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Glosario

ADN. Molécula de la herencia que esta formada por una doble cadena que forma
una hélice, cada cadena esta formada por 4 bases nitrogenadas: adenina, guanina,
citosina y timina.

ARNM. Acido nucleico de cadena sencilla que es utilizado como molde para
sintetizar proteina.

Atencion. Proceso que permite a un individuo seleccionar informacion entrante
para su futuro procesamiento al mismo tiempo que suprime informacion distractora.
Cebador. Cadena de ADN que puede ser alargada por medio de una ADN
polimerasa.

Flexibilidad de comportamiento. Habilidad de un individuo para responder y
ajustar su conducta a un estimulo ambiental.

Gen. Unidad fundamental de la herencia. Porcion minima de ADN que contiene la
informacion necesaria para producir una proteina.

Haplotipo. Se refiere a un grupo de alelos que porta un individuo.
Oligonucleotido. Cadena corta de nucledtidos de menos de 20 nucleétidos.

PET. Técnica que consiste en detectar isdtopos emisores de positrones de forma
indirecta mediante la deteccion de los fotones producidos por la aniquilacion de un
positron por un electron a través de detectores de fotones.

RMT. Es una técnica que utiliza para medir la actividad cerebral a través de la
deteccion de variaciones en la concentracion de oxigeno en el flujo sanguineo

cerebral que se tiene cuando hay cambios en la actividad cerebral.



Resumen

Se han observado diferencias individuales durante la ejecucion de tareas de memoria
en funcion del polimorfismo rs2180619 del gen CNR1. Este gen codifica para un receptor
llamado CB1, que forma parte del sistema endocannabinoide, el cual regula la liberacion de
diferentes neurotransmisores. Dicho sistema es afectado por el consumo de marihuana por
medio de su componente principal, el A-9-tetrahidrocannabinol, que actua en el receptor
CBI1. El objetivo de la presente investigacion fue estudiar el efecto del consumo de la
marihuana en el aprendizaje de procedimiento y si ese efecto depende del genotipo para el
rs2180619. El aprendizaje de procedimiento fue evaluado por medio de la tarea de trazado
a través del espejo. Para saber el genotipo del rs2180619 (AA, AG o GG) de los
participantes se les pidi6 una muestra de saliva que fue analizada por medio del ensayo de
discriminacion alélica con sondas Tagman®. Los resultados muestran que el alelo G para el
rs2180619 vulnera a consumidores de marihuana a presentar una menor eficiencia durante
la fase inicial del aprendizaje de procedimiento en comparacion con consumidores de

marihuana no portadores del alelo G y con no consumidores portadores del alelo G.



1. Introduccion

El consumo de marihuana se ha relacionado con el deterioro de algunas funciones
cognitivas (i. e. flexibilidad de pensamiento, atencion y memoria) (Pope, Deborah y
Yurgelun-Todd, 1996; Pope, Gruber, Hudson, Huestts y Yurgelun-Todd, 2002; Lane,
Cherek, Tcheremissine, Steinberg y Sharon, 2007). Este deterioro cognitivo se debe a que
el principal componente psicoactivo de la marihuana, el A-9-tetrahidrocannabinol actiia en
los receptores a cannabinoides 1 (CB1) (Howlett, et al., 1990; Matsuda, Lolait, Brownstein,
Young y Bonner, et al., 1990). Estos receptores se encuentran distribuidos principalmente
en el Sistema Nervioso Central (SNC) (Herkenham et al., 1990), incluyendo el estriado y el
cerebelo, que participan en el aprendizaje de procedimiento (Pistell, Nelson, Miller,
Spangler, Ingram y Devan et al., 2009; Rueda-Orozco, Montes-Rodriguez, Sorua-Goémez,
Méndez-Diaz y Prospéro-Garcia et al., 2008; Daselaar, Rombouts, Vietman, Raaijmakers y
Jonker, 2003). Este tipo de aprendizaje se refiere a la adquisicién de nuevas habilidades,
tales como aprender a bailar o saltar la cuerda (Squire y Wixted, 2011). En un estudio con
personas que habian sido dependientes a marihuana alguna vez en su vida tardaron mas en
ejecutar una tarea de aprendizaje de procedimiento en comparacion con personas que ho
presentaron dependencia. Cabe mencionar que utilizaron participantes infectados con VIH
y que ademads habian sido dependientes a cocaina y heroina (Gonzélez, Schuster, Vassileva
y Martin, 2011), por lo que no se ha estudiado el efecto del consumo de marihuana per se
sobre la eficiencia en el aprendizaje de procedimiento en humanos.

Es importante remarcar que no es claro el efecto del consumo a largo plazo de
marihuana sobre la flexibilidad de pensamiento, aprendizaje, memoria y atencion; existe

evidencia que sugiere que la marihuana no provoca deterioro en estas funciones cognitivas



(Pope, Gruber, Hudson, Huestts y Yurgelun, 2001; Lyons, Bar, Panizzon, Toomey, Eisen,
Xian y Tsuang, 2004; Jager, Block, Luitjen, y Ramsey, 2006; Crean, Crane, Mason, 2011).
Esta falta de contundencia sobre el deterioro en las capacidades cognitivas pueden deberse
a variaciones genéticas, que se han observado en individuos sanos (Ruiz-Contreras et al.,
2013).

Entre estas variaciones genéticas que explican diferencias individuales en la funcion
cognitiva estan las del gen CNR1 que codifica al receptor CB1. Esto significa que el CNR1
tiene la informacidon necesaria para que se sintetice dicho receptor, y es posible que la
cantidad de receptor CB1 que se produzca en el cerebro o la manera en que funcione
dependa de variaciones genéticas. Un polimorfismo candidato es el polimorfismo de un
solo nucledtido (SNP, por sus siglas en inglés) rs2180619 que se encuentra ubicado en una
region potencialmente reguladora del gen. Se ha propuesto que este polimorfismo podria
influir en la cantidad de CB1 que se produce dependiendo de su genotipo. En nuestro
laboratorio hemos encontrado una asociacion entre memoria de trabajo y los diferentes
genotipos para este SNP (A/A, A/G y G/G), de tal forma que el incremento en la dificultad
de una tarea de memoria de trabajo disminuye la eficiencia mayormente a personas que
tienen genotipo G/G en comparacion con personas con genotipo A/A (Ruiz-Contreras et al.,
en revision). Cabe resaltar que no hubo diferencias significativas entre sexo, edad ni
escolaridad entre los diferentes genotipos, ademas de que en el estudio sélo se acepto la
participacion de personas sin antecedentes psiquidtricos o neurologicos. Se desconoce si el
rs2180619 también se asocia con la eficiencia en el aprendizaje de procedimiento y si
diferencias individuales en la eficiencia de este aprendizaje en usuarios de marihuana

podrian explicarse parcialmente por variaciones genéticas.



