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RESUMEN

Los factores genéticos juegan un papel muy importante en la comprension de los
fendmenos adictivos. Existen diferentes aproximaciones experimentales para el estudio de
estos factores en el contexto de las adicciones. Un modelo que se ha utilizado frecuentemente
es el de las ratas histocompatibles Lewis (LEW) y Fischer 344 (F344). Estas cepas presentan
claras diferencias en la autoadministracion de diferentes drogas de abuso, y en la mayoria de
los casos las ratas LEW muestran tasas de autoadministracion mayores asi como recaidas en
el consumo mas acusadas. En los Ultimos afios se ha puesto de manifiesto la importancia del
sistema endocannabinoide como modulador de procesos motivacionales y como factor crucial
en las conductas adictivas. El objetivo fundamental de esta Tesis Doctoral es estudiar el
sistema endocannabinoide en las ratas LEW y F344 asi como el refuerzo inducido por
cannabinoides. En un primer grupo de experimentos investigamos las diferencias en la union
del ligando cannabinoide 3H-CP 55,940 a sus receptores en diferentes areas del encéfalo de
ratas LEW y F344. Observamos que las ratas F344 mostraban mayores niveles de unién (y por
tanto de receptores cannabinoides) en el globo palido lateral. De manera complementaria,
realizamos un andlisis de expresion génica de diferentes elementos del sistema
endocannabinoide en la corteza prefrontal (PFC) y el nucleo accumbens (NAcc) de ratas LEW
y F344 y encontramos indicios de mayores niveles de anandamida (AEA) (a través del ratio
NAPE-PLD/FAAH) en la PFC y NAcc de las ratas F344. En la PFC de estos animales también
obtuvimos menores niveles de expresion génica del receptor cannabinoide CBl. Para
comprobar la implicacién funcional de estos resultados, analizamos la conducta de
autoadministracién del agonista cannabinoide WIN 55,212-2 (WIN) en ambas cepas, el efecto
del bloqueo farmacolégico del receptor CB1 sobre tal conducta, y su extincion. No se
observaron diferencias entre razas en la autoadministracién de WIN, pero las ratas F344 (no
asi las LEW) disminuyeron la tasa de presiones de palanca activa tras la administracion del
antagonista CB1 AM-251. No hubo diferencias durante la extincion de la autoadminitracion de
WIN entre ambas cepas. Dado que existe una regulacién cruzada entre los sistemas opioide y
cannabinoide enddégenos y dado que sabiamos que la autoadministracion de morfina es
marcadamente distinta en ambas cepas, quisimos observar el efecto que tenia la
autoadministracién de esta droga sobre la expresion génica de los elementos del sistema
endocannabinode citados anteriormente. Ademas, teniendo en cuenta que cada vez se
atribuye un papel mas importante al sistema inmune en la regulacién de los procesos
motivacionales, nos propusimos estudiar si la autoadministracién de morfina o su extincion eran
capaces de modular el sistema endocannabinoide en uno de los érganos inmunes por
excelencia, el bazo. A nivel cerebral, no encontramos efectos claros de la autoadministracion
de morfina sobre los elementos del sistema endocannabinoide estudiados, aunque si
reprodujimos los efectos derivados de la cepa que habiamos observado a nivel basal. Sin
embargo, en el bazo si obtuvimos evidencia indirecta que parece indicar una alteracion de los
niveles del endocannabinoide 2-araquidonilglicerol (2-AG) tras 15 dias de extincion de la
autoadministracién de morfina, aunque este efecto fue similar en las ratas LEW y F344. Estos
resultados sugieren que el sistema endocannabinoide podria ser una pieza mas del puzle
genético que explique las diferencias individuales en los efectos reforzantes de la morfina y
otras drogas de abuso y por otro lado nos indican que a pesar de lo que se creia en un
principio, la autoadministracién de morfina no tiene efectos notables sobre la expresion génica
de los principales componentes del sistema endocannabinoide. Por ultimo, esta tesis doctoral
indica que la implicacién del sistema endocannabinoide también se observa a nivel inmune y
que la extincién de la autoadministracién de morfina podria alterar los niveles de mensajeros
endocannabinoides en el bazo, lo cual podria contribuir a explicar las alteraciones
inmunoldgicas observadas en adictos a opiaceos.
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1. INTRODUCCION




1.1 El sistema endocannabinoide

El punto de partida de la investigacion en el campo de los cannabinoides puede
situarse en el afio 1964, cuando los investigadores Gaoni y Mechoulam realizaron el
aislamiento y sintesis quimica del principio activo de la Cannabis Sativa (Figura 1), el
A°-Tetrahidrocannabinol (A°-THC) (Gaoni y Mechoulam, 1964). En un primer
momento, se pensd que, debido a su alta liposolubilidad, el THC interaccionaba
directamente con la membrana celular, pero 24 afios mas tarde, el descubrimiento de
un receptor de membrana especifico para cannabinoides (Devane et al., 1988) pone
de manifiesto la existencia de un sistema cannabinoide endégeno. Desde entonces
hasta hoy, el estudio del sistema
endocannabinoide ha sido uno de los campos de
la neurociencia mas fructifero en lo que a creacion
de literatura cientifica se refiere, dejando patente
las importantes implicaciones de los
cannabinoides en la comprension de la
funcionalidad del sistema nervioso central y en la

expresion de la conducta.

Actualmente sabemos que el sistema

cannabinoide enddégeno esta intimamente

Figura 1. La planta Cannabis
Sativa, de donde se extraen la
marihuana y el hachis.

relacionado y modula la expresién de otros sistemas
de neurotrasmisién esenciales para la comprensién
de los sustratos neuronales que dirigen, entre otras,
las conductas de adiccion a sustancias de abuso, como son el sistema opioide, el
dopaminérgico, el serotoninérgico, el noradrenérgico, el colinérgico, el glutamatérgico

y el GABAérgico.

El sistema endocannabinoide comprende a los endocannabinoides

propiamente dichos, los receptores de membrana sobre los que actla, un sistema de
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recaptacion (aunque actualmente no ha conseguido clonarse el recaptador de

endocannabinodes) y las enzimas necesarias para su sintesis y degradacion.

1.1.1. Endocannabinoides

El primer ligando endbgeno para el entonces Unico receptor de cannabinoides
conocido fue aislado en cerebro de cerdo en 1992 (Devane et al.,, 1992) y se le
denominé anandamida (del sanscrito ananda que quiere decir “felicidad interior”). Se
encontr6 que la anandamida (N-araquidonoiletanolamina, AEA) tenia propiedades
fisiologicas y farmacoldgicas similares a los fitocannabinoides y a los cannabinoides
sintéticos descubiertos en aquel momento, produciendo analgesia, depresién motora,

catalepsia e hipotermia.

Pocos afios después, se descubrid que el 2-araquidonoilglicerol (2-AG), un
intermediario en varias rutas de sefializacion bioquimica intracelular, también
interactuaba con los receptores de cannabinoides, constituyéndose desde entonces en
el segundo endocannabinoide (Mechoulan et al., 1995; Sugiura et al., 1995).
Recientemente, varios compuestos enddgenos con capacidad para unirse a los
receptores de cannabinoides, y por tanto, postulados como endocannabinoides, han
sido descubiertos (Figura 2): 2-araquidonilgliceril éter (noladin eter) (Hanus et al.,
2001), O-araquidonoiletanolamina (virodhamina) (Porter et al., 2002), N-araquidonoil
dopamina (NADA) (Huang et al., 2002), N-araquidonoil glicina (NAGIly) (Huang et al.,
2001), Cis-9,10-octadecanoamide (oleamida, ODA)( Leggett et al.,, 2004) y N-
oleoildopamina (Pertwee et al., 2008). Estos compuestos son amidas, ésteres y éteres
de &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga, de los cuales, la AEA y el 2-AG son
los mejor caracterizados conociéndose bien su farmacologia y metabolismo. De los
endocannabinoides de reciente descubrimiento se desconoce aun su relevancia

fisiolégica.



Para confirmar la complejidad del sistema endocannabinoide, mencionaremos
la existencia de otros lipidos enddégenos estrechamente relacionados con los
endocannabinoides, que aunque no se unen a los receptores de cannabinoides,
presentan actividades biol6gicas similares y comparten algunas rutas metabdlicas.
Estos compuestos, denominados cannabimiméticos (endocannabinoid-like
compounds) pueden actuar modulando indirectamente la accibn de los
endocannabinoides por efecto “séquito” (“entourage” effects) (Lambert and Di Marzo,
1999). Dentro de este grupo podemos citar la palmitoiletanolamida (PEA), con efectos
analgésicos y antiinflamatorios, la estearoiletanolamida (SEA), con efectos
anorexigenos y la oleiletanolamina (OEA) implicada en la regulacién del balance

energético (Bisogno, 2008).

ANANDAMIDA

Este eicosanoide enddgeno, al igual que el resto de endocannabinoides, es
sintetizado a partir de precursores lipidicos de membrana como respuesta a un
incremento en la concentracion intracelular de calcio, producida por una
despolarizacion o tras activacion de un receptor metabotropico acoplado a Gg/11, lo
que sugiere que se producen en momentos de intensa actividad del Sistema Nervioso
Central (Mackie, 2006). En este sentido, los endocannabinoides actian de manera
similar a otros moduladores, como prostaglandinas y leucotrienos, y diferente a los
neurotransmisores clasicos que son almacenados en vesiculas antes de su liberacion.

Se ha comprobado que la AEA es un importante modulador de multiples
funciones fisiolégicas en el sistema nervioso central y autbnomo, en el sistema
inmune, en la red endocrina, en el tracto gastrointestinal y en el sistema reproductor
(Taylor et al., 2010; Battista et al., 2012). Entre sus principales efectos destaca la
produccion de analgesia, el control de la actividad motora, la reduccion de la emesis,

la estimulacion del apetito, la induccion de hipotermia y su capacidad antiproliferativa



en células tumorales (Sarker et al., 2000; Maccarrone et al., 2000; Contassot et al.,
2004).

En cuanto a su afinidad por los receptores de cannabinoides, podriamos decir
que se comporta de manera inusual como ligando endégeno, ya que se muestra como
un agonista parcial de CB1 y CB2, siendo su eficacia y afinidad, al igual que el THC,
mas bajas para CB2 que para CB1 (Pertwee et al., 2010).

La investigacion reciente demuestra que las interacciones de los
endocannabinoides sobre otros sistemas son mas complejas de lo que se suponia en
un principio. Se ha comprobado en astrocitos y en ratones knock-out que algunos de
los efectos de la AEA no se producen a través de su accion sobre los recptores CB1 y
CB2 (Breivogel et al., 2001; Monory et al., 2002). Hoy sabemos que la AEA también
actlia sobre receptores de potencial transitorio de vanilloides tipo 1 (TRPV1), pudiendo
actuar como un “endovanilloide” (Di Marzo et al., 2001; Starowicz et al., 2012), y que
algunos de los efectos biol6gicos provocados por la AEA, incluyendo su efecto
antiinflamatorio, la regulacién de la conducta de ingesta y la analgesia, son debidos, al
menos en parte, a su accion directa sobre los receptores nucleares de la familia de
receptores activados por proliferador de peroxisomas (PPARs) (O‘Sullivan et al.,
2007).

El hecho de que los endocannabinoides sean sintetizados “a demanda” y no se
almacenen en vesiculas, hace que sus niveles sean bajos en todos los tejidos en los
gue se expresan. Ademas, los niveles de estos endoligandos varian en respuesta a
diferentes estimulos, en los distintos estadios del desarrollo y en diversas situaciones
patolégicas (Di Marzo et al., 2007). Aun asi, en humanos se ha detectado AEA en el
sistema nervioso central, en bazo, en corazoén, en testiculos, en Gtero y en células del
endotelio vascular (Felder et al., 1996; Randall, 2007). A pesar de su amplia
distribucion anatémica, su baja concentracion en fluidos corporales, plasma, suero y
liquido cefalorraquideo apoya la idea de que este endoligando actia localmente,
produciéndose cerca de sus lugares de accion. Su distribucion en cerebro, coincide de
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manera general con las areas de distribucibn del receptor CB1, siendo su
concentracion mayor en las areas en las que el CB1 es mas abundante (Felder et al.,
1996; Bisogno et al., 1999), exceptuando el talamo y el tronco del encéfalo, regiones
en las que se rompe este paralelismo. Algunos autores explican estas excepciones
proponiendo la existencia de otros endocannabinoides aun por identificar o acudiendo
a la diferencia en la eficacia de la activacion de los receptores segun la region cerebral

en la que se expresan (Breivogel et al., 1997).

2-ARAQUIDONOILGLICEROL (2-AG)

Este segundo endocannabinoide, formado por acido araquidénico y glicerol
unidos por un enlace tipo éster, es también sintetizado “a demanda” a partir de
precursores lipidicos de membrana como respuesta a una elevacion de las
concentraciones intracelulares de calcio. A pesar de su similitud quimica y funcional
con la AEA, el 2-AG difiere del primer endocannabinoide al mostrarse como agonista
total de los receptores CB1 y CB2. Esta capacidad de activacion de los receptores
cannabinoides unida al hecho de que en cerebro y en tejidos reproductivos presenta
una concentracion unas 200 veces mayor que la AEA, hace proponer a algunos
autores que este compuesto sea el verdadero agonista enddégeno de los receptores de
cannabinoides (Sugiura et al., 2006; Fonseca et al., 2010). Se sabe que también actta
sobre los receptores nucleares de la familia de PPARs, concretamente sobre el PPARy
(Du et al., 2011), pero se piensa, al contrario que la AEA, que no actia sobre el
TRPV1.

Se ha detectado la presencia de 2-AG en cerebro, intestino, pancreas, bazo,
higado, pulmon, rifion y corazéon (Mechoulam et al., 1995; Bisogno et al., 1999;

Sugiura et al., 2002; Pacher et al., 2006).



OTROS POSIBLES ENDOCANNABINOIDES

Incluimos en este apartado aquellas sustancias endégenas de caracteristicas
similares a los dos endocannabinoides ya comentados, que tienen capacidad de
unirse a los receptores de cannabinoides.

2-araquidonilgliceril éter (noladin eter)

Es un analogo del 2-AG que fue aislado por primera vez en extracto lipidico de
cerebro de cerdo (Hanus et al.,, 2001). Aunque su concentracion en cerebro es
demasiado baja para poder considerarlo como un verdadero ligando enddgeno (Oka et
al., 2003), su estructura quimica de éter, generalmente estable en vivo, le hace tener
mayor estabilidad que los dos principales endocannabinoides, ya que las amidas
(AEA) vy los ésteres (2-AG) son rapidamente hidrolizados en vivo (Mechoulam et al.,
1998). Aunque la mayoria de estudios indican que se une a CB1 y muy débilmente a
CB2 (Hanus et al., 2001), algunos estudios han mostrado que en cultivos de células
humanas puede actuar como agonista completo CB2 (Shoemaker et al., 2005) y que
inhibe la activacion del receptor p-opioide a través de su accion sobre el CB2
(Paldyova et al., 2008).

O-araquidonoiletanolamina (virodhamina)

El éster de acido araquidénico y etanolamina puede actuar como agonista
parcial CB1 y antagonista a dosis elevadas, y como agonista completo CB2 (Porter et
al., 2002). Se ha descrito su presencia en tejido cerebral, pero se cree que es
rapidamente transformado en AEA (Porter et al., 2002). Su presencia en tejidos
periféricos, especialmente donde se expresa CB2, es mas alta que la de AEA, lo que
apoya su papel como agonista completo CB2 (Porter et al., 2002). La virodhamina
relaja el tejido mesentérico de rata (Ho et al., 2004), y la arteria pulmonar en humanos
(Kozlowska et al., 2008) a través del probable receptor endotelial de cannabinoides,
activa el receptor nuclear PPARa (Sun et al.,, 2006) y el candidato a receptor de

cannabinoides GPR55 (Sharir et al., 2012).



N-araquidonoil dopamina (NADA)

Es un ligando endbégeno que puede actuar como endovanilloide o
endocannabinoide segun se una a TRPV1 o a CB1 respectivamente (Huang et al.,
2002; Bisogno et al., 2000). También se ha descrito que es capaz de activar el
receptor nuclear PPARy ( O‘Sullivan, 2007).

N-araquidonoil glicina (NAGIy)

Este lipoaminoacido fue sintetizado por primera vez como parte de los estudios
de estructura-actividad de compuestos que se unian a CB1 (Sheskin et al., 1997). Se
tiene constancia de la presencia de NAGIy en tejido cerebral, médula espinal, intestino,
rindn, sangre y piel (Huang et al., 2001). Se ha descrito su capacidad inhibitoria sobre
la actividad de la amidohidrolasa de acidos grasos (FAAH), principal encima
responsable de la degradacion de AEA, proponiéndolo como regulador fisiol6gico de
los niveles de AEA en los tejidos (Huang et al., 2001; Burstein et al., 2002; Grazia
Cascio et al., 2004). Estdn documentadas sus propiedades analgésicas (Huang et al.,
2001; Vuong et al., 2008; Barbara et al., 2009; Jeong et al., 2010) y antiinflamatorias
(Burstein et al., 2011), vasorrelajantes (Parmar et al., 2010), asi como su capacidad
para inhibir la funcién de los canales de calcio (Ross et al., 2009).

Cis-9,10-octadecanoamida (oleamida, ODA)

Esta amida de &acido graso fue aislada por primera vez de liquido
cefalorraquideo de gatos privados de suefio, por lo que en un primer momento se
pensd que era una sustancia con capacidad de inducir somnolencia (Cravatt et al.,
1995). Al igual que NAGIy, comparte con la AEA su principal enzima de degradacion,
por lo que podria modular la actividad de la AEA por efecto “séquito” (“entourage
effects”). Ademas se ha demostrado que actia como agonista completo de CB1

(Leggett et al., 2004).
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Figura 2. Principales endocannabinoides con sus férmulas  otros sistemas de
estructurales. Puede apreciarse el esqueleto de veinte carbonos
y los radicales correspondientes. neurotransmision y su

actuacion debe ser estrechamente controlada con mecanismos que permitan
sintetizarlos e inactivarlos rapidamente. Teniendo en cuenta su amplia distribucién en
el organismo y la variedad de tejidos en los que se expresan, es posible que existan
particularidades en su metabolismo dependientes del tipo celular sobre el que estén
actuando (Rakhshan et al., 2000). También conocemos estudios recientes en los que
se ha encontrado evidencia que rompe el consenso que establecia que los
endocannabinoides eran sintetizados “a demanda”, al encontrarse AEA en el interior
celular almacenada en adiposomas (Oddi et al., 2008). En este apartado
comentaremos los conocimientos actuales sobre el tema que nos atafie centrandonos
en los dos principales endocannabinoides, AEA y 2-AG, en tejido neuronal, que es

donde parece haber mayor acuerdo en la comunidad cientifica.

BIOSINTESIS

A dia de hoy no se ha descrito un mecanismo realmente eficiente que explique
la biosintesis de los principales endocannabinoides. La AEA se puede sintetizar a
partir de 4cido araquidénico (AA) y etanolamina gracias a la catalizacion enzimatica de
la amidohidrolasa de acidos grasos (FAAH) (Ueda et al., 1995). Esta via, sin embargo,

puede que no tenga relevancia fisioldgica pues necesita concentraciones demasiado



elevadas de los sustratos (Okamoto et al., 2007). Parece mucho mas probable que la
AEA se sintetice por hidrélisis de la fosfatidiletanolamina (PE), un fosfolipido
abundante en las membranas. Esta via se desarrolla en dos pasos. En primer lugar, el
O-araquidonoil fosfolipido transfiere un acido graso al grupo amino de la PE por accién
de la N-acil transferasa dependiente de calcio (NAT) para formar el precursor N-
araquidonoilfosfatidiletanolamina (N-ArPE). En segundo lugar se hidroliza N-ArPE,
liberAndose é&cido fosfatidico y AEA, por la accién catalitica de la NAPE-PLD, una
fosfolipasa D dependiente de calcio (Jin et al., 2007; Okamoto et al., 2007). La NAPE-
PLD es constitutivamente activa, por lo que la etapa limitante de esta sintesis debe ser
la primera. La AEA comparte esta ruta con la N-palmitoiletanolamina, la N-
oleoiletanolamina (OEA) y la N-estearoiletanolamina, N-aciletanolaminas con
propiedades cannabimiméticas analgésicas y antiinflamatorias, y su sintesis suele
realizarse conjuntamente con ellas (Dalle Carbonare et al.,, 2008). Esta ruta de
sintesis, aunque comunmente aceptada, tampoco parece ser muy eficiente ya que los
niveles del precursor N-ArPE encontrados en el cerebro son excesivamente bajos.

A partir del precursor N-ArPE, la AEA puede sintetizarse siguiendo otras dos
vias. Una consistiria en la hidrélisis del precursor por una fosfolipasa C para formar
fosfoAEA y su posterior desfosforilacion por fosfatasas (Liu et al., 2008) y la otra en
una doble desacilacion de N-ArPE por una hidrolasa (ABH4) (Simon et al., 2006) y la
posterior hidrdlisis del glicerofosfo N-ArPE para dar AEA y glicerol-P (Liu et al., 2008).

La biosintesis del 2-AG se produce a partir del diacilglicerol (DAG), un
mediador lipidico habitual en las células, por la accién de dos diacilglicerol lipasas
(DAGLa y DAGLB), enzimas localizadas en la membrana plasmatica y que son
estimuladas por el aumento de calcio intracelular (Bisogno, 2008). Recientemente se
ha sugerido que debe existir otra via de sintesis de 2-AG que seria responsable de

mantener los niveles basales de este mediador (Wettschureck et al., 2006).
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LIBERACION Y RECAPTACION

Una vez sintetizados en el interior de la célula, los endocannabinoides deben
salir al espacio extracelular para acoplarse a los receptores CB1 y CB2 presentes en
el exterior de la membrana plasmatica de las células sobre las que deben actuar, y
después de activar los receptores, deben pasar de nuevo al interior celular donde son
degradados por hidrélisis u oxidacién. Ambos procesos, liberacion y recaptacion,
debido a la naturaleza lipofilica de los endocannabinoides, pueden realizarse por
difusién pasiva. De este modo, la direccion que sigan los endocannabinoides, hacia el
exterior o hacia el interior celular, dependera de la concentracion de estas sustancias
en ambos espacios, ya que la difusion pasiva se realiza siempre a favor de gradiente,
y por consiguiente, la recaptacion dependerd de la actividad de las enzimas
responsables de su degradacién (Glaser et al., 2003; Kaczocha et al., 2006; Deutsch
et al.,, 2001). Recientemente han sido identificadas un tipo de proteinas intracelulares
encargadas de “secuestrar” a la AEA y transportarla a los diferentes compartimentos
celulares. Las AIBP (anandamide intracelular binding proteins) pueden participar en la
creacion del gradiente de concentracién necesario para la recaptacion de la AEA
retirandola del citosol y almacenandola en adiposomas (Kaczocha et al., 2009; Oddi et
al., 2009) donde pueden acumularse y degradarse, pues hay constancia de la
presencia de las enzimas que la degradan en estas estructuras intracelulares
(Maccarrone et al., 2010).

A pesar de lo comentado hasta ahora, la recaptacion de AEA es un proceso
que ocurre rapidamente, es dependiente de temperatura, saturable y con especificidad
por el sustrato, lo que apoya la existencia de una proteina de membrana encargada de
su transporte (Beltramo et al., 1997; Hillard et al.,, 1997). De hecho, la difusion
facilitada por un transportador especifico de membrana es el mecanismo comunmente
aceptado por la comunidad cientifica para explicar la recaptacion de
endocannabinoides. La EMT (endocannabinoids membrane transporter), aunque aun
no ha podido ser clonada, ha sido descrita y parcialmente caracterizada. Este
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transportador trabaja con los dos principales endocannabinoides, AEA y 2-AG,
facilitdndoles atravesar la membrana plasmatica en ambas direcciones, participando
asi tanto en su liberacion como en su recaptacion.

Recientemente, ha sido descrita otra proteina que podria participar en la
recaptacion de la AEA. Se trataria de una variable truncada una amido hidrolasa de
acidos grasos que se expresa en células neurales, la FAAH-1, que habria perdido su
capacidad para actuar como amidasa y a la que se ha denominado FLAT (FAAH-1 like
anandamide transporter) (Fu et al., 2012).

También se postula que los endocannabinoides podrian ser recaptados a
través de una endocitosis rapida tras su concentracion en balsas lipidicas (lipid rafts)
ricas en caveolina (Danise et al., 2007).

Aunque en el estudio del sistema endocannabinoide cuanto mas se avanza
mas evidente se hace su gran complejidad, esperamos que pronto se resuelvan las

dudas sobre los mecanismos responsables de su liberacion y recaptacion.

DEGRADACION

Los endocannabinoides una vez recaptados y en el interior de la célula, deben
ser degradados para que sus componentes puedan ser reutilizados en la sintesis de
nuevos endocannabinoides o transformados en metabolitos que puedan tener
actividad bioldgica interviniendo de esta forma en la homeostasis celular (Figura 3).

Una vez en el interior celular, la AEA es degradada por hidrélisis a etanolamida
y acido araquidonico por accién de una FAAH, la cual puede también hidrolizar el 2-
AG, la oleamida y otras amidas de acidos grasos (Labar y Michaux, 2007).
Recientemente se ha clonado otra enzima, la NAAA (N-Acylethanolamine-Hydrolizing
Acid Amidase), presente en lisosomas, que puede catalizar la misma reaccién que
FAAH aunque no presenta en su secuencia homologia con ella. Parece ser que NAAA

presenta una reactividad mas alta por PEA que por AEA (Tsuboi et al., 2007).
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El 2-AG es principalmente hidrolizado por la monoacilglicerol lipasa (MAGL) a
glicerol y &cido araquidonico. Los estudios han demostrado que en cerebro de raton,
aproximadamente un 85% del 2-AG es hidrolizado por accion de esta enzima
(Blankman et al., 2007; Saario et al., 2005). Aun asi, confirmando la complejidad del
sistema endocannabinoide, otras enzimas parecen estar involucradas en la catalisis
del 2-AG. Se ha encontrado evidencia in vitro de la participacion en este proceso de
dos proteinas integrales de membrana pertenecientes a la familia de las ABHD («, S,
hydrolase domain containing). Concretamente la ABHDs y la ABHD;2, con la zona
catalitica intra y extracelular respectivamente, participan en la hidrolisis del principal
endocannabinoide (Blankman el al., 2007; Navia-Paldanius et al., 2012).

El 4cido araquidonico obtenido por la hidrélisis de los endocannabinoides
puede constituirse en el sustrato de otras enzimas y transformarse en diversos
compuestos para cumplir multiples funciones bioldgicas. Ademas, la AEA y el 2-AG
pueden ser metabolizados por la accién de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y por diversas
lipooxigenasas (Kozak et al., 2002). Estos metabolitos oxidativos pueden realizar
diversas funciones biolégicas, complicando enormemente la comprension del
funcionamiento del intrincado sistema endocannabinoide. Se tiene constancia, por
ejemplo, de que algunos metabolitos oxidativos del 2-AG pueden inhibir la accion de
FAAH, controlando de este modo la degradacion de la AEA (Maccarrone et al., 2000;

van der Stelt et al., 2002).
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Fosfatidiletanolamina Fosfatidilinositol

N-Acetiltransferasa Fosfolipasa C
N-Araquidonilfosdatidiletanolamina Diacilglicerol
Fosfolipasa D Diacilglicerol lipasa
Anandamida 2-Araquidonil Glicerol
Amidohidrolasa de Acidos Grasos Monoacilglicerol Lipasa

Figura 3. Esquema simplicado de la biosintesis y degradacion de los principales
endocannabinoides.

1.1.3. Receptores de cannabinoides

DESCUBRIMIENTO

En los afios 70 se hablaba ya de la existencia de un sitio de union especifico
para cannabinoides que seria el responsable de los efectos mediados por el A°-
Tetrahidrocannabinol (THC), principal agente psicoactivo de la marihuana y el hachis.
Sin embargo, debido a las propiedades lipofilicas de los cannabinoides, se hacia dificil
su identificacion puesto que no se obtenia la suficiente resolucion mediante las
técnicas de unién ligando-receptor (Basavarajappa, 2007). El primer experimento que
demostré la existencia de estos sitios especificos de union para los agonistas

cannabinoides, mediante las mencionadas técnicas de unidon pero usando
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radioligandos mas potentes y menos lipofilicos (como el CP 55,940), fue llevado a
cabo por Harris y colaboradores en el afio 1978 (Harris et al.,, 1978). Durante un
tiempo se siguid 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
parea los anestésicos generales (Martin et al., 1976c¢). 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

caracterizacién genética y bioguimica de dichos receptores.

CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y MOLECULAR

En 1990 se consiguié la clonacion del receptor CB1 a partir de una “biblioteca”
de cADN de cértex 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) y algo después en ratén (Akinshola et al., 1999). Han
sido obtenidas dos variantes de este receptor CB1 mediante procesamiento post-
transcripcional alternativo (“splicing” alternativo), el CB1a, (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 de bazo de rata (Munro et al.,
1993). En 1999 se describidé un grupo de tres nuevos receptores acoplados a proteina
G (Sawzdargo et al., 1999), de entre los cuales, el GPR55 parece que se segun ciertos
autores, podria ser considerado como un tercer receptor cannabinoide implicado en el
incremento del calcio intracelular, ya que es activado por agonistas cannabinoides y
blogueado por sus antagonistas (Lauckner et al., 2008; Pertwee, 2007; Ryberg et al.,

2007).
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Revisaremos a continuacién las principales caracteristicas moleculares de los

dos principales receptores cannabinoides:

Receptor CB1

La ubicacién genética del locus para este receptor en humanos esta en el
cromosoma 6, concretamente en la posicion 6ql4-6ql5. Esta constituido por 472
(humanos)-473 (ratas/ratones) aminoacidos, siendo la homologia entre el hombre y la
rata considerablemente elevada (93% en la secuencia nucleétidica y 98% en la
secuencia polipeptidica) (Gerard et al., 1991). Todos los receptores cannabinoides
estan asociados a proteinas G y presentan 7 dominios transmembrana hidrofébicos, si
bien se predice mediante métodos biofisicos y de modelizacibn computacional que
puede haber una octava hélice citoplasmatica (Figura 4) (Choi et al., 2005). En el caso
que nos ocupa, el del receptor CB1, se sabe que el dominio N-terminal, situado en la
cara extracitoplasmatica, presenta glicosilacién sobre la aspargina, y que el dominio
intracelular C-terminal interacciona con las proteinas G y es importante en los
procesos de adaptacion y desensibilizacion del receptor (Bossong et al., 2008).
También ha sido descubierto que a la altura del tercer bucle intracelular es donde el

receptor cannabinode podria interaccionar con las proteinas Gi/o (Howlett et al., 1998).

