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RESUMEN

La historia refiere que la marihuana se ha usado con fines medicinales y recreativos por
diferentes culturas. Hoy ocupa un lugar importante dentro de las drogas ilegales de abuso mas
consumidas. Entre los sintomas que reportan los usuarios se encuentra una disminucién en el
control motor, una disminucion en la percepcion al dolor, alteraciones en el suefio, aumento en
la ingestion de alimento y un deterioro en la memoria a corto plazo, entre otros. Su estudio
cobré gran interés por un lado, gracias a sus propiedades analgésicas, antieméticas y
ansioliticas’, sobre todo para poder utilizarla con fines terapéuticos y tratando de evitar sus
efectos adversos en la memoria. Mientras que por otro lado ha causado una gran controversia
la farmaco dependencia que ésta ejerce en los usuarios.

A pesar de que estd ampliamente reportado el deterioro que causa la marihuana en la
memoria de corto plazo, aun se desconocen con precision los mecanismos que intervienen en
este proceso. Ademas, se ha reportado que tanto humanos como animales que han estado
expuestos a la droga por tiempo prolongado, desarrollan tolerancia a los efectos perjudiciales
gue ésta causa en la memoria.

Aunque existen mas de 60 canabinoides en la marihuana, el principio activo mas
estudiado es el A-THC, el cual ejerce sus efectos a través del receptor a canabinoides CB1. El
CB1 se encuentra ampliamente distribuido en el sistema nervioso central de mamiferos,
especialmente en estructuras involucradas con el aprendizaje y la memoria como la corteza
prefrontal, el hipocampo, el ndcleo estriado, la amigdala y el cerebelo, entre otras.

El propésito de este trabajo es determinar si la administracion cronica de canabinoides
altera el aprendizaje2 en ratas. En esta investigacion evaluamos el aprendizaje de ratas
después de haber sido administradas cronicamente (durante 15 dias) con los
endocanabinoides anandamida (ANA) y oleamida (OLE) usando un paradigma conductual
llamado laberinto de Barnes.

En el laberinto de Barnes se evalGa por un lado la curva de aprendizaje de las ratas
(tiempo, numero de errores y perseverancias, que algunos autores también llaman “cantidad de
la respuesta”) y por el otro lado se evalla la estrategia utilizada, que es la forma que usan las
ratas para resolver el laberinto y puede ser aleatoria, serial o espacial. Esta estrategia refleja la
agudeza de la respuesta también llamada “calidad de la respuesta”. Ademas, el nimero de
perseverancias es un marcador conductual de la memoria de trabajo de la rata.

Los resultados obtenidos en esta investigaciébn muestran que no existe una alteracién

en el aprendizaje de las ratas dada por una administracién crénica de endocanabinoides.

! Un ansiolitico o tranquilizante menor, es un farmaco con accion depresora del sistema nervioso central,
destinado a disminuir o eliminar los sintomas de la ansiedad. Algunos de los mas conocidos son
taquicardia, sensacion de ahogo, insomnio, terrores nocturnos, sensacion de pérdida del conocimiento, etc
(http://es.wikipedia.org).

? Entendiendo a la memoria como parte intrinseca del aprendizaje (vease definicion pag. 11).



ABSTRACT

Marijuana has been used with recreational and medicinal purposes by different civilizations
throughout history. Now a day is one of the most popular illegal drugs used worldwide. Among
the symptoms that marijuana users report are a decrease in motor response, diminution in pain
perception; several sleep alterations, increase in feeding behavior and an important short-term
memory impairment. However, the increase of research in cannabinoid study is in one sense
because of the dependence chronic users develop to it and on the other hand due to its
analgesic, anti-emetic and sedative properties, which would like to be used as benefic
therapeutic properties without the adverse effects that cause cannabis on memory.

Although it is known that cannabinoids impair memory processes, the mechanisms by
which they cause such an effect are not completely understood. With all, there are reports
indicating that human and animal subjects develop tolerance to these effects upon a prolonged
period of exposure.

The most known active principle of marijuana is A-THC, which acts by binding to the
CB1 receptor. CB1 receptor is widely distributed in the central nervous system of mammals,
particularly in structures involved in learning and memory like prefrontal cortex, hippocampus,
striatum, amygdala and cerebellum.

The aim of the present work was to determine if cannabinoid chronic administration,
using endogenous cannabinoid ligands, alters learning and memory in rats. We evaluated
learning behavior in rats using the Barnes maze after anandamide (ANA) and oleamide (OLE)
chronic treatment.

The Barnes maze allows to measure learning curves by quantifying the time rats spent
solving the task, the number of errors and perseverance, defined as the number of times a rat
makes the same mistake more than once. The quality of the response, which is the accuracy of
the rats to perform the test, and it is measured as the type of strategy they use to solve the
maze. There are three possible strategies to solve it: the random, the serial and the spatial. By
measuring perseverance, it is also possible to evaluate working memory.

Our results suggest that there is no alteration in learning and memory as a
consequence of the chronic endocannabinoid administration.



1. INTRODUCCION

Ademas de las sensaciones de placer que provoca la marihuana (Cannabis sativa)
en los usuarios que la consumen, ésta es una planta que cuenta con diversos efectos
terapéuticos. Se ha usado a lo largo del tiempo como anestésico menor, tranquilizante,
inductor de suefio y para aumentar el apetito, entre otros. Y aunque sus efectos y
sintomas sean bien conocidos, es reciente el descubrimiento de las vias a través de
las cuales actla, y aun queda mucho por saber.

Se han encontrado mas de 60 sustancias en la planta de marihuana, una de ellas,
la mas estudiada pues se ha demostrado que es la que provoca la mayoria de los
sintomas que se reportan, es el A’-tetrahidrocanabinol, mejor conocido como A°-THC.
Con el A%-THC se han realizado muchos experimentos en animales de laboratorio
como ratas y monos para observar sus efectos, entre los que podemos mencionar:
disminucion en la temperatura corporal, analgesia, relajamiento generalizado, suefio,
disminucion en el control motor (se mueven menos o0 mas lento), aumento en el apetito
sexual y en la ingesta de alimento, entre otros. Ademas, también estd ampliamente
reportado tanto en humanos como en animales que estan bajo los efectos de la droga,
un deterioro en la memoria a corto plazo.

Dentro de los efectos que ejerce la marihuana sobre el organismo, podriamos
dividirlos en dos grupos: aquellos que son benéficos para el sujeto, es decir, que
podrian tener un uso terapéutico (por ejemplo: la analgesia en enfermos que sufren de
enfermedades muy dolorosas, disminucién de la presién intraocular en los casos de
glaucoma, ansiolitico en personas que sufren ansiedad, antiemético en pacientes con
cancer que se han sometido a quimioterapias, etcétera) y aquellos que son negativos
o perjudiciales para el organismo, como lo seria el deterioro que causa en la memoria,
la depresion del sistema inmunoldgico y la adiccion que ésta puede desencadenar en
los usuarios que la consumen de manera frecuente.

En este trabajo se pretende ahondar en el aspecto negativo que tiene la marihuana
sobre la memoria. Debido a que el estudio de la memoria es muy extenso, nosotros
nos enfocamos a estudiar la memoria espacial, la memoria de procedimiento y la
memoria de trabajo que utilizan las ratas de laboratorio al resolver una prueba llamada
Laberinto de Barnes. Asi que primero investigamos en la literatura como se da este
déficit de la memoria tanto en humanos como en animales de experimentacion, y nos
encontramos que la mayoria de las investigaciones ahondan en el efecto agudo o
inmediato de la marihuana, en particular el A°-THC, sobre la memoria del sujeto, es
decir, como se afecta la memoria en aquellos que se encuentran bajo los efectos de la

marihuana.



Sin embargo, no esta de la misma manera reportado como afecta la marihuana
una vez que ha pasado el efecto de su consumo, es decir, algunas horas después de
gue se administrd, y tampoco si hay efectos secundarios sobre la memoria una vez
gue se ha consumido durante mucho tiempo.

El receptor al que se une el A>THC en el cerebro se llama CB1 y esta
ampliamente distribuido en el sistema nervioso central de mamiferos, en particular, se
ha estudiado en la rata y se ha visto que se encuentra principalmente en los ganglios
basales, el ndcleo estriado, el hipocampo, la sustancia negra, el cerebelo y la corteza
prefrontal.

Ademés del CB1, existe otro receptor, el CB2, que se encuentra en el sistema
nervioso periférico y el sistema inmunolégico. A éste receptor se le atribuyen los
sintomas periféricos que produce el consumo de A°-THC.

Por otro lado, se han descubierto sustancias que el cerebro sintetiza las cuales se
unen al CB1, llamadas endocanabinoides. Los endocanabinoides son moléculas de
naturaleza lipidica, que se encuentran tanto en el cerebro, como en otros tejidos de
mamiferos, como el intestino, el pancreas, el bazo, y el sistema inmunolégico. Los
endocanabinoides que se han descrito hasta ahora son la anandamida (ANA), la
oleamida (OLE) y el 2-araquidonilglicerol (2-AG).

Existen agonistas y antagonistas sintéticos del receptor a canabinoides (CB1), que
se usan para conocer mas la funcién del sistema canabinérgico, asi como se utilizan
los endocanabinoides en modelos de experimentacion para conocer mas sobre sus

efectos en el sistema nervioso y para asemejar la administracion de A°>-THC.

El objetivo de este trabajo es conocer cOmo realizan una tarea de memoria ratas que
han estado bajo la administracion constante de dos endocanabinoides: anandamida y
oleamida, y compararlas contra ratas que nunca recibieron dosis de farmaco y otras a
las que se les administré Unicamente vehiculo. Porque a pesar de que el deterioro en
la memoria dado por la administracién del A’-THC ha sido estudiado, aun se
desconoce si es pasajero y posteriormente el sistema restituye el equilibrio sin
encontrar un dafio permanente en la memoria, 0 si efectivamente el sistema es
vulnerable y presenta secuelas o dafos permanentes debidos a la exposicion a la

droga.



2. MARCO TEORICO

La marihuana (Cannabis sativa) ha sido utilizada a través de la historia
por diversas culturas, tanto con fines recreativos como medicinales. En la
actualidad, es la droga ilegal de abuso mas consumida por la poblacion
mundial. La investigacion sobre sus efectos psicoestimulantes tiene sus inicios
en el siglo XIX. Sin embargo, tom6 muchos afos aislar la molécula responsable
de estos efectos, debido a su naturaleza lipidica dificil de purificar. En los afios
40, Lord Todd en Inglaterra y Roger Adams en los Estados Unidos, aislaron de
manera independiente el canabinol, y el canabidiol. ElI primero es un
constituyente psicoactivo muy débil, y el segundo es inactivo (Mechoulam et al,
1998). Fue entre 1963 y 1964 cuando el grupo de Raphael Mechoulam logré
aislar y caracterizar junto con otros canabinoles, uno de los principales
constituyentes activos de la marihuana, el A%-tetrahidrocanabinol (A%-THC).
Entre los efectos que produce el A°-THC se encuentran: disminucién en la
temperatura corporal, distorsion en la percepcion del tiempo, disminucion en la
locomocion espontanea, antinocicepcion, analgesia y catalepsia, ademas de
producir trastornos en la memoria y el aprendizaje. Entre los efectos
reforzantes que reportan los usuarios que la consumen se encuentra que
induce una gran relajacion en el organismo, al grado de producir hilaridad (que
algunos califican de “incontrolable”) y por lo tanto un estado altamente
placentero; también puede inducir suefio, potencia el sabor de los alimentos y
aumenta el deseo sexual (Prospéro-Garcia, et al, 2004). Ademas se reportan
cambios en la agudeza sensorial, aumento en la frecuencia cardiaca,

enrojecimiento de los ojos y sequedad de boca y garganta.
2.1. Canabinoides

2.1.1. Receptores a canabinoides

Una vez aislado y caracterizado el A>-THC, faltaba encontrar la via a
través de la cual interviene en los procesos de sefalizacion del sistema
nervioso. Es decir, un receptor sobre el que actuara. Después de treinta afios,
encontraron el receptor al que se une el A°>-THC (Devane, 1988). Matsuda et al.
en 1990 y Gerard et al. en 1991, clonaron el gen y caracterizaron el receptor a



canabinoides CB1. El receptor CB1 esta compuesto por siete dominios
transmembranales y se encuentra ampliamente distribuido en el cerebro de
mamiferos (los experimentos se realizaron en rata y en humano, y se sabe que
es un receptor muy conservado filogenéticamente). Tiempo después se
identific6 un segundo receptor a canabinoides CB2, encontrado en tejidos
periféricos, incluyendo células del sistema inmunolégico (Munro, 1993). El CB2
comparte una homologia con el CB1 de tan solo el 44% (Mechoulam, 1998).
Ambos receptores estan acoplados a proteinas G inhibidoras.

El CB1 se distribuye de manera preferencial en el sistema nervioso
central (Martin et al., 1999), particularmente en la corteza, el cerebelo y los
nucleos basales. En estos ultimos hay una gran densidad en las proyecciones
del estriado hacia el globo palido y la sustancia negra (Martin et al., 1999).
Aqui, las neuronas que contienen CB1 son GABAérgicas y los receptores
presinapticos (Martin et al., 1999). En cambio en el cerebelo, las neuronas que
expresan CB1 son glutamatérgicas (Martin et al., 1999). Ademas, se ha
observado una gran densidad de CB1 en la regiones del hipocampo CA1, CA3
y giro dentado (Sullivan, 2000) (Fig. 1).

e
i
)

Figura 1. Inmunohistoquimica que muestra la distribucion del CB1 en un corte sagital

de cerebro de rata (Martinez-Vargas, 2003).

En el hipocampo, el CB1 se localiza de manera presinaptica en un
subconjunto de interneuronas que forman sinapsis con las neuronas

piramidales (Kreitzer et al, 2002). Su presencia en esta estructura aporta bases



anatomicas que sugieren el efecto directo de los canabinoides en la misma,
pues alteran procesos de memoria y aprendizaje (Sullivan, 2000).

Por otro lado, en el tallo cerebral y la médula espinal la densidad del
CB1 es baja (Martin et al., 1999). También se ha encontrado CB1 en tejidos
periféricos como el intestino delgado del cuyo, en testiculos, vejiga, utero y
embrion de raton; en esperma de erizo de mar y en linfocitos B (Martin et al.,
1999).

2.1.2. Canabinoides Endbégenos

La presencia del CB1 -en el sistema nervioso central- y del CB2 -en el

sistema nervioso periférico- sugeria la existencia de moléculas enddgenas
capaces de actuar a través de estos receptores, ejerciendo una funcién hasta
entonces desconocida. Posterior a la caracterizacion de estos receptores, se
extrajo de cerebro de cerdo una sustancia con afinidad parecida a la que tiene
el A>-THC por estos receptores, una amida del acido araquidénico llamada N-
araquidonil-etanolamida, a la que mas tarde nombraron anandamida, de
“ananda” que en sanscrito significa “dicha” (Devane et al., 1992).
Asi como la anandamida (ANA), se han caracterizado otros endocanabinoides,
como el 2-araquidonilglicerol (2-AG), identificado en bazo, tracto digestivo de
perro y pancreas, ademas del cerebro (Mechoulam, 1995). Tanto el 2-AG como
la ANA tienen afinidad por el CB1 y el CB2 (Martin, 1999). Se encontré que
ambos ligandos tienen una afinidad por el receptor a canabinoides
esencialmente idéntica a la del A>>THC (Mechoulam et al., 1998, Martin et al.,
1999).

Otro de los endocanabinoides es la oleamida (OLE). Este es un lipido
gue se aisl6 del liquido cefalorraquideo de gatos privados de suefio, el cual se
ha descrito como factor inductor de suefio en ratas (Cravatt et al., 1995).
Ademas de unirse a los receptores a canabinoides, la oleamida afecta la
respuesta inmunolégica (Langstein et al., 1996) y es degradada por la FAAH?
(amida hidrolasa de &cidos grasos), la enzima que degrada a la anandamida
(Cravatt et al., 1996). Ademés, el efecto de inducir suefio que provoca la

! Por sus siglas en inglés: Fatty Acid Amide Hydrolase.



oleamida es bloqueado por el antagonista del CB1, el SR141716A (Mendelson
y Basile, 1999).

Los endocanabinoides no se almacenan en vesiculas como los
neurotransmisores clasicos, sino que son rapidamente sintetizados por las
neuronas en respuesta a una despolarizacion y un consecuente flujo de calcio

hacia el interior de éstas (Di Marzo y Piomelli, 1998).