El objetivo de esta investigacion fue estudiar como se relaciona el consumo de
marihuana con la capacidad de aprendizaje de procedimiento, dependiendo del

polimorfismo rs2180619 polimorfismo del gen CNR1.



2. Antecedentes

2.1 Consumo de Marihuana
La marihuana es una sustancia preparada con las hojas y flores del cannabis. De

acuerdo al World Drug Report del 2015, entre el 2.7% y 4.9% de la poblacion mundial
consume marihuana, lo que la convierte en una de las drogas de mayor uso después del
tabaco y el alcohol. En México, la marihuana es la droga ilegal més consumida,
reportandose un 1.2 % de consumidores en el 2011 (ENA, 2011). Se piensa que el alto
consumo de marihuana, al menos en otros paises, esta relacionado con la facilidad del
acceso a marihuana (MacCoun y Reuter, 2001; Cerda, Wall, Keyes, Galea y Hasin, 2012).

El consumo agudo de marihuana esta asociado a sintomas subjetivos de euforia,
sedacion, risa continua, letargo, intensificacion de sensaciones ordinarias y distorsion
perceptual. Ademas de estar asociado a un incremento en el apetito, boca seca, aumento en
la tasa cardiaca y en la presion sanguinea (Karila, Roux, Rolland, Benyamina, Aubin y
Lancon, 2014).

En general, los estudios sobre los efectos después de no mas de 7 dias de abstinencia
de consumo de marihuana verificado mediante el uso de pruebas de orina para detectar
metabolitos del A9-THC (delta-9-tetrahidrocannabinol) para descartar que se encuentren
bajo los efectos agudos concuerdan en que existe un deterioro en la memoria y el
aprendizaje (Pope et al., 2001; Pope et al., 2002); la flexibilidad de comportamiento'
(Bolla, Brown, Eldreth, Tate y Cadet, 2002; Solowij et al., 2002; Lane et al., 2007;

Weinstein et al., 2008); y atencion® (Solowij et al., 2002).

! Habilidad de un individuo para responder y ajustar su conducta a un estimulo ambiental (Coppens et al.,
2010).

? Proceso que permite a un individuo seleccionar informacion entrante para su futuro procesamiento al mismo
tiempo que suprime informacion distractora (Stevens & Bavelier, 2012).



Pope et al. (2001), mostraron que hay un deterioro al memorizar una lista de
palabras a los 0, 1 y 7 dias de abstinencia en personas consumidoras de marihuana en
comparacion con un grupo control, pero no después de 28 dias. Estos resultados difieren de
los reportados por Bolla et al. (2002), quienes encontraron en personas que consumieron
marihuana de forma preferencial y al menos durante 2 afios, una correlacion entre el
numero de cigarros fumados por semana (2-117) y las deficiencias en pruebas de memoria
verbal, memoria y aprendizaje visual, funcionamiento ejecutivo, velocidad de
procesamiento y habilidad manual, incluso después de 28 dias de abstinencia. Entre mas
cigarros fumaran por semana, menos eficientes eran en dichas pruebas. Dado estos
resultados podemos pensar que el déficit cognitivo podria mantenerse a largo plazo s6lo en

consumidores frecuentes de marihuana (i.e. consumos mayores a 5000 veces).

2.1.1 El componente activo mas estudiado de la Marihuana: el A9-THC
Uno de los componentes activos mas estudiados de la marihuana es el A9-THC el

cual es responsable, al menos en parte, de los efectos en el estado de &nimo y en funciones
cognitivas (Weinstein et al., 2008). El A9-THC fue aislado en el ano de 1964 por Gaoni y
Mechoulam a partir de un extracto de hachis. La estructura quimica del A9-THC puede
observarse en la Figura 1. El A9-THC puede ser detectado en sangre después de su

administracion aguda.
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P

A9-THC (delta-9-tetrahidrocannabinol)

Figura 1. Estructura quimica del componente activo de la marihuana mas estudiado: el A9-THC

(Modificado de Mechoulam y Parker, 2013).

En un estudio realizado por Brenneisen, Meyer, Chtioui, Surgy y Kamber (2010), se
detectd que el tiempo maximo (tiempo en el que el farmaco llega a su maxima
concentracion en sangre) es a los 5 minutos después de inhalar un cigarro que liberd 45 mg
de THC (ver Figura 2). Se observa que la maxima concentracion de A9-THC fue de 4.2 a
59.1 ng/mL; mientras que el tiempo en el que se pudo detectar a la cantidad minima de A9-
THC fue de los 10 a los 360 minutos. Estos datos nos hablan de una gran variabilidad en el
metabolismo del A9-THC entre los participantes que puede explicarse por diferencias en la

experiencia previa de consumo de marithuana (Brenneisen et al., 2010).
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Figura 2. Niveles de A9-THC en plasma después de fumar un cigarro de cannabis. El pico maximo
de concentracion es a los 5 minutos después de haber inhalado un cigarro de cannabis. La
concentracion minima detectable fue posible hasta los 360 minutos. Se observa gran variabilidad,

mediante las barras de error, entre individuos (Modificado de Brenneisen et al., 2010).