Receptor CB2

Este receptor tiene su representaciéon génica a nivel del cromosoma 1 (en
humanos), concretamente en el area 1p35-1p36. Presenta una homologia del 44% con
respecto al receptor CB1 aunque en los dominios transmembrana alcanza el 68%
(Matsuda, 1997). En el caso de la homologia entre el receptor CB2 humano y de rata,
se encuentra una mayor divergencia que en el caso del CB1: comparten el 81% de los
aminoacidos (Figura 4) (Mukherjee et al., 2004). Su estructura tridimensional responde

a la superfamilia de los receptores acoplados a proteinas G, al igual que CB1.
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cB2

Extracelular

Figura 4. Representacion esquematica de los receptores CB1 y CB2. Los receptores tienen siete
segmentos transmembrana. (Circulos negros) Aminoacidos comunes a los dos receptores; (circulos vacios)
aminodcidos diferentes; (y) sitios consenso de glicosilacién. (el, e2, e3) son asas extracelulares; (i1, i2,

i3) son asas intracelulares

DISTRIBUCION ANATOMICA

El receptor CB1 se expresa principalmente a nivel del sistema nervioso central,
mientras que el CB2 lo hace en células y tejidos relacionados con el sistema inmune.
Dicha caracterizacién 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 el hombre (Westlake et al., 1994). No obstante, parece ser
gue en el sistema nervioso central también hay presencia de receptores CB2, aunque
de manera mucho mas restringida (Brusco, Tagliaferro, Saez, & Onaivi, 2008; den

Boon et al., 2012; Van Sickle et al., 2005; Zhang et al., 2014).

Los primeros estudios que permitieron mapear la distribucion del receptor CB1
en el sistema nervioso central se realizaron utilizando técnicas de autorradiografia,

usando el *H-CP 55,940 como ligando radiactivo (Figura 5) (Herkenham et al., 1990;
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Herkenham et al., 1991). Ademas de este ligando, posteriormente se han utilizado
otros como el SR141716A (Terranova et al.,, 1996), obteniéndose resultados muy
similares. Dichos estudios autorradiogréaficos 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 palido,

ndcleo entopeduncular y SN pars reticulata), capa molecular del cerebelo, hipocampo
(capa molecular del giro dentado y regién CA3 del asta de amon) y capas | y VI de la

corteza.

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

-Nivel de expresién baja: En el hipotalamo (area predptica, hipotalamo lateral y

ndcleos paraventricular y ventromedial), tronco cerebral y médula espinal.

Ademés de en tejido nervioso central, el receptor CB1 ha sido detectado en
tejidos periféricos. Asi, este receptor puede hallarse en adenohipdfisis (Gonzalez et al.,
1999), bazo, amigdalas, higado, corazon, Uutero, ovario, proéstata, 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). También han sido encontrados receptores CB1
en algunos terminales nerviosos periféricos a nivel presinaptico (Galiegue et al., 1995;
Ishac et al., 1996), en la retina (Porcella et al., 2000) e incluso en otro tipo de células
nerviosas: astrocitos, oligodendrocitos y microglia (Cabral et al., 2001; Molina-Holgado
et al., 2002; Sanchez et al., 1998). Se sabe, ademas, por medio de técnicas
inmunohistoquimicas que la localizacion neuronal del receptor CB1 puede ser tanto en
somas como en dendritas y axones (Tsou et al., 1998). Estaria ubicado sobre todo a
nivel presinaptico (Irving et al., 2000), aunque algunos estudios electrofisiol6gicos

sugieren también una localizacion postsinaptica (Ronesiy Lovinger, 2005).
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Mediante experimentos de hibridacién in situ que detectaban la presencia de
ARNmM para el receptor CB1, se vio que habia una gran correlacion neuroanatémica
con los lugares en los que se habia detectado presencia del receptor usando técnicas
autoradiogréficas (Herkenham et al., 1991; Mailleux y Vanderhaeghen, 1992; Matsuda
et al.,, 1993). Sin embargo, algunos estudios arrojaron ciertas discrepancias a este
respecto, pues en areas como la habénula, el nucleo subtalamico medial o la SN,
podian encontrarse desiguales proporciones de ARNm de CB1 y presencia del
receptor. Esto pudo justificarse al considerar que los receptores CB1 podian aparecer
en los terminales axénicos mientras que la maquinaria para su sintesis se encuentra, a

priori, en el soma neural, estando ambas regiones alejadas (Herkenham et al., 1991).

Los receptores CB2 se localizan fundamentalmente en bazo, las amigdalas,
nédulos linfaticos, microglia, placas de Peyer y diferentes células del sistema inmune
(principalmente en linfocitos B, aunque también en monocitos y linfocitos T) (Galiegue
et al.,, 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, nlcleos paratroclear, paralemniscal, rojo y pontinos, coliculo inferior y
region parvocelular del nucleo
vestibular medial (Akinshola et al.,

1999; Gong et al., 2006).

Figura 5. Distribucion de los receptores CB1 en seccién sagital del cerebro de la rata, identificada
mediante autorradiografia con el ligando radioactivo CP-55940 (ligando de alta afinidad): Cb =
cerebelo; CbN = nucleo cerebela profundo; cc = cuerpo calloso; EP = nucleo entopeduncular; fi = fimbria
hipocampo; Fr = cortex frontal; FrPaM = cortex frontoparietal area motora; GP = globo palido; Hi =
hipocampo; IC = coliculo inferior; LP = tadlamo lateral posterior; Me = nlcleo amigdalino medial; PO
cértex olfativo primario; PCRt = ndcleo reticular parvocelular; SNR = substantia nigra reticulada; Tu =
tubérculo olfatorio; VP = tAlamo ventroposterior. Foto del Dr Miles Herkenham, National Institute of Mental
Health, EE.UU.



CORRELACION FUNCIONAL

Existe una marcada correlacion entre los lugares en los que se expresan los
receptores CB1 y CB2 y los efectos farmacolégicos de los cannabinoides. A

continuacién explicaremos esta afirmacién segun la regién anatémica considerada:

-Hipocampo vy corteza cerebral: La presencia de receptores CB1 a este nivel

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 aqui

explicaria los efectos sobre la actividad motora (Glass y Felder, 1997; Tsou et al.,
1998). Son varios los sistemas de neurotransmisiébn sobre los que el sistema
endocannabinoide podria ejercer dicha regulacion sobre la locomocion: el GABAérgico
(Romero et al., 1998b), el dopaminérgico (Fernandez-Ruiz et al., 2002; Fernandez-

Ruiz y Gonzales, 2005), etc.

-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 acciébn 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).

-Hipotalamo e hipdfisis: A pesar de la escasez de receptores CB1 a este nivel,

la aparicién de los mismos justificaria porqué los agonistas cannabinoides controlan la
ingesta de comida, el vémito, la temperatura corporal y las funciones neuroendocrinas

(Rodriguez de Fonseca et al., 1999).

-Sustancia gris periacueductal, nucleos talamicos, tallo cerebral y médula

espinal (asta dorsal, regidon lumbar): A este nivel tan heterogéneo, el sistema

cannabinoide mediaria su accion analgésica (Hohmann et al., 1999).
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-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). Este tema se desarrollard con mas amplitud

en el apartado sobre cannabinoides y sistema inmune.

OTROS RECEPTORES DE CANNABINOIDES

A pesar de que actualmente sigue sin haber consenso sobre el supuesto tercer
receptor de cannabinoides, existe amplia evidencia cientifica de que los
endocannabinoides ejercen acciones sobre otros receptores distintos al CB1 y al CB2,
aungue no sean sus principales ligandos. Asi, se descubrié que la AEA era capaz de
unirse a un tipo de canal catiénico activado por capsaicina, el receptor vanilloide
VR1/TRPV1 (Sagar et al., 2004; Zygmunt et al., 1999), aumentando la entrada de
calcio en la célula (Olah et al., 2001). También se sabe que la AEA puede bloguear un
subtipo de canal de potasio, el TASK-1 (Maingret et al., 2001) y que el 2-AG puede

activar los receptores nucleares PPARs (Du et al., 2011).

La probabilidad de que existan nuevos receptores, cuyos principales ligandos
sean cannabinoides, es alta si consideramos que se ha observado que animales
carentes de receptores CB1l (knockout) poseen sitios de fijacion con perfil
cannabinomimético que no son CB1 ni CB2 (Breivogel et al., 2001). En experimentos
similares con knockout se ha encontrado que los efectos de la AEA sobre la
vasodilatacion de la arteria mesentérica eran inhibidos por el antagonista SR141716A
(Di Marzo et al., 2001). Ademas, se ha visto en diferentes areas cerebrales que los
receptores cannabinoides presentan distintos niveles de actividad, lo cual podria
sugerir la existencia de diferentes subtipos (Breivogel et al., 1997). También se ha
sugerido la presencia de un nuevo receptor sensible a la accion de los cannabinoides

a nivel de la transmision glutamatérgica del hipocampo (Hajos et al., 2001). Como ya
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se ha mencionado anteriormente, se ha clonado un nuevo tipo de receptor acoplado a
proteina G, el GPR55, que presenta afinidad por cannabinoides (Brown, 2007; Hiley y
Kaup, 2007; Johns et al., 2007; Ledent et al., 1999; Pertwee, 2007; Ryberg et al.,
2007) al cual, debido a la gran atencion que ha levantado entre los investigadores de
este campo y a que es un elemento central en las investigaciones de esta tesis,

dedicamos un apartado en exclusiva.

RECEPTOR GPR55

En 1999 se aisl6 por primera vez éste receptor en muestras de cerebro
humano (Sawzdargo et al., 1999) encontrandose ampliamente expresado en estriado,
caudado y putamen. En este mismo estudio se identific6 el gen que codifica esta
proteina en el brazo largo del cromosoma 2, concretamente en la posicion 2q37. El
receptor GPR55 es una proteina de 319 aminoacidos perteneciente a la superfamilia
de receptores acoplados a proteina G con 7 regiones transmembrana, cuya secuencia
aminoacidica presenta la mayor homologia con el receptor purinérgico P2Y5 (29%),
con los receptores pseudopurinérgicos GPR23 (30%) y GPR35 (27%), y con el
receptor de quimioquinas CCR4 (23%). En cuanto a su origen filogenético, los dltimos
estudios sugieren su origen en los cordados primitivos, ya que se han encontrado
ortélogos en el pez globo, pez cebra, marsupiales, raton, rata, perro, vaca y chimpancé

(Baker et al., 2006; Ryberg et al., 2007; McPartland et al., 2007).

Diversos estudios con PCR han mostrado la presencia de la molécula de
ARNmM que codifica la secuencia de aminoacidos del GPR55 en multiples tejidos. Asi,
ademas de expresarse ampliamente en tejido cerebral, se tiene constancia de su
expresion en glandulas adrenales, intestino delgado, bazo, pulmoén, corazén, musculo
esquelético, higado, pancreas, utero, vejiga, esofago, estbmago, rifién, tejido adiposo,

placenta y médula 6sea (Howlett et al., 2002; Ryberg et al., 2007). En el sistema
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nervioso se expresa, en orden decreciente, en corteza frontal, estriado (putamen,
caudado y NAcc), hipotalamo, tallo cerebral, hipocampo, cerebelo y espina dorsal
(Sawzdargo et al., 1999; Brown y Wise, 2001; Ryberg et al., 2007; Staton et al., 2008;
Pietr et al., 2009). Ryberg y sus colaboradores, basdndose en que los niveles de
expresion del mensajero de GPR55 en el cuerpo estriado, en hipotalamo y en el tallo
cerebral son comparables a los niveles de expresion del mensajero de CB1, sugieren
un papel importante de esta proteina en aquellos procesos en los que estos ndcleos
cerebrales tengan una implicacion central. Esto aporta mayor fundamento a nuestras
investigaciones, ya que el estriado es un nucleo clave para explicar las bases neurales

de las conductas relacionadas con la adiccion.

Debido a su presencia practicamente ubicua en las distintas regiones
cerebrales, y al alto nivel de expresion de sus principales componentes (el receptor
CBL1 es el receptor acoplado a proteina G mas abundante en el cerebro), desde hace
algunos afos existe amplio consenso en considerar al sintema endocannabinoide
como el principal sistema de neuromodulacion cerebral. Los estudios utilizando
técnicas de bloqueo farmacolégico y animales knockout, demostraron que los
receptores CB1 y CB2 no explican todos los efectos que provocan los
endocannabinoides, los fitocannabinoides y sus analogos sintéticos, y que debe existir,
al menos, un tercer receptor de cannabinoides (Mackie y Stella, 2006; Brown, 2007).
Los usos potenciales que se derivasen de la identificacion de este tercer receptor de
cannabinoides llevaron a la industria farmaceutica, concretamente a AstraZeneca y a
GlaxoSmithKline, a afirmar en 2006, que el GPR55 era la molécula buscada (Baker et
al., 2006). Sin embargo, la evidencia cientifica nos muestra una realidad mucho més
compleja que indica que el GPR55 tiene una estrecha relacion, y a varios niveles, con
el sistema cannabinoide, pero no tan clara y exclusiva como para considerarlo el tercer

receptor de este sistema.
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Considerar los endocannabinoides como ligandos del GPR55 es un asunto
controvertido. Diversos estudios analizando como efecto de la activacion de este
receptor la fosforilacion de ERK o el aumento del calcio intracelular, han llegado a
distintas conclusiones. Asi, en algunos la conclusién es que ni la AEA ni el 2-AG tienen
la capacidad de activar el receptor (Oka et al., 2009), en otros se concluye que ambos
endocannabinoides se comportan como potentes agonistas del GPR55 (Ryberg et al.,
2007) en otros que la AEA si actia como agonista mientras que el 2-AG no tiene
efecto sobre éste receptor (Lauckner et al., 2008) y en otros que la virodhamina y la

AEA pueden actuar sobre el GPR55 como agonistas parciales (Sharir et al., 2012).

En cuanto a los efectos que provocan sobre el GPR55 los fitocannabinoides y
sus analogos sintéticos también existe controversia. Hay estudios que concluyen que
el THC actia como agonista del GPR55 (Ryberg et al., 2007; Lauckner et al., 2008),
mientras que en otros no se encuentra que cause ningun efecto (Oka et al., 2007).
Con el CBD, otro de los principales componentes de la marihuana aunque con baja
afinidad por los receptores CB1, parece que hay mayor consenso sobre su condicion
de antagonista del GPR55 (Ryberg et al., 2007; Ross 2009). Sin embargo, su analogo
sintético, el O-1602, parece actuar como agonista de este receptor (Ryberg et al.,
2007; Johns et al., 2007; Waldeck-Weiermair et al., 2008; Oka et al., 2009). Al estudiar
como influye el CBD-an6malo en nuestro receptor, volvemos a encontrar resultados
dispares, estudios que lo caracterizan como agonista (Ryberg et al., 2007; Johns et al.,
2007) y otros que no encuentran que cause ningun efecto (Lauckner et al., 2008). Hay
investigadores que han llegado a considerar al GPR55 como un receptor
“anticannabinoide” al encontrar que agonistas de los receptores de cannabinoides,
como el CBD y el CP 55,940, actian sobre él como antagonistas, y que antagonistas
de los receptores de cannabinoides, como en Rimonabant y el AM251, atian como
agonistas del GPR55 (Kapur et al., 2009; Henstridge et al., 2009, 2010; Milligan 2011),

pero existen estudios en los que encuentran que el CP 55,940 actia como agonista
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parcial (Kapur et al., 2009) y otros en donde el Rimonabant actla como antagonista a
concentraciones bajas (Lauckner et al., 2008). Por ultimo comentaremos que el
cannabinoide sintético WIN 55,212-2, un potente agonista de los receptores de
cannabinoides, no parece actuar sobre el GPR55 (Ryberg et al., 2007; Lauckner et al.,

2008).

Debemos tener en cuenta que los estudios sobre la farmacologia del receptor
GPR55 se encuentran aun en una fase incipiente y que la mayoria han sido realizados
sobre cultivos celulares. Los resultados dispares pueden atribuirse a los distintos
métodos usados para evaluar la actividad de los compuestos sobre el receptor y a
que, probablemente, sean distintos dependiendo del ligando, de su concentracion y del

tejido en el que se exprese.

Poco después de que la industria farmacéutica lo considerase como el tercer
receptor de cannabinoides, Oka y colaboradores demostraron que el auténtico
receptor endoégeno del GPR55 es el lisofosfatidilinositol (LPI) (Oka et al., 2007), y dos
aflos mas tarde, que de todas las combinaciones lipidicas que pueden formar el LPI, la
gue actla como el agonista mas potente del GPR55 es su isoforma 2-araquidonoil-LPI
(Oka et al.,, 2009). Desde entonces, todos los estudios que han utilizado este
fosfolipido han encontrado que actlia como potente agonista del GPR55, confirmando
los postulados de Oka (Pertwee et al., 2010). Esto, por supuesto, no invalida los
estudios en los que diversas sustancias cannabinoides actian como agonistas o
antagonistas del GPR55, sino que, por el contrario, afiade un nuevo punto de conexién
de este receptor con el sistema endocannabinoide, ya que, el LPI, aunque no ejerce
ningun efecto sobre CB1 ni sobre CB2, mantiene una estrecha relacién metabdlica con
el agonista endocannabinoide més ampliamente distribuido en el sistema nervioso
central, el 2-AG. Concretamente, existe evidencia cientifica de que el 2-araquidonoil-

LPI puede ser degradado a 2-AG por la fosfolipasa C (PLC), y se postula que esta
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reaccién también puede darse en sentido inverso aunque se desconoce la enzima

responsable (Pineiro y Falasca, 2012).

En cuanto a las cascadas de eventos moleculares que se producen como
resultado de la activaciébn del GPR55, tampoco parece facil encontrar una opinién
unanime. Hay evidencia de acoplamiento del GPR55 a proteina Gqi3 que activa la via
de sefializacion que involucra a RhoA y ROCK vy a la fosfolipasa C para formar inositol
trifosfato (IPs) y liberar Ca?" de los almacenes intracelulares (Ryberg et al., 2007;
Henstridge et al., 2009; Balenga et al., 2011; Brown et al., 2011) , pero en otros
estudios se ha encontrado acoplamiento del GPR55 a proteina Guiy @ Gug
involucrando también a una fosfolipasa C especifica para fosfatidilinositol vy
provocando igualmente una elevacion del calcio intracelular (Lauckner et al., 2008).
También hay evidencia de que en pasos posteriores de la cascada de sefializacion
intracelular se provoca la fosforilacion de ERK (Oka et al., 2007; Pietr et al., 2009;
Henstridge et al., 2010; Pifieiro et al., 2011) y la activacién de la MAPK p38 (Oka et al.,
2010). De cualquier manera, la elevacion de Ca?* intracelular que provoca la activacion
del receptor GPR55 en las neuronas en las que se expresa, parece provocar la
liberacion de neurotransmisores (Sylantyev, Jensen, Ross, & Rusakov, 2013), lo que
es especialmente relevante para nuestras investigaciones, teniendo en cuenta su
estrecha relacién con el sistema endocannabinoide, cuyos receptores, al activarse,
provocan el efecto contrario, es decir, la inhibicién de la neurotransmisién. Todo esto
afiade mayor fundamento para investigar la evolucién conjunta de los receptores CB1

y GPR55 en nuestros experimentos.

MECANISMOS INTRACELULARES DE TRANSDUCCION
Puede afirmarse de manera general que los receptores cannabinoides pueden
actuar a tres niveles diferentes tras su activacion por un ligando selectivo: a través de

la interaccion de la proteina G con diferentes elementos intracelulares, principalmente
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la adenilato ciclasa (AC), mediante regulacién de canales iGnicos o por actuacion

sobre diferentes enzimas intracelulares de manera independiente de la proteina G.

Modulacion de la Adenilato Ciclasa

Los receptores cannabinoides estan asociados a proteinas G, en la mayoria de los
casos a los subtipos Gi/o de tipo inhibitorio (Prather et al., 2000), aunque también se
ha descrito acoplamiento con la forma excitatoria Gs (Childers et al., 1993; Slipetz et
al., 1995). De esta asociacion se deriva toda una inmensa reaccion en cascada sobre
diferentes efectores. Uno de ellos seria el efecto de la proteina G sobre la AC (Felder
et al., 1995; Pacheco et al., 1991). Se piensa que es la subunidad a de la proteina G la
gque se encarga de iniciar la sefal intracelular ademas de mediar la accién sobre la AC
(Sunahara et al., 1996), mientras que el dimero By actuaria sobre otros efectores tales
como los canales i6nicos o la cascada que activa genes de expresion temprana
(Patton et al., 2004). Los sutipos Gi/o se encargan de inhibir la AC, lo que acaba
produciendo una disminucién en los niveles de Adenosin Monofosfato Ciclico (AMPc)
intracelular. Por el contrario, el subtipo Gs estimula a la AC (Bonhaus et al., 1998;
Glass y Felder, 1997), incrementandose con ello los niveles de AMPc (Glass y Felder,

1997).

Actuacién sobre Canales I6nicos

Solamente el receptor cannabinoide CB1, no el CB2, es capaz de modificar el
estado de los canales i6nicos de calcio y potasio, (Felder et al., 1995). La actuacion
sobre los canales de calcio (en los tipos N- y P/Q-) se produce en asociacion con el
dimero By (de los subtipos Gi/o) a nivel presinaptico, lo que perjudica la liberacién de
neurotransmisores desde este terminal (Felder et al., 1993; Kreitzer y Malenka, 2007,
Mackie y Hille, 1992). En cuanto a los canales de potasio, se sabe que los
cannabinoides pueden aumentar su conductancia, tanto por mecanismos ligados a

proteinas G como por actuacion directa sobre el canal de potasio tipo A (Heyser et al.,
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1993; Mackie et al., 1995). Mas recientemente, se ha observado que la liberacién de
endocannabinoides puede hiperpolarizar la membrana neuronal a través de un
aumento de la conductancia al ion ClI" y que este fendmeno dependeria de la

activacion del receptor CB2 (den Boon et al., 2012).

Produccion de Acido Araquiddnico

El sistema cannabinoide puede activar otras rutas de accion intracelular, como
por ejemplo la movilizacién de acido araquidonico, bien por mediacion de las proteinas
G o bien a través de la actuacion de la fosfolipasa A2 o de la fosfolipasa D (Dalterio et
al., 1978), a través de la activacion del receptor CB1l. Este &cido araquidénico
desencadenaria toda una cascada de reacciones (Hunter y Burstein, 1997): Formacién
de tromboxanos, prostaglandina E2, activacibn de enzimas, canales idnicos,

receptores, etc.

Activacion de diferentes Kinasas

Tanto el receptor CB1 como el CB2 pueden actuar sobre diferentes tipos de
kinasas activadas por mitégenos (MAPK, tipos p38/42/44), presumiblemente a través
de las subunidades By de la proteina G (Rinaldi-Carmona et al., 1998). El receptor
cannabinoide puede activar también la via de las kinasas PKB/Akt (Gomez del Pulgar
et al., 2000; Liebmann, 2001). Se ha descrito que estas vias de transduccion son muy
importantes ya que ejercerian un control sobre el crecimiento, la supervivencia y la

transformacion de células normales en cancerosas (Vivanco y Sawyers, 2002).

Accidén sobre la Ceramida

Independientemente de la influencia de las proteinas G, el receptor
cannabinoide puede también acoplarse a una esfingomielinasa a través de la proteina
adaptadora FAN. Esta enzima romperia la esfingomielina formando ceramida

(Sanchez et al., 2001). También ha sido visto en neurogliomas humanos que la

28



formacion de ceramida puede conseguirse por el incremento en la sintesis de
ciclooxigenasa (COX-2) a través de la accion cannabinoide (Campbell et al., 2001;

Hinz et al., 2004).

Sintesis de Oxido Nitrico

Los cannabinoides pueden aumentar la expresion del oxido nitrico (NO) a
través de la activacién de la 6xido nitrico sintasa constitutiva (cNOS) (Fimiani et al.,
1999). EI NO formado podria actuar como neurotransmisor retrogrado, en la relajacion
de la musculatura lisa de los vasos sanguineos, en la plasticidad sinaptica o en la
morfogénesis neuronal. También se ha visto que los cannabinoides pueden atenuar la
induccién de iINOS (subtipo inducible de la NOS) ejercida por estimulos inflamatorios,
lo que podria atribuir un papel antiinflamatorio a estas sustancias. A este respecto se
ha demostrado que la AEA inhibe la producciébn de ON inducido por citoquinas
(Mbvundula et al., 2005).

Control de la Expresién Génica y de Otros Efectores

Todas las vias descritas anteriormente pueden tener como resultado final la
modulacion de diferentes factores de transcripcibn y, consecuentemente, la
expresion/inhibicion de determinados genes. Asi, se sabe que los agonistas
cannabinoides en su unién a los receptores CB1 y CB2 pueden controlar la expresion
de algunos genes como Krox-24, Krox-20 y Jun-B por una via independiente de AC
(Rinaldi-Carmona et al., 1998), quiza mediada por fosforilacion de la ruta de las MAPK
(Rinaldi-Carmona et al., 1998). Otros factores de transcripcibn que pueden ser
modulados por la acciéon de las kinasas son: CREB /ATF, Fos y NFkB (Kaminski,
1998). Ciertos estudios indican ademas que el THC incrementa la produccién de
Factor de Crecimiento Nervioso (NGF) en un rango nanomolar. También se ha visto
gue el cannabidiol es capaz de ejercer un efecto antiapoptético, antioxidativo y
neuroprotector, inactivando a la caspasa 3 y a diferentes especies reactivas de

oxigeno (luvone et al., 2004).
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Otras acciones intracelulares descritas hasta la fecha por el sistema
endocannabinoide son la supresion de la liberacion de citoquinas (IL-1 y TNFa)
(Kaplan et al., 2003) y quemoquinas CXCL10, CCL2 y CCL5 (en astrocitos) (Sheng et
al., 2005), la inhibicion de NFkB (Sancho et al., 2003) y la facilitacion en la liberacion
de elementos antiinflamatorios como las citoquinas IL-4, IL-10 (Klein et al., 2000), IL-6
(Molina-Holgado et al., 1998) e IL-lra (Molina-Holgado et al., 2003). Asimismo,
recientemente se ha observado que el THC es capaz de modular la via de
PI3K/Ak/GSK-3 (Ozaita et al., 2007), asi como la via de la diana mecanistica de la
rapamicina (mTOR), afectando asi a procesos clave de la sintesis de proteinas y la
plasticidad sinaptica (Puighermanal et al., 2013; Puighermanal, Marsicano, Busquets-

garcia, Lutz, & Maldonado, 2009).

1.1.4. Cannabinoides y sistema inmune

Las estrechas conexiones entre el sistema inmune y el sistema
endocannabinoide se conocen desde la descripcion en 1993 del segundo receptor de
cannabinoides, el CB2, cuando se vio que tenia amplia expresion en muchas de las
lineas celulares que lo componen, especialmente en linfocitos B y macréfagos (Munro
et al., 1993; Cabral et al., 2008). Hoy sabemos que el que se consideré el receptor de
cannabinoides del sistema nervioso central, el CB1, también se expresa en células del
sistema inmune, y que algunas de ellas, al igual que la microglia, sintetizan los dos
principales endocannabinodes, la AEA y el 2-AG (Salzet et al., 2000).

A pesar de la cantidad de estudios cientificos que han abordado el tema, las
relaciones entre el sistema endocannabinoide y el sistema inmune estan lejos de ser
completamente dilucidadas, ya que ambos sistemas encierran una enorme
complejidad. Para hacernos una idea de la complejidad de estos estudios,
comentaremos que la expresion de los receptores de cannabinoides en la superficie
de las células inmunes depende del grado de activacion de estas (Carlisle et al., 2002)

y que los efectos que los cannabinoides ejercen sobre las células del sistema inmune
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presentan, en muchas ocasiones, un marcado efecto bifasico, pudiendo actuar en
funcion de su concentracion en un sentido o en el contrario (Croxford y Yamamura,
2005).

Hay constancia de la produccién de AEA en células del sistema inmune, donde,
al igual que ocurre en las neuronas, presenta mayor afinidad por el receptor CB1 que
por el CB2 (Yang et al., 1999; Croxford y Yamamura, 2005). Por el contrario, el 2-AG,
que es expresado en mayor cantidad que la anadamida, en células inmunes muestra
mayor afinidad por el receptor CB2 que por el CB1, y se piensa que a través de su
acoplamiento a CB2 puede estimular la respuesta quimiotatica de las células gliales
(Cabral et al., 2008). Ademas de endocannabinoides, las células del sistema inmune
también sintetizan moléculas cannabimiméticas. Asi, se tiene constancia de que en
procesos inflamatorios, las células inmunes producen palmitoiletanolamida (PEA),
inhibiendo a los mastocitos y regulando a la baja la produccion de factores
proinflamatorios. Se cree que en este efecto esta implicado el receptor CB2, aunque
de manera indirecta ya que PAE no se une a ninguno de los receptores de
cannabinoides (Facci et al., 1995; Calignano et al., 1998).

Resumimos a continuacion los efectos que los cannabinoides producen en
funcién de de la linea celular del sistema inmune sobre la que actuen:

- Linfocitos T: Los cannabinoides afectan al nimero y a la proliferaciéon de los
linfocitos T, a la produccién de citoquinas especificas de los linfocitos T
colaboradores 1y 2 y a la secrecién del factor de crecimiento transformante
B (TGF-B) (Croxford y Yamamura, 2005). Los linfocitos T citotoxicos (CD8+)
parecen ser mas sensibles a los cannabinoides que los linfocitos T
colaboradores (CD4+). Los cannabinoides afectan a su capacidad citotoxica
sin influir, aparentemente, sobre su unién con las células objetivo (Fischer-
Stenger et al.,, 1992). En cuanto a su accion sobre los linfocitos T
colaboradores, sabemos que alteran el balance entre sus dos tipos

principales, reducen los del tipo 1 (Thl) y aumentan los del tipo 2 (Th2),
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participando los dos tipos de receptores de cannabinoides, CB1 y CB2, en
la creacion de este sesgo (Yuan et al., 2002). También se ha demostrado
que la AEA, en una concentracién similar a la que regula la respuesta
neuronal, produce una inhibicién dosis dependiente de la proliferacion de
linfocitos T inducida por mitdbgenos (Schwarz et al., 1994) y que el 2-AG
tiene un fuerte efecto modulador de esta proliferacion en esplenocitos,
aumentandola en condiciones de alta concentracion celular y
disminuyéndola cuando la concentracion celular es baja (Lee et al., 1995).
Linfocitos B: Se ha comprobado que los cannabinoides pueden afectar al
namero, a la proliferacion, a la migracion, a la produccion de
inmunoglobulinas o al cambio de isotipos de linfocitos B (Croxford y
Yamamura, 2005). Los receptores CB2 parecen estar implicados en los
cambios que provocan los cannabinoides sobre su migracién y
diferenciacion (Jorda et al., 2002; Ziring et al., 2006). Los cannabinoides
pueden actuar diferencialmente sobre su proliferacion, con un efecto
bifasico similar al que vimos que provocaba sobre los linfocitos T, actuando
a dosis bajas como inductores de su proliferacion y como inhibidores a
dosis elevadas (Croxford y Yamamura, 2005). También se ha demostrado
el papel de los receptores de cannabinoides en el cambio de
inmunoglobulina M (IgM) a inmunoglobulina E (IgE) (Agudelo et al., 2008).
Ademas de sus efectos directos sobre esta poblacién leucocitaria, los
cannabinoides pueden jugar un papel positivo en su movilizacion durante la
respuesta inmune, indirectamente a través de sus acciones sobre los
macroéfagos y sobre los linfocitos T, necesarios para activar a los linfocitos B
(Croxford y Yamamura, 2005).