2.1.3. Sistema Canabinérgico

El CB1 se localiza en axones y terminales nerviosas, lo cual sefiala que
es presinaptico y por lo tanto modula la liberacion de neurotransmisores. Se
considera al CB1 como el receptor acoplado a proteinas G mas abundante en
el cerebro de mamiferos, y su presencia en la neocorteza, el hipocampo, los
ganglios de la base, el cerebelo y el tallo cerebral explica las acciones que
ejercen las drogas canabinoides en la conducta (Piomelli, 2003). Los sintomas
tipicos en los roedores por intoxicacibn de canabinoides son: hipotermia,
analgesia y disminucion en la actividad motora (Adams et al., 1996) los cuales
desaparecen en ratones knockout del gen cbl (Ledent et al., 1999 y Zimmer et
al., 1999).

El CB1 es un receptor acoplado a proteinas Gy, y puede iniciar eventos
de sefializacién, que incluyen el cierre de canales de Ca®*, abertura de canales
de K*, inhibicién de la actividad de adenilato ciclasa (con su consecuente
disminucién de la concentracion citosélica de AMPc) y la estimulacion de
cinasas que fosforilan residuos de tirosina, serina y treonina. Cada uno de
estos mecanismos parece cumplir diferentes funciones al traducir la ocupacion
del receptor CB1 a respuestas biolégicas (Piomelli, 2003).

En la sefializacion retrograda por endocanabinoides, tanto en las
interneuronas inhibidoras del hipocampo como en las células de Purkinje del
cerebelo, la despolarizacién en la célula postsinaptica abre canales de Ca**
dependientes de voltaje; el Ca** postsinaptico activa enzimas que sintetizan
endocanabinoides a partir de precursores lipidicos (Wilson y Nicoll, 2002).
Estos endocanabinoides viajan al axén presinaptico en donde se unen a un

receptor CB1 a traves del cual la activacion de proteinas G inhibe directamente



el flujo de calcio hacia el interior del axén presinaptico, disminuyendo asi la

probabilidad de liberacion de una vesicula de neurotransmisor.

Al estudiar las células de Purkinje en el cerebelo y las células
piramidales en el hipocampo, se ha mostrado que una pequeia
despolarizacién® de una neurona puede suprimir de manera transitoria los
eventos singpticos de la inhibicibn GABAérgica en esa célula. A este
fendmeno se le llamd “supresion de la inhibicion inducida por despolarizacion”,
o DSI (por sus siglas en inglés) (Marty, 1991 y Alger, 1992). Se demostrd que
la DSI tiene un locus presinaptico aunque su origen sea postsinaptico, lo cual
quiere decir que la despolarizacion postsinaptica debe liberar un mensajero
retrogrado que viaja de manera inversa a traves de la sinapsis para suprimir la
liberacion del neurotransmisor de los axones (Wilson y Nicoll, 2002).

Ademas de suprimir las sinapsis inhibidoras, la despolarizacién
postsinaptica puede modular las sinapsis excitadoras a través de un proceso
conocido como “supresion de la excitacion inducida por despolarizacion” o DSE
(Kreitzer et al, 2002).

Los experimentos han demostrado que los endocanabinoides son
mensajeros retrogrados para la DSI en el hipocampo (Wilson y Nicoll, 2001) y
tanto para DSI como DSE en el cerebelo (Kreitzer y Regehr, 2001, Diana et al.,
2002). Se encontré que tanto DSI como DSE son blogueadas por antagonistas
del receptor a canabinoides y mimetizados u obstruidos por agonistas del
mismo (Kreitzer et al, 2002, y Wilson y Nicoll, 2002). Ademas, la DSI en
hipocampo no se presenta en ratones que no expresan el CB1, otra evidencia
de que estos receptores median la DSI en esta estructura.

Por otro lado, las células piramidales del hipocampo y las células de
Purkinje en el cerebelo expresan enzimas relacionadas con la sintesis y
degradacion de endocanabinoides. La supresion retrégrada de las sinapsis por
la despolarizacion es dependiente de calcio como lo es la sintesis de
endocanabinoides. En el hipocampo, los receptores CB1l se localizan
presinapticamente en un subconjunto de interneuronas que forman sinapsis

sobre las células piramidales del hipocampo mientras que en el cerebelo, los

2 Quiere decir que un paso de voltaje (“a voltage step”) cercano a 0 mV es suficiente para activar los
canales de calcio dependientes de voltaje e inducir una DSI (Alger y Pitler, 1995).



receptores CB1 se encuentran en entradas inhibidoras y excitadoras sobre las
células de Purkinje (Citado en Kreitzer y Regehr, 2002).

La observacibn de que es necesaria la sefializacion presinaptica
mediante proteinas G para la DSI concuerda con la localizacion de receptores
CB1 acoplados a proteinas G en las terminales presinapticas (Citado en
Kreitzer et al, 2002). Ademas, el hallazgo de que los agonistas de receptores
canabinoides producen inhibicién presinaptica de las sinapsis involucradas en
DSE y DSI fue una clave adicional de que el sistema canabinérgico podria
estar involucrado en una supresion retrograda de las sinapsis (Citado en
Kreitzer et al, 2002).

2.1.3.1. Sintesis y degradacion de endocanabinoides

La anandamida se forma por la hidrdlisis del precursor N-araquidonil
fosfatidiletanolamina (NAPE), por medio de la accion de la fosfolipasa D (PLD)
(Citado en lversen, 2003). Por otro lado, el 2-araquidonil glicerol (2-AG), se
produce por la ruptura del inositol-1,2-diacilglicerol catalizada por la fosfolipasa
C (Iversen, 2003).

La sintesis de endocanabinoides también puede dispararse por la
activacion de receptores a glutamato metabotrépicos del grupo | (mGIuRs). Se
sabia que la activacion de estos receptores puede suprimir la liberacion de
neurotransmisor al actuar en un sitio presinaptico, a pesar de que los mGIuRs
del grupo | se localizan casi exclusivamente en estructuras postsinapticas. Esta
paradoja ha sido resuelta con hallazgos de dos estudios: uno enfocado en las
sinapsis GABAérgicas del hipocampo y otro en las sinapsis de las fibras
trepadoras del cerebelo en las cuales un antagonista del CB1 bloqueé los
efectos de la activacion del mGIluR del grupo | (Wilson y Nicoll, 2002). La
activacion de los mGIluRs postsinapticos del grupo | también puede sintetizar
endocanabinoides, probablemente mediante la accion de la fosfolipasa C,
generando diacilglicerol, sustrato de la diacilglicerol lipasa para formar 2-
araquidonilglicerol (Wilson y Nicoll, 2002).

Una vez sintetizados, los endocanabinoides dejan la célula postsinaptica
y activan a los receptores CB1 presinapticos, que interactiian con una proteina

G liberando la subunidad Ggy e inhibe de manera directa el flujo presinaptico de



Ca’" hacia el interior de la célula. Esto disminuye la probabilidad de liberacién
de vesiculas de neurotransmisor (Wilson y Nicoll, 2002).

Por ultimo, la degradacion de endocanabinoides combina un mecanismo
transportador y la enzima amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH) (Citado en
Iversen, 2003). Esta enzima se expresa de manera abundante en el somay las
dendritas de las células principales que son inervadas por fibras que contienen
al CB1 (Citado en Kreitzer et al, 2002).

2.2. Memoria y aprendizaje

Podemos definir a la memoria de una manera simple diciendo que
consiste en el almacén de la informacidon y al aprendizaje como el
procedimiento mediante el cual esta informacién es adquirida, almacenada y
posteriormente evocada. En este proceso interviene una serie de sistemas
diferentes, dentro de los cuales se encuentra la interaccion de estructuras
como el hipocampo, el nucleo estriado, la amigdala, la corteza prefrontal, el
nacleo accumbens y el cerebelo. La memoria es parte sustancial de los
procesos de aprendizaje.

Debido a la complejidad de los procesos cognitivos, asi como a su
interaccién con otros sistemas de percepcion y coordinacion, es dificil imaginar
gue la memoria se encuentra localizada especificamente en un area delimitada
del cerebro. Ahora se sabe que existen diferentes tipos de memoria, cada uno
de los cuales esta controlado por una parte diferente del cerebro (Citado en
White y Salinas, 1998), que a su vez interactla con otras estructuras para
codificar finalmente el tipo de memoria que se requiera.

Se habla de una memoria declarativa o explicita y una no declarativa
o implicita, también llamada de procedimiento, distincion que se hizo al
observar que pacientes con enfermedades neurolégicas que afectan
principalmente el hipocampo, -por ejemplo la enfermedad de Alzheimer o
pacientes a los que se les remueve el I6bulo temporal medial como H.M-, son
incapaces de aprender o recordar eventos ordinarios (memoria declarativa o
explicita) pero parecen aprender o recordar normalmente como hacer las cosas
(memoria de procedimiento, no declarativa o implicita). En los experimentos

originales, los pacientes neurolégicos aprendieron y recordaron cémo leer



palabras complejas en un espejo tal y como lo hacen los sujetos control
normales, pero fueron incapaces de recordar las sesiones de entrenamiento o
el hecho de que ellos habian adquirido esa habilidad (Citado en White y
Salinas, 1998).

La evidencia de que estas personas con dafio hipocampal aprendieran a
ejecutar una tarea de memoria compleja sugiere que (1) hay al menos dos tipos
diferentes de memoria y que (2) el hipocampo es una estructura critica para
uno de estos tipos (la memoria declarativa), mientras que el otro tipo de
memoria (de procedimiento), debe estar mediado en otra parte del cerebro.

Experimentos con animales hechos por McDonald & White, 1994;
Packard, Hirsh & White, 1989; Packard y White, 1991; sugieren que los nucleos
basales, principalmente el estriado dorsal (caudado-putamen) deben mediar el
aprendizaje de procedimiento (White y Salinas, 1998).

Podemos decir entonces que la memoria implicita o no declarativa, se
presenta cuando se evoca informacién necesaria para ejecutar cierta tarea, es
una memoria que se recuerda de manera inconsciente. Este tipo de memoria
esta involucrado en el entrenamiento de habilidades reflexivas® motoras o
preceptuales.

En cambio, la memoria explicita o declarativa, refiere al conocimiento
de hechos, lugares, personas y cosas, asi como lo que éstos representan. Esta
memoria es recordada mediante un esfuerzo consciente deliberado. La
memoria explicita es altamente flexible e involucra la asociacion de mdultiples
piezas de informacion. En contraste, la memoria implicita es mas rigida y esta
estrechamente conectada a las condiciones del estimulo original bajo las
cuales ocurrio el aprendizaje (Kandel, 2000).

Dentro de la memoria declarativa podemos incluir a la memoria espacial,
gue es la que nos sirve para ubicarnos en un punto determinado del espacio y
transportarnos de un lugar a otro haciendo uso de referencias o claves visuo-
espaciales (i.e., coordenadas, el sol, las estrellas, etc.).

Podemos hablar de la memoria de trabajo como un tipo de memoria

declarativa®. Esta se refiere al almacenamiento temporal de informacion que se

¥ Se entiende por habilidades reflexivas a las que involucran los reflejos corporales.
* Seguin Ignacio Morgado Bernal, catedratico de Psicobiologia del Instituto de Neurociencia de la
Universidad Auténoma de Barcelona.



usa para llevar a cabo una accién futura (Kandel, 1991). Es el tipo de memoria
que utilizamos cuando tratamos de retener informacion sobre algo que nos
acaban de decir, cosas que acaban de pasar o pensamientos que acabamos
de tener para utilizarlos inmediatamente en el propio razonamiento, en la
resolucion mental en curso de algun tipo de problema o en la toma de
decisiones (Morgado-Bernal, 2005). Los estudios con neuroimagenes
(resonancia magnética o tomografia por emisién de positrones) muestran que
una de las zonas mas activas cuando funciona la memoria de trabajo es la

corteza prefrontal.

Por otro lado, el condicionamiento clasico pertenece a un tipo de
memoria no declarativa. Este fue propuesto por Pavlov en 1927. De acuerdo
con Pavlov, lo que los animales y los humanos aprenden no es la asociacion de
ideas sino la asociacion de estimulos (Kandel et al., 1991). La esencia del
condicionamiento clasico es la asociacién o apareamiento de dos estimulos, un
estimulo incondicionado (El) y un estimulo condicionado (EC) (Kandel et al.,
1991). El estimulo condicionado, como una luz o un tono produce respuestas
no manifiestas que estan relacionadas con la respuesta que eventualmente se
aprendera (Kandel et al., 1991). Por el otro lado, el estimulo incondicionado
(algunas veces llamado reforzador), como la comida o un shock en la pierna,
siempre produce una respuesta clara, la respuesta incondicionada (RI), como
la salivacion o el temblor de la pierna (Kandel et al., 1991). La raz6n por la cual
la respuesta es incondicionada es porque es innata, y se produce por el
estimulo incondicionado sin aprendizaje (Kandel et al., 1991). Después de que
el estimulo condicionado se repite seguido del estimulo incondicionado, el
estimulo condicionado comenzard a desencadenar respuestas llamadas
respuestas condicionadas (RC) (Kandel et al., 1991). Después de aparear
repetidamente el estimulo condicionado con el incondicionado, el estimulo
condicionado se vuelve una sefial que anticipa la ocurrencia del estimulo
incondicionado, asi que el animal responde al estimulo condicionado como si
estuviera listo para el estimulo incondicionado (Kandel et al., 1991). Por lo
tanto, en el condicionamiento clasico los animales aprenden a predecir la
relacion de eventos en el ambiente (Kandel et al., 1991). Por ejemplo, si se

presenta una luz y en seguida se presenta un trozo de carne varias veces,



después de algunos entrenamientos el animal responderd a la luz como si ésta
predijera el sabor de la carne, es decir, la luz por si sola producira salivacion
(Kandel et al., 1991).

El condicionamiento clasico puede ser subdividido en condicionamiento
apetitivo y condicionamiento defensivo (Kandel et al., 1991). Si el estimulo
incondicionado es reforzante® (por ejemplo agua o comida) el condicionamiento
se llama apetitivo; en cambio, si el estimulo incondicionado es nocivo (como un
shock eléctrico), se llama condicionamiento defensivo (Kandel et al., 1991).

Estudios en humanos y animales sugieren que la amigdala es una
estructura critica para los procesos de condicionamiento clasico y que media la
expresion del condicionamiento apetitivo y el defensivo (White y Salinas, 1998).

2.2.1. Memoria de corto y de largo plazo

Existe una clasificacion de la memoria dependiendo del tiempo en que
los recuerdos permanecen en el cerebro: la memoria de corto plazo es la
memoria mas inmediata, transitoria y dura algunos minutos, sirve para recordar
datos que se necesitan aplicar en un tiempo mas o menos inmediato (ejemplo:

al memorizar un numero de teléfono que no se sabe y que se va a marcar en

ese momento) (http://www.weblioteca.com.ar/textos/mente/memoriacorto.htm).
Gracias a la memoria a corto plazo la persona no se satura de contenidos,

muchos de ellos se olvidan y otros pasan a recordarse a mediano o largo plazo.

La memoria de largo plazo se puede definir como el almacén donde se
guarda la informacion durante dias, semanas, meses 0 afos, y de donde se

pueden recuperar los contenidos, imagenes y sensaciones que se han

aprendido (http://www.weblioteca.com.ar/textos/mente/memoriacorto.htm).
Sirve para que los conocimientos se ordenen, de manera que puedan ser
recuperados facilmente. Esta capacidad es imprescindible para la comprension
e interiorizacion de nuevos conocimientos.

(http://www.weblioteca.com.ar/textos/mente/memoriacorto.htm).

> Se entiende por reforzante un estimulo que es siempre positivo.



Tomando como ejemplo las tres formas tipicas de aprendizaje -
habituacién, sensibilizacion, y condicionamiento clasico- a través de las cuales
un organismo tan simple como Aplysia o uno tan complejo como un mamifero
aprenden, podemos ejemplificar los dos tipos de memoria arriba descritos.