La administracion aguda del A9-THC en consumidores de marihuana tiene efectos
cognitivo-motores, subjetivos y autonomos (Weinstein et al., 2008). Weinstein et al. (2008)
realizaron un estudio doble ciego en el cual se administré 17 mg y 13 mg de A9-THC en
dos sesiones a 14 usuarios dependientes de marihuana. Los participantes tuvieron que
realizar una tarea que involucraban movimientos coordinados (tarea de laberinto virtual),
ademads de que se obtuvieron medidas subjetivas de auto-reporte y medidas autonomas (e.g.
tasa cardiaca y presion sanguinea). E1 A9-THC fue proporcionado en forma de cigarros con
nicotina (0.1 mg) en dos dias diferentes. En una de las sesiones se administré un cigarro

con 17 mg de A9-THC, y dos horas después un cigarro sin A9-THC. En otra de las sesiones

12



se administrd un cigarro con 13 mg dos horas después de la administracion de un cigarro
sin A9-THC. Se encontrd que habia diferencias significativas en el numero de colisiones
con las paredes del laberinto en la tarea de laberinto virtual después de haber consumido 17
mg de A9-THC en comparacion con el cigarro control y con el cigarro de 13 mg de THC.
En cuanto a las medidas de auto-reporte, ante ambas dosis de THC, las personas
manifestaron mayor satisfaccion, mas placer, reportaron sentirse mas “high”, menos alerta
y la sensacion de tener la boca seca en comparacion con el cigarro control. Igualmente, se
hallaron efectos en las medidas autondémicas evaluadas: en el ritmo cardiaco se encontré un
aumento en la tasa de latidos por minuto cuando se administré 17mg de A9-THC en
comparacion con la administracion de placebo y la dosis de 13mg. Para la presion
sanguinea sistolica, los resultados fueron similares; mientras que para la presion sanguinea
diastdlica s6lo hubo un aumento con la administracion de 13mg de A9-THC en
comparacion con el placebo. Este estudio nos ayuda a comprender que los efectos agudos
subjetivos que reportan los consumidores de marihuana se deben, al menos en parte, al A9-

THC, asi como sus efectos periféricos y en habilidades motoras (Weinstein et al., 2008).

2.1.2 Sistema endocannabinoide
El sistema endocannabinoide es un sistema neuromodulador tanto de sinapsis

inhibidoras como excitadoras del SNC (Micale, Di Marzo, Sulcova, Wotjak y Drago,
2012), que consta de un mecanismo de recaptura, de enzimas para la biosintesis de
endocannabinoides o de inactivacion, de receptores y de ligandos endogenos (Micale et al.,
2012).

Los endocannabinoides son metabolitos de lipidos membranales que son parte de
una gran cantidad de lipidos modificados y moléculas de &cidos grasos que han sido

implicados en sefialamiento intercelular (Lovinger, 2008). Los endocannabinoides mas

13



prominentes en el cerebro y la periferia son el araquidonil-etanolamida (AEA o
anandamida) y el 2-araquidonilglicerol (2-AG) (Devane et al. 1992; Mechoulam et al.
1995). También se ha descrito a la 9, 10-octadecenoamida (Oleamida), que fue descubierta
en liquido cefalorraquideo de gatos privados de suefio (Cravatt et al., 1995). Las estructuras
de los endocannabinoides mencionados estdn representadas en la Figura 3. Estos
endocannabinoides no se encuentran almacenados en vesiculas, sino que se sintetizan a
demanda, es decir cuando y donde se necesiten (Mechoulam y Parker, 2013).

Una via de sintesis de la anandamida es a partir de la hidrdlisis de la N-araquidonil
fosfatidil-etanolamina (NAPE) por la actividad de la fosfodiesterasa tipo D (Di Marzo et al,
1994; Cascio y Marini, 2015). La NAPE también puede ser hidrolizada por la fosfolipasa
C, transforméandola en fosfoanandamida, que a su vez es desfosforilada por fosfatasas,
dando como resultado a la anandamida (Liu et al., 2006; Cascio y Marini, 2015). También
se han descrito que la anandamida se forma a partir de la N-acil-lisofosfatidil-etanolamina
por medio de la enzima lisofosfolipasa-D (Cascio y Marini, 2015). En cuanto a su
degradacion, se ha encontrado que la hidrolasa de acidos grasos amidados (FAAH), que es
una hidrolasa serina unida a membrana intracelular (Piomelli, 2003), transforma a la
anandamida en acido araquidonico, componente que ya no forma parte del sistema
endocannabinoide (Cravatt, Giang, Mayfield, Boger, Lemer y Gilula, 1996; Mechoulam y
Parker, 2013). Cabe resaltar que la FAAH también es responsable de la hidrolisis de la
Oleamida a acido oleico, el cual es un componente inactivo (Cravatt et al., 1996; Guiftrida,
Beltramo y Piomelli, 2001). Adicionalmente, se ha sugerido que la FAAH también
contribuye a la sintesis de la Oleamida en un proceso a la “inversa” a partir de acido oleico

e hidroxido de amonio (Bisogno et al., 1997; Guiffrida, Beltrama y Piomelli, 2001).
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Figura 3. Estructura de diferentes endocannabinoides. En A se muestra la estructura de la
anandamida; en B se representa la estructura de 2-AG; y en C se observa la estructura de la oleamida.

Modificado de Mechoulam y Parker, 2013; y Cravatt et al., 1995.

Por otra parte, la via de la sintesis del 2-AG comienza por la hidrdlisis del
fosfatidilinositol (PI) por la fosfolipasa C, lo que da como resultado la formacién de
diacilglicerol (DAG). Posteriormente, el DAG se hidroliza por medio de la enzima
diacilglicerol lipasa (DAGL, por sus siglas en inglés), que finalmente resulta en 2-AG
(Sugtura et al., 1995). La monoacilglicerol lipasa (MAGL, por sus siglas en inglés) es la
principal enzima encargada de hidrolizar al 2-AG y, por lo tanto, de inactivarla (Dihn et al.,
2002). Cabe resaltar que Blankman, Simon, y Cravatt (2007) han encontrado otras enzimas
que también presentan actividad hidrolasa para el 2-AG: FAAH, o/B-hidrolasa-6 y o/p-
hidrolasa-12. Sin embargo, también concluyen que la MAGL es la enzima que tiene mayor
actividad hidrolasa para el 2-AG.

Los endocannabinoides anteriormente descritos (anandamida, oleamida y 2-AG)
actian principalmente de forma retrograda, es decir que se liberan desde la neurona
postsinaptica y actian en la neurona presinaptica (Lovinger, 2008). Una de las razones para
pensar en que actian de esta forma es que uno de los receptores al que se unen los

endocannabinoides, el receptor a cannabinoides 1 (CB1), se encuentra principalmente en la
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neurona presinaptica (Matsuda et al. 1990; Devane, Dysarz, Jhonson, Melvin y Howlett,
1988). Este receptor fue identificado por Devane et al. (1988) por medio del cannabinoide
CP-55,940 en tejido de cerebro de rata; mientras que su homoélogo el CB2 fue detectado por
Munro, Thomas y Abu-Shaar (1993) en regiones del bazo de rata por medio de la deteccion
de ARNm’.

