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Resumen
El trastorno por uso de sustancias es una enfermedad de recaida cronica. Es un problema de

salud pablica muy importante en México y en el mundo. En el plano mundial, se estima que en
2011 entre el 3,6% y el 6,9% de personas de 15 a 64 afios, han usado por lo menos una vez en su
vida una sustancia ilicita en el ultimo afio. La mariguana es la sustancia ilicita de mayor consumo
mundial. La prevalencia anual estimada de consumo de esta se situ6 en 2010 entre el 2,6% y el
5% de la poblacién adulta (entre 15 a 64 afios de edad). Se sabe también que existe un sistema
enddgeno canabinoide capaz de interactuar con el principal componente de la mariguana, delta-
9-tetrahidrocanabinol (THC), y con cualquier otro canabinoide natural o sintético. Ademas, el
sindrome de abstinencia asociado al uso de la mariguana (uno de los criterios diagnosticos
descritos recientemente en el DSM -V) ha sido sefialado como un componente importante que
contribuye a la recaida. Por todo lo anterior, el primer objetivo de este estudio es observar el
sindrome de abstinencia, inducido por la administracion aguda de un antagonista sintético
(AM251) de receptor CB1 después de la administracién subcronica de un agonista sintético
canabinoide (WIN 55,212-2). El segundo objetivo es estudiar los cambios en el nivel de
expresion del receptor CB1 y de las enzimas que sintetizan y degradan a uno de sus principales
ligandos que siguen a la administracion subcronica de WIN 55,212-2 en las estructuras del
Nucleo Accumbens, Amigdala, Corteza Frontal e Hipocampo. Las ratas que recibieron
tratamiento con WIN y después AM251 mostraron un incremento en las conductas relacionadas
con el sindrome de abstinencia en comparacion con su grupo control. Se encontr6 también una
disminucion en la expresién del receptor CB1 en el Nucleo Accumbens y en el Hipocampo en las
ratas tratadas con WIN con respecto al grupo control, mientras que las otras estructuras no
presentaron cambios. Las enzimas NAPE-PLD y FAAH no resultaron modificadas. Estos
resultados muestran que existe una modificacion en el sistema endocanabinoide inducida por la
administracién subcronica de WIN55212, 2. Se sugiriere que estos cambios subyacen a la

expresion del sindrome de abstinencia y son probablemente responsables de la expresion de este.



Introduccion

Trastorno por uso de sustancia
Antes de que los humanos comenzaran a cultivar y a domesticar las plantas, iban en bldsqueda de

plantas seguras y nutritivas. Entre muchas de las plantas que los humanos probaron, un pequefio
numero producia cambios en la percepcién, humor, cognicion, y activacion. De estas, una
pequefia cantidad, como las amapolas, la coca, el tabaco, la mariguana, contienen sustancias que
producen una sensacion subjetiva de placer que facilita una gran recompensa. Aun sabiendo que
éstas carecen de valor nutricional se siguieron consumiendo. Los humanos aprendieron a
purificar estas sustancias y después a sintetizar compuestos relacionados para su uso como
medicamentos (Kandel,Schwartz, Jessell, Siegelbaum, y Hudspeth, 2013).

De acuerdo al Manual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales, (5th ed.,
DSM-V; American Psychiatric Association, 2013) las sustancias que producen trastornos debidos
a su uso en exceso, abarcan 10 clases separadas de drogas; alcohol, cafeina, cannabis,
alucindgenos, inhalantes, opioides, sedantes, estimulantes, tabaco y otras (no conocidas)
sustancias. Estas 10 clases de sustancias no son completamente distintas puesto que todas las
drogas que son tomadas en exceso tienen en comun la activacion directa del sistema cerebral de
recompensa, el cual estd involucrado en el reforzamiento de conductas y produccion de
memorias asociadas al abuso de estas sustancias. Estas sustancias producen una activacién tan
intensa del sistema de recompensa que las actividades normales (ir a la escuela y/o al trabajo
etc.) pueden ser descuidadas con tal de consumir dicha sustancia (American Psychiatric
Association, 2013). A continuacién se hablara sobre la dependencia a sustancias y sus
caracteristicas conductuales para después abordar algunos aspectos fisioldgicos de esta misma.

El trastorno por uso de sustancia en es un problema de salud puablica muy importante en
México y en el mundo. Coloquialmente se conoce también como drogadiccion y es una
enfermedad de recaida crénica (Koob y Volkow, 2010). En el plano mundial, se estima que en
2011 entre 167 y 315 millones de personas de 15 a 64 afios, han usado por lo menos una vez en
su vida una sustancia ilicita en el ultimo afio (entre el 3.6% y el 6.9% de la poblaciéon mundial de
ese grupo de edad). Con respecto a los consumidores problematicos de drogas, estos suman
aproximadamente 16 millones, y siguen siendo motivo de especial preocupacion (UNODC,
2013).



De la poblacion usuaria de drogas ilicitas, la que ha recibido mayor atencion es aquella
que tiene problemas con su uso; es decir, las personas que presentan trastornos por el uso de
determinada sustancia y que se han enfrentado a las consecuencias sociales y de salud a causa
del uso de esta misma (UNODC, 2013). La caracteristica esencial del trastorno por uso de
sustancia es un conjunto de sintomas cognitivos, conductuales y fisioldgicos promoviendo que el
individuo continde usando la sustancia a pesar de los problemas significativos que le produce.
Una importante caracteristica de los trastornos por uso de sustancias es un cambio en la
circuiteria cerebral subyacente que persiste méas alld de la desintoxicacién, particularmente en
individuos con trastornos severos. Los efectos conductuales de estos cambios cerebrales pueden
ser exhibidos con las recurrentes recaidas y el antojo intenso por la droga cuando el individuo es
expuesto a un estimulo relacionado con la droga. En general el diagndstico de trastorno por uso
de sustancia esta basado en un patron patoldgico de conductas relacionadas al uso de la
sustancia. El trastorno por uso de sustancia ocurre en un rango amplio de severidad, desde la leve
a la severa, con la severidad basada en el nimero de sintomas (criterios diagnosticos). Un
trastorno leve es sugerido por la presencia de 2 a 3 sintomas, el moderado por 4 a 5 sintomas y
el severo por 6 0 més. A continuacion se enlistan los criterios diagnosticos segin el DSM-V
(American Psychiatric Association, 2013):

1. Elindividuo puede tomar la sustancia en grandes cantidades o por un periodo mas
prolongado del originalmente pretendido.

2. El individuo puede expresar un deseo persistente de reducir o regular el uso de la
sustancia y puede reportar maultiples esfuerzos fallidos por disminuir o
descontinuar su uso.

3. El individuo puede gastar una gran cantidad de tiempo obteniendo la sustancia,
uséndola o recuperandose de sus efectos.

4. El craving (antojo) esta manifestado por un deseo intenso o urgencia por la droga
que puede ocurrir en cualquier momento, pero es mas probable que se presente en
un ambiente donde la droga fue previamente obtenida.

5. El uso recurrente de la sustancia puede dar como resultado una falla para cumplir

obligaciones importantes en el trabajo, escuela o casa.
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10.

11.

El individuo puede continuar usando la sustancia a pesar de tener persistentes o
recurrentes problemas interpersonales o sociales causados o exacerbados por los
efectos de la sustancia.

Las actividades importantes sociales, ocupacionales o recreacionales pueden
dejarse o reducirse debido al uso de la sustancia.

El uso recurrente de la sustancia en situaciones en las cuales puede ser fisicamente
peligroso.

El individuo puede continuar usando la sustancia a pesar de saber que tiene un
problema persistente o recurrente fisico o psicologico que probablemente ha sido
causado o exacerbado por la sustancia.

Desarrollo de tolerancia. Esta es sefialada por el requerimiento de un notable
incremento en la dosis de la sustancia para lograr el efecto deseado, 0 una notable
reduccion del efecto cuando la dosis usual es consumida. ElI grado al cual la
tolerancia se desarrolla varia enormemente a través de los diferentes individuos,
asi como de las sustancias y puede involucrar una variedad de efectos en el
sistema nervioso central.

Presencia del sindrome de abstinencia. Ocurre cuando la concentracion de una
sustancia en la sangre o en el tejido disminuyen en un individuo quien ha
mantenido un uso intenso prolongado de la sustancia. Después de que se
desarrollan los sintomas de abstinencia, el individuo probablemente consumira la
sustancia para aliviar los sintomas. Los sintomas de abstinencia varian

ampliamente de acuerdo a los tipos de sustancias.

Cabe mencionar que ni la tolerancia, ni el sindrome de abstinencia son necesarias para un
diagndstico de trastorno por uso de sustancia. Sin embargo, para muchos tipos de sustancias, una
historia previa de sindrome de abstinencia es asociada con un curso clinico mas severo
(American Psychiatric Association, 2013).

Es importante también mencionar que los criterios 1 a 4 estan sefialando un dafio o
pérdida de control sobre el uso de la sustancia, los criterios 5 a 7, deficiencia social, el 8y el 9
un uso riesgoso de la sustancia y los criterios 10 y 11 caracteristicas farmacoldgicas (American

Psychiatric Association, 2013).
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Impulsividad-Compulsion
Algunos neurocientificos que estudian el trastorno por uso de sustancia, como George Koob y

Nora Volkow, han conceptualizado la drogadiccion, o trastorno por uso de sustancia, como una
enfermedad que progresa de la impulsividad a la compulsion. El trastorno en el control de
impulsos esta caracterizado por una sensacion incrementada de tensién o activacion antes de
cometer el acto impulsivo (placer, gratificacion o alivio al momento de cometer dicho acto) y
puede o no haber autoreproche o culpa seguido al acto. Por otro lado, el desorden compulsivo
esta caracterizado por ansiedad y estrés (debido a pensamientos persistentes y recurrentes, es
decir, obsesiones) antes de cometer una conducta repetitiva compulsiva y hay alivio del estrés
cuando la conducta compulsiva es ejecutada. Cuando un individuo se mueve del trastorno
impulsivo al compulsivo, hay un cambio de reforzamiento positivo, el cual dirige la conducta
motivada, a un reforzamiento negativo, que ahora es el que mantiene la conducta. Este fenémeno
se desarrolla en un ciclo colapsado de la adiccion que comprende tres etapas: preocupacion-
anticipacion, atracon-intoxicacion y el efecto negativo del sindrome de abstinencia. Estas tres
etapas se conceptualizan como la interaccién de una con otra, siendo cada vez mas intensas y
empeoran conforme transcurre el tiempo e involucran cambios alostaticos en el sistema cerebral
de recompensa y estrés (Koob, 2003; Koob y Volkow, 2010; Koob, 2013).

Reforzamiento Positivo-Reforzamiento Negativo
La motivacion para la blsqueda patoldgica de la droga involucre dos distintos tipos de

reforzamiento: el que distingue al uso inicial de la droga y el que distingue la dependencia a la
droga; es decir, el reforzamiento positivo y el reforzamiento negativo. El reforzamiento positivo
ocurre cuando la presentacion de un estimulo incrementa la probabilidad de la respuesta y
usualmente hace referencia a la generacion de un estado hedonico (recompensante) positivo
(Koob y Le Moal, 2008; Edwards y Koob, 2010). En contraste, el reforzamiento negativo ocurre
con el alivio de un estado aversivo existente o el alivio de un estado aversivo generado por
drogas (por ejemplo, el sindrome de abstinencia), incluyendo disforia, ansiedad, irritabilidad y
disturbios en el suefio (Koob y Le Moal, 2001, 2008).

Se ha observado que se presenta un efecto de reforzamiento positivo de segundo orden, es
decir, un reforzamiento asociado a la presencia de un estimulo previamente neutro, como la

jeringa, en el caso de una persona dependiente que se inyecta o el sonar de los hielos en un vaso,
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para una persona que bebe alcohol. Ademas, se presenta un reforzamiento negativo de segundo
orden, en el cual un estimulo previamente neutro, como el tener dinero para poder comprar la
droga o hacer una Ilamada telefonica a la persona que provee la droga, ahora tiene el mismo
efecto que el de la eliminacion de los sintomas del sindrome de abstinencia al consumir la droga
(Koob y Le Moal, 2001).

Se puede relacionar entonces los tres principales componentes en el ciclo de la adiccion;
preocupacion-anticipacion, atracon-intoxicacion y el afecto negativo del sindrome de
abstinencia, con los distintos tipos de reforzamiento. EI componente del atracon-intoxicacion
estd ampliamente asociado con el reforzamiento positivo y la etapa de efecto negativo del
sindrome de abstinencia es asociada con el reforzamiento negativo. El reforzamiento negativo y
positivo de segundo orden estarian hipotéticamente asociados con el componente de
preocupacién-anticipacion (Koob y Le Moal, 2001).

Diferentes drogas producen diferentes patrones de adiccion con énfasis en los diferentes
componentes del ciclo de la adiccion. La dependencia a la mariguana, por ejemplo, presenta una
etapa importante de intoxicacién, asi, conforme el uso crénico continla, el sujeto comienza a

mostrar un patron de intoxicacion cronica durante la vigilia (Koob y Le Moal, 2008b).

La teoria de los procesos oponentes
Ahondando mas en la etapa del sindrome de abstinencia, como ya se menciond, ésta viene

después de la etapa de intoxicacion con la droga, difiere marcadamente entre drogas y se ve
influida por la cronicidad y la frecuencia de su abuso. Todas las drogas de abuso son asociadas
con un sindrome de abstinencia motivacional; es decir, que dicho sindrome lleva a la persona a
consumir la droga para poder eliminar los sintomas como la ansiedad, disforia, irritabilidad,
angustia psicoldgica y trastornos en el suefio que persisten aun después de una abstinencia
prolongada (la cual ha sido ligada a un incremento en los umbrales de recompensa, y en
conductas como la ansiedad) ( Koob y Le Moal, 2008b; Koob y Volkow, 2010).

Existe una teoria motivacional que podria explicar el componente afectivo del sindrome
de abstinencia del ciclo de la adiccién y la tolerancia producida por el consumo constante de la
droga. La presencia de un estado afectivo negativo (sindrome de abstinencia) no solo es sefial del
comienzo del desarrollo de la dependencia, sino también contribuye a la vulnerabilidad hacia la

recaida, ya que el inicio de un estado afectivo negativo puede tener propiedades motivacionales
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en el mantenimiento de la conducta de busqueda de la droga (Koob, 1997). La teoria de los
procesos oponentes de Solomon y Corbit (1974) da una explicacién tentativa de por qué se
presenta este estado negativo (sindrome de abstinencia), al parecer esencial para que exista una
recaida hacia el consumo de la droga. Segun dichos autores, se pueden distinguir algunas
caracteristicas comunes importantes que pueden ser vistas como la base de muchas experiencias
afectivas, emocionales o heddnicas. Primero, a consecuencia de la repentina introduccion de un
estimulo E, ya sea de valencia positiva (placentero) o de valencia negativa (aversivo), la
intensidad de la reaccion hedonica comienza y rapidamente se eleva hacia un pico (proceso “a”).
Este proceso “a”, con el tiempo declina lentamente hacia un nivel constante donde permanece si
la calidad, es decir, intensidad del estimulo E, es mantenida. La subita terminacion del estimulo
E causa que el proceso “a” rapidamente desaparezca y de lugar a un tipo de reaccion afectiva
cualitativamente muy distinta (de valencia opuesta, proceso “b”), el cual alcanza un pico de
intensidad y desaparece lentamente con el tiempo. En la Figura 1 se ilustran los cambios de un
estado hedodnico, asi como el llamado patron estandar de la dinamica afectiva. El patrén tiene
cinco caracteristicas distintas que siguen la misma l6gica ya mencionada: a) un pico del proceso
heddnico primario precipitado por el inicio de un estimulo; b) un periodo de adaptacion hedoénica
durante la cual la intensidad del estado heddnico declina, aunque la intensidad del estimulo se
mantenga; ¢) un nivel constante del proceso heddnico el cual continua tanto tiempo como la
intensidad del estimulo se mantenga; d) un pico de la reaccion secundaria, el cual rapidamente
sigue a la finalizacion del estimulo y cuya cualidad es hedénicamente opuesta al estado hedonico
primario; y e) finalmente, el decaimiento y subsecuentemente la desaparicién de la reaccion
secundaria (Solomon y Corbit, 1974; Zorrilla, Logrip y Koob, 2014).

Poniendo estas etapas en un ejemplo, llevandolo al plano de la dependencia a sustancias,
Solomon y Corbit (1974) hacen referencia al proceso que se daria en un usuario de opiaceos. Al
principio el usuario experimenta el “rush” (un sentimiento intensamente placentero. Valencia
positiva) justo después de la inyeccion del opiaceo (estimulo E), seguido por un periodo de
euforia menos intensa (proceso “a”). Asi, conforme el tiempo pasa, el estimulo E desaparece, el
opiaceo es eliminado del organismo y el usuario sufre los sintomas somaticos aversivos,
dolorosos y aterradores del sindrome de abstinencia (proceso “b”. Valencia negativa) junto con

un sentimiento de craving.
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Figura 1.Patron estandar de la dinamica afectiva

Se muestra el patrén estandar de la dinamica afectiva con las cinco caracteristicas distintivas. El
pico de la reaccion afectiva primaria, que corresponderia al proceso “a”, la fase de adaptacion, el
mantenimiento del nivel, un pico de reaccion afectiva secundaria, cualitativamente distinto al
primero, es decir, el proceso oponente, y finalmente el decline de este Gltimo pico. La barra
gruesa en la parte inferior de la figura indica la presencia del estimulo inicial (anteriormente
nombrado como estimulo E). El eje de las ordenadas representa dos escalas heddnicas, cada una
de estas partiendo de la neutralidad. Una es la de reaccion afectiva primaria y la otra de la
reaccion afectiva secundaria. (Figura modificada de Solomon y Corbit, 1974).

Después de repetidas dosis de opiaceos el estado de valencia positiva comienza a
debilitarse y al mismo tiempo el proceso “b” comienza a intensificarse y le toma mas tiempo
regresar a la linea base. Para este momento el proceso “a” inicial ahora es un estado de
“normalidad” mas que de euforia. El rush experimentado previamente ahora ya no existe y ain
mas el proceso “b” es fisiologicamente mas perturbante y duradero comparado con las
caracteristicas del mismo en las primeras administraciones. En cuanto al craving experimentado
por el proceso “b” se vuelve extremadamente intenso, aversivo y duradero. Pueden pasar meses

antes de que el proceso “b” regrese a la linea base, incluso puede que no regrese nunca a la linea

base. Es entonces cuando el repetido uso de alguna drogas da como resultado el fenomeno de
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dependencia o adiccion, en el cual las personas se encuentran deseando intensamente una
sustancia que previamente les causaba poco interés.