Veamos el ejemplo de la sensibilizaciéon, que es una forma de miedo
aprendido en la cual una persona o un animal experimental aprende a
responder de manera contundente a un estimulo neutro (Kandel, 2001).
Cuando Aplysia recibe un estimulo tactil en el sifon, lo retrae, asi identifica al
estimulo como aversivo y aprende a mejorar su respuesta de reflejos
defensivos ante los estimulos subsecuentes aplicados al sifon. El animal
recuerda el estimulo y la duracion de este recuerdo depende de la cantidad de
veces que se repita la experiencia. Un solo estimulo darda una memoria que
dure Unicamente minutos, esta es una memoria de corto plazo. En cambio, si
se le aplican cuatro o cinco estimulos espaciados, dara lugar a una memoria
que dura varios dias, la cual es una memoria de largo plazo. Entonces, para
que una memoria de corto plazo se convierta en una de largo plazo, se
requiere que exista una repeticion del estimulo que se estd almacenando.
Ademas, la memoria de corto plazo no requiere de la sintesis de nuevas

proteinas, mientras que la memoria de largo plazo si.

2.2.2. Almacenamiento de la informacion
Una de las ideas mejor aceptadas acerca de como se almacena la informacion
en el sistema nervioso se basa en el concepto del “ensamble celular”, que fue
originalmente descrito por D.O. Hebb (1949). Esta construccion hipotética
comienza con la idea de que cada percepcidon evoca un patrén unico de
actividad neural. Las neuronas activadas representan lo que se percibe y estan
conectadas unas con otras en una asa cerrada (el ensamble celular) que se
auto activa de manera repetida (actividad reberveratoria). Este nuevo ensamble
celular se mantiene activo gracias a la repeticion del estimulo, asi es como se
retiene la informacion que se presenta por periodos de tiempo que pueden ser
desde minutos hasta horas (White y Salinas, 1998). Hebb sugiere que esta
activacion repetida de las sinapsis (ensamble celular), causa los cambios
permanentes en las sinapsis y son estos cambios los que facilitan la futura

activacion de sinapsis.



El patrén de las sinapsis facilitadas incrementa de manera permanente
la probabilidad de que en ocasiones futuras la activacion de una parte del
ensamble celular activara el resto, permitiendo el recuerdo de la informacién
que éste represente.

Sin  embargo, no todas las formas de memoria involucran
representaciones de percepciones. Se cree que los cambios en la sinapsis
como resultado de la activacion simultanea de las neuronas que los forman,
son la base de todos los cambios en la conducta debidos a la experiencia,
incluyendo aquellos que involucran el aprendizaje de procedimiento y el
condicionamiento clasico (White y Salinas, 1998).

Otra de las hipétesis mas aceptadas sobre el almacenamiento de la
informacion y que complementa a la de Hebb se basa en la propuesta de
Santiago Ramon y Cajal en 1894 y que fue posteriormente reforzada con
estudios moleculares por el grupo de Kupferman, Castelluci, Carew, Hawkins y
Kandel, en 1970. Esta hip6tesis sostiene que el aprendizaje es el resultado de
cambios en la fuerza de las conexiones sindpticas entre células
interconectadas (Kandel, 2001). Asi pues, mientras que el programa de
desarrollo del organismo asegura que las conexiones entre las células son
invariables, este no especifica la precision de su fuerza (Kandel, 2001). Por lo
tanto, la experiencia altera la efectividad y fuerza de las conexiones quimicas
preexistentes. En este concepto esta basada la plasticidad sinaptica, la cual
emergid6 como mecanismo fundamental para el almacenamiento de la
informacion por el sistema nervioso (Kandel, 2001). Este fortalecimiento en las
sinapsis tiene su sustento en observaciones moleculares, las cuales indican la
activacion y supresion de genes que responden a estimulos quimicos dados
por determinados neurotransmisores y que tienen como objetivo final la sintesis

de nuevas proteinas.

2.2.3. Consolidacion

Como la mayoria de los procesos, la memoria es un proceso gque
depende del tiempo. Una vez adquiridos los recuerdos se almacenan en un
estado labil y estan sujetos a ser alterados mediante eventos externos. Con el
paso del tiempo, y la repeticion del estimulo, su almacenamiento se vuelve mas

permanente (representado con el cambio sinaptico de Hebb, o la sintesis de



nuevas proteinas), y estan entonces menos susceptibles a un trastorno. El
proceso mediante el cual los recuerdos se vuelven permanentes se llama
consolidacion (White y Salinas, 1998). El intervalo durante el cual el proceso
del cambio en la fuerza de las sinapsis (sintesis de proteinas) ocurre se llama
periodo de consolidacion.

Hay evidencias que sostienen estas ideas. Los humanos que sufren
traumatismos como un dafo cerebral o un shock electro convulsivo, presentan
amnesia para eventos que ocurrieron inmediatamente antes del trauma. La
memoria para eventos que ocurrieron mas tempranamente no se afecta. Esto
sugiere que los recuerdos adquiridos de manera mas reciente fueron alterados
por el traumatismo, mientras que los mas viejos, es decir las memorias
consolidadas, no se afectaron (White y Salinas, 1998).

El shock electro convulsivo en estudios con animales tiene efectos muy
parecidos. Al usar grupos de animales que reciben el evento alterador de la
memoria a diferentes tiempos después de un entrenamiento, se ha podido
demostrar un “gradiente de consolidacion” en el cual la efectividad del agente
alterador de la memoria disminuye conforme aumenta el tiempo post
entrenamiento (Citado en White y Salinas, 1998).

Los tratamientos administrados durante el periodo de consolidacion
pueden afectar la memoria, mientras que los tratamientos dados después de
este periodo tienen poco o ningun efecto. Se ha referido a la influencia que
tienen los tratamientos aplicados durante el periodo de consolidacion después
del entrenamiento como “modulacién de la memoria” (Citado en White y
Salinas, 1998).

2.3. Canabinoides y memoria

2.3.1. Efectos de la marihuana en la memoria

Uno de los efectos conductuales mas frecuentemente reportado en los
consumidores de marihuana es el déficit en la memoria y el aprendizaje.
Tomando en cuenta que los receptores a canabinoides se expresan en altas
concentraciones en el hipocampo, estructura que juega un papel importante en

los procesos de memoria y aprendizaje, puede suponerse entonces que este



déficit causado por la marihuana se deba a una alteracién en la funcion de esta
estructura (Sullivan, 2000).

Estudios conductuales en humanos muestran que la marihuana produce
trastornos en tareas que tienen que ver con la memoria a corto plazo (Miller y
Branconnier, 1983; Miller, 1984; Chait y Pierri, 1992). En particular, la
marihuana deteriora el recuerdo libre de una lista de palabras que se presenta
a un sujeto intoxicado (Sullivan, 2000). Este recuerdo libre se deteriora
inmediatamente después de la presentacion de la lista (recuerdo inmediato) y
después de 20 minutos de la presentacion de la misma (recuerdo retardado).
En el caso del recuerdo libre inmediato, se tiende a recordar mejor las palabras
que se encontraban al final de la lista que las primeras, o que sugiere que
algun aspecto de la memoria se ha dafiado (Sullivan, 2000). A diferencia de los
efectos que provoca en el recuerdo libre, la marihuana no tiene efectos al
reconocer palabras que habian sido presentadas previamente dentro de una
lista de palabras viejas y nuevas (Sullivan, 2000).

Otro tipo de deterioro que produce la marihuana sobre la memoria es el
recuerdo inconsistente de la memoria a largo plazo, es decir, un deterioro en el
recuerdo libre de palabras presentadas al menos una semana antes a sujetos
sobrios, asi como intrusiones en la memoria, que es cuando se recuerdan
palabras que no estan presentes en la lista (Sullivan, 2000). La disfuncion en la
memoria que se observa después de la intoxicacion con marihuana es
semejante a la observada en pacientes con disfuncion en el hipocampo debida
a encefalitis por herpes, con sindrome de Korsakoff o con Alzheimer (Miller y
Branconnier, 1983; Miller, 1984), lo que sugiere que es en esta estructura
donde se estéa produciendo dicha alteracion.

Experimentos con animales apoyan la relacién entre el deterioro de la
memoria mediado por canabinoides y la deficiencia en la funcion del
hipocampo. En monos, la administraciéon de A°-THC previa a la prueba,
deteriora la ejecucion en una tarea de retardo en la no igualacion a la muestra,
en la cual el animal debe identificar cuél de los pares de objetos presentados
se le presentd 15 minutos antes (Aigner, 1988). En contraste, los canabinoides

no tienen efecto en el aprendizaje de discriminacion concurrente®, durante el

¢ Veése definicion de tareas de discriminacion, en el apéndice, pag. 72.



cual el animal intoxicado debe aprender a identificar cual de los dos objetos
gue se le presentan se parea siempre con comida después de varias sesiones
separadas por 24 horas. Este efecto diferencial del A°>-THC en la ejecucién del
retardo en la no igualacién a la muestra y el aprendizaje de discriminacion
concurrente se asemeja al patron de deficiencias que se observan después de
lesiones amigdalo-hipocampales en los monos (Aigner, 1988).

Los canabinoides también deterioran la ejecucion en una variedad de
tareas de memoria en ratas (Hampson y Deadwyler, 1998). Por ejemplo,
ademas de aumentar la latencia de la respuesta, el A®-THC disminuye el
porcentaje de respuestas correctas en ratas que han sido entrenadas para
responder con la nariz a un tono condicionado (Campbell et al., 1986). Esta
deficiencia sugiere una incapacidad para procesar y/o recordar el tono correcto
presentado recientemente. Asi, los canabinoides alteran la ejecucion de una
amplia variedad de tareas que involucran la memoria en humanos, primates no
humanos y roedores que comparten la caracteristica de requerir al hipocampo
para ejecutar de forma normal dichas tareas (Sullivan, 2000).

Un estudio hecho por Lichtman et al., 1995, en el cual administraron a
ratas de manera sistémica e intrahipocampal tanto A%-THC como otros
canabinoides, mostré que los roedores administrados con A*-THC tuvieron més
errores y tardaron mas tiempo en resolver el laberinto radial de ocho brazos
respecto a los grupos control. Con la administracion de canabinoides en las
regiones CAl, CA3 o giro dentado del hipocampo, se presentd el mismo
aumento en el niamero de errores que con la administracion sistémica. Sin
embargo, en las administraciones intrahipocampales, las ratas no presentaron
analgesia, catalepsia e hipotermia, efectos que se observan con Ila
administracion sistémica. Lo anterior evidencia el efecto que ejercen los
canabinoides en el hipocampo y la consecuente alteracién que provocan sobre
la memoria.

Por otro lado, estudios han mostrado que la administracion sistémica de
A®-THC a roedores inhibe la liberacién de acetilcolina en el hipocampo.

Ademas, se ha propuesto que los canabinoides pueden dafar la
memoria al aumentar la inhibicion GABAérgica en el hipocampo, la cual modula
de manera importante la transmision sinaptica en esta estructura. Otros

estudios sugieren que los canabinoides disminuyen la liberacion de glutamato a



través de un mecanismo presinaptico mediado por una proteina G inhibidora
(Sullivan, 2000), fendbmeno descrito anteriormente como DSE.

Parece que la inhibicibn mediada por proteinas G de los canales de
calcio presinapticos tipo N y P/Q, es el mecanismo molecular primario a través
del cual los canabinoides inhiben la liberacion de glutamato en el hipocampo,
aunque la modulacion de proteinas involucradas en la liberacién de vesiculas
es probable que juegue un papel importante (Sullivan ,2000).

Hasta ahora se habla de tres sistemas de neurotransmision a través de
los cuales los canabinoides ejercen su accién en el hipocampo, que son el

colinérgico, el glutamatérgico y el GABAérgico.

2.3.2. Bases electrofisiolégicas y moleculares de la accién de los
canabinoides en la memoria

Los canabinoides también alteran los patrones de disparo en CAl
(Sullivan, 2000). Registros extracelulares de neuronas CA1 durante una prueba
de retardo en igualacién a la muestra, muestran que el A>-THC elimina el
marcado aumento de disparo que ocurre normalmente en estas células durante
el registro de la tarea, y de manera mas sutil altera el patron de disparo que
ocurre durante las fases de retardo e igualacién (Heyser et al., 1993). Esta
pronunciada inhibicion en el disparo durante la fase de prueba sugiere un
posible mecanismo para la deficiencia conductual, si es que el disparo durante
esta fase refleja la codificacion de informacion que se requiere para una
correcta ejecucion durante la fase de igualacion de la tarea (Sullivan, 2000).

Por otro lado, la activacion del CB1 inhibe la induccién de LTP y LTD' en
el hipocampo (Sullivan, 2000). A pesar de que aun no se conoce la relacion de
los mecanismos que subyacen los cambios celulares y moleculares de LTP y el
aprendizaje, la evidencia sugiere que cambios como estos parecen mediar

algunas formas de memoria (Stevens, 1998).

" LTP: Potenciacion a largo plazo y LTD: Depresion a largo plazo, en la transmision sinéptica de CA1 a
CA3. Dos modelos in vitro para estudiar el aprendizaje y la memoria.



2.4. Administracion cronica de canabinoides

2.4.1. Administracién cronicay tolerancia

Esta demostrado que la administracién aguda de A°-THC puede producir
trastornos dependientes de la dosis sobre la adquisicion de tareas de
discriminacién compleja® en una variedad de especies que responden a tareas
similares. Por ejemplo, la administracion aguda de A°-THC a monos ardilla
disminuye la tasa de ejecucion asi como la precision del aprendizaje en una
tarea de adquisicion repetida® (Nakamura-Palacios et al., 2000). En otro estudio
con humanos a los que se les administré6 A°>-THC por via oral se produjo un
deterioro selectivo en la adquisicion de secuencias de respuestas cuando los
sujetos respondian en una tarea multiple de adquisicion y ejecucion® (Kamien
et al.,, 1994). Sin embargo, se ha encontrado que muchos de los efectos
perjudiciales producidos por el A>-THC en tareas de aprendizaje y memoria
disminuyen durante la administracion cronica, es decir, se desarrolla
tolerancia'’ (Branch et al., 1980, Ferraro y Grilly, 1974; Ferraro y Grisham,
1972; Jones et al., 1981; Pertwee et al.,, 1993). En un estudio hecho por
Ferraro y Grilly en 1974, se entrené a tres grupos de cuatro chimpancés en una
tarea de 20 segundos de retardo en igualacién a la muestra y después se les
expuso durante 152 dias a un tratamiento crénico con A%-THC. Dos de los
chimpancés en cada grupo no habian estado expuestos a la droga. Los otros
dos chimpancés en cada grupo habian experimentado 45 dosis de A%-THC
cuatro meses antes del experimento. Un grupo de animales sirvié como control
libre de droga, mientras que el segundo grupo recibié una dosis oral de 1 mg
de A’-THC por kilogramo de peso corporal después de cada sesién de
igualacion a la muestra. Al grupo experimental se le administroé la misma dosis
de A’-THC pero a diferencia del segundo grupo éste la recibié antes de cada
sesion diaria. Las administraciones iniciales de la droga antes pero no después
de cada sesion produjeron una disminucion significativa en la precision de la

igualacion a la muestra. Durante el curso del tratamiento cronico, los animales

8 \Véase definicion en apéndice, pag. 72.
% idem
19 §dem
1 idem



del grupo experimental se recuperaron muy lentamente del deterioro inicial en
la ejecuciéon de la tarea. La razon por la cual los animales experimentales se
recuperan parece depender de la historia de exposicién a la droga previa al
experimento. Los animales que habian experimentado una exposicion previa a
la droga desarrollaron una completa tolerancia en cinco semanas, mientras que
los animales que nunca habian sido expuestos a la droga no desarrollaron
tolerancia aun después de cinco meses de exposicion a ésta. Ademas, no se
observaron efectos residuales o de largo plazo al término del tratamiento™
(Ferraro y Grilly, 1974).

Otro estudio propuso que un tratamiento crénico de A°-THC (2 mg/kg
durante 20 dias) en monos ardilla podia inducir tolerancia a los efectos
perjudiciales de la droga en la memoria (Branch et al.,, 1980). Estos monos
ardilla desarrollaron tolerancia al disminuir los efectos del A°-THC en el
deterioro de la tasa y la precisidon de la ejecucién cuando los monos respondian
a una tarea conductual de dos o cinco claves. Ademas, se mostr6 como la
tolerancia que desarrollaron los sujetos en la ejecucién de la tarea estaba
relacionada con la complejidad de ésta, ya que los monos desarrollaron menos
tolerancia con la tarea de cinco claves (la mas compleja) que con la de dos
claves (menos compleja).

Estas investigaciones con chimpancés y monos ardilla muestran que
conforme mas compleja es la tarea, los sujetos son mas susceptibles al efecto
de los canabinoides en la memoria y por lo tanto es mas dificil que el cerebro
restituya su eficiencia. También que la historia de consumo de la droga en cada
sujeto influye en el desarrollo de la tolerancia.