La activacion de los receptores CB1 produce una cascada de sefializacion en la
neurona presindptica. Esto incluye un reduccién en la cantidad de adenosin monofosfato
ciclico (AMPc, por sus siglas en inglés) (Wade, Tzavara y Nomikos, 2004), que a su vez
produce una inhibicion de la proteina quinasa A (PKA, por sus siglas en inglés). La
activacion de los receptores CB1 también inhiben a la adenilato ciclasa (Davis et al., 2003).
Si la adenilato ciclasa es inhibida junto con la PKA, se activan proteinas quinasas activadas
por mitogenos (MAP) (Davis, Ronesi, Lovinger, 2003). La MAP esta relacionada con la
regulacion de la activacion de la transcripcion genética (Zassodowski, Rochette-Egly,
Chomienne y Cassinat, 2012). Adicionalmente, se ha comprobado que la activacion del
receptor CB1 inhibe las corrientes de Calcio (Pan, Ikeda y Lewis, 1996).

Lo anterior conlleva a una disminucion en la probabilidad de liberar al
neurotransmisor (Kofalvi et al., 2005). En el estudio de Kdlfalvi et al. (2005) se analiz6
farmacologicamente el efecto de los cannabinoides en 3 sistemas de neurotransmision y
también la distribucion del CBI1 en la sinapsis. Fue un estudio con cortes estriatales de rata,
en el cual se extrajeron los sinaptosomas (terminales sindpticas aisladas que incluye al axén
de la neurona presinaptica). Para saber la localizacion de los receptores CB1 utilizaron

anticuerpos con un marcador fluorescente. E1 CB1 se encontr6 en el 60% de las terminales

? Acido nucleico de cadena sencilla que es utilizado como molde para sintetizar proteinas (Klug et al., 2006).
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nerviosas. Los porcentajes de las diferentes terminales nerviosas que presentaban CB1 se
muestran en la Tabla 1.

Por otra parte, la estimulaciéon del receptor CB1, por medio del cannabinoide
WINS55212-2, disminuyd la liberacién de glutamato y de GABA, pero no de dopamina
(DA) (Kofalvi et al., 2005). Esto concuerda con otros estudios en donde se ha identificado
al CB1 en terminales presinapticas de neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas (Hill et al.,
2007), aunque también se ha detectado en neuronas serotoninérgicas (Haring, Marsicano,
Lutz y Monroy et al., 2007). Lo anterior sugiere que el sistema endocannabinoide esta
ampliamente distribuido y modula la liberacion de glutamato, GABA, y potencialmente de
serotonina. Kofalvi et al. (2005) no encontré evidencia de que el sistema endocannabinoide
modulara al dopaminérgico, lo cual contrasta con el estudio realizado por Polissidis et al.
(2013).

Tabla 1. Porcentaje de terminales nerviosas GABAérgicas, glutamatérgicas, noradrenérgicos y

dopaminérgicos en las que se expresa CB1.

Tipo de terminal nerviosa Porcentaje en el que se encontrd CB1
GABA¢érgicas 70%
Glutamatérgicas 60%

Noradrenérgicas y dopaminérgicas | 20%

En el estudio de Polissidis (2013) se demostro que la estimulacion del receptor CB1
regulaba la liberacién de dopamina en el estriado, nucleo accumbens y corteza prefrontal.
Esto se evallio comparando los tratamientos vehiculo/vehiculo y vehiculo/WIN55,212-2x
(1 mg/kg). En el estriado y en la corteza prefrontal hubo un aumento en la liberacion de

dopamina cuando se compardé la condicion de vehiculo/WINS55,212-2 con la de
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vehiculo/vehiculo a los 30 y 60 minutos de administraciéon. En el ntcleo accumbens se
encontr6 un efecto parecido a los 60 y 90 minutos después de la administracion.

Los anteriores estudios demuestran que el sistema endocannabinoide regula la
liberacion de dopamina y GABA, y se ha demostrado que estos sistemas de
neurotransmision (dopaminérgico y GABAérgico) participan en el aprendizaje de
procedimiento (Rammsayer, Rodewald & Groh, 2000).

Herkenham et al. (1991) realizaron un estudio post mortem para saber la distribucion
del receptor CB1 en encéfalo humano. Para realizar el estudio utilizaron un agonista
(CP55,940) radiomarcado con tritio para posteriormente realizar una autoradiografia de
cortes cerebrales. Encontraron que el CB1 en humanos se expresaba en grandes cantidades
en el estriado, globo palido, sustancia negra, giro dentado del hipocampo, cerebelo, corteza
entorrinal y corteza cerebral. Por otra parte, Burns et al. (2007) realizé un estudio con la
tomografia por emision de positrones® (PET, por sus siglas en inglés) en humanos. En este
estudio se empled un agonista inverso con alta afinidad al receptor CB1 que es detectado
para conocer la distribucion del receptor CB1. En la Figura 4 se muestran tres cortes de
cerebro humano en donde los colores que tienden a ser calidos representan areas con mayor
densidad del receptor CB1, mientras que las areas que tienden a colores frios representan
areas con menor densidad del receptor CB1. Las areas con mayor cantidad de receptor CB1
fueron el estriado, corteza frontal y cingulo posterior; las areas con menor cantidad de

receptor CB1 fueron tdlamo e hipocampo; mientras que en el cerebelo se encontrd una

* La tomografia por emisién de positrones (PET) es una técnica que consiste en detectar isdtopos emisores de
positrones de forma indirecta mediante la deteccion de los fotones producidos por la aniquilacion de un
positron por un electrén a través de detectores de fotones. En algunos casos los is6topos son utilizados para
“etiquetar” alguna molécula y de esta forma observar la distribucion de una segunda sustancia (Pietrzyk et al,

1997).
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cantidad intermedia de receptor. Estos resultados concuerdan con los de Normandin et al.

(2015).

Figura 4. Se muestran cortes de cerebro humano (transversal, coronal y sagital). La escala indica la

concentracion de receptor expresado: entre mas se acerca al rojo, mayor la concentracion. Se observa que hay

una amplia distribucion del receptor CB1 en todo el cerebro.

Waes, Beverley, Siman, Tseng y Steiner (2012) evaluaron la expresion del CB1 en
el estriado en ratas adultas, por medio de un mapeo del ARNm. Los investigadores
dividieron al estriado en porciones dorsolaterales, ventrolaterales, ventrales y mediales. El
CB1 estuvo expresado de forma predominante en los sectores dorsolaterales y
ventrolaterales, que son secciones sensoriomotoras del estriado, con una menor expresion
en regiones ventrales y mediales del estriado, que son sectores limbicos/asociativos. En
general, este estudio nos muestra que hay una mayor expresion del CB1 en la parte mas
dorsal del estriado (regiones del caudado-putamen) que en la ventro-medial (nucleo
accumbens).