Cabe mencionar que en esta teoria de los procesos oponentes se asumen dos principios: 1. Que el
estimulo E induce una emocion de una valencia positiva (placer) o de valencia negativa (miedo)
en el sujeto, la cual termina no porque el sujeto esté exhausto, sino porque un sistema oponente,
un sistema generador de una emocion de valencia opuesta, reduce o elimina dicha emocion. Es
decir, la funcién del proceso oponente es promover una emocion de valencia contraria a la que
provoco el estimulo E. 2. Que por lo tanto, en consecuencia de muchas repeticiones de las
conductas que le causan la emocion al sujeto (de valencia positiva o negativa) se fortalecera el
proceso oponente (ver Figura 2) qué generara una emocion de valencia opuesta. Es decir, los
estados aversivos, manifestados en si mismos por la finalizacion repentina de estimulos
placenteros se vuelven mas intensos con experiencias repetidas.

Entonces, por ejemplo, el ejercicio prolongado de un sistema que promueve una emocion de
valencia positiva, promueve colateralmente la activacion y fortalecimiento del proceso oponente,
en este caso, aversivo, 1o que causa estrés fisioldgico. Es decir, muchos recursos fisioldgicos
pueden ser requeridos con el fin de mantener con fuerza al proceso oponente, para que sea capaz
de neutralizar al sistema activado por el estimulo E. Se argumenta entonces que existen ciertos
sistemas en el cerebro que se encargan de suprimir o reducir todo lo que se desvie de la
neutralidad heddnica, ya sea algo apetitoso o aversivo o placentero o no placentero (Solomon y
Corbit, 1974; Zorrilla y col., 2014).
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Figura 2. Proceso oponente después de estimulaciones repetidas

Se muestra la dinamica temporal generada por el sistema del proceso oponente después de
estimulaciones repetidas. El pico de A’ sera menos intenso debido a que la latencia del proceso
“b” es decrementada y su intensidad incrementada. El nivel de estabilidad de A’ durante el
mantenimiento del estimulo seré cercano a la linea base y tal vez aln méas bajo en algunos casos.
El pico de B’ sera mas intenso y de larga duracion comparado con el pico que se generaba en las
primeras estimulaciones. (Figura modificada de Solomon y Corbit, 1974).

En este marco teorico, la dependencia a sustancias se conceptualiza como un ciclo de
desregulaciéon de los mecanismos cerebrales de recompensa y antirecompensa o defensa que
incrementa progresivamente dando como resultado el uso compulsivo de drogas. Los procesos
contraadaptativos, tal como el proceso oponente, que forman parte de las limitaciones
homeostaticas normales de la funcion de la recompensa, no logran regresar al rango
homeostatico normal se cree que forman un estado alostatico.

La Homeostasis en un principio, corresponde a los mecanismos que mantienen la estabilidad
dentro de los sistemas fisiol6gicos y mantienen todos los parametros del medio interno de los
organismos dentro de los limites que permiten a un organismo sobrevivir (Sterling, 2012). Esto
originalmente implicaba que 1) las desviaciones de los puntos de ajuste normales son
automaticamente corregidas por medio de retroalimentacion negativa y 2) los 6rganos corporales

son considerados con funcién auténoma. Subsecuentemente, la homeostasis ha sido descrita
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como un proceso de autoregulacion para mantener los parametros corporales alrededor del punto
de ajuste critico (set point) para sobrevivir. Esto incluye una coordinacion multi-sistema de la
respuesta del organismo ante un cambio agudo, incluyendo el cerebro, la glandula pituitaria, el
sistema autonomo y el musculoesquelético (Koob y Le Moal, 2001). Sin embargo, mientras unos
parametros del medio interno se mantienen constantes (como la temperatura corporal), otros
parametros como las hormonas del estrés son variados dentro de un amplio rango en un intento
por mantener la homedstasis. En contraste, el principio de alostasis propone un mantenimiento
de la estabilidad fuera del rango homeostatico normal (Sterling, 2012). La alostasis puede ser
definida como un proceso adaptativo e integrativo el cual mantiene la estabilidad a traves del
cambio y que da como resultado un estado de desviacion crénica del estado de operacién normal
de los sistemas reguladores, con un nuevo punto de ajuste establecido. Lo que implica que
muchas, sino es que todas, las funciones fisioldgicas son movilizadas o reorganizadas para
contender con las demandas del medio, como se refleja en una cascada de interacciones
organismo-cerebro remplazando la regulacion local. Controlando simultdneamente todos los
mecanismos, el cerebro puede hacerse cargo e introducir la experiencia, recuerdos, anticipacion
y la revaluacién de necesidades para la anticipacion de requerimientos fisiologicos (Koob y Le
Moal, 2001, 2008c).

Cuando las demandas se vuelven crénicas, el sistema cuerpo-cerebro tonicamente se adapta
practicamente a todos los niveles de organizacion, habiendo cambios extensos en los puntos de
ajuste, por lo que entrar en una condicion relajada puede crear un estado desagradable de retirada
de su regulacién fisioldgica. Tales cambios en las hormonas, opioides, transmisores, etcétera,
proveen una base fisioldgica para que el individuo continle buscando una condicién de alta
demanda, y un nuevo nivel estabilizado de actividad lejano al equilibrio homeostatico. Cuando
la activacion crénica, el estrés repetido y los estados afectivos negativos imponen regulaciones
prolongadas fuera de la normalidad, no deja margen para responder a cambios adicionales, sin
oportunidad de relajacion y sin méas capacidad para responder (Koob y Le Moal, 2001, 2008c).
Se tiene la hipotesis de que este estrés y activacion cronica llevan a una desregulacion de los
mecanismos homeostaticos, consecuencias perjudiciales y enfermedad. La dependencia a las
drogas involucra un cambio en el punto de ajuste de la recompensa a las drogas y refleja una
adaptacion alostatica mas que homeostatica, ya que representa una ruptura o disfuncion con los

mecanismos reguladores cerebrales que se encargan de mediar el estado emocional del sujeto
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dependiente. Esto es debido a que la dependencia a sustancias empeora a través del tiempo, lo
que esta sujeto a significantes influencias medioambientales y deja un trazo residual
neuroadaptativo; es decir, un recuerdo que se puede rastrear como cambios sindpticos en
sistemas clave, que rapidamente permite la “readiccion” o recaida al uso de sustancias, aun
después de haber transcurrido meses o afios de la desintoxicacion y abstinencia (Koob y Le
Moal, 2001, 2008c).

La motivacion y el sistema de la recompensa
Buscar comida y compaiiia, y evitar el malestar fisico y psicologico son ejemplos de conductas

adaptativas motivadas. La conducta motivada clasicamente implica la activacion del organismo
por medio de estimulos externos o internos y un resultado conductual dirigido (Kalivas y
Volkow, 2005). Otras conductas motivadas como dormir, llevar a cabo conducta sexual, nos
proveen de una sensacion subjetiva de placer cuando las realizamos. El estimulo asociado a cada
una de estas conductas (por ejemplo, el alimento) funciona como reforzador. Un reforzador,
como anteriormente se definio, es aquel estimulo que aumenta la probabilidad de que el sujeto
repita una conducta. En el cerebro existe un sistema que se encarga de detectar estimulos que son
reforzantes: el sistema de motivacion-recompensa o sistema de placer(Ruiz-Contreras, Méndez-
Diaz, Romano-Lo6pez, Caynas, y Prospéro-Garcia, 2012).

Los reforzadores naturales que promueven la sobrevivencia del individuo (por ejemplo,
alimentarse) y de la especie (por ejemplo, llevar a cabo conducta sexual) activan al sistema del
placer, generando la sensacién de recompensa. Incluso, otros reforzadores, como un buen chiste
0 escuchar musica también lo activan (Mobbs y col., 2003; Menon y Levitin, 2005). Todas las
drogas estimulan al sistema mesolimbico, ya sea de manera directa o indirecta, activandolo
incluso méas que los reforzadores naturales (Ruiz-Contreras y col., 2012).

El circuito que media la estimulacion cerebral recompensante se encuentra ampliamente
distribuido. Los efectos recompensantes pueden ser producidos por estimulacion eléctrica en
diversos sitios a todos los niveles del cerebro, desde el bulbo olfatorio hasta el nucleo del tracto
solitario. Los sitios particularmente efectivos, yacen a lo largo de la trayectoria del haz
prosencefalico medial y a lo largo del haz de fibras orientadas longitudinalmente cursando cerca
de la linea media del tallo cerebral. La estimulacion de estas dos vias activa a las neuronas
dopaminérgicas del area ventral tegmental (AVT) del mesencéfalo; estas neuronas proyectan al

nicleo accumbens (NAcc) (el componente principal del estriado ventral), a la porcion
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ventromedial de la cabeza del nacleo caudado (en el estriado dorsal), al cerebro basal y regiones
de la corteza prefrontal. Las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo son activadas por un
estimulo incentivo y realizan una funcion crucial en la estimulacion cerebral recompensante. La
busqueda de esta recompensa es fortalecida por un incremento en la transmision sinaptica
dopaminérgica y debilitada por su decremento. Las neuronas dopaminérgicas reciben sefiales
excitadoras de las células colinérgicas de los nacleos pedunculopontino y tegmental laterodorsal
del cerebro posterior o rombencéfalo. La estimulacion del haz prosencefélico medial y de la
parte caudal del tallo cerebral, activa a estas neuronas colinérgicas. A su vez, el bloqueo de los
inputs colinérgicos a las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo reduce los efectos
recompensantes de la estimulacion eléctrica cerebral (Kandel y col., 2013).

Ratas hambrientas que tienen acceso diario a alimentacion por un periodo breve, ignoraran la
comida, el agua e incluso soportaran dolor, por ir a presionar una palanca que le dara
estimulacién cerebral (Chen, 1993; Hernandez y col., 2006). Tal bdsqueda de un reforzador
artificial sin hacer caso de una necesidad bioldgica es uno de los muchos paralelismos entre la
auto-estimulaciéon y el abuso de droga. Evidencias mas directas vienen del hecho de que los
animales exhiben un trabajo més intenso para auto-estimularse cuando se le da una droga como

cocaina , anfetamina, heroina y nicotina (Kandel y col., 2013).

El sistema de la recompensa en la adiccién
El entendimiento de los sustratos neurobioldgicos de los efectos reforzantes de las drogas de

abuso comenzd con el temprano trabajo de la identificacion del sistema de la recompensa en el
cerebro, con la identificacién de la busqueda y gratificacion de la recompensa o de la auto-
estimulacion intracraneal por Olds y Milner en 1954. La recompensa por estimulacion cerebral,
como ya se mencion0 arriba, involucra un circuito cerebral amplio, pero los sitios mas efectivos
definidos por los umbrales mas bajos involucran la trayectoria del haz prosencefalico medial (ya
antes mencionado), que conecta el AVT con el cerebro basal anterior. Todas las drogas de abuso
cuando son administradas de manera aguda, decrementan los umbrales de percepcion de la
recompensa resultante de diversos estimulos (Koob y Volkow, 2010).

Volviendo nuevamente al sistema de recompensa, el neurotransmisor crucial liberado por
la administracion de sustancias que producen dependencia, es la dopamina (DA) del AVT al
NAcc y a otras estructuras como la amigdala, tubérculo olfatorio, y corteza limbica (Ruiz-

Contreras y col., 2012). Se cree que las drogas usurpan estos sistema cerebrales que naturalmente
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estan destinados a dirigir al animal a estimulos con relevancia para la preservacion de la especie
(Koob y Volkow, 2010).

Los principales tipos de receptores de dopamina en el estriado dorsal y en el NAcc son
los receptores D1 y D2 acoplados a proteinas G activadora e inhibidora respectivamente. Los
receptores D1 predominan en la corteza prefrontal. Un transportador de dopamina localizado en
las neuronas presinapticas finaliza las acciones de la dopamina liberada presinapticamente,
Ilevandola de regreso a la terminal que la liber6 (Kandel y col., 2013).

Estudios farmacoldgicos y el analisis de las consecuencias de lesiones en animales,
confirman la importancia de las vias dopaminérgicas en la sensacion subjetiva de recompensa.
Estudios conductuales de las propiedades recompensantes de las drogas, usando algunos
paradigmas como el condicionamiento de preferencia de lugar (CPP) o la autoadministracion de
drogas, han encontrado que el bloqueo de los receptores D1 y D2 disminuye las propiedades
incentivas de las recompensas naturales y de las drogas (Kandel y col., 2013). Se ha visto
también que altos niveles del receptor D2 podria proteger contra la autoadministracion de droga;
ya que estudios pre-clinicos mostraron que la up-regulation (sobreexpresién) del este receptor en
el nacleo accumbens reduce dramaticamente el consumo de alcohol en animales previamente
entrenados para autoadministrarse esta sustancia. En este mismo sentido, sujetos quienes a pesar
de tener una fuerte historia familiar de alcoholismo, no son alcohdlicos y expresan niveles mas
altos del D2 en el estriado comparados con individuos que no tienen esa caracteristica de
alcoholismo en su historia familiar (Volkow y col., 2007).

Los cambios en los niveles extracelulares de dopamina dentro del NAcc y otras
estructuras cerebrales, pueden ser medidos in vivo usando una sonda de microdialisis. Con este
método se ha demostrado que la mayoria de las sustancias de abuso incrementan los niveles
extracelulares de dopamina en el NAcc. Sin embargo, hay algunas drogas que liberan dopamina
y no son adictivas, como el metilfenidato; mientras que hay otras mas que son adictivas y no
liberan dopamina, como las benzodiacepinas. Por lo tanto, concluimos que la mayoria de las
drogas psicotrdopicas que no producen liberacion significativa de dopamina en el NAcc no son
adictivas (Kandel y col., 2013; Marinelli, 2007).

Existe una excepcion importante de mencionar, que es frecuentemente llamada: hipotesis
de liberacion de dopamina. Algunas drogas como los opiaceos también tienen receptores en las

vias de la recompensa que son paralelos o downstream con la sinapsis dopaminérgica. De esta
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manera los opioides producen recompensa por mecanismos dependientes e independientes de
dopamina. Por ejemplo, se ha observado que los ratones genéticamente modificados que carecen
de dopamina no buscan la cocaina para ser recompensados, pero parecen obtener recompensa
residual significativa de la morfina (Kandel y col., 2013; Marinelli, 2007).

Aunque la habilidad para incrementar liberacion de dopamina es una propiedad
compartida de todas las drogas adictivas, estas lo hacen por mecanismos distintos. Los
psicoestimulantes como la cocaina y la anfetamina, actian sobre las terminales presinépticas de
las neuronas dopaminérgicas y lo hacen en dos diferentes maneras. La cocaina se une y bloquea
al transportador de dopamina en la membrana de las terminales presinapticas, causando la
acumulacién de altos niveles de dopamina después de su liberacién. La anfetamina por su parte,
entra a las terminales presinapticas de las neuronas dopaminérgicas a través del transportador de
dopamina. Una vez en el citoplasma, causan transporte invertido de dopamina fuera de las
vesiculas de almacenamiento a través del transportador vesicular y fuera de la neurona en la
sinapsis a través del transportador de membrana. Asi, la accidén de la cocaina depende de la
liberacion vesicular normal de dopamina por neuronas del AVT, mientras que la de anfetamina
no lo hace de esta manera. En cuanto a otras drogas adictivas, con la microdialisis se ha
demostrado que la nicotina, el alcohol, el tetrahidrocanabinol, y la feniciclidina causan que la
dopamina sea liberada en el NAcc. Adicional a esta liberacion de dopamina, cada familia de
drogas adictivas tiene propiedades Unicas basadas en los receptores con los que interactla
(Kandel y col., 2013; Koob y Volkow, 2010).

De manera reiterativa, el circuito extensamente implicado por su participacion en las
propiedades reforzantes de estimulos naturales y drogas adictivas, consiste en las proyecciones
de los cuerpos celulares del AVT a estructuras limbicas (esto es la via mesolimbica, tales como
la amigdala, el palido ventral, el hipocampo y el NAcc) y a areas corticales (esto es, la via
mesocortical, que incluye a la corteza prefrontal (CPF), la corteza orbitofrontal (COF) y el
cingulo anterior. Interesantemente, estos circuitos corticoestriatolimbicos operan en paralelo,
pero pueden tener distintos roles en la adiccion. Por ejemplo, mientras que el NAcc y el palido
ventral parecen estar involucrados en los efectos reforzadores de las drogas de abuso, la
amigdala y el hipocampo juegan un rol importante en la implicacion del aprendizaje
condicionado en el proceso de la adiccién. En el caso de la amigdala y el hipocampo ventral, este

aprendizaje involucra asociaciones discretas entre el estimulo y la recompensa, mientras que el
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hipocampo dorsal media las asociaciones estimulo-estimulo que pueden ser particularmente
importantes para el aprendizaje contextual. Por otro lado, la CPF, la COF y el cingulo anterior
regulan las respuestas emocionales, de control cognitivo y las funciones ejecutivas, con la
exposicion repetida de la droga, se producen adaptaciones celulares de la via glutamatérgica
CPF-NAcc, lo que contribuye a realizar conductas adictivas persistentes, incluyendo la
disminucion del control cognitivo y la hipersensibilidad hacia los estimulos asociados a las
drogas. En conjunto, estos resultados sugieren que la via mesolimbica esta involucrada en los
efectos reforzantes agudos de las drogas y en varias respuestas condicionadas relacionadas a la
busqueda de la droga y la recaida, mientras que los cambios en la via mesocortical median de
manera consiente, la experiencia de la droga, la busqueda de la droga y la pérdida de la
inhibicion conductual relacionada a la basqueda compulsiva de la droga y a las conductas de la
toma de la droga (Feltenstein y See, 2008).

Corteza Prefrontal
Muchos estudios de imagen se han concentrado en la funcion de la dopamina en el proceso de la

adiccion debido a la habilidad de las drogas de abuso por incrementar la concentracion cerebral
de dopamina en regiones cerebrales limbicas. Sin embargo, el incremento de dopamina en si no
es suficiente para explicar el proceso de la adiccion, ya que las drogas de abuso incrementan la
dopamina en sujetos naive (sin experiencia), asi como en sujetos adictos. De hecho, en el caso de
la adiccion a cocaina, la magnitud del incremento de dopamina inducido por la droga, y la
intensidad, reportada por los propios sujetos, de las propiedades reforzantes de la droga (el
“high”), parece ser mas pequefio en los sujetos adictos que en los naive. Esto implica que la
funcion de la dopamina en la drogadiccién probablemente este mediado por los cambios
estructurales y funcionales en los circuitos que son modulados por la dopamina, incluyendo la
corteza frontal. En apoyo a esta hipotesis, diversos resultados de estudios con resonancia
magnética volumétrica/estructural, han demostrado cambios morfolégicos en el I6bulo frontal en
varias formas de la drogadiccion. Por ejemplo, ha sido identificada la pérdida de volumen en
individuos dependientes de cocaina, alcohdlicos y dependientes de heroina. Otro estudio nota
una relacién negativa entre volimenes prefrontales normales y afios de uso de cocaina o heroina,
implicando un efecto acumulativo del abuso de sustancias sobre los volumenes frontales.
Evidencia adicional proveniente de estudios hechos en ratas, que muestran que la

autoadministracion de cocaina, y no de comida, da como resultado cambios morfoldgicos en
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dendritas y espinas dendriticas en la CPF y el NAcc. La activacion de la dopamina, vista durante
la administracion de anfetamina, también suprime la inhibicion de la amigdala por medio de la
corteza prefrontal, llevando posiblemente a la desinhibicion de las respuestas afectivas. Un
proceso similar puede ocurrir en la drogadiccion en humanos, en la cual los procesos top-down
de la CPF son reducidos, liberando conductas que normalmente se mantienen bajo estrecha
vigilancia y simulando reacciones similares al estrés en las cuales el control inhibidor es
suspendido y la conducta motivada por estimulos es acentuada (Goldstein, y Volkow, 2002).

