; Cantwell y cols. 1999).

En el marco del consumo, también nos topamos con el constante problema de las
recaidas. Basandonos en ello y mediante la revision de diferentes estudios realizados con
ratas de diferentes cepas, diversos investigadores (Polissidis et al, 2009; Brabant,

Quertemont, Tirelli, 2005; Braida, losue’, Pegorini, Sala, 2004; Manzanedo, Aguilar,
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Rodriguez-Arias, Navarro, Minarro, 2004; Campbell, Wood, Spear, 2000) han utilizado
el método del CPP, en el cual se presenta el paradigma clasico propuesto por Pavlov
(1929), se espera gue las ratas se mostraran condicionadas a permanecer mayor tiempo
en el lugar en el que se le haya administrado la sustancia debido a sus efectos
placenteros; a lo que en relacion a los seres humanos, se propone que estos seran mas
propensos de volver a consumir la droga regresando al lugar habitual de consumo debido

al estimulo reforzante que este le genera.

Como preguntas de investigacion nos planteamos, si el agonista cannabinoide
sintético WIN 52,212-2 tiene propiedades adictivas reforzantes en las cepas de ratas
Lewis y Fischer-344, con un modelo del condicionamiento de la preferencia del lugar,
mediante la administracion intraperitoneal del agonista sintético WIN 52,212-2.
Asimismo nos preguntamos, si esta droga sintética predispone a desarrollar rasgos

psicoticos en ambas cepas.

1.3. Justificacion.

Se sabe que el consumo de cannabis en etapas juveniles podria servir como
“puerta de entrada” para el consumo de otras drogas de abuso en edades adultas
(Lynskey, 2002). Con respecto a esto ultimo, existen tan solo en el area metropolitana de
Monterrey, alrededor de 237 instituciones que brindan apoyo contra el consumo de
drogas. Pero por el contrario, el nUmero de personas adictas va en aumento (SISVEA,
2009). No obstante el nimero de personas que se dirige a un tratamiento en alguno de

estos centros también se ha incrementado (SISVEA, 2009).
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El fendbmeno del consumo, abuso y dependencia de sustancias psicoactivas
legales o ilegales muestra una preocupante evolucion. Estas personas presentan
importantes alteraciones de su comportamiento, de las relaciones interpersonales y de la
afectividad derivadas directa o indirectamente de los efectos de las sustancias y del estilo
de vida que llevan (Ochoa, 2006), que terminan por afectar el funcionamiento de la

sociedad en general.

Tomando en cuenta que existe evidencia entre los efectos neuronales provocados
por el uso de sustancias psicotropicas y los trastorno de personalidad (Peele, 1985;
Sanchez, & Berjano, 1996; Khantzian, 1985 en Sanchez, & Berjano, 1996), asi como el
hecho de que los cannabinoides, tomados en forma de marihuana o hachis, es la droga
ilegal mas consumida en el mundo (UNODC, 2011); con respecto a lo anterior es
importante mencionar, que los altos indices de consumo en nuestra sociedad, estan
volviendo de este fendmeno, un habito que alimenta al crimen organizado, y que a
consecuencia de ello trae consigo problematicas de alto nivel delictivo, que finalmente

sufre la sociedad en general.

Sus posibles usos terapéuticos, asi como sus consecuencias negativas por su
consumo, hace evidente la importancia de realizar investigaciones que aporten mas
informacidn sobre los mecanismos que rigen este complejo fendmeno de la adiccion por
los cannabinoides.

Mediante éste estudio, ademas, se pretende hacer un aporte a conocer las
diferencias entre ambas cepas (LEW y F344), que nos acerquen a conocer cuales son los

mecanismos implicados en la vulnerabiliad genética a la drogadiccion, ya que ambas
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cepas muestran diferencias significativas en el comportamientos adictivo (Kosten y

Ambrosio, 2002).

Objetivos.

A) Evaluar si el agonista cannabinoide sintético WIN 52,212-2 tiene propiedades
adictivas en las cepas de ratas Lewis y Fischer-344, con un modelo de

administracion intravenosa de droga.

B) Evaluar el condicionamiento de la preferencia del lugar después de habérsele
inyectado el agonista cannabinoide WIN 52,212-2 a las cepas de ratas Lewis y

Fischer-344.

C) Evaluar si existe alguna predisposicion a desarrollar rasgos psicoticos después
de un periodo de administracion del agonista cannabinoide WIN 52,212-2, en las

cepas de ratas Lewis y Fischer-344.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 Los Cannabinoides como Drogas de Abuso

2.1.1 Consumo de cannabinoides.

El cannabis es un término genérico usado para referirse a los preparativos de
varios psicoactivo de la planta Cannabis sativa. EI Cannabis Sativa (nombre cientifico
de la marihuana) contiene méas de 400 compuestos quimicos, pero solamente 66 de estos
compuestos son considerados como cannabinoides (Fusar-Poli, 2011), siendo su
principal componente psicoactivo es el A°-Tetrahidrocannabinol (THC) (Gaoni y
Mechoulam, 1964). La 'Marihuana' es el término mas frecuentemente usado para
referirse a las hojas de cannabis o sus derivados en muchos paises del mundo. Las
plantas polinizadas mujer se llama hachis. El aceite de cannabis (aceite de hachis) es un
concentrado de cannabinoides el cual se obtiene mediante extraccion del material

vegetal crudo o de la resina.

El cannabis es la droga ilegal mas utilizada a nivel mundial y la tercera mas
utilizada después del tabaco y alcohol. Por sus efectos a nivel fisico y psicoldgico se ha
usado como droga con fines de rituales, recreativos y terapéuticos desde hace mas de
5000 afios. En México el consumo de esta droga se consume mas que cualesquier otra
droga ilegal, y se estima que su consumo total en el pais corresponde al 4.4% de la

poblacién entre 12 y 65 afios de edad (INSP, 2009a).
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Los cannabinoides se suelen ingerir fumados en forma de cigarros, denominados
popularmente “porros”, o bien por medio de una gran variedad de pipas. Su forma de
consumo es inhalando profundamente el humo, manteniéndolo en los pulmones el
mayor tiempo posible para maximizar la absorcion de sus componentes psicoactivos. Se
calcula que un porro suele contener entre 0,5 y 1 gr de cannabinoides (variable segun
hablemos de marihuana o hachis, este ltimo con mayor concentracién en sustancias
psicoactivas). La cantidad de THC necesaria para producir efectos en los fumadores
oscila entre 2 y 22 mg, lo cual varia mucho segun los fumadores sean 0 no consumidores
habituales. Se han realizado estudios para averiguar la cantidad de cannabinoides que
Ilegan finalmente al cerebro (Adams y Martin, 1996), siendo estos una cantidad minima

aproximada de en torno a los 44 microgramos.