Hirvonen, et al. (2012) evaluaron la expresion del receptor CB1 en humanos
consumidores de marihuana (personas que consumian diariamente cannabis) y lo

compararon con no consumidores utilizando la técnica PET. En este caso utilizaron como
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unidad de medida el volumen de distribucién (proporcion de la concentracion del
radioligando de una region de tejido (e.g. estriado) con la de plasma). Hirvonen et al.
(2012) encontraron que los consumidores de marihuana expresaban menos CB1 en las
siguientes areas: corteza anterior, cingulo, hipocampo, insula, corteza occipital, corteza
parietal, corteza posterior cingulada, corteza temporal lateral, corteza prefrontal y corteza
temporal lateral. Después de veintiséis dias de abstinencia se realizd otro escaneo que
donde se observd un incremento en la expresion del receptor CB1 en todas las areas
anteriormente mencionadas en el grupo de consumidores, excepto hipocampo (Hirvonen et
al., 2012). Los autores concluyen que sus resultados pueden deberse a una neuroadaptacion
promovida por la dependencia de marihuana. Esta neuroadaptacion puede consistir tanto en
un cambio en la concentraciéon de CB1 como en un cambio de afinidad (Hirvonen et al.,
2012). Este estudio tiene la limitante de que en el segundo escaneo no se compara los
niveles de CB1 de consumidores con no consumidores, asi que no se sabe si los niveles de
CBI en consumidores vuelven a un nivel normal. Sin embargo, este estudio nos ayuda a
saber que el consumo de marihuana modifica al sistema endocannabinoide, por medio de
los receptores CB1. Dicho receptor es necesario para el aprendizaje de procedimiento

(Rueda Orozco et al., 2008), el cual sera descrito en las siguientes secciones.

2.2 Aprendizaje de procedimiento
El aprendizaje de procedimiento es la adquisicion de habilidades que operan en

forma automadtica, que se adquieren gradualmente, de forma inconsciente y con poca
habilidad para describir como se aprendid (Squire, 2009; Squire y Wixted, 2011;
WolkyBuson, 2010). Por ejemplo, aprender a conducir un carro, aprender a utilizar una

maquina de coser o tocar un instrumento como la guitarra y el piano (Swcatt, 2010).
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Aunque el aprendizaje de procedimiento se caracteriza porque la evocacion del
recuerdo es de forma inconsciente, en los primeros estadios de aprendizaje hay un
componente consciente; sin embargo, este componente desaparece conforme incrementa la
practica en dicho aprendizaje (Swcatt, 2010).

El aprendizaje de procedimiento se descubrid a partir del estudio de H. M., que fue
un paciente a quien se le extrajo el 16bulo temporal medial bilateral para aliviar la epilepsia
que padecia (Scoville y Milner, 1957). Esta intervencion provocd en H. M. incapacidad de
formar nuevos recuerdos a largo plazo que tuvieran que ver con hechos del mundo y
eventos personales (memoria declarativa) (Scoville y Milner, 1957; Milner et al., 1998). Sin
embargo, H. M. aln podia aprender una tarea que requeria de habilidades motoras: la tarea

de trazado de la Estrella a través del Espejo.

2.2.1 Medicion de Aprendizaje de Procedimiento a través de la Tarea de
Trazado de la Estrella a través del espejo
En la tarea de trazado de la estrella a través del espejo se le muestra al participante

una estrella de doble margen, y posteriormente se le pide que dibuje una linea entre los dos
margenes, con la restriccion de que el participante no pueda ver directamente su mano ni la
estrella, sino que los observe a través de un espejo. En esta situacion las personas tienden a
mover la mano en direccion contraria a la correcta, aunque, conforme pasan los ensayos, se
aprende a moverla en la direccidon correcta y, posteriormente, la ejecucion en esta tarea se
automatiza (Milner, 2005). Teniendo en cuenta que automatizar se refiere a la habilidad de
las personas para ejecutar una tarea con poco esfuerzo, en comparacion de cuando era una
tarea novedosa (Poldrack et al, 2005). Esta automatizacion requiere de entrenamiento o

practica.
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La tarea de trazado de la estrella a través del espejo involucra un “re-aprendizaje” de
una habilidad, ya que normalmente sabemos como dibujar pero no a través de un espejo.
Ademas, implica un aprendizaje inhibidor: aprendemos a inhibir una conducta
anteriormente aprendida (i. e. dibujar normalmente).

La mejora en la ejecucion de esta tarea requiere especificamente de aprendizaje de
procedimiento. Este tipo de aprendizaje permite realizar diferentes habilidades motoras sin
evocar de forma consciente el conocimiento necesario para llevar a cabo dichas
habilidades. Por ejemplo, cuando las personas han aprendido a conducir un automoévil no
necesitan estar pensando en todos los pasos necesarios para conducir de forma adecuada;
simplemente lo realizan. A continuacion se describiran algunas de las regiones cerebrales

asociadas al aprendizaje de procedimiento.

2.2.2 Regiones cerebrales asociadas al aprendizaje de procedimiento
El nucleo estriado es una estructura que participa en el aprendizaje de procedimiento

(Pistell et al., 2009). Un estudio en el que se demuestra lo anterior es el de Pistell et al.
(2009), en el cual se lesiono el estriado a ratas comparandolas con ratas sin lesion.
Posteriormente, las entrend en una tarea de laberinto complejo, en la cual los roedores
necesitaban aprender a ejecutar una secuencia de movimientos (Ver figura 5). En esta tarea
se mide aprendizaje de procedimiento. Se realizaron quince ensayos que se dividieron en
cinco bloques de tres. Pistell et al. (2009) descubrieron que las ratas con lesion en el
estriado (lateral y medial) cometieron mas errores desde el segundo bloque de ensayos
hasta el quinto en comparaciéon con el grupo control. Ademas, las ratas con lesion en el
estriado no disminuyeron la cantidad de errores. Esta evidencia sugiere que el ntcleo
estriado (tanto lateral como medial) es una estructura necesaria para el aprendizaje de

procedimiento (Pistell et al., 2009).
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Figura 5. Esquema del laberinto complejo. Las flechas indican el camino correcto desde la salida (S) hasta la
meta (G). Las lineas gruesas entre los pasajes indican puertas que bajaban una vez que la rata pasaba a la
siguiente seccidn para evitar que regresara a la seccion anterior. Las lineas punteadas sefialan puertas falsas

que sirvieron para evitar que las puertas verdaderas dieran claves del camino correcto (Pistell et al., 2009).