Si la corteza frontal y sus funciones supervisoras son reducidas en la drogadiccion, la relevancia
de los procesos motivacionales, cognitivos y de automonitoreo para este trastorno no pueden ser
reguladas. Especificamente, se ha propuesto que los comportamientos y los estados asociados de
motivacion que estan en el centro de la drogadiccion son claramente los procesos de pérdida de
voluntad y auto-direccién de conductas, remplazado por patrones automaticos impulsados
sensorialmente y la atribucion de relevancia primordial hacia la droga de abuso a expensas de
otros estimulos recompensantes disponibles (Goldstein y col., 2002). Lo anterior debido a que en
condiciones normales a la corteza prefrontal se le ha asignado la funcion de mantener una
memoria de trabajo de la calidad, cantidad y probabilidad de presentacién de una recompensa,
asi como de retener las reglas requeridas para obtener de manera fiable la recompensa. La
corteza prefrontal envia proyecciones excitadoras al AVT que hacen sinapsis principalmente en
interneuronas GABAGérgicas (cola de AVT o nucleo rostro medial tegmental RMTg), pero
también a neuronas dopaminérgicas mesocorticales (ver figura 3) (Cooper, 2002).

Hipocampo
La formacion hipocampal traza la localizacion espacial y el contexto donde la recompensa

ocurre, sin embargo, carece de sensibilidad para las recompensas en particular. EIl subiculo
ventral de la formacion hipocampal recibe la mayor aferencia de la regién CAL del hipocampo y
se encuentra idealmente situado para transmitir la informacion contextual hipocampal a muchas
regiones dentro del circuito cerebral de recompensa (ver figura 3). En preparaciones in vivo e in
vitro, la mayoria de las neuronas del subiculo dispara en rafagas de potenciales de accion y
pueden alternar entre disparos en rafagas y disparos aislados. Se cree que los cambios en el modo
de disparo pueden estar relacionados con el procesamiento contextual nuevo y familiar, asi como
con la informacion de la navegacion espacial. El subiculo envia proyecciones hacia el NAcc,

CPF, amigdala e hipotdlamo. Aungue el subiculo no proyecta directamente hacia las neuronas
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dopaminérgicas del mesencéfalo, es capaz de activar indirectamente la actividad de impulso
neuronal e incrementar la dopamina en las regiones terminales a través de sus conexiones en el
NAcc (ver figura 3)(Cooper, 2002).

Amigdala
La amigdala es especialmente critica en el establecimiento de asociaciones aprendidas entre

eventos motivacionalmente relevantes y, por otro lado, estimulos neutros que se convirtieron en
predictores del evento. Las interacciones entre el nucleo central de la amigdala y el basolateral
involucran asociaciones auténomas y endocrinas por medio de las proyecciones del nucleo
central al tallo cerebral, al hipotalamo y a las neuronas dopaminérgicas del AVT. En contraste,
las proyecciones glutamatérgicas de la amigdala basolateral a la corteza prefrontal y al NAcc son
requeridas para las asociaciones aprendidas y asi influir en las respuestas conductuales mas

complejas (ver figura 3) (Kalivas y Volkow, 2005).
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Figura 3. Circuito cerebral de la motivacién y recompensa

Circuito cerebral de la motivacién y recompensa. La dopamina proveniente de las neuronas
dopaminérgicas del éarea ventral tegmental (AVT) proveen una influencia moduladora
(excitadora o inhibidora) sobre cada componente dentro del circuito. EI NAcc integra las
entradas excitadoras del subiculo (SUB), corteza prefrontal (PFC) y de la amigdala (AMY). El
AVT recibe entradas de la AMY y de la PFC y entradas inhibidoras del NAcc. (Figura
modificada de Cooper, 2002).
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La amigdala también es una estructura importante por su relacion con el sistema del estrés.
Como ya se mencion0 antes, un elemento clave en la drogadiccidn es la emergencia de un estado
emocional negativo (por ejemplo, disforia, ansiedad, irritabilidad) cuando la administracion
cronica de la droga es detenida. Por lo anterior, se dice que en el proceso de adiccion a una
droga, la motivacién cambia de obtener un reforzamiento positivo a un reforzamiento negativo
para aliviar los sintomas del sindrome de abstinencia. Este estado negativo es regulado por el
sistema del estrés, que se cree que esta localizado en la circuiteria del nucleo central de la
amigdala. El estrés puede ser definido como las respuestas a las demandas del cuerpo que
usualmente han sido definidas por distintos cambios fisiologicos que incluyen la activacion del
eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) (Kudielka y Kirschbaum, 2007). La activacion de este
eje es caracterizada por la liberacion de esteroides adrenales disparados por la liberacion de
hormona adrenocorticotropica (ACTH) de la pituitaria. La liberacion de ACTH es controlada a
su vez por la liberacion del factor liberador de corticotropina (CRF) hipotaldmico al sistema
portal pituitario. Una definicion de estrés mas compatible con sus diversas manifestaciones en el
organismo es cualquier alteracion en los procesos fisiolégicos homeostaticos. EI constructo del
estrés por lo tanto ha sido ligado al constructo de activacién y como tal puede representar la
sobreactivacion de los sistemas emocional y de activacion del cuerpo (Kudielka y Kirschbaum,
2007; Koob, 2009).

Volviendo de nuevo al eje HPA este estd compuesto entonces principalmente de 3 grandes
estructuras: el ndcleo paraventricular del hipotalamo, el I6bulo anterior de la glandula pituitaria y
las glandulas adrenales. Las neuronas secretoras en la subdivision parvocelular medial del nucleo
paraventricular sintetizan y liberan CRF en los vasos sanguineos que entran a la glandula
pituitaria anterior. La union del CRF al receptor CRF1 en la pituitaria induce la liberacion de
ACTH al sistema circulatorio. La ACTH a su vez estimula la sintesis y secrecion de
glucocorticoides gque actuan sobre los receptores glucocorticoides en dos areas principales: el
nucleo paraventricular y el hipocampo. Las neuronas hipofisiotropicas del nucleo paraventricular
del hipotalamo son inervadas por numerosas proyecciones aferentes, del tallo cerebral, de otro
nucleo hipotaldmico y de las estructuras limbicas del prosencéfalo. EI CRF es un polipéptido de
41 aminoacidos que controla las respuestas hormonales, simpéticas y conductuales cuando se
presenta un estresor. El sistema del CRF interacciona con el sistema de la norepinefrina

retroalimentandose el uno al otro a mdaltiples niveles como en el prosencéfalo basal y en el
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puente. EI CRF activa a la norepinefrina y la norepinefrina a su vez activa al CRF. Distinta
evidencia farmacologica, fisiolégica y anatomica apoya la importante funcion de la interaccion
del CRF con la norepinefrina en la region del locus coeruleus en respuesta a los estresores. Sin
embargo, la norepinefrina también estimula la liberacion del CFR en el nlcleo paraventricular
del hipotalamo, nucleo cama de la estria terminalis y en el nicleo central de la amigdala. Se cree
que estos sistemas de retroalimentacion tienen una funcién importante para la movilizacién de un
organismo debida a un reto ambiental (Goeders, 2007; Koob, 2009).

Datos neuroanatomicos recientes y nuevas observaciones funcionales dan apoyo a la hipétesis de
que sustratos neuroanatdmicos para muchos de los efectos motivacionales de la drogadiccion
pueden involucrar un circuito neuronal en comdn que forma una entidad separada dentro del
prosencéfalo basal, llamado “amigdala extendida”. La amigdala extendida representa una
macroestructura compuesta de diversas estructuras prosencefalicas basales: el nicleo cama de la
estria terminalis, la amigdala central medial y una zona de transicion en la parte posterior del
nucleo accumbens medial. Estas estructuras son similares en morfologia, inmunohistoquimica y
conectividad, ademé&s reciben conexiones de la corteza limbica, hipocampo, amigdala
basolateral, mesencéfalo e hipotdlamo lateral. Las conexiones eferentes de este complejo
incluyen al area posterior medial del palido ventral (sublenticular), AVT, diversas proyecciones
del tallo cerebral y al hipotdlamo lateral. Los elementos importantes de la amigdala extendida
incluyen no solo a los neurotransmisores asociados con los efectos reforzantes positivos de las
drogas de abuso, también a los componentes principales de los sistemas de estrés asociados con
el reforzamiento negativo de la dependencia (Waraczynski, 2006; Koob, 2003).

Una respuesta en comun a la abstinencia aguda y prolongada de la mayoria de las drogas de
abuso es la manifestacion de respuestas como la aversién y la ansiedad. Los modelos animales
han revelado respuestas como la ansiedad para la mayoria de las drogas de abuso durante la
abstinencia aguda. Tales respuestas han sido revertidas por la administracion de antagonistas al
CRF. Por ejemplo, la variable dependiente frecuentemente vista en estos modelos es una
respuesta pasiva hacia un estimulo nuevo y/o aversivo como en el campo abierto o el laberinto
elevado. O una respuesta activa hacia un estimulo aversivo, como enterrar algin objeto. La
abstinencia de la administracion repetida de cocaina produce una respuesta de ansiedad en el
laberinto elevado (por ejemplo la no exploracién) y en la prueba del enterramiento de un objeto

como metodo de defensa. Estas dos respuestas son revertidas con la administracion de
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antagonistas del CRF. La abstinencia precipitada en la dependencia a opioides también produce
aversion de lugar. En este método, en contraste con el condicionamiento de preferencia de lugar,
las ratas son expuestas a un ambiente particular mientras experimentan abstinencia precipitada
de los opioides. Como resultado, la rata pasa menos tiempo en el ambiente asociado a la
abstinencia cuando se le da a elegir entre ese ambiente y uno no pareado o novedoso. Esta
respuesta de aversion al lugar condicionado con la abstinencia se ve bloqueada por la
administracion sistémica de antagonistas al receptor CRF1, con la administracion intracerebral
de antagonistas al CRF1 y 2 y también con la administracién de antagonistas funcionales
noradrenérgicos (Stinus y col., 2005). Estos efectos producidos por antagonistas al CRF han sido
localizados en el ndcleo central de la amigdala. Estudios celulares usando técnicas de
electrofisiologia han mostrado que la actividad del &cido gamma aminobutirico (GABA) dentro
de las neuronas de la amigdala extendida puede reflejar el estado emocional negativo de la
motivacion por la bdsgqueda de la droga en la abstinencia. EI CRF por si mismo facilita los
potenciales postsinapticos inhibidores del GABAA en registros unitarios celulares en preparacion
de rebanadas celulares del nucleo central de la amigdala y ndcleo cama de la estria terminalis.
Este efecto es blogueado por antagonistas del receptor CRF1. Para la norepinefrina, la evidencia
sugiere un mecanismo similar en el nucleo cama de la estria terminalis en el cual registros

celulares unitarios en preparacion de rebanadas demostraron que la norepinefrina facilita la
neurotransmision GABAGérgica. Este efecto noradrenérgico parece estar dado por el receptor a1

(Dumont y col., 2004). Si los datos del nucleo central de la amigdala y el nacleo cama de la
estria terminalis son combinados, se puede decir que tanto el CRF como la norepinefrina
incrementan la actividad GABAérgica, acciones a nivel celular que son paralelas a los efectos

conductuales descritos arriba con estudios farmacoldgicos (Koob, 2009).

Dependencia a la mariguana
La mariguana o cannabis, es una mezcla gris-verdosa de las hojas trituradas secas, tallos y flores

de la planta Cannabis sativa. Se ha visto que el THC, componente principal de la mariguana,
induce un incremento en los niveles de dopamina extracelulares en el Nucleo Accumbens, que
como ya se habia mencionado, es una caracteristica que comparten la mayoria de las drogas de
abuso (ver fig. 4). Por esto resulta importante estudiar los mecanismos fisioldgicos por los cuales
actlia la marihuana, ademaés de conocer los resultados estadisticos sobre el consumo de esta

misma.
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Figura 4. Efecto de la administracion intravenosa de THC sobre la liberacion de dopamina

Se muestra el efecto de la administracion intravenosa de Delta 9-THC sobre el dializado de
dopamina en el nacleo accumbens shell (panel superior) y core (panel inferior). Las dosis de
THC fueron de 0.15 y 0.30 mg/kg iv. Las ratas pretratadas con salina (circulos), SR141716-A
(tridngulos) (0.1 mg/kg i.p.) o naloxona (diamantes) (0.1 mg/kg i.p.). Los resultados son las
medias de la cantidad de dopamina en las muestras dializadas por 10 minutos, expresadas como
porcentaje de los valores basales. Para los simbolos so6lidos, P<0.05 comparados con los valores
basales. Para los asteriscos, P<0.05 comparados en el valor correspondiente obtenido el Shell de
los controles pretratados con salina (Figura modificada de Tanda, 1997).

Consumo de Canabis a nivel mundial y Nacional
La prevalencia anual estimada de consumo de cannabis se situd en 2010 entre el 2,6% y el 5% de

la poblacién adulta (entre 119 millones y 224 millones de usuarios de 15 a 64 afios de edad). El
cannabis sigue siendo la sustancia ilicita de mayor consumo mundial. Pueden existir variaciones
entre las dos principales formas de consumo de cannabis, a saber, la resina y la hierba, e incluso
hay indicios de que en algunas regiones estd aumentando la popularidad de la mariguana
sintetica entre los jovenes, pero en general la prevalencia anual de consumo de cannabis se
mantuvo estable en 2010 (UNODC, 2012).

La prevalencia nacional, para la poblacion total de 12 a 65 afios, respecto al consumo de
cualquier droga en el dltimo afio paso de 1.6% a 1.8%, incremento que no es estadisticamente

significativo. Asimismo, el consumo de drogas ilegales es de 1.5%, muy similar al encontrado en
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2008. Con relacion a las drogas especificas, la mariguana se mantiene como la de mayor
consumo con una prevalencia del 1.2%, y con relacion al 2008, no hubo un incremento
estadisticamente significativo en la poblacién general, pero si en los hombres en quienes el
consumo paso de 1.7% a 2.2%. La siguiente droga de mayor prevalencia es la cocaina con un
0.5%, similar al 2008. EI consumo en el Gltimo afiode las deméas drogas sigue siendo minimo,
abajo del 0.2% (ver figura 5) (CONADIC, 2011).

Tendencias del Consumo de Drogas en el Ultimo Afio, Poblacién Total de 12 a 65 afios.

Total Hombres Mujeres

[T et ¥ Vi—
2008 2011 2002 2011 2002 2008 2011
~*Cualquier Droga “#-Drogas llegales Marihuana “+~Cocaina

Fuosnte: Encustas Necionales de Adicciones 2002, 2008 y 2011,

Figura 5. Tendencias del consumo de drogas en poblacion de 12 a 65 afios

La mariguana es la droga ilicita mas consumida en México. Existe un incremento de su

consumo, en 2008 de 1% a 1.2% de la poblacion total entre 12 y 65 afios en 2011. Los hombres
presentan un consumo mas alto en general para todas las drogas comparados con las mujeres. Asi
mismo muestran un incremento significativo de consumo de mariguana del 2008 (1.7% a 2.2%)
al 2011. (Figura tomada de la Encuesta Nacional de Adicciones, 2011).

A continuacion se hablara sobre la planta de mariguana y se describird el sistema

endocanabinoide para después poder adentrarnos en el tema de la dependencia a cannabis.

La planta
La cannabis (mariguana) probablemente se origind en Asia Central, pudo haber sido cultivada

hace ya 10,000 afios. Podemos afirmar con seguridad que se cultivaba en China en el 4000 a de
C. y en Turkestan en el 3000 a. de C. Ha sido utilizada durante mucho tiempo como medicina en

India, China, Medio Oriente, Sudeste de Asia, Sudafrica, y Sudamérica. La primera prueba del
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uso medicinal del cannabis es un herbario publicado durante el reinado del emperador chino
Chen Nung hace 5,000 afios. El cannabis era recomendado para la malaria, el estrefiimiento, los
dolores reumaticos, “las distracciones” y los dolores asociados a la menstruacion. Otro herbario
chino recomienda una mezcla de cafiamo, resina y vino como analgésicos para la cirugia. En la
India el cannabis ha sido recomendado para estimular la mente, bajar a fiebre, inducir el suefio,
curar la disenteria, estimular el apetito, facilitar la digestion, quitar los dolores de cabeza y curar
las enfermedades venéreas. En Africa fue usado para la disenteria, la malaria y otras fiebres. Pero
el cannabis no hizo valer sus méritos en Occidente como medicina hasta mediados del siglo XIX.
Durante su apogeo, de 1840 a 1900, encontramos en la bibliografia médica de Occidente mas de
un centenar de documentos que lo recomiendan para diversas enfermedades Yy
“desarreglos”(Grinspoon y Bakalar, 1997). A través de las actividades del hombre ha sido
distribuida ampliamente alrededor del mundo. La mariguana ha sido cultivada como una planta
con varios propo6sitos econdmicos por miles de afios y a través del proceso de seleccion de varias
caracteristicas deseables, existen muchas variedades distintas de esta planta, algunas plantas
cultivadas por su contenido en fibra, otras por su contenido de quimicos psicoactivos. Sin
embargo, todas estas variedades son clasificadas generalmente como una sola especie Illamada en
un principio en 1735 por el famoso botanico sueco, Linaeus, como Cannabis sativa. La planta
Cannabis es exuberante y de rapido crecimiento anual, la cual puede alcanzar la madurez en 60
dias cuando es cultivada en el interior bajo condiciones 6ptimas de calor y luz, y en cultivo al
aire libre después de 3 a 5 meses (lversen, 2000).