El inicio en el consumo de cannabis suele producirse en la adolescencia, periodo
de gran vulnerabilidad y riesgo en el que muchos jovenes experimentan con diferentes
sustancias de abuso (Fergusson y Horwood, 2000; Laviola et al., 1999; Morral et al.,
2002). Sin embargo, aungue son muchos los jévenes que se inician en el consumo de
cannabinoides, son pocos los que se convierten en consumidores regulares: la mayoria
de los jovenes suele dejar el consumo entre los 20 y los 30 afios de edad. Se considera
que solamente un 10% de los que se inician en el consumo de cannabis en edades tan

tempranas mantendra después el consumo regular de esta droga.
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2.1.2 Propiedades reforzantes de los cannabinoides.

Una forma de estimar el potencial adictivo de una sustancia es mediante el
modelo de la autoadministracion intravenosa de drogas. Gracias a esta metodologia es
posible valorar directamente el efecto reforzante de una droga manifestado como el
esfuerzo desarrollado por el animal para conseguirla. Usando este paradigma, se han
descrito resultados positivos tanto con roedores como con primates (Justinova et al.,
2003; Takahashi y Singer, 1979), que muestran un comportamiento adictivo por la
sustancia. También cuando se han empleado potentes agonistas como el WIN 55,512-2
se ha comprobado que los sujetos se autoadministraban esa sustancia (Martellotta et al.,
1998). Con otro tipo de técnica, la de autoadministracion intracerebroventricular,
también se observo que los cannabinoides (concretamente el agonista CP 55,940) eran

autoadministrados por los sujetos experimentales (Braida et al., 2001).

Un modelo experimental que permite valorar indirectamente las propiedades
adictivas de las drogas es el condicionamiento preferencial al lugar (Schechter y
Calcagnetti, 1993; Campbell, Word & Spear, 2000; Brabant, Quertemont & Tirelli,
2005; Zakharova, Leoni, Kichko & Izenwasser, 2009; Polissidis et al. 2009), que asocia
determinados ambientes con las acciones reforzantes producidas por una droga.
Mediante esta técnica pudo comprobarse que, en la mayoria de los casos, los
cannabinoides tenian propiedades aversivas (Chaperon et al., 1998; McGregor et al.,
1996; Sanudo-Pena et al., 1997), si bien se encontraron resultados en la direccion
contraria a dosis bajas (Lepore et al., 1995).

Por ultimo, mediante el procedimiento experimental de discriminacion de drogas
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en animales, que se utiliza para la estimacion de los efectos subjetivos de las drogas en
humanos, se ha comprobado que diferentes especies de animales pueden discriminar el

THC frente a otras sustancias (Balster y Prescott, 1992).

No han sido encontradas manifestaciones sométicas de un sindrome de
abstinencia espontaneo tras el cese del tratamiento cronico con THC en diferentes
especies animales, ni siquiera tras la aplicacion de dosis extremadamente elevadas
(Aceto et al., 2001; Diana et al., 1998b; McMillan et al., 1970). Ademas, cuando se
usaron otros agonistas cannabinoides se obtuvieron similares resultados (Young et al.,
1981). Existen, sin embargo, otros trabajos en los que se aprecié un sindrome de
abstinencia tras el cese de un tratamiento con WIN 55,212-2 (Aceto et al., 2001; Oliva et
al., 2003). Al tener éste una vida media mas corta que otros cannabinoides, se ha
justificado el sindrome de abstinencia observado en base a las diferencias

farmacocinéticas de este agonista.

Por su parte, el antagonista cannabinoide SR-141716%, tras el consumo
continuado de algun agonista cannabinoide, desencadenaba un sindrome de retirada
(Aceto et al., 1996; Aceto et al., 2001; Cook et al., 1998; Ledent et al., 1999; Tzavara et
al., 2000). Los sintomas de este sindrome en la rata fueron: movimientos de sacudida de
tronco y cabeza, temblor generalizado, ataxia, posturas anormales, piloereccion,
disminucion de la actividad locomotora, masticacion, lameteo, friccion y rascado. Se
sabe que el receptor implicado en estos fendmenos de retirada es el CB1, ya que al
utilizar el antagonista SR141716 2 sobre ratones knockout para dicho receptor, que

habian recibido un tratamiento cronico con THC, no se desencadend ningun signo de
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abstinencia (Ledent et al., 1999).

Koob (1996) encontrd que cuando se producia abstinencia cannabinoide se
observaban cambios bioguimicos similares a los que aparecen en los sindromes de
abstinencia de otras drogas, es decir, se producia una neuroadaptacion que conllevaba

efectos a los observados con el tratamiento agudo de la droga.

Los estudios realizados en humanos revelan que los grandes consumidores de
cannabis no padecen un sindrome de abstinencia con sintomatologia severa tras la
retirada de la droga (Abood y Martin, 1992). Los principales signos de abstinencia que
pueden presentarse son irritabilidad, anorexia, dolores, ansiedad y aumento de la vigilia,
diarrea, insomnio, sudoracion, salivacion y temblor (Budney et al., 2004), aungque nunca
de forma tan severa como para modificar la vida del individuo (Haney et al., 1999; Jones

etal., 1981; Kouri et al., 1999; Kouri y Pope, 2000).

En otros estudios hechos con humanos, se sefiala la importancia de los factores
genéticos para el desarrollo del abuso y la dependencia del cannabis. En un estudio
realizado con gemelos, 19 parejas de monocigotos mostraron concordancia para abuso o
dependencia, frente a 5 parejas de dicigotos (Kendler y Prescott, 1998). Estos resultados
ponen de relieve la importancia de los factores genéticos en los problemas derivados del

uso del cannabis.

La administracion cronica de diferentes agonistas cannabinoides desarrolla un

fendmeno de tolerancia (pérdida de efectos o aumento de la dosis para mantener los
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mismos) a la mayor parte de sus respuestas farmacologicas, tal y como se ha demostrado
en diferentes especies animales (Abood y Martin, 1992). La tolerancia a los efectos de
los cannabinoides se produce sobre un amplio grupo de respuestas: la nocicepcion, la
actividad locomotora, la temperatura corporal, la evolucién del peso corporal, las
respuestas cognitivas, etc. (Dalton et al., 2005; Maldonado y Rodriguez de Fonseca,
2002). Este fendmeno puede observarse con gran rapidez en modelos animales, incluso
tras la administracion de una segunda dosis elevada (Abood y Martin, 1992; Maldonado

y Rodriguez de Fonseca, 2002).

Los mecanismos que podrian explicar estos fendmenos de tolerancia son
principalmente farmacodinamicos, siendo muy secundario el papel de los mecanismos
farmacocinéticos (Martin et al., 1976a; Martin et al., 1976b; Martin et al., 1976c¢). De
entre los procesos farmacodinamicos destacan los relacionados con la regulacion a la
baja de receptores CB1 o con procesos de desensibilizacion de los mismos. Asi, por
ejemplo, se ha visto modificada la expresion de receptores CB1, principalmente una
regulacion a la baja, en diversas areas cerebrales durante la administracién cronica de
agonistas cannabinoides (Oviedo et al., 1993; Rubino et al., 2000). También la
administracion cronica puede afectar a otros sistemas moleculares como la actividad
funcional de las proteinas G acopladas a receptores cannabinoides. Se habla de que los
cambios producidos en estas proteinas G estan relacionados con fendmenos de
desensibilizacion de los receptores CB1. En este sentido, se vio disminuida la actividad
de las proteinas G tras administracion de THC o anandamida en diferentes estructuras
cerebrales, lo que también podria explicar la tolerancia cannabinoide (Rubino et al.,

2000; Sim et al., 1996). Por otro lado, se ha descrito que hay modificaciones en la
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capacidad de acoplamiento del receptor CB1 a sus agonistas tras exposiciones

prolongadas a cannabinoides (Oviedo et al., 1993; Romero et al., 1995).