El nucleo estriado pertenece a los nucleos de la base que estan conformados por el

nucleo caudado, putamen, globo palido, nicleo subtaldmico y la sustancia negra (Seger,

20006). El estriado se conforma por el caudado y el putamen (Seger, 2006; Ver figura 6).
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Figura 6. Representacion de los nicleos de la base en un corte coronal de cerebro humano que estan
conformados por: el estriado (nucleo caudado y putamen), globo palido (interno y externo), sustancia

negra y nucleo subtalamico. Modificado de Kandel et al., 2013.

En humanos también se ha encontrado evidencia de la relacion entre el aprendizaje
de procedimiento y el nucleo estriado. Daselaar et al. (2003) realizaron un estudio en donde
se describia el patron de activacion cerebral mediante la técnica de resonancia magnética
funcional (RMf)’ mientras realizaban una tarea de aprendizaje de procedimiento. Se
encontr6 que hubo mayor seiial BOLD cuando los participantes tenian que aprender una
secuencia fija de posiciones de puntos (secuencia de aprendizaje) en comparacion a cuando
se les presentaba una secuencia aleatoria (linea base) en el putamen bilateral, nicleo

caudado izquierdo, globo palido derecho, cingulo anterior derecho (ver Figura 7), giro

> La RMf es una técnica que se utiliza para medir la actividad cerebral a través de la deteccion de variaciones
en la concentracion de oxigeno en el flujo sanguineo cerebral que se tiene cuando hay cambios en la actividad
cerebral. Como unidad de medida en esta técnica se utiliza la dependencia del nivel de oxigeno en la sangre,
llamado BOLD, por sus siglas en inglés (Cattani, 2012). El BOLD se puede medir mientras participantes
realizan alguna tarea, por ejemplo aprendizaje (Chen y Li, et al., 2012), o sea que la RMf es una técnica que

permite asociar la actividad cerebral con procesos como el aprendizaje.
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frontal inferior izquierdo, giro frontal medial derecho, giro frontal superior derecho, giro
frontal superior izquierdo, giro precentral derecho, giro precentral izquierdo, giro temporal
superior derecho, giro temporal superior izquierdo, 16bulo parietal superior bilateral, 16bulo
parietal derecho, giro lingual derecho, giro lingual izquierdo y cerebelo derecho (ver figura
8).

Por otra parte, Bédards y Sanes (2014) encontraron una relacion entre la activacion
del l6bulo parietal inferior derecho, l6bulo parietal superior izquierdo, surco izquierdo
intra-parietal, giro temporal superior izquierdo, giro frontal superior derecho, corteza
sensorial, giro occipital medial izquierda y corteza prefrontal derecha y el aprendizaje de
procedimiento durante 8 bloques. Esta relacion implica que dichas dareas van
incrementando su actividad conforme los participantes practican hasta el bloque 4 y
posteriormente disminuyen su activacion hasta el bloque 8.

Cabe mencionar que entre las areas cerebrales que fueron asociadas al aprendizaje
de procedimiento estuvieron el nticleo caudado, varias areas de la corteza y el cerebelo que
son estructuras que presentan grandes cantidades de receptor CB1 (ver apartado 2.1.2

Sistema endocannabinoide).

Putamen bilateral.

Ntcleo caudado izquierdo.
Globo pélido derecho.
Cingulo anterior derecho.

PpPLUMR

Figura 7. Representacion de la activacion de regiones de los ntcleos de la base y del cingulo. En amarillo se
encuentran las areas que fueron mayormente activadas durante la secuencia de aprendizaje en comparacion

con la de linea base. Modificado de Daselaar et al. (2003).
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1: Giro Frontal Inferior 7. Giro temporal superior

izquierdo. derecho.

2. Giro Frontal Medial 8. Giro temporal superior
derecho. izquierdo.

3. Giro frontal superior 9. Lobulo parietal superior
derecho. derecho.

4. Giro frontal superior 10. Lobulo parietal superior
izquierdo. izquierdo.

5. Giro precentral derecho. 11. Giro lingual derecho.

6. Giro precentral izquierdo. 12. Cerebelo derecho.

Figura 8. Representacion de la activacion de distintas areas cerebrales cuando se compar6 la condicioén de
linea base con la secuencia de aprendizaje. En rojo se encuentran las areas que se activaron mas en la
condicion de secuencia de aprendizaje en comparacion con la linea base. Los nimeros corresponden a dichas

areas. Modificado de Daselaar et al. (2003).
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También se ha encontrado que el hipocampo participa en el aprendizaje de
procedimiento (Albouy et al., 2008). En este estudio, participantes realizaron una tarea de
aprendizaje de procedimiento mientras se registraba su actividad cerebral con RMf. Se les
presentaba dos secuencias de posiciones de puntos: una que tenian que aprender y otra
aleatoria. Observaron que los participantes disminuyeron la latencia de movimientos de
ojos (LEM) para la secuencia aprendida y para la aleatoria cuando se compard la sesion de
practica con la de evaluacion en los grupos que se evaluaron treinta minutos y cinco horas
después. Por otro lado, los participantes que fueron evaluados 24 horas después solo
disminuyeron su LEM en la secuencia aprendida, esto quiere decir que hubo una
consolidacion especifica.

Ademas, encontraron que hubo mayor activacion tanto en el hipocampo como en el
nucleo caudado en las secuencias aprendidas en comparacion con las secuencias no
entrenadas. También se encontré que entre mas se activaba el hipocampo durante la sesion
de practica, mayor era la diferencia entre las LEMs de las secuencias de practica y
evaluacion. Los autores también reportan una correlacién negativa entre la activacion del
hipocampo posterior izquierdo y el putamen ventral izquierdo (una estructura estriatal)
durante las secuencias de practica en entrenamiento (ver figura 9). Ademas de lo anterior,
se observd que la activacion en hipocampo posterior izquierdo y cerebelo disminuia a
través del entrenamiento, mientras que la activacion incrementd en putamen de forma
bilateral en porciones dorsales y ventrales. Estos resultados se pueden interpretar como que,
a pesar de que durante el aprendizaje de una habilidad motora hay una competencia entre el
hipocampo y el estriado, ambas &4reas son necesarias para la evocacion de dicho

aprendizaje, ademds del tilamo y del cerebelo. También demuestra que para este
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aprendizaje de procedimiento se asocia el hipocampo, lo que concuerda con el estudio

realizado por Rueda-Orozco et al. (2008).