Botanicamente, esta clasificada como integrante de la familia Cannabaceae y el género
Cannabis. La mayor parte de los botanicos estd de acuerdo en diferenciar tres especies: La
Cannabis sativa, la mas difundida de las tres, es alta, larguirucha y con ramificaciones bastante
separadas, llegando a adquirir una altura de hasta unos veinte pies; la Cannabis indica es méas
baja, mide aproximadamente unos tres o cuatro pies de altura, tiene forma piramidal y esta
densamente ramificada; la Cannabis ruderalis tiene aproximadamente dos pies de altura con
pocas ramificaciones o sin ellas. Estas especies presentan también ciertas diferencias en las
hojas, el tallo y la resina. Segun una clasificacion alternativa, el género tendria solo una especie
muy variable, Cannabis sativa, con dos subespecies, sativa e indica. La primera, mas
septentrional, produce mas fibra y aceite; la segunda, mas meridional, produce mayor cantidad

de resina toxica (Grinspoon y Bakalar, 1997).
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El cannabis se ha convertido en una de las plantas mas difundidas y diversificadas. Crece,
ya sea de forma silvestre o como planta cultivada, por todo el mundo en una gran variedad de
climas y suelos. La fibra ha sido utilizada para fabricacion de tela y papel durante siglos y ha
sido la més importante fuente de materia prima para la fabricacién de cuerdas hasta el desarrollo
de las fibras sintéticas. Las semillas (o, estrictamente hablando, los aqueninos, frutos pequefios y
duros) han sido utilizados como comida de pajaros y a veces como comida humana. El aceite
contenido en las semillas fue utilizado antiguamente para iluminacién y fabricacion de jabon y es
ahora utilizado en ocasiones en la manufactura de barnices, lindleo y pinturas (Grinspoon y
Bakalar, 1997).

Los componentes quimicos responsables de los efectos toxicos y medicinales se
encuentran principalmente en una resina dorada y pegajosa exudada por las flores de las plantas
femeninas. La funcion de la resina es servir de proteccién contra el calor y preservar de la
humedad durante la reproduccion. Las plantas con mayor cantidad de resina son, en
consecuencia, las que crecen en regiones calidas como México, Oriente Medio y la India.
Cuando el proceso reproductivo ha terminado y los frutos estdn completamente maduros, no se
secreta mas resina (Grinspoon y Bakalar, 1997).

Los preparados de cannabis utilizados en la India se emplean con frecuencia como patrén
popular de potencia. Estos preparados son de tres clases: conocidos como bhang, ganja y charas.
El preparado menos potente y mas barato, bhang, se obtiene por trituracion de hojas, semillas y
tallos secos. La ganja se obtiene de las extremidades florales de las plantas femeninas cultivadas
y es dos o tres veces mas fuerte que el bhang. Charas es una resina pura, conocida también como
hachis en Oriente Medio. Cualquiera de estos preparados puede ser fumado, comido o mezclado
en las bebidas. La mariguana utilizada en Estados Unidos es equivalente al bhang o, cada vez
mas en los dltimos afios, a la ganja (Grinspoon y Bakalar, 1997).

La planta de mariguana contiene mas de 460 componentes conocidos, de los cuales mas
de 60 tienen la estructura de carbono-21 tipica de los canabinoides. Algunos de ellos son el
Delta-9 THC (también conocido simplemente como THC), canabinol, canabidiol, canabigerol,
canabitriol, canabicromeno, canabiciclol y canabielsoin. El canabinol (CBN) fue el primer
canabinoide aislado de la planta en los 40s. EI CBN es el producto primario de la degradacion
del THC, y se encuentra presente fresco en la planta, este es medianamente psicoactivo, y es

percibido como sedativo y estupefaciente. El canabidiol (CBD) fue el segundo fitocanabinoide
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aislado, este no es psicoactivo, y al parecer modera los efectos euforicos del THC, sin embargo
puede decrementar su tasa de eliminacion del cuerpo, tal vez porque interfiere con el
metabolismo del TCH en el higado. Se ha observado que el CBD tiene una afinidad més alta para
el receptor CB2 que para el CB1. EI THC fue extraido por primera vez del cannabis sativa en
1942. En 1964 Gaoni y Mechoulam elucidaron la estructura del THC y mas de dos décadas
después, el grupo de Howlett identifico los sitios especificos de union en el cerebro. EI THC es
el principal canabinoide, agonista parcial de los receptores CB1, es altamente psicoactivo y a la
vez se encuentra presente en gran cantidad en la planta, habitualmente entre 1 y 5 % de peso, es
(-)(3,4-trans-delta-1-tetrahidrocannabinol), también conocido como delta-1-THC, delta-9-THC, o
simplemente THC. Algunos otros tetrahidrocanabinoides son aproximadamente tan potentes
como el delta-9-THC, pero solo estan presentes en unas pocas variedades de cannabis y en
cantidades mucho menores (Grinspoon y Bakalar, 1997; Méndez-Diaz, Herrera-Solis, Soria-
Gomez, Rueda-Orozco, y Prospéro-Garcia, 2008).

En cuanto a su metabolismo, el THC es absorbido rapidamente y convertido en los
pulmones y en el higado en un metabolito activo, el 11-hidroxi-delta 9-THC. Este metabolito es
més potente que el delta 9-THC y atraviesa mas facilmente la barrera hematoencefalica. Sin
embargo, al que se le atribuyen las propiedades psicoactivas en al THC. Finalmente, el 11-
hidroxi-delta 9-THC es transformado en el higado a diversos metabolitos inactivos, incluyendo
el 11-no-carboxi-delta 9-THC, el cual es el metabolito mas abundante en el plasma y la orina y
puede ser detectado 2-3 dias después de fumar un cigarro de mariguana (Ameri, 1999).

El sistema endocanabinoide

Los receptores a canabinoides

El sistema endocanabinoide consiste de los receptores canabinoides, sus ligandos enddgenos (los
endocanabinoides) y las proteinas enzimas que catalizan la formacion y la degradacion de los
endocanabinoides.

Hasta ahora se ha descrito que los tejidos de mamiferos expresan al menos dos tipos de
receptores canabinoides 1 (CB1) y 2 (CB2). El primero, clonado en 1990 y el segundo en 1993,
ambos miembros de la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G. El receptor CB1 es el
principal mediador de los efectos psicoactivos del cannabis y sus derivados. EI CB1 media la

inhibicion de la liberacion de neurotransmisores, como el glutamato, GABA, norepinefrina,
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dopamina y serotonina, en el sistema nervioso central por medio de la induccion de
hiperpolarizacion de las terminales presinapticas. Su activacion inhibe los canales de calcio
(Cat++) y activa los canales de potasio (K+) (Pertwee, 2005) (ver figura 6). Los receptores CB1
son encontrados principalmente en terminales de neuronas centrales y periféricas donde, como
ya antes se menciono, median la inhibicion de la liberacién del neurotransmisor. EI RNA
mensajero puede ser encontrado, aunque en bajas concentraciones, en tejidos periféricos,
incluyendo glandulas suprarrenales, médula espinal, corazén, pulmén, préstata, testiculos,
amigdalas y bazo. Este mensajero también estd presente a bajos niveles en algunos tipos de
lineas celulares inmunes, como lo es la THP-1, células B Raji, células NK y células T. Los
receptores CB2 se encuentran predominantemente localizados en células del sistema
inmunoldgico, particularmente en células B maduras y en menor grado en macréfagos. Se
encuentran también en células mononucleares sanguineas periféricas, células NK, entre otras.
Las funciones de estos receptores CB2 incluyen la modulacion de liberacion de citocinas y la

migracion de células inmunologicas (Howlett, 2005, 2002; Pertwee, 2005).

Expresion del receptor CB1 en regiones especificas del Sistema Nervioso Central

El patrén de distribucion central del receptor CB1 es heterogéneo e incluye los nlcleos basales y
el sistema limbico, el NAcc y el hipocampo, asi como la corteza cerebral y también en la capa
molecular del cerebelo (Matsuda, Bonner, y Lolait, 1993) (ver figura 7). Existe una distribucion
marcadamente heterogénea en la amigdala. En el complejo basolateral se encuentran altos
niveles de este receptor, asi como en el ndcleo del tracto olfatorio lateral, la corteza
periamigdaloide y las areas amigadalohipocampales. Se sugiere entonces que los receptores CB1
amigdaloides tienen participacién en la generacidén de los estados de panico ocasionalmente
vistos después del consumo de cannabis en grandes cantidades (Mackie, 2005).

Debido a las propiedades analgésicas de los agonistas del receptor CB1, sabemos que
estos receptores se encuentran también en vias del dolor en el cerebro y médula espinal y en las
terminales periféricas de neuronas sensoriales primarias. Aunque la concentracion del receptor
CB1es considerablemente menor en los tejidos periféricos que en el sistema nervioso central,
esto no significa que los receptores CB1 periféricos no sean importantes (Pertwee, 2005, 2010).
Tejidos perifericos en los cuales el receptor CB1 es expresado en neuronas incluyen el corazon,

conductos deferentes, vejiga urinaria e intestino delgado. Como ya se menciond, ambos
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receptores CB1 y CB2 estan acoplados a proteinas G, que inhiben a la adenilatociclasa y activan

a la proteina cinasa activada por mitogeno (MAPK) (Pertwee, 2010).
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Figura 6. Mecanismos de transduccidn de sefiales estimulados por el receptor CB1 de una
terminal presinaptica

Mecanismos de transduccion de sefiales estimulados por el receptor CB1 de una terminal
presinaptica. La proteina G promueve la estimulacion de la proteina cinasa activada por
mitégeno (MAPK) y la inhibicion del adenilato ciclasa, por lo tanto se atenda la produccion de
adenosinmonofosfato ciclico (AMPc). También existe una inhibicion de los canales de calcio
dependientes de voltaje tipo N y Q/P, una estimulacion de los canales de potasio de rectificacion
interna. La activacion de las corrientes de potasio tipo A también dependiente de la proteina G,
pero es modulada por medio de la inhibicion de adenilatociclasa inducida por canabinoides.
Debido al decremento en la acumulacion de AMPc, la proteina cinasa (PKA) dependiente de
AMPc es inhibida por medio de la activacion del receptor CB1. En ausencia de canabinoides, la
PKA dependiente de AMPc fosforila a la proteina del canal de potasio tipo A, ejerciendo asi un
cambio negativo en su voltaje-dependencia. Sin embargo, en presencia de canabinoides, la
fosforilacion del canal por la PKA dependiente de AMPc se encuentra reducida. Esto lleva a un
posible cambio positivo en el voltaje-dependencia y a una facilitacion en la corriente saliente de
potasio. El acoplamiento receptor-efector el cual se encuentra facilitado por canabinoides esta
marcado por lineas amarillas, y los que son inhibidos estan marcados por lineas azules (Ameri,
1999). Este esquema fue modificado de Koob y Le Moal (2006), basado en el original de Ameri
(1999).
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R
i S iy

A,

Figura 7. Inmunohistoquimica del receptor CB1

Inmunohistoquimica del receptor CB1 realizada en un corte de cerebro de rata cepa WISTAR.
Corteza (Cx), Hipocampo (Hp), Cerebelo (Cer), Sustancia Nigra (SN), Globo Pélido (GP),
Nucleo Entopeduncular (EP) y Tracto olfatorio (TOIf). Esta inmunohistoquimica fue realizada en
el Laboratorio de Canabinoides del Departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina de la
UNAM.

A continuacion se describiran brevemente la distribucion del receptor CB1 en las éareas

cerebrales mas importantes para este trabajo:
Neocorteza

Como ya se mencioné anteriormente, los receptores CB1 se encuentran densamente expresados
en todas las regiones de la corteza. La variacion en la expresion del CBla través de las regiones
corticales ha sido examinada méas extensamente en cerebros humanos usando autoradiografia del
receptor. Por medio de esta, se ha encontrado variacion entre las distintas regiones, encontrando
los niveles mas altos en el giro cingulado, corteza frontal, corteza somatosensorial secundaria y
motora. Los niveles mas bajos se han localizado en la corteza somatosensorial primaria. La
naturaleza laminar de la expresion del CB1 en la neocorteza cerebral es llamativa, los niveles de
expresion varian entre regiones. Sin embargo, como un ejemplo, en la corteza somatosensorial en
ratas, los niveles de CB1 son relativamente mas altos en las capas I, I1I, IV y V1. En contraste, la

expresion del CB1 es relativamente menor en las capas Il y V. En la capa | el receptor se
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encuentra casi ausente (Mackie, 2005). En la neocorteza, casi todas las neuronas que expresan
CB1 en niveles altos o moderados son probablemente inhibitorias debido a la estrecha
correlacion entre GADG65 y la expresion del RNAm del CB1. Sin embargo, parece ser que el
CB1 se encuentra mediando las transmisiones glutamatérgicas en la corteza (Mackie, 2005).
Hipocampo

El hipocampo expresa niveles altos de receptores a canabinoides. Debido a los efectos cognitivos
de los canabinoides, esta region cerebral ha recibido mucha atencién como un sitio de accién de
canabinoides enddgenos y exdgenos. Los primeros estudios autoradiogréaficos encontraron
niveles muy altos de receptores CB1 en todas las subareas del hipocampo también como en el
giro dentando. Estudios de hibridacion in situ revelaron que mucho de esta expresion del CB1
surge de un conjunto restringido de interneuronas. Estudios de inmunocitoquimica identificaron
un plexo denso de axones terminales que contienen CB1 rodeando la capa de células
piramidales. También se ha observado que altos niveles de expresion del CB1 se encuentran
restringidos a la expresion de interneuronas expresando CCK. Dado que la expresion de
interneuronas de CCK puede estar involucrada en los aspectos méas subjetivos (emocionales y
motivacionales) del procesamiento de informacion, es probable que los endocanabinoides estén
involucrados en el funcionamiento normal de estos circuitos, y los canabinoides exdgenos
pueden alterarlos de alguna manera. Este patron de expresion interneuronal selectiva y axonal del
CB1 se encuentra preservado en todas las etapas del desarrollo posnatal en la rata (Mackie,
2005).

La expresion de los receptores CB1 en las principales células del hipocampo es un tema de
mucha controversia. Por un lado, estudios de inmunocitoquimica con microscopio electrénico
con anticuerpos especificos al CB1, consistentemente han fallado en encontrar expresion del
receptor CB1 en células piramidales. Por otro lado, estudios de hibridacion in situ
consistentemente mostraron bajos niveles de RNAm de CB1 en el estrato piramidal.
Observaciones que complican la interpretacion de esos estudios, son las que demuestran que
distintos farmacos que actlan sobre los receptores CB1 (por ejemplo, el WIN55,212-2 y el
SR141716) también inhiben la liberacion de glutamato de las neuronas piramidales de forma

independiente del receptor CB1, esto fue mostrado en ratones knockout de CB1(Mackie, 2005).
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Amigdala
La distribucion del receptor CB1 en la amigdala es marcadamente heterogéneo. Niveles altos
pueden ser encontrados en el complejo basolateral (comprendido por el ndcleo lateral, basal y
basal accesorio), el nacleo del tracto olfatorio lateral, la corteza periamigdaloide, y las areas
amigdalohipocampales. En contraste, los receptores CB1se encuentran expresados escasamente
en los nucleos medial, central e intercalado. Como en otras regiones del prosencéfalo, los
receptores CB1 se expresan principalmente en las los axones de terminales GABAérgicas que
contienen CCK. La activacion de estos receptores CB1 por canabinoides decrementan la
liberacion de GABA desde estas terminales, lo cual puede desinhibir las células piramidales
glutamatérgicas basolaterales. Como en otras regiones del prosencéfalo, existe también una
concordancia relativamente alta entre la expresion en la amigdala del CB1 y del receptor de
serotonina 5-HT3. Otras evidencias sugieren que los endocanabinoides tienen una funcién en la
modulacion del condicionamiento de miedo al nivel de la amigdala, y los receptores
amigdaloides CB1 pueden facilitar los estados de panico vistos ocasionalmente después del
consumo de cantidades grandes de cannabis (Mackie, 2005).
Nucleo Accumbens

Los receptores CB1 se encuentran también expresados de baja a moderadamente en el ndcleo
accumbens. EI CB1 se encuentra expresado en las terminales glutamatérgicas de la via corteza
prefrontal-accumbens. También se encuentra presente en las neuronas espinosas medianas. Estos
parecen estar ausentes en las terminales dopaminérgicas que proyectan del area tegmental ventral
al accumbens. Consecuentemente, la liberacion de dopamina por estimulacion canabinoide, en el
nucleo accumbens, parece ser un efecto indirecto, tal vez mediado por la inhibicion de la
liberacion de GABA (Mackie, 2005).

Los endocanabinoides

El descubrimiento del receptor canabinoides y la disponibilidad de canabiméticos potentes
altamente selectivos llevaron a la rapida identificacion de una familia de lipidos transmisores que
sirven como ligandos naturales para los receptores canabinoides. Los endocanabinoides son
derivados del &cido araquidonico conjugado con etanolamina o glicerol. Entre los mas estudiados
estan el N-araquidoniletanolamina (anandamida), 2-araquidonilglicerol (2-AG) y oleamida, los

cuales son sintetizados a demanda en respuesta a las elevaciones de calcio intracelular (Serrano y
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Parsons, 2011). La figura 8 muestra la estructura quimica de tres endocanabinoides, anandamida,
2-AG y oleamida. El primer endocanabinoide identificado fue la anandamida (ANA) en 1992
(aislado del cerebro de cerdo) (Devane, Hanus, Breuer, Pertwee, Stevenson, Griffin, Gibson,
Mandelbaum, Etinger y Mechoulam, 1992) y el 2-AG (aislado de los intestinos de perro) en
1995 (Mechoulam y col., 1995). Ambos sintetizados a demanda en respuesta a elevaciones
intracelulares de calcio. La anandamida es farmacolégicamente similar al THC en su funcion
como agonista parcial a ambos receptores CB1 y CB2 (aunque este es menos eficaz al CB2
comparado con el CB1), en adicidn al receptor de potencial transitorio (TRPV1), a los receptores
activadores del proliferador de peroxisomas (PPARa y PAARY) y es encontrado en casi todos los
tejidos en un amplio rango de animales. Parece ser entonces tan potente como el THC, aunque
con una vida media més corta. EI 2-AG se une a ambos receptores CB1 y CB2, este
endocanabinoide es muy abundante y tiene una completa actividad agonista hacia el CB1; por lo
tanto es mas potente y eficaz que anandamida (Méndez-Dias y col., 2008; Serrano y Parsons,
2011). La anandamida y 2-AG también funcionan como agonistas a los receptores huérfanos
acoplados a proteina G que pueden ser miembros de la familia de receptores canabinoides tales
como el GPR55 y el GPR119 (Serrano y Parsons, 2011). En 1994 la oleamida (OLE) fue aislada
del liquido cerebroespinal de gatos privados de suefio (Cravatt, Prospéro-Garcia, Siuzdak, Gilula,
Henriksen, Boger y Lerner, 1995) y sus propiedades inductoras de suefio fueron caracterizadas.
Se ha demostrado que OLE es inactivado por la hidrolasa de &cidos grasos amidados (FAAH) y
se une al receptor CB1 a dosis relativamente altas. En el 2001 un cuarto endocanabinoide fue
aislado, 2-araquinodil gliceril éter (noladin éter). Este se une al receptor CB1 y causa sedacion,
hipotermia, inmovilidad intestinal y una leve antinocicepcion en el raton (ver Méndez-Diaz y
col., 2008).