También ha sido descrito el fendmeno contrario al de la tolerancia, el de la
sensibilizacion a drogas (aumento de sensibilidad a los efectos de una droga conforme
aumenta su consumo), cuando se administraban cannabinoides de manera subcrénica
(Cadoni et al., 2001; Rubino et al., 2001; Rubino et al., 2003). Incluso, ha sido descrita

una sensibilizacion cruzada con otras drogas de abuso (Pontieri et al., 2001).

2.1.3 Mecanismo de recompensa y sistema cannabinoide.

En el afio 1954, Olds y Milner pusieron en marcha una técnica experimental a la
que Ilamaron autoestimulacion eléctrica intracraneal. Con ella pudieron concluir que las
areas cerebrales que respondian mas favorablemente a la estimulacion eran: bulbo
olfatorio, septum, amigdala, nacleo acummbens, hipocampo, corteza entorrinal y
prefrontal, hipotalamo lateral y la zona comprendida entre la banda diagonal de Broca
hasta la VTA. Con ello se sentaban asi las bases para el estudio de uno de los circuitos
funcionales y neuroanatomicos mas importantes del sistema nervioso central: el
mecanismo de recompensa mesocorticolimbico. Este sistema se encarga de codificar el
placer y la recompensa en procesos bioldgicos esenciales para la supervivencia de las
especies, como la ingesta de comida, bebida o la actividad sexual, de modo que la
satisfaccion que sigue a la consecucion de estas conductas favorece que se reproduzcan
en un futuro. De manera similar este sistema de recompensas cerebral, explica la

dependencia al consumo de sustancias toxicas y conductas adictivas detras del
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fendmeno de la drogadiccion.

De entre todos los ndcleos mencionados antes, hay dos que tienen una particular
importancia en los mecanismos de recompensa, y son la VTA y el NAcc. El
neurotransmisor por excelencia relacionado con estos procesos es la DA (dopamina)
(aunque otros como la 5-HT, el GABA, el glutamato, la acetilcolina o los péptidos
opioides también tienen su importancia) (Koob, 1992; Lupica y Riegel, 2005). Si bien
los cannabinoides tienen propiedades reforzantes (Braida et al., 2001), no parece haber
una alta densidad de receptores CB1 en estos dos nucleos mencionados. Este receptor
es muy abundante en regiones como la corteza prefrontal, el hipocampo y la amigdala,
zonas desde las cuales parten eferencias hacia el NAcc y que intervienen, por tanto, en
los mecanismos de recompensa. Esto explica de forma indirecta, como los
cannabinoides pueden modular la ruta dopaminérgica y, por tanto, los sistemas de
recompensa y motivacién cerebral. Considerando que no abundan los receptores CB1 a
estos niveles, estudios han concluido que el aumento en la liberacion de DA se debia a
la unidn de los agonistas cannabinoides a receptores presindpticos ubicados en neuronas
glutamatérgicas y GABAGérgicas que inervaban la VTA y el NAcc (Melis et al., 2004;
Robbe et al., 2001; Schlicker y Kathmann, 2001; Szabo et al., 2002). Por ultimo, cabe
destacar un estudio que indica que las propiedades reforzantes de los cannabinoides
podrian ser debidas a la activacion de los receptores p-opioides (Tanda et al., 1997) a
nivel de la VTA-NAcc. En este sentido, también se ha visto interaccion con los
receptores p-opioides tras la administracion cronica de cannabinoides, ya que se redujo
la actividad inhibitoria mediada por el receptor p-opioide a nivel del NAcc (Hoffman et

al., 2003).
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2.2. Sistema Cannabinoide Enddgeno.

2.2.1. Receptores cannabinoides.

En los afios 70 se hablaba de la existencia de un sitio de unién especifico para
cannabinoides que seria el responsable de los efectos mediados por el A%-
Tetrahidrocannabinol, principal agente psicoactivo de la marihuana y el hachis. Durante
un tiempo se siguio creyendo que el THC y demas agonistas cannabinoides
interaccionaban directamente con la membrana celular debido a su naturaleza altamente
lipofilica (Hillard et al., 1985), mediante un mecanismo similar al descrito para los
anestésicos generales. No fue hasta el afio 1988 cuando se caracterizo el primer receptor
para cannabinoides, el CB1 (Devane et al., 1988), momento a partir del cual comenzaria
la carrera en el estudio sobre la caracterizacion genética y bioquimica de dichos

receptores.

Caracterizacion Bioquimica y Molecular: En 1990 se consiguio la clonacion

del receptor CB1 a partir de una “biblioteca” de cADN de cortex de rata (Matsuda et al.,
1990). Sélo un afio mas tarde se caracterizaria también el receptor CB1 en humanos a
partir de muestras del tronco cerebral (Gerard et al., 1991). Han sido obtenidas dos
variantes de este receptor CB1 mediante procesamiento post-transcripcional alternativo
(“splicing” alternativo), el CB1la, (Shire et al., 1995) y el CB1b (Ryberg et al., 2005). En
1993 fue caracterizado el otro gran tipo de receptor cannabinoide, el CB2, a partir de

células mieloides del bazo de ratas (Munro et al., 1993). En 1999 se describi6 un grupo
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de tres nuevos receptores acoplados a proteina G (Sawzdargo et al., 1999), de entre los
cuales, el GPR55 parece gque se puede considerar como un tercer receptor cannabinoide
implicado en el incremento del calcio intracelular, ya que es activado por agonistas

cannabinoides y bloqueado por sus antagonistas (Lauckner et al., 2008; Pertwee, 2007;

Ryberg et al., 2007).

Todos los receptores cannabinoides estan asociados a proteinas G (Choi et al.,
2005). El receptor CBL1 se encuentra principalmente a nivel del sistema nervioso central,
mientras que el CB2 se muestra en células y tejidos relacionados con el sistema inmune.
Dicha distribucion ha sido realizada tanto en la rata (Herkenham et al., 1990;
Herkenham et al., 1991; Lynn y Herkenham, 1994; Mailleux y Vanderhaeghen, 1992;
Tsou et al., 1998) como en humanos (Westlake et al., 1994). No obstante, en el sistema
nervioso también hay presencia de receptores CB2, aunque de manera mucho mas

restringida (Akinshola et al., 1999).

Diversos estudios autorradiograficos (Herkenham et al., 1990; Herkenham et al.,
1991) indican que el receptor CB1 aparece representado en el sistema nervioso central a
tres niveles de expresion diferentes:

-Nivel de expresién alta: En los ganglios basales (CPu lateral, globo pélido,

nucleo entopeduncular y SN pars reticulata), capa molecular del cerebelo, hipocampo
(capa molecular del giro dentado y region CA3 del asta de amon) y capas 1y VI de la
corteza.