Por otra parte, existen otros efectos producidos por el A°-THC sobre los
gue no necesariamente el organismo desarrolla una tolerancia al ser expuesto
de manera cronica. Por ejemplo, en un estudio hecho por Nava et al., 2001, se
administré de manera crénica A>-THC (5 mg/kg de A’-THC dos veces al dia por
un periodo de dos semanas) a un grupo de ratas y se evaluo si se producia
tolerancia tanto en la inhibicién de la liberacién de acetilcolina en el hipocampo,
como en el deterioro de la memoria. Se evalué la memoria de trabajo en ratas

entrenadas para resolver una tarea de alternancia retardada en el laberinto en

12 \/éase apéndice, pag. 72.



T. Los hallazgos de este estudio mostraron que no se desarrollé tolerancia a
los efectos perjudiciales del A>-THC, tanto en la liberacién de acetilcolina, como
en la resolucién del laberinto en T. Sin embargo, se desconocen los
mecanismos moleculares por los cuales no existe tolerancia a estos efectos.
Después de 12 horas de la Gltima administracién crénica de A°-THC en este
experimento, ya no se presentaron los efectos ni en la reduccion en la tarea de
alternancia correcta en el laberinto en T ni en los niveles de acetilcolina en el
hipocampo, lo cual indica que a pesar del tratamiento cronico, no hay efectos
residuales del A°-THC en una tarea que involucra a la memoria.

Otros datos experimentales han mostrado que un tratamiento crénico y
fuerte de A°-THC (10 mg/kg por 35 dias), puede inducir en ratas tolerancia a
los efectos desfavorables en la memoria inducidos por la droga (Deadwyler et
al., 1995).

Por otro lado, se ha encontrado que la exposicion prolongada a
canabinoides induce una reduccion e insensibilizacion del CB1 (Breivogel et al.,
1999; Fan et al., 1996; Oviedo et al., 1993; Rodriguez de Fonseca et al., 1992;
Rodriguez de Fonseca et al., 1994; Sim et al., 1996). Se sabe también que el
SR141716A (antagonista del CB1), revierte los efectos negativos inducidos por
la administracién crénica de A°-THC, con lo cual no se puede descartar un
papel directo, aunque aun desconocido, de los receptores CB1 en el control de
los efectos perjudiciales inducidos por un tratamiento crénico de A°-THC (Nava
et al., 2001).

Existe evidencia de que el sistema dopaminérgico esta involucrado en el
déficit cognitivo que inducen los canabinoides (Nava et al., 2001). Se ha
encontrado que la exposicion repetida e intermitente a canabinoides provoca
una reduccién en la transmisiéon dopaminérgica de la corteza prefrontal, lo cual
puede justificar, en parte, el déficit de memoria que induce el A®-THC (Jentsch
et al.,, 1998). Sin embargo, un estudio de Nava et al. en 2000, mostr6 de
manera inesperada’®, que sulpiride, un antagonista de los receptores

dopaminérgicos D2, revierte los efectos negativos inducidos por el A°-THC y

13 Se esperaria que el antagonista (sulpiride), que es el que bloquea al receptor e impide la liberacién de
dopamina, incrementara el déficit de memoria y que en cambio, el agonista (quinpirole), quien mimetiza
la accion del neurotransmisor (dopamina en este caso), aumentara la transmision dopaminérgica y por lo
tanto se revirtiera el déficit de memoria presentado ante la exposicién de canabinoides.



gue en cambio, un agonista del D2 —quinpirole-, potencia el déficit de memoria
(Nava et al., 2000). Estos datos, aunque controversiales, sugieren una estrecha
interaccién del sistema dopaminérgico y canabinérgico.

Por otro lado, Wu y French demostraron en el 2000 que durante el
tratamiento crénico con A’-THC, las neuronas de la pars compacta de la
sustancia negra desarrollaron tolerancia a los efectos del A’-THC, mientras que
las neuronas del area ventral tegmental (VTA) mostraron un incremento
continuo en la tasa de disparo cuando eran expuestas de manera repetida a
una dosis de A°-THC!. Estos autores han demostrado que no se desarrolla
tolerancia después del tratamiento crénico de A®-THC en el aumento del
disparo de las neuronas dopaminérginas mesolimbicas.

Debido a que la liberacion de dopamina en las areas limbicas y
corticales es el sustrato neuroquimico que subyace las propiedades de
reforzamiento de diferentes drogas de abuso, incluyendo la marihuana
(Gardner y Lowinson, 1991), la falta de tolerancia al aumento en la tasa de
disparo en las neuronas del VTA podria representar un posible mecanismo por
el cual no se desarrolla tolerancia a los efectos euforigénicos inducidos por la

marihuana (Dewey, 1986; Pérez-Reyes et al., 1991).

Asi, se ha encontrado que la transmision dopaminérgica se afecta en la
corteza cerebral bajo la accién de los canabinoides y que esto forma parte del
deterioro en la memoria que se observa durante un tratamiento con
canabinoides. Sin embargo, no podemos dejar a un lado la importancia que
juegan estructuras como el hipocampo, el nucleo estriado o la amigdala en los
procesos cognitivos y su afeccion a través de los receptores CB1 dada por la
accion de los canabinoides. Podriamos hablar entonces de la accion de los
canabinoides como inhibidores de la transmisién no solamente dopaminérgica,
sino también glutamatérgica, colinérgica e inclusive como potenciadores de la
propia inhibicion GABAérgica en las estructuras relacionadas con la memoria.

El hecho de que no se hayan encontrado efectos residuales en la

memoria de trabajo y la liberacion de acetilcolina después de 12 horas de la

1% |a tasa de disparo en las neuronas dopaminérgicas del VTA se mantuvo elevada (+44%) después de 14
dias de dos inyecciones al dia de 5mg/kg de A’-THC. En cambio, la respuesta de las neuronas
dopaminérgicas a la estimulacion del A°-THC en la sustancia negra pars compacta disminuy6
significativamente (+3%, P<0.01) después de catorce dias de administracion.



Gltima administracién de A°-THC en el tratamiento crénico (Nava et al., 2001),
sostiene la idea de que el A>-THC no produce un dafio persistente en los
procesos de memoria de corto plazo, aunque el abuso crénico de Cannabis
puede inducir una reduccion de diferentes funciones cognitivas (Pope y
Yurgelun-Todd, 1996; Solowij, 1995).

Las investigaciones presentadas sugieren que el tratamiento cronico de
A®-THC puede o no inducir tolerancia a los efectos negativos en la memoria. Un
trabajo en 1995 indicé que el uso excesivo de marihuana esta asociado con
efectos neuropsicolégicos residuales aun después de un dia de abstinencia de
la droga (Pope et al., 1995)

Por lo tanto, aun esta por resolverse si el uso crénico de la marihuana
induce un déficit cognitivo persistente, o es sélo un déficit pasajero que el
organismo logra restituir al término de su consumo. Ademas, aun no se sabe si
el deterioro en la memoria es debido un efecto residual de la droga en el
cerebro, si es que éste existe, a un sindrome de abstinencia o a un efecto

neurotéxico de la misma.

2.4.2. Administracién cronicay abstinencia

Ademas de producir tolerancia, la administracién crénica de A®-THC
puede producir dependencia®® (Delatte et al., 2002). La dependencia fisica se
ha demostrado en varias especies por la presencia del sindrome de
abstinencia® después de que se suspende una administracién crénica de A°-
THC (abstinencia espontanea) o después de que se administra un antagonista
(se precipita la abstinencia) (Delatte et al., 2002). En humanos, Jones et al.,
en 1981 reportaron que el sindrome de abstinencia ocurria cuando se
suspendia temporalmente la administracion crénica de A°-THC. Este sindrome

fue caracterizado por inquietud, irritabilidad e insomnio. Por otro lado, se ha

1>La dependencia es el uso de una sustancia para evitar los efectos que tendrfa su carencia. Los
diabéticos, por ejemplo, que deben utilizar insulina constituyen un grupo dependiente. La dependencia a
sustancias psicoactivas es el uso de sustancias con el objeto de evitar ya sea los efectos que provoca su
suspension (uso preventivo) o para disminuir los sintomas de la suspensién cuando ya se ha producido
(uso paliativo) (es.wikipedia.org)

16 El sindrome de abstinencia es un conjunto de sintomas que afectan a un individuo cuando se ve privado
bruscamente de algun toxico o droga que anteriormente habia consumido con regularidad y de la que
tiene dependencia fisica (es.wikipedia.org).



reportado en varios estudios la ausencia de signos somaticos de abstinencia
luego de una administracion crénica de A°-THC en diversos modelos animales
(Citado en Prospéro-Garcia, et al., 2004). Sin embargo, al inducir abstinencia
mediante antagonistas del CB1 como el SR141716A, administrado a ratas
crénicamente tratadas con A°-THC, se logré observar un sindrome de
abstinencia caracteristico que incluye sacudidas de perro mojado, sacudidas de
cabeza, sacudidas de extremidades anteriores, ataxia, ptosis palpebral,
piloereccion, hipolocomocion, masticacion, temblor corporal y rascado (Citado
en Prospéro-Garcia et al. 2004).

En ratones knock-out para CB1 a los que se les administrd A>-THC de
manera cronica no se encontré sindrome de abstinencia luego de aplicarles
SR141716A, lo que reafirma la dependencia del sistema al A°>-THC mediada
por el CB1 (Prospéro-Garcia et al. 2004). Ademas, en ratones knock-out de los
receptores opioides p y d se observé un sindrome de abstinencia al A°-THC
aungque reducido, lo que sugiere una accién cooperativa del sistema
opioidérgico en la dependencia al A>-THC (Citado en Prospéro-Garcia et al.
2004). En el laboratorio del Doctor Prospéro-Garcia, se llevaron a cabo
administraciones intracerebroventriculares crénicas -14 dias- de anandamida y
oleamida a ratas y se encontraron algunos signos asociados a la abstinencia
(Prospéro-Garcia et al. 2004). Dichos signos como masticacion, sacudidas de
cabeza, piloereccion y rascado se observaron claramente dentro de los
primeros dos dias de abstinencia y luego dejaron de aparecer, lo que sugiere
una rapida adaptacién a las nuevas condiciones (Prospéro-Garcia et al. 2004).

Por otro lado, la abstinencia a canabinoides provoca un aumento en los
niveles extracelulares del factor liberador de corticotropina y una marcada
inhibicion de la actividad dopaminérgica en el sistema mesolimbico (Prospéro-
Garcia et al. 2004). Esta alteracion en el sistema limbico puede manifestarse
en los sintomas de estrés y disforia que acompafian al sindrome de abstinencia
(Prospéro-Garcia et al. 2004). Aunado a lo anterior, durante la abstinencia se
aprecia una baja sensible en la frecuencia de disparo de las neuronas
dopaminérgicas del VTA (Citado en Prospéro-Garcia et al. 2004).

Aparte de los signos de la abstinencia antes mencionados, la
dependencia también se ha visto mediante cambios en las respuestas

operantes. Por ejemplo, se ha demostrado que en ratas entrenadas para



presionar una palanca que reciben como reforzador comida con A°%-THC,
disminuye la tasa de respuestas cuando se les precipita un sindrome de
abstinencia con SR141716A'" (Beardsley y Martin, 2000). Los datos de estos
estudios sobre dependencia indican que la administracién crénica de A%-THC
puede producir cambios fisioldgicos y conductuales tanto en humanos como en
ratas, los cuales son observables cuando la abstinencia es espontanea o se
precipita (Delatte et al., 2002).

2.4.3. Estudios con humanos

Como ya hemos visto, existen datos controversiales respecto al deterioro
cognitivo que producen los canabinoides cuando son consumidos de manera
cronica. A continuacion revisaremos algunos estudios que se han realizado con
humanos en los Ultimos afios respecto al papel que juega el consumo
prolongado y excesivo de marihuana en el deterioro de la memoria, pues no se
sabe con exactitud si éste permanece y es irreversible, si se presenta sélo
cuando esté presente el A’-THC en el sistema nervioso central del consumidor,
0 por una abstinencia debida a la dependencia a la droga.

Un trabajo de Fletcher en 1996 sugiere que el deterioro en la memoria
es mayor en usuarios que han consumido Cannabis por largo tiempo,
comparado con aquellos que llevan poco tiempo consumiéndola o con los que
no la consumen (Fletcher et al., 1996), lo cual apunta a un deterioro de la
memoria por el consumo cronico de marihuana.

Estudios con neuroimagenologia han mostrado que no existe una
anormalidad anatémica del cerebro® en usuarios crénicos de Cannabis (Co et

al., 1997; Kuehnle et al., 1997), aunque Volkow et al., en 1996 demostraron

7 as ratas fueron entrenadas para presionar una palanca de acuerdo a un itinerario variable de 10
segundos durante sesiones experimentales diarias compuestas de seis periodos de reforzamiento de
comida que constaban de tres minutos cada uno. Fueron tratadas dos veces al dia por seis dias con dietas a
las que se les afiadi6 vehiculo o A°-THC. En los dias 7 y 8, se expuso a las ratas al vehiculo y a dosis
acumulativas de SR141716A por arriba de 3 y 9 mg/kg respectivamente. La tasa de respuestas aumentd
durante la abstinencia al THC y en aquellas que recibieron el vehiculo como tratamiento, sugiriendo una
disminucion de los efectos directos del THC. EI SR141716A redujo la tasa de respuestas pero sélo en las
ratas que fueron tratadas con THC. Estos datos sugieren que la dependencia al THC fue inducida y el
sindrome de abstinencia precipitado con el SR141716A.

18| sistema ventricular y los espacios subaracnoides se mostraron normales en tamafio y no mostraron
indicacion alguna de cambio atréfico.



que consumidores cronicos de marihuana presentaban una alteracion en el
metabolismo de la glucosa en el cerebro®.

Regresando a estudios con animales, los hallazgos que muestran que
los efectos negativos del A°-THC sobre la memoria de trabajo no se presentan
en ratas doce horas después de la ultima administracion tanto en tratamiento
agudo como crénico (Nava et al., 2001), apoyan la idea de que el A>-THC no
produce dafios persistentes en los procesos de memoria de corto plazo. Sin
embargo, Pope et al.,, en 1996, encontraron que el uso cronico de Cannabis
puede inducir en humanos una reduccidbn en funciones cognitivas,
especificamente en el deterioro de los sistemas de atencion y ejecucioén (Pope
y Yurgelun-Todd, 1996; Solowij, 1995). Esta misma investigacion reporta que
65 estudiantes universitarios que habian fumado marihuana 29 dias en los
altimos 30 dias (rango de 22 a 30 dias) y que también habian presentado
canabinoides en la orina, recuerdan pobremente una lista de palabras
comparados con 64 fumadores que habian fumado un dia en los ultimos 30
dias (rango de 0 a 9 dias) y que no presentaban canabinoides en la orina
después de un dia de abstinencia de la marihuana (Pope y Yurgelun-Todd,
1996). En otros  estudios se encontraron  anormalidades
electroencefalograficas en usuarios cronicos de marihuana después de 24
horas de abstinencia®® (Struve et al., 1999; Patrick et al., 2000), pero otra
investigacién no encontré una alteracion significativa en la respuesta P300%*

auditiva o visual (Patrick et al., 1997).

19'Se evalug el metabolismo de la glucosa en el cerebro en ocho sujetos normales y ocho usuarios
cronicos de marihuana por medio de una tomografia por emisién de positrones. Antes de administrar
THC los usuarios de marihuana presentaron un metabolismo del cerebro menor que los sujetos control. Al
darles THC a los sujetos aumento el metabolismo del cerebro en todos ellos pero solo los usuarios
cronicos mostraron aumentos en la corteza orbitofrontal, corteza prefrontal y los ganglios basales.

20 56 analizaron sujetos que habian fumado marihuana diario por 15 a 24 afios consecutivos comparados
con controles que no habian fumado y con sujetos que habian fumado por periodos méas cortos de tiempo.
Los usuarios cronicos mostraron una elevada potencia absoluta de actividad theta sobre la corteza central-
frontal bilateral, asi como un aumento significativo en la coherencia interhemisférica de la actividad theta
a través de las regiones central y posterior. Los tiempos de reaccidon del estudio sugieren que una larga
exposicion a la marihuana podria estar asociada con un procesamiento cognitivo lento. Se identific6 un

EEG adicional que correlaciona la exposicion cronica al THC con una frecuencia alfa reducida.