Natural Killer: varios estudios en animales muestran que su proliferacion y
su citotoxicidad puede verse afectada por tratamientos con cannabinoides,
y que en este efecto estan involucrados los receptores CB1 y CB2. Sin
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embargo, en humanos, las funciones de este tipo de células no parecen
verse afectadas significativamente por los cannabinoides (Massi et al.,
2006).

Macrofagos: Como en otras células inmunes, la relacion de los
cannabinoides y los macrofagos es bidireccional. El patrén de expresion de
CB2 depende de su estado de activacion, siendo maxima en los estados
mas activados y minima en los menos activados. Los cannabinoides
afectaran de manera coherente a esta “ventana de activacion”, a sus
propiedades de procesamiento y presentacion de antigenos, a su
capacidad quimiotactica y a su capacidad fagocitica (Klein y Cabral, 2006).
Ademas, los macrofagos sintetizan AEA y 2-AG, pudiendo modular la
respuesta inmune y la diferenciacion celular (Ross et al., 2000; Massi et al.,
2006).

Neutrdéfilos: Los receptores de cannabinoides pueden ser expresados por
los neutréfilos (Galiegue et al., 1995). Sin embargo, no parece que los
receptores de cannabinoides intervengan en el potente efecto inhibidor que
sobre su migracién producen los endocannabinoides en humanos (Kraft et
al., 2004).

Mastocitos: Estas células se encuentran en el sistema nervioso, en tejido
conectivo y en mucosas, y estan involucrados en procesos alérgicos y en la
respuesta inflamatoria. Los endocannabinoides y algunos compuestos
cannabimiméticos, como PEA, pueden actuar controlando su activacion y

degranulacion durante la respuesta inflamatoria (De Filippis et al., 2008).
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1.2 El sistema opioide enddgeno

En las décadas de los afios cincuenta y sesenta del siglo XX, en la comunidad
cientifica se venia proponiendo la existencia de lugares de union enddgenos para la
morfina. La evidencia se fue acumulando hasta que en 1973, varios grupos
describieron estos lugares de unién en el tejido nervioso (Pert y Snyder 1973; Simon et
al., 1973, Terenius, 1973). Este hecho podria considerarse el punto de partida de la
investigacion cientifica del sistema opioide
enddgeno. Un tema arduo y complejo que, a pesar
de ser uno de los campos de la neurociencia mas
prolificos, superando incluso al comentado
sistema endocannabinoide, aun guarda muchas
incognitas por desvelar.

Hoy dia sabemos que este sistema esta
compuesto por varios opioides endbdgenos, todos

de naturaleza peptidica, los propéptidos de los

gue se forman, varios receptores de membrana a

Figura 6. Planta de la adormidera
Papaver Somniferum los que se unen especificamente y las enzimas

responsables de su sintesis y degradacién (Befort
K., 2015); que tiene una amplisima distribuciébn en el sistema nervioso central y
modula la liberacion de otros neurotransmisores, siendo su papel especialmente
destacable en los circuitos neurales que controlan los fenédmenos de adiccion,
motivacion, refuerzo, aprendizaje y estrés (Mansour et al., 1995; Le Merrer et al., 2009;
Koob and Volkow, 2010; Erbs et al., 2014); y que ademas participa en la regulacion de
un amplio rango de funciones fisiolégicas incluyendo la nocicepcion, el estado de
animo, la conducta de ingesta y los procesos cognitivos (Contet et al., 2004; Pradhan

et al., 2011; Stein, 2013; Bodnar, 2014; Nogueiras et al., 2014).
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1.2.1. Opioides endb6genos

La distribucion anatomica de los receptores descritos en 1973 no
correlacionaba con ningun sistema de neurotransmision conocido. Ademas, la
analgesia inducida por estimulacion eléctrica de zonas especificas del sistema
nervioso central era antagonizada por naloxona y habia evidencia cientifica de
tolerancia cruzada entre la analgesia inducida por la morfina y la inducida por la
estimulacion eléctrica. Estas pruebas apoyaban la hipétesis de la existencia de
ligandos enddgenos para estos receptores opioides, lo que llevd a Terenius y
Wabhlstrom (1974) a estudiar extractos de cerebro de cerdo y descubrir que inhibian las
contracciones del ileum inducidas eléctricamente (prueba tradicionalmente aceptada
como inducida por opioides), y a Hughes (1975) a encontrar moléculas de dichos
extractos que se unian de manera especifica a los receptores opioides.
Posteriormente se secuenci6 la cadena de aminoacidos de los dos primeros opioides
endoégenos descubiertos, la Met-Encefalina (H-Tir-Gli-Gli-Fen-Met-OH) y la Leu-
Encefalina (H-Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-OH), denominados encefalinas por provenir de
extractos de cerebro. Poco después se observd gque la cadena de la Met-Encefalina
era en realidad el extremo N-terminal del fragmento C aislado de una hormona
movilizadora de grasa aislada en la hipdfisis, la B-lipoproteina (Bradbury, 1976). Este
fragmento C se identific6 como B-endorfina constituyéndose la segunda familia de
opioides endodgenos clasicos: las B-endorfinas. Tanto las encefalinas como las -
endorfinas ejercen acciones similares a la morfina (inducen analgesia y tolerancia y
son autoadministradas por los animales de laboratorio) (Van Ree et al., 1999). La
triada clasica de opioides enddgenos se completé en 1979 cuando Goldstein aislé su
tercer miembro: las dinorfinas (Goldstein et al., 1979, 1980).

En 1995 se afadié un nuevo miembro a la familia de opioides enddgenos, un
péptido de 17 aminoacidos al que se llam6 nociceptina, por su habilidad para provocar

hiperalgesia en ratones al administrarlo por via supraespinal (Meunier et al., 1995), y
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orfanina FQ por su alta afinidad por un receptor, con alta homologia con los receptores
de opioides clasicos, hasta entonces huérfano de ligando enddgeno y por el primero y
el ultimo de sus residuos aminoacidicos (F de fenilalanina y Q de glutamina),
generalmente mencionado segun su abreviatura N/OFQ (Reinscheid et al., 1995).

Las dltimas moléculas en ingresar en la gran familia de opioides enddgenos
son las endomorfinas. En 1997 el grupo de Zadina identificd dos tetrapéptidos que
solo varian en un aminoacido de su cadena peptidica y que muestran la mayor
afinidad y selectividad por el receptor u de todos los péptidos endégenos estudiados
hasta el momento, superando incluso a la B-endorfina (Zadina et al., 1997). Estos
tetrapéptidos fueron aislados de extractos de corteza cerebral bovina y humana vy
demostraron una potente accion agonista pcon efectos analgésicos en mudltiples
pruebas de antinocicepcion (Zadina et al., 1997; Hackler et al., 1997; Goldberg et al.,
1998; Tseng et al., 2000). Por esta altisima afinidad por el receptor de la morfina, el
receptor p, fueron denominados endomorfina 1 (Tyr-Pro-Trp-Phe-NH3) y endomorfina 2
(Tyr-Pro-Phe-Phe-NH>).

Todos estos péptidos opioides se forman a partir de su propéptido
correspondiente (aunque aun no se ha clonado el gen de la molécula precursora de
las endomorfinas), el cual debe ser procesado por enzimas proteoliticas en el aparato
de Golgi y almacenado en vesiculas hasta su liberacion. La similitud que muestran
estos propéptidos ha llevado a algunos investigadores a postular que proceden de un
gen ancestral comun (Akil, Bronstein y Manssur, 1988).

El propéptido de la B-endorfina es la proopiomelanocortina (POMC), un péptido
de 267 aminoacidos que dependiendo del procesamiento postraduccional que se
realice dard lugar a un producto peptidico u otro. Las variedades de empalme son,
entre otras, la hormana a-estimulante de melanocitos (a-MSH), la hormona
adrenocorticotropa (ACTH), y la B-endorfina. El procesamiento a $-endorfina se lleva a

cabo en la adenohipdfisis.
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La proencefalina (PENK) es la molécula precursora de las encefalinas. Es un
péptido de 267 aminoéacidos (los mismos que la proopiomelanocortina) que contiene
entre otras, cuatro copias de la Met-Encefalina y una copia de la Leu-Encefalina.

El gen de la Prodinorfina codifica un péptido de 254 aminoacidos que contiene
las a y B neoendorfinas, y varios péptidos que contienen Leu-Encefalina como la
Dinorfina A y la Dinorfina B.

El precursor de la nociceptina, la prepronociceptina (PPNOC), esta compuesto
por 176 aminoacidos y codifica, ademas del opioide enddégeno ya comentado, dos
péptidos adicionales de los que aun no se conoce su receptor especifico, la N/OFQ-II
de 17 aminoéacidos y la nocistatina (NST) de 30 aminoacidos en humanos (Figura 7)
(Calo et al., 2000).

Ademas de conocer los propéptidos a partir de los cuales se forman, para
comprender cémo funcionan los opioides endbgenos necesitamos conocer los
mecanismos de su inactivacion y degradacion. Las moléculas encargadas de estas
tareas son las peptidasas, unas enzimas capaces de degradar los péptidos a sus
aminoacidos constitutivos atacando el enlace peptidico que los mantiene unidos. Las
dos peptidasas que parecen mas especificas para los opioides enddgenos son la
endopeptidasa-24.11 (encefalinasa) y la aminopeptidasa-N (Roques et al.. 1993).

Para averiguar en qué circuitos neuronales se expresan los opioides
endogenos, lo mas accesible fue localizar los propéptidos mediante técnicas
inmunohistoquimicas y por hibridacion in situ. Asi, hoy sabemos que la PENK tiene
una amplia distribucién por el sistema nervioso y parece ser el mas abundante de los
tres propéptidos. Es especialmente significativa su expresion en la via estriatopalidal,
en concreto en las neuronas espinosas de medio tamafio, que son eminentemente
GABAérgicas (de hecho se ha comprobado una colocalizacion de PENK y la enzima
acido glutdmico descarboxilasa, que es el principal marcador para el &cido y amino
butirico —GABA-; Elde y Hokfelt, 1993). La dopamina que se libera en el cuerpo

estriado es clave para el correcto funcionamiento del sistema extrapiramidal y, por lo

37



tanto, para controlar y coordinar del movimiento. El hallazgo de que la dopamina
regulaba los niveles de PENK en el estriado confirm6 un papel importante para los
péptidos derivados de PENK en el control motor. (Holt, 1993).

Otras zonas del cerebro en las que se ha encontrado una alta expresion de
PENK son el nucleo ventromedial del hipotalamo, donde podria estar modulando la
regulacién hormonal del ciclo estral en las hembras (Romano et al., 1990), y en las
células granulares del giro dentado del hipocampo, donde podria estar regulando las
convulsiones inducidas por el agonismo p 0 o y los efectos anticonvulsivos del
agonismo « (Morris y Johnston, 1995).

Respecto a la localizacion anatémica del propéptido de las p-endorfinas, se ha
encontrado expresion de POMC en los ganglios de la base, el cortex, la amigdala y en
los l6bulos anterior e intermedio de la hipdfisis. Uno de los lugares donde se sintetiza
mas POMC es en el nlucleo arqueado del hipotalamo que manda eferencias al nucleo
del tracto solitario en el bulbo raquideo. En el nlcleo arqueado, la sintesis de POMC
esta bajo control de los esteroides gonadales (al igual que ocurria con PENK), lo que
otorga un papel a las B-endorfinas en la fisiologia reproductiva. Por otro lado, el nucleo
del tracto solitario parece ser el origen del sistema analgésico descentente, por lo que
las B-endorfinas tendrian un papel mediador en la analgesia supraespinal. Por ultimo,
la sintesis de POMC en la pituitaria estd bajo control negativo de los esteroides
adrenales, sugiriendo una relacion entre el estrés y el control del dolor (Young,
Bronstein y Akil, 1993).

El tercer propéptido, la prodinorfina, presenta una localizaciébn anatomica
similar a la PENK, y de hecho hay cotransmisién de sus péptidos derivados en algunas
neuronas. Se ha detectado prodinorfina en el hipocampo, la amigdala, el hipotdlamo,
el cuerpo estriado y en la médula espinal, lo que sugiere que la dinorfina desempefa
funciones relacionadas con el aprendizaje y la memoria, el control emocional, la

respuesta de estrés y la transmision del dolor (Schwarcer, 2009).

38



La PPNOC tiene una amplia distribucién en el sistema nervioso central. Se ha
encontrado expresion del gen que codifica este propéptido en las astas dorsal y ventral
de la médula espinal, en el cértex frontal, la corteza olfatoria, el tdlamo, el hipocampo,
el septum, el nucleo del lecho de la estria terminal, la banda diagonal de Broca, la
habénula, el complejo amigdaloide y en varios ndcleos del hipotalamo (Peluso et al.,
1998; Berthele et al.,, 2003; Witta et al., 2004). También se expresa en nucleos
principalmente serotoninérgicos, noradrenérgicos y dopaminérgicos como los ndcleos
del rafe, el locus coeruleus (LC), el nucleo del tracto solitario, el area tegmental ventral
(ATV) y la sustancia negra (Neal et al., 1999a; Mollereau and Mouledous, 2000). Por la
distribucion de su propéptido, se piensa que la N/OFQ participa en la modulacion de
multiples respuestas fisiolégicas, como la ansiedad (Jenck et al., 1997), la conducta de
ingesta (Pomonis et al., 1996), el aprendizaje y la memoria (Sandin et al., 1997) y la
actividad locomotora (Reinscheid et al., 1995; Florin et al., 1996).

Aunque, como comentamos, aun no se ha clonado el propéptido a partir del
cual se forman las endomorfinas, a través de radioinmunoensayos (RIA) y de andlisis
inmunocitoquimicos hoy sabemos que la endomorfina 1 y la endomorfina 2 estan
ampliamente distribuidas en el sistema nervioso central de ratas, primates y humanos
(Hackler et al., 1997; Anton et al.,, 1998; Schreff et al 1998), mostrando una
localizacion preferencial en areas donde el receptor u es ampliamente expresado
(Abbadie et al., 2002). Ambas moléculas fueron localizadas en regiones similares del
encéfalo de rata (estria terminal, sustancia gris periacueductal, LC, ndcleo
parabraquial, hipotalamo y nucleo del tracto solitario), pero mientras la mayor densidad
de expresion de la endomorfina 1 se manifestd en estructuras del encéfalo anterior y
en areas superiores del tallo cerebral, la endomorfina 2 mostré su maxima expresion
en areas inferiores del tallo cerebral y en la médula espinal (Martin-Schild et al., 1999;

Pierce et al., 2000).
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Figura 7: Esquema de los genes que codifican los péptidos opioides. A:
Preproopiomelanocortina (PPOMC) y sus fragmentos B-endorfina, hormona estimulante de los
melanocitos a, b y g (a, b y g-MSH), hormona adrenocorticotropica (ACTH) y hormona
lipotrépica b (b-LPH). B: Preproencefalina (PPENK) y sus fragmentos metionina-encefalina
(Met-enk), leucina-encefalina (Leu-enk), péptido E y F. C: Preprodinorfina (PPDYN) y sus
fragmentos a y b neoendorfina, dinorfina A, By 1-8 (DinA, DinB y Din1-8). D: Prepronociceptina
(PPNOC) y sus fragmentos nocistatina, nociceptina y prepronociceptinal54-181, (PPNOC 154-
181). (Vega 2005)

Como ya hemos indicado previamente, la inactivacion y degradacion de los
péptidos opioides es llevada a cabo por enzimas peptidasas, que los degradan a sus
aminoacidos constitutivos atacando los enlaces peptidicos que los unen. Las dos
peptidasas que parecen mas especificas para los opioides enddgenos son la
endopeptidasa-24.11 (encefalinasa) y la aminopeptidasa-N (Roques, Noble et al.

1993)

1.2.2. Receptores opioides

La primera evidencia de la existencia de diferentes subtipos de receptores para
los opioides fue publicada por Martin y colaboradores en 1976. Usando métodos de

farmacologia convencional demostraron que si bien la morfina aliviaba el sindrome de
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abstinencia en perros dependientes, un analogo sintético de la misma, la
ketociclazocina, era inefectiva. Ademas, la tolerancia a un tipo de opiaceos no
provocaba tolerancia cruzada a otro tipo de opiaceos como se hubiera esperado si
éstos actuaran sobre el mismo receptor. Por esto propusieron la existencia de tres
subtipos diferentes de receptores opioides, nominandolos segun la molécula que fuera
capaz de activarlos: el receptor p, estimulado por la morfina, el receptor «, activado por
la ketociclazocina y el receptor o, que presenta alta afinidad por el compuesto
experimental SKF-10,047 (Martin et al.. 1976).

Un afio mas tarde, se describi6 la existencia de un cuarto receptor, el receptor
d (por estar muy concentrado en el vas deferens del ratén) (Lord et al., 1977).
Progresivamente, se acumularon evidencias que mostraban que el receptor ¢ no era
de naturaleza opiode, sino que més bien se unia a la fenciclidina (PCP) y a algunos
farmacos antipsicoticos como el haloperidol (Mannalack et al.. 1986). Asi, se configuré
la clasica triada de receptores opioides (u,d Y «).

Desde 1994 hay evidencias cientificas que permiten hablar de un cuarto
receptor, del que, hasta hace poco, se desconocia cudl era su ligando y por tanto se le
llamé el “receptor huérfano”. Hoy sabemos que se une a la nociceptina, también
llamada orfanina FQ (Meunier et al., 1995 y Reinscheid et al., 1995). A este receptor
se le llamé receptor para la orfanina FQ, receptor para la nociceptina o bien ORL-1

(opiod-like receptor 1).

CARACTERIZACION MOLECULAR

La estructura de los distintos receptores opioides es similar, perteneciendo
todos, al igual que los receptores de cannabinoides, a la superfamilia de receptores
acoplados a proteina G (predominantemente Gi, aunque también Gs), con siete
dominios transmembrana formados con una muy alta proporcién de aminoacidos

hidrofébicos en estructura de alfa hélice, cuya secuencia guarda una alta homologia
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(alrededor del 70%) entre los miembros de la triada clésica, p, 3 y « (Mollereau et al.,
1994). Expuestos al exterior celular quedarian el extremo amino terminal y tres bucles
conectando los dominios transmembrana, los dos primeros unidos por un puente
disulfuro, que podrian participar en la unién con el ligando (Metzger y Ferguson, 1995),
y en la zona citoplasmética quedarian, ademés de la cola carboxi terminal, otros tres
bucles que se piensa que estarian involucrados en la interaccion con la proteina G
(Metzger y Ferguson, 1995; Georgoussi et al., 1997; Megaritis et al., 2000).

La triada clasica de receptores comparte una estructura comun resultado de la
traduccion de tres exones: el primer exon codificando el extremo N-terminal y el primer
dominio transmembrana, y el segundo y tercer exén codificando cada uno tres de los
seis dominios transmembrana restantes (Pasternak, 2014). El receptor u cuenta
ademas con un cuarto exoén que codifica solo doce aminoacidos en el final del extremo
C-terminal (Figura 8). A lo largo de afios de investigacion se han descubierto
numerosas variantes del receptor u por procesamiento postransduccional alternativo.
Han sido aisladas 31 variantes en ratones (Doyle et al., 2007; Pan et al., 2009a), 16 en
ratas (Pasternak et al., 2004; Xu et al., 2011) y 19 en humanos (Cadet et al., 2003;
Shabalina et al., 2009; Xu et al., 2009).

En cuanto al receptor ORL-1, aunque comparte entre un 63 y un 65% de la
secuencia aminoacidica con los receptores de la triada clasica, pequefnas diferencias
en esta explican sus distintos perfiles de union a los péptidos opioides.
Concretamente, el receptor ORL-1 presenta una molécula de alanina en la posicién
216 de su secuencia de aminoacidos (Ala?®) en vez de una molécula de lisina (Lys),
una de glutamina en la posicion 280 (GIn?%%) en vez de histidina (His), y una de
treonina en la posicion 305 (Thr3%) en vez de isoleucina (lle) (Granier et al., 2012;
Thompson et al., 2012). Estas variaciones, aunque parecen minimas, afectan al perfil
de unidén con sus ligandos por estar situadas en el bolsillo de unién a sus agonistas y

antagonistas y alterar sus caracteristicas hidrofilicas.
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DISTRIBUCION ANATOMICA Y CORRELACION FUNCIONAL

Los receptores opioides estan ampliamente distribuidos tanto en el sistema
nervioso central como en tejidos periféricos y células del sistema inmune. Debido a su
amplitud, referimos a continuacion un resumen de su distribucion en las distintas
estructuras del sistema nervioso central. La diferente distribucion de cada tipo de
receptor opioide explica la amplitud de respuestas farmacoldgicas observadas tras la
administracién de los diferentes agonistas (Allouche et al., 2014).

Receptor p

El ligando exdgeno para este receptor es la morfina, los ligandos enddgenos,
son la B-endorfina y las endomorfinas 1 y 2 principalmente, aunque también hay
evidencia de union a encefalinas, por lo que podria considerarse al receptor p el
receptor opioide por excelencia. La distribucién anatomica de este receptor es amplia
dentro del Sistema Nervioso Central, siendo en los nlcleos caudadao y putamen
donde se ha encontrado mayor densidad en su expresion. Pueden observarse altos
niveles de expresion del receptor u en cortex, tdlamo, NAcc, hipocampo y amigdala.
Niveles moderados en la sustancia gris periacueductal y nacleos del rafe, y bajos
niveles de expresion en el hipotdlamo, area preoptica y globo palido (Quirion et al.,
1993). También se ha encontrado expresion de este receptor en la capa superficial del
asta dorsal de la médula espinal (Besse et al., 1990). Esta amplia distribucion del
receptor p en areas espinales y supraespinales, apoya su participaciéon en el control de
multiples funciones fisioldgicas. Asi, ademas de controlar la nocicepcion, participa en
el control del circuito de recompensa, de la respiracién, de las funciones
cardiovasculares, del transito intestinal, de la ingesta de alimentos, del aprendizaje y la
memoria, de la actividad locomotora, de la termorregulacion, de la secrecion hormonal

y de la respuesta inmune (Dhawan et al., 1996; Kieffer, 1999; Bodnar, 2014).
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Receptor k

Como ya hemos comentado, el ligando exdgeno para este receptor es la
ketociclazocina, que tiene efectos disforicos y alucinatorios, sugiriendo un papel para
el receptor k en la psicosis. El ligando enddgeno para este receptor son las dinorfinas.
La densidad de receptores « es la que presenta mas variabilidad, de entre los
receptores opioides, entre las distintas especies de mamiferos. Asi, mientras en la rata
representa aproximadamente un 10% del total de receptores opioides de su sistema
nervioso central, en otras especies de mamiferos, como las cobayas, monos y
humanos, este porcentaje aumenta hasta alcanzar al menos un tercio de la poblacién
total de dichos receptores (Dhawan et al., 1996). El receptor k estd ampliamente
distribuido en nudcleos del prosencéfalo, mesencéfalo y tronco encefalico, y participa
en la regulacion de mudltiples funciones, incluyendo la nocicepcion, la diuresis, el
estado de animo, la alimentacién y las secreciones neuroendocrinas (Tejeda et al.,

2012; Bodnar, 2014).

Receptor 6

Comparados con los receptores u y «, los receptores & tienen un area de
distribucion mas restringida, mostrando su maxima densidad en regiones
prosencefalicas, permaneciendo esta distribucién bien conservada a lo largo de las
distintas especies de mamiferos. En el nlcleo caudado, en el putamen, en el cortex y
en la amigdala se observa una alta densidad de estos receptores, mientras en el
talamo y el hipotadlamo, si se encuentran, serd de modo mucho mas disperso. Hoy dia,
tenemos evidencia cientifica de que participan en la regulacion de la nocicepcion, de la
actividad locomotora, de la motilidad gastrointestinal, de la capacidad olfativa, del
estado de animo y de las funciones cognitivas (Dhawan et al., 1996; Gaveriaux-Ruff

and Kieffer, 2002; Bodnar, 2014).
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Tabla 2 : Los receptors opioides, sus ligandos enddgenos y exdgenos y su distribucién en los diferentes
tejidos (Chuang, Killam et al. 1995; Mansour, Fox et al. 1995; Feldman, Meyer et al. 1997).

Receptor

Ligandos

endogenos

Ligandos

exdgenos

Distribucion

M o) K ORL-1
B-Endorfinas Encefalinas Dinorfinas Nociceptina
Endomorfinas 1y 2
Encefalinas
Morfina DPDPE Ketociclazocina Nociceptina
DAMGO Deltorfina U69593 Ro 64-6198
Fentanilo
- Corteza - Corteza - Area - Corteza
- Estriado - Estriado predptica - Talamo
- Nucleo Accumbens - Areas - Eminencia - Amigdala
- Amigdala olfativas media - Hipocampo
- Coliculos superiores - Sustancia - Estriado - Sustancia gris
e inferiores negra - Amigdala periacueductal
- Locus Coeruleus - Nucleo - Accumbens - Sustancia
- Nucleo del Tracto Accumbens - Hipdfisis negra
solitario - Tracto - Nucleo del - Asta dorsal de
- Nucleo espinal del gastrointestinal tracto solitario  la médula
trigémino - Corazon - Sustancia gris
- Asta dorsal de la - Sistema periacueductal
médula espinal inmune - Ndcleos del
- Sustancia gris rafe
periacueductal - Ndcleo
- Ndcleos del rafe espinal del
- Tracto trigémino
gastrointestinal - Asta dorsal
- Sistema inmune de la médula

- Corazon
- Sistema
inmune

Receptor ORL-1

Este cuarto receptor opioide también tiene una amplia distribucion en el

sistema nervioso central de roedores, primates no humanos y humanos (Mollereau y

Mouledous, 2000; Civelli, 2008). Encontramos su expresion en los ganglios de la raiz

dorsal y en las astas dorsal y ventral de la médula espinal, en el prosencéfalo,

incluyendo areas corticales y regiones olfatorias, en el talamo, en una variedad de

estructuras limbicas como el hipocampo, el septum, el nacleo del lecho (bed nucleus)

de la estria terminal, la banda diagonal de broca, la habénula, el complejo amigdaloide
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y en varios nudcleos hipotaldmicos implicados en el procesamiento de estimulos
emocionales (Schrdder et al., 2014). También se expresa en nucleos serotoninérgicos,
noradrenérgicos y dopaminérgicos, como los nudcleos del rafe, el LC, el nucleo del
tracto solitario, el ATV y la sustancia negra (Ver Tabla 2) (Neal et al., 1999a; Mollereau
y Mouledous, 2000). Este receptor participa en la modulacion de varios sistemas y
respuestas fisiolégicas, incluyendo la ansiedad (Jenk et al.,, 1997), la ingesta de
alimentos (Pomonis et al., 1996), el aprendizaje y la memoria (Sandin et al., 1997), la
actividad locomotora (Reinscheid et al.,, 1995; Florin et al., 1996), el sistema
respiratorio (Corboz et al., 2000; 2001; Takita et al., 2003; Singh et al 2013), el sistema
inmune (Peluso et al., 2001; Serhan et al., 2001) y las funciones renal y cardiovascular

(Kapusta et al., 1997).

MECANISMOS DE TRANSDUCCION

Los receptores opioides, al igual que los ya comentados receptores de
cannabinoides, son receptores acoplados a proteinas G cuya activacion puede iniciar
una diversidad de cascadas intracelulares cuya descripcion exhaustiva esta fuera del
ambito de la presente tesis doctoral. Recientemente esta tomando fuerza un concepto
que ahonda mas aun en la complejidad de respuestas de sistemas basados en
receptores acoplados a proteinas G, el denominado agonismo sesgado (biased
agonism en inglés) o selectividad funcional. Segln este concepto, la unién de
diferentes ligandos a un receptor simple resulta en distintos cambios conformacionales
de dicho receptor de manera que cada nueva conformacién interactuara
preferencialmente con distintas moléculas activando cascadas de sefializacion
especificas (Kenakin, 2011). Los primeros indicios de este fendmeno se obtuvieron
precisamente con investigaciones sobre los receptores opioides que demostraban que
diferentes ligandos actuando sobre el mismo receptor opioide activaban diferentes
subgrupos de proteinas Gain (Allouche et al., 1999a). Teniendo esto en cuenta,

comentaremos solo los principales efectores intracelulares estudiados.
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El principal efecto, o al menos el mas citado en la literatura cientifica, derivado
de la activacion de los receptores opioides por sus agonistas, es la inhibicion de la AC.
Asi, hay evidencia de que la estimulacién de los receptores p, 3, k (Dhawan et al.,
1996; Bian et al., 2012) y ORL-1 (Ma et al., 1997; Klukovits et al., 2010) inhiben la
actividad de la AC principalmente a través de proteinas Gio. Otros efectores
estudiados son la activacién de la fosfolipasa C y la via de las MAPK (Law et al., 2000;
Zhang et al., 1999; Lou et al., 1999).

Una de las respuestas mas rapidas obtenidas tras la activacion de los cuatro
tipos de receptores opioides, es la inhibicion de los canales de calcio dependiente de
voltaje y la activacion de los canales de potasio de rectificacion interna (Law et al.,

2000; Ma et al., 1997; Margas et al., 2008). La activacién de los canales de potasio
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Figura 8. Vista general de la estructura del receptor pu opioide

media la hiperpolarizacion de la membrana neuronal reduciendo su excitabilidad y la
inhibicion de los canales de calcio dependientes de voltaje bloquea la liberacion de los

neurotransmisores (Allouche et al., 2014).
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Si recordamos los mecanismos de traduccidbn comentados al describir el
sistema endocannabinoide, encontraremos una estrecha coincidencia con los del
sistema opioide enddgeno, pero la relacion entre ambos sistemas de neuromodulacion
parece que va mas allad de la mera coincidencia en estas cascadas de sefalizacién
intracelular. Aportar luz sobre esta interconexion es el objetivo del siguiente apartado

de esta tesis.

1.3 Interacciones entre los sistemas enddgenos cannabinoide y opoide

Los receptores cannabinoides y opioides son el objetivo de varias drogas de
abuso y de muchos analgésicos ampliamente utilizados y median vias de sefalizacion
comunes de importancia central para comprender los fendmenos de dependencia,
tolerancia y adiccion (Manzanares et al., 1999; Pasternak et al., 2005; Demuth y
Molleman, 2006). Las drogas que actian sobre sus principales receptores, el
cannabinoide CB1 y el p opioide, comparten similares perfiles farmacologicos. Los
agonistas de ambos receptores causan antinocicepcion, sedacién, hipotension,
depresion motora y funcionan como drogas de refuerzo (Manzanares et al., 1999;
Massi et al., 2001; Maldonado y Valverde, 2003; Corchero et al., 2004a). Los
cannabinoides tienen la capacidad de modular la funcién opioide en la célula a
distintos niveles. Desde la asociacion directa entre receptores, pasando por la
liberacion de péptidos enddgenos, hasta interacciones en las rutas compartidas de
transducciéon de sefiales. En muchos estudios se han podido observar estas
interacciones evidenciando fenémenos de tolerancia cruzada, potenciacion mutua y
comunicacion cruzada entre receptores (Manzanares et al., 1999; Cichewicz y
McCarthy, 2003; Maldonado y Valverde, 2003; Corchero et al., 2004a; Vigano et al.,
2005a; Roberts et al., 2006; Cox et al., 2007; Barta et al., 2009; Welch, 2009; Parolaro
et al., 2010). Ademas hoy sabemos que la modulacién del receptor CB1 o del receptor
p-opioide en muchas ocasiones altera los indices de actividad noradrenérgica y que el

circuito noradrenérgico es fundamental para comprender los fenébmenos de adiccion y
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retirada del consumo de sustancias opioides (Nestler, 1993; Nestler et al., 1999;
Oropeza et al., 2005; Szabo y Schlicker, 2005).