-Nivel de expresion media: En el pallidum ventral y NAcc.

-Nivel de expresion baja: En el hipotdlamo (&rea predptica, hipotdlamo lateral y
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nucleos paraventricular y ventromedial), tronco cerebral y médula espinal.

El receptor CBL1 ha sido encontrado en niveles mucho mas bajos en otras zonas
del cuerpo tales como en la adenohipdfisis (Gonzalez et al., 1999), bazo, amigdalas,
higado, corazon, Utero, ovario, prostata, testiculos (Christopoulos et al., 2001; Pertwee,
2001a; Ross et al., 2001) y sistema inmune (en esplenocitos, linfocitos T4 y T8, células

NK) (Daaka et al., 1995; Kaminski et al., 1992; Rinaldi-Carmona et al., 1998).

Los receptores CB2 se localizan fundamentalmente en bazo, las amigdalas,
nodulos linfaticos, microglia, placas de Peyer y diferentes células del sistema inmune
(principalmente en linfocitos B, aunque también en monocitos y linfocitos T) (Galiegue
etal., 1995; Lynn y Herkenham, 1994; Schatz et al., 1997). Como ya se ha mencionado
anteriormente, también hay receptores CB2 a nivel del sistema nervioso central, ya que
han sido hallados en la retina de la rata (Ahluwalia et al., 2000), cerebelo, hipocampo,
tubérculo olfatorio, islas de Calleja, SN, sustancia gris periacueductal, nucleos
paratroclear, paralemniscal, rojo y pontinos, coliculo inferior y region parvocelular del

nacleo vestibular medial (Akinshola et al., 1999; Gong et al., 2006).

2.2.2. Funcionalidad de los receptores CB1 Y CB2.

Existe una marcada correlacién entre los lugares en los que se expresan los
receptores CB1 y CB2 y los efectos farmacoldgicos de los cannabinoides, como se

muestra a continuacion:
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-Hipocampo y corteza cerebral: La presencia de receptores CB1 permite entender
los efectos que los cannabinoides ejercen sobre la memoria, el aprendizaje y la
cognicion (Herkenham et al., 1991).

-Cerebelo y ganglios basales: El sistema endocannabinoide que aparece en estas

areas explica los efectos sobre la actividad motora (Glass y Felder, 1997; Tsou et al.,
1998). El sistema endocannabinoide podria ejercer dicha regulacion en diversos sistemas
de neurotransmisores que acttan sobre la locomocion, tal como lo son el GABAérgico
(Romero et al., 1998b), el dopaminérgico (Fernandez-Ruiz et al., 2002; Fernandez-Ruiz
y Gonzales, 2005), entre otros.

-Nucleo Accumbens, ventral pallidum, amigdala y Area Tegmental Ventral: Los

efectos que los cannabinoides median a este nivel tienen que ver con los mecanismos de
recompensa. Se cree que la accion de los cannabinoides sobre el sistema
mesocorticolimbico de la recompensa podria ser debida a la interaccion con el sistema
opioide y/o el dopaminérgico (Gardner, 2005; Tanda et al., 1997).

-Hipotéalamo e hipofisis: A pesar de la escasez de receptores CB1 a este nivel, la

aparicion de los mismos justificaria porqué los agonistas cannabinoides controlan la
ingesta de comida, el vomito, la temperatura corporal y las funciones neuroendocrinas
(Rodriguez de Fonseca et al., 1999).

-Sustancia gris periacueductal, nicleos talamicos, tallo cerebral y médula espinal

(asta dorsal, region lumbar): A este nivel tan heterogéneo, el sistema cannabinoide

mediaria su accion analgésica (Hohmann et al., 1999).

-Tejidos y células del sistema inmune: La presencia de receptores CB2 en el

sistema inmunoldgico regularia los efectos inmunomoduladores de los cannabinoides

(Munro et al., 1993; Schatz et al., 1997).

27



2.3. Efectos Fisiologicos de los Cannabinoides.

2.3.1. Control de la ansiedad y otras conductas emocionales

Los agonistas cannabinoides, aqui también, muestran un efecto dosis-dependiente
(Viveros et al., 2005): a dosis bajas pueden actuar como ansioliticos mientras que a dosis
altas son ansiogénicos (Arevalo et al., 2001). En el caso del antagonista SR141716 se da
una bipolaridad similar, puesto que en algunos estudios se indica su caracter ansiolitico
(Tzavara et al., 2003), mientras que otros reflejan una accion ansiogénica (Arevalo et al.,
2001). Parece que el sustrato neuroanatomico estaria localizado en el circuito limbico,
area de gran importancia en la modulacion emocional, donde regulan la liberacion de
GABA vy del neuropéptido CRH. Otra sustancia relacionada con el control de las
emociones, sobre la que el sistema cannabinoide parece tener una gran influencia, es la
colecistoquinina (CCK) (Kathuria et al., 2003).

Se piensa que la anandamida podria controlar la ansiedad por medio de un tono
ansiolitico intrinseco (Ferrer et al., 2003; Haller et al., 2002).

Sus efectos sobre otras respuestas emocionales, como la agresion y la interaccion
social, son también marcadamente bifasicos (Mechoulam, 2002; Sulcova et al., 1998):
dosis bajas se relacionan con conductas agresivas mientras que las dosis altas inhiben la
conducta social. El sustrato neuroquimico podria ser la interaccion cannabinoide con la
neurotransmision serotoninérgica, muy implicada en la respuesta agresiva (Mechoulam,

2002).
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2.3.3. Efectos psicoldgicos

Los principales efectos conductuales que el consumo de cannabinoides produce
en humanos son: euforia, relajacion, alteraciones de la percepcion del tiempo y del
espacio, experiencias sensoriales aumentadas, sonrisa facil, locuacidad e incremento de
la sociabilidad, deterioro de la memoria a corto plazo, deterioro de capacidades
psicomotoras, dificultad de concentracion, estupor, enlentecimiento en las reacciones,
disminucion de la actividad mental y alteracion de la vision periférica (Heffernan et al.,
2001; Menhiratta et al., 1978; Ranganathan y D'Souza, 2006; Soueif, 1976; Stark-
Adamec et al., 1981; Weckowicz et al., 1977; Wert y Raulin, 1986). Con el consumo
continuado se observa tolerancia para muchos de estos efectos, de modo que la duracién
de los efectos conductuales no se suele prolongar més de 4-6 horas (Hollister, 1986;
Hollister, 1988).