21 La P300 es un potencial neural evocado, componente del electroencefalograma. Este potencial
relacionado al evento aparece como una desviacion positiva del voltaje del EEG a los 300 ms
aproximadamente. Se supone que la P300 sigue un estimulo sensorial inesperado o un estimulo que
provee informacion Util a los sujetos de acuerdo a su tarea
(http://en.wikipedia.org/wiki/P300_(Neuroscience)).



Ademas, en otro estudio no se encontraron retrasos significativos en las
respuestas P300 auditivas en usuarios cronicos examinados después de al
menos 12 horas de abstinencia (Solowij, 1998). Los usuarios de marihuana
también desplegaron tiempos de reaccion significativamente mas lentos y una
reducida precision en una tarea de atencion selectiva.

Sin embargo, es dificil determinar si este déficit observado so6lo después
de 12 o 72 horas de abstinencia es temporal. Por ejemplo, debido a un
metabolito activo de los canabinoides en el cerebro. Si se debe, en cambio, a
los efectos agudos de la abstinencia a la marihuana, o si el déficit es de largo
plazo debido a un efecto neurotoxico por la exposicidbn prolongada a la
Cannabis (Pope et al., 2001).

Lyketsos et al., en 1999 examinaron 1318 sujetos durante 12 afos con
edad menor a los 65 afios y no encontraron diferencias significativas entre los
usuarios cronicos de marihuana, los usuarios poco frecuentes y los que no la
consumen en el grado de declinamiento cognitivo en la “Mini-Mental State

Examination”?2.

En contraste, Struve et al.,, en 1998 sugirieron que las
anormalidades electroencefalograficas fueron mayores en los usuarios que
llevaban fumando mas tiempo marihuana. Ademas, Solowij (1998) encontro
una fuerte correlacion entre la duracion del uso de la Cannabis y la disminucién
del procesamiento de estimulos complejos irrelevantes en una tarea de
atencion selectiva, aun en usuarios con una media de abstinencia de 2 afos.
En un estudio hecho por Pope et al., en el 2001, se examind la ejecucion
neuropsicolégica® en 108 usuarios crénicos de Cannabis, entre 30 y 55 afios,
con 28 dias de abstinencia monitoreada, los cuales estaban divididos en tres
grupos: 63 usuarios actuales o en curso, quienes habian fumado al menos
5000 veces en su vida y seguian fumando diario hasta el dia del estudio, 45

usuarios retirados, quienes habian fumado al menos 5000 veces en su vida

22 La MMSE (Mini Mental State Examination) es una herramienta que puede ser usada para evaluar el
estado mental de manera sistematica y completa. Consiste en una prueba de 11 preguntas que evalGan 5
areas de funciones cognitivas: orientacion, registro, atencion y calculo, recuerdo y lenguaje. La
calificacion mas alta es 30, una calificacion de 23 o menor indica un déficit cognitivo. Esta prueba toma
de 5 a 10 minutos en ser aplicada y es muy préctica para ser usada de manera repetida y rutinaria
(http://lwww.chcr.brown.edu/MMSE.PDF)

%% La evaluacion neuropsicolégica comprende distintas pruebas que efecttan los psicélogos. Sirve para
conocer la capacidad de los sujetos para procesar la informacion que éstos reciben, asi como para conocer
sus respuestas a los diferentes estimulos del entorno. Con estas evaluaciones, nos podemos percatar del
adecuado funcionamiento de las estructuras cerebrales o de alguna deficiencia en el funcionamiento de
éstas, dada esta Ultima por la accién de alguna droga o por alguna enfermedad no detectada.



pero menos de 12 veces en los ultimos 3 meses y 72 sujetos control, que
habian fumado menos de 50 veces en su vida, todos similares en edad,
distribucién étnica y sexo. Los sujetos fueron sometidos a abstinencia durante
28 dias y se monitorearon por muestras de orina. En los dias 0, 1, 7 y 28 se
realizd una prueba neuropsicologica para evaluar la funcion intelectual general,
habilidad de abstraccion, atencion sostenida, fluencia verbal y habilidad para
aprender y recordar nueva informacion verbal y visuoespacial. Se encontré un
deterioro en la memoria de una lista de palabras, detectable hasta los 7 dias
después de descontinuar la droga y relacionado con las concentraciones de
THCCOOH?** en orina. Después de 28 dias de abstinencia, los usuarios no
mostraron diferencias significativas respecto a los sujetos control en 10
pruebas neuropsicologicas (Pope et al., 2001).

Los usuarios cronicos retirados, que habian consumido muy poquito o
nada de marihuana en los tres meses antes de la prueba, no mostraron
diferencias significativas respecto a los sujetos control en cualquiera de los dias
y tipo de pruebas. La falta de diferencias significativas entre los consumidores
de marihuana y los grupos control en el dia 28, junto con la carencia de
asociaciones significativas entre el puntaje de las pruebas y el tiempo de
consumo de marihuana, sugieren que el déficit cognitivo asociado con la
Cannabis puede ser un fendmeno reversible asociado con una exposicion
reciente a la droga, en vez de un fendmeno irreversible asociado con el uso
prolongado. El hecho de que persista el déficit en la memoria de una lista de
palabras después de descontinuar el consumo de marihuana, se puede atribuir
a la persistencia de los canabinoides en el sistema nervioso central o a un
sindrome de abstinencia debido a la interrupcion abrupta de la droga (Pope et
al., 2001).

Estos hallazgos son congruentes con estudios previos en tanto que
muestran una deficiencia neuropsicoldgica dentro de los primeros dias después
de que el uso de la marihuana es interrumpido. Sin embargo, no se encontré
una asociacion entre el efecto acumulado a lo largo del tiempo de consumo de

la Cannabis y el deterioro cognitivo. Tal vez el tipo de estudio no detecta

2 Acido carboxilico de THC, es un metabolito inactivo del THC que aparece en las pruebas de orina en
los usuarios de marihuana y puede persistir por varias semanas después de su uso cronico.



sutilezas (como lo haria un electroencefalograma) que indicarian un dafio
permanente de los procesos cognitivos (Pope et al., 2001).

En el estudio arriba descrito no se sostiene la hipétesis de que el uso
cronico de marihuana causa un deterioro cognitivo irreversible, al menos al
nivel detectable con los instrumentos y el tamafio de muestra utilizados. Sin
embargo, de acuerdo a reportes previos, se ha encontrado evidencia de que
los usuarios crénicos de Cannabis presentan deficiencias cognitivas que duran
por varios dias, y posiblemente por semanas, después de descontinuar el uso

de la marihuana (Pope et al, 2001).



3. Justificacion

A pesar de que los estudios citados en este trabajo proveen de
informacion acerca de la farmacologia de los canabinoides bajo condiciones
tanto agudas como cronicas, aun quedan muchas preguntas acerca de como
procesos tan complejos como el aprendizaje pueden afectarse por la tolerancia
y la dependencia al A°-THC. Se necesitan estudios crénicos con canabinoides
para conocer si la calidad de la respuesta (i.e. la precision), puede afectarse
independientemente de la cantidad de la respuesta (i.e. la tasa de respuesta); y
para determinar el grado en el que cada una de estas medidas de conducta se
ven afectadas por la abstinencia.

Los antecedentes de esta investigacion muestran que el deterioro
cognitivo inducido por canabinoides es uno de los aspectos menos entendidos
dentro de la neurobiologia de los mismos. Entre otras cosas, los estudios sobre
los efectos crénicos de la marihuana son importantes para poder evaluar el
dafio que pueden tener los canabinoides empleados en la medicina asi como
para esclarecer los mecanismos que subyacen el déficit cognitivo que provoca
el abuso de esta droga.

A pesar de gque existen estudios sobre el uso cronico de canabinoides y
la memoria, los datos que éstos arrojan siguen causando controversia, pues
mientras algunas investigaciones sugieren que los usuarios crénicos de
marihuana desarrollan una tolerancia a los efectos perjudiciales de la droga
sobre la memoria, otras afirman que no se desarrolla tolerancia alguna al THC
ante sus efectos negativos sobre la memoria, y otras mas que entre mas larga
es la historia de consumo de la marihuana, el deterioro en la memoria es
mayor.

No se ha encontrado un deterioro permanente e irreversible en la
memoria en usuarios cronicos de Cannabis hasta ahora. Ademas, se conoce la
tolerancia que se desarrolla durante este tipo de tratamientos cronicos, asi
como la abstinencia, prueba de la dependencia a esta droga de abuso y posible
factor que influye en el deterioro cognitivo encontrado en estos usuarios. Sin
embargo, se requiere de analisis mas detallados para encontrar algin deterioro
permanente, si es que lo hay, a nivel conductual, anatdmico, fisiolégico o

molecular, tal vez utilizando pruebas conductuales diferentes a las reportadas,



en individuos de facil manejo (ratas) bajo un tratamiento controlado con los
farmacos indicados.

Los estudios realizados con cronicidad y canabinoides son variados y
tratan de abordar distintos puntos relacionados con la cognicion, sin embargo,
el tratamiento crénico varia de un autor a otro, por un lado, en cuanto a la
cantidad administrada y el nUmero de dias que dura, y por el otro, en cuanto a
lo que se evalla. Mientras que para algunos autores un tratamiento cronico
refiere a una administracion continua del farmaco durante 15 dias, para otros
éste es apenas un tratamiento semicrénico y llaman crénico a uno de mas de
30 dias o hasta cinco meses. Por otro lado, los distintos estudios que utilizan
un tratamiento crénico lo llevan a cabo con A°-THC y algunos otros
canabinoides sintéticos. Es cierto que si queremos semejar las condiciones de
un usuario crénico de marihuana con una rata de laboratorio, lo mas
recomendable es utilizar el A°-THC, sin embargo, en México aln no es posible
trabajar con este farmaco de manera legal, es por esto que para la realizaciéon
de este proyecto utilizamos los canabinoides end6genos anandamida (ANA) y
oleamida (OLE), que comparten la caracteristica con el A>-THC de unirse y
activar al CB1.

Ademas, los estudios de tratamiento cronico y canabinoides abordan
distintos aspectos de la cognicidén, pues ésta es en realidad un proceso muy
complejo que involucra muchas partes. Entre estas partes se encuentran la
memoria de corto y de largo plazo, la memoria declarativa dentro de la cual se
encuentran la memoria espacial y la memoria de trabajo. También esta la
memoria de procedimiento y la atencion, entre otras; mismas que se intentan
evaluar con tareas conductuales de propdsitos distintos.

Durante esta investigacion se evalué la memoria espacial y de
procedimiento en la rata mediante una prueba conductual llamada laberinto de
Barnes.

Como hemos revisado a lo largo de la introduccion, el sistema
canabinérgico participa en la regulacion de la memoria y el aprendizaje a traves
del receptor CB1, el cual se encuentra altamente expresado en el hipocampo y
el ndcleo estriado de la rata. Se ha visto que este receptor sufre una regulacion
a la baja “downregulation” durante una exposicion prolongada a canabinoides.
Ademas, se ha encontrado que el CB1 varia su expresion en funcion del ciclo



luz-oscuridad en el hipocampo (Martinez-Vargas et. al., 2003) y el nucleo
estriado de la rata. En el hipocampo presenta un maximo de expresion (MRNA)

alas 13:00 hrs. y un minimo a la 1:00 hrs. (Fig. 2).
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Figura 2. Expresién de CB1 en hipocampo. Martinez-Vargas et al., 2003.

Asi también, el ligando endbégeno anandamida tiene su maxima
expresion en hipocampo durante la fase de oscuridad de la rata, presentando el
pico maximo a las 5:00 hrs. y el minimo en la fase de luz (9:00, 13:00 y 17:00
hrs.) (Fig. 3.) (Murillo-Rodriguez et. al., 1998).

Aln se desconoce qué es lo que provoca la regulacién a la baja del CB1
dada por la exposicion prolongada a canabinoides sobre la memoria espacial y
de procedimiento de la rata y qué es lo que provoca en la conducta que en
cierta hora del dia este receptor se exprese mas en una estructura como el
hipocampo, el cual ha sido relacionado clasicamente con la memoria espacial.

Es por esto que al administrar ANA y OLE durante 15 dias consecutivos
una vez al dia y evaluar a la rata los ultimos cinco dias en el paradigma
conductual laberinto de Barnes, deseamos observar si estos tratamientos
influyen en la ejecucién de la rata en dicho laberinto, tanto en el aspecto
cualitativo de la prueba (tipo de estrategia usada) como en el aspecto
cuantitativo (tiempo de resolucion, nimero de errores y de perseverancias), y
asi poder evaluar si existen diferencias significativas entre las ratas
administradas con endocanabinoides y las que se les administré Unicamente el

vehiculo o las que no fueron administradas.
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Figura 3. Niveles de anandamida en hipocampo. Murillo-Rodriguez, et al., 1998.

Especificamente deseamos observar si se desarrolla una tolerancia a la
administracion crénica de endocanabinoides o si existe un deterioro o
alteracion en alguno o todos de los siguientes tipos de memoria: memoria de
trabajo, memoria espacial y memoria de procedimiento.

Con esto pretendemos acercarnos mas a los mecanismos que subyacen
a la alteracion del sistema canabinérgico por una administracion cronica de
endocanabinoides.

Asi pues, si hay evidencia de que el sistema canabinérgico participa
modulando la actividad de los sistemas tanto excitadores como inhibidores en
el cerebro, y se conocen los efectos por el consumo de marihuana tanto en
humanos como en animales, entonces, ¢coémo influyen los endocanabinoides
durante una administracién crénica en la resolucion del laberinto de Barnes?
(tiempo de ejecucion, numero de errores, numero de perseverancias, tipo de

estrategia utilizada).

4. Hipétesis y Objetivos

4.1. Hipotesis
Las ratas administradas crénicamente con ANA y OLE presentaran un menor
desempefio en la ejecucién del laberinto de Barnes (hardn mayor tiempo en el

laberinto, cometeran mas errores y mas perseverancias, y resolveran usando



una estrategia menos eficiente) que las ratas a las que no se les administré

farmaco o a las que se les administro el VEH.

4.2. Objetivos

Determinar si la administracion cronica de endocanabinoides afecta la

memoria espacial, la memoria de procedimiento y la memoria de trabajo.

4.2.1. Objetivos particulares

Determinar si la administracion crénica de ANA y OLE afecta la
ejecucion del laberinto de Barnes (aumento del tiempo de resolucién y/o

namero de errores y perseverancias).

Determinar si la administracion cronica de ANA y OLE influye sobre la

eleccion de la estrategia utilizada para la resolucion del laberinto de Barnes.



5. Material y Método

Se utilizaron ratas (Rattus novergicus) de la cepa Wistar con un peso de
250-300 g. Cada rata fue colocada de manera individual en cajas de acrilico de
35x20 cm. Con comida y agua ad libitum. Se insertdé una canula en el ventriculo
lateral a cada una de las ratas mediante cirugia estereotaxica. Las
coordenadas fueron: Posterior = -0.8, Lateral = +1.5, Vertical = -3.8. Los grupos

experimentales se componen de 10 ratas cada uno:

Fase de luz:
1. Administracion cronica de anandamida + Entrenamiento
2. Administracion cronica de oleamida + Entrenamiento
3. Administracion cronica de vehiculo (Etanol al 5 %) + Entrenamiento
4

. Grupo sin administrar (control de caja) + Entrenamiento

Fase de oscuridad:
5. Administracion cronica de anandamida + Entrenamiento
6. Administracion cronica de oleamida + Entrenamiento
7. Administracion cronica de vehiculo (Etanol al 5 %) + Entrenamiento
8

. Grupo sin administrar (control de caja) + Entrenamiento

Se administraron 5 pg del endocanabinoide correspondiente via
intracerebroventricular (ICV) durante 15 dias. El volumen administrado fue 5 pl.
A partir del doceavo dia de administracion, se evalué la resolucion del laberinto
de Barnes (entrenamiento) a las 13:00 hrs. (fase de luz) y 1:00 hrs. (fase de

oscuridad) durante los cinco dias restantes.

5.1. Laberinto de Barnes

El laberinto de Barnes estd ubicado en una habitacion de paredes
blancas donde se encuentran colgados algunos cuadros u objetos de manera
permanente, con el fin de contar con ciertas claves visuales que permiten a la

rata ubicarse en el espacio. El laberinto consta de una plataforma circular



blanca de 120 cm. de diametro levantada 90 cm. del piso. Tiene en la periferia
40 agujeros de 6 cm. de diametro que dan al vacio. Al momento de realizar la
prueba, se coloca el tunel de escape -también llamado meta- de manera
aleatoria debajo de uno de éstos. El tunel de escape es una caja rectangular
negra destapada en una de sus caras por donde la rata entra, mide 21.5 x 9 x
9.5 cm. Por encima del laberinto se encuentra una cadmara de video donde se
registra la conducta de la rata durante la resolucion de la prueba.