En el cerebro la concentracion de anandamida es 200 veces menor que la del 2-AG. El
monoglicérido 2-AG es un intermediario metabdlico en el metabolismo de lipidos, mientras que
la anandamida es el producto de la escision de un fosfolipido de membrana. Sin embargo,
después de la despolarizacion o de la estimulacion del receptor (por ejemplo, del receptor D2
mediado por dopamina), la concentracion de la anandamida puede elevarse hasta 5 a 12 veces

por corto tiempo (Rodriguez de Fonseca y col., 2005).
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Figura 8. Principales agonistas y antagonista de receptores canabinoides

Agonistas y antagonista de receptores canabinoides. A la izquierda se encuentra la estructura de
dos derivados de acido araquiddnico que han sido identificados como ligandos enddgenos para
ambos tipos de receptores canabinoides (CB1 y CB2). Abajo se encuentra la Oleamida. A la
derecha, la estructura del Delta’-tetrahidrocanabinol (THC), y la del aminoalquilindol WIN-
55,2122 un agonista canabinoide sintético de los receptores CB1 y CB2. En medio abajo se
encuentra la estructura del agonista AM 251 (Figura modificada de Rodriguez de Fonseca y col.,
2005).

Aunque tienen una estructura y funcién similar, estos endocanabinoides muestran grandes
diferencias en términos de pasos bioquimicos, afinidad del receptor y vias de degradacién. La
sintesis de anandamida se inicia con la activacién de la N-acil-transferasa (NAT) que es activada
por Ca++. Esta reaccion genera N-Araquidonil-Fosfatidil Etanolamina (NAPE) el cual es
sustrato de la fosfolipasa D hidrolizante de N-Araquidonil-Fosfatidil Etanolamina (NAPE-PLD),
lo gque genera araquidoniletanolamida (anandamida) (Wang y Ueda, 2009). Aunque esta ha sido
considerada como la principal ruta de produccion de anandamida, se ha sugerido la presencia de
al menos dos vias distintas de formacion de este endocanabinoide. Una via involucra la
deacilacion-O-doble de NAPEs por la alfa, beta-hidrolasa (ABHD4) para formar glicerofosfo-N-
aciletanolaminas (GP-NAEs), seguida por la conversion de estos intermediarios a NAEs por
medio de glicerofosfodiesterasa-1 (GDE1). Otra via utiliza una fosfolipasa C (PLC) para
producir fosfo-N-araquidonoiletanolamina (pAEA) de la NAPE, seguida por la conversion de

pAEA en AEA por fosfatasas tales como PTPN22 y SHIP1 (Serrano y Parsons, 2011). EIl 2-
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AGse deriva primariamente del metabolismo hidrolitico de diacilglicerol-1,2 (DAG) mediado
por dos sn-1- lipasas selectivas DAG, DAGL-alfa y DAGL-beta (sn= numeracion
estereoespecifica) (Serrano y Parsons, 2011).

Por otro lado, se ha demostrado que los niveles basales de la anandamida y del 2-AG
estan regulados por la recaptura celular en neuronas y en células gliales y subsecuentemente por
hidrolisis intracelular. Son dos principales familias de enzimas que hidrolizan, la hidrolasa de
acidos grasos amidados (FAAH) y monoacil glicerol lipasa (MAG-L), responsables de la
anandamida y el 2-AG respectivamente. La FAAH escinde a la anandamida en &cido
araquiddnico (AA) y etanolamina (Ver figura 9). Por su parte la MAG-L escinde al 2-AG en AA
y glicerol. La FAAH puede también hidrolizar al 2-AG. La FAAH se encuentra expresada
abundantemente en el Sistema Nervioso Central (SNC) y las neuronas positivas para FAAH se
encuentran proximas a las terminales que contienen al receptor CB1, apoyando el papel de esta
enzima en la inactivacion endocanabinoide (Serrano y Parsons, 2011).

Ademés de la FAAH, la anandamida puede ser hidrolizada por la amidasa N-
aciletanolamida que hidroliza &cidos (NAAA) y oxigenada por ciclooxigensa-2 (COX-2),
isoenzima lipooxigenasa (LOX) y por el citocromo P-450. Por otro lado, ademés de la MAG-L,
el 2-AG puede ser hidrolizado por una serie de serina hidrolasa alfa-beta-hidrolasa de dominio 6
0 12 (ABHD6, ABHD12) (Luchicchi y Pistis, 2012; Serrano y Parsons, 2011).

Efectos de los canabinoides

Los efectos conductuales pueden variar en funcién de la dosis, la ruta de administracion, lo
esperado por los sujetos y la vulnerabilidad individual a ciertos efectos. A pesar de la influencia
de estos factores, se ha visto que los canabinoides producen un sindrome unico de efectos sobre
la conducta en humanos y animales. La caracteristica mas importante es un periodo inicial de
euforia y relajacion, el cual es seguido por un periodo depresor. A bajas dosis, los canabinoides
producen una mezcla de efectos estimuladores y depresores, y a altas dosis ejercen
predominantemente depresion. Los efectos subjetivos placenteros de fumar mariguana, los cuales
presuntamente contribuyen a su abuso incluyen sentimientos de tranquilidad y distorsiones

visuales y auditivas (Ameri, 1999).
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Figura 9. Organizacion sinaptica del sistema endocanabinoide

POST

Organizacién sinaptica del sistema endocanabinoide. La anandamida y el 2-AG son sintetizados
de fosfolipidos en la célula postsinéptica. La ruta mas cominmente aceptada para la sintesis de
anandamida involucra su formacion directa del N-araquidonil-fosfatidiletanolamina (NAPE) por
medio de una fosfolipasa D especifica (NAPE-PLD). El 2-AG se deriva primariamente del
metabolismo hidrolitico de 1,2-diaclilglicerol (DAG) por medio de la DAGLa y DAGLB.Una
vez liberados al espacio sinaptico la anandamida y el 2-AG ejercen sus efectos de sefializacién
por medio del receptor CB1, el cual se encuentra expresado en las terminales presinapticas. La
anandamida también funciona como un potente agonista al receptor vaniloide de potencial
transitorio (TRPV1). La finalizacion de la sefializacion extracelular endocanabinoide es iniciada
por la recaptura celular, y una vez adentro de la célula los endocanabinoides son transportados
por medio de mecanismos acompafiantes (incluyendo proteinas de union a acidos grasos
(FABPs)) a enzimas especificas para la escision hidrolitica. La degradacion del 2-AG es
atribuido principalmente a la MAGL presinaptica que escinde al 2-AG en &acido araquidénico
(AA) vy glicerol. La degradacion de anandamida ocurre en las terminales postsinapticas por
medio de la FAAH que escinde a la anandamida en AA y etanolamina. (Figura modificada de
Serrano y Pearsons, 2012).

Ademaés sujetos que fumaban cigarros de mariguana con 1.26 0 2.53% de delta-9-THC
reportaron episodios maltiples de euforia durante los primeros 15 minutos. Estos episodios de
euforia fueron acompafiados por un rapido incremento de delta-9-THC en plasma (Ameri,
1999).
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El consumo agudo de mariguana es asociado con problemas de funcionamiento en
diversas tareas de ejecucion y cognitivas, incluyendo deterioro en la memoria, un sentido
alterado del tiempo, y deterioros en el tiempo de reaccion, coordinacion motora y atencién. Los
efectos subjetivos, fisioldgicos y en la ejecucion provocados por la mariguana pueden persistir
hasta 2 dias. De la misma manera, el cannabis es una de las drogas mas involucradas en
accidentes automovilisticos por problemas motores. A dosis equivalente a uno o dos cigarros de
mariguana, la coordinacion motora involucrada en el manejo de un automovil se encuentra
alterada durante 24 horas, esto significa que el usuario experimenta durante mucho tiempo los
efectos de la droga. Las areas alteradas incluyen la coordinacion, el rastreo, percepcion,
vigilancia y la ejecucién, ya sea en un simulador de manejo o realmente manejando en la calle.
Otro de los efectos conductuales reportados por el uso de mariguana en humanos y animales es la
alteracion del recuerdo libre de elementos previamente aprendidos, ademas de otros procesos de
memoria. Se sabe que en estas alteraciones se encuentran implicados los receptores canabinoides
localizados en el hipocampo, mediando los déficits en la memoria de corto plazo (Ameri, 1999).

En varios modelos animales se ha mostrado que los canabinoides producen una tétrada de
efectos conductuales, esto es; un decremento en la actividad locomotora espontanea
(hipoactividad) asi como hipotermia, analgesia y catalepsia (Pertwee y Rose, 1991). Se ha
probado que estos efectos farmacoldgicos son excelentes predictores de actividad canabimética
en roedores. Diversas regiones cerebrales se encuentran asociadas con la modulacién de la
actividad locomotora por los canabinoides tales como los ndcleos basales y el cerebelo. Los
efectos conductuales de los canabinoides dentro de los nucleos basales parecen ocurrir en
conjunto con otros neuromoduladores como la dopamina, acetilcolina y acido gamma
aminobutirico (GABA). Se sabe que bajas concentraciones de Delta-9-THC inducen
estimulacion seguida de sedacion y altas dosis inducen solamente sedacion.

Se han observado también el incremento en la ingesta de alimento en ratas cuando se les
administra anandamida, asi como un inhibidor de la FAAH (hidrolasa de amidas de &cidos
grasos) en el NAcc Shell (Soria-Gémez y col. 2007). Se ha mostrado también un efecto en el
ciclo suefio-vigilia, ya que la administracion aguda y subcrénica de anandamida u oleamida dio
como resultado incremento del suefio MOR (movimientos oculares rapidos) (Herrera-Solis y col.
2010).
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También se ha investigado si la facilitacion del sistema endocanabinoide produce efectos
reforzantes. Se ha visto por ejemplo, que el sistema endocanabinoide media la valencia positiva
de la emocion asociada a la ingestion de comida. Esto fue probado usando el paradigma de
condicionamiento de preferencia de lugar (CPP). EI CPP es un paradigma conductual en el que
en una caja con 3 compartimentos se condiciona al sujeto a recibir un estimulo (“a”) en uno de
estos compartimentos y otro estimulo (“b”) en un segundo compartimento; después de la etapa
de condicionamiento, en la etapa de evaluacion, se coloca al sujeto en el compartimento que
divide a los otros dos y se mide el tiempo que pasa en los compartimentos asociados al estimulo
“a” y “b”. El compartimento en el que pasa mas tiempo se considera como el preferido debido al
estimulo asociado a este. Utilizando este paradigma se midio la valencia positiva de la emocion
asociada a la ingestion de comida. Primero se indujo CPP con la comida regular (labchow) en
ratas, el cual se vio fortalecido cuando se les administrd a las ratas endocanabinoides como
oleamida (OLE) y anandamida (AEA). Este efecto fue blogueado cuando se bloqued el receptor
CB1 con AM251. Estos resultados sugieren que los endocanabinoides como OLE y AEA tienen
un papel crucial en el sistema de la recompensa, por lo tanto son moduladores de la valencia en
la emocion disparada por la comida. También se ha observado que la oleamida por si misma
induce CPP, sugiriendo que OLE tiene propiedades reforzantes justo como el THC (Méndez-
Diaz, Rueda-Orozco, Ruiz-Contreras y Prospéro-Garcia, 2010). Por lo anterior, resulta de
substancial interés el posible involucramiento del sistema endocanabinoide en la etiologia de las
drogas de abuso y la adiccion, en gran parte debido a la densa expresion del receptor CB1 en las
regiones cerebrales involucradas en las propiedades motivacionales y adictivas de las drogas de
abuso, y la farmacologia similar producida por los endocanabinoides y los canabinoides

exogenos.

Canabinoide sintético WIN-55,212-2

Cabe mencionar que compafiias farmacéuticas y laboratorios de investigacion han desarrollado
canabinoides analogos con una alta estabilidad metabodlica y alta potencia como el CP 55,940,
HU 210, WIN-55,212-2, entre otros. Este ultimo pertenece a la familia de Aminoalquilindoles.
Estos fueron las primeras moléculas no canabinoides que mostraron actividad canabimética
(Rodriguez de Fonseca y col., 2005). Se ha encontrado que los aminoalquilindoles (AAls?)

desplazan a ligandos canabinoides potentes tal como el CP-55940 en el binding (pegado) hacia el
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receptor CB1. La habilidad de los analogos AAI? para inhibir la actividad cerebelar del
adenilatociclasa, la presion ocular entre otras, sugiere un mecanismo de accién mediado por
receptor. Un prototipo de AAIls? ampliamente usado es el R(+)-[2,3-dihydro-5-methyl-3-
[(morpholinyl)methyl]pyrrolo[1,2,3-de]1,4-benzoxazinyl]-(1-naphthalenyl)meth- anone mesylate
(WIN55212-2). Este aminoalquilindol, es un potente agonista de alta afinidad a receptores
canabinoides. Asi como los endocanabinoides y el THC, el WIN también tiene propiedades
analgésicas (Herzberg, Eliav, Bennett, y Kopin, 1997), (incluso es 3 veces méas potente que el
THC en producir antinocicepcion) decrementa la actividad locomotora (11 veces mas de lo que
lo hace el THC), asi como la temperatura rectal (sin embargo 3 veces menos potente que el
THC), e induce un estado cataléptico en ratones (equipotente al THC) (Compton, Gold, Robert,
Balster, y Martin, 1992). Este aminoalquilindol se comporta como un completo agonista de
ambos receptores CB1 y CB2. EI WIN55212-2 también provoca la liberacion de dopamina en el
NAcc (Tanda, 1997), lo que sugiere que igual que el THC, tiene propiedades reforzantes (ver
figura 10).
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Figura 10. Efecto de la administracion intravenosa de WIN 55,212-2 sobre la liberacion de
dopamina

Se muestra el efecto de la administracion intravenosa de WIN 55,212-2 sobre la liberacion de
dopamina en el nucleo accumbens shell (panel superior) y core (panel inferior). Las dosis de
WIN 55,212-2 fueron de 0.15 y 0.30 mg/kg iv. Las ratas pretratadas con salina (circulos),
SR141716-A (triangulos) (0.1 mg/kg i.p.) o naloxona (diamantes) (0.1 mg/kg i.p.). Los
resultados son las medias de la cantidad de dopamina en las muestras dializadas por 10 minutos,
expresadas como porcentaje de los valores basales. Para los simbolos en negro, P<0.05
comparados con los valores basales. Para los asteriscos, P<0.05 comparados en el valor
correspondiente obtenido el shell de los controles pretratados con salina (Figura modificada de
Tanda, 1997).

Trastorno asociado al Cannabis

Para finalizar esta parte introductoria, y debido a que la mariguana es la principal droga ilicita
consumida a nivel mundial y nacional, se mencionaran las caracteristicas del trastorno asociado
al cannabis segun DSM V (American Psychiatric Association, 2013).

Un patrén problematico de uso de cannabis lleva a un sufrimiento y disfuncién
significativamente clinica, manifestado por al menos dos de las siguientes caracteristicas
ocurridas dentro de un periodo de 12 meses (American Psychiatric Association, 2013):

1. El cannabis es frecuentemente tomado en grandes cantidades en un periodo mas

prolongado que lo que fue planeado.
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Existe un deseo persistente o esfuerzos fallidos por reducir o controlar el uso del
cannabis.

Una gran cantidad de tiempo es gastada en actividades necesarias para obtener
cannabis, usar cannabis o recuperarse de sus efectos.

Craving,odeseo intenso 0 urgencia por usar cannabis.

Uso recurrente de cannabis tiene como resultado una falla en cumplir las
principales obligaciones o funciones en el trabajo, escuela o casa.

Uso continuo del cannabis a pesar de tener persistentemente problemas sociales o
interpersonales causados o exacerbados por los efectos del cannabis.

Importantes actividades sociales, ocupacionales o0 recreacionales son
abandonadas o reducidas debido al uso del cannabis.

Uso recurrente de cannabis en situaciones fisicamente peligrosas.

Uso continuo de cannabis a pesar de saber que se tienen persistentemente
problemas fisicos y psicolégicos que probablemente han sido causados o

exacerbados por el cannabis.

10. Tolerancia definida por cualquiera de las siguientes caracteristicas:

e Necesidad por incrementar las cantidades de cannabis para lograr la
intoxicacion o el efecto deseado.
e Marcada disminucion del efecto con el uso continuo de la misma cantidad

de cannabis.

11. Abstinencia manifestada por cualquiera de las siguientes caracteristicas:

A. Cesacion del uso de cannabis que ha sido intenso y prolongado (uso diario
0 casi diario sobre un periodo de al menos unos cuantos meses)

B. Tres (0 mas) de los siguientes signos y sintomas desarrollados
aproximadamente en una semana después del criterio A.
1. Irritabilidad, enojo o agresién
2. Nerviosismo o ansiedad
3. Dificultades para dormir (por ejemplo, insomnio, disturbios de los

suefios)

4. Decremento en el apetito o pérdida de peso

5. Inquietud
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6. Estado de animo deprimido
7. Al menos uno de los siguientes sintomas fisicos causando malestar
significativo: dolor abdominal, sacudidas/temblores, sudoracion,
fiebre, escalofrios o dolor de cabeza
C. Los signos o sintomas del criterio B causan angustia o deterioro
clinicamente significativos en areas de funcionamiento ocupacional,
social u otras areas importantes.
D. Los signos o sintomas no son atribuibles a otras condiciones médicas y no
se explican mejor por otro trastorno mental, incluyendo intoxicacion o
abstinencia de otra sustancia.

E. El cannabis es consumido para aliviar o evitar los sintomas de abstinencia

Sindrome de abstinencia a canabinoides

Como ya se menciond antes, la mariguana produce dependencia y por lo tanto, igual que las
demas drogas que producen dependencia (actualmente Ilamado trastorno relacionado a cannabis,
segun el DSM-V), se puede decir que esta afecta al sistema de los procesos oponentes, haciendo
que después de varias administraciones el reforzamiento positivo caracteristico de las primeras
etapas de la adiccién se anule o practicamente desaparezca dejando al descubierto el sistema
oponente y manifestandose la etapa del sindrome de abstinencia. Diversos estudios han sugerido
que tratando los sintomas del sindrome de abstinencia al cannabis, aumenta la probabilidad de
que los individuos permanezcan en abstinencia. En humanos se ha reportado que sintomas
asociados con el cese del uso de cannabis, mas que del craving, contribuye fuertemente a la
recaida (Clapper, Mangieri, y Piomelli, 2009). Sin embargo, a lo largo de los estudios sobre la
adiccion y en especifico, sobre la adiccion a la mariguana, no se tienen claro los mecanismos
involucrados en la expresion del sindrome de abstinencia producido por esta droga. Ademas,
como se mencionara mas adelante, se han estudiado los cambios producidos en el cerebro, como
la down-regulation de los receptores CB1 debido a tratamientos cronicos con canabinoides, por
ejemplo, el delta-9-THC o0 WIN55212,2 en diferentes estructuras cerebrales.