Existen una serie de efectos adversos derivados del consumo de marihuana o
hachis, la mayoria producidos tras consumos prolongados: ansiedad, panico, trastornos
disforicos, depresivos, despersonalizacion y desrealizacion, conductas “bizarras” y auto-
hetero-agresivas, delirios o alucinaciones (Adams y Martin, 1996; Hollister, 1986;
Hollister, 1988; Negrete, 1983). Se ha indicado asimismo, que el consumo prolongado
de marihuana podria provocar ciertas alteraciones psicologicas (Manzanares et al.,
2004):

Sindrome amotivacional: supone apatia y pérdida de motivacién. Probablemente

solo incrementaria estos sintomas ya presentes previamente en los consumidores.
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Deterioro cognitivo: cierto deterioro sutil en la resolucion de test psicologicos

gue miden memoria. Existe discrepancia en cuanto a la reversibilidad de este deterioro
tras periodos prolongados de abstinencia.

Otros trastornos psiquiatricos: podria existir una relacion entre consumo de

marihuana y enfermedades mentales (mania, depresion o esquizofrenia). Ha sido
descrito un estado psicético con sintomas esquizofrénicos y maniacos llamado “psicosis
cannabica”. Parece que la marihuana empeora la esquizofrenia. Ademas, el consumo de
cannabinoides durante la adolescencia podria incrementar el riesgo a desarrollar

sintomas o patologias psicéticas en la edad adulta.

2.4. Trastornos psiquiatricos inducidos por el consumo de cannabis.

La relacion que se ha descrito entre el consumo de cannabis y alguna patologia dual,
persiste ampliamente en la literatura (Martin del Moral, 1998; Moore y et al en el 2007;
Miiller-Vahl, 2008). En general se habla de tres circunstancias relacionadas el uso de
cannabis y la aparicién de estadios psicoticos mencionadas por Martin del Moral
(1998), tales como la esquizofrenia y la psicosis cannabica:

¢ Darfio psicopatolégicos en relacion directa a la ingesta de THC.

e El uso de cannabis puede precipitar una psicosis latente. En otras palabras puede
precipitar un trastorno psiquiatrico preexistente o bien puede interactuar con la
vulnerabilidad subyacente de la persona hacia estos trastornos dando pie para que

se produzca un primer episodio patolégico.
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e El sujeto intenta aliviar una patologia psiquiatrica con el consumo de cannabis.
Esta conducta conduce a una rapida dependencia y empeoramiento de la clinica

psiquiétrica.

2.4.1. Consumo de cannabis y esquizofrenia.

El consumo de sustancias toxicas trae consecuencias organicas en los individuos que
las consumen ((Stenbacka, Allebeck, & Romelsjo, 1993; Hambrecht y Hafner, 1996;
Cantwell y cols. 1999; Martin del Moral, 1998; Moore y et al en el 2007; Miller-Vahl,
2008). Existe una vasta revision bibliografica que nos muestran la relacion dual entre el
consumo de sustancias toxicas Yy ciertas psicopatologias, principalmente la esquizofrenia.
Esta no es la excepcion del cannabis, que como ya se menciono en un principio, es la
droga ilegal mas utilizada a nivel mundial, y que suele ser consumida de forma
recreativa, de relajacion e inclusive de médica para aliviar dolores en enfermedades
como el cancer o el sida, sin embargo estudios (tanto retrospectivos como prospectivos)
revelan que aquellas personas que han consumido cannabis sobre todo a edades
tempranas suelen estar relacionados con enfermedades psiquiatricas, tal es el caso de la

esquizofrenia.

Se sabe que dosis elevadas de cannabis predisponen al consumidor a episodios
psicoticos transitorios. Moore y et al en el 2007, encontraron una consistente asociacion
entre el uso del cannabis y la presencia de sintomas psicéticos, sin embargo no esta claro
si el incremento del riesgo de la enfermedad psicotica, persiste después de haber dejado

el consumo. Asimismo, existen pruebas evidentes de que el abuso de esta planta por
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parte de personas sanas es un factor de riesgo para la manifestacion clinica de una
esquizofrenia y factor desencadenante tanto de la aparicion de episodios psicoticos en
sujetos predispuestos como de recaidas en esquizofrénicos (Miller-Vahl, 2008; poner
varios autores). En uno estudios retrospectivos con 229 historias clinicas de individuos
que se les habia diagnosticado dependencia al cannabis y psicosis, independientemente
de la secuencia, encontraron que en 122 casos (49%) estaba presente el trastorno de
esquizofrenia. El 69% de los casos restantes, el consumo de la droga precedio al menos
al afo siguiente inicio de la psicosis (Stenbacka, Allebeck, & Romelsjo, 1993). Otros
estudios retrospectivos nos muestran una comorbilidad entre el consumo de cannabis y

el trastorno de esquizofrenia (Hambrecht y Hafner, 1996; Cantwell y cols. 1999).

Asi mismo, encontramos estudios prospectivos, que muestran resultados
similares a los estudios retrospectivos anteriores. Andreasson y cols., (1987) fue uno de
los primeros en buscar evidencias respecto a que el consumo de cannabis predisponia a
el trastorno de esquizofrenia. Para este estudio se tomo a una muestra de consumidores
de cannabis de 18 afios de edad, posteriormente realizaron un diagnostico de
esquizofrenia 15 afios después. Sus resultados muestran una relacion significativa entre
los consumidores de cannabis y los no consumidores. A lo que concluyeron que existia
una predisposicion de aquellos individuos vulnerables a padecer la enfermedad cuando
eran consumidores de la sustancia. En otro estudio similar con una muestra de 4045
sujetos, Van Os et al. (2002) encontraron que los consumidores de cannabis eran tres
veces mas proclives a manifestar sintomas psicéticos, y donde el riesgo aumentaba 6,8

veces mas cuando su consumo era mayor.
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La relacién que muestra el consumo de cannabinoides y la predisposicion a la
esquizofrenia, ha sido observada al administrarles THC a voluntarios completamente
sanos, donde estos llegan a desarrollar trastornos similares a los de la esquizofrenia
(D'Souza, 2004; 2005; 2008a; 2008b). Asi es por tanto, que la reaccion organica
producida por el consumo de cannabinoides, predispone no Gnicamente a aquellos que
genéticamente predisponian a presentar la enfermedad, sino también a aquellos donde no
existia ninguna factor genético a que este sucediera. Esto va en funcién del sistema
cannabinoide, el cual como ya se ha mencionado anteriormente, se encuentra
estrechamente relacionado con el sistema dopaminérgico, sistema el cual se ve afectado
en pacientes esquizofrénicos al mostrarse un exceso de dopamina en el mesencéfalo. Por
el lado del consumo de cannabinoides, al verse dafiado el sistema cannabinoide, éste
afecta al dopmineérgico, viéndose asi, una explicacion posiblemente evidente sobre esta

patologia dual.

2.4.2. Psicosis cannabica.

La psicosis cannabica ha sido puesta en duda, y suele ser con regularidad un
tema de amplia controversia acerca de su existencia, su debate sigue abierto hasta la
actualidad. Aquellos gue niegan su existencia argumentan que, aquellas personas que
han sido diagnosticadas con este trastorno, suelen presentarse como esquizofrénicos u
otro trastorno psiquiatrico tiempo después (Arendt et al, 2005), eliminando una relacion
exclusiva con el consumo del cannabis.