La prueba consiste en colocar a la rata dentro de un cilindro en el centro
de la plataforma, bajo una bocina que cuando se conecta, emite un ruido de 90
decibeles que a la rata le resulta aversivo (ruido blanco). Se expone a la rata a
este ruido por diez segundos y se retira el cilindro, dejandola en el centro en
libre movimiento. Debido a que el ruido y los espacios abiertos e iluminados
son desagradables para las ratas, éstas comienzan a explorar alrededor del
laberinto, asomandose en los agujeros hasta encontrar el tinel de escape.
Cabe mencionar que antes de iniciar el primer ensayo en el dia 1, se coloca a
la rata dentro del tunel de escape o meta una sola vez durante un minuto, con
el fin de habituarla y mostrarle que alli esta segura, pues el tunel es oscuro y no
se le presenta ningun ruido. El ensayo termina cuando la rata se introduce al
tunel de escape o pasan cuatro minutos, lo que ocurra primero. Al introducirse
la rata al tlnel, el ruido blanco se apaga y el animal es regresado a su caja. Si
la rata no se mete al tunel la primera vez en cuatro minutos, se le introduce en
éste de manera gentil y se apaga el ruido blanco. Si las subsiguientes
ocasiones no se mete sola, ya no se le vuelve a meter al tunel. El

entrenamiento consta de 4 ensayos diarios durante cinco dias consecutivos.

5.1.1. Evaluacioén del laberinto

Entendiendo a la estrategia como la manera en la que un sujeto resuelve
cierta tarea, en la prueba del laberinto de Barnes existen tres formas en las
cuales la rata encuentra la meta o tunel de escape. Cuando las ratas apenas
comienzan, lo que hacen en general es explorar de manera aleatoria el

laberinto, esto es, van en todas direcciones y de manera desordenada



asomandose en cada agujero, volteando y olfateando todo cuanto ven.
Conforme aprenden a que hay un tanel en el cual se meten y se acaba el ruido
y la luz que les molesta, las ratas adoptan otras formas, ademas de la aleatoria,
para explorar el laberinto y llegar a la meta. Se le llama estrategia serial cuando
las ratas exploran uno por uno y de manera consecutiva los agujeros hasta
encontrar el tunel de escape e introducirse en él. Por otro lado, la estrategia
espacial ocurre cuando las ratas ubican claves visuales en el recinto (el
investigador, los cuadros, la puerta) y se guian a través de éstas dirigiendose
en primera instancia hacia el lugar del tunel de escape (Fig. 4).

Ademas de evaluarse el tipo de estrategia que la rata utiliza (calidad de
la respuesta), en el laberinto de Barnes también se toma en cuenta el tiempo
que tarda el roedor en resolver el laberinto, asi como el nimero de errores que
éste comete, es decir, las veces que introduce la cabeza en un agujero donde
no esta el tunel o la llega a introducir en el correspondiente al tinel pero no se
introduce por completo (cantidad de la respuesta). También se cuentan las
veces que la rata visita el mismo agujero en dos 0 mas ocasiones, a lo que se

denomina nimero de perseverancias.

Aleatoria Serial Espacial

Figura 4. Estrategias usadas para resolver el laberinto de Barnes. Las flechas rojas indican el
lugar donde se encuentra la meta o tlnel de escape. Las flechas azules indican el centro de
donde comienza la rata la trayectoria. Las lineas negras indican la trayectoria que sigue la rata

hasta encontrar el tinel de escape.



El laberinto de Barnes evalia la memoria espacial, la memoria de
procedimiento y la memoria de trabajo. El uso de la estrategia espacial se
relaciona con la actividad del hipocampo, ya que éste tiene que ver con el
almacenamiento de mapas cognitivos en un determinado lugar, mismos que
pueden ser usados para reconocer un lugar, para transportarse en él, y para
codificar un contexto (Kesner, 1998). Asi pues, con la estrategia espacial se
evalla el uso de la memoria espacial. La estrategia serial, por otra parte, se ha
relacionado con el uso de la memoria de procedimiento, y la activacion del
caudado-putamen de la rata (Packard y McGaugh, 1996). Por ultimo, con el
namero de perseverancias pretendemos observar como se desempefa la

memoria de trabajo de la rata durante la prueba.

5.2. Administracion de anandamida y oleamida

El momento en que se administre la droga es crucial para el efecto que
se desee obtener, ya que si se administra después del entrenamiento, la
sustancia estard interviniendo Unicamente en el proceso de consolidacion de la
memoria, pues antes el sujeto pudo realizar la prueba en un estado libre de la
droga (White y Salinas, 1998).

En este experimento se comenzd a administrar la sustancia once dias
antes de realizar la prueba de memoria (laberinto de Barnes), para poder
observar cambios en la memoria espacial, de procedimiento y de trabajo de la
rata una vez que se ha iniciado una administraciéon cronica. Asimismo, la
administracion ICV de los farmacos se llevo a cabo durante los 15 dias a las
7:00 hrs. para la fase de luz y a las 19:00 hrs. para la fase de oscuridad. La
evaluacion en el laberinto de Barnes se llevo a cabo a las 13:00 hrs. y 1:00 hrs.
respectivamente once dias después de haber comenzado con la
administracion. Existe pues una diferencia de tiempo de seis horas entre el
suministro del canabinoide y la ejecucién de la tarea durante los Ultimos cuatro
dias de administracion. Esta ventana de tiempo nos permite asegurar que la

droga no esta interviniendo en el periodo de consolidacion, pues lo que



gueremos evaluar en este estudio son los cambios conductuales debidos a una

administracion cronica, (posibles dafios permanentes o tolerancia).

5.3. Control motor y peso

Para descartar que los resultados de los tratamientos con
endocanabinoides en la prueba a evaluar se deban a una alteracion en el
sistema motor del roedor, el Ultimo dia de la prueba en el laberinto de Barnes,
finalizando ésta, se evalug a cada una de las ratas en un Rota Rod, el cual es
un cilindro que rota a una velocidad creciente en donde se coloca a la rata y
ésta camina por el tiempo que soporte. Se realizan tres ensayos por rata y se
toma el tiempo que el animal permanece caminando sobre el cilindro. Asi
podemos evaluar el control motor de las ratas y asegurarnos que no sea un
efecto de los canabinoides sobre éste el que provogque una alteracién en la
prueba conductual de Barnes.

También se les tomo el peso a las ratas antes de iniciar el tratamiento
cronico (peso inicial) y al final del mismo (peso final). Se obtuvo la diferencia
del peso final menos el inicial, esto como un control para asegurar que la
administracion de los endocanabinoides no altera su estado general de salud y
por lo tanto no sea esto la consecuencia de una mala ejecucion en la prueba.
Recordemos que algunos autores toman el peso como un control del estado de
salud de los sujetos en experimentacion para comprobar que no existan efectos

residuales de los farmacos administrados.

5.4. Andlisis Estadistico

Se realizé6 un ANOVA de una via para observar si existen diferencias
significativas entre las medias de los distintos tratamientos aplicados en los
parametros numero de errores, numero de perseverancias y tiempo de
resolucion del laberinto, a un nivel de confiabilidad de 0.05 utilizando las
pruebas post hoc de Scheffe y Bonferroni.

El analisis estadistico de las estrategias se realiz6 en dos pasos. El

primero consistié en la elaboracién de tablas de contingencia que nos permiten



conocer si existe una dependencia entre dos variables evaluadas. Por ejemplo,
en un caso se analiz6 si el tipo de estrategia que utiliza la rata depende del dia
en que ésta es entrenada, mientras que en el segundo caso se analiz6 si la
estrategia depende del tratamiento aplicado a las ratas, esto para aproximarnos
al hecho de que exista alguna preferencia por determinada estrategia que
tenga que ver con la sustancia administrada.

La segunda parte del andlisis de las estrategias consistio en evaluar el
porcentaje de las diferentes estrategias respecto a los distintos tratamientos en
los cinco dias de la prueba, comparando entre medias de los grupos mediante
un modelo general lineal de medidas repetidas, a un nivel de significancia de
0.05 y con pruebas post hoc de Tukey, LSD y Bonferroni.



6. Resultados

6.1. GRUPOS ENTRENADOS EN FASE DE LUZ

6.1.1. Tiempo de resolucion en laberinto de Barnes fase de luz

En el dia 2 se observan diferencias significativas entre las medias de los distintos
tratamientos entre las ratas tratadas con vehiculo respecto al grupo de ratas control de
caja, y entre las administradas con oleamida respecto a las de vehiculo.

En el dia 5 se observan diferencias significativas entre las medias del tratamiento
de vehiculo respecto al control de caja. Estos resultados apuntan a que el tratamiento
cronico con un vehiculo compuesto de etanol al 5% aumenta significativamente el
tiempo de resolucion en el laberinto de Barnes, al menos en el dia 2 y 5 de la prueba
respecto a las ratas control de caja.

Entre los demés tratamientos no se encuentran diferencias significativas. De
hecho, si quitamos al grupo de ratas control de caja del analisis, no encontramos
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos excepto para la oleamida
respecto del vehiculo en el dia 2. Estos resultados indican que la administracion crénica
de anandamida y oleamida no altera el tiempo de resolucion en el laberinto de Barnes
durante la fase de luz. Sin embargo, el tiempo se ve afectado por la administracion
cronica de etanol al 5% que es el vehiculo en el que se diluyen los endocanabinoides
administrados, comparado con el grupo control de caja. Las diferencias mas notables
se observan en los dias 1 y 2 entre el vehiculo y los grupos de anandamida y oleamida,
pero del dia 3 al 5 los valores de los tres tratamientos se aproximan mucho.

En general, como se observa en el Grafico 1, podemos decir que la
administracion de endocanabinoides no altera el tiempo de resolucion del laberinto de
Barnes, ya que se observa una tendencia muy parecida en todos los grupos probados a

disminuir el nimero de errores conforme transcurren los dias de la prueba.
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Grafico 1. Tiempos que tardaron las ratas entrenadas a las 13:00 hrs. en resolver la prueba.

A pesar de que la administracion del vehiculo causa un aumento en el tiempo de
resolucion del paradigma, en los dias 2 y 5 de la prueba respecto al control de caja, la
combinacién de este vehiculo con anandamida y oleamida no afecta de igual manera.
Pareceria que la administracion de estos dos endocanabinoides revirtiera el efecto
perjudicial que el etanol causa sobre el tiempo de ejecucién de la prueba, resolviendo
entonces las ratas administradas con estos endocanabinoides de manera parecida a las

ratas intactas.

6.1.2. Errores en laberinto de Barnes fase de luz

No se observan diferencias significativas en el nimero de errores a lo largo de
los cinco dias de la prueba entre los diferentes tratamientos.

Aunque las diferencias no sean significativas, vale la pena mencionar el
comportamiento de la curva del grupo tratado con anandamida a lo largo de los cinco
dias, el cual muestra una ligera tendencia hacia el aumento del nimero de errores en el
cuarto dia, es decir, este tratamiento parece disminuir el nUmero de errores hasta el
tercer dia, aumentarlo un poco para el cuarto dia y recuperar la tendencia a disminuir el

numero de errores hacia el Ultimo dia del entrenamiento.



En el caso de la oleamida, los errores disminuyen hasta el tercer dia, en donde
ya no aumentan ni disminuyen, sino que permanecen constantes hasta el quinto dia del
entrenamiento. El grupo administrado con vehiculo presenta un punto minimo en el
cuarto dia el cual invierte la pendiente en el quinto dia del entrenamiento, indicando un
aumento en los errores para el dltimo dia. Este mismo patron de aumento en el nimero
de errores en el quinto dia se observa para el grupo de ratas intactas, aunque un poco
menos pronunciado que el del vehiculo. Como el patrén descrito para el control de caja
en muy parecido al del vehiculo en el quinto dia, y debido a que no hay diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos, deducimos que esto se encuentra dentro

de los limites “normales” en una resolucion por ratas del laberinto de Barnes.
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Gréfico 2. Promedio de errores que cometieron las ratas entrenadas a las 13:00 hrs.

Ademés, al no encontrar diferencias significativas en el numero de errores
cometidos entre los diferentes tratamientos, podemos aproximarnos al hecho de que la
anandamida y la oleamida no afectan este parametro de la prueba en la fase de luz de

las ratas al ser administradas de manera cronica.



6.1.3. Perseverancias en laberinto de Barnes fase de luz

En el dia 2 observamos diferencias significativas entre el control de caja respecto
al grupo tratado con vehiculo, y entre el tratamiento con oleamida y el de vehiculo,
presentando este Ultimo un numero de perseverancias significativamente mayor
respecto a las ratas control de caja y a las tratadas con oleamida. Las perseverancias

reflejan el estado de la memoria de trabajo de las ratas en el laberinto de Barnes.
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Grafico 3. Promedio de perseverancias que cometieron las ratas entrenadas a las 13:00 hrs.

En las ratas tratadas con vehiculo y en las control de caja aumenta el nUmero de
perseverancias hacia el Ultimo dia de la prueba aunque éste no sea significativo,
parecido al comportamiento en los errores para los mismos grupos en el Gréafico 2. Es
interesante observar que el patron de las curvas en el Grafico 3 es muy parecido al
patron del gréafico de los errores (Grafico 2), la anandamida aumenta en el cuarto dia las
perseverancias para disminuirlas nuevamente en el quinto dia, mientras que la
oleamida permanece como una constante del tercero al quinto dia. Respecto a las
diferencias significativas, se presentan Unicamente en el dia 2, siendo nuevamente el
vehiculo el tratamiento que presenta un mayor niamero de perseverancias respecto al

control de caja y a la oleamida, lo que nos podria sugerir que el etanol al 5% afecta la



memoria de trabajo Unicamente en el dia 2 de la prueba. Sin embargo, no podemos
afirmar por un solo dia que la memoria de trabajo se deteriora, puesto que en el resto
de los dias la tendencia de las curvas es parecida y sin diferencias significativas entre
las medias. En general, parece que los endocanabinoides no deterioran la memoria de
trabajo evaluada por el nimero de perseverancias en el laberinto de Barnes en ratas

entrenadas a las 13:00 hrs. (fase de luz).

6.2. GRUPOS ENTRENADOS EN FASE DE OSCURIDAD

6.2.1. Tiempo de resolucion en laberinto de Barnes fase de oscuridad

No se encontraron diferencias significativas en los tiempos de resolucion entre
los cuatro grupos probados en el laberinto de Barnes para la fase de oscuridad (Grafico
4).
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Gréfico 4. Tiempo promedio de las ratas en resolver el laberinto entrenadas a la 1:00 hrs.

En general, el patrén de descenso de las cuatro curvas es muy parejo y cercano,

y tiende hacia un minimo de errores para los tres dias finales. Obsérvese que en los



primeros dos dias el vehiculo es el que mas tiempo hace, aunque esta diferencia no
alcance significancia en el andlisis estadistico.

Sin embargo, esta diferencia disminuye radpidamente para los ultimos tres dias,
encontrandose muy cercanos los valores entre los cuatro tratamientos, de lo cual
podemos concluir que la administracion cronica de anadamida, oleamida y vehiculo no
altera el tiempo de resolucion en el laberinto de Barnes en ratas probadas en la fase de

oscuridad (Grafico 4).

6.2.2. Errores en laberinto de Barnes fase de oscuridad

No se encontraron diferencias significativas entre los cuatro tratamientos
probados respecto al numero de errores cometidos durante los cinco dias del
entrenamiento en el laberinto de Barnes en la fase de oscuridad. Se puede observar
una tendencia a la disminucion en el numero de errores conforme pasan los dias de
entrenamiento. Se observa un comportamiento muy parecido en los grupos de
anandamida y oleamida, aumentando ligeramente el nimero de errores en el dia 3 para
luego disminuir nuevamente en el dia 4 y 5. Para el control de caja se observa una
tendencia a permanecer constante en los errores a partir del dia 2, como si disminuyera
muy poco en los ultimos tres dias.

El vehiculo es el que presenta una curva muy armoniosa, Sin maximos ni
minimos, que se acerca de manera asintodtica al eje de las X, lo que nos habla de que el
vehiculo en esta fase del ciclo disminuye de manera continua el nimero de errores
(Grafico 5).

De lo anterior concluimos que no se modifica el nUmero de errores cometidos por
las ratas en el laberinto de Barnes debido a la administracion cronica de anandamida y

oleamida.