A Efecto Principal de aprendizaje durante entrenamiento

k'

ipocampo (Hipo Nucleo Caudado (NC)

B Analisis de Regresion en el grupo de 24 hrs. durante el
entrenamiento
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Figura 9. Resultados de la técnica de imagen por RMf asociados a aprendizaje de procedimientos. En A se
observa el efecto principal de aprendizaje durante entrenamiento cuando se restdé la activacion durante
condicion de aprendizaje menos la de entrenamiento en hipocampo y el nucleo caudado. Se observa mayor
activacion en hipocampo y nucleo caudado en la secuencia de practica cuando se compara con la no entrenada
durante la fase de entrenamiento. En B se observa una relacion lineal directa entre la activacion hipocampal
durante entrenamiento con la ganancia en ejecucion cuando se evalto el desempefio 24 horas después del
entrenamiento. En C se observa una correlacion negativa entre la activacion del hipocampo posterior

izquierdo y del putamen ventral izquierdo durante la fase de entrenamiento (Albouy et al., 2008).
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2.2.3 Aprendizaje de procedimiento y sistema endocannabinoide
El sistema endocannabinoide participa en el aprendizaje de procedimiento (Rueda-

Orozco et al., 2008). Para medir el aprendizaje de procedimiento utilizaron un laberinto en
T. Entrenaron a las ratas para que aprendieran a girar hacia un mismo lado (i. e., a la
derecha para obtener el reforzador). Posteriormente, las ratas se dividieron en varios
grupos; al primer grupo se le administré 3.2 ug de AM251 (antagonista del receptor CB1)
en el estriado dorsolateral; al segundo se le administro 3.2 pg AM251 en el hipocampo; y a
un tercero, el grupo control, se le administr6 solamente el vehiculo. Después de la
administracion, la rata se sometid a un proceso de extincion: ahora las ratas aprendieron
que debian girar hacia el lado contrario en el laberinto. Cabe resaltar que también se
tuvieron grupos de ratas usadas para saber si la actividad neuronal (mediante la medicion de
la expresion de c-Fos) aumento6 o disminuyd dependiendo del entrenamiento, extincion y la
administracion de AM251 el estriado o el hipocampo antes de la fase de extincion. Rueda
Orozco et al. (2008) mostraron que hubo mayor expresion de c-Fos en el estriado
dorsolateral al principio del entrenamiento y de la extincién en comparacion con un grupo
que no tuvo ni fase de entrenamiento ni de extincion. Se observaron diferencias semejantes
en hipocampo al comparar estos grupos. Estos resultados indican que tanto el estriado
dorsolateral como el hipocampo participan en el aprendizaje de un nuevo procedimiento y
en su extincion. Esto ocurre posiblemente porque la extincion implica un re-aprendizaje del
procedimiento, similar a lo que ocurre en humanos en la tarea de trazado de la estrella a
través del espejo anteriormente descrita.

Por otro lado, cuando se les administro 3.2 pg de AM251 en el estriado dorsolateral
las ratas mostraron un menor indice de respuestas correctas y se observo un incremento en

la expresion de c-Fos en comparacion con las ratas control durante la fase de extincion.
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Pero cuando se administr6 AM251 en hipocampo las ratas tuvieron mas respuestas
correctas 'y una menor expresion de c-Fos con respecto al grupo control. Los autores
concluyen que la administracion de AM251 en estriado dificulta la extincion del
aprendizaje de procedimiento, mientras que en hipocampo la facilita.

Lo anterior es coherente con la idea de que no sélo el estriado participa al inicio del
entrenamiento de una tarea de procedimiento sino también el hipocampo. Otro dato que
apoya esta idea es que se encontrd una correlacion entre la activacion CA1 y CA3 sélo al
inicio del aprendizaje de procedimiento. Una interpretacion es que la activacion de los
receptores CB1 en el hipocampo sirven en la consolidacion de un nuevo aprendizaje;
mientras que la activacion de estos mismos receptores en el estriado ayuda a la evocacion
de un aprendizaje ya consolidado. Esta interpretacion concordaria con el hecho de que el
putamen, que forma parte del estriado, va aumentando su actividad mientras que la del
hipocampo va disminuyendo a lo largo del aprendizaje de un procedimiento (Albouy et al.,
2008). Por lo tanto, el hipocampo también participa en el aprendizaje de procedimiento,
puesto que como comentan los autores, la extincion de recuerdos puede considerarse como
un aprendizaje inhibidor especifico que ayuda a no expresar una conducta anteriormente

aprendida.

2.2.4 Aprendizaje de procedimiento y consumo de marihuana
La asociacion entre el consumo de marihuana y el aprendizaje de procedimiento ha

sido poco estudiada. Uno de los pocos estudios acerca de esta asociacion es el que fue
realizado por Gonzalez et al. (2011). Este estudio tiene algunos aspectos a considerar, pues
se realizd con personas con y sin VIH (virus de la inmunodeficiencia humana), y todos sus
participantes presentaban dependencia a cocaina y/o heroina. Se evaluo el aprendizaje de

procedimiento por medio de la tarea de trazado de estrella a través del Espejo. Gonzélez et
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al. (2011) encontraron que las personas que alguna vez en la vida presentaron dependencia
a marihuana tardaron mas en realizar la tarea de trazado de la Estrella a través del Espejo en
comparacion con los no dependientes, sin importar si presentaban o no VIH. Los autores
concluyen que la dependencia a marihuana esta relacionada con una baja ejecuciéon motora.
Los resultados obtenidos en este estudio dificilmente se pueden generalizar a otro tipo de
poblacion (e. g. personas sin VIH, o sin dependencia a cocaina y/o heroina), asi que no es
posible asegurar que las personas sin estas caracteristicas tengan las mismas deficiencias.
En otro estudio, se evalto el aprendizaje de procedimiento en consumidores y no
consumidores de marihuana con una tarea de laberinto de agua virtual, en el que los
participantes debian encontrar una plataforma que no era visible (Sneider, Gruber,
Rogowska, Silveri y Yutgelum-Todd, 2013). La tarea se dividio en dos: primero en la fase
de aprendizaje los participantes debian encontrar la plataforma debajo del agua y se les
retroalimentaba cuando la encontraban; posteriormente se les presentaba la fase de
retencion en la que se mostraba el mismo laberinto, pero sin la plataforma. Encontraron que
durante la fase de prueba los consumidores de marihuana mostraron un menor porcentaje
de distancia de navegacion dentro del cuadrante correcto en comparacion con los no
consumidores. Los autores reportan que esto indica una menor retencion del camino
anteriormente aprendido por parte de los consumidores de marihuana en comparacion con
los no consumidores, pero que debido a la n pequefia de su muestra limita la generalizacion