La psicosis cannabica se atribuye después de haber consumido grandes
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cantidades de cannabis y posteriormente surgen sintomas de confusion, desorientacion,
amnesia, trastornos del estado de animo, delirios entre otros. Esta surge a partir de dias o
semanas tras la abstinencia de cannabis, desapareciendo tiempo después y sin

reaparecer salvo que se vuelva a consumir la sustancia.

El consumo de cannabis provoca un aumento de dopamina, especialmente en las
zonas mesolimbicas, zonas especialmente implicadas en el desarrollo de las psicosis. A
consecuencia del consumo crénico de cannabis se genera una disminucion de los
receptores CB1, asi como una hipersensibilidad de los mismos (Bowers y Hoffman,
1986), e iniciado en la adolescencia, podria provocar una alteracion en el sistema
endocannabinoide (Pistis et al. 2004), de tal manera que un mayor consumo afectara del
tal manera el equilibrio entre el sistema dopaminérgico y el sistema endocannabinoide,

lo que conduciria a la aparicién de cuadros psicéticos.

Chambers et al. (2001) han propuesto la hipétesis de la “primary addiction”. Esta
pretende explicar la relacion que comprende la adiccion a la droga y la esquizofrenia.
Segun esta hipotesis, la alteracion psicética conduce al sujeto a consumir drogas, y en su
deseo por superar el déficits provocado por dicha alteracion (lo que inicialmente puede
ser de utilidad) el consumo mantenido conduce a una alteracion que provocaria la

aparicion de cuadros esquizofrénicos.

34



2.5. Modelo del condicionamiento a la preferencia del lugar.

2.5.1. Desarrollo del CPP.

El modelo del condicionamiento de la preferencia del lugar (CPP por sus siglas
en ingles: conditioned place preference), fue desarrollado por primera vez en 1940 por
Spragg. En ese estudio se les inyectd morfina a chimpanceés hasta volverlos dependientes
a la sustancia. Posteriormente se les dio a escoger a los animales entre una caja blanca
con su dosis diaria de morfina o una caja negra con bananas. Cuando se les abstenia de
la droga, los chimpancés mostraban preferencia por abrir la caja blanca con la dosis,
pero cuando estos ya habian sido inyectados con su dosis diaria de morfina, preferian
abrir la caja negra con la banana. Basado en los experimentos de Spragg, Beach (1957)
trabajo induciendo morfina en ratas, utilizando laberintos donde el animal encontraba la
droga. Finalmente concluy6 que la dependencia fisica no es requisito previo para la
obtencion de un CPP. Siguiendo esas demostraciones Rossi y Reid (1976) elaboraron
un procedimiento mas restringido, donde vinculaban a la rata inducida con morfina en
un cuarto y con suero salino en otro. Hasta la fecha este procedimiento ha sido adoptado
por gran cantidad de los estudios de CPP que se han llevado a cabo, con ciertas

modificaciones.

En la actualidad este modelo en “ratas”, esta conformado por una caja dividida
por tres compartimientos, siendo Unicamente los laterales aquellos donde se pretende
inducir la preferencia del lugar, constituidas por paredes con disefios diferentes en cada
cuarto (ejemplo: liso negro en el lado X y rayas blanco y negro en el lado Y). El

compartimiento de en medio (de color aluminio) es el mas pequefio y su funcionalidad
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solo corresponde a ser el acceso entre ambos cuartos. Este cuenta con dos pequefias
puertas para ser cerradas, para que el animal se quede de un lado o el otro, de ser

necesario para el investigador.

El precondicionamiento es el primer paso y consiste en identificar la preferencia
natural del animal hacia uno u otro lugar, soltando al animal en el compartimiento del
centro y dejandolo libremente rondar en cualesquier parte de la caja durante 30 minutos
(Murria & Bevins 2010; Polissidis et al. 2009). Una vez que se desea condicionar al
animal en alguno de los lugares, el método consiste en inyectar con la droga
predeterminada e introducir al animal en solo una habitacion durante 20 minutos.
Posteriormente, al siguiente dia se hace lo mismo, utilizando unicamente vehiculo y
metiendo al animal en la otra habitacion. Finalmente se realiza el test. que consiste en
dejar nuevamente al animal en la parte central, hipotéticamente esperando que el animal
permanezca mayor tiempo en el compartimiento en el que le fue inyectada la droga

(Rossi & Reid, 1976).

2.5.2. Conditioned place preferente (CPP).

De acuerdo con Tzschentke (2007), la rata buscara permanecer mayor tiempo en
el compartimiento donde tenga preferencia natural, evitando en la medida posible el otro
compartimiento, sin embargo, a diferencias de la cocaina que produce una clara
preferencia del lugar a una dosis de 20 mg/kg (Campbell, Word & Spear, 2000; Brabant,
Quertemont & Tirelli, 2005; Zakharova, Leoni, Kichko & Izenwasser, 2009), el

antagonista WIN 55,212-2 a una dosis de 0.01 mg/kg no logra reproducir los mismos
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resultados (Polissidis et al. 2009). Usando una dosis de 1 a 6 mg/kg, los resultados
fueron claramente una aversion utilizando cannabinoides sinteticos (Braida, losu,

Pegorini, Sala, 2004; Lepore, Vorel, Lowinson, Gardner, 1995).

Hasta la actualidad no se ha logrado determinar una dosis clara del agonista WIN
55,212-2 que logre condicionar a la rata en un lugar determinado. No obstante,
recientemente Manssanedo y cols (2004), a una dosis de 0.05 mg/kg lograron
condicionamiento de la preferencia del lugar, con dicho agonista en ratones. Asimismo,
a dosis muy bajas (0.015-6 mg/kg), lograron reforzar la preferencia del lugar utilizando
THC (Braida, losue’, Pegorini & Sala, 2004), haciendo amplia referencia al uso de una
dosis baja. Resulta interesante que en otro estudio donde se pretendia condicionar la
preferencia del lugar, utilizando un dispositivo de “water maze”, inclusive ni el WIN-2
ni el THC, lograron condicionar la preferencia del lugar a la rata (Robinson, Hinder,

Pertwee, & Riedel, 2003).

A pesar que de que gran cantidad de estudios (ya antes mencionados) que intenta
conseguir condicionamiento a la preferencia del lugar en ratas, han concluido con
resultados negativos, coincidiendo en que el agonista cannabinoide sintético WIN,
resulta aversivo para el animal, no fue asi, en el caso de un estudio con ratas de la cepa
Winstar y SHR con el sindrome de déficit de atencion e hiperactividad (Pandolfo,
Vendruscolo, Sordi, & Takahashi, 2009), las cuales bajo una dosis de 0.25 mg/kg,
concluyen que el agonista cannabinoide produce un efecto reforzante sobre este tipo de

ratas.
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CAPITULO 111

METODO

3.1. Condicionamiento de la preferencia del lugar (CPP).

3.1.1. Sujetos.

Se utilizo una muestra de ratas macho de las cepas LEW y F344 (LEW: n= §;
F344: n=8) con un peso medio de 321.7g. al comienzo del experimento. Los animales
se mantuvieron en condiciones de temperatura y humedad constantes en un ciclo de luz

de 12 horas, iniciando éste a las 08:00 a.m.