Hace tiempo que se tiene constancia de la presencia del receptor u-opioide en
varias regiones noradrenérgicas, responsables de las adaptaciones que ocurren en
respuesta a la exposicion a opidceos y a la precipitacion del sindrome que provoca su
retirada (Tempel y Zukin, 1987; Maldonado et al., 1992a; Maldonado et al., 1992b;
Mansour et al., 1995; Cheng et al., 1996; Ding et al., 1996; Moyse et al., 1997; Pickel y
Colago, 1999), pero solo recientemente se ha encontrado evidencia anatémica y
funcional de la presencia de receptores cannabinoides en células noradrenérgicas en
el nucleo accumbens (NAcc) y en el nlcleo del tracto solitario (NTS) (Carvalho et al.,
2010a; Carvalho et al., 2010b), en la corteza frotal (Oropeza et al., 2007; Page et al.,
2008; Reyes et al., 2009b) y en el LC (Scavone et al., 2010), lo que hace posible
postular que el receptor CB1 participa en la modulacion de la liberacién de
norepinefrina que ocurre como resultado de la adicciébn a opiaceos y su retirada
(Reyes et al., 2012). Esta colocalizacién de receptores gana relevancia teniendo en
cuenta la creciente evidencia de heteromerizacion y/o asociacion cerrada CB1-u (Rios
et al., 2001; Mackie, 2005a; Schoffelmeer et al., 2006; Hojo et al., 2008) y que la
presencia de estos heterodimeros aumenta con la exposicion crénica a drogas o con
la estimulacion repetida de los receptores (Kearn et al., 2005; Gupta et al., 2010).

Existen numerosos estudios en la literatura cientifica que demuestran una
modulacion cannabinoide del sistema opioide en la cascada post-receptor que
documentan sinergia cannabinoide-opioide, agonismo y antagonismo cruzados y
tolerancia cruzada (Manzanares et al., 1999; Lichtman et al.,, 2001; Navarro et al.,
2001; Valverde et al., 2001; De Vries et al., 2003; Cichewicz, 2004; Fattore et al.,
2005b, 2007b). Asi, los efectos sinérgicos han permitido resultados clinicos positivos
con dosis sub-analgésicas de combinados de agonistas cannabinoides y oipiodes, que
consiguen eludir la tolerancia inherente a la administracion cronica de morfina

(Cichewicz et al., 1999; Cichewicz y McCarthy, 2003; Cichewicz, 2004; Smith et al.,
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2007) y el antagonismo cruzado ha permitido reducir los signos provocados por la
retirada de opiaceos al administrar un antagonista cannabinoide durante la exposicién
cronica a las sustancias opioides (Rubino et al., 2000; Mas-Nieto et al., 2001).

El mecanismo por el cual los cannabinoides son capaces de modular el sistema
opiode puede no ser Unico. Hay numerosos estudios de dan cuenta de una variacion
en la liberacion de péptidos opiodes después de un tratamiento con cannabinoides,
sugiriendo que el receptor cannabinoide CB1 puede jugar un papel regulador en la
liberacion de opioides enddgenos (Corchero et al., 1997a, 1999; Manzanares et al.,
1998; Valverde et al.,, 2001). Por otro lado, hay investigadores que sugieren que el
mecanismo responsable es una interaccién directa entre los receptores CB1 y pn
(Rodriguez et al., 2001; Salio et al., 2001; Pickel et al., 2004), llegando algunos grupos,
como el de Devi, a proponer la existencia de sistemas heterodiméricos cannabinoides-
opioides que interacttan fisicamente para integrar vias de sefalizacién independientes
(Rios et al., 2006). Otras investigaciones han revelado cambios en la activacion de la
proteina G acoplada al receptor p inducidos por cannabinoides (Corchero et al 1999;
Vigano et al., 2005b; Eligren et al., 2008; Rios et al., 2006).

Aunque la intensa investigacién desarrollada en este campo ha hecho que la
relaciébn cannabinoide-opioide esté cada vez mejor establecida, el mecanismo, o los

mecanismos, a través del cual se produce ain no ha sido completamente elucidado.

1.4 Modelos animales y adiccion a opiaceos: La autoadministraciéon en
ratas Lewis y Fischer344

El uso de modelos animales ha sido de enorme utilidad en la investigacién en
general y en el estudio de las bases psicobioldgicas de las adicciones en particular. De
entre todos los modelos disponibles, el de la autoadministracién intravenosa en ratas,
ratones y monos es el que mas se asemeja al patron de consumo en humanos

(Griffiths, Bigelow et al. 2005).
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En el contexto de estos modelos, se considera que el trasfondo genético de los
individuos es una variable de predisposicién imporante al consumo de drogas. Para
investigar sobre la naturaleza de los factores genéticos que modulan los
comportamientos adictivos, disponemos de dos cepas de ratas, la Fischer 344 (F344)
y la Lewis (LEW), que son histocompatibles (tienen un haplotipo RT2 idéntico y un
haplotipo RT1 compatible) y genéticamente relacionadas, y suelen mostrar patrones
de conducta distintos ante la mayoria de las drogas de abuso. Una de estas cepas (la
LEW), muestra comportamientos adictivos mas intensos y mas consistentes que su
cepa de comparacion (la F344). Describiremos brevemente las diferencias entre estas

dos cepas de ratas.

A nivel de conducta, segun Kosten y Ambrosio, los comportamientos en los que
se ven mas diferencias entre ambas razas son los que tienen un elevado componente

de reactividad emocional, de estrés o de miedo (Kosten y Ambrosio, 2002).

Estudiando el Reflejo de Sobresalto (startle), parece que la respuesta es
siempre mayor en las ratas LEW (Cohen et al.,, 2006). Este reflejo se asocia
negativamente con la funcionalidad del eje hipotaldmico-hipofisario-adenal (H-H-A),
por lo que se puede concluir, al menos tentativamente, que las LEW tienen menor
funcionalidad del eje H-H-A. Las respuestas a las pruebas de ansiedad, muestran que
las ratas LEW sometidas a restriccion alimentaria comen mas que las F344 en
entornos nuevos y luminosos, mostrandose menos temerosas. Sin embargo, en el
Laberinto en Cruz Elevado (LCE) los primeros estudios realizados mostraron que no
habia diferencias entre las dos cepas (Chaouloff et al., 1995; Kosten y Ambrosio,
2002) pero mas recientemente se ha observado que las ratas F344 pasaron mas
tiempo en los brazos abiertos del LCE (Cohen et al., 2006; van der Staay, Schuurman,
van Reenen, & Korte, 2009), aunque este efecto desaparecié en el segundo dia de
prueba (van der Staay et al., 2009)). Esta diferencia en los valores de ansiedad se

confirmd utilizando otra prueba, el laberinto circular de luz/oscuridad, en el que se vio
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que las ratas F344 pasaban mas tiempo en la parte iluminada del laberinto, lo que
indica que esta cepa tiene niveles menores de ansiedad que la LEW (van der Staay et
al., 2009). No obstante estos resultados, en los tests de actividad locomotora usados
para medir la emocionalidad se ha observado de manera mas 0 menos consistente

que las F344 son mas emocionales que las LEW (Rex et al., 1996).

A nivel farmacoldgico, podemos estudiar los efectos de las drogas sobre

diferentes respuestas incondicionadas y condicionadas.

En relacion con los parametros incondicionados, los efectos locomotores
agudos de la cocaina sugieren gue la curva dosis-respuesta en la raza LEW es mas
plana, y en general mayor, que en la raza F344, por lo tanto, la respuesta locomotora
incondicionada a la cocaina en las LEW es de mayor potencia, pero menos sensible a
los efectos de la dosis, teniendo similares caracteristicas a lo largo de toda la curva
dosis-respuesta (George et al., 1991; Kosten et al., 1994). Repitiendo la administracion
de una misma dosis de psicoestimulantes y midiendo la actividad locomotora que
provoca, para estudiar el desarrollo de sensibilizacion o tolerancia, se observa que la
raza LEW desarrolla sensibilizacion, exhibiendo un menor nivel de actividad al inicio
que se incrementa tras el paso de los dias, y la raza F344 desarrolla tolerancia,
mostrando inicialmente altos niveles de actividad que decrecen con el paso de los
dias. Tendrian, por tanto, un patron con tendencias opuestas (Kosten et al., 1994). No
obstante, ambas razas exhiben sensibilizacién en las estereotipias inducidas por
cocaina, siendo méas acusada en el caso de las ratas F344 (Sircar y Kim, 1999). En
cuanto a los efectos locomotores de la morfina administrada subcutdneamente (1,0 /
5,0 y 10,0 mg/kg) se ha observado que las dosis de morfina de 1,0 y 5,0 mg/kg
produjeron incrementos significativos de la actividad locomotora en ambas razas. Sin
embargo, no se observd un efecto global del genotipo en la actividad locomotora

inducida por la morfina. Por Ultimo, en estudios con nicotina, la sensibilizacion
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conductual inducida por inyecciones subcutdneas de la droga es similar en ambas

razas (Hamilton, Starosciak, Chwa, & Grunberg, 2012).

En lo que se refiere al estudio de conductas condicionadas, los resultados de
pruebas de condicionamiento aversivo gustativo utilizando cocaina, son
contradictorios. En un primer estudio, la raza LEW desarroll6 condicionamiento
aversivo al sabor de la cocaina mas rapidamente y a dosis menores que la cepa F344
(Glowa, Shaw, & Riley, 1994). Sin embargo, en otros trabajos no se han encontrado
diferencias entre ambas razas (Kosten et al., 1994). Existen no obstante otros trabajos
que muestran que la diferencia entre razas (LEW>F344) sdélo ocurre en hembras y no
en machos (Roma, Davis, & Riley, 2007). Otros autores han descrito que las ratas
LEW y F344 no se diferenciaban en el desarrollo de condicionamiento aversivo al
sabor con cloruro de litio (Grigson & Freet, 2000 pero ver Foynes & Riley, 2000),
aungue las LEW, y no las F344, desarrollaron condicionamiento aversivo al sabor con
cocaina y mostraron supresion de la ingestién de sucrosa debido al descenso en la
magnitud del reforzador. Estos mismos autores han sugerido que la raza LEW es mas
sensible a los cambios en el valor de los reforzadores en comparacion con la raza
F344 (Grigson y Freet, 2000). Se han descrito diferencias entre ambas cepas en el
condicionamiento de aversiéon al sabor inducido por otras drogas, como por ejemplo la
morfina que es capaz de inducir aversiones condicionadas al sabor en ratas F344
hembras pero no en la LEW, sin que haya factores farmacocinéticos implicados
(Lancellotti, Bayer, Glowa, Houghtling, & Riley, 2001). También se ha observado que
las ratas F344 desarrollan aversiones condicionadas al sabor inducidas por la nicotina
méas fuertes que las LEW (Pescatore, Glowa, & Riley, 2005). En lo relativo al alcohol,
las ratas F344 muestran condicionamientos de aversion al sabor mayores con esta
droga que las ratas LEW, y este efecto no depende de la hipotermia inducida por el
alcohol pero quizas haya variables farmacocinéticas implicadas (Roma, Flint, Higley, &

Riley, 2006). Por ultimo, se han examinado los condicionamientos de aversion al sabor

53



inducidos por THC (Wakeford & Riley, 2014) y la nueva droga de sintesis
metilendioxipirovalerona (King, Wetzell, Rice, & Riley, 2014) sin que haya diferencias

entre LEW y F344 al respecto.

Utilizando el paradigma de condicionamiento preferencial al sitio, se ha
mostrado de manera consistente en diversos trabajos que las ratas Lewis manifiestan
mayor condicionamiento preferencial al sitio inducido por cocaiha y nicotina, en
comparacion con la raza F344 (T A Kosten, Miserendino, Chi, & Nestler, 1994; Philibin
et al., 2005).No obstante, en el caso de la anfetamina, son las ratas F344 las que
muestran un mayor condicionamiento de preferencia al lugar (Stohr, Schulte
Wermeling, Weiner, & Feldon, 1998). En cuanto a la morfina, los resultados parecen
depender del protocolo utilizado para inducir la preferencia al lugar ya que en un
estudio en el que se utilizé un protocolo en el que la droga se administra asociada a
comida las ratas LEW mostraron mayor condicionamiento que las F344 (Suzuki, Otani,
Koike, & Misawa, 1988) mientras que cuando se utiliza un protocolo sesgado, las ratas
F344 muestran condicionamiento pero no las LEW (Davis, Roma, Dominguez, & Riley,
2007). No se ha podido establecer un condicionamiento de preferencia por etanol de
manera robusta en estas cepas (Roma et al., 2006). Un estudio reciente y de especial
relevancia para esta tesis demostr6 que que las ratas LEW mostraban un
condicionamiento de preferencia al lugar inducido por heroina mas robusto que las
ratas LEW y ademas demostraron que un tratamiento crénico con THC durante la
adolescencia lo potenciaba en las F344 mientras que en las LEW aumentaba el
restablecimiento del condicionamiento por una inyeccidon de cebado (priming) de
heroina (Cristina Cadoni, Simola, Espa, Fenu, & Di Chiara, 2015).

En lo que respecta a los estudios de discriminacion de los efectos de las
drogas, usando una dosis de 10 mg/Kg de cocaina, no se encontraron diferencias en
la discriminacion entre las razas Lewis y F344 (Haile et al., 2000). No obstante, una

experiencia de estrés previo afecté de manera diferencial a la discriminacion de los
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efectos de la cocaina. Asi, mientras que el estrés por inmovilizacion aumentd la
discriminacion en las ratas F344, en las LEW no tuvo tal efecto, mientras que el estrés
por shock eléctrico y el asociado al contexto del shock aumentaron la discriminacion
en LEW pero no en F344 (Therese A. Kosten & Miserendino, 2012). Por otro lado, las
ratas F344 adquieren la conducta de discriminacién de morfina mas rapidamente que
las LEW (Morgan et al., 1999). Por lo que respecta a la discriminacién de los efectos
de la nicotina, las ratas LEW tal conducta con una dosis menor de nicotina que las

ratas F344 (Philibin et al., 2005).

La autoadministracién de varias drogas ha sido evaluada tanto en la raza Lewis
como en la raza F344, y en este caso, el patrén resulta bastante consistente. La raza
LEW muestra una conducta de autoadministracion mas intensa (es decir mayor
namero de presiones de palanca para conseguir la droga) que la raza F344. Los
primeros estudios utilizaron la autoadministracion oral y mostraron que la cepa LEW se
autoadministraba mas etanol (Li y Lumeng, 1984; Suzuki et al., 2001), opioides
(Suzuki et al., 2001) y cocaina (George y Goldberg, 1989) que la F344. Sin embargo,
un estudio posterior demostr6 que, con la autoadministracién oral, la cocaina no
funciona como reforzador en la raza LEW, aunque si se produjo un aumento de la
activacion locomotora (Bell et al., 1993). No obstante, la raza Lewis adquiri6 la
autoadministracion intravenosa de cocaina a dosis mas bajas y en menos ensayos de
entrenamiento que la raza F344 (Kosten et al.,, 1997). Estos mismos autores sin
embargo demostraron diez afios mas tarde que durante el mantenimiento, una vez que
la conducta ya estaba adquirida, las ratas LEW se autoadministraban menos cocaina
que las ratas F344 tanto bajo programas de razén fija como de razon progresiva
(Therese A Kosten, Zhang, & Haile, 2007). Por otro lado, estudios mas recientes de
nuestro laboratorio han mostrado que si bien en las fases iniciales de la adquisicion de
la conducta de autoadministracion de cocaina las ratas LEW muestran mayores tasas

de respuesta, este efecto se normaliza en las sesiones posteriores y se observa que la
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cantidad total de droga autoadministrada no difiere entre razas (Miguel Miguéns et al.,
2013, 2015; Rivera et al., 2013; Selvas et al., 2015). De modo similar, la adquisicién de
la autoadministracion intravenosa de morfina, ocurri6 de manera mas rapida en la raza
LEW que en la F344 (Ambrosio, Goldberg, & Elmer, 1995) alun usando programas de
razén progresiva (Martin et al., 1999). Ambas razas mostraron extincién de la conducta
al ser sustituida la morfina por suero salino, sin que hubiera diferencias notables
durante el curso de la misma (Sanchez-Cardoso et al., 2007, 2009). En contraste con
la consistencia de estos datos, ninguna de las dos razas adquirid la conducta de
autoadministracion de nicotina bajo condiciones en las que otras razas de ratas si la
adquirieron (Shoaib et al., 1997). Es dificil explicar estos Ultimos resultados,
especialmente si tenemos en cuenta que los estudios de condicionamiento
preferencial al sitio demuestran que en la raza LEW si se da condicionamiento de
preferencia inducido por nicotina (a una dosis intermedia) aungque no sea el caso en la
cepa F344 (Philibin et al., 2005). Es posible que las divergencias entre ambos modelos
radiquen en aspectos metodélogicos importantes como, por ejemplo que, administrada
intravenosamente, la nicotina pueda tener ciertas propiedades aversivas a dosis no tan

lejanas de las reforzantes.

Aunque los estudios de adquisicion y mantenimiento de la conducta de
autoadministracion son importantes, estos no reflejan toda la complejidad del fenotipo
adicto. Para intentar obtener datos mas cercanos al cuadro adictivo en humanos, el
grupo de la profesora Mary Jeanne Kreek de la Universidad Rockfeller en Nueva York,
ha desarrollado un modelo de acceso extendido a la droga en el que los animales
pueden ir modificando la dosis que reciben y escalando su conducta (Picetti, Ho,
Butelman, & Kreek, 2010). Utilizando este modelo, los autores observaron que son las
ratas LEW las que muestran una escalada consistente y una preferencia por las dosis
mas altas, mientras que las F344 prefieron las dosis mas bajas probadas. Estos

resultados se observaron tanto con cocaina como con heroina (Picetti, Caccavo, Ho, &
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Kreek, 2012; Picetti et al., 2010). Otros estudios sin embargo han demostrado que
cuando se utilizan técnicas de economia conductual, en los que se modeliza el
comportamiento de los animales a través de ecuaciones de demanda exponencial, las
ratas F344 “defienden” (en los términos de la economia conductual) un consumo de
cocaina mayor que las LEW cuando se introduce este reforzador, siendo la tendencia
contraria con la comida, en la que las LEW defienden mas este consumo. No obstante,
en ambas cepas el consumo de comida siempre fue mas defendido que el de cocaina

(Christensen, Kohut, Handler, Silberberg, & Riley, 2009).

Existe un unico estudio hasta la fecha relacionando la respuesta operante y el
consumo de cannabinoides en estas razas y se ha realizado no mediante
autoadministracién sino determinando el cambio en los umbrales de refuerzo en
ambas razas generado por la administracion pasiva de THC. Los resultado de este
estudio mostraron que el THC era capaz de afectar a los umbrales del refuerzo
intracraneal en la cepa LEW pero no en la F344, confirmando la idea de que estas dos
cepas también muestran sensibilidad diferente a los efectos de los cannabinoides

(Lepore, Liu, Savage, Matalon, & Gardner, 1996).

Utilizando un reforzador natural como es la comida, en un programa de
reforzamiento continuo, la raza LEW adquiri6 mas rapidamente la respuesta operante
qgue la F344, pero ninguna de las dos razas difirieron en el nimero de ensayos para
alcanzar su respectivo nivel asintético de respuesta (Kosten y Bombace, 2001). A su
vez, bajo un programa de razén progresiva, ambas razas no mostraron diferencias
significativas en los puntos de cese (‘breaking points”) ni en la frecuencia final de
respuestas emitidas para comida (Martin et al., 1999). Estos datos parecen, por tanto,
indicar que el aumento en la adquisicion de la respuesta operante para drogas, que es
mayor en la raza Lewis comparada con la F344, no se debe a diferencias en la

habilidad para aprender o ejecutar tareas operantes en general.
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Podemos concluir por tanto que las ratas LEW tienen una mayor predisposicion
a mostrar un patron de conducta adictivo, caracterizado por una adquisicion mas
rapida de la conducta de autoadministracion, una mayor condicionamiento de
preferencia al lugar, mayor escalada y preferencia por dosis mas altas, sin que estos
resultados se deban a diferencias en las capacidades para adquirir una respuesta

operante entre ambas cepas.

A nivel neuroquimico diversas caracteristicas del sistema mesocorticolimbico
dopaminérgico difieren entre las razas LEW y F344. En primer lugar, los niveles de la
enzima tirosina hidroxilasa (TH, mediadora de la sintesis de la dopamina) en el ATV de
los animales F344 son menores que los de la raza LEW. Sin embargo, hay mayores
niveles de TH en el NAcc de la raza F344 en comparacion con los de la raza LEW
(Beitner-Johnson et al., 1991; Guitart et al., 1992; Ortiz et al., 1996). También, la raza
F344 muestra un mayor numero de neuronas doparminérgicas activas
espontaneamente en el ATV, en comparacion con la raza LEW. En linea con estos
hallazgos, se ha comprobado que las ratas F344 tienen un mayor nivel basal
extracelular de metabolitos de dopamina en el NAcc, aunque no hay diferencias en los
niveles de este neurotransmisor entre ambas cepas (Camp et al., 1994; Strecker et al.,
1995). Igualmente, se ha comprobado que las F344 son menos sensibles en su
respuesta dopaminérgica a la cocaina y a la metanfetamina en el NAcc en
comparacion con la raza LEW y tienen un menor descenso en los metabolitos de la DA
(Camp et al.,, 1994). Sin embargo, también se ha encontrado que los niveles de
dopamina en el NAcc se incrementan en una mayor proporcion en respuesta a la
administracion de cocaina en la raza F344. Ademas, hay una diferencia temporal en
este efecto. Los niveles de dopamina estan mas elevados en las F344 entre los 10 y
40 minutos tras la administracion, con un maximo de un 553% a los 30 minutos. Por el
contrario, el maximo nivel de DA en las ratas Lewis aparece a los 20 minutos siendo

éste de un 336%. Estas diferencias neuroquimicas en los niveles extracelulares de
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dopamina también se extendieron a otras drogas como la morfina, y la anfetamina (C
Cadoni & Di Chiara, 2007). En el caso de la heroina, el asunto es algo mas complicado
ya que si bien no se observaron diferencias entre razas en la respuesta dopaminérgica
en el NAcc ante una inyeccion de heroina, cuando se pretrataron los animales con
THC durante la adolescencia se observdé una potenciacion de la respuesta
dopaminérgica, que en el caso del NAcc-Shell fue selectiva de la raza LEW (Cristina

Cadoni et al., 2015).

Por otro lado, la raza F344 muestra niveles mayores de proteinas Gi, en el
NAcc, pero no hay diferencias con respecto a las Go, 0 Gso, €N comparacion con las
ratas LEW (Brodkin et al., 1998; Guitart et al., 1993). Las proteinas Gi y G, se unen a
los receptores dopaminérgicos del subtipo D2 e inhiben la actividad de la enzima AC,
por lo que los datos son consistentes con el hecho de que las F344 tengan menores
niveles de AC y de proteina quinasa A (Guitart et al., 1993), y una mayor densidad de
receptores dopaminérgicos del subtipo D, o del Ds; (Flores et al., 1998) que la raza
LEW en el NAcc. Sin embargo, estos autores no encontaron diferencias entre ambas
razas en los niveles de receptores dopaminérgicos del subtipo Di. Otros autores
tampoco han encontrado diferencias en la fijacion a los receptores de subtipo D1 o del
D2, o0 en la expresién de su ARNm en el estriado (George et al., 1991; Luedtke et al.,
1992), aunque nosotros si hemos observado diferencias (LEW>F344) en los niveles
de receptores D2 en la parte dorsal de dicha estructura y en la corteza piriforme y
campo CALl del hipocampo (F344>LEW) (Sanchez-Cardoso et al., 2009). Tampoco se
han encontrado diferencias en la fijacion al receptor D1 en el NAcc (Sanchez-Cardoso
et al., 2009), pero si se han descrito diferencias entre ambas razas en otras zonas
cerebrales. Asi, la raza F344 muestra mayores niveles de fijacion al receptor del
subtipo Di1 en la corteza cingulada, tubérculo olfatorio y en la sustancia negra
(Sanchez-Cardoso et al., 2009) y niveles menores en varias capas del hipocampo

(capa stratum radiatum de CAl y CA2; capa lacunosum molecular de CAl; capa de

59



células piramidales de CAS3), en las capas molecular y granular del giro dentado,
partes central y ventral del nucleo talamico posterolateral y la parte reticular de la
sustancia negra (Martin et al., 2003). Por dltimo, para terminar esta breve exposicion
de diferencias entre ambas cepas en el sistema dopaminérgico, cabe sefialar que se
ha descrito también que en el NAcc los niveles del transportador de dopamina (DAT)

son menores en la raza Lewis que en la raza F344 (Flores et al., 1998).

También se han encontrado diferencias entre ambas razas en otros sistemas
de neurotransmisores. Por ejemplo, comparada con la raza LEW, la F344 tiene un
mayor nivel basal de glutamato en la corteza prefrontal (PFC) y en el NAcc (Selim y
Bradberry, 1996). Sin embargo, la raza F344 tiene menor nivel de fijacion al receptor
N-metil-D-aspartato (NMDA) que la raza Lewis en varias regiones cerebrales como
son la corteza frontal y cingulada, el CPu, el nucleo central de la amigdala y la capa
blanca intermedia del coliculo superior (Martin et al., 2003). No obstante, tras la
extincion de la conducta de autoadministracion de cocaina, no se encontraron
diferencias entre razas en los niveles extracelulares de glutamato en el NAcc-Core

(Miguel Miguéns et al., 2013)

Por otro lado, las ratas F344 tienen niveles basales de serotonina mayores en
el NAcc comparadas con las ratas Lewis (Selim y Bradberry, 1996), aunque los niveles
basales de su metabolito, 5- HIAA (&cido 5-hidroxi-Indolacético), no difieren entre
ambas razas (Camp et al., 1994; Strecker et al., 1995). Sin embargo, los niveles de
este metabolito se incrementan de manera notable en el NAcc de las ratas F344 y no
en las LEW, en respuesta a la administracion de metanfetamina pero no de cocaina
(Camp et al., 1994). Ademés, las ratas F344 tienen mayores niveles de fijacion al
receptor de serotonina 5-HT:1a en la corteza frontal y en el hipocampo, pero no en el
hipotdlamo y se ha visto que la expresién de su ARNm es mayor en el hipocampo de
las ratas F344 que en las ratas LEW. También la raza F344 tiene un mayor nivel de

actividad de la enzima tript6fano hidroxilasa (enzima limitante de la sintesis de
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serotonina) (Chaouloff et al., 1995). En relacidén con la serotonina, se ha visto que la
adrenalectomia causa un incremento en la densidad de los receptores

serotoninérgicos en el hipotalamo e hipocampo de ambas razas.

Recientemente se ha estudiado el sistema opioide en las razas LEW y F344,
centrandose en la posible influencia de diferencias en la funcionalidad de dicho
sistema en relacion con la distinta preferencia por drogas de abuso que exhiben
ambas razas. A este respecto, los primeros resultados demostraron que la raza LEW
adquiria la conducta de autoadministracién de opidceos (morfina) mas rapidamente
que la cepa Fischer 344 con programas de condicionamiento operante de bajo
requerimiento de respuestas (Razén Fija 1; RF1) (Ambrosio et al., 1995). También se
encontré que esas diferencias en la adquisicion de la conducta de autoadministracion
de morfina se mantenian claramente con programas de alto requerimiento en el
namero de respuestas, como son los programas de Razén Progresiva, que miden la
eficacia reforzante de las drogas (Martin et al.,, 1999). En este ultimo trabajo se
comprobd que la raza LEW no solamente se autoadministraba mas morfina que la
F344, sino que tenia un menor contenido de ARNm de proencefalina en el estriado

dorsal y en el NAcc que la cepa F344.

Se han medido también los niveles basales de receptores p-opioides en ambas
razas mediante autorradiografia, encontrando que la cepa LEW tiene menores niveles
de estos receptores en el estriado dorsal, en el NAcc, en varios nucleos talamicos y
otras regiones cerebrales, en comparacion con la raza F344 (Sanchez-Cardoso et al.,
2007). Otros autores también han encontrado que la raza F344 tiene un mayor nivel de
expresion génica de la encefalina en el hipotalamo (Sternberg et al., 1989) y unos
niveles mayores de dinorfinas en varias regiones del cerebro, comparado con la raza
LEW (Valenza, Picetti, Yuferov, Butelman, & Kreek, 2016)(Nylander et al., 1995).
Todos estos datos sugieren que ambas razas difieren en varias caracteristicas del

sistema opioide, aunque no sabemos cémo puede traducirse este hecho en

61



diferencias conductuales. Sin embargo, como se ha comentado anteriormente, la raza
LEW adquiere la conducta de autoadministracién de morfina méas rapidamente que la
F344 (Ambrosio et al., 1995; Martin et al., 1999) y ello puede tener relacion con una
menor presencia basal de elementos reguladores de su sistema opioide (receptores u
y niveles de proencefalina) comparada con la menos vulnerable cepa F344.
Recientemente se ha observado también que los niveles de expresion génica de
diferentes péptidos opioides en el estriado dorsal correlacionan con la conducta de
autoadministracién de cocaina en la raza F344 pero no en la LEW (Valenza et al.,
2016) lo que afiade validez al argumento del papel modulador de las diferencias
genéticas en la funcién del sistema opioide sobre las conductas adictivas, en este

caso, de adiccién a cocaina.

Hasta la fecha no se disponia de datos sobre las posibles diferencias entre
LEW y F344 en elementos del sistema endocannabinoide, lo cual constituye uno de
los primeros objetivos de esta tesis doctoral. Se han observado diferencias tanto en los
niveles de unién a receptores cannabinoides como en la expresion génica de
diferentes elementos del citado sistema (Coria et al., 2014) lo cual se detallara

convenientemente en la seccién de resultados de la presente Tesis Doctoral.

Receintemente se ha investigado el sistema colecistoquininérgico en estas dos
cepas encontrandose que las ratas F344 mostraban niveles superiores de
colecistoquinina en microdializados obtenidos del NAcc. Ademas, se estudi6 la unién
de colecistoquinina en cerebro total y se encontré que las ratas F344 tenian niveles
mayores del receptor CCK; que las ratas LEW. Los autores relacionaron estos datos
con la influencia del sistema colecistoquininérgico en la vulnerabilidad a las acciones

reforzantes de la morfina en estas cepas (Noble et al., 2012).