Errores
Fase de oscuridad
30 1 —e— Control de caja
—— Vehiculo
24 1 Anandamida
—e— Oleamida
»n 18 -
(]
S
£ I
o 12 4
——— T J
6 - ¥\$\1\Sq
0
1 2 3 4 5
Dias

Gréfico 5. Promedio de errores que cometieron las ratas entrenadas a la 1:00 hrs.

6.2.3. Perseverancias en laberinto de Barnes fase de oscuridad

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos respecto al
namero de perseverancias para la fase de oscuridad en el laberinto de Barnes.
Obsérvese la misma tendencia de aumentar el nimero de perseverancias hacia el
tercer dia para el grupo de anandamida y oleamida y en esta ocasién también para el
control de caja respecto al nUmero de errores presentado anteriormente (Grafico 5). De
igual forma que en el gréfico anterior, la curva del vehiculo disminuye continuamente el
namero de perseverancias (“se acuesta”’ a partir del dia 3), siendo la mas parecida a
una parabola. A pesar de estas observaciones en el comportamiento de las curvas, el
andlisis estadistico no muestra una alteracion en la memoria de trabajo dada por la
administraciéon cronica de anandamida y oleamida, medida con el numero de
perseverancias en el Laberinto de Barnes en ratas entrenadas durante la fase de

oscuridad (Grafico 6).
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Graéfico 6. Promedio de perseverancias que cometieron las ratas entrenadas a la 1:00 hrs.

Como podemos observar, en la fase de oscuridad no se encontraron diferencias
significativas para ninguno de los tratamientos en los parametros tiempo de resolucion,
namero de errores y numero de perseverancias en el laberinto de Barnes. Esto nos
sugiere que la administracién de anadamida, oleamida y etanol al 5% durante 15 dias
no afecta la ejecucion de esta prueba que involucra al aprendizaje y la memoria en
ratas administradas a las 7:00 horas y evaluadas a la 1:00 de la mafiana. Podemos
decir que con este tipo de paradigma conductual no observamos un deterioro en la

memoria con un tratamiento cronico de endocanabinoides.

6.3. Incremento de peso y control motor

Se encontré una diferencia significativamente mayor de incremento de peso
entre el grupo de oleamida respecto al del vehiculo para la fase de luz, mientras que en
la fase de oscuridad no se observé diferencia significativa en el incremento de peso

entre los tratamientos (Grafico 7).



El peso corporal inicial y final durante el tratamiento cronico con
endocanabinoides es una forma de conocer el estado de salud de las ratas y también
es una medida indirecta de la ingestion de alimento de las ratas. La disminucion en la
ingestion de alimento de las ratas puede relacionarse con el detrimento de sus
capacidades motivacionales, las cuales podrian repercutir de manera negativa en la
exploracion y resolucion del laberinto de Barnes.

En esta diferencia significativa de peso corporal de ratas administradas con
oleamida respecto a las administradas con vehiculo en la fase de luz se infiere un
aumento en la ingestién de alimento. Esta reportado que algunos canabinoides como la
oleamida aumentan el apetito de las ratas. Aqui comprobamos esto solo para la
oleamida y las ratas de fase de luz. Cabe mencionar que todas las ratas incrementaron
su peso corporal, como era lo esperado en 15 dias, hacia el final de la prueba dentro de

los parametros normales.
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Grafico 7. Incremento de peso para ambas fases del ciclo, las barras amarillas representan la

fase de luz y las barras grises la fase de oscuridad.

En la prueba de Rota-Rod que evalia el control motor, no se observaron
diferencias significativas entre los cuatro grupos probados tanto en la fase de luz como
en la de oscuridad. Lo cual indica que los canabinoides enddgenos administrados

durante 15 dias ICV no alteran el control motor de las ratas y descarta la posibilidad de



que si hubiera existido alguna alteracion dada por el tratamiento crénico con estas
sustancias, la causa fuera la alteracion del sistema motor de los animales probados
(Grafico 8y 9).
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Gréfico 8. Control motor en fase de luz.
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Gréfico 9. Control motor en fase de oscuridad.



6.4. Estrategias de resolucién para el laberinto de Barnes

6.4.1. Dependencia de las estrategias respecto al tiempo y al tratamiento

Resultados para tablas de contingencia:

TABLA 1. Conteos observados y esperados para tabla de contingencia.

¢La estrategia depende del tiempo?

Estrategia
Tiempo
(dias) ALEAT SER ESPAC TOTALES
OBS 1 120 13 27 160
ESP 96.2 24.8 39 160
OBS 2 112 21 27 160
ESP 96.2 24.8 39 160
OBS 3 86 40 34 160
ESP 96.2 24.8 39 160
OBS 4 79 31 50 160
ESP 96.2 24.8 39 160
OBS 5 84 19 57 160
ESP 96.2 24.8 39 160
TOTALES 962 248 390 1600

De acuerdo a los resultados de la prueba de ji cuadrada, (X?calc=52.04 >

X%0=15.5, g.l.=5, p<0.05), la estrategia usada por las ratas depende del dia en el que

éstas son entrenadas, es decir, que el dia de la prueba esta relacionado con el tipo de

estrategia que las ratas usan para resolverla (si es el primer dia del entrenamiento

usardn mayoritariamente la estrategia aleatoria mientras a lo largo de los dias de

entrenamiento, 3°, 4°, 5° dias, adoptaran una estrategia mas eficiente, como lo serian la

estrategia espacial o la estrategia serial).



TABLA 2. Conteos observados y esperados para tabla de contingencia.

¢La estrategia depende del tratamiento?

Tratamiento

Estrategia CTRL VEH ANA OLE Total
obs ALEAT 109 127 120 124 1204
esp 302.35 299.95 298.74 302.95
obs SERIAL 28 41 28 25 314
esp 78.85 78.22 77.91 79
obs ESPACIAL 63 29 52 51 485
esp 121.79 120.83 120.34 122.04
total 503 499 497 504 2003

Los resultados de esta prueba (X%calc=733.7338 > X%a = 12.59, g.l=4 p<0.05),
muestran que la variable estrategia depende de la variable tratamiento. Esto nos
sugiere que hay una relacion entre el tipo de estrategia que usa la rata respecto al tipo
de tratamiento que ésta recibe, es decir, que hay una incidencia directa del farmaco
administrado, ya sea vehiculo, anandamida u oleamida, sobre la manera en que los
animales resuelven el paradigma conductual asignado.

Asimismo, el que la estrategia que usan las ratas dependa del nimero de dias de
entrenamiento (son cinco dias de entrenamiento consecutivos), concuerda con las
observaciones hechas por Carol Barnes en 1979 (creadora del laberinto de Barnes), en
las cuales reporta que las ratas resuelven los primeros dias del experimento el laberinto
de una manera estocéstica (estrategia aleatoria), mientras que al transcurrir los dias de
entrenamiento, las ratas presentan un patron de exploracion mas o menos secuencial
entre un agujero y el siguiente (estrategia serial), para que finalmente, en los ultimos
dias (4° 6 5° dias) los roedores se dirijan en forma mucho mas directa hacia donde se
encuentra la meta o tunel de escape (estrategia espacial). A pesar de que un analisis
de datos categoricos con tabla de contingencia no es determinante, si nos podemos
aproximar al hecho de que la eleccion de la estrategia para resolver el laberinto esta
relacionada con el nimero de dias en que la rata es entrenada (1°,2°,...,5° dia de
entrenamiento) asi como con el tratamiento que se le aplica. El siguiente paso es
analizar el porcentaje de cada estrategia usada para resolver el laberinto y si existe
alguna relacién entre la eleccion de una estrategia en particular con el ciclo luz-

oscuridad de la rata.



6.4.2. Analisis de las estrategias utilizadas en la resolucion del laberinto de
Barnes

6.4.2.1. Estrategia Aleatoria, fase de luz

Se observa cdmo la estrategia aleatoria es la preferida por las ratas en los
primeros dias de entrenamiento, y después como disminuye el porcentaje de su uso
conforme transcurren los dias de la prueba (Gréafico 10). Sin embargo, la disminucion en
el uso de estrategia aleatoria no es muy grande, en el grupo que se observa una mayor
tendencia a disminuir la estrategia aleatoria es en el control de caja, pues el vehiculo
aunque presenta una tendencia a la disminucion del dia 1° al 4°, en el 5° se observa
como si aumentara ligeramente su porcentaje. Por otro lado, los tratamientos con
anandamida y oleamida también tienden a disminuir la frecuencia de estrategia
aleatoria pero con diferencias muy pequefas, especificamente el tratamiento con
oleamida parece que no disminuye el porcentaje de estrategia aleatoria de manera

notable, pues la linea de tendencia es practicamente horizontal.

Fase de luz
Estrategia aleatoria
100
80 -
60 - I I I A4
. T ~ E i —— T
* H § TN % EE
40 1 + .
= § ' E N it
20 - T NN N im
. \ i \:: am
. T & i &:: am
1 2 3 4 5
Dias
== Control de caja [ Vehiculo Anandamida ER Oleamida
— Ctrl caja —\eh Ana —QOle

Grafico 10. Porcentaje de estrategia aleatoria para fase de luz y lineas de tendencia polinomiales para cada

tratamiento.



Lo anterior nos indica que los grupos administrados con endocanabinoides y el
vehiculo no presentan la clara y marcada tendencia a la disminucién de la estrategia
aleatoria conforme transcurren los dias de la prueba como lo hace el control de caja. A
pesar de que el analisis estadistico utilizado no arroja diferencias significativas entre los
cuatro tratamientos, las lineas de tendencia nos proporcionan una aproximacion a las
diferencias que son observables a simple vista aunque no tengan significancia
estadistica. Esto nos podria sugerir que los tratamientos administrados con
anandamida, oleamida y vehiculo afectan la ejecucion del laberinto en cuanto a que
aumenta el porcentaje de estrategia aleatoria comparado con el control de caja

conforme transcurren los dias de la prueba.

6.4.2.2. Estrategia Serial, fase de luz

En el Grafico 11 podemos observar una tendencia a aumentar el porcentaje de
estrategia serial a la mitad de la prueba (dia 3) de los cuatro tratamientos y a disminuirla
nuevamente para los dias 4 y 5. Si trazamos lineas de tendencia polinomiales para
cada tratamiento vemos parabolas que se abren hacia abajo, con el punto maximo en el

dia 3 y los minimos en el primero y ultimo dias.
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Gréfico 11. Porcentaje de estrategia serial para fase de luz y lineas de tendencia polinomiales para cada tratamiento.



Esta tendencia sugiere que la estrategia serial no es seleccionada por ninguno
de los grupos tratados en la fase de luz, pues a pesar del aumento global del porcentaje
en el dia 3, éste vuelve a disminuir para el Gltimo dia. El maximo porcentaje de
estrategia serial es de 28% y lo presenta el tratamiento de vehiculo en los dias 3y 4y

el de oleamida en el dia 3.

6.4.2.3. Estrategia Espacial, fase de luz

En el Grafico 12 podemos ver una tendencia general en todos los grupos al
aumento de la estrategia espacial conforme transcurren los dias de entrenamiento. El
grupo control de caja es el de mayor porcentaje (48% en el dia 4 y 45% en el dia 5),
esto indica que las ratas sin ningun tratamiento resuelven de una forma mas espacial

durante la fase de luz.
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Gréfico 12. Porcentaje de estrategia espacial para fase de luz y lineas de tendencia polinomiales

para cada tratamiento.

Por otro lado, a pesar de que el vehiculo es el que presenta los valores mas
bajos en la estrategia espacial en la fase de luz, el comportamiento de la tendencia es

creciente, con una pendiente similar a la del control de caja. Los grupos con



anandamida y oleamida se mantienen mas o menos constantes en los primeros cuatro
dias y para el quinto dia el de anandamida aumenta el porcentaje de estrategia espacial
y el de oleamida aumenta en el 4° y 5° dias. Estos Gltimos grupos presentan una
tendencia a seleccionar la estrategia espacial hacia los Ultimos dias aunque menor que

la que presentan el control de caja y el vehiculo.

6.4.2.4. Estrategia Aleatoria, fase de oscuridad

Se observa una tendencia general a disminuir el porcentaje de estrategia
aleatoria conforme transcurren los dias de entrenamiento para los cuatro tratamientos
(Gréfico 13). La mas marcada la presentan el vehiculo y el tratamiento con oleamida.
Sin embargo para el control de caja y la anandamida se observa una tendencia a
permanecer constante el uso de la estrategia aleatoria a lo largo de los dias del
entrenamiento (lineas azul y verde, Grafico 13). No sabemos a qué se deban estas
diferencias que a pesar de que no alcanzan significancia en las pruebas estadisticas
usadas, nos dan una idea de que el vehiculo y la oleamida reducen mas su preferencia
por la estrategia aleatoria, mientras que para el control de caja y la anandamida, esta

reduccion en la estrategia aleatoria es casi imperceptible.
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Gréfico 13. Porcentaje de estrategia aleatoria para la fase de oscuridad y lineas de tendencia

para cada tratamiento.



6.4.2.5. Estrategia Serial, fase de oscuridad

En la fase de oscuridad se observa un bajo porcentaje de estrategia serial para
todos los grupos durante los cinco dias del entrenamiento. El grupo de ratas que
resolvié con el mayor porcentaje de estrategia serial fue el administrado con oleamida
con un 33% en el dia 2, sin embargo, este porcentaje decrece rapidamente en los dias
subsiguientes acabando en 13% para el ultimo dia. El control de caja se mantiene muy
constante en 15% los dias 3, 4 y 5. El grupo con anandamida también se mantiene muy
constante a lo largo del tiempo. En general, observamos que la estrategia serial no es la
mas utilizada por las ratas en la fase de oscuridad para resolver el laberinto, ya que los
porcentajes son bajos en todos los tratamientos (Grafico 14). Si trazamos para el caso
de la oleamida una linea de tendencia polinomial, se observa una parabola que abre
hacia abajo, parecida al vehiculo en la fase de luz (Grafico 11); pareceria que estos dos
grupos (veh/luz y ole/losc) aprenden primero con la estrategia serial y después
seleccionan la estrategia espacial (ver graficas 12 y 15). Para los grupos restantes no
se presenta esta tendencia, sino que se observa algo cercano a una funcion constante
(una linea recta horizontal), pues los valores en porcentaje varian muy poco entre unoy
otro dia para los tratamientos con anandamida, vehiculo y control de caja.

Podemos concluir entonces que la estrategia serial no es seleccionada por las
ratas en fase de oscuridad para resolver el laberinto en ninguno de los tratamientos

analizados.
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Gréfico 14. Porcentaje de estrategia serial para la fase de oscuridad y lineas de tendencia.

6.4.2.5. Estrategia Espacial, fase de oscuridad

En el grupo del vehiculo se observan los mayores porcentajes de estrategia
espacial (53% en el 5° dia) y una tendencia creciente a seleccionar ésta conforme
transcurren los dias de entrenamiento. En el grupo con oleamida también se observa
esta tendencia creciente hacia la estrategia espacial aunque los valores son menores
que los del vehiculo (43% en el 5° dia). Los grupos control de caja y anandamida
presentan valores muy cercanos en todos los dias y no eligen la estrategia espacial
para resolver el laberinto. Se ve cdmo hacia el dia 3 aumentan ligeramente la estrategia
espacial pero luego vuelven a disminuirla en el 4° dia y a aumentarla muy poco para el
5° dia (Grafico 15). Con las lineas de tendencia se observa como no hay cambios
significativos en el uso de la estrategia espacial en la fase de oscuridad por los grupos
control de caja y anandamida. En cambio, los grupos de oleamida y vehiculo en la fase
de oscuridad adoptan la estrategia espacial de manera creciente para la resolucion del

laberinto de Barnes (lineas naranja y morada).
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Gréfico 15. Porcentaje de estrategia espacial para la fase de oscuridad y lineas de tendencia.

7. Discusion y conclusiones

En esta investigacion, observamos que la administracion cronica de anandamida
y oleamida ICV no afecta el aprendizaje de las ratas, pues no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos en ratas entrenadas en las dos fases del
ciclo luz-oscuridad respecto a la evaluacién de los parametros tiempo de resolucion,
namero de errores y numero de perseverancias, los cuales reflejan la cantidad de la
respuesta’ en esta prueba de memoria llamada laberinto de Barnes.