Desde que los animales llegaron al animalario hasta el comienzo de los
experimentos se los mantuvo con comida ad libitum y sin ser expuestos a ninguna
situacion experimental ni recibir ninguna sustancia psicoactiva previa al inicio de los
experimentos. Debido que el experimento fue realizado en Madrid, Espafia, fue
necesario seguir las directrices de la norma europea 86/609/EEC en el uso y

mantenimiento de estos animales.

3.1.2. Procedimiento.

Con la finalidad de que haya mayor facilidad en el manejo de los animales y
evitar nerviosismo o tension de los mismos a la hora del experimento, primeramente fue
necesario acostumbrar a las ratas a estar con el investigador, de esta forma, el total de las
ratas (n= 16) fueron acariciadas y cargadas un aproximado de 10 min. al dia durante 6
dias. A este procedimiento se le conoce como handling.

El CPP fue probado en una caja rectangular de plexiglas de medicion de 21 x 21
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X 68 cm. La caja de preferencia del lugar consiste en tres compartimientos (blanco-gris-
negro) conectados unos con otros a través de dos puertitas que se manejan a traves de
poleas que dan acceso a los compartimientos de los lados ("X y ”’Y™), y donde el
compartimiento neutro se localiza en medio de ambos (gris). Los compartimientos “X” y
“Y” sirven de condicionamiento en la preferencia del lugar (21 x 21 x 28) y el gris (21 X
21 x 12) que se encuentra en medio de los dos, sirve como lugar neutro y es ahi donde se
introduce a la rata al iniciar el experimento, para posteriormente abrir las puertas. El
compartimiento “Y” tiene plaquetas rayadas de forma vertical intercaladas por blanco y
negro y el compartimiento “X” tiene plaquetas totalmente negras. Finalmente la caja
completa fue colocada en un cuarto experimental con condiciones de poco o nada ruido

y con una luz roja.

El procedimiento para realizar el CPP consiste en tres partes, repartida en 10

dias: precondicionamiento, condicionamiento y test:

-Precondicionamiento. En el primer dia, se le dejo a la rata explorar libremente
por los tres compartimentos durante 20 min., mientras se le graba, para ese mismo dia
revisar los videos y establecer criterios para la formacion de grupos (ver calendario,
tabla N). A partir de esto se realizé un calendario que disponia de 4 grupos cada uno
conformado con dos F344 y dos LEW. Dos grupos con vehiculo (Teewn 80) y los otros

dos con WIN 55,212-2.

-Condicionamiento. Esta parte del experimento abarca los dias del 2 al 9. Los

dias 2-4-6-8 los animales fueron inyectados de manera intraperitonial con WINN y
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Tween segln correspondia el calendario, en base al peso m/v de cada animal. Los
animales fueron colocados en el compartimiento en el que tuvieron mayor aversion en la
parte del precondicionamiento durante 30 min. sin posibilidad de pasar al
compartimiento de a lado. En los dias 3-5-7-9, segun el grupo correspondiente al
calendario, los animales son inyectados con la sustancia alterna al dia anterior y se

colocaron en el compartimiento contrario.

-Test. En el décimo dia, se le deja a la rata libremente por los tres
compartimientos durante 20 min., dejandolas inicialmente en el compartimiento neutral
y sin habérsele inyectado ninguna sustancia. Se le graba, para posteriormente analizar el
video. La rata estara predispuesta a pasar mas tiempo en el lugar en el que le fue

introducida la droga.

3.1.3. Dosis y Compuestos cannabinoides empleados.

La dosis del agonista cannabinoide WIN 55,212-2 utilizada para este
experimento fue de 0.5 pg/kg por animal. La media del peso total de las ratas fue de x=
321.7 g lo que correspondid en base a esa media una dosis de 0.160 pg (x= 0.5 x
0.3217=0.160). Cada animales recibi6 4 dosis, por lo tanto el total de dosis recibida por
animal fue de 0.6434 (0.160 x 4 = 0.6434). Para ser mas precisos en la cantidad total, se

calculo en base a 20 animales (20 x 0.6434 = 12.84). El cual fue redondeado a 13 pg.

Debido a que el agonista sintético cannabinoide WIN 55,212-2, no es
hidrosoluble, hubo la necesidad de disolverlo en 0.3 % v/v del detergente Tween80, en

suero salino (NaCl 0.9 % m/v). Y debido a que se administré una dosis de 0.5 pg en el
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volumen total de 1 pl. Se calculo en base a los 13 pg correspondientes a la dosis total

para los 20 animales, dando un resultado 6.5 pl.
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CAPITULO IV

ANALISIS Y RESULTADOS

4. Anélisis descriptivos.

El total de ratas utilizadas para éste estudio fue de 16, de las cuales 8 fueron de la
cepa Fhiser-344 y las 8 restantes de la cepa Lewis. Todas ellas machos. Con un peso
medio al inicio de experimento de 321.7 g., a partir del cual se calculd la dosis

administrada a cada animal.

Los resultados de la distribucion de la permanencia de los tiempos (en segundos)
en la caja del CPP, durante el precondicionamiento y el test, se exponen en las Tablas 1
y 2. En ambas graficas se puede observar la preferencia de cada rata respectivamente a
cada compartimiento X, Y o C, asi como también se muestra dividido por cepa de ratas.
En ella se pueden observar también el porcentaje del tiempo que permanecieron en cada

compartimiento.

Para la realizacion de los analisis, las cepas fueron divididas en 4 grupos,
constituidos cada uno por dos ratas F-344 y dos LEW. Al grupo 1, 2 y 4 se le administrd
el WIN en el compartimiento con rayas (X), Unicamente al grupo 3 se le administro la
droga en negro (Y). Fue necesario dividir el tiempo de permanecia en los grupos de
droga y vehiculo para hacer los analisis. Una vez teniendo la distribucion de los grupos
se procedio a realizar una t de student de grupos independientes para ver las diferencias

entre cada cepa ().
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Tabla 1. Permanencia precondicionamiento.

GRUPO RATA DE(I;Q)SA % PRE C % VPE:éC %
1 F1 362 30.16 528 44 308 25.66
1 F3 268 22.14 507 41.90 434 35.86
1 L14 346 28.76 307 25.51 548 45.55
1 L11 534 44.42 302 25.12 364 30.28
2 F2 149 12.28 974 80.29 89 7.33
2 F7 172 14.32 825 68.69 204 16.98
2 L9 530 44,12 295 24.56 376 31.30
2 L12 403 33.61 315 26.27 481 40.11
3 F4 420 38.30 320 26.64 460 34.97
3 F5 224 20.60 669 59.41 232 19.89
3 L10 432 39.08 291 24.25 469 36
3 L16 419 33.25 382 31.83 399 34.91
4 F6 519 43.21 384 31.97 295 24.56
4 F8 100 8.33 1031 85.91 69 5.75
4 L13 470 38.36 299 24.40 455 37.14
4 L15 457 38.08 327 27.25 416 34.66

Tabla 2. Permanencia test.