Un ultimo tema a tratar sobre estas cepas es su capacidad de aprendizaje y
memoria y en general de los procesos de plasticidad sinaptica que muestran porque

podrian estar relacionados directa o indirectamente con su diferente vulnerabilidad al
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consuno de drogas. En este sentido se ha observado que las ratas F344 muestran un
peor rendimiento en tareas de aprendizaje y memoria espaciales (A Fole, Martin,
Morales, & Del Olmo, 2015; Alberto Fole et al., 2011; van der Staay et al., 2009).
Ademas se ha visto que las ratas de la cepa F344 no muestran despotenciacion de la
LTP (long-term potentiation) (M Miguéns, Coria, Fole, Ambrosio, & Olmo, 2011) y
tienen un déficit parcial en el fenémeno de la LTD (long-term depression) inducida por
NMDA (NMDA-LTD) (A Fole et al., 2015). Por ultimo, se han observado diferencias en
la morfologia de las neuronas hipocampales en estas cepas asi como en la densidad
de espinas dendriticas. Por ejemplo, se ha visto que las dendritas apicales del campo
CALl de las ratas LEW eran mas ramificadas y tenian mayor complejidad que en las
ratas F344, ademas las ratas F344 tenian una densidad de espinas dendriticas mayor
que las ratas LEW (Miguel Miguéns et al., 2015), no obstante, el diametro de las

espinas si era mayor en las ratas LEW comparadas con las F344 (Selvas et al., 2015).
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2. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION
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Teniendo en cuenta los datos expuestos en la introduccién de la presente Tesis
Doctoral, parece obvio que estas dos cepas de ratas difieren en una gran variedad de
parametros neuroquimicos y que muestran una vulnerabilidad diferencial al consumo
de drogas psicoactivas. Dentro de toda la literatura revisada observamos no obstante
que habia un tema que requeria mayor investigacion y era el estudio del sistema
cannabinoide enddgeno en ambas cepas. Dada la estrecha relacion que existe entre
los sistemas opioide y cannabinoide end6genos y habida cuenta de las grandes
diferencias que ambas cepas muestran en el sistema opioide endégeno (Herradon,
Morales, & Alguacil, 2003; Martin et al., 1999; Sanchez-Cardoso et al., 2007), parecia
probable que estas cepas también difirieran en el sistema endocannabinoide. Si esto
fuera asi, lo siguiente a comprar seria si esta diferencia a nivel neuroquimico tiene
algun tipo de relaciébn con la conducta de autoadministracion de cannabinoides,
fenbmenos que no se han explorado aun en estas cepas. Por otro lado, parecia
probable también que la autoadministracion de morfina, y la extincion de esta
conducta, ya que afectan al sistema opiode enddgeno y de manera diferencial en
ambas cepas (Sanchez-Cardoso et al., 2007), tuvieran también algun efecto en el
sistema endocannabinoide. Si esto fuera asi, se podria plantear la posible utildad de
farmacos que modulan la actividad cannabinoide como terapia para las recaidas al

consumo de opiaceos.

Por dltimo, dada la profunda interrelacion que existe entre las funciones del
sistema inmune y del sistema nervioso, y las diferencias en este Ultimo sistema que
existen entre ambas cepas, nos parecié interesante dar un primer paso en el estudio
de la modulacion de este sistema por la exposicion a morfina en ambas cepas, asi
como en condiciones basales. Para ello realizamos las mismas mediciones de
expresion génica que hicimos en encéfalo, en el bazo, por ser éste un 6rgano clave en

la funcién inmune.
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3.

OBJETIVOS EXPERIMENTALES
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Teniendo en cuenta lo expuesto en el Planteamiento de la Investigacion, en la
presente Tesis Doctoral nos hemos propuesto los siguientes objetivos experimentales.
Objetivo general: Estudio del sistema endoconnabinoide en las cepas de ratas Lewis y
Fischer 344

Objetivos Especificos:

- Estudiar los niveles de unién de receptores cannabinoides
mediante estudios de autorradiografia cuantitativa con *H-CP 55,940 en una
amplia disitribucion de areas encefalicas.

- Estudiar la expresion génica mediante qRT-PCR de las enzimas de
sintesis y degradacién de endocannabinoides NAPE-PLD y FAAH (para la
anadamida) y DAGLa y MAGL (para el 2-AG) en dos areas claves del refuerzo
y la conducta motivada como son el NAcc y la PFC.

- Estudiar la expresién génica de los receptores de cannabinoides CB1
y CB2, asi como del receptor putativo de cannabinoides GPR55 en dos areas
claves del refuerzo y la conducta motivada como son el NAcc y la PFC en
condiciones basales.

- Determinar si las posibles diferencias que pudiéramos encontrar
tendrian algin correlato funcional en la autoadministracion de cannabinoides
en ambas cepas.

- Estudiar el papel cruzado de los sitemas opiode y cannabinoide en
ambas cepas, y para tal fin medir la expresién génica de los elementos
endocannabinodies mencionados tras la autoadministracion de morfina y la
exitncion de la misma tras dos intervalos temporales (7 y 15 dias de extincién).

- Realizar estudios de expresion génica en el bazo de animales LEW y
F344 como primer paso para estudiar la regulacion del sistema
endocannabinoide a nivel inmune vy la influencia que la autoadministracién de

morfina o su extincion pudieran tener en esta regulacion.
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4.

MATERIALES Y METODOS
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4.1 Sujetos

Para la realizacion de todos los experimentos que componen esta tesis, ha sido
necesario utilizar 199 ratas macho de las cepas LEW y F344 (LEW: n=98; F344:
n=101) de un peso aproximado de 250-300 g. al comienzo de los experimentos.
Teniendo en cuenta que 12 de los animales no superaron la cirugia, su distribucion en
las diferentes situaciones experimentales fue: 8 LEW y 8 F344 en el experimento de
autorradiografia cuantitativa, 10 LEW y 9 F344 en el estudio de la expresion génica
basal por qRT-PCR, 16 LEW y 19 F344 en el experimento de autoadministracién de
WIN 55,212-2 y 60 LEW y 57 F344 en el experimento de autoadministracion de
morfina. Los animales se mantuvieron en condiciones de temperatura y humedad
constantes en un ciclo de luz de 12 horas (encendido de luces 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. Seguimos las directrices de la
norma europea 86/609/EEC en el uso y mantenimiento de estos animales. En todo

momento se minimizé el nimero de animales empleados.

4.2 Autorradiografia de receptores cannabinoides

Las técnicas de autorradiografia de receptores se realizan sobre cortes de
tejido, y consisten basicamente, en sumergir el tejido en una sustancia que contenga
una molécula que se una al receptor a estudiar, que ha sido modificada afiadiéndole
un isétopo radioactivo, y exponiendo el tejido a una pelicula fotografica sensible a la

radioactividad que emita el tejido asi tratado.

La técnica de la autorradiografia cuantitativa se utiliza para obtener una medida
del nimero de receptores que se expresan en el tejido a estudiar, de manera que se
utiliza una molécula con alta afinidad por el receptor en cuestiéon (ya sea agonista o

antagonista) a la que se le ha afadido un isétopo radioactivo (en nuestro estudio
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Tritio). Esta molécula tritiada se unira a los receptores que queremos cuantificar, pero
sabemos que también se une de manera inespecifica a otras moléculas. Para
cuantificar esta unién inespecifica, sumergimos los cortes de tejido en una sustancia
que contenga, ademas del agonista o antagonista tritiado, esa misma molécula afin al
receptor (u otra molécula con al menos la misma afinidad), pero sin tritiar y en una
mayor concentracion (en nuestro caso en una concentraciéon milimolar frente a una
concentracion nanomolar). Esa mayor concentracién desplazara de los receptores la
molécula tritiada de manera que la sefal radiactiva que emitan los cortes asi tratados
correspondera a la union inespecifica. Restando esta union inespecifica a la unién
total, obtendremos una medida mucho mas ajustada del namero de receptores

estudiados (union especifica).

Para los estudios autorradiograficos utilizamos ratas macho (280-300 g) LEW y
F344 (Harlan Interfauna Ibérica) (8 por raza). A las dos semanas de su llegada al
animalario, los animales fueron sacrificados mediante decapitacion y sus cerebros se
extrajeron y fueron sumergidos en 2-metilbutano enfriado con hielo seco.
Posteriormente se obtuvieron cortes a 20 micras en un criostato y fueron colocados en
pares sobre portas gelatinizados. Obtuvimos cortes en 7 niveles diferentes a lo largo

de todo el encéfalo (ver Resultados).

Los receptores cannabinoides fueron marcados con el ligando radiactivo *H-CP
55,940 con una actividad especifica de 139,6 Ci/mmol (Perkin Elmer Life Sciences,
Madrid, Espafia.). El protocolo, basado en trabajos previos de Fattore y cols. (Fattore
et al., 2007), constaba de una serie de incubaciones y lavados. En primer lugar los
portas fueron incubados a 37°C durante 150 minutos en tampén 50 mM Tris-HCI con
5% de albimina sérica bovina (BSA) y 10 nM de 3H-CP 55,940 (pH 7,4). La unién no
especifica se determiné en presencia de 10 uM de CP 55,940 no radioactivo. Una vez
terminado el periodo de incubacion, los portas se lavaron en el mismo tampén con 1%

de BSA durante 60 minutos a 4°C, y a continuacién se lavaron de nuevo durante 180
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minutos en distintas cubetas con las mismas condiciones del lavado anterior.
Posteriormente, los portas se sumergieron en el mismo tampoén pero sin BSA, en frio
durante 5 minutos, y después en agua destilada. Por ultimo, se procedié al secado de

los portas con aire frio.

Los portas ya tratados se expusieron junto con patrones de radiactividad
comercialmente disponibles  (Autoradiographic °*H micro-scales, (Amersham
Internacional/Pharmacia Biotech, Amersham, Reino Unido) a peliculas sensibles al
tritio (®*H-Hyperfilm, General Electrics Health Care, Espafia) durante 6 semanas a una

temperatura entre 4° y 7°C. Las peliculas se revelaron con revelador Kodak D19.

4.2.1. Andlisis cuantitativo de los autorradiogramas

Una vez obtenidos los autorradiogramas, se cuantificaron mediante un
densitébmetro, empleando una aplicacion desarrollada por el NIH (National Institute of
Health) y comercializada por Scion Corporation (EEUU). Para la captura de imagenes
se emple6 una camara digital que se conecté mediante una tarjeta grafica SCION a un
ordenador compatible IBM. Mediante el lenguaje incluido en la propia aplicacion
SCION, se programé el procedimiento para la captura y andlisis de los

autorradiogramas y el posterior almacenamiento de los datos.

Todas las imagenes capturadas de la misma pelicula fueron corregidas
mediante una rutina de cédigo que iguala la iluminacion (contraste y brillo) de la
imagen autorradiogréafica a un fondo blanco homogéneamente iluminado. Previamente
a la captura de las imagenes de los cortes de tejido, se digitalizd la imagen del patron
y se construy6 una curva de calibrado de orden cuadratico para disponer de medidas

comparables entre las diferentes peliculas y para poder obtener medidas absolutas.
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Después de capturar las imagenes se realizd6 con el mismo programa la
cuantificacion en las diferentes regiones estudiadas y los resultados fueron

almacenados en una base de datos para su posterior analisis y tratamiento estadistico.

4.3 Autoadministracién intravenosa de drogas

4.3.1. Introduccién a la autoadministracion intravenosa de drogas

Nichols y cols. llevaron a cabo en 1956 los primeros estudios experimentales
que sugirieron una posible funcién de las drogas como reforzadores en animales.
Posteriormente, en 1962, James Weeks estableci6 la metodologia de la
autoadministracién intravenosa de drogas tal y como la conocemos en la actualidad
(Weeks, 1962). La aportacion de J. Weeks fue importante porque permitié establecer
los procedimientos de condicionamiento operante que posibilitaban la demostracién de
que las drogas actuaban como reforzadores positivos. Este autor fue el primero que
implant6 catéteres de forma permanente en la vena yugular de ratas de laboratorio a
las que conect6 a una caja de condicionamiento operante y a una bomba de infusién
gue dispensaba automaticamente inyecciones de morfina, comprobando que los
animales se inyectaban cantidades importantes de esta droga. Esta técnica supero los
problemas debidos al sabor de las disoluciones de los farmacos y al retraso en el
refuerzo, propios de la via oral empleada por otros autores, permitiendo el
establecimiento de respuestas operantes claramente definidas y de programas de
reforzamiento. Este procedimiento fue aplicado en otros laboratorios, con otras
especies de animales y diferentes drogas, como la anfetamina y la cocaina,
obteniéndose resultados parecidos (Pickens y Thompson, 1968; Thompson vy
Schuster, 1964). De esta forma se demostré la gran influencia que ejercen las drogas
sobre la conducta. La obtencion de resultados similares por parte de otros grupos de
investigacion propicié que esta metodologia fuese ampliamente utilizada en diferentes

especies de animales para estudiar los efectos reforzantes de las drogas de abuso.
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Las sesiones de autoadministracion programadas dependen del criterio del
investigador y de las caracteristicas especificas de la droga a autoadministrar, y
normalmente estan limitadas en cuanto a su duracion. En nuestros experimentos de
autoadministracion de WIN 55,212-2 se programaron sesiones de una hora durante la
adquisicion de la conducta, y de dos horas durante el mantenimiento y la extincion,
que es el intervalo temporal medio utilizado en gran parte de los estudios realizados
con autoadministracion de sustancias adictivas cuando el programa consta de un gran
namero de sesiones, sin embargo, en nuestros experimentos de autoadministracion de
morfina todas las sesiones tuvieron una duracion de doce horas y se realizaron por la
noche, en el periodo de mayor actividad de las ratas. En general, el comportamiento
del animal durante las primeras sesiones es bastante desorganizado y conforme
avanzan las sesiones, los animales van regulando el nUmero de inyecciones que se
autoadministran. Asi, cuando los animales inician una sesién, suelen
autoadministrarse varias inyecciones en los primeros minutos para, posteriormente, ir

espaciandolas en el tiempo de forma regular.

La dosis parece ser la variable mas importante a la hora de regular la
autoadministracion de drogas. Partiendo de unos niveles minimos, las dosis mas bajas
tienden a aumentar el nimero de inyecciones autoadministradas y las dosis altas
tienden a disminuirlas. Cuando los animales han sido sometidos a varias sesiones,
generalmente, después de cada inyeccion, hay una intervalo temporal en el que el
animal no se autoadministra mas droga (pausa post-refuerzo) y este intervalo temporal
se encuentra directamente relacionado con la dosis. Cuanto mas alta es la dosis, mas
se alarga la pausa y en consecuencia, el animal se autoadministra un menor nimero
de inyecciones durante la sesién. Se ha sugerido que la pausa post-refuerzo puede
deberse a una alteracion comportamental generalizada a causa de la cual el animal
deja de responder por un tiempo. Por otro lado, se sabe que los efectos aversivos de

la drogas también pueden limitar la tasa de autoadministracion, lo que puede servir de
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base para establecer las dosis de droga que se deberian emplear con distintos

programas de autoadministracion (Yokel y Piekens, 1974).

4.3.2. Equipos utilizados en la administracion intravenosa de drogas

En los estudios de autoadministracion de drogas empleamos 18 cajas de
condicionamiento operante (Figura 9) (Med Associates, Vermont, EE.UU. y Coulburn
Instruments, Holliston, EE.UU.). En cada caja se colocaron dos palancas situadas a
ambos lados de una de las paredes de la caja y separadas entre si 14 cm. Las
palancas estaban disefiadas para registrar cada respuesta que se produjera cuando
se aplicaban al menos 3 g. de fuerza sobre ellas. La dispensaciéon de las drogas se
realizd6 mediante una bomba automatica de infusion (Harvard Instruments; EEUU) que
se encontraba situada fuera de la caja de condicionamiento operante. La bomba
estaba conectada mediante un pivote giratorio de doble canal (Instech Laboratories,
Plymouth Meeting, PA, USA) al catéter, que discurria por el interior de un muelle
metdlico (Alice King Chatman; EEUU) y que se encontraba acoplado a su vez al
conector previamente colocado en el craneo del animal. El registro de los datos y el

control de las cajas y de la
! bomba se realiz6 mediante un
ordenador compatible IBM vy
- una interfaz (Med Associates;

EE.UU).

A los animales,

Figura 9. Sistema de autoadministracién previamente anestesiados con
intravenosa de drogas (Med-Associates). Se

puede observar la bomba de infusion, el dispensador ~ Ketamina (40 mg/kg) y Diazepan
de bolitas de comida, y la luz que al encenderse hara

de estimulo discriminativo. Las palancas en esta

imagen se encuentras retraidas.



(10 mg/kg), se les implantaron quirdrgicamente catéteres permanentes en la vena
yugular. En primer lugar se hizo un pequefio corte en la piel del cuello del animal hasta
llegar al paquete vascular aislando la vena yugular. Posteriormente, se hizo una
pequefia incision en la vena y se inserto el catéter, que se fij6 a la propia vena y a los
musculos pectoral y maxilofacial mediante suturas. Una vez fijado el catéter, éste se
extrajo por la espalda del animal a la altura media escapular, imposibilitando asi que
pudiera llegar hasta él y dafarlo. Finalmente, se suturd la zona y se comprobé que la
posicion del catéter era la correcta y que no existia pérdida o bloqueo del flujo a través

del mismo mediante la infusion de suero salino.

Los animales permanecieron al menos 7 dias en recuperacién antes del
comienzo de los experimentos y se les administré diariamente, a través del catéter,
una solucién de suero salino con 100 U.l./ml de Heparina y Gentamicina (1mg/ml), con
el fin de evitar su oclusién y posibles infecciones. El dia previo al comienzo de la
autoadministracién, se comprobé el correcto funcionamiento de los catetéres mediante
la infusién de un bolo de 0,2 ml aproximadamente de tiopental sédico (20 mg/ml). Se
consider6 que el catéter funcionaba correctamente si se observaban signos de

aturdimiento o pérdida de consciencia claros justo después de la infusién del bolo.

4.3.4. Compuestos empleados en la autoadministracion

En los experimentos de autoadministracion de cannabinoides, el agonista
cannabinoide empleado fue el WIN 55,512-2 (Tocris, Reino Unido), a una dosis de
12,5 ug/kg, disuelto en Tween80 al 0,3% (Sigma, Espafia) y suero salino estéril (0,9%
NaCl). El antagonista cannabinoide especifico de los receptores CB1 utilizado en la
sesion 21, fase de mantenimiento, fue el AM251 (Tocris, Reino Unido) a una dosis de
4 mg/kg i.p. disuelto en una mezcla de Tween80, dimetilsulfoxido y suero salino estéril

en una proporcion 1:1:8.
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En los experimentos de autoadministracion de opiaceos, el agonista opioide
empleado fue la morfina, a una dosis de 1mg/kg, disuelto en suero salino estéril (0,9%

NacCl).

4.3.5. Procedimiento experimental

Para la realizaciéon de esta tesis, ha sido necesario realizar dos estudios
basados en el paradigma de autoadministracion intravenosa de drogas: uno de
autoadministracion de cannabinoides, y otro de autoadministracién de opiaceos. Como
podra comprobarse, ambos difieren en muchos aspectos procedimentales debido,
fundamentalmente, a las caracteristicas intrinsecas de las sustancias a
autoadministrar (WIN 55,212-2 y morfina) y a la experiencia previa de
autoadministracion intravenosa en ratas de la sustancia en cuestion (mientras que la
autoadministracién de cannabinoides se ha conseguido en muy escasas ocasiones y
nunca con estas cepas de rata, la autoadministracion de morfina en LEW y F344 es el
prototipo del modelo de vulnerabilidad/resistencia a la autoadministracion de
sustancias adictivas). En lo que ambos estudios coinciden plenamente es en el
tratamiento previo a la autoadministracién propiamente dicha. En ambos casos, los
machos de rata LEW y F344 una vez aclimatados al animalario, alcanzado el criterio
de peso y previo a la cirugia, fueron entrenados a presionar la palanca en las cajas de
condicionamiento operante con un programa de razén fija 1 (RF1) reforzado con
comida. Una vez alcanzado el criterio de eficacia (3 sesiones consecutivas de media
hora con al menos 100 presiones de palanca), los animales estuvieron listos para la
cirugia y tras una semana de recuperacion comenzaron la autoadministracion

intravenosa de drogas.

En el estudio de autoadministracion de cannabinoides, ratas macho de las
cepas LEW y F344 fueron sometidas a la autoadministracién intravenosa de WIN
55,212-2 mediante un programa de razoén fija 1 (RF1), de manera que recibieron una

dosis de 12,5 pg/kg del agonista cannabinoide de forma contingente a cada presion de
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la palanca operativa, con un tiempo de infusién de 15 segundos, siempre seguido de
un intervalo de tiempo fuera de otros 15 segundos en los que la presién de la palanca
activa se registraba (como presion en tiempo fuera), pero no tenia asociada

consecuencia alguna.

El programa const6 de 28 sesiones divididas en tres fases:

- Adquisicion: sesiones de la 1 ala 8.

- Mantenimiento: sesiones de la 9 a la 23.

- Extincidn: sesiones de la 24 a la 28.

Un dia antes de comenzar las sesiones de adquisicion, se les retiré la comida,
y se les mantuvo a dieta (11-14 g.) durante todo el experimento de autoadministracion,
controlandoles el peso diariamente, media hora antes de cada sesion en las cajas de
autoadministracién, de manera que se mantuvieran entre el 90 y el 95% de su peso ad

libitum.

Las sesiones de adquisicion tuvieron una duracion de 1 hora cada una, y los
dos primeros dias (sesiones 1y 2) se colocaron dos pellets en la palanca activa para
facilitar la adquisicion de la conducta y el contacto con la droga. La duraciéon de cada
una de las sesiones del resto del programa, en las fases de mantenimiento y extincion,

fue de 2 horas.

En las sesiones 19 y 20 (sesiones 11 y 12 de la fase de mantenimiento), media
hora antes del comienzo de la sesién se les administré a través de una inyeccion
intraperitoneal (i.p.)1 ml/kg de vehiculo del antagonista cannabinoide, para
acostumbrar a los animales al procedimiento de inyeccion y eliminar posibles efectos
derivados del estrés de dicho procedimiento. En la sesion 21 (sesion 13 de la fase de

mantenimiento) se les administré 4 mg/ml/kg i.p. de AM251.
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Durante las sesiones de la fase de extincién (sesiones 24-28) los animales se
autoadministraron con cada presion de palanca 100 yl de vehiculo de WIN 55,212-2

en 15 segundos de infusion.

En el estudio de autoadministracion de opiaceos, ratas macho de las cepas
LEW y F344 fueron sometidas a la autoadministracion intravenosa de morfina
mediante un programa de razoén fija 1 (RF1), de manera que recibieron una dosis de 1
mg/kg del agonista opioide de forma contingente a cada presion de la palanca

operativa.

El programa consto de 34 sesiones divididas en dos fases:

- Autoadministracion: sesiones de la 1 a la 19.

- Extincién: sesiones de la 20 a la 34.

Todas las sesiones de este estudio tuvieron una duracion de 12 horas y se
realizaron por la noche (de 20 a 8 horas) en el periodo de maxima actividad de las
ratas. Esto es lo l6gico si tenemos en cuenta que nuestra variable dependiente es una
conducta operante (presiones de palanca) y que el efecto principal de la droga

(morfina) es relajante.

Durante la fase de extincidn se sustituyé la morfina por su vehiculo, de manera
que contingentemente a cada presion de palanca activa las ratas obtuvieron una

inyeccion de 100 pl de suero salino estéril (0,9% NaCl).

El tiempo de infusion fue de 10 segundos durante todo el estudio, seguido por
un tiempo fuera de otros 10 segundos en los que la presion de la palanca activa se
registraba (como presién en tiempo fuera) pero no tenia asociada consecuencia

alguna.

Cada sesion de autoadministracion tuvo un tope maximo de 50 inyecciones.
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4.4 Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa —-qPCR-

4.4.1. Introduccién a la gqPCR

Desde que Kary Mullis ideara esta técnica a mediados de los ochenta del
pasado siglo, la PCR ha contribuido al desarrollo de las ciencias biolégicas mas que
cualquier otra técnica ideada en el siglo XX. El gran éxito de la reaccion en cadena de
la polimerasa se basa en que permite obtener un gran numero de copias de
fragmentos concretos de ADN utilizando basicamente los mismos mecanismos que

utilizan las células de manera natural para replicar su material genético.

Tal y como describieron Watson y colaboradores en 1992, la técnica de la PCR

consiste basicamente en la repeticion ciclica de tres pasos:

1.- Desnaturalizacion del ADN bicatenario: La separacion de las dos hebras de ADN

se consigue calentando la muestra a temperaturas superiores a 90°C.

2.- Unién especifica de los cebadores: Los cebadores son oligonucle6tidos sintéticos
disefiados para delimitar la seccién concreta de ADN que se quiere replicar. Se suelen
emplear dos cebadores que se unen a cada una de las cadenas complementarias. La
temperatura a la que se realiza la union del cebador con el ADN monocatenario se
denomina Ta (annealing temperature), depende de la composicién concreta de bases

y del tamafio del cebador y es crucial para comprobar la especificidad de la reaccion.

3.- Extension de la copia de ADN: La ADN polimerasa a partir de los cebadores y
utilizando los nucleétidos presentes en la solucién, replica la secciébn de ADN

seleccionada.

Asi, una vez completados los tres pasos de cada ciclo, se obtiene el doble de
secuencias de ADN que delimitaron los cebadores, incrementandose el ADN
seleccionado de manera exponencial, de manera que después de n ciclos

obtendremos 2" copias.
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En nuestros experimentos, como lo que queremos es cuantificar la cantidad de
ARN mensajero, debemos afadir un paso previo: la retrotranscripcién para pasar de

ARN a ADN.

4.4.2. Protocolo de gRT-PCR realizado

Han sido dos los experimentos en los que hemos investigado la expresion
génica de parametros des sistema endocannabinoide utilizando esta técnica: Uno
basal y utilizando una muestra pequefia (19 ratas), y otro con las ratas del experimento
de autoadministracion de morfina con una muestra mucho mayor (102 ratas). Mientras
en el estudio de la expresion génica basal extrajimos el ARN mediante un kit comercial
y realizamos la amplificacion mediante sonda y utilizando actina como gen de
referencia, en el estudio sobre la influencia de la autoadministracion de morfina,
movidos principalmente por criterios de ahorro, extrajimos el ARN mediante la
homogeneizacion del tejido en Qiazol —reactivo similar al Trizol- (Qiagen) y separacién

de fases y amplificamos utilizando SYBR Green y GAPDH como gen de referencia.

Para obtener las muestras de tejido las ratas fueron decapitadas y extraidos
sus cerebros, y, en el caso de las ratas del experimento de autoadministracion de
morfina, también se tomaron muestras de bazo. Las disecciones fueron realizadas en
el menor tiempo posible, sobre hielo y ayudados por una matriz cerebral. Las muestras
asi extraidas se preservaron en RNA later (Qiagen, UK) a una temperatura de 4°C
durante 24 horas, para posteriormente ser almacenadas a -70°C hasta su
procesamiento. Todo este proceso fue realizado con la méaxima esterilidad y todo el
instrumental, asi como las superficies de trabajo, fue rociado con RNase Zap

(Ambion/Life Technologies, USA) para prevenir la actividad de las ARNasas.

Para la homogeneizacién de las muestras utilizamos tampon Q: en agua DEPC
(Sigma-Aldich, D5758) al 0,1%, autoclavada, sacarosa 320mM, HEPES (Calbiochem,

391338) 50mM, cocktail inhibidor de proteasas (Roche, Complete EDTA-free, 11-873-
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580-001), cocktail inhibidor de fosfatasas (Roche, PhosSTOP, 04-906-837-001) y
butirato de sodio (Sigma-Aldich B5887) 5mM, pH 7,8. En 20 volumenes de este
tampdn, homogeneizamos las muestras con un mortero plastico (pellet pestle, Sigma-
Aldrich, Z359971-1EA), las dejamos incubar en hielo picado durante 10 minutos y
separamos por centrifugacion (a 1000g, a 4° C, durante 10 minutos) la fracciéon
citoplasmética, que almacenamos en QIAzol (Qiagen, 79306) para la posterior

extraccion de ARN.

La extraccién del ARN de las muestras de tejido en el experimento sobre la
expresion génica basal, se llevo a cabo utilizando un kit comercial de extraccion en
columna (RNAeasy extraction kit, Qiagen, UK) siguiendo las instrucciones del
fabricante. En el experimento con las muestras de las ratas de autoadministracion de
morfina, extrajimos el ARN adaptando el protocolo que Chomczynski y Sacchi
publicaron en 1987. Cogimos 80 pL de la fraccion citoplasmatica que reservamos, le
afiadimos 800 pL de QIlAzol y lo dejamos incubar a temperatura ambiente durante 5
minutos para desestabilizar los complejos nucleoproteicos. Afadimos 160 pL de
cloroformo (Merck, 1.02445.2500), agitamos manualmente durante 15 segundos y
dejamos incubar 2-3 minutos a temperatura ambiente. Centrifugamos a 12.000 g, a 4°
C durante 15 minutos para obtener 3 fases de decantacion. Trasvasamos la fase
superior (fase acuosa), donde se encuentra el ARN disuelto, a un tubo eppendorf de
1,5 ml, le afadimos 400 pL de isopropanol (Fisher Scientific, BP2618) y 10 uL de
glucégeno como carrier de precipitacion, y centrifugamos a 12.000 g, a 4° C durante
10 minutos. Descartamos el sobrenadante y lavamos el pellet dos veces en 1ml de
etanol al 75% frio (-20° C) centrifugandolo durante 5 minutos a 7.500 g, 4°C y
descartando el sobrenadante. Dejamos secar al aire, a temperatura ambiente, durante
2-3 minutos para que se evapore todo el etanol y resuspendimos el pellet en 30 pL de

agua-DEPC.
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El ARN fue cuantificado midiendo la absorbancia a 260 nm y su integridad fue
determinada con un bioanalizador Agilent Bioanalyzer 2100 (RNA Nano 6000 Kkit).

Todas las muestras tuvieron una integridad con un RIN superior a 8.

Antes de realizar la retrotranscripcion tratamos las muestras con DNasa |

(Invitrogen, 18068-015) para eliminar la posible contaminacién de ADN nuclear.

De cada estructura de interés, retrotranscribimos 150 ng de ARN usando iScript
Super mix retrotranscription kit (Bio-Rad; Hercules, CA, USA). Las muestras de ADN

complementario asi obtenidas fueron diluidas en una proporcion 1:2 en agua DEPC.

Las PCRs propiamente dichas, en el experimento sobre la expresién génica
basal, fueron realizadas por triplicado con SSoFastProbes reaction mix (Bio-Rad;
Hercules, CA, USA), utilizando placas blancas de 96 pocillos (Bio-Rad, Hard-Shell
PCR Plates 96-well WHT/WHT, HSP9655) selladas con una pelicula adhesiva
(BioSciencie, Sorenson ultraA Seal, 36590), en un termociclador CFX 96 (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) bajo las condiciones térmicas recomendadas (desnaturalizacion
inicial a 95°C durante 30 segundos, y posteriormente 40 ciclos de desnaturalizacion a
95°C durante 5 sgundos y acoplamiento-extension —a la temperatura indicada en la
tabla 2- durante 10 segundos). Los detalles sobre cada reaccion concreta y de la

secuencia de los cebadores y las sondas los recogemos en la tabla 2.
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Tabla 2: Cebadores y sondas utilizados para estudiar la expresion génica basal.