Un trabajo de Rueda-Orozco, et al., en el 2007, en el que realizo
administraciones intrahipocampales e intraestriatales de anandamida a concentraciones
de 0.5ug, 1ug y 2ug a ratas que fueron administradas inmediatamente después del
entrenamiento en el laberinto de Barnes (afectando la consolidacién), mostré6 que no
hubo efecto del tratamiento en el tiempo de ejecucion o total de errores durante la fase

de luz o de oscuridad del ciclo, semejante a los resultados que describe este trabajo.

! La cantidad de la respuesta es un parametro de evaluacion cuantitativo y puede ser la tasa de respuesta (ver
justificacidn, pag. 32). En el laberinto de Barnes una forma de medir la cantidad de la respuesta es con el nimero de
errores, perseverancias y tiempo de resolucion.



Suponiendo que una estrategia es mejor que otra para la resolucion del laberinto
(estrategia espacial y serial mejor que estrategia aleatoria), tomamos el tipo de
estrategia usada como la calidad de la respuesta de la rata®. En esta investigacion,
en el grupo de ratas control de caja de fase de luz se observé una tendencia a elegir la
estrategia espacial, sin embargo, en las ratas control de caja que fueron evaluadas en
la oscuridad no se observo tendencia alguna hacia la eleccibn de una estrategia
espacial o serial. Cabe mencionar que las ratas control de caja de ambas fases del ciclo
no usaron de manera importante la estrategia serial para resolver el laberinto.

En sus resultados, Rueda-Orozco (2007) mostré una eleccién de estrategias
dependiente del ciclo luz-oscuridad. Las ratas del grupo control (inyectadas con DMSO
como vehiculo en el hipocampo) mostraron una preferencia significativa por la
estrategia espacial en la fase de luz del ciclo, mientras que las que fueron entrenadas
durante la fase de oscuridad mostraron una inclinacion para resolver el laberinto de
forma serial. Al administrarles a las ratas 1ug y 2ug respectivamente de anandamida en
el hipocampo, Rueda-Orozco observé una disminucion significativa de la estrategia
espacial en la fase de luz, y un aumento en el porcentaje de la estrategia serial utilizada
respecto a los grupos control. Mientras que durante la fase de oscuridad no se
encontraron efectos significativos de la anandamida sobre la estrategia (Rueda-Orozco
et al., 2007).

Sin embargo, en la presente investigacion, las ratas de fase de luz,
administradas de manera cronica con ANA, OLE y VEH, mostraron la misma tendencia
que los controles de caja a resolver el laberinto usando en mayor porcentaje la
estrategia espacial, lo cual demuestra que no existe un efecto de los endocanabinoides
administrados cronicamente en la eleccién de una u otra estrategia para la ejecucion de
la tarea, o que se desarrolla tolerancia a los efectos de los endocanabinoides sobre la
memoria en el laberinto de Barnes. Lo anterior nos habla de que el momento en el que
se administra un farmaco es crucial para lo que se desea obtener, ya que Rueda-
Orozco (2007) administrd a las ratas inmediatamente después de la prueba de Barnes,

afectando la consolidacion de la memoria. Ademas de que el lugar donde administro el

? La calidad de la respuesta es la precisién con que el sujeto ejecuta la prueba. En este caso medida con el tipo de
estrategia utilizada partiendo del hecho que la manera espacial o serial de resolver el laberinto requieren de una
mayor “precision” por parte de la rata respecto a la forma aleatoria.



canabinoide (ANA) fue el hipocampo directamente, mientras que nosotros lo hicimos en
el liquido cefalorraquideo presente en los ventriculos cerebrales, pudiendo afectar a
otras estructuras involucradas con la memoria que expresan el CB1 (estriado, cerebelo,
amigdala y corteza cerebral) ademas del hipocampo.

Durante la fase de oscuridad, los grupos administrados con oleamida y vehiculo
mostraron una tendencia a resolver con estrategia espacial mientras que el grupo
administrado con anandamida y el control de caja no seleccionaron ni la estrategia
espacial ni la estrategia serial, de hecho, estos grupos utilizaron mayoritariamente la
estrategia aleatoria. En contraposicion con los resultados de Rueda-Orozco, en los que
se mostré una mayor expresion de la estrategia serial para la fase de oscuridad en el
grupo control y una consecuente disminucién de la misma al administrar anandamida
2ug, ademas de aumentar la expresion de la estrategia espacial a esta misma
concentracion de endocanabinoide.

De lo anterior se puede concluir que las ratas de los cuatro tratamientos (no
administradas y administradas), mostraron una tendencia a resolver de manera espacial
el laberinto para la fase de luz. Por otra parte, en la fase de oscuridad los tratamientos
de OLE y VEH eligieron la estrategia espacial, mientras que el grupo administrado con
ANA vy el control de caja resolvieron usando en su mayoria la estrategia aleatoria para
la resolucion de la prueba. Por ultimo, en ninguna fase del ciclo y para ningun
tratamiento se observo la eleccion de la estrategia serial.

Se sabe que la actividad del hipocampo esta relacionada con la memoria
espacial. En términos especificos corresponderia a un aprendizaje espacial en el
laberinto de Barnes. Por otra parte, la actividad del caudado-putamen (nucleo estriado)
esta relacionada con la memoria de procedimiento, llamada también aprendizaje de
respuesta, y que corresponde a la resolucion del laberinto utilizando la estrategia serial.
Si esto es asi, podriamos explicar que el aprendizaje espacial es seleccionado por las
ratas que no reciben ningun tratamiento y son entrenadas en la fase de luz. Tal vez a
las 13:00 hrs. estd mas activo el hipocampo.

De acuerdo a lo anterior podriamos decir que el hipocampo esta mas activo en
las horas de luz de la rata, a pesar de que ésta sea la fase en la que ellas duermen la

mayor parte del tiempo. Recuérdese que el CB1 se expresa mayoritariamente a las



13:00 hrs. y su ligando enddégeno anandamida presenta su minima expresion a esta
misma hora (ver introduccion, Fig. 2 y 3). Lo cual quiere decir que si el hipocampo
expresa un minimo de ANA a las 13:00 hrs. (hora en que se evalla a la rata en el
laberinto de Barnes), y es a esta hora cuando todos los tratamientos presentan una
preferencia por el aprendizaje espacial, entonces supondriamos que los receptores CB1
se encuentran inactivos por la ausencia de su ligando, lo que facilitaria el aprendizaje
espacial. Existen reportes en la literatura que dicen que los canabinoides son
inhibidores tanto de la excitacibn como de la propia inhibicién, y que inactivan o
modulan a la baja la funcién del hipocampo. No6tese que solamente estamos hablando
de la expresion de un solo ligando enddégeno a diferentes horas del dia (ANA). Si
buscamos las variaciones diurnas de otros ligandos del CB1 como el 2-AG,
encontramos que éste tiene una expresion mayor en el hipocampo durante la fase de
luz (Valenti et al., 2004), contrario a lo que esperariamos si su expresion fuera igual que
la de anandamida.

Por otro lado, no debemos olvidar que el aprendizaje espacial puede involucrar
otras estructuras ademas del hipocampo. Un estudio realizado por Colombo y Gessa en
el 2004, en el que entrenaron a ratas para resolver el laberinto acuatico de Morris con
una estrategia espacial y una de respuesta, observaron como se activaban tanto el
hipocampo como el estriado a lo largo de los dias de la prueba para estos dos tipos de
aprendizaje; mostraron que el hipocampo se activa durante los primeros dias de la
prueba (cuando las ratas estan aprendiendo de manera espacial), mientras que hacia el
final de los dias de la prueba, es el nicleo estriado el que se activa y el hipocampo
disminuye su actividad, ain cuando la rata sigue resolviendo de manera espacial. Es
como si aprendieran con el hipocampo y después le “pasaran” la funcién al estriado.
Esto nos podria estar hablando de una intrincada relacion hipocampo — estriado dificil
de separar.

Cabe subrayar que en nuestros resultados no se observa diferencia entre
tratamientos y grupo control de caja para la fase de luz, lo que sugiere un posible
desarrollo de tolerancia por parte de los grupos administrados. Ademas, si se
presentara un efecto dado por anandamida u oleamida se esperaria que su

administraciéon provocara una disminucion en la activacion del hipocampo y una



consecuente disminucién del uso de la estrategia espacial. También se podria dar un
detrimento en la ejecucion del laberinto de Barnes, dado por un cambio en la curva de
aprendizaje (aumento en el niumero de errores y perseverancias o aumento en el
tiempo de ejecucién de la prueba), sin embargo, esto no es asi.

Por otro lado, los grupos probados en la oscuridad presentan controversia, pues
se esperaria que el grupo control de caja adoptara una estrategia mas eficiente para
resolver el laberinto (espacial o serial). Sin embargo esto no es asi, este grupo junto
con el de ANA no eligen una estrategia eficiente y resuelven en su mayoria
aleatoriamente. Por el otro lado, los grupos VEH y OLE resuelven mayoritariamente con
estrategia espacial, suponiendo una mayor actividad del hipocampo, el control de caja y
el tratamiento con ANA, al no seleccionar esta estrategia en la fase de oscuridad
reflejarian una menor actividad de esta estructura. Si en las ratas control entrenadas en
la fase de oscuridad (a la 1:00 hrs.) esta inhibida la actividad del hipocampo por la gran
expresion del ligando endégeno anandamida sintetizado de manera natural (ver Figs. 2
y 3), tal vez en las ratas administradas con anandamida disminuye aun mas la actividad
del hipocampo y por lo tanto continda inhibido el aprendizaje espacial. En cambio, las
ratas administradas con etanol al 5% (VEH) y con OLE tienden a resolver el laberinto de
forma espacial porque tanto el etanol como la OLE podrian estar facilitando el
aprendizaje espacial.

También podria ser que en el tratamiento con ANA las ratas desarrollan
tolerancia y se comportan parecidas a las controles de caja. Sin embargo, los
tratamientos con OLE y VEH no desarrollarian tolerancia a esta hora del ciclo luz-
oscuridad ejerciendo un efecto contrario al de los controles de caja, usando asi més la
estrategia espacial a la 1:00 hr.

Siendo el CB1 un modulador de la inhibicion o la excitacion, segun su
localizacion célula-especifica, se podria pensar que la actividad del nacleo estriado de
la rata es mayor en la mitad de la prueba (en el caso de OLE y VEH mayor porcentaje
de estrategia serial en el dia 2 y 3) y después le “transfiere” la actividad al hipocampo
hacia los ultimos dias y por esto los tratamientos con oleamida y vehiculo resuelven
hacia los ultimos dias con estrategia espacial. Tal vez simplemente se selecciona la

estrategia espacial hacia el final de los dias de entrenamiento porque con ésta las ratas



resuelven el laberinto en menos tiempo, ahorrando asi energia (la estrategia menos
costosa energéticamente hablando). Quiza es la manera mas practica y eficiente de
resolver la prueba en términos globales, aunque hemos observado en la practica, que
usando la estrategia serial e inclusive la aleatoria pueden llegar a hacer tiempos tan
reducidos como los que hacen usando la estrategia espacial (i.e. 8 s).

Las diferencias que se observaron entre algunos de los tratamientos en cuanto a las
estrategias utilizadas, no son consistentes para todos los dias del entrenamiento. Asi
pues con el analisis realizado anteriormente podemos concluir de manera global que la
administracién crénica de endocanabinoides no altera o modifica la eleccion de las
estrategias en el laberinto de Barnes.

Asimismo, para los parametros tiempo de resolucién, namero de errores y
perseverancias no se observaron cambios importantes entre los diferentes tratamientos
y el control de caja, por lo que concluimos que la administracion cronica de anandamida
y oleamida no disminuye la tasa de respuesta en el laberinto de Barnes. Por lo tanto, se
concluye de manera global que durante la administracién crénica de ANA y OLE las
ratas desarrollan tolerancia a los efectos que estos canabinoides ejercen sobre una

tarea de aprendizaje espacial y de respuesta.



APENDICE

! Una tarea de discriminacion compleja tiene como base al condicionamiento operante. La prueba de
discriminacién (operant testing) ha existido desde la década de 1940 y se asocia con los experimentos de
B.F. Skinner. El entrenamiento y los principios de las pruebas que se usan para probar a los roedores en la
prueba de discriminacion se aplican a la mayoria de los organismos, incluyendo los humanos. En esencia,
en el condicionamiento operante, un reforzador positivo tendera a incrementar la probabilidad de que el
evento anterior ocurra de nuevo. Dentro del aparato de la prueba de discriminacién, se entrena a un roedor
a presionar una palanca, accion que es seguida por un reforzador positivo (comdnmente una pequefia
cantidad de agua o comida). Una vez que se establece en el roedor la conducta de presionar la palanca, las
conductas asociadas con esta Ultima pueden ser alteradas de manera dramatica para adaptarse a las
necesidades del experimentador. (http://www.usm.edu/neurolab/OperantChambers.html)

12 |as tareas de adquisicion repetida varian de un experimento a otro. La adquisicion se mide de
acuerdo a la reduccion en el nimero de errores en cada sesion de la tarea. En este ejemplo los monos
adquirieron una secuencia de tres respuestas diferentes cada sesidn y la respuesta se mantuvo con la
presentacion de comida bajo 5 itinerarios de segundo orden de razon fija. En otro ejemplo (Klapdor K.,
1998) podemos mencionar la tarea de escape del laberinto acudtico de Morris. Esta tarea de adquisicion
repetida, consiste de ensayos pares en los cuales el animal comienza dos veces desde el mismo punto de
partida y nada, guidndose por claves espaciales colocadas en el cuarto de experimentacion, hasta
encontrar la plataforma en donde estara “a salvo”,. El objetivo es que los animales hagan el menor tiempo
para encontrar la plataforma en el segundo de los dos ensayos. En este ejemplo, ratones de la cepa C57BL
macho fueron entrenados en esta tarea con ensayos masivos espaciados o espaciados con retardo en los
cuales habia un retardo de 90 minutos entre el primero y el segundo ensayo. Los ratones entrenados con
ensayos espaciados aprendieron la tarea de adquisicion repetida, mientras que los ratones con ensayos
masivos o espaciados con retardo no fueron consistentes en haberlo hecho. Una vez que se obtiene una
ejecucion basal estable, se realiza el evento a evaluar que pretenda interrumpir este proceso (puede ser la
oclusion de cierta arteria, la administracion de algin farmaco de abuso, etc.).

¥ En cada componente de una lista mdltiple, los sujetos completaron una secuencia diferente de 10
respuestas usando tres teclas de un teclado numérico. En el componente de adquisicion, los sujetos
aprendieron una nueva secuencia con cada serie de 20 ensayos. En el componente de ejecucion, la
secuencia permanecid constante durante el estudio. Las escalas de la lista multiple y de valoracién se
presentaron antes de la droga, después de la droga, y en intervalos de 30 minutos a partir de entonces por
5 horas. EI THC (10-20 mg. p.0.) aument6 el pico del porcentaje de errores durante el componente de
adquisicion de 7.0% a 9.3%, pero la respuesta durante el componente de ejecucién permanecid sin
cambio.

1 Las sustancias capaces de provocar dependencia inducen un fenémeno llamado “tolerancia”, que
consiste en la disminucion de los efectos tipicos de una sustancia cuando se usa de manera regular, o bien,
un efecto que se mantiene similar alin cuando se aumenta la cantidad de sustancia (es.wikipedia.org). La
tolerancia aparece sobre algunos efectos de las sustancias psicoactivas y no sobre otros
(es.wikipedia.org). La tolerancia se desarrolla cuando las neuronas ajustan tanto el nimero de receptores
como la trasduccion de la sefial a la administracion cronica de canabinoides (Howlett, 2004). En la
administracion crénica de A>-THC, la tolerancia se observa cuando los sujetos se adaptan a su nuevo
estado (alostasis) y pueden resolver una tarea que involucre a la memoria de la misma manera que los
sujetos control.

5 Ademas del porcentaje total de igualacion correcta, se registraron otras medidas dependientes durante
el experimento, como cuénto tardaban en responder a la muestra y a la eleccion de estimulos y el nimero
de ensayos de igualacién a la muestra completados cada sesion. No se observaron efectos confiables entre
los grupos para ninguna de estas medidas dependientes durante las fases de tratamiento y post-
tratamiento. También se pesé a los animales cada semana durante el experimento y se les proporcionaron
rutinas fisicas periddicas en intervalos de cuatro meses. Ninguno de estos procedimientos incluyendo
observaciones gruesas del comportamiento general y disposicion de cada animal proporcionaron
evidencia que sugiriera la ocurrencia de efectos de largo plazo relacionados con la droga.
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