Uno de los primeros autores en mostrar la existencia de un sindrome de abstinencia al

THC fue Hutchenson y col. (1998). Estos autores administraron a ratones THC (10 mg o 20 mg)
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o0 vehiculo dos veces al dia (9:00 hr. y 19:00 hr.) intraperitonealmente (i.p.) durante 5 dias y en el
dia 6 los ratones recibieron solo la inyeccion matutina. Cuatro horas después de la ultima
administracién de THC o vehiculo, los ratones fueron puestos en una arena circular en la que
fueron observados. Se consider6 como periodo de habituacion los primeros 15 minutos.
Inmediatamente después del periodo de habituacion los animales fueron observados por un
periodo mas de 15 minutos, considerado como el de linea base, y al término de este se les
administré un antagonista del receptor CB1, el SR 141716A (10 mg/kg i.p.). Los ratones fueron
observados durante un periodo de 45 minutos. Las conductas a observar fueron, dolores
abdominales, sacudidas de perro mojado, temblor de las patas delanteras, ataxia, postura
encorvada, temblor general, piloereccion, masticacion e incremento en la actividad locomotora,
estas fueron evaluadas cada 5 minutos. Se encontraron diferencias significativas en los grupos
administrados con THC comparados con sus respectivos controles. Con la dosis de 20 mg/kg de

THC, todas las conductas mostraron un incremento significativo (ver figura 11).

70 4
o [] Control
* [Z mic

Media de los signos de abstinencia

Figura 11. Conductas de sindrome de abstinencia en ratones tratados con THC

Conductas de sindrome de abstinencia presentadas en los ratones después de la administracion de
SR 141716A (10 mg/kg) tratados previamente con 11 administraciones de THC (20 mg/kg).
Sacudidas de perro mojado (wds), frotamiento de cara (fr), ataxia (a), postura encorvada (hp),
temblor (t), ptésis (p), piloereccion (pe), actividad locomotora (Ima) y masticacion (m).*P<0.05,
**pP<(0.01, ***P<0.001 comparado con el grupo control (Figura modificada de Hutchenson y
col., 1998).

Como anteriormente ya se menciond, agonistas naturales y ligandos endogenos de los
receptores canabinoides han sido identificados; asimismo, se han sintetizado otros maés. Estos
compuestos exhiben diferencias en su afinidad y actividad intrinseca por los receptores CB1 y

CB2. En este sentido el WIN 55,121-2, el mas tipico agonista canabinoide aminoalquilindol, ha
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revelado tener una actividad intrinseca mas alta por el receptor CB1 que el agonista natural THC
y muestra selectividad moderada in favor del CB2. En preparaciones in vivo, este canabinoide
sintético produce el espectro total de los efectos farmacoldgicos del THC. Respuestas
conductuales relacionadas a las propiedades adictivas de los canabinoides incluyen efectos
reforzantes y el desarrollo de dependencia fisica (Castafié, Maldonado, y Valverde, 2004).

Castafié y col. (2004) evaluaron las diversas respuestas que el agonista canabinoide WIN
55,212-2 precipitd en ratones, en relacion a sus propiedades adictivas, incluyendo efectos
reforzantes y desarrollo de dependencia fisica. También estudiaron la expresion de los receptores
CB1 en estructuras como la amigdala, el hipocampo, el cerebelo y el estriado en relacién con la
expresion conductual de abstinencia de WIN 55,212-2 precipitado por el antagonista SR 14
1716A.

Para observar el sindrome de abstinencia el agonista WIN 55,212-2 (1 o 2 mg/kg) fue
administrado intraperitonealmente, diariamente durante 5 dias, 2 veces al dia, con el fin de
producir dependencia fisica en los ratones. En el sexto dia los ratones solo recibieron la
inyeccion matutina y dos horas después los ratones fueron colocados en una camara circular
transparente para su observacion por un periodo de 15 minutos. Al final de este periodo el SR
141716A (10mg/kg) fue administrado para precipitar el sindrome de abstinencia. Los ratones
fueron observados 15 minutos antes y 30 minutos después de la administracion del antagonista.
Los signos a evaluar fueron: sacudidas de perro mojado, temblor de las patas delanteras, olfateo,
retortijones, ptdsis palpebral, temblor corporal, ataxia, piloereccién, postura encorvada,
masticacion y lamida de los genitales, estas conductas fueron evaluadas cada 5 minutos (Castafié
y col., 2004).

En la figura 12 se puede observar que en comparacion con los ratones que recibieron el
vehiculo, los que recibieron WIN 55,212-2, 1 o 2 mg/kg mostraron mayor cantidad de sacudidas
de perro mojado, temblor de las patas, ataxia, masticacion, postura encorvada, temblor general y

piloereccidn (esta ultima solo con la dosis de 2 mg/kg).
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Figura 12. Conductas de sindrome de abstinencia en ratones tratados con WIN 55,212-2

Se muestran las diferentes conductas evaluadas después de la administracién del antagonista
(SR141716A, dosis de 10 mg/ kg) en ratones tratados con WIN 55,212-2. Se observan cambios
significativos (**P<.0.01) en los ratones tratados con el agonista en comparacion de los ratones a
los que se les administro vehiculo. (Figura modificada de Castafié y col., 2004).

Los autores mostraron que la administracion del antagonista indujo sindrome de
abstinencia despues del tratamiento con WIN 55,212-2 y que la dosis de 2 mg/kg causa mayores

efectos conductuales posterior a la administracion del antagonista.

Para examinar la participacion de estructuras cerebrales, como el cerebelo, hipocampo,
amigdala y estriado, en la manifestacién somatica del sindrome de abstinencia por el WIN
55212-2, el antagonista del receptor CB1, SR 141716A (0.75, 1.5 y 3 microgramos por raton) fue
directamente administrado en el cerebro de ratones dependientes de WIN 55,212-2 (1 mg/kg i.p.,
dos veces al dia durante 5 dias). Los ratones fueron previamente implantados con céanulas
dirigidas hacia las diferentes estructuras ya mencionadas. Una vez transcurrido el periodo de
recuperacion los ratones fueron inyectados 2 horas después de cada inyeccion matutina de WIN
55,212-2 con el SR 141716A, con el fin de precipitar el sindrome de abstinencia. Cada animal
recibid las diferentes dosis del antagonista en dias consecutivos. Los resultados de esto fueron
que la microinyeccion del antagonista (1.5 y 3 microgramos) en el cerebelo indujo diversas

manifestaciones de abstinencia en ratones dependientes de WIN 55,212-2, de los 10 signos
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evaluados, 7 fueron estadisticamente significativos; sacudidas de perro mojado, temblor general,
temblor de las patas, piloereccion, masticacion, lamida de los genitales, y olfateo. Cuando el
antagonista canabinoide fue administrado en el hipocampo y en la amigdala, un moderado pero
significativo sindrome de abstinencia fue observado. En cuanto al estriado, ningin signo de
abstinencia fue observado cuando el antagonista fue administrado en esta estructura (Castarié y
col., 2004).

Dichos resultados muestran un modelo conductual confiable que revela los efectos
reforzantes y la dependencia fisica inducida por la administracion cronica de WIN 55,212-2 en
ratones. Se muestra también que el cerebelo, el hipocampo y la amigdala son estructuras

importantes que participan en la expresion del sindrome de abstinencia canabinoide.

Cambios en la expresion del receptor CB1 provocados por la administracion de
canabinoides

Sim-selley y Martin (2002) administraron a ratones THC, WIN 55,212-2 (WIN) o vehiculo, dos
veces al dia (7:00 am y 3:00 pm) via subcutanea (s.c.) durante 15 dias. Las dosis iniciales de las
drogas fueron 10 mg/kg de THC y 3 mg/kg de WIN 55,212-2, las cuales se determinaron que
eran igualmente activas en las pruebas conductuales (hipomotilidad, antinocicepcion y
temperatura) después de la administracion aguda. Las dosis de las drogas fueron duplicadas cada
3 dias, hasta llegar a dosis finales de 160 mg/kg de THC y 48 mg/kg de WIN55212,2.
Transcurridas 24 horas después de la Gltima inyeccion, los ratones fueron sacrificados para
ensayos autoradiograficos por medio del pegado de [3H]SR141716A. Se encontraron cambios
estadisticamente significativos para los dos grupos de tratamiento comparados con el grupo
control (ver figura 13). Estos cambios hacia la baja del receptor CB1 fueron encontrados en los
dos grupos de ratones, los tratados con THC y WIN en la corteza frontal, nucleo accumbens,
corteza cingulada, caudado-putamen, globo palido, hipocampo, amigdala, hipotalamo, talamo,
nucleo entopeduncular, corteza entorinal ,sustancia negra (sélo para el grupo tratado con
WIN55,212-2), sustancia gris periacueductal y cerebelo. No hubo diferencias significativas entre
los grupos tratados con THC y WIN excepto en la sustancia negra donde, como ya se menciond,
solo hubo reduccidn en el binding en el grupo tratado con WIN.

Estos resultados muestran que la administracion crénica de WIN55212,2 modifica la

expresion del receptor CB1 hacia la baja, es decir, causa una down regulation en areas cerebrales
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que expresan al receptor CB1, especificamente en areas implicadas con el sistema de

motivacion-recompensa como la corteza prefrontal, el nacleo accumbens, el hipotalamo y la

amigdala.
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Figura 13. Pegado de [3 H]SR141716Aen distintas areas cerebrales en ratones tratados con
THC y WIN 55,212-2

Pegado de [3 H]SR141716Aen los ratones tratados con THC y WIN 55,212-2, expresado como
porcentaje de cambio con respecto al pegado de [3 H]SR141716A del grupo control (tratado con
vehiculo). a, p<0.01 diferente del vehiculo; b, p<0.05 diferente del vehiculo; Pc, corteza
prefrontal, NAC, nucleo accumbens; CCtx, corteza cingulada; Cpu, caudado-putamen; GP, globo
palido; Hip, hipocampo; Amyg, amigdala; Hyp, hipotalamo; Thal, talamo; Ent n, nucleo
entopeduncular; Ectx, corteza entorinal; SN, substancia negra; PAG, sustancia gris
periacueductal; y Cblm, cerebelo. (Figura tomada de Sim-selley y Martin , 2002).
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Justificacion

Sabemos que, cuando alguien fuma mariguana, el THC estimula los receptores CB1
artificialmente, perturbando la funcion de los canabinoides endogenos. La sobreestimulacion de
estos receptores en areas clave del cerebro produce el “high” (efecto maximo), asi como otros
efectos sobre los procesos mentales. Con el tiempo esta sobreestimulacién puede alterar la
funcion de los receptores canabinoides, los cuales, junto con otros cambios en el cerebro pueden
provocar tolerancia, llevando al sujeto a la adiccion y al sindrome de abstinencia cuando el uso
de la droga cesa (NIDA, 2011).

Tomando en cuenta que la mariguana es la droga ilicita mas consumida y que existe un
sistema canabinoide capaz de interactuar con el principal componente de la mariguana, THC, y
con cualquier otro canabinoide natural o sintético, se vuelve importante y necesario saber que
pasa en el cerebro cuando este canabinoide es consumido cronicamente, y de esta manera poder
tener una mejor descripcién de la forma en la que se modifica este sistema.

Ya que se sabe que en las estructuras cerebrales NAcc, amigdala, corteza prefrontal e
hipocampo se expresa de manera importante el receptor CB1, estas estructuras resultan
importantes para el analisis de lo que sucede con los niveles de expresion de este receptor y con
los de las enzimas que participan con la sintesis y degradacién de sus ligando enddgenos.

Por otro lado, la etapa de sindrome de abstinencia asociada al consumo de mariguana [un
factor muy importante de considerar cuando hay una recaida (Clapper y col., 2009)] esta esta
dada por el sistema oponente activado de sobremanera. Este sistema, como se menciond arriba,
tiene como sustrato la amigdala, ademas de la corteza frontal, por su funcién reguladora en la
toma de decisiones. Por lo tanto, resulta importante estudiar en dichas estructuras, los cambios en
el receptor CB1 y en las enzimas que sintetizan y degradan uno de los principales
endocanabinoides.

Ademas, como ya se mencion0 antes, si se activa el sistema oponente, el circuito de la
recompensa también se activa a la par. Asi que también es importante estudiar en las areas que

regulan la funcion recompensante, nicleo accumbens e hipocampo.
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Objetivos

El primer objetivo de este estudio es observar el sindrome de abstinencia, inducido por un la
administracion aguda de un antagonista sintético de receptor CB1 después de la administracion
subcrénica de un agonista sintético canabinoide, como primer paso para apoyar la existencia de
un proceso oponente.

El segundo objetivo es estudiar los cambios que siguen a la administracion subcrénica de
este agonista en las estructuras del Estriado Ventral (Ndcleo Accumbens), Amigdala, Corteza
Frontal e Hipocampo, en la expresion del receptor CB1 y de las enzimas que sintetizan y
degradan a uno de sus principales ligandos, sugiriendo asi que la previa administracion
subcronica de WIN 55,212-2 (WIN) produce cambios que estarian activando al sistema de
recompensa pero también al sistema oponente que son observados como un sindrome de

abstinencia con la administracion aguda de un antagonista del receptor CBL1.

Preguntas de Investigacion

1. ¢Laestimulacion subcroénica del receptor CB1 seguido de su blogqueo agudo provocaré un
sindrome de abstinencia en ratas Wistar?

2. ¢El potencial sindrome de abstinencia se acompafia de cambios en la expresion del
receptor CB1 y las enzimas involucradas en la sintesis y degradacion de la anandamida

en el estriado ventral, corteza frontal, amigdala e hipocampo?

Hipotesis

1. La administracion del AM251 a las ratas con tratamiento subcronico de WIN55212,2
exacerba las conductas relacionadas con el sindrome de abstinencia en comparacion con
las ratas que no recibieron dicho tratamiento.

2. La administracion subcrénica de WIN 55,212-2 reduce la expresion del receptor CB1 en
el estriado ventral, hipocampo, corteza frontal y amigdala.

3. La administracion subcronica de WIN 55,212-2 reduce la sintesis de NAPE PLD y

aumenta la sintesis de la hidrolasa de &acidos grasos (FAAH) en el estriado ventral,

hipocampo, corteza frontal y amigdala.
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Materiales y método

Animales
Se utilizaron Ratas Macho Wistar obtenidas del Bioterio de la Facultad de Medicina de la
UNAM. Las cuales tuvieron un peso inicial de 250-a 270 gramos al inicio del estudio. Fueron
colocadas en cajas individuales bajé un ciclo de luz-oscuridad controlado (12/12 horas,
encendiéndose la luz a las 9 am), a una temperatura (22+2°C) y humedad (52%) constantes. La

comida (Labchow, Purina) y el agua estuvieron disponibles ad libitum.

Farmacos
Todos los farmacos fueron administrados por medio de una inyeccion intraperitoneal (i.p.). El

Agonista del receptor CB1, que se utilizé fue (R)-(+)-[2,3-Dihydro-5-methyl-3[(4-morpholinyl)
methyl]pyrrolo[1,2,3-de]-1,4-benzoxazinyl]-(1-naphthalenyl) methanonemesylatesalt
(WIN55212,2) el cual fue comprado a Sigma-Aldrich® y el antagonista de este mismo receptor
fue AM251 (adquirido con Cayman Chemycal Company®). Ambos farmacos fueron disueltos
una concentracion final de 30% de Dimetil Sulféxido (DMSO), 69.8% de Buffer de Fosfatos con
Solucién Salina (PBS) y 0.2% de TWIN-80. La dosis administrada de WIN 55,212-2 fue de
2mg/kg y la de AM251 fue de 3mg/kg.

Evaluacion del sindrome de Abstinencia
La evaluacion del sindrome de abstinencia es una escala que incluye sacudidas de perro mojado,

frotamiento de cara, ataxia, postura encorvada, temblor general, temblor de patas delanteras,
ptosis palpebral, piloereccion, masticacion, y lamida de pene (Castafié y col., 2004; Hutcheson y
col., 1998). Se contaron todas las veces que ocurrieron cada una de las conductas, durante los
primeros 45 segundos de cada minuto durante 45 minutos.

Dos grupos de ratas (n=7), fueron inyectadas dos veces al dia i.p. diariamente a las 9:00
hrs. y a las 19:00 hrs. durante 10 dias, con vehiculo (grupo control) o WIN 55,212-2 (grupo
experimental). El dia 11, las ratas recibieron solamente la inyeccién matutina. Dos horas después
de la dltima administracion de WIN 55212,2 o vehiculo se colocaron a las ratas en un redondel
de plastico transparente y permanecieron ahi 15 minutos, dicho periodo se conté como tiempo de
habituacién al redondel. Transcurrido ese periodo, se comenz0 a registrar las conductas de la rata
durante 15 minutos (este fue el periodo de linea base). Al término de dicho periodo se le
administro a la rata el AM251 (3m/kg, i. p.) y se observaron por 45 minutos las conductas

expresadas (ver figura 14).
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Medicion del receptor CB1, FAAH y NAPE-PLD
Inmediatamente después de haber transcurrido el periodo de evaluacion de abstinencia

precipitada, se sacrificaron a las ratas, por medio de dislocacion del cuello, para tomar muestras
de tejido cerebral para medir las enzimas NAPE-PLD, FAAH vy el receptor CB1, por medio de
Western Blot (n=10).

Describiendo brevemente, se tomaron las muestras de tejido (de acuerdo al atlas de
Paxinos y Watson (2004) de la Amigdala (ndcleo central, basolateral y basomedial), Estriado
Ventral (nucleo accumbens Shell y core), Hipocampo (estructura completa) y Corteza frontal
(corteza prelimbica, medial, orbital, frontal de asociacion y parte de la corteza motora
secundaria). Se les agregd un buffer de extraccidn con inhibidores de proteasas y fosfatasas (1g
de tejido/1ml), se homogenizaron por sonificacion, después fueron centrifugadas y asi se aislaron
las proteinas. Se procedio a cuantificar las proteinas por medio del método de Lowry y se utilizd
una electroforesis en gel para separar las proteinas atendiendo al criterio de peso molecular.
Luego fueron transferidas a una membrana adsorbente de PVDF; con lo que se pudo buscar la
proteina de interés con anticuerpos especificos contra ella. Finalmente se detectdé la unién
antigeno-anticuerpo por actividad enzimatica. Se estim6 su cantidad relativa por medio de

fotodensiometria (Para mas informacion sobre la técnica de Western Blot ver Anexo 1).