Gen Oligo T.D. Secuencia

CB1 Sentido 60° C GTCGATCCTAGATGGCCTTGC

Antisentido GTCATTCGAGCCCACGTAGAG

Sonda [HEX]JACCACCTTCCGTACCATCACCACAGACCIBHQ1]
GPR55 Sentido 60,5° C | GGGATACAAGTGCTTCCACA

Antisentido AAAGGAGACCACGAAGACGA

Sonda [HEX]TCCTCCTTCCTATGGGCATCATGGGTC[BHQ1]
NAPE-PLD | Sentido 60° C AGATATGGACTCAAGAGTGAAGACTTC

Antisentido TCCTCAAAGGCTTTGTCATCGG

Sonda [HEX]TTCAAGTATCGTGACTCTCCGTGCTTCAGGIBHQ1]
FAAH Sentido 60° C GTTACAGAGTGGAGAGCTGTCC

Antisentido GTCTCACAGTCGGTCAGATAGG

Sonda [HEX]CACGCAGTTGGTCCCTTTGTTCACTTCCC[BHQ1]
DAGL Sentido 60° C CTTTGCTGAATTTTTCCGTGACC

Antisentido TTGTTTGCCTCATCCAGCAC

Sonda [HEX]CGACATAGTGCCCTCCGACATCATTGCTG[BHQ1]
MAGL Sentido 60° C CTACCTGCTCATGGAATC

Antisentido GACACCCACGTATTTATTTC

Sonda [HEX]JACACTCAAGATGTATGAAGGTGCCTACIBHQ1]
Actina Sentido 60° C GCATCCTGACCCTGAAGTACCC

Antisentido GTGTTGAAGGTCTCAAACATGATCTGG

Sonda [6BFAM]TGAACACGGCATTGTCACCAACTGGGACGA[BHQ1

]

Como comentamos al principio del epigrafe, las PCRs con las muestras de los

animales del experimento de autoadministracion de morfina las realizamos utilizando

SYBR Green (Bio-Rad, SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix, 172-5272)

como fluoréforo de deteccién. Las placas para las muestras, las peliculas de sellado y

el termociclador fueron los mismos en ambos experimentos. El protocolo térmico

consistié en 5 minutos a 95° C para activar la polimerasa y 40 ciclos de 5 minutos a

95°C y 30 segundos a 60°C con una curva de fusién de 60°C a 95°C. Mostramos los

detalles sobre la secuencia de los cebadores utilizados en la tabla 3.
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Tabla 3: Cebadores utilizados para estudiar la expresion génica en los sujetos del experimento de
autoadministracion de morfina.

Gen Oligo Temperatura Secuencia
Desnaturalizacion
CB1 Sentido 66,9° C GTCGATCCTAGATGGCCTTGC
Antisentido | 65,8° C GTCATTCGAGCCCACGTAGAG
CB2 Sentido 66,2° C TATGCTGGTTCCCTGCACTG
Antisentido | 67,1°C GGGGCTTCTTCTTTCCCCTC
GPR55 Sentido 64,1°C ACGGGAGTGTCTTCACCATC
Antisentido | 64,0°C CACTCCCCTGTGGAAAGTGT
NAPE-PLD | Sentido 65,2° C ACCAACATGCTGACCCAGAG
Antisentido | 64,5°C ATCGTGACTCTCCGTGCTTC
FAAH Sentido 61,9°C GTTACAGAGTGGAGAGCTGTCC
Antisentido | 62,7°C GTCTCACAGTCGGTCAGATAGG
DAGL Sentido 67,3°C CTTTGCTGAATTTTTCCGTGACC
Antisentido | 66,1°C TTGTTTGCCTCATCCAGCAC
MAGL Sentido 55,4°C CTACCTGCTCATGGAATC
Antisentido | 55,9°C GACACCCACGTATTTATTTC
GAPDH Sentido 52,2° C TCCCTGTTCTAGAGACAG
Antisentido | 54,2°C CCACTTTGTCACAAGAGA

La eficiencia de la reaccion fue optimizada con curvas estandar de diluciones
seriadas. Los genes de referencia, de p—actina en el primer experimento y de GAPDH
en el segundo, permanecieron estables en los distintos sujetos y grupos de los
experimentos, confirmandose de este modo como genes de referencia 6ptimos para
nuestras condiciones experimentales. Los ratios de expresiéon fueron calculados
utilizando el software qBASE (Biogazelle, Ghent, Belgium) usando el método AACt con

correcciéon de eficiencia.
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45 Analisis estadistico

En los dos estudios realizados sobre parametros basales, la autorradiografia de
receptores y la expresion génica basal a través de PCR, utilizamos como estadistico la
t de Student para detectar diferencias entre las razas en los pardmetros analizados. En
los casos en que las varianzas no fueron homogéneas, utilizamos la version corregida
del t-test proporcionada por el SPSS. Utilizamos el test de Grubbs para detectar
outliers y excluirlos de los subsecuentes analisis. Para estimar el tamafio del efecto
utilizamos el indice r y, en concordancia con Cohen (1992) consideramos un tamafio

del efecto grande cuando r toma un valor superior a 0,5.

Para realizar el andlisis de la conducta de autoadministracion de drogas, en el
estudio de autoadministracion de WIN 55,212-2, utilizamos un ANOVA de medidas
repetidas en cada una de las fases estudiadas (Adquisicion, Mantenimiento, Extincion)
con el factor intrasujeto SESION y el factor intersujetos RAZA (con dos niveles: LEW y
F344), para estudiar el efecto de la raza a lo largo de las diferentes fases del estudio
de autoadministracion. Para analizar las diferencias entre el nimero de presiones en la
palanca activa y la inactiva en cada raza, promediamos el nimero total de presiones
en cada palanca a lo largo de todas las sesiones de cada fase y realizamos una
prueba t de Student para muestras independientes. El analisis del efecto del
antagonista se realiz6 comparando las presiones en la palanca activa en el dia anterior
a la inyeccion y en el dia de la administracion del antagonista, mediante una prueba t
de Student para muestras relacionadas. Seguimos un procedmiento idéntico para el
andlisis del efecto del antagonista sobre el nimero de presiones en la palanca

inactiva.

El andlisis de la conducta de autoadministracién de morfina también se realiz6
mediante un ANOVA de medidas repetidas para cada una de las fases estudiadas

(autoadministracién, extincion de siete dias y extinciébn de 15 dias) con un factor

85



intrasujeto, SESION, y como factores intersujetos RAZA (LEW y F344),
TRATAMIENTO (salino y morfina) y EXTINCION (extincién 0 o autoadministracion,

extincion 7 y extincion 15).

En el andlisis de los resultados de la PCR en tiempo real con las muestras de
las ratas del experimento de autoadministracién de morfina, utilizamos un ANOVA
para cada uno de los genes estudiados en cada una de las estructuras analizadas, con
tres factores intersujetos, RAZA, TRATAMIENTO Y EXTINCION, cada uno con los
valores ya comentados en el analisis de la conducta. Cuando no se daban las
condiciones de homogeneidad de varianzas exigidas, realizamos dos
transformaciones de variables: logaritmo en base 10 y raiz cuadrada. Si continuaba sin
existir homocedasticidad, los estadisticos no paramétricos utilizados fueron Kruskal-

Walllis y U de Mann-Whitney, ambos para muestras independientes.

En todos los analisis realizados, la significacion estadistica se fij6 en a=0.05 y

todos los célculos se hicieron con SPSS 19.0.
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5.

RESULTADOS
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5.1.
cannabinoides.

Resultados: autorradiografia cuantitativa de receptores de

El primer paso en nuestra investigacion consistié en realizar un mapeo de los

receptores de cannabinoides, tomando muestras de tejido a distintos niveles del

encéfalo, y sometiéndolas a un experimento de autorradiografia cuantitativa. En la

Tablas 4 y 5 aparecen los valores de la union especifica de *H-CP 55,940 a los

receptores de cannabinoides expresados en nCi/mg de tejido equivalente.

Tabla 4: Union especifica de ®H-CP 55,940 a receptores de cannabinoides en distintas

regiones cerebrales en ratas LEW y F344. En la tabla se muestra la media * el error estandar
de la unién a receptores de cannabinoides, expresada en nCi/mg de tejido equivalente, y su

significacién estadistica.

Grupo

Regién LEW F344 Significacion
estadistica

Cerebro anterior (Bregma +1.70)
Estriado Dorsolateral 18,21 +£2,28 19,37 +2,28 N.S. t10=0,36; p=0,727
Estriado medial 13,45 £2,25 13,43 +£2,27 N.S. 110=0,01; p=0,994
NAcc Shell lateral 12,40 2,03 12,13 2,08 N.S. 110=0,10; p= 0,927
NAcc Shell med 12,21 +2,13 11,56 + 2,35 N.S. t9=0,21; p=0,842
Corteza motora capal 13,28 +£2,24 14,29 + 2,50 N.S. t10=0,30; p=0,770
Corteza motora capa6 14,89 + 1,97 15,39 +2.21 N.S. 110=0,17; p=0,869
Nucleos Septales (Bregma — 0,30)
Estriado Dorsolateral 20,65 + 0,79 20,19 +0,76 N.S. 11,=0,41, p=0,687
Estriado medial 13,43+0,50 | 14,32 40,67 N.S. t1,=1,09; p=0,298
Globo Palido Lateral 20,94 + 0,52 25,05 + 0,33 *** 110=6,05; p<0,001
Nucleo Septal Lateral 16,73 + 0,59 16,85 + 0,87 N.S. t1,=0,11; p=0,912
Corteza motora capal 15,06 + 0,77 15,88 + 0,61 N.S. 11,=0,79; p=0,443
Corteza motora capa6 16,75 + 0,61 16,99 + 0,70 N.S. 11,=0,25; p=0,806
Hipocampo (Bregma — 2,80)
Cal 19,76 +1,75 |19,53+1,94 | N.S. t10=0,09; p=0,933
Ca2 19,74+2,03 | 20,39 + 1,89 N.S. t10=0,31; p=0,765
Ca3 19,46 £ 1,91 20,29 + 2,04 N.S. t10=0,30; p=0,771
Giro Dentado 19,71+ 1,91 20,70 + 1,78 N.S. 110=0,38; p=0,712
Globo Palido Medial 2345+120 [22,19+1.83 N.S. t10=0,58; p=0,577
Amigdala Basolateral 14,09 + 1,59 13,14 + 1,61 N.S. 110=0,42; p=0,683
Corteza motora capal 14,28 + 1,87 14,00 + 1,70 N.S. t10=0,11; p=0,912
Corteza motora capa6 16,07 + 1,48 15,97 + 1,74 N.S. t10=0,05; p=0,965

88




Tabla 5: Union especifica de 3H-CP 55,940 a receptores cannabinoides en distintas
regiones cerebrales en ratas LEW y F344. En la tabla se muestra la media + el error estandar
de la unién a receptores de cannabinoides, expresada en nCi/mg de tejido equivalente, y su

significacion estadistica.

Grupo

Region LEW F344 Significacion
estadistica

Mesencéfalo (Bregma — 4,80)
Sustancia Negra 21,54 +1,28 22,60+ 1,17 N.S. t10=0,61; p=0,553
Nu. Talamico lateral 12,31+ 0,73 10,27 1,12 N.S. t10=1,53; p=0,158
Sust. Gris Periacueductal | 13,92 + 0,92 12,07 £ 1,11 N.S. t10=1,29; p=0,227
Area Tegmental Ventral 11,13 +0,72 9,32 +1,02 N.S. t10=1,45; p=0,179
Corteza motora capal 14,12 +£0,72 12.96 + 142 N.S. t10=0,73; p=0,483
Corteza motora capa6 15,44 + 0,62 14.03 + 1,28 N.S. 110=0,99; p=0,344
Coliculos (Bregma - 5,80)
Sustancia Negra 26,43 + 0,31 25,46 + 0,61 N.S. t11=1,35; p=0,204
Coliculos capa Zo 9,75 + 0,55 7,97 £0,76 N.S. t1;,=1,82; p=0,095
Sust. Gris Periacueductal | 14,20 + 0,84 11,73 £ 0,98 N.S. t12=1,87; p=0,088
Area Tegmental Ventral 11,20+0,83 | 9,21 £0,84 N.S. t10=1,64; p=0,133
Corteza motora capal 13,38 + 0,69 12,21 + 0,81 N.S. t11,=1,08; p=0,301
Corteza motora capa6 14,87 £ 0,47 13,67 + 1,00 N.S. t1;,=1,03; p=0,327
Zona del Nucleo Dorsal del Rafe (Bregma — 7,80)
Nucleo Interpeduncular 7,16 £ 0,76 6,52 + 0,61 N.S. 11;=0,64, p=0,535
Nucleo Dorsal del Rafe 9,06 £ 0,78 8,16 + 0,80 N.S. t11=0,80; p=0,441
Sust. Gris Periacueductal | 11,37 + 0,99 10,57 +1,13 N.S. t1,=0,53; p=0,605
Cerebelo (Bregma — 10)
Nucleo Parabraquial 10,77 £ 0,84 11,18 + 0,36 N.S. t1,=0,44; p=0,668
Sustancia Gris Central 9,38 + 0,42 9,42 + 0,60 N.S. t:,=0,05; p=0,960
Corteza Cerebelosa 21,44 +£0,43 20,60 + 0,40 N.S. t12=1,44,; p=0,177

Los andlisis estadisticos realizados mostraron que de las 38 regiones
cerebrales analizadas, las ratas LEW y F344 sélo difieren, a nivel basal, en la
densidad de receptores de cannabinoides en el nucleo lateral del globo pélido. Las
ratas de la cepa F344 muestran una mayor concentracion de receptores
cannabinoides en este nucleo que las ratas de la cepa LEW, siendo esta diferencia
altamente significativa (p< 0,001, r = 0.886).

En las figuras que mostramos a continuacion, se representan las diferentes
densidades de receptores de cannabinoides observadas en las distintas regiones
estudiadas (Figuras 10 - 16). Las figuras estan ilustradas con cortes sagitales de
cerebro de rata, en los que se muestran los distintos niveles en que fueron recogidos

los cortes coronales de 20 um de grosor.
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Figura 10. Union especifica de 3H-CP 55,940 a los receptores de cannabinoides
(Cerebro anterior). Los valores representan la media + e.e.m de la unién especifica de H-
CP 55,940 (nCi/mg de tejido) a los receptores de cannabinoides en las dos cepas de ratas
estudiadas. Regiones: estriado dorsolateral (Estr dl), estriado medial (Estr med), NAcc Shell
lateral (Shell lat), NAcc Shell medial (Shell med), capa 1 de la corteza motora (Cx capl),
capa 6 de la corteza motora (Cx cap6).
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Figura 11. Union especifica de 3H-CP 55,940 a los receptores de cannabinoides
(Nucleos Septales). Los valores representan la media + e.e.m de la unién especifica de 3H-
CP 55,940 (nCi/mg de tejido) a los receptores de cannabinoides en las dos cepas de ratas
estudiadas. Regiones: estriado dorsolateral (Estr dl), estriado medial (Estr med), nlcleo
lateral del globo palido (LGP), nucleo septal lateral intermedio (Lsl), capa 1 de la corteza
motora (Cx capl), capa 6 de la corteza motora (Cx cap6).
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Figura 12. Union especifica de 3H-CP 55,940 a los receptores de cannabinoides
(Hipocampo). Los valores representan la media + e.e.m de la unién especifica de 3H-CP
55,940 (nCi/mg de tejido) a los receptores de cannabinoides en las dos cepas de ratas
estudiadas. Regiones: Campol del Hipocampo (Ca 1), Campo2 del Hipocampo (Ca 2),
Campo3 del Hipocampo (Ca 3), Giro Dentado (DG), nucleo medial del globo palido (MGP),
nacleo basolateral de la amigdala (BLA), capa 1 de la corteza motora (Cx capl), capa 6 de
la corteza motora (Cx cap6).
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Figura 13. Unién especifica de *H-CP 55,940 a los receptores de cannabinoides
(Mesencéfalo). Los valores representan la media + e.e.m de la unién especifica de 3H-CP
55,940 (nCi/mg de tejido) a los receptores de cannabinoides en las dos cepas de ratas
estudiadas. Regiones: Sustancia Negra (SN), nacleo lateral del tdlamo (Nu Th lat),
Sustancia Gris Periacueductal (PAG), Area Tegmental Ventral (ATV), capa 1 de la corteza
motora (Cx capl), capa 6 de la corteza motora (Cx cap6).
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Figura 14. Union especifica de 3H-CP 55,940 a los receptores de cannabinoides
(Coliculos). Los valores representan la media + e.e.m de la unién especifica de 3H-CP
55,940 (nCi/mg de tejido) a los receptores de cannabinoides en las dos cepas de ratas
estudiadas. Regiones: Sustancia Negra (SN), capa Zo de los coliculos (Zo Coll), Sustancia
Gris Periacueductal (PAG), Area Tegmental Ventral (ATV), capa 1 de la corteza motora (Cx
capl), capa 6 de la corteza motora (Cx cap6).
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Figura 15. Unién especifica de 3H-CP 55,940 a los receptores de cannabinoides (Zona
del Nucleo Dorsal del Rafe). Los valores representan la media + e.e.m de la union
especifica de 3H-CP 55,940 (nCi/mg de tejido) a los receptores de cannabinoides en las dos
cepas de ratas estudiadas. Regiones: nlcleo interpeduncular (IP nuc), nacleo dorsal del rafe
(DR), Sustancia Gris Periacueductal (PAG).
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Figura 16. Unién especifica de *H-CP 55,940 a los receptores de cannabinoides
(Cerebelo). Los valores representan la media + e.e.m de la unién especifica de 3H-CP
55,940 (nCi/mg de tejido) a los receptoes de cannabinoides en las dos cepas de ratas
estudiadas. Regiones: nucleo parabraquial (PB nuc), Sustancia Gris Central (CG), corteza
cerebelosa (Cx Cerebelosa).

Para finalizar la exposicion de los resultados obtenidos en nuestro estudio de
autorradiografia cuantitativa de receptores cannabinoides, en la Figura 17
presentamos imagenes representativas tomadas a diferentes niveles de corte. En ellas
se sefiala el nucleo lateral del globo palido, Unico nicleo en el que hemos encontrado
diferencias estadisticamente significativas en la concentracion de receptores de

cannabinoides entre las cepas de ratas LEW y F344.
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Figura 17. Im4genes autorradiogréficas representativas. Se muestran imagenes a tres
niveles de corte: Nucleos Septales (Bregma -0,30), Hipocampo (Bregma -2,80) y Coliculos
(Brema -5,80). En la imagen, se puede observar la diferencia en densidad de receptores de
cannabinoides en el ndcleo lateral del globo palido (LGP) entre las ratas LEW y F344. Las
imagenes originales fueron convertidas a un cddigo de pseudocolor utilizando el programa
Scion Image program (Scion Corporation. Frederick. MA. USA).
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5.2. Resultados: gRT-PCR. Expresion génica basal de enzimas de
sintesis y degradacién de endocannabinoides y de sus principales
receptores.

Teniendo en cuenta que en la literatura cientifica se describe la diferente
sensibilidad a los efectos del THC, principal agente psicoactivo de la marihuana, que
muestran las cepas de rata Lewis y Fischer 344 (Lepore et al., 1996), nos sorprendié
no encontrar mas diferencias en la distribucién de receptores cannabinoides en
nuestro estudio de autorradiografia cuantitativa. De esta manera, decidimos ampliar la
busqueda de diferencias basales en el sistema endocannabinoide de estas dos cepas
de rata, investigando la expresion de los genes que codifican las enzimas de sintesis y
degradacion de los principales endocannabinoides, del receptor CB1 y del receptor de
lisofosfatidil inositol GPR55, al que sabemos que también se unen los
endocannabinoides, en dos areas cerebrales estrechamente relacionadas con

conductas adictivas: el PFC y el NAcc.

Al analizar por PCR en tiempo real los niveles de ARN mensajero de las
enzimas de sintesis y degradacion de endocannabinoides encontramos diferencias en
los ARNm que codifican enzimas de degradacion, pero no en los que codifican las
enzimas de sintesis, y estas diferencias siempre mostraron un nivel menor de

expresion en las ratas de la cepa Fischer 344.

Asi, no encontramos diferencias en la expresion génica de NAPE-PLD, la
enzima fundamental en la sintesis de AEA, ni en PFC, ni en NAcc, y si encontramos
una menor expresion génica de FAAH, la principal enzima responsable de su
degradacion, en las ratas de la raza Fischer 344 en las dos éareas cerebrales
estudiadas (CPF: t17=4.432, p < 0.001, r = 0.73; NAcc: t12 = 2.499, p < 0.05, r = 0.58)
(Figura 18).

Encontramos un patron similar al estudiar las enzimas relacionadas con el otro
endocannabinoide: el 2-AG. La expresion génica de DAGL, su principal enzima de
sintesis, fue similar en ambas razas de rata en las dos areas estudiadas, mientras que
la expresion génica de MAGL, su principal enzima de degradacion, fue menor en las
ratas de la cepa Fischer 344 en el PFC (t17 = 5.849, p < 0.0001, r = 0.82) y sin

diferencias apreciables en el NAcc (Figura 18).
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Figura 18. Expresion de los genes que codifican las enzimas de sintesis y
degradacion de los principales endocannabinoides. NAPE-PLD y FAAH, sintesis y
degradacion de AEA respectivamente; DAGL y MAGL, sintesis y degradacién de 2-AG
respectivamente. *** p < 0.001 respecto a las ratas Lewis.
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Con el fin de obtener un indice indirecto de los niveles de endocannabinoides,
calculamos la razén entre los niveles de ARNm de las enzimas de sintesis y las de

degradacion.

Como era de esperar, el indice indirecto de AEA asi obtenido, la razén NAPE-
PLD/FAAH, estaba significativamente aumentado en las ratas de la cepa Fischer 344
respecto a las de la cepa Lewis en las dos areas cerebrales estudiadas (CPF: ti7 =
2.390, p < 0.05, r = 0.50; NAcc: t11 = 4.282, p < 0.01, r = 0.79). Sin embargo, al
estudiar el indice de 2-AG, la razon DAGL/MAGL, no encontramos diferencias
estadisticamente significativas ni en PFC ni en NAcc (Figura 19).
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Figura 19. Relacién entre la expresiéon de las enzimas de sintesis respecto a las
de degradacién de los principales endocannabinoides en el PFC y el NAcc en
ratas Lewis y Fischer 344. Sintesis/Degradacion de AEA (NAPE-PLD/FAAH) y
Sintesis/Degradacion de 2-AG (DAGL/MAGL). Los datos son expresados en unidades
arbitrarias. * p < 0.05 respecto a las ratas Lewis.

A pesar de no haber encontrado diferencias en densidad de receptores
cannabinoides en estas areas a través de la autorradiografia cuantitativa, decidimos

comprobar si podiamos encontrarlas en la expresion de los genes que codifican su

97



principal receptor, el CB1, y el receptor de lisofosfatidil inositol, GPR55, calificado en

muchas ocasiones como candidato a ser el tercer receptor de cannabinoides.

Los datos extraidos de la PCR en tiempo real, muestran una expresion mas
débil del gen que codifica el receptor CB1 en el PFC de las ratas de la cepa Fischer
344 (t1¢ = 3.156, p < 0.01, r = 0.62), mientras que en el NAcc no apreciamos
diferencias estadisticamente significativas. Con respecto al otro receptor estudiado, no

encontramos diferencias en ninguna de las dos areas analizadas (Figura 20).
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Figura 20. Expresion de los genes que codifican los receptores CB1 y GPR55 en
PFC y NAcc de ratas Lewis y Fischer 344. ** p < 0.01.
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5.3. Resultados: autoadministracion intravenosa del agonista sintético
de receptores cannabinoides WIN 55,212-2

Una vez obtenidos los datos sobre el sistema endocannabinoide a nivel basal
de las ratas Lewis y Fischer 344, decidimos intentar que animales de estas cepas de
rata se autoadministrasen un cannabinoide por via intravenosa. En experimentos
anteriores en nuestro laboratorio, los animales de estas razas se habian mostrado
como un modelo consistente de vulnerabilidad/resistencia (Lewis/Fischer 344) a la
autoadministracion de sustancias con potencial adictivo, sobre todo a cocaina y
morfina. Sabiamos que era muy dificil conseguir que ratas se autoadministrasen
cannabinoides por via intravenosa, por ello decidimos intentarlo con el cannabinoide
sintético WIN 55,212-2, ya que de los pocos articulos cientificos en los que describian
que conseguian una autoadministracion estable, la mayoria utilizaban este

aminoalquilindol.
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Figura 21. Conducta de autoadministraciéon de WIN 55,212-2 y su extincion en ratas
Lewis y Fischer 344. En la figura se muestran el nimero de presiones de las palancas
activa e inactiva. Los animales recibian una dosis de 12,5 pg/kg de WIN 55,212-2 cuando
presionaban la palanca activa.
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Los resultados conductuales obtenidos durante el estudio de
autoadministracion del agonista cannabinoide WIN 55,212-2 se muestran en la Figura
21. En ella estan representadas las fases de adquisicion, mantenimiento y extincion.
Ratas de las cepas LEW y F344 recibieron una inyeccion de WIN 55,212-2 (12,5
pa/kg) en el momento en que el animal presionaba la palanca izquierda (activa) de la
caja de condicionamiento. La presion de la palanca derecha (inactiva) fue registrada
aungue su presion no tenia programada ninguna consecuencia. El numero de
inyecciones autoadministradas disminuyd rapidamente en las distintas fases, sin
conseguir mantener una estabilidad intersesiones en el numero de presiones de la
palanca activa, demostrando que las ratas de las cepas LEW y F344 no adquieren una

conducta estable de autoadministracion intravenosa de WIN 55,212-2.
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Figura 22. Conducta de autoadministracion de WIN 55,212-2 y su extincion en ratas
Lewis y Fischer 344. En la figura se muestra el nUmero de presiones de palanca activa.
Los animales recibian una dosis de 12,5 pg/kg de WIN 55,212-2 cuando presionaban la
palanca activa.

Comparando las presiones de palanca activa entre las dos cepas (Figura 14), y
analizando los datos por fases, observamos que durante la fase de adquisicion, las

ratas presionaron mas la palanca activa en las dos primeras sesiones de
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autoadministracion (10,5 £1,04y 9,9 +£1,06 presiones de media para las LEW y 7,3 +
0,90 y 5,9 + 0,91 para las F344), reduciendo el nUmero de presiones en las siguientes
sesiones hasta alcanzar un nivel muy bajo en las dos Ultimas sesiones de esta fase
(2,9 £ 0,77 y 2,7 £ 0,59 presiones de palanca activa de media en las sesiones 7 y 8,
respectivamente, para las LEW, y 1,9 + 0,66 y 2,9 + 0,50 presiones de media para las
F344). El andlisis estadistico muestra que existe un efecto significativo en la
interaccion SESION x RAZA (F7.17= 2,631; p< 0,05) y un efecto global del factor RAZA
también significativo (F1sz1= 4,511; p< 0,05). Encontramos diferencias significativas
entre las razas en la sesién 1 (ts= 2,32; p< 0,05), en la sesion 2 (t33= 3,09; p< 0,05) y
en la sesién 4 (ts;= 2,07; p< 0,05). Debemos tener en cuenta que, durante las sesiones
de autoadministracién, las ratas fueron sometidas a restriccion alimentaria, y en las
dos primeras sesiones se colocaron dos pellets sobre la palanca activa, lo que dificulta
considerar que las presiones de esta palanca durante las sesiones 1 y 2 de
adquisicion se deban a los efectos reforzantes de la droga. Por tanto, no podemos
asegurar que existan diferencias, en funcion de la raza, en la adquisicion de la
conducta de autoadministracion intravenosa de WIN 55,212-2.

En la fase de mantenimiento, podemos distinguir 2 etapas:

- De la sesibn 9 a la 18: En la primera sesion de la fase de
mantenimiento (sesién 9), se aumenta el tiempo de los animales en las
cajas de autoadministracion a 2 horas y se mantiene sin ningun
cambio hasta la sesion 18, 102 de la fase de mantenimiento.

- De la sesién 19 a la 23: En las sesiones 19 y 20 se administrd a los
animales, a través de una inyeccion intraperitoneal, 1 mikg de
vehiculo del antagonista de los receptores CB1 AM251, media hora
antes del comienzo de cada sesion. En la sesion 21 se administré, del
mismo modo, 4 mg/ml/kg de AM251. Las sesiones 22 y 23 siguen
exactamente las pautas de las sesiones de mantenimiento de la etapa
anterior (sesiones 9-18).

Durante la primera etapa de la fase de mantenimiento, los resultados muestran
un patrén muy similar al desarrollado durante la fase de adquisicion, es en las
primeras sesiones donde se producen mas presiones de la palanca activa (10 + 1,93;
9,5+ 3,34y 9,8 £ 3,12 presiones de media de la raza LEW, y 8,3 +1,45;9,8+ 250y
10,7 = 2,34 presiones de media para las ratas F344, en las sesiones 9, 10 y 11
respectivamente), reduciéndose progresivamente conforme avanzan las sesiones,
hasta alcanzar su punto mas bajo, 3,4 £ 1,08 presiones de media para las ratas LEW

en la sesion 15, y 4 £ 0,67 presiones de media para las ratas F344 en la sesion 16. En
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las dltimas sesiones de esta etapa se produce un ligero repunte, siendo la media de
presiones de palanca activa en la sesion 18, de 5,4 + 1,83 para LEW y de 6,4 + 1,37
para F344.

Para explicar la elevacién en el nimero de presiones de la palanca activa que
se produce entre la dltima sesién de la fase de adquisicion y la primera de la fase de
mantenimiento, debemos tener en cuenta los cambios que se producen en la situacién
experimental: se duplica el tiempo de estancia de los animales en las cajas de
autoadministracion, pasando de 1 hora a 2 horas. El aumento de presiones sobre la
palanca activa puede deberse, en gran medida, al cambio de la situacién experimental,
resultando dificil establecer una relacion directa entre esta conducta y el valor
reforzante de la droga. En el analisis estadistico de la fase de mantenimiento no
encontramos ningun efecto significativo, ni en la interaccion SESION x RAZA (Fg207=
1,041; n.s.), ni en el efecto global de la RAZA (F123= 1,041; n.s.).

Inyeccién de AM 251

-o- Lewis Activa
Lewis Inactiva

-+ Fischer 344 Activa
Fischer 344 Inactiva

Presiones de palanca
i

Figura 23. Conducta de autoadministracion de WIN 55,212-2 durante las 5 Gltimas
sesiones de la fase de mantenimiento en ratas Lewis y Fischer 344. En la figura se
muestra el nimero de presiones de palanca activa e inactiva. Se sefiala con una flecha la
sesion en la que se administra el antagonista cannabinoide AM251.

En la segunda etapa de la fase de mantenimiento (sesiones 19 — 23),
analizamos las diferencias en la conducta de presion de palanca entre las sesiones 20
y 21 para comprobar si la inyeccion del antagonista de los receptores CB1, AM251,
tiene algun efecto sobre ésta. Las ratas F344 mostraron una disminucion
estadisticamente significativa en el nimero de presiones sobre la palanca activa (ts=

2,46; p< 0,05), mientras las LEW no encontramos ningun efecto (t;= 0,497; n.s.). No se
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observaron cambios estadisticamente significativos en ninguna de las dos cepas en el
namero de presiones sobre la palanca inactiva (F344 ts= 1; n.s. / LEW t7= 2,02; n.s.).

En la Figura 23, se puede observar como las ratas de la cepa F344 reducen el
nimero de presiones sobre la palanca activa en respuesta al antagonista
cannabinoide, mientras que las de la cepa LEW no varian su conducta.