GRUPO RATA D_IF_QEOS(_BI_A % TEST C % \{riHSEIEZ %
1 F1 232 19.25 440 36.51 533 44.23
1 F3 107 8.91 716 59.66 377 31.41
1 L14 164 13.32 232 18.84 835 67.83
1 L11 160 12.77 384 30.67 708 56.54
2 F2 72 6 848 70.66 280 23.33
2 F7 197 19.18 496 48.29 334 32.52
2 L9 352 29.30 504 41.96 345 28.72
2 L12 195 16.23 287 23.89 718 59.78
3 F4 293 46.62 348 28.97 560 24.39
3 F5 123 10.31 931 78.10 138 11.57
3 L10 322 26.39 562 46.79 317 26.81
3 L16 421 32.94 385 32.02 396 35.02
4 F6 133 11.02 536 44.44 537 44.52
4 F8 140 11.73 829 69.48 224 18.77
4 L13 258 21.51 284 23.68 657 54.79
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4 L15 246 20.38 352 29.16 609 50.45

Inicialmente se realiz6 un t de student de muestras pares entre el “vehiculo test”
y “droga test”, con ambas razas, donde los resultados nos presentan una p. 000 con una t.
-4.789, siendo la media mayor de “vehiculo test” de 473 en comparacion a “droga test”

de 213.44 (véase tabla 3).

Tabla 3. T de student de muestras pares.

Sig. t media
VEHICULO TEST 0000  -4789 473
DROGA TEST 213.44

Mediante la prueba de Levene’s, comprobamos que las distribucion de la
variable “droga test” presenta normalidad ya que tiene una significancia de r.= 462

(Tabla 4) por lo tanto se procedio a utilizar una T de muestra independiente.

Tabla 4. Prueba de varianza de Levene’s
F Sig.
DROGA TEST 572 462

Por lo tanto se procedio a realizar una t de student de muestras independientes de
t. -2.44,1 en la que encontramos ademas diferencias significativas entre ambas razas de
p. 029, presentando una media mayor el grupo de las LEW de 264.75, y siendo la media

de las Fhiser de 162.13 (tabla 5).
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Tabla 5. T de studen de muestras independientes “Droga Test”

RAZA t Sig. Media
FISHER 162.13
LEW 2441 p. 029 264.75

Cuando se hizo un analisis entre el tiempo permanecido en el compartimiento
donde le fue administrada la droga durante el precondicionamiento en comparacion con
tiempo permanecido en el mismo compartimiento durante el test, usando un t de student
de muestras relacionadas, encontramos diferencias significativas de p.000 y una t de
4.947. con una media superior de 362.81 en el precondicionamiento a diferencia de

213.44 en el test (tabla 6).

Tabla 6. T de student de muestras relacionadas entre “droga pre y
droga test”

t Sig. (2-tailed) media

DROGA_PRE 362.81
4.947 .000

DROGA _TEST 213.44

Cuando se realizé esta misma prueba pero distinguiendo cada raza encontramos
que las Lew muestran mayor diferencia entre sus medias con una t. 4.924 y una
significancia de p. 002, siendo las medias de “droga pre” de 448.88 y la “droga test” de
264.75. En cambio las Fisher mostraron una tendencia menor con unat. 2.464 y una

significancia de p. 043, presentando igualmente una media mayor en el “droga pre” de
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276.75 y una media de “droga test” de 162.13 (tabla 7).

Tabla 7. T de student de muestras relacionadas entre
“droga pre y droga test” por raza

t Sig. media

F344 DROGA_PRE 276.75
DROGA_TEST 2.464 p. 043 162.13

LEW DROGA_PRE 448.88
DROGA_TEST 4.924 p. 002 264.75
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CAPITULO V

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En la actualidad son dos los modelos mas utilizados para medir la adiccion a una
sustancia toxica en ratas, el primero de ellos es el modelo de autoadministracion, que es
quizas el mas efectivo ya que se puede medir de forma numérica y observable las veces
que la rata consume la sustancia y como paulatinamente va en aumento hasta llegar a
tener una conducta adictiva; el segundo (utilizado en esta investigacion) es el del
condicionamiento del lugar. Este modelo explica la adiccion a partir de la preferencia de
la rata por permanecer mayor tiempo en el lugar donde le fue administrada la sustancia
toxica, pero cuando ésta permanece mayor tiempo en el compartimiento, habréa causado
entonces aversion al lugar donde le fue administrada la droga. Esto sucede en
consecuencia de la droga y, sobre todo de la dosis administrada, ya que no en todos los
casos las ratas presentan placer por los efectos de la droga administrada. Tal como se ha
visto previamente en la revision teorica, establecer una dosis especifica para condicionar
la preferencia del lugar en las cepas LEW y F-344 resulta dificil, siendo por el contrario
la aversion al lugar, mismo resultado de la dosis establecida en el presente experimento.
Diversos estudios y revisiones que han usado el método del CPP (Murray & Bevins,
2010; Polissidis et al. 2009; Braida, losu, Pegorini, Sala, 2004; Mallet & Beninger,
1998; Lepore, Vorel, Lowinson, Gardner, 1995) han encontrado aversion al lugar usando

cannabinoides a dosis mas elevadas a la utilizada en el presente experimento.

Mas all& de especificar una dosis capaz de condicionar la preferencia del lugar,
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es importante tratar de resolver las causas por las que se produce aversion al lugar con la
presente dosis, e inclusive con otras dosis mas elevadas. Una explicacion posible a esta
reaccion es quizas que el efecto de cannabinoides tiene dos vertientes, siendo la primera
de ellas los efectos placenteros tales como la relajacion, euforia, aumento en la
imaginacion, la hipersensacion de los sentidos, los cuales, en un principio pretenderian
ser del agrado del animal y por lo tanto, desearia permanecer mayor tiempo en el lugar
de placer, en donde, por ende preferiria el lugar donde se le administrara la droga, en
otras palabras el animal se condicionaria al lugar. Sin embargo, el consumo de
cannabinoides, también puede llegar a producir un estado elevado de ansiedad
generalizada, disforia, sintomas paranoides e inclusive panico, consecuencia de un
consumo elevado, que deriva en genera un displacer por el lugar en el que le fue

administrada la sustancia, o en otras palabras aversion al lugar.

En relacion a lo revisado anteriormente acerca de un efecto de displacer producto

de una dosis elevada por el consumo del cannabinoide (Murray & Bevins, 2010;
Polissidis et al. 2009; Braida, losu, Pegorini, Sala, 2004; Arevalo et al. 2001; Mallet &
Beninger, 1998; Lepore, Vorel, Lowinson, Gardner, 1995), y especificamente en esta
tesis el cannabinoide sintético WIN 52,212-2, concluimos que a la dosis de 0.5 ug de
este compuesto, en un modelo de condicionamiento a la preferencia del lugar, las ratas
de las cepas Lewis y Fhiser-344, presentan aversion significativa al lugar donde les fue
administrada la droga, sugiriendo asi, que los efectos de displacer, disforia y ansiedad

sean el factor producto de la aversion al lugar.
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