Ultima Inyeccién
administracion antagonista
de WIN 55212,2 AM251
Habituaciéon Linea Sacrificio y
2 horas 15 base 45 minutos extraccion de
minutos 15 evaluacion de estructuras
minutos conductas

Tiempo de observacion

Figura 14. Procedimiento metodologico seguido después de las administraciones de WIN
55-212,2
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Tipo de Disefio y Analisis Estadistico
Para analizar a nivel conductual la presencia del sindrome de abstinencia, se realizd un Analisis

de Varianza (ANOVA) mixto de 2 (tratamiento, WIN55212,2 o Vehiculo) x 2 (antes y después
de AM251). La prueba post-hoc utilizada fue Tukey's HSD (honestly significant difference).

En cuanto al andlisis de los cambios en la densidad Optica en el receptor CB1 y las enzimas de
sintesis y degradacion de endocanabinoides, se realizé una comparacion entre grupos utilizando t
de Student o U de Mann-Whitney. Para cada una de las graficas, asi como para los analisis
estadisticos, solo se incluyeron los datos que se encontraban dentro de + 2 desviaciones estandar.
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Resultados

Sindrome de Abstinencia
En la evaluacion del sindrome de abstinencia 10 conductas se evaluaron: sacudidas de perro
mojado, frotamiento de cara, ataxia, postura encorvada, temblor general, temblor de patas
delanteras, ptosis palpebral, piloereccion, masticacion, y lamida de pene. Las conductas de ataxia
y postura encorvada no se presentaron en ninguna rata, por lo que se excluyeron de los analisis
estadisticos. EI promedio de frecuencia por minuto en la grafica de sindrome de abstinencia
global se calcul6 sumando todas las conductas que se presentaron en el periodo, ya sea de linea
base (LB) o después de la administracion del AM251 para cada rata, y dividido entre los
minutos de observacion; 15 y 45 min. respectivamente. Se obtuvo un promedio de todos los
sujetos. EI ANOVA Mixto reveld diferencias estadisticamente significativas entre la interaccion
tratamiento (vehiculo o WIN 55,212-2) y tiempo (LB o después de la administracion de AM251)
(P=0.009). La prueba posthoc mostr6 que el promedio de frecuencia por minuto es
significativamente més alto después de la administracion de AM251 (P<0.001) comparado con el
de la LB para el grupo de WIN55212,2. También se observo un promedio de frecuencia por
minuto mas alto después de la administracion de AM251 en el grupo de WIN55212,2 comparado
con el vehiculo (P= 0.030) (ver figura 15). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas cuando se comparo el periodo LB contra el observado después de la administracion
de AM251 para el grupo vehiculo (P=0.627). Tampoco se encontraron diferencias significativas
cuando se comparo el grupo vehiculo con el de WIN55212,2 en el periodo de LB (P=0.613) (ver
figura 15).

Para el analisis de cada una de las conductas el promedio de frecuencia por minuto se
calculé sumando el nimero de conductas en todo el periodo (LB o después de la administracion
de AM251) y dividido entre los minutos de observacion (15 o 45). Finalmente, se obtuvo un
promedio de todos los sujetos.

El ANOVA mixto mostro que solamente 2 conductas, frotamiento facial y ptdsis
palpebral, mostraron mayor frecuencia de aparicion en las ratas tratadas con WIN55212,2. Para
el frotamiento facial se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la
interaccion tratamiento (vehiculo o WIN 55,212-2) y tiempo (LB o después de la administracion
de AM251) (F112=8.087, P=0.015). La prueba posthoc revel6 que el promedio de frecuencia por
minuto es significativamente mas alto después de la administracion de AM251 (P<0.001)
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comparado con el periodo LB para las ratas tratadas con WIN55212,2 (ver figura 16). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas cuando se comparé el periodo LB contra
el observado después de la administracion de AM251 para el grupo vehiculo (P=0.695). De la
misma manera tampoco hubo diferencias significativas cuando se comparé el grupo de vehiculo
contra WIN55212,2 en el periodo de LB (P=0.835) o despues de la administracion de AM251
(P=0.075) (ver figura 16).

Para la conducta de ptosis palpebral el ANOVA mixto revel6 que existe una interaccion
estadisticamente significativa entre el tratamiento y el tiempo (LB o después de la administracion
de AM251) (F112,=76.004, P<0.001). La prueba posthoc mostro que el promedio de la frecuencia
por minuto es significativamente mas elevado después de la administracion de AMZ251
comparado con el de LB en el grupo administrado con WIN 55,212-2 (P<0.001). Asi mismo, el
promedio de frecuencias por minuto fue mas elevado después de la administracién de AM251 en
el grupo de WIN55212,2 cuando se le compara con el grupo vehiculo (P<0.001) (ver figura 17).
No se observaron diferencias significativas entre el periodo de LB y después de la administracién
de AM251 en el grupo de vehiculo (P=0.125). Para el periodo de LB tampoco se observan
diferencias comparando el grupo vehiculo contra el de WIN55212,2 (P=0.798) (ver figura 17).
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para las conductas de sacudidas de
perro mojado, temblor de patas delanteras, temblor general, piloereccion, masticacion y lamida

de pene (ver figuras 18 a 23).
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E=3 Después de AM251

Figura 15. Promedio de frecuencia por minuto del total de 8 conductas del sindrome de

abstinencia

Promedio de frecuencia por minuto del total de 8 conductas del sindrome de abstinencia
evaluadas el dia 11 después de 2 hrs. de la Gltima administracion (vehiculo o WIN55212,2
(WIN)). De lado izquierdo se observa el grupo al que se le administro via i.p. vehiculo y de lado
derecho las administradas con WIN. De acuerdo a un ANOVA mixto existe una interaccion
estadisticamente significativa entre el tiempo y el tratamiento (P=0.009). La prueba posthoc
muestra diferencias intra-grupo para el WIN (*P<0.001) y entre-grupos después de la
administracion del AM251 (&P=0.030). Las barras de error representan el error estandar de la

media.
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Figura 16. Promedio de frecuencia por minuto para la conducta frotamiento facial

Promedio de frecuencia por minuto para la conducta frotamiento facial del sindrome de
abstinencia evaluada el dia 11 después de 2 hrs. de la ultima administracion (vehiculo o
WIN55212,2 (WIN)). De lado izquierdo se observa el grupo al que se le administrd via i.p.
vehiculo y de lado derecho las administradas con WIN. Hubo una interaccion estadisticamente
significativa entre el tiempo y el tratamiento (P=0.015). La prueba posthoc mostrd diferencias
intra-grupo para el WIN (*P<0.001). Las barras de error representan el error estandar de la
media.
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Figura 17. Promedio de frecuencia por minuto para la conducta ptosis palpebral

Promedio de frecuencia por minuto para la conducta ptésis palpebral del sindrome de abstinencia
evaluada el dia 11 después de 2 hrs. de la ultima administracién (vehiculo o WIN55212,2
(WIN)). De lado izquierdo se observa el grupo al que se le administr via i.p. vehiculo y de lado
derecho las administradas con WIN. De acuerdo a un ANOVA mixto existe una interaccion
estadisticamente significativa entre el tiempo y el tratamiento P<0.001). La prueba posthoc
muestra diferencias intra-grupo para el WIN (*P<0.001) y entre-grupos después de la
administracion del AM251 (&P<0.001). Las barras de error representan el error estandar de la
media.
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Sacudidas de perro mojado
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Figura 18. Promedio de frecuencia por minuto para la conducta sacudidas de perro mojado

Promedio de frecuencia por minuto para la conducta sacudidas de perro mojado del sindrome de
abstinencia evaluada el dia 11 después de 2 hrs. de la dltima administracion (vehiculo o
WIN55212,2 (WIN)). De lado izquierdo se observa el grupo al que se le administré via i.p.
vehiculo y de lado derecho las administradas con WIN. De acuerdo a un ANOVA mixto existen
diferencias significativas intra-grupos y/o entre-grupos. Las barras de error representan el error
estandar de la media.
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Temblor de patas delanteras
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Figura 19. Promedio de frecuencia por minuto para la conducta temblor de patas
delanteras

Promedio de frecuencia por minuto para la conducta temblor de patas delanteras del sindrome de
abstinencia evaluada el dia 11 después de 2 hrs. de la ultima administracion (vehiculo o
WIN55212,2 (WIN)). De lado izquierdo se observa el grupo al que se le administré via i.p.
vehiculo y de lado derecho las administradas con WIN. De acuerdo a un ANOVA mixto existen
diferencias significativas intra-grupos y/o entre-grupos. Las barras de error representan el error
estandar de la media.
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Temblor general
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Figura 20. Promedio de frecuencia por minuto para la conducta temblor general

Promedio de frecuencia por minuto para la conducta temblor general del sindrome de abstinencia
evaluada el dia 11 después de 2 hrs. de la ultima administracién (vehiculo o WIN55212,2
(WIN)). De lado izquierdo se observa el grupo al que se le administr via i.p. vehiculo y de lado
derecho las administradas con WIN. De acuerdo a un ANOVA mixto existen diferencias
significativas intra-grupos y/o entre-grupos. Las barras de error representan el error estandar de
la media.
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Figura 21. Promedio de frecuencia por minuto para la conducta piloereccién

Promedio de frecuencia por minuto para la conducta piloereccion del sindrome de abstinencia
evaluada el dia 11 después de 2 hrs. de la Ultima administracion (vehiculo o WIN55212,2
(WIN)). De lado izquierdo se observa el grupo al que se le administr6 via i.p. vehiculo y de lado
derecho las administradas con WIN. De acuerdo a un ANOVA mixto existen diferencias
significativas intra-grupos y/o entre-grupos. Las barras de error representan el error estandar de
la media.
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Figura 22. Promedio de frecuencia por minuto para la conducta masticacion

Promedio de frecuencia por minuto para la conducta masticacion del sindrome de abstinencia
evaluada el dia 11 después de 2 hrs. de la ultima administracién (vehiculo o WIN55212,2
(WIN)). De lado izquierdo se observa el grupo al que se le administro via i.p. vehiculo y de lado
derecho las administradas con WIN. De acuerdo a un ANOVA mixto existen diferencias
significativas intra-grupos y/o entre-grupos. Las barras de error representan el error estandar de

la media.
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Lamida de Pene
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Figura 23. Promedio de frecuencia por minuto para la conducta lamida de pene

Promedio de frecuencia por minuto para la conducta lamida de pene del sindrome de abstinencia
evaluada el dia 11 después de 2 hrs. de la ultima administracién (vehiculo o WIN55212,2
(WIN)). De lado izquierdo se observa el grupo al que se le administré via i.p. vehiculo y de lado
derecho las administradas con WIN. De acuerdo a un ANOVA mixto existen diferencias
significativas intra-grupos y/o entre-grupos. Las barras de error representan el error estandar de
la media.

Expresion del receptor CB1y enzimas FAAH y NAPE PLD
En los que respecta a la expresion del receptor CB1, la prueba t-Student revelé diferencias

estadisticamente significativas en el estriado ventral donde se encontr6 una disminucion
(t17=2.158, P=0.046) en la densidad Optica de este receptor para el grupo tratado con WIN (n=9)
comparado con el grupo control (n=10) (ver figura 24). También se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el hipocampo (tig =2.290, P=0.034) donde en el grupo tratado
con WIN (n=10) mostr6é una disminucion en la densidad éptica del CB1 en comparacién con el
grupo control (n=10) (ver figura 25). En la corteza frontal, no se encontraron cambios
significativos (P=0.212) entre el grupo administrado con vehiculo WIN (n=10) y el administrado
con WIN (n=10) (ver figura 26). Tampoco se encontrd algin cambio significativo en la amigdala

(P=0.791) entre el grupo control (n=10) y el experimental (n=10) (ver figura 27).
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Estriado Ventral
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Figura 24. Densidad 6ptica del receptor CB1 en el estriado ventral

Densidad optica del receptor CB1 medida por medio de Western Blot (datos expresados como
porcentaje de CB1 en relacion a la f-actina) en el estriado ventral. De lado izquierdo se observa
el grupo administrado con vehiculo y del lado derecho al administrado con WIN. Los datos estan
expresados como medias xerror estandar. * P=0.046
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Figura 25. Densidad 6ptica del receptor CB1 en el hipocampo

Densidad 6ptica del receptor CB1 medida por medio de Western Blot (datos expresados como
porcentaje de CBI1 en relacion a la B-actina) en el hipocampo. De lado izquierdo se observa el
grupo administrado con vehiculo y del lado derecho al administrado con WIN. Los datos estan
expresados como medias error estandar. * P=0.034
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Corteza Frontal
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Figura 26. Densidad oOptica del receptor CB1 en la corteza frontal

Densidad optica del receptor CB1 medida por medio de Western Blot (datos expresados como
porcentaje de CB1 en relacion a la f-actina) en la corteza frontal. De lado izquierdo se observa el
grupo administrado con vehiculo y del lado derecho al administrado con WIN. Los datos estan
expresados como medias xerror estdndar. No se observan diferencias significativas.
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Figura 27. Densidad 6ptica del receptor CB1 en la amigdala

Densidad Optica del receptor CB1 medida por medio de Western Blot (datos expresados como

porcentaje de CBI1 en relacion a la B-actina) en la amigdala. De lado izquierdo se observa el
grupo administrado con vehiculo y del lado derecho al administrado con WIN. Los datos estan
expresados como medias xerror estandar. No se observan diferencias significativas.

71



En lo que respecta a la expresion de la enzima que sintetiza a la anandamida (NAPE-
PLD) en el estriado no se observan diferencias significativas (P=0.249) entre el grupo que fue
tratado con vehiculo (n=11) comparado con el tratado con WIN (n=10). Tampoco se observaron
diferencias significativas en el hipocampo (P=0.621) (vehiculo n=12, WIN n=9), en la corteza
frontal (P=0.825) (vehiculo n=9, WIN n=10) y amigdala (P=0.784) (vehiculo n=10, WIN n=11)

entre el grupo tratado con vehiculo y el tratado con WIN (ver figuras 28 a 31).
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Figura 28. Densidad dptica de la NAPE-PLD en el estriado ventral

Densidad éptica de la enzima que sintetiza a la anandamida (NAPE-PLD) medida por medio de

Western Blot (datos expresados como porcentaje de enzima NAPE-PLD) en relacion a la f-
actina) en el estriado ventral. De lado izquierdo se observa el grupo administrado con vehiculo y
del lado derecho al administrado con WIN. Los datos estan expresados como medias xerror
estandar. No se observan diferencias significativas.
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Figura 29. Densidad Optica de la NAPE-PLD en el hipocampo

Densidad optica de la enzima que sintetiza a la anandamida (NAPE-PLD) medida por medio de
Western Blot (datos expresados como porcentaje de enzima NAPE-PLD) en relacion a la -
actina) en el hipocampo. De lado izquierdo se observa el grupo administrado con vehiculo y del
lado derecho al administrado con WIN. Los datos estdn expresados como medias zerror
estandar. No se observan diferencias significativas.
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Figura 30. Densidad optica de la NAPE-PLD en la corteza frontal

Densidad optica de la enzima que sintetiza a la anandamida (NAPE-PLD) medida por medio de
Western Blot (datos expresados como porcentaje de enzima NAPE-PLD) en relacion a la -
actina) en la corteza frontal. De lado izquierdo se observa el grupo administrado con vehiculo y
del lado derecho al administrado con WIN. Los datos estan expresados como medias xerror
estandar. No se observan diferencias significativas.
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Figura 31. Densidad optica de la NAPE-PLD en la amigdala

Densidad Optica de la enzima que sintetiza a la anandamida (NAPE-PLD) medida por medio de
Western Blot (datos expresados como porcentaje de enzima NAPE-PLD) en relacion a la -
actina) en la amigdala. De lado izquierdo se observa el grupo administrado con vehiculo y del
lado derecho al administrado con WIN. Los datos estdn expresados como medias zerror
estandar. No se observan diferencias significativas.

Finalmente, en cuanto a la expresion de la enzima que degrada a la anandamida (FAAH)
no se observaron diferencias significativas para ninguna de las estructuras. Estriado ventral
P=0.640 (vehicul0 n=11, WIN n=10). Hipocampo P=0.288 (vehiculo n=10, WIN n=10). Corteza
frontal P=0.734 (vehiculo n=10, WIN n=10). Amigdala P=0.195 (vehiculo n=10, WIN n=10).

No se observa diferencia en el estriado ventral (P=0.640) entre el grupo control (n=11) y
el tratado con WIN 55,212-2 (n=10). Tampoco se observan diferencias en el hipocampo
(P=0.288) entre el grupo control (n=10) y el experimental (n=10). Ninguna diferencia fue
encontrada en la corteza frontal (P=0.734) entre el grupo control (n=11) y el experimental
(n=10). Para la amigdala tampoco se observa ninguna diferencia (P=0.195) entre en grupo

control (n=10) y el grupo experimental (n=10) (ver figuras 32 a 35).
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Figura 32. Densidad optica de la FAAH en el estriado ventral

Densidad dptica de la enzima que degrada a la anandamida (FAAH) medida por medio de
Western Blot (datos expresados como porcentaje de enzima FAAH) en relacion a la B-actina) en
el estriado ventral. De lado izquierdo se observa el grupo administrado con vehiculo y del lado
derecho al administrado con WIN. Los datos estan expresados como medias zerror estandar. No

se observan diferencias significativas.
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Figura 33. Densidad 6ptica de la FAAH en el hipocampo

Densidad optica de la enzima que degrada a la anandamida (FAAH) medida por medio de
Western Blot (datos expresados como porcentaje de enzima FAAH) en relacion a la B-actina) en
el hipocampo. De lado izquierdo se observa el grupo administrado con vehiculo y del lado
derecho al administrado con WIN. Los datos estan expresados como medias zerror estandar. No

se observan diferencias significativas.
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Figura 34. Densidad oOptica de la FAAH en la corteza frontal

Densidad 6ptica de la enzima que degrada a la anandamida (FAAH) medida por medio de
Western Blot (datos expresados como porcentaje de enzima FAAH) en relacion a la f-actina) en
la corteza frontal. De lado izquierdo se observa el grupo administrado con vehiculo y del lado
derecho al administrado con WIN. Los datos estan expresados como medias zerror estandar. No

se observan diferencias significativas.
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Figura 35. Densidad éptica de la FAAH en la amigdala

Densidad dptica de la enzima que degrada a la anandamida (FAAH) medida por medio de
Western Blot (datos expresados como porcentaje de enzima FAAH) en relacion a la B-actina) en
la amigdala. De lado izquierdo se observa el grupo administrado con vehiculo y del lado derecho
al administrado con WIN. Los datos estan expresados como medias *error estandar. No se

observan diferencias significativas.
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Discusion

En este trabajo se evalud si la administracion subcrdénica de WIN55212,2 podia inducir el
incremento en la frecuencia de conductas relacionadas al sindrome de abstinencia después de la
administracion aguda de AM251 (antagonista sintético del receptor CB1). Asi como cambios en

el sistema endocanabinoide después de esta administracion subcrdnica en ratas wistar.