En cuanto a los datos obtenidos en las sesiones de extincion, el analisis
estadistico muestra que no se observa efecto significativo alguno, ni estudiando la
interaccion SESION x RAZA (Fise= 0,657; n.s.), ni estudiando el efecto global de la
RAZA (F114= 1,43; n.s.). En la Figura 22 podemos observar un aumento de presiones
sobre la palanca activa el primer dia de extincion. Asi, las LEW pasan de una media
de presiones de 3,25 + 0,79 en el Ultimo dia de la fase de mantenimiento, a 5,86 +
1,21 en el primer dia de extincion, y las F344, de 2,44 + 0,75 a 5,33 +1,21. Esta
diferencia, aunque no es significativa, muestra que existe una tendencia en ambas
cepas (LEW t;= 2,027; p= 0,08 / F344 tg= 2,095; p= 0,07) a presionar mas al no recibir
el reforzador, lo que puede ser indicio de que existe, en alguna medida, una conducta
de busqueda de droga, aunque en nuestro estudio no teniamos establecida una
conducta de autoadministracion lo suficientemente estable como para poder valorar su

extincion.
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Figura 24. Conducta de autoadministracion de WIN 55,212-2 y su extincion en ratas
Lewis. En la figura se muestra el nUmero de presiones de palanca activa e inactiva. Los
animales recibian una dosis de 12,5 pg/kg de WIN 55,212-2 cuando presionaban la
palanca activa.
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En las Figuras 24 y 25, mostramos el nimero de presiones de palanca, tanto
activa como inactiva, a lo largo de las sesiones en cada una de las razas. Podemos
observar que existe un paralelismo en la conducta exhibida por ambas cepas de ratas.
Ambas graficas muestran patrones que comienzan con un elevado numero de
presiones sobre la palanca activa al comienzo de cada fase del experimento
(adquisicién, mantenimiento y extincién), que se reducen progresivamente a lo largo
de las siguientes sesiones de cada fase. Tal y como se deduce del andlisis de los
resultados, las cepas de ratas LEW y F344 no adquieren una conducta estable de
autoadministracion intravenosa de WIN 55, 212-2, no habiendo diferencias entre
ambas cepas. Por otro lado, las ratas de la cepa F344 reducen significativamente las
presiones sobre la palanca activa en respuesta al antagonista cannabinoide AM251, y
ambas cepas, LEW y F344, incrementan el nimero de presiones sobre esta palanca

en la primera sesion de extincién.
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Figura 25. Conducta de autoadministracion de WIN 55,212-2 y su extincion en ratas
Fischer 344. En la figura se muestra el nUmero de presiones de palanca activa e inactiva.
Los animales recibian una dosis de 12,5 pug/kg de WIN 55,212-2 cuando presionaban la
palanca activa.
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En cuanto a las diferencias en el nUmero de presiones sobre la palanca activa
e inactiva (Figura 26), los analisis estadisticos revelaron que tanto en la fase de
adquisicion como en la de mantenimiento, ambas cepas presionaron mas la palanca

activa que la inactiva.

En la fase de adquisicion, la diferencia en el promedio de presiones de palanca,
entre la palanca activa y la inactiva, es estadisticamente significativa en las LEW
(to=3,04; p< 0,05) y altamente significativa en las F344 (t16=3,24; p< 0,001). En la fase
de mantenimiento, esta diferencia es estadisticamente significativa en las F344
(t16=2,54; p<0.05) y altamente significativa en las LEW (to=7,59: p<0.001). Estas
diferencias, siendo siempre mayor el nUmero de presiones de palanca activa que de
inactiva, indica que puede existir en ambas cepas, LEW y F344, una cierta

especificidad en la conducta de basqueda de la droga.
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Figura 26. Promedio de presiones de palanca activa e inactiva en las fases de
adquisicion y mantenimiento, en ratas LEW y F344.,
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5.4. Resultados: autoaministracion intravenosa de morfina y extincion
de dicha conducta

Al no conseguir una administracion estable del agonista cannabinoide, pero
contar con valiosos datos basales de distintos parametros del sistema
endocannabinoide de ratas Lewis y Fischer 344, decidimos continuar la investigacion
por una via paralela. Conociendo la interconexion que describe la literatura cientifica
entre los sistemas opioide y cannabinoide enddgenos y los distintos patrones de
autoadministracion de morfina de estas razas de rata, decidimos explorar los efectos
que la autoadministracion de morfina y la extincion de esta conducta podria tener

sobre el sistema endocannabinoide.

Diseflamos un programa de condicionamiento operante de razoén fija 1, que
constaria de 19 sesiones de autoadministracion de morfina (1 mg/kg) y 15 sesiones de
extincion en las se sustituyé la droga por suero salino. Como describimos en
materiales y métodos, las sesiones tuvieron una duracion de 12 horas cada una y se

realizaron en el periodo de mayor actividad de los animales, de 20 a 8 horas.

Para poder realizar las pruebas bioquimicas sobre distintos parametros del
sistema endocannabinoide, sacrificamos a los animales para obtener muestras de
tejido cerebral y bazo, en tres momentos distintos del programa: tras los 19 dias de
autoadministracién de morfina, tras 7 dias de extincion y tras los 15 dias de extincion.
Teniendo en cuenta que contamos con ratas de dos cepas distintas, que
necesitariamos controles salinos en todos los casos y que solo podiamos disponer de
12 cajas de condicionamiento operante, tuvimos que realizar 10 tandas (un total de

117 ratas) para conseguir que 102 animales terminasen con éxito todo el proceso.

En la figura 27 mostramos la grafica de la conducta operante. Por resultados
como los mostrados en esta grafica es por lo que se considera a estas dos cepas de
rata como un buen modelo de vulnerabilidad/resistencia (Lewis/Fischer 344) al abuso
de opiaceos, dentro del paradigma de la autoadministracion intravenosa. En la
literatura se describe como las ratas de la cepa Lewis adquieren antes una conducta
estable de autoadministracion de morfina y se autoadministran mas que las ratas de la
cepa Fischer 344. En nuestro caso, observamos un descenso en el nimero de
presiones de palanca en las primeras 4 sesiones en todos los grupos, siendo mucho
menos acusado en los animales Lewis que obtenian una inyeccion de morfina con
cada presion de palanca. Esto era lo esperado, teniendo en cuenta que los animales

fueron entrenados previamente a presionar la palanca (habiendo sido sometidos a una
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cierta restriccion alimenticia) utilizando pellets de comida como reforzador, y que en la
primera sesion con morfina también estaban con dieta restringida. La menor caida en
el numero de presiones de palanca de las Lewis morfina y la diferencia a su favor con
respecto a su control salino (minima diferencia en la sesién uno, 30,7 + 13,4 / 20,6
+ 14,7 ((media + desviacion estandar)), maxima diferencia en la sesion cuatro, 24
+15,5/6,1 +4,1) reflejan la facilidad que muestran los opidceos para funcionar como
reforzadores en las ratas de esta raza. Las ratas Fischer-morfina, tal y como se
suponia por su condicion de “resistentes”, no se diferencian claramente de sus

controles salinos hasta la quinta sesién (14,8 £ 13,5/9 £ 5,8).
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Figura 27. Conducta de autoadministracion de morfina y su extinciéon en ratas
Lewis y Fischer 344. En la figura se muestra el nUmero de presiones de palanca activa.
Los animales recibian una dosis de 1 mg/kg de morfina, 0 un volumen equivalente de
suero salino, cuando presionaban la palanca activa.

Durante el resto de las sesiones de autoadministracién de morfina, la media de
presiones de palanca en ambas cepas de rata asciende progresivamente hasta
mantener un numero elevado, alejado siempre de sus controles salinos, y
relativamente estable a lo largo de las dltimas 10 sesiones de esta fase (Lewis: media
menor en la sesion 12 con 28,3 + 15,1 y mas alta en la sesién 14 con 31,6 +15,4;

Fischer 344: media menor en la sesién 10 con 18,3 + 14,7 y mayor en la sesion 15 con
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25,7 £11,7). Confirmando lo descrito en la literatura, las ratas de la cepa Lewis
presionan siempre mas que las Fischer 344 (la sesién con una media de presion mas
baja de las Lewis es la sexta ((23,4 £ 16,8)), tasa de respuesta operante que las
Fischer 344 no superan hasta la sesiébn 15) y mantienen mayor regularidad entre

sesiones.

El ANOVA de medidas repetidas de las 19 sesiones de autoadministracion
muestra un efecto global del factor RAZA (F175= 4,065; p< 0,05) y de la interaccion
RAZA x TRATAMIENTO (F1,75= 4,104; p< 0,05) confirmando la diferencia conductual
de ambas cepas de rata ante la morfina. Analizando los efectos intrasujetos
encontramos significativas las interacciones SESION x RAZA (F1s,1350= 2,596; p< 0,01)
y SESION X TRATAMIENTO (Fis.1350= 8,932; p< 0,001), y la doble interaccién SESION
X RAZA x TRATAMIENTO (Fis1350= 2,579; p< 0,01) que corroboran la distinta
evolucion a lo largo de las sesiones que se observa en funcién de la cepa a la que
pertenece la rata y si toma morfina o salino. Es importante destacar que no se
observan efectos significativos en funcién del grupo de extincion al que pertenezcan
los animales. Recordamos que para los analisis bioquimicos se sacrificaron a los
animales a tres tiempos de extincion (0, 7 y 15), pero que las 19 sesiones de
autoadministracién las realizaron todos los animales, por lo que era necesario
confirmar que no existia ningln sesgo a la hora de seleccionar las ratas que
sacrificariamos al terminar la autoadministracién (extincion 0) respecto a las que
continuarian con el programa de extincion (grupos extincién 7 y extincion 15). Esta
falta de sesgo se confirmé estadisticamente al no ser significativa la interaccién
SESION x EXTINCION (Fss1350= 1,041; n.s.) ni ninguna de las dobles interacciones

posibles con los otros factores estudiados.

En los animales de la raza Lewis, el nimero de presiones de palanca es
distinto en funcién del tratamiento desde la primera sesion, haciendo imposible que la
interaccion sea estadisticamente significativa. Recordamos que las sesiones de
autoadministracién tenian una duracién de 12 horas. Este tiempo parece ser mas que
suficiente para que las ratas Lewis, especialmente sensibles a los efectos reforzantes
de los opiaceos, se adapten al nuevo reforzador en solo una sesién y muestren un
comportamiento completamente diferenciado de sus controles salinos, aunque las
primeras presiones de palanca se debieran al aprendizaje previo reforzado con

comida.

Para culminar el estudio estadistico de este periodo de autoadministracion,

realizamos andlisis de varianza por separado en funcién del tratamiento. Teniendo en
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cuenta solo los salinos encontramos un efecto altamente significativo de la interaccion
SESION x RAZA (Fis e12= 5,789; P< 0,001), lo que demuestra que cada cepa
desarrolla un patrén conductual distinto a lo largo de las 19 sesiones de
autoadministracion, a pesar de que todos los animales pertenecian a grupos control y
por lo tanto recibian suero salino con cada presion de palanca. Observando la grafica
(figura 27) podemos comprobar como las ratas Fischer 344 salino presionan la
palanca mas que las Lewis salino durante las 7 primeras sesiones y que esta relacion
se invierte en la octava sesion. De la sesion 8 a la 19, solo superan las presiones de
palanca efectuadas por sus equivalentes Lewis en la sesion 13, en todas las demas
sesiones, la media de presiones de palanca es inferior en las ratas Fischer 344.
Teniendo en cuenta solo los animales que se autoadministraron morfina, encontramos
un efecto global de la RAZA (F1, 2= 5,317; p< 0,05) mostrando las ratas Lewis mayor
media de presion de palanca que las Fischer 344 en todas las sesiones. En cuanto a
los efectos intrasujeto, el Gnico efecto significativo lo encontramos en el factor SESION
(F1s, 73s= 6,081; p< 0,001), no resultando significativo el efecto de ninguna de las
interacciones posibles, lo que confirma que los animales varian su conducta de
autoadministracién del opiaceo a lo largo de las sesiones pero no de manera distinta
en funcion de la raza (en la grafica podemos observar como ambas cepas siguen

evoluciones paralelas aunque separadas).

Observando el periodo de extincion podemos ver como ambas cepas de rata
aumentan ligeramente la media de presiones de palanca en la primera sesién respecto
a la dltima sesion de autoadministracion, para descender paulatinamente hasta
alcanzar el nivel de los salinos. La curva de extincion es mucho mas acusada en las
Lewis que en las Fischer 344, de manera que estas Ultimas no alcanzan el nivel de las
Lewis hasta la sesion 27 a pesar de partir de un nivel mas bajo de presiones de

palanca en la ultima sesién de autoadministracion.

Para realizar el ANOVA de medidas repetidas dividimos la extincién en los dos
periodos previstos para extraer las muestras biol6gicas: Extincién 7 (de la sesién 20 a
la 26) y Extincién 15 (de la sesion 27 a la 34).

El andlisis estadistico del primer tramo de extincion muestra un efecto global
del TRATAMIENTO (F1, ss= 29,116; p< 0,001) y de la interaccion RAZA x
TRATAMIENTO (F4, ss= 5,528 p< 0,05) demostrando las diferencias comentadas en la
conducta de extincibn mostrada por cada raza de rata. Respecto a los efectos
intrasujeto, el andlisis muestra un efecto significativo de la interaccion SESION x
TRATAMIENTO (Fs, a4s= 7,189; p< 0,001) confirmando que los animales que en las
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primeras 19 sesiones se autoadministraron morfina se comportan durante estas 7
sesiones de extincion de manera distinta a los que se autoadministraron salino, y otro
efecto significativo de la interaccion SESION x EXTINCION (Fs, 34s= 3,056; p< 0,05). El
factor EXTINCION solo indica, con cada uno de los valores que puede adoptar
(extincién 0, 7 y 15), el momento en el que los animales que pertenecen a cada grupo
abandonan el experimento para ser sacrificados y extraer de ellos las muestras
biol6gicas, de manera que lo 6ptimo es que no participen en ningun efecto estadistico
significativo pues esto podria suponer que se ha realizado una seleccién sesgada.
Para confirmar que los animales sacrificados tras la sesioén 26 (grupo de extincion 7)
eran equivalentes, respecto a la medida observada, a los que continuaron 8 sesiones
mas de extincion (extincion 15), realizamos una t de Student entre ambos grupos en
cada una de las sesiones del periodo analizado. El andlisis de la sesion 26, la dltima
de los animales del grupo extincién 7, muestra que no hay diferencias entre los grupos
(ti.s= 0,948; n.s.) debiéndose el efecto encontrado en el andlisis de medidas repetidas
a que los animales Lewis morfina extincioén 15 presionaron la palanca mucho mas que
el resto de grupos en la sesidn 20 (t14= 2,629; p< 0,05). El hecho de que la diferencia
se produzca solo en la primera sesién de extincion diluye practicamente por completo

el problema de seleccién sesgada comentado.

El resto de analisis parciales realizado (solo los salinos, solo los morfina, solo
los de extincién 7 y solo los de extincién 15) no aporta mas luz al analisis, ya que en
todos aparece un efecto significativo, y esperado, del factor SESION, y en el analisis
de “solo morfina” una interaccién SESION x EXTINCION, que se complementa con la
interacciéon encontrada al analizar solo los animales extincion 15, SESION x
TRATAMIENTO, y cuya explicacion es la misma que la comentada al describir los

resultados del ANOVA de medidas repetidas general.

En el dltimo tramo del experimento realizado, entre las sesiones 27 y 34, la
grafica muestra como las lineas de evolucién de los cuatro grupos aparecen muy
juntas haciendo dificil distinguirlas entre ellas, lo que da una idea de que los animales
gue en las 19 primeras sesiones se autoadministraron morfina han extinguido esta
conducta mostrando una actuacion similar a la exhibida por sus controles salinos. Esta
suposicion queda confirmada por la estadistica ya que el analisis de varianza de

medidas repetidas no muestra ningun efecto significativo.
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5.5. Resultados: gRT-PCR. Influencia de la autoadministracion de
morfina en la expresion génica de enzimas de sintesis y degradacién de
endocannabinoides y de sus principales receptores.

A continuaciéon exponemos los resultados obtenidos al realizar PCR en tiempo
real con las muestras de tejido obtenidas de los animales del experimento de
autoadministracién de morfina, para conocer como puede verse afectada por esa
conducta la expresion génica de las principales enzimas y receptores del sistema
endocannabinoide. Centramos el analisis en dos regiones cerebrales claves del
sistema de recompensa, el PFC y el NAcc, y en el bazo para comprobar la influencia

en células del sistema inmune.

5.5.1. Corteza Prefronal

Al analizar los resultados de la expresion génica de las enzimas implicadas en
la sintesis y degradacién de los principales endocannabinoides en esta area cerebral,
solo encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
estudiados en los niveles de ARN mensajero que codifica FAAH. Los resultados del
andlisis de varianza muestran un efecto global del factor RAZA (F1, s3= 524,135; p<
0,001), siendo las ratas de la raza Fischer 344 las que presentan un nivel infimo de

expresion génica de la enzima, comparadas con las ratas de la raza Lewis.

Como puede apreciarse en la gréfica (figura 28) la diferencia es llamativa.
También destacamos que no se aprecian diferencias entre las ratas que se
autoadministraron morfina y las que se autoadministraron suero salino, ni siquiera en
los animales que se sacrificaron al acabar la fase de autoadministracion (EX 0), y que
la expresion génica de la enzima no varia practicamente durante el periodo de

extincion en ninguna de las dos cepas de rata estudiadas.
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Figura 28. Expresion génica de las principales enzimas responsables de la sintesis
(NAPE) y degradacién (FAAH) de la AEA en el PFC. Los datos se muestran en
unidades arbitrarias de tasa de cambio respecto a un pool de 40 muestras que incluia
representantes de todos los grupos estudiados.

Esta falta de diferencias en funcién del tratamiento y entre los tres periodos de
extincion estudiados también la encontramos en los niveles de ARN mensajero que
codifica NAPE-PLD, principal enzima responsable de la sintesis de AEA, y en los que
codifican las enzimas de sintesis y degradacion de 2-AG (DAGL y MAGL
respectivamente, figura 29). Consideramos importante esta falta de diferencias, ya que
la literatura describe estrechas interrelaciones entre los sistemas opioide Yy

cannabinoide enddgenos.
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Figura 29. Expresién génica de las principales enzimas responsables de la sintesis
(DAGL) y degradacién (MAGL) del 2-AG en el PFC. Los datos se muestran en
unidades arbitrarias de tasa de cambio respecto a un pool de 40 muestras que incluia
representantes de todos los grupos estudiados.

En cuanto a la expresion génica de los receptores de cannabinoides
estudiados, respecto al CB1, encontramos solo una tendencia del factor RAZA (F1, s7=
3,012; p= 0,086) ya que, como se aprecia en la grafica (figura 30) salvo en el grupo
Lewis salino extincion 15, los animales de esta raza parecen presentar niveles algo
inferiores del ARN mensajero que codifica este receptor, respecto a los niveles

expresados por los animales de la raza Fischer 344.
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Figura 30. Expresidn génica de los receptores de cannabinoides, CB1 y GPR55 en
el PFC. Los datos se muestran en unidades arbitrarias de tasa de cambio respecto a un
pool de 40 muestras que incluia representantes de todos los grupos estudiados.

Respecto al otro receptor estudiado, el GPR55, encontramos un efecto
significativo en la interaccion RAZA x TRATAMIENTO (F1, o= 6,923; p< 0,05) que se
muestra solo en los animales de los grupos de extincion 15, donde aparecen
diferencias estadisticamente significativas entre los Fischer 344 que se
autoadministraron morfina con respecto a sus controles salinos, mientras que no se

aprecian diferencias en funcién del tratamiento en los animales Lewis.

Al igual que hicimos al estudiar la expresion génica basal (epigrafe 5.2 de

Resultados), con el fin de obtener un indice indirecto de los niveles de
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endocannabinoides, calculamos la razén entre los niveles de ARNm de las enzimas de

sintesis y las de degradacion.
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Figura 31. Relacion entre las enzimas de sintesis y degradacion de los principales
endocannabinoides en el PFC. NAPE/FAAH, enzimas de sintesis y degradacion de
AEA y DAGL/MAGL, enzimas de sintesis y degradacién de 2-AG.

Como era de esperar, después de conocer los datos de expresion de cada
enzima por separado, el Unico efecto estadisticamente significativo lo encontramos en
la relacion entre las enzimas de sintesis y degradacion de AEA. La baja expresion de
la enzima de degradacion que encontramos en los animales de la raza Fischer 344
unida a la similitud de expresion de la enzima de sintesis en ambas razas, nos da un
indice indirecto de AEA muy superior en los animales de esta raza respecto a los

Lewis. Esta diferencia se muestra estadisticamente como un efecto del factor RAZA
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(U= 69; p<0,001). En cuanto al indice indirecto del 2-AG, no encontramos ningun

efecto estadisticamente significativo.

5.5.2. Nucleo accumbens

En esta estructura cerebral volvemos a encontrar la misma sorprendentemente

débil expresion de FAAH en los animales Fischer 344 respecto a los Lewis.
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Figura 32. Expresion génica de las principales enzimas responsables de la sintesis
(NAPE) y degradacién (FAAH) de la AEA en el NAcc. Los datos se muestran en
unidades arbitrarias de tasa de cambio respecto a un pool de 40 muestras que incluia
representantes de todos los grupos estudiados.
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Figura 33. Expresién génica de las principales enzimas responsables de la sintesis
(DAGL) y degradacion (MAGL) del 2-AG en el NAcc. Los datos se muestran en
unidades arbitrarias de tasa de cambio respecto a un pool de 40 muestras que incluia
representantes de todos los grupos estudiados.

Igual que sucede en el cortex prefrontal, en la expresion génica de la principal

enzima responsable de la sintesis de AEA no encontramos ninguna diferencia

significativa y si encontramos una gran diferencia en la expresion génica de su enzima

de degradacion, que vuelve a manifestarse solo en funcion de la raza (factor RAZA (x>
11= 68,148; p< 0,001)).

En cuanto a la expresion génica de las enzimas relacionadas con el 2-AG, en

un primer andlisis no encontramos ningun efecto significativo. Atendiendo a lo

mostrado en la grafica (figura 33), realizamos un segundo analisis de los datos



referentes a la expresion de MAGL teniendo en cuenta solo los animales sacrificados

al finalizar la autoadministracién (EX 0) y encontramos un efecto del factor RAZA (F,
30= 4,633; p< 0,05) y una tendencia del factor TRATAMIENTO (F, 30= 3,636; p= 0,066)

gue dependen fundamentalmente de la menor expresién de esta enzima en las

Fischer 344 salino.

Respecto a la expresidon génica de los receptores de cannabinoides estudiados,

no encontramos ninguna diferencia estadisticamente significativa en este ndcleo

cerebral (Figura 34).
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Figura 34. Expresion génica de los receptores de cannabinoides, CB1 y GPR55 en
el NAcc. Los datos se muestran en unidades arbitrarias respecto a un pool de 40
muestras que incluia representantes de todos los grupos estudiados.
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Al estimar indirectamente los niveles de produccién de los principales
endocannabinoides, a través de la razén enzima de sintesis/enzima de degradacion,
volvemos a encontrar un nivel de AEA elevado en las ratas de la cepa Fischer 344
respecto a las Lewis.
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Figura 35. Relacion entre las enzimas de sintesis y degradacidon de los principales
endocannabinoides en el NAcc. NAPE/FAAH, enzimas de sintesis y degradacién de
AEA y DAGL/MAGL, enzimas de sintesis y degradacion de 2-AG.

El analisis de varianza de la razén NAPE/FAAH muestra un efecto significativo
del factos RAZA (F1, sa= 117,208; p< 0,001) que ratifica estadisticamente esta mayor
produccion neta de AEA de las Fischer 344 respecto a las Lewis en el NAcc. No
encontramos ninguna diferencia significativa en el indice indirecto de produccion neta
de 2-AG (Figura 35).
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5.5.3. Bazo

Para estudiar los posibles efectos de la autoadministracion de morfina sobre
parametros del sistema endocannabinoide de poblaciones celulares del sistema
inmune, realizamos los mismos analisis por gRT-PCR que los realizados en tejido
cerebral pero con muestras de bazo.
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Figura 36. Expresion génica de las principales enzimas responsables de la sintesis
(NAPE) y degradacion (FAAH) de la AEA en esplenocitos. Los datos se muestran en
unidades arbitrarias respecto a un pool de 40 muestras que incluia representantes de
todos los grupos estudiados.

Volvemos a encontrar, ahora en muestras del sistema inmune, una expresion
génica de FAAH muy inferior en Fischer 344 respecto a Lewis y una expresion de
NAPE sin diferencias significativas entre ninguno de los grupos estudiados. El ANOVA

realizado respecto a la principal enzima de degradacién de AEA muestra un efecto del
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factor RAZA (F1s2= 659,731; p< 0,001) corroborando estadisticamente lo apreciado al

observar la gréfica (Figura 36).
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Figura 37. Expresidn génica de las principales enzimas responsables de la sintesis
(DAGL) y degradacion (MAGL) del 2-AG en esplenocitos. Los datos se muestran en
unidades arbitrarias respecto a un pool de 40 muestras que incluia representantes de
todos los grupos estudiados.

El andlisis estadistico de la expresién génica de las enzimas responsables de
regular la produccién de 2-AG muestra una expresion mayor, en la cepa Fischer 344
respecto a la cepa Lewis, tanto de DAGL, efecto del factor RAZA (U= 709; p< 0,001),
como de MAGL (U= 907; p< 0,05) (Figura 37).

En cuanto al andlisis de la expresion génica de receptores cannabinoides, al

ser tejido del sistema inmune, estudiamos el CB2 y el GPR55.
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Figura 38. Expresidn génica de los receptores de cannabinoides, CB2 y GPR55 en
esplenocitos. Los datos se muestran en unidades arbitrarias respecto a un pool de 40
muestras que incluia representantes de todos los grupos estudiados.

El ANOVA respecto al principal receptor cannabinoide a nivel periférico, el CB2,
muestra un efecto significativo del factor RAZA (F1, so= 33,206; p< 0,001) siendo los
animales de la raza Fischer 344 los que, como ocurre con FAAH en todas las regiones
estudiadas, expresan mas débilmente el receptor. Por el contrario, no encontramos
diferencias significativas en la expresion de GPR55 entre ninguno de los grupos

estudiados (Figura 38).

Finalizamos la exposicion de los datos mostrando los resultados obtenidos al
analizar, como indices indirectos de produccion neta de endocannabinoides, las

razones entre las expresiones génicas de las enzimas de sintesis y de degradacion.
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Figura 39. Relacion entre las expresiones génicas de las enzimas de sintesis y
degradaciéon de los principales endocannabinoides en esplenocitos. NAPE/FAAH,
enzimas de sintesis y degradacion de AEA y DAGL/MAGL, enzimas de sintesis y
degradacion de 2-AG.

Al estudiar estas razones de sintesis/degradacion, volvemos a encontrarnos el
reflejo de la pobre expresion de FAAH en las ratas de la raza Fischer 344. Asi, el ratio
relacionado con la produccion neta de AEA (NAPE/FAAH) muestra un efecto
significativo del factor RAZA (F1, ss= 268,689; p< 0,001) demostrando que también en
células inmunes la raza Fischer 344 parece tener una produccion neta de AEA mayor

que la raza Lewis (Figura 39).

Respecto a la razon relacionada con la produccién de 2-AG, en un primer
andlisis no encontramos ningun efecto significativo, pero observando la gréfica
detenidamente (Figura 39) decidimos realizar un andlisis de varianza de los datos

obtenidos con los grupos de extincion 15 solamente. Como esperabamos, el andlisis
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mostréd un efecto significativo del factor TRATAMIENTO (Fi, 2= 5,581; p<0,05)
demostrando estadisticamente que los animales que se autoadministraron morfina,
tras 15 dias de extincion, muestran un indice indirecto de produccién neta de 2-AG

significativamente menor que sus controles salinos.
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6. DISCUSION
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6.1. Parametros del sistema endocannabinoide de las razas de rata
Lewis y Fischer 344 a nivel basal.

En el primer experimento de esta tesis, la autorradiografia cuantitativa de
receptores cannabinoides, llama la atencion el hecho de que de las 38 regiones
cerebrales estudiadas, solo en una, el nucleo lateral del globo pélido (LGP),
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre las dos cepas de rata en
estudio. Las ratas de la cepa Fischer 344 muestran un nivel de fijacion del agonista
cannabinoide tritiado a sus receptores, muy superior al encontrado en los animales de
la raza Lewis. En anteriores estudios realizados en nuestro laboratorio sobre las
diferencias entre estas razas de rata respecto al sistema opioide endégeno (Sanchez-
Cardoso et al., 2007), encontramos diferencias en la densidad de receptores u en este
mismo nucleo (LGP) y en la misma direccién que los encontrados ahora: los animales
de la raza Fischer 344 mostraron mayor densidad de receptores que los de la raza
Lewis. ElI hecho de que encontremos esta sobreexpresion de receptores, tanto
cannabinoides como opioides, en el mismo nucleo cerebral, concuerda con la cada
vez mas abundante evidencia cientifica de que ambos tipos de receptores colocalizan
a menudo en las mismas poblaciones celulares (Salio et al., 2001; Rodriguez et al.,
2001; Pickel et al., 2004) y formando heterodimeros u-CB1 en muchas ocasiones
(Mackie, 2005; Rios et al., 2006; Schoffelmeer et al., 2006, Hojo et al., 2008).

El nucleo lateral del globo palido interconecta varios nucleos de los ganglios
basales involucrados en diversos aspectos del control de la conducta motora
(Alexander y Crutcher, 1990; Parent y Hazrati, 1995). Este control parece depender del
balance entre sistemas excitatorios e inhibitorios, y la presencia del receptor
cannabinoide CB1 podria intervenir modulando este balance ejerciendo acciones
sobre los neurotransmisores implicados (Alexander y Crutcher, 1990). El nucleo lateral
del globo palido recibe aferencias GABAérgicas procedentes del estriado y proyecta
eferencias, también GABAérgicas, hacia el nucleo subtaldmico, el nicleo medial del
globo palido y la sustancia negra pars reticulata (Alexander y Crutcher, 1990; Parent y
Hazrati, 1995). Los receptores CB1 presentes en el nucleo lateral del globo palido, se
localizan principalmente a nivel presindptico (Herkenham et al., 1991; Westlake et al.,
1994) y su activacion por un agonista tendria como principal efecto la inhibicion de la
neurotransmision (Gessa et al., 1997; Maneuf et al., 1996a; Maneuf et al., 1996b;
Schlicker y Kathmann, 2001; Szabo et al.,, 1998; Tsou et al., 1998). La mayor
concentracion de receptores de cannabinoides en las ratas F344 podria indicar en esta

raza, un mayor tono GABAérgico en este circuito en comparacion con las LEW, y esto
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podria explicar, al menos en parte, el hecho de que las LEW adquieran mas
rapidamente y a dosis mas bajas que las F344 la conducta de autoadministracion de
morfina y de cocaina (Ambrosio et al., 1995). Este hecho también podria ayudar a
explicar por qué la raza LEW adquiere més rapidamente que la raza F344 conductas
operantes, utilizando un reforzador natural como es la comida (Kosten y Bombace,
2001), sin que ello se deba a diferencias en la habilidad para aprender o ejecutar
tareas operantes en general (Martin et al., 1999).

Sin desdefiar la importancia de los resultados obtenidos en el experimento de
autorradiografia cuantitativa, teniendo en cuenta las diferencias encontradas entre
estas razas de rata respecto a los efectos reforzantes del THC (Lepore et al., 1996),
fue sorprendente no encontrar una expresion diferencial de receptores cannabinoides
en areas clave del sistema de recompensa, como son el PFC y el NAcc. Asi, con el fin
de buscar sutiles diferencias en el sistema endocannabinoide en estos nucleos
cerebrales, estudiamos la expresién de los genes que codifican el receptor CB1, el
receptor de lisofosfatidilinositol GPR55 (muchas veces postulado como el tercer
receptor cannabinoide) y las principales enzimas de sintesis y degradacion de AEA y

2-AG, midiendo los niveles de ARN mensajero a través de PCR en tiempo real.

Calculando de manera indirecta, a través de la razén sintesis/degradacion, los
niveles de endocannabinoides en estas areas cerebrales, no encontramos diferencias
en la produccion neta de 2-AG en ninguna de las dos areas analizadas. Aunque en el
cortex prefrontal las ratas de la raza Fischer 344 muestran una menor expresion
génica de MAGL, esta diferencia se compensa con una menor produccién de DAGL,
que, aunque no es estadisticamente significativa, es suficiente para anular las

diferencias al calcular la razon.

Respecto al otro endocannabinoide, encontramos que los animales Fischer 344
muestran niveles mas elevados de produccion neta de AEA que los Lewis en las dos
areas estudiadas. Esta sobreproduccion de AEA podria estar compensada en el PFC
por la menor expresion génica del receptor CB1 encontrado en las ratas Fischer 344.
Esta posible compensacion no se da en el NAcc, en donde el mayor nivel de AEA
podria ayudar a explicar las diferencias encontradas entre Lewis y Fischer 344 en
cuanto a su conducta emocional (Kosten and Ambrosio, 2002; Viveros et al., 2007) o
en cuanto a la expresion génica del receptor u y de la proencefalina (Sanchez-
Cardoso et al., 2007), dada la capacidad de modulacién directa del sistema opioide
mostrada por los cannabinoides (Corchero et al, 1997a, Corchero et al., 1997b;

Manzanares et al., 1998) . En estudios previos en nuestro laboratorio, utilizando
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también como indice indirecto de produccion de AEA la razon NAPE-PLD/FAAH, pero
midiendo los niveles de proteinas por técnicas inmunohistoquimicas, encontramos una
mayor produccion neta de AEA en el area CA3 del hipocampo de las ratas Fischer 344
respecto al de las ratas Lewis (Rivera et al., 2013). Este hecho apoya la idea de que
las diferencias encontradas en la expresion génica de las enzimas de sintesis y
degradacion de endocannabinoides puedan trasladarse a diferencias en los niveles
directos de proteinas, aunque sera necesario corroborarlo con la medicién de las

enzimas en el PFC y en el NAcc de las ratas Fischer 344 y Lewis.

En cuanto a los mecanismos responsables de esta diferencia en la produccién
neta de AEA, es tentador conjeturar una posible modulacién dopaminérgica. Teniendo
en cuenta la capacidad que muestra esta monoamina para disminuir los niveles de
AEA a través de la estimulacién de los receptores D1 (Patel et al., 2003) y que los
animales de la raza Fischer 344 muestran un nivel elevado de DOPAC en el PFC
(Lindley et al., 1999) y un mayor nivel basal extracelular de metabolitos de dopamina
en el NAcc (Camp et al., 1994; Strecker et al., 1995), podriamos especular con una
mayor metabolizacion de dopamina, y por lo tanto una menor inhibicibn en la
produccién de AEA, en los animales de esta cepa respecto a los de la cepa Lewis,
pero es necesario realizar mas investigaciones a este respecto para que el

razonamiento sea concluyente.
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6.2. Conducta de autoadministracion de WIN 55,212-2, de morfina y
extincién de estas conductas en ratas Lewis y Fischer 344,

Una vez realizado el andlisis de los parametros del sistema endocannabinoide
a nivel basal, el siguiente paso fue intentar conseguir la autoadministracion de un
agonista cannabinoide en las cepas de rata de nuestro modelo de
vulnerabilidad/resistencia (Lewis/Fischer 344) a las drogas de abuso (Kosten y
Ambrosio 2002). Pero los esfuerzos realizados en esta direccion no rindieron los frutos
deseados. Los resultados de este trabajo indican que las cepas de ratas LEW y F344
no adquieren, ni por lo tanto mantienen, una conducta consistente de
autoadministracion intravenosa de WIN 55,212-2 en nuestras condiciones
experimentales. El nimero de presiones de palanca activa fue progresivamente
disminuyendo a lo largo de las sesiones y ademas no se mantuvo una regularidad
entre ellas (uno de los criterios establecidos para poder hablar de autoadministracion
estable con esta droga; (Fattore et al., 2001)). Con cada cambio significativo en el
programa de condicionamiento (duplicacion de la duracion de las sesiones y
sustitucion de la droga por vehiculo) se produce un incremento en el nimero de
presiones de la palanca activa que, lejos de mantenerse, disminuye progresivamente
hasta alcanzar los niveles de presion de la palanca inactiva, dibujando de este modo
un patron conductual tipico de extincién en cada una de las tres fases del programa
(adquisicién, mantenimiento y extincion). Entre otras posibles explicaciones a la falta
de regularidad en los patrones de autoadministracion encontrados en nuestro
experimento, consideramos que deberia tenerse en cuenta la naturaleza lipofilica del
agonista cannabinoide, que, aun teniendo una vida media inferior a la de otros
cannabinoides (Aceto et al., 2001; Oliva et al., 2003), hace que el compuesto se
acumule en el tejido adiposo y de él se libere con posterioridad a su administracion,
dificultando la posibilidad de establecer relaciones directas entre la dosis

autoadministrada en cada sesién y sus efectos.

Es interesante sefialar, sin embargo, que las diferencias entre las presiones de
palanca activa e inactiva muestran que ambas cepas discriminan los efectos del WIN
55,212-2, indicando que esta droga podria estar actuando como un reforzador positivo,
al menos en las primeras sesiones. En esta direccion también parece apuntar el
incremento en presiones de la palanca activa el primer dia de extinciéon, aunque, como
comentamos al exponer los resultados, al no existir un numero elevado y estable de
presiones de esta palanca durante la fase de mantenimiento y, por lo tanto, no poder

considerar establecida la conducta de autoadministracion, no podemos decir que dicha

129



conducta se extinga. Por otro lado, comparando los patrones de autoadministracion
entre ambas cepas, la Unica diferencia resefiable la encontramos en su respuesta a la
inyeccion del antagonista cannabinoide AM251, de forma que las F344 disminuyeron
significativamente las presiones de la palanca activa mientras que en las LEW no
parece que produjera efecto conductual alguno. Teniendo en cuenta que el AM251 es
antagonista/agonista inverso de los receptores CB1 (Felder et al., 1998; Gatley et al.,
1996; Pertwee et al., 1995), esta diferencia en la respuesta al antagonista
cannabinoide entre estas dos razas podria indicar que, tras 19 sesiones de
autoadministracion de WIN 55,212-2, en las ratas F344 puede existir una mayor
implicacion de los receptores CB1 en la determinacion de la conducta de
autoadministracién del aminoalquilindol que en las LEW. Esto podria obedecer a
neuroadaptaciones en los receptores CB1 como consecuencia de la exposicion
prolongada al agonista cannabinoide (Corchero et al., 1999; Sim et al., 1996). Ahora
bien, el AM251 también actlia como agonista de los receptores GPR55 (Ryberg et al.,
2007; Henstridge et al., 2010; Brown et al., 2011; Kapur et al., 2009) por lo que cabria
pensar en la activacién directa de este receptor, o en efectos combinados sobre
ambos receptores, como causa explicativa del cambio conductual observado; pero si
se confirmasen en vivo los resultados publicados a finales de 2012, sobre
interacciones entre estos dos receptores en cultivos celulares con células en las que
se coexpresan (Karg et al., 2012), que muestran como el GPR55 esta inhibido cuando
el CB1 no esta activado, al impedir el AM251 la activacion de este Ultimo, no habria
lugar para atribuir un papel al GPR55 en la explicacion de la disminucién de la

conducta de autoadministracion del cannabinoide sintético.

En los estudios sobre autoadministracién de cannabinoides en ratas que se
habian realizado cuando comenzamos nuestro experimento, s6lo se habia conseguido
establecer una conducta consistente de autoadministracion, y utilizando WIN 55,212-2,
en dos cepas: Long Evans (Fattore et al., 2001) y Lister Hooded (Deiana et al., 2007).
En este ultimo estudio, también se intentd, sin conseguirlo, establecer la conducta de
autoadministracién en ratas de la raza Sprague-Dawley, hito logrado recientemente
por el grupo de Di Chiara, pero utilizando el endocannabinoide 2-AG en lugar del
aminoalquilindol (De Luca et al, 2014). Las diferencias encontradas en la
autoadministracion intravenosa de WIN 55,212-2 en ratas, entre estos estudios y el
nuestro, podrian atribuirse a diferencias genéticas en la vulnerabilidad al consumo de
cannabinoides, sin embargo, existen también grandes diferencias procedimentales que
podrian influir en la disparidad de resultados. Asi, las ratas utilizadas en los estudios

de Fattore et al. fueron sometidas a restriccion alimentaria hasta alcanzar el 80% de su
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peso ad libitum, mientras que las utilizadas en nuestro experimento se mantuvieron
entre el 90 y el 95%. Por otro lado, en el trabajo citado las sesiones de
autoadministracion tuvieron una duracion de 3 horas cada una, mientras que en el
presente estudio fueron de 1 hora en la fase de adquisicién y de 2 horas en la fases de
mantenimiento. Ademas, Fattore y colaboradores programaron un intervalo de tiempo
fuera de 5 segundos tras los 5 segundos que duraba la infusién de la dosis (Fattore et
al., 2001), mientras que en nuestro estudio el intervalo fue de 15 segundos tras 15

segundos de infusion.

Al no conseguir una conducta estable de autoadministracion del agonista
cannabinoide en las dos cepas de rata de nuestro estudio y comprobar cémo el estado
fisico de los animales se deterioraba palpablemente con el paso de las sesiones,
consideramos que el procedimiento resultaba muy agresivo, al menos para estas
razas de rata, y decidimos dar un giro a la investigacion y profundizar en el
conocimiento del sistema endocannabinoide a través de una estrategia indirecta:
estudiar como afecta al sistema endocannabinoide la autoadministracién de morfina y
la extincion de esa conducta en ratas Lewis y Fischer 344, que en estudios anteriores
de nuestro laboratorio habian demostrado ser un modelo consistente de

vulnerabilidad/resistencia a la autoadministracién de sustancias opioides.

La conducta de autoadministracion que mostraron fue la esperada confirmando
lo descrito en la literatura cientifica. Las ratas de la cepa Lewis adquieren una
conducta estable de autoadministracion de morfina antes y se autoadministran mas
morfina que las ratas de la cepa Fischer 344 (Ambrosio et al., 1995; Martin et al., 1999;
Suzuki et al., 2001; Sanchez-Cardoso et al., 2009; Garcia-Lecumberri et al., 2011) y
aungue ambas cepas extinguen esta conducta, las ratas Lewis lo hacen también mas
rapido que las ratas Fischer 344 (Ambrosio et al., 1995; Martin et al., 1999; Sanchez-
Cardoso et al., 2009).

Como comentamos en el apartado dedicado a exponer los resultados, la
gréafica obtenida con los datos conductuales de nuestro experimento es la prototipica
del paradigma vulnerabilidad/resistencia a la adquisicion de la conducta de
autoadministracion de sustancias con potencial de abuso, y remarcamos adquisicion
porque es en esa fase en la que el modelo muestra toda su potencia. Si bien adquirir
una conducta de autoadministracion es un paso necesario para desarrollar una
conducta de adiccion a drogas, no todo aquel que la adquiere desarrolla una adiccion
y nuestro protocolo no modeliza los criterios necesarios para evaluar la conducta

adictiva. Para ello, nuestro modelo deberia poder comprobar si los animales cumplen
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tres criterios esenciales para diagnosticar adiccion: dificultad para parar o limitar la
toma de droga, motivacion exacerbada por tomar la droga y continuidad en su
consumo a pesar de las consecuencias adversas que conlleva (Deroche-Gamonet et
al., 2004). Los animales de nuestro experimento permanecian aislados desde la
operacion para implantarles el catéter hasta su sacrificio y no salian de su caja hogar
mas que para entrar en la de condicionamiento operante y existe evidencia cientifica
gue demuestra que las ratas aisladas y alojadas en ambientes no enriquecidos son
propensas a adquirir la conducta de autoadministracion de drogas (Puhl et al., 2012).
Aun asi, y teniendo en cuenta estas limitaciones, es evidente que las ratas de ambas
cepas, después de ser entrenadas reforzando su conducta con comida, presionan la
palanca que les proporciona una dosis de morfina mas que sus controles salinos,
aungue mientras las de la raza Lewis presionan mas que los salinos desde la primera
sesioén, los de la raza Fischer 344 no presionan claramente mas que sus controles
salinos hasta la quinta sesion, lo que parece ser indicativo de una mayor sensibilidad
de los animales Lewis a los efectos reforzante de la morfina (Ambrosio et al., 1995;
Martin et al.,, 1999). Pero no debemos olvidar que lo que medimos en la
autoadministracién de morfina es una conducta operante, y que las ratas Lewis
adquieren antes que las Fischer 344 una conducta operante reforzada con comida
(Kosten y Bombace, 2001), lo que encaja con que los animales de esta Ultima raza
tengan un tono GABAérgico elevado en los ganglios basales, tal y como se comenta al
discutir los datos obtenidos en nuestro experimento de autorradiografia cuantitativa. Si
ademas tenemos en cuenta que en nuestro experimento, al igual que en otros
anteriores, las ratas de la cepa Lewis muestran una curva de extincibn mas
pronunciada (Ambrosio et al., 1995; Martin et al., 1999; Sdnchez-Cardoso et al., 2009),
y las diferencias encontradas entre ambas cepas de rata en fendémenos
electrofisiologicos relacionados con plasticidad cerebral como la potenciaciéon y la
depresion a largo plazo (Prakash et al., 2009) y en los cambios inducidos en la
densidad de espinas por autoadministracion de cocaina (Miguens et al., 2015) no
resulta arriesgado sugerir, afladiendo una perspectiva nueva que no invalida las
apreciaciones anteriores, que los animales de la raza Fischer 344 muestran menos
plasticidad cerebral que los animales de la raza Lewis. En esta direccion parecen
apuntar las diferencias basales encontradas entre estas razas por el grupo de Sato en
una estructura cerebral estrechamente relacionada con la conducta de
autoadmistracion como es el estriado, donde describen la tendencia de las ratas Lewis
respecto a las Fischer 344 a exhibir mayores niveles del ARN mensajero que codifica
HSPB90, una proteina que reduce su expresion con el envejecimiento (Numachi et al.,

2000). De este modo, las ratas Fischer 344 tardarian mas que las Lewis en adaptarse
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a un cambio en el reforzador, tanto en las primeras sesiones de autoadministracién de
morfina respecto al aprendizaje previo con comida, como al sustituir la droga por suero

salino en la fase de extincion.

6.3. Influencia de la autoadministracion de morfina en la expresion
génica de enzimas de sintesis y degradacion de endocannabinoides y de
sus principales receptores.

Observando los resultados de la expresion génica de parametros del sistema
endocannabinoide con muestras extraidas de los 12 grupos que componian nuestro
experimento de autoadministracion de morfina, lo primero que capta nuestra atencion
es que, principalmente, encontramos de nuevo las mismas diferencias que
descubrimos a nivel basal en las areas cerebrales, y su reflejo en periferia al estudiar
las muestras de bazo. Las ratas de la cepa Fischer 344 muestran una menor
expresion génica de FAAH que las de la cepa Lewis y mantienen niveles similares de
expresion de NAPE-PLD, lo que hace que al estimar indirectamente el nivel de AEA a
través de la razon NAPE-PLD/FAAH (sintesis/degradacion) éste sea mucho mayor en
las ratas Fischer 344 que en las Lewis. Estas diferencias se muestran en todas las
areas estudiadas y no se ven modificadas por el tratamiento, es decir, son diferencias
constitutivas, en funcién de la raza, y no varian por autoadministrarse morfina, ni por

extinguir esta conducta.

De las dos areas cerebrales estudiadas, en el PFC encontramos algunas
diferencias respecto a la expresién génica basal, pero que tampoco varian en funcion
del tratamiento. Asi, la mayor expresién génica en las ratas Fischer 344 de la enzima
que degrada el 2-AG, la MAGL, y la tendencia que mostraba esta raza en esta region
a sobreexpresar el ARNm que codifica la DAGL respecto a las ratas Lewis, no
aparecen en este estudio. También desaparece la menor expresion génica del
receptor CB1 de las ratas Fischer 344, apareciendo una tendencia en sentido
contrario, siendo las ratas Lewis las que muestran una menor expresion génica del

receptor en todos los grupos menos en el salino tras 15 dias de extincion.

De todos los pardmetros estudiados, tanto a nivel central como periférico, solo
encontramos diferencias en funcion del tratamiento en la expresion génica del GPR55
en el PFC de ratas Fischer 344 tras 15 dias de extincion, de la MAGL en el NAcc de
ratas Fischer de extincion 0 y en el indice indirecto de produccion de 2-AG
(DAGL/MAGL) en muestras de bazo ratas de ambas razas tras 15 dias de extincion, vy,

salvo en el dltimo caso, las diferencias no se dan en los grupos de distintos tiempos de
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extincién porque varia la expresion génica de la molécula estudiada en los controles

salinos, lo que dificulta su explicacion.

En el caso de la expresion génica de MAGL en el NAcc, teniendo en cuenta
que no hay diferencias basales entre las dos razas de rata en estudio, la menor
expresion de esta enzima en el grupo Fischer 344 salino podria deberse a que el
procedimiento de autoadministracién afectase diferencialmente a las ratas de esta
raza y que este efecto se anulase por la influencia de la autoadministracién de morfina.
Si observamos la gréfica, podemos ver como este efecto desaparece 7 dias mas
tarde, manteniéndose los niveles de expresion génica de la enzima en el grupo Fischer
344 salino tras los 15 dias de extincién. En los grupos Fischer 344 morfina, la
influencia del opioide sobre la expresion génica de MAGL se mantendria tras 7 dias de
extincion, pero disminuiria 15 dias después de sustituir la droga por suero salino,
aunque la diferencia con su control no sea suficiente para resultar estadisticamente

significativa.

No es extrafio encontrar efectos que solo se manifiesten tras 15 dias de
extincion (Sanchez-Cardoso et al., 2009) y esto es lo que parece que ocurre en los
otros dos casos en los que encontramos diferencias en funcion del tratamiento. En el
caso del andlisis de las muestras de bazo, puede ser que la sustitucion de la morfina
por suero salino provoque una disminucion en los niveles de 2-AG, como respuesta de
estrés, que solo puede apreciarse tras 15 dias. La propia retirada de morfina puede
ser considerada como una respuesta de estrés en si misma donde se modula la
actividad conductual, neural y endocrina (Houshyar et al.,, 2001), generalmente
aumentando los niveles de glucocorticoides en sangre y causando disfuncién del
sistema inmune (Yang y Glaser, 2002). La disminucién en los niveles estimados de 2-
AG en los grupos que se autoadministraron morfina podria deberse a un efecto
compensatorio, ya que la retirada de morfina ha demostrado tener un fuerte efecto
inmunosupresor (Roy et al., 2011) y el 2-AG parece tener marcados efectos bifasicos,
siendo inmunosupresor a dosis elevadas y activando la respuesta inmune a dosis
bajas (Croxford y Yakamura, 2005). También podriamos considerar un efecto directo
de sustituir la morfina por suero salino, aunque en este caso solo afectase a las ratas
de la raza Fischer 344, las diferencias encontradas en la expresion génica del GPR55
en el PFC. En todos los grupos de la raza Lewis y en los grupos salino de la raza
Fischer 344, la expresion génica de este receptor disminuye con el paso del tiempo,
mientras que en los grupos Fischer 344 que se autoadministraron morfina, aumenta al
sustituir la droga por suero salino y este efecto permanece tras 15 dias de extincion.

La evidencia de la capacidad del sistema endocannabinoide para modular la
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transmisién noradrenérgica (Oropeza et al., 2007), un sistema de neurotransmision
estrechamente implicado en las conductas de extincion, y el efecto facilitador de la
neurotransmision que produce la activacién del GPR55 (Oka et al., 2007; Pietr et al.,
2009; Henstridge et al., 2010; Pifieiro et al., 2011), contrapuesto al que produce la
activacion del CB1, podria ayudar a explicar el distinto patron de extincion de la
conducta de autoadministracion de opioides que muestran las dos razas de rata de

nuestros estudios.

En los estudios realizados sobre el sistema endocannabinoide tras la
administracion pasiva de morfina, encontrar diferencias o no, o la direccion que
muestren estas diferencias depende en gran medida de la especie estudiada, la raza
concreta y el protocolo utilizado (Rubino et al., 1997; Vigano et al., 2005). A pesar de
esta realidad, dada la amplia evidencia de interacciones funcionales entre el sistema
opioide enddgeno y el endocannabinoide (Hine et al., 1975; Deikel et al, 1976; Vela et
al., 1995; Yamaguchi 2001; Del Arco et al., 2002) sorprende no encontrar mas

diferencias en funcién del tratamiento.

En el estudio a través de microdialisis sobre alteraciones en los niveles de
endocannabinoides por autoadministraciéon de heroina realizado por el grupo de
Parsons en 2007, encuentran una elevacion de los niveles de AEA y un leve, pero
significativo descenso en los niveles de 2-AG en el NAcc Shell (Caillé et al., 2007).
Estas diferencias se deben a reacciones agudas al opioide, ya que la microdialisis se
realizd6 durante la sesion de autoadministacion, y podrian no permanecer como
neuroadaptaciones en respuesta a una exposicion cronica, como es el caso de nuestro
estudio. Caillé y colaboradores argumentan que esta respuesta de elevacién de AEA,
unida al descenso en la autoadministracion de heroina que provoca la administracion
de antagonistas cannabinoides (observado en otro experimento del mismo estudio),
muestran cémo los endocannabinoides participan en las caracteristicas motivacionales
de los opioides. Esto podria ayudar a explicar, al menos en parte, la menor propensiéon
de las ratas Fischer 344 a autoadministrarse opioides, ya que las ratas de esta cepa,
muestran consistentemente un mayor nivel de produccion neta de AEA. En otro
estudio que analiza la influencia de la autoadministraciéon de heroina sobre los
receptores de cannabinoides, Liana Fattore relata como tras la autoadministracion del
opioide, los cerebros de las ratas Lister Hooded mostraron un aumento de la densidad
de receptores CB1 en la amigdala y en el ATV en el experimento de autorradiografia
cuantitativa, y un aumento de la funcionalidad de dicho receptor en el nlcleo
acumbens medido por autorradiografia funcional (Fattore et al., 2007). Ademas de

justificar las diferencias entre estos resultados y los de nuestro estudio alegando la
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distinta sustancia opioide autoadministrada (nosotros morfina, Fattore heroina), las
distintas técnicas utilizadas (PCR frente a autorradiografia) y las distintas cepas de
rata utilizadas como sujetos experimentales (Lewis y Fischer 344 frente a Lister
Hooded) consideramos que con el conocimiento actual caben dos objeciones a las
conclusiones comentadas de este estudio: Una que al utilizar el agonista cannabinoide
CP-55,940 en sus estudios de autorradiografia no se puede asegurar que estén
midiendo solo el receptor CB1, pues ademas de unirse a este receptor, se une como
agonista al CB2 (aunque su expresion en SNC es pequefia comparada a la del CB1) y
como antagonista al receptor GPR55 (Kapur et al., 2009), y otra que utilizan como
grupo control los animales que fallaron en adquirir la autoadministracion de heroina, lo
que visto nuestros resultados, podria hacer que pasasen como cambios inducidos por
la autoadministracion del opioide diferencias basales relacionadas con su

vulnerabilidad a adquirir la conducta de autoadministracion de heroina.

Respecto a los resultados obtenidos en muestras de bazo, encontramos
analizando por separado solo los animales que se sacrificaron tras 15 dias de
extincion, la Unica diferencia clara en funcién del tratamiento, que, aunque se da en la
misma direccion en las ratas de ambas cepas, puede reflejar adaptaciones del sistema
endocannabinoide inducidas por la autoadministraciéon de morfina: Los animales de
ambas cepas de rata que se autoadministraron morfina, muestran un descenso en el
indice indirecto de produccién de 2-AG (DAGL/MAGL) comparados con sus controles
salinos tras 15 dias de extincién. La literatura describe la capacidad de este
endocannabinoide, el 2-AG, para modular la proliferacion de esplenocitos (Lee et al.,
1995) y no resulta descabellado que la relacion entre la expresion génica de las
enzimas encargadas de su sintesis y degradacion se altere tras haberse adaptado a la
alostasis inducida por la autoadministracion de morfina durante 19 dias y la nueva
variacion del punto de homeostasis al sustituir la droga por suero salino 15 dias antes
de extraer las muestras. Las demas diferencias encontradas son, como en el caso de
las areas del SNC estudiadas, en funcion de la raza, mostrando que las ratas Fischer
344 muestran mas expresion génica de las enzimas relacionadas con el 2-AG (DAGL
y MAGL) y que al darse en la enzima de sintesis tanto como en la de degradacion
hace que no se muestren diferencias entre las razas en el indice indirecto de
produccion de este endocannabinoide, una menor expresion génica de FAAH respecto
a las Lewis que al mostrar una expresion génica similar de NAPE-PLD se traduce en
un indice indirecto de produccién neta de AEA elevado, y una expresién menor del
ARNmM que codifica el principal receptor cannabinoide del sistema inmune: el CB2.

Estas diferencias parecen ser constitutivas ya que no varian en funcién del tratamiento
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ni a lo largo del tiempo de extincion y sin duda contribuiran a explicar las diferencias
mostradas en ambas razas de rata en la competencia de sus sistemas inmunes que
les hacen ser un buen modelo para estudiar el rechazo de 6rganos transplantados
(Adams et al., 1993). La falta de reflejo de las interacciones entre los sistemas opioide
enddgeno y endocannabinoide en variaciones en la expresion génica de receptores
cannabinoides en muestras de bazo, concuerda con lo encontrado mediante técnicas
autorradiograficas estudiando ratas tolerantes a morfina (Massi et al., 2003) en donde
los autores sugieren que las interacciones entre ambos sistemas deben darse a nivel

post-receptor.

El hecho inesperado de no encontrar diferencias entre los animales que se
autoadministraron morfina y sus controles salinos, sobre todo los sacrificados tras 19
dias de autoadministracion, y que ademas los datos de los controles salinos varien
con el tiempo de extincion parece indicar que el procedimiento de autoadministracion
intravenosa en si mismo tiene efectos sobre el sistema endocannabinoide. En esta
misma direccion parecen apuntar los resultados obtenidos al estudiar la influencia que
sobre este sistema ejerce la autoadministracion de cocaina que analizamos en
estudios anteriores en nuestro laboratorio (Rivera et al., 2013) en donde las mayores
diferencias se dan, casi en la totalidad de las estructuras estudiadas, entre los
controles salinos y los controles de estabulario. Esta influencia del procedimiento
sobre los parametros estudiados puede estar ocultando datos que corroboren las

interacciones buscadas.

A pesar de no haber encontrado evidencia en nuestro estudio de variaciones
en el sistema endocannabinoide producidas por la autoadministracion de morfina, la
evidencia de interacciones funcionales opioides-cannabinoides es aplastante. Puede
gue como argumenta Massi estas interacciones se den en puntos comunes entre
ambos sistemas corriente abajo (Massi et al., 2013), aunque teniendo en cuenta la
amplia expresion del sistema endocannabinoide respecto al opioide endégeno, puede
que estas interacciones estén oscurecidas por aquellas poblaciones celulares que
compartiendo &rea, expresen moléculas del sistema endocannabinoide y no del
opioide enddgeno. Probablemente una estrategia fructifera seria investigar en estas
areas la formacién de heterodimeros p-CB1 y las relaciones funcionales entre sus
componentes, como sugirié el grupo de Devi al proponer la existencia de sistemas
heterodiméricos cannabinoides-opioides que interactian fisicamente para integrar vias
de sefalizacion independientes (Rios et al., 2006) y cuya existencia y funcionalidad

confirmaron los estudios de Hojo (Hojo et al., 2008).
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7. CONCLUSIONES
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Existen diferencias basales entre las ratas Lewis y Fischer 344 en los
niveles de unién a *H-CP 55,940 en el nicleo lateral del globo palido.
En concreto, las ratas F344 muestras niveles de union superiores.

Se observan diferencias basales en la expresion de diferentes genes
del sistema endocannabinoide. En concreto, niveles de expresion
génica del receptor CB1 en PFC, de MAGL en Nacc y de FAAH en PFC
y NAcc menores en las ratas F344. También hay evidencia de mayores
niveles de anadamida en las ratas F344 tanto en PFC como en NAcc tal
y como se desprende del ratio NAPE-PLD/FAAH incrementado en las
ratas F344.

No conseguimos que machos de las cepas de rata Lewis y Fischer 344
adquirieran de manera estable la conducta de autoadministracién del
agonista cannabinoide WIN 55,512-2. No obstante, ambas razas
presionaron mas la palanca activa que la inactiva, y en la primera
sesibn de extincibn aumentaron el namero de presiones sobre la
palanca activa al sustituirse el agonista por el vehiculo, siendo ambos
hechos indicativos de cualidades reforzantes. No se dieron diferencias
entre razas en la adquisicion ni en el mantenimiento de la
autoadministraciéon. La administracién del antagonista CB1 AM 251
provocé una disminucion del numero de presiones de palanca activa
solo en las ratas F344.

Las ratas LEW adquirieron mas rapidamente una conducta estable de
autoadministracion de morfina y extinguieron dicha conducta también
mas rapidamente que las ratas F344.

No se han observado efectos consistentes de la autoadministracion de
morfina o la extincién de esta conducta sobre la expresién génica de los
elementos del sistema endocannabinoide estudiados a través de PCR
en tiempo real en PFC y Nacc de ratas LEW y F344.

A nivel del bazo, se reproducen las diferencias en la expresion génica
de FAAH y en el indice indirecto de niveles de AEA encontradas en
cerebro. Es decir se observa una menor expresion génica en las F344
de la enzima y un mayor ratio NAPE-PLD/FAAH que en las LEW. Con
repecto a los niveles de DAGL y MAGL, las ratas F344 mostraron
mayores niveles de expresion génica de estas enzimas que las LEW.
También observamos niveles superiores de expresion del receptor CB2
en las LEW mientras que no encontramos diferencias entre las razas de

rata en cuanto a la expresion del receptor GPR55. Por ultimo, tras 15
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dias de extincion de la autoadministracion de morfina observamos una
disminucion en el indice indirecto del nivel de 2-AG en ambas cepas

respecto a sus controles salinos.
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