En este estudio se mostré que la estimulacion subcronica del receptor CB1 con 21
administraciones de 2 mg/kg de WIN 55,212-2 seguido de su bloqueo agudo con 3 mg/kg de
AM251 (dosis Unica) provocd un sindrome de abstinencia medido por la frecuencia de aparicion
de las conductas observadas.

Se observd un incremento en la frecuencia de aparicién en el sindrome de abstinencia
global (cuando se sumaron todas las conductas) comparado con el periodo de linea base,
sugiriendo un efecto debido al antagonismo del receptor CB1 por el AM251. De la misma
manera la frecuencia difirid del grupo vehiculo después de la administracion de AMZ251
sugiriendo un efecto de la administracion subcrénica de WIN 55,212-2,

De manera particular se observd un incremento en la frecuencia de dos conductas,
frotamiento facial y ptésis palpebral. Para la conducta de ptdsis palpebral se observaron las
mismas diferencias que en el sindrome de abstinencia global. Un incremento significativo en la
frecuencia de la conducta en el grupo tratado con WIN 55,212-2 y AM251 comparado con su
respectivo periodo de linea base, asi como cuando se le compara con el grupo administrado con
vehiculo y después AM251, sugiriendo un efecto debido al tratamiento subcrénico de WIN
55,212-2 y al antagonismo del receptor CBL1.

En lo que respecta a la conducta de frotamiento facial se observé solamente un efecto de
aumento de la frecuencia de aparicion de esta conducta en el grupo administrado con WIN
55,212-2 después de la administracién de AM251 cuando se compara con su propio periodo de
linea base; lo que estaria sugiriendo que este incremento es debido a la administracion del
antagonista, pero no debido al tratamiento, ya sea con vehiculo 0 WIN55212,2. Sin embargo,
tampoco se podria descartar por completo el efecto del tratamiento con WIN 55,212-2 ya que no
se observé alguna diferencia entre la linea base y después del AM251 en el grupo tratado con

vehiculo. Esto podria indicar que para que se presente un incremento en la frecuencia de la
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conducta incluso después de la administracion del antagonista es necesario que el receptor CB1
haya sido activado previamente.

Estos resultados apoyan la existencia de un sindrome de abstinencia provocado por la
administracion subcrdnica de un canabinoide seguido de su bloqueo agudo. Es decir que la
activacion del receptor CB1, y probablemente la alteracion de los demas componentes del
sistema canabinoide, por un periodo relativamente prolongado es necesaria para que
posteriormente se exprese este sindrome de abstinencia. Cabe mencionar que en un estudio
anterior Castafié y col. (2004) mostraron la existencia de un sindrome de abstinencia, en ratones
tratados con 11 inyecciones de WIN 55,212-2 con dosis de 1 0 2 mg/kg y después una unica
administracion de SR 141716A (10mg/kg), dando como resultado una mayor cantidad de
sacudidas de perro mojado, temblor de las patas, ataxia, masticacion, postura encorvada, temblor
general y piloereccion. No sucede lo mismo en el presente estudio, en el que solamente dos
conductas mostraron un incremento. Esto probablemente pueda deberse a que en el presente
estudio se utilizaron ratas y en el anterior ratones. Aunque en este estudio se administrd
practicamente lo doble de la dosis que en el anterior, probablemente esta administracion no
causO una alteracion drastica en los receptores ni en el sistema endocanabinoide como para
observar un incremento en todas las conductas observadas. En un estudio no mencionado en los
antecedentes, se evalud el sindrome de abstinencia en ratas Sprague—Dawley después de un
tratamiento de infusion continua de WIN 55,212-2 de incremento progresivo durante 4 dias. Se
administraron distintos tratamientos a grupos independientes de ratas; dosis alta (de 4 hasta 16
mg/kg), media (de 2 hasta 16 mg/kg) y baja (de 1 hasta 8 mg/kg) (para mas detalles ver Aceto,
Scates, y Martin, 2001) y posteriormente el antagonista SR 141716A (10mg/kg) provoco un
incremento en las conductas de sacudidas de perro mojado y frotamiento facial. Sin embargo,
para la conducta de sacudidas de perro mojado el incremento se observd solamente en las ratas
tratadas con la dosis alta de WIN 55,212-2, 24 horas después de la administracién del
antagonista. Y para la conducta de frotamiento facial, se observé el incremento de esta en las
ratas tratadas con cualquiera de las dosis (alta, media y baja) 1 hora después de la administracion
del antagonista y no asi 24 horas después de la administracion de este.

Los resultados de este estudio previo podrian apoyar la idea de que las ratas responden
de manera diferente de los ratones a la administracion del canabinoide WIN 55,212-2 y por lo

tanto muestran diferente intensidad en la expresion del sindrome de abstinencia; en el estudio de
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Castafie y col. (2004) en total 22 mg/kg de WIN 55,212-2, en una dosis constante, indujeron un
sindrome de abstinencia en ratones después de la administracion del antagonista y en el estudio
de Aceto y col. (2001) minimamente se requirieron 15 mg/kg de WIN 55,212-2 para que se
incrementara significativamente el frotamiento facial y 44 mg/kg de este canabinoide para el
incremento de sacudidas de perro mojado. Sin embargo, es importante mencionar que las dosis
de WIN 55,212-2 en este ultimo estudio fueron incrementando progresivamente.

Probablemente, si en el actual trabajo las ratas hubieran sido administradas con dosis de
incremento progresivo, se hubiera observado un incremento significativo en las demas conductas
estudiadas (sacudidas de perro mojado, temblor de patas delanteras, temblor general,
piloereccién, masticacién y lamida de pene) y no s6lo en el frotamiento facial y la ptosis
palpebral.

Por otro lado, retomando la teoria de los procesos oponentes de la que su principal
principio es que el ejercicio prolongado de un sistema que promueve una emocion de valencia
positiva, promueve colateralmente la activacion y fortalecimiento de un proceso oponente
aversivo; la activacion del sistema de recompensa dada por la administracién subcrénica de
WINb55212,2 , activa simultaneamente al sistema oponente, evidenciado por la expresion del
sindrome de abstinencia cuando se bloquea el sistema de recompensa con la administracion del
antagonista AM251. Para comprobar esto, en el presente trabajo se investigd si la previa
administracién subcrdnica de WIN 55,212-2 (WIN) produce cambios en estructuras relacionadas
con el sistema de motivacion-recompensa. Para este fin se midio la expresion del receptor CB1,
y enzimas NAPE-PLD y FAAH relacionadas con la sintesis y degradacion de la anandamida
respectivamente, por medio de Western Blot en el estriado ventral, hipocampo, corteza frontal y
amigdala.

Se encontr6 que el tratamiento con 21 administraciones de 2mg/kg del canabinoide
sintético WIN 55,212-2 durante 11 dias modifica hacia la baja la densidad dptica del receptor
CB1 en el estriado ventral y el hipocampo. No asi en la corteza frontal ni en la amigdala. En
cuanto a las enzimas NAPE-PLD y FAAH no mostraron algin cambio significativo debido al
tratamiento con WIN 55,212-2 en ninguna de las cuatro estructuras estudiadas.

La administracion continua del WIN 55,212-2 pudo haber causado en el animal
tolerancia farmacoldgica (disminucion de los efectos de la sustancia a consecuencia de su uso

continuo a las mismas dosis), la cual ya ha sido reportada para el THC anteriormente por
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Hutcheson y col. (1998) en un estudio en el que se administro a ratones la misma dosis 11 veces
de 10mg/kg i.p. de THC, observd tolerancia a los efectos de hipotermia y antinocicepcion.
También se ha mostrado tolerancia para estos mismos efectos después de la administracion
escalada subcutéanea de WIN 55,212-2 (de 3mg/kg hasta 48mg/kg durante 15 dias) (Sim-Selley
Martin, 2002). Estos datos podrian sugerir que en el presente trabajo, la administracion
subcrénica de 2 mg/kg durante 11 dias probablemente estén causando tolerancia y
probablemente esta relacionada con una disminucion en la expresion del receptor CB1; lo que
posiblemente nos habla de una down regulation (pérdida de sitios de union) del receptor CB1 en
el estriado ventral y en el hipocampo en las ratas sometidas a este tratamiento

Debido a la administracion subcronica de WIN 55,212-2 se esperaba un decremento en
la expresion del receptor CBL1 en las cuatro estructuras estudiadas. Sin embargo, estas diferencias
en la expresion del receptor pueden deberse a las diferencias regionales en la adaptacion del
receptor CB1(Sim-Selley, 2003). Por ejemplo, Di Marzo y col. (2000) realizaron un estudio en el
que administraron a ratas macho wistar 10 mg/kg i.p. de THC durante 8 dias y midieron, por
medio de binding con [3H]CP-55,940, los cambios en receptor CB1 en diferentes estructuras
como cerebelo, estriado, hipocampo, corteza cerebral, sistema limbico (conteniendo; tubérculos
olfatorios, nucleo limbico rostral, nucleo accumbens, septum y partes del nicleo amigdaloide
anterior) y tallo cerebral. Encontraron una reduccion significativa en el binding del receptor CB1
en el cerebelo, estriado, hipocampo, corteza cerebral y tallo cerebral, mientras que para las
estructuras limbicas no ocurri6 asi. También analizaron la actividad de la proteina G, por medio
del binding con [35S]GTPyS binding estimulado con WIN55212,2, en las mismas estructuras, en
ratas con el tratamiento con THC ya mencionado y lo que encontraron fue una disminucion en la
actividad de la proteina G (desensibilizacién) solamente en el cerebelo y en el estriado. Esto nos
habla de las diferencias regionales en la adaptacién del receptor CB1. Finalmente, estos autores
también analizaron los niveles de los dos principales endocanabinoides, anandamida y 2-AG, asi
como del precursor de la anandamida, NArPE (N-Araquidonilfosfatidietanolamina).
Encontraron una reduccion en los niveles de anandamida en el estriado y su aumento en las
estructuras limbicas, para las demas estructuras no hubo ningun cambio. Los niveles de NArPE
no mostraron cambios en ninguna de las estructuras. En lo que respecta al 2-AG, solo el estriado
mostré una reduccion significativa y las demas estructuras no mostraron algin cambio en los

niveles de este endocanabinoide. Lo que estaria indicando que los cambios en los
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endocanabinoides son también dependientes de region y no necesariamente reflejan el cambio
correspondiente en el estado del receptor CB1. Esto concuerda con los resultados del presente
estudio, en el que no se encontraron cambios en las enzimas NAPE-PLD y FAAH en las
estructuras en las que si se encontr6 una reduccion en el receptor CB1.

Sin embargo, el supuesto de las diferencias regionales, especificamente en las 4
estructuras que respectan a este trabajo (nucleo accumbens, hipocampo, corteza frontal y
amigdala), no se observa en el estudio de Sim-Selley y Martin (2002) citado en los antecedentes.
El estudio de Sim-Selley y Martin (2002) es el que mas se acerca al trabajo aqui realizado en
cuanto al hecho de que usaron WIN55212,2. Sin embargo, otras variables como la especie, la
dosis y la duracion del tratamiento podrian estar afectando los resultados. Basta mencionar que
en el estudio citado la administracion del WIN 55,212-2 fue cronica, de incremento progresivo,
durante 15 dias iniciando con una dosis de 3mg/kg hasta llegar a una dosis final de 48mg/kg en
ratones.

Cabe mencionar que hasta donde tenemos conocimiento, éste es el segundo estudio
realizado donde se miden cambios en el receptor CB1 y el primero en medir las principales
enzimas relacionadas con la sintesis y degradacion de la anandamida (NAPE-PLD y FAAH
respectivamente) seguidos de un tratamiento con el agonista sintético WIN55212,2.
Anteriormente ya se han reportado diferencias en la disminucion del receptor CB1 después de la
administracion de THC, donde se han encontrado diferencias en la disminucién del receptor CB1
dependiendo del area cerebral donde se midi6. Por ejemplo, Romero y col.(1998)analizaron la
down-regulation del receptor CB1 en distintos puntos de tiempo por medio de binding usando
autoradiografia, en distintas estructuras cerebrales de ratas macho wistar expuestas diariamente a
THC por 1, 3, 7 0 14 dias (5mg/kg i.p. diariamente). En los que respecta a las 4 estructuras de
interés para este trabajo, Romero y col. (1998) encontraron una reduccion significativa en el
binding en el hipocampo desde el dia 1 y esta reduccidon fue mas marcada en el dia 14. En el
nucleo accumbens solamente se encontrd una tendencia de disminucion y en la amigdala (s6lo se
analizo la parte basolateral) no se encontré ninguna reduccién. Finalmente, el binding se redujo
en la corteza cerebral (se analizaron la capa |1 y VI). En otro estudio més reciente, Lazenka,
Selley, y Sim-Selley (2014) encontraron una down-regulation medida por inmunohistoquimica
del receptor CB1 a ratones administrados s.c. con 10 mg/kg de THC (esta dosis es equivalente a

3 mg/kg de WIN en cuanto a efectos conductuales (Sim-Selley y Martin, 2002) por 14 dias dos
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veces al dia y el dia 15 solamente 1 vez. Las areas que mostraron reduccion del receptor fueron
la corteza prefrontal, la amigdala lateral y el hipocampo, mientras que no se encontrd reduccién
del receptor en el nicleo accumbens y la amigdala basomedial. Con estos estudios y los citados
anteriormente se puede notar que existen diferencias regionales en la expresion del receptor CB1
en sujetos expuestos a canabinoides y muy probablemente estas diferencias estén dadas por el
agonista usado, la dosis, la duracion del tratamiento y la especie animal.

Este trabajo contribuye a ampliar el conocimiento cientifico sobre los procesos
fisiologicos que subyacen a la administracion subcronica de un agonista canabinoide en ratas que
posteriormente expresaron una mayor cantidad de conductas relacionadas con el sindrome de
abstinencia después de que se les administré una dosis Unica de un antagonista del receptor CBL1.
Por lo que se podria decir que los cambios en el sistema endocanabinoide inducidos por la
administracion subcrénica de WIN55212, 2, son responsables dela expresion del sindrome de
abstinencia.

Los resultados de este trabajo concuerdan con los reportados en la literatura, en los que
se evalua el sindrome de abstinencia de manera conductual y la down-regulation del receptor
CB1. Tomando en cuenta que el uso de distinta metodologia (i.e. especie, dosis, duracion de
tratamiento y agonista/y antagonista canabinoide) podria explicar las variaciones en los

resultados.

Limitaciones y sugerencias

Una de las limitaciones en este estudio es la técnica de Western Blot para determinar la cantidad
de proteina, ya que podria ser vista como poco sensible debido a que es semicuantitativa. Por lo
que se sugiere que en futuras investigaciones se usen técnicas mas sensibles para la medicion de
la cantidad de receptores como la técnica de Binding Radioactivo.

En cuanto a los resultados de sindrome de abstinencia se sugiere hacer un protocolo de
administracion con dosis escaladas para ver si produce un efecto mayor en la expresion del
receptor CB1 y en las enzimas que se analizaron es este trabajo. Por supuesto también resultaria
importante ver los cambios en las enzimas DAGL y MAGL que sintetizan y degradan al 2-AG.

Se sugiere que también que se hagan mediciones del receptor CB1 y de las enzimas ya

mencionadas después de haber transcurrido por lo menos 24 horas después de la administracion
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del antagonista sintético AM251 y asi ver si existen diferencias en la expresion de estos
componentes del sistema endocanabinoide, comparandolos con los resultados encontrados en el
presente estudio.

Finalmente, podria resultar conveniente para una mejor evaluacién conductual del
sindrome de abstinencia, hacer una curva dosis-respuesta para el agonista sintético WIN 55,212-

2 y para el antagonista AM251.
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Anexo 1
El western blot es una técnica que nos permite determinar como se encuentra la expresion de una

proteina, en este caso, del CB1 en los tejidos analizados. EI western blot utiliza un principio
quimico llamado electroferésis. La electroforesis es un método analitico-semipreparativo, en el
que se separan biomoléculas, en dependencia de su carga y bajo la accion de un campo eléctrico,
fue empleada por primera vez por Tiselius en el afio de 1937. En la electroforesis la migracion
hacia el catodo o anodo de solutos idnicos bajo la influencia de un campo eléctrico depende de

una combinacion de su carga, peso molecular y estructura tridimensional.

Extraccion de tejido. Después de haber finalizado el periodo de observacion de las conductas
de sindrome de abstinencia inducido por la administracion de AM251 (3 mg/kg), las ratas fueron
sacrificadas por dislocacion del cuello y el cerebro fue rapidamente extraido. Se homogenizo el
tejido por cada seccion cerebral (0.1 g tejido/1 ml) en un buffer con 250 mM de sucrosa, 1mM
EDTA, buffer 10 mMTriseHCI, pH 7.6, 10mM PMSF y un cocktail inhibidor completo de
proteasa mini 1 tableta/ 50 ml (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland). Se eliminaron
desechos de tejido grandes y fragmentos nucleares mediante dos ciclos de baja velocidad (1,000
g, 10 min, 4°C). El sobrenadante (las membranas totales) se colectd y se centrifugé (17,000 g, 20
min, 4°C). El pellet enriquecido en membrana plasmaética se resuspendio en una solucién buffer
(85 pL). Se midio la concentracion de proteina a travées del ensayo a proteina Bio-Rad D C (Bio-
Rad, Hercules, CA).

Western blot. Se separaron las muestras de membrana plasmatica (20 ug) por electroforesis
separada en 8% SDS-PAGE vy electrotransferidas en una membrana PVDF (Millipore). Se
usé Nonfat dry milk (5%, Bio-Rad) en TBS-T (20 mMTrissHCl, 136 mMNaCl, 0.1% Tween 20,
pH 7.6) por 1 h. La membrana PVDF se incub6 durante la noche con anticuerpos policlonales de
conejo para anti CB1 (1:500, Cayman) diluidos en TBS-T a 4°C.Se enjuagé la membrana tres
veces (10 min cada vez) con TBS-T y se incubd con un anticuerpo secundario de burro
anticonejo IgG acoplado a peroxidasa de rabano (1:10,000; Cell Signaling) en TBS-T por 1 h a
temperatura ambiente (TA). Se detectaron las bandas usando ECL y agentes de deteccion

(Amersham Biosciences) y se expuso a peliculas autoradiogréaficas por 1 min (Kodak).
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