de sus datos.
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2.3 Diferencias individuales y variaciones genéticas
Las diferencias individuales en la eficiencia de funciones cognitivas no solo se

pueden explicar por factores ambientales (e.g. consumo de marihuana), sino que también se
pueden explicar por variaciones genéticas (Ruiz-Contreras et al., 2014). Se ha descrito que
variaciones en la secuencia de ADN® del gen’ que codifica para el receptor CB1, el CNR1,
se ven involucradas en diferencias en la eficiencia en funciones como la memoria y la
atencion (Ruiz-Contreras et al., 2014). En la figura 10 se observa una representacion del
gen CNR1, en donde se observa que estd compuesto de 4 exones y 3 intrones. Los exones
son partes del gen que se traducen a proteina y los intrones son partes del gen que se

transcriben a ARNm, pero que no llegan a traducirse a proteina (Klug et al., 20006).

-rs2180619

3 Pt = -+ ———=
55kb 2.3 kb 3.5kb 12.3kb dsbp 302bp
Exon4 Exon3 Exon2 Exoni

Figura 10. Representacion del gen CNR1. Se puede observar que el gen CNR1 esta conformado por 4 exones
(representadas por cajas grises) y 3 intrones (representadas por lineas). También podemos observar la
localizacion del rs2180619, el cual se encuentra a 3068 pb anterior al ex6n 1. Modificado de Zhang et al.,

2004.

A lo largo de este gen se encuentran algunas variaciones llamadas polimorfismos, y

de acuerdo con Knight (2005), se definen como una variacion presente en mas del 1% de la

% Acido desoxirribonucleico, la molécula de la herencia. Estd formada por una doble cadena que forma una
hélice. Cada cadena estd conformada por 4 diferentes bases nitrogenadas: Adenina (A), Guanina (G),
Citocina (C) y Timina (T) (Klug et al., 2006).

7 Unidad fundamental de la herencia. Porcién minima de ADN que contiene la informacion necesaria para

producir una proteina (Klug et al., 2006).
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poblacion. Un polimorfismo que se ha encontrado en el gen CNR1 es el polimorfismo
AATn, el cual consiste en diferencias en el numero de repeticiones de un conjunto de
nucleotidos (i.e. adenina, adenina, timina, AATn) que se encuentran a 18086 pb del exdon 4
(Zhang et al., 2004). Este polimorfismo ha sido asociado con aprendizaje de procedimiento
(Ruiz-Contreras et al., 2011), atencion (Stadelmann et al., 2011) y memoria de trabajo
(Ruiz-Contreras et al., 2012). Ruiz-Contreras et al. (2011) encontraron que la eficiencia en
el aprendizaje de procedimiento cambiaba dependiendo del numero de repetidos AATn en
cada alelo. El aprendizaje de procedimiento se midié con la tarea de trazado de estrella a
través del Espejo. Se dividié a la muestra en personas con alta y baja eficiencia, medida por
los errores que cometian por minuto. En el grupo de baja eficiencia habia mayor frecuencia
del genotipo AATI12/13 en comparacion con el grupo de alta eficiencia; mientras que la
frecuencia del genotipo AAT12/14 era mayor en el grupo de alta eficiencia en comparacion
con el grupo de baja eficiencia. Este estudio nos muestra que variaciones en el CNR1 puede
afectar al aprendizaje de procedimiento.

Existe una dificultad para estudiar el polimorfismo AATn. Ruiz-Contreras et al.
(2011) encontraron un gran nimero de genotipos AATn (i.e. 20), lo que dificulta la
creacion de grupos grandes a partir del nimero de repetidos AAT y, por lo tanto, su
analisis. Sin embargo, hay otras variaciones que también podrian estar relacionadas con la
conducta y con funciones cognitivas. Una de estas variaciones es el rs2180619, que a
diferencia del polimorfismo AATn, se encuentra en una potencial region reguladora, ya que
se encuentra a -3068 pares de bases (pb) del ex6n 1 del gen CNR1 (NCB1, 2014) y también
podria tener una funcion dentro del gen CNR1.

El 152180619 es un SNP (Polimorfismo de un solo nucleétido, por sus siglas en

inglés) en donde hay un cambio de una “A” (adenina, nucledtido que se encuentra con
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mayor frecuencia) por una “G” (guanina, alelo que se encuentra en menor frecuencia)
localizado en el locus 88,877,952 de la cadena forward del cromosoma 6 (NCBI, 2014). La
razén por la que el 152180619 es de interés en este estudio es que se ha mostrado su
relacion con fenotipos conductuales y, por ello, quizas tenga un efecto en el funcionamiento
del CB1 (Ruiz-Contreras et al., 2014; Lazary et al., 2009; Zhang et al., 2004).

Un estudio que nos muestra una relacion entre el rs2180619 con un fenotipo
conductual fue el realizado por Zhang et al. (2004). En su estudio se mostré que hay mayor
probabilidad de aparicion del haplotipo® rs754387 = G y el 152180619 = G en poliusuarios
que presentaban abuso de sustancias, comparado con el grupo control. Estos resultados
indican que posiblemente el rs2180619 vulnera a las personas a que consuman drogas de
abuso y que probablemente este SNP tenga algun efecto en el receptor CB1.

Otro estudio ha relacionado el alelo “G” del rs2180619 con ansiedad (Lazary et al.,
2009). En el estudio de Lazary et al. (2009) se utilizaron diferentes cuestionarios para medir
ansiedad (State-Trait Anxiety Inventory (STAI-T), anxious subscale of the Temperament
Evaluation of the Memphis (TEMPS-Anx), Pisa and San Diego-Autoquestionnaire, anxious
subscale of the Brief Symptom Inventory (BSI-Anx)) y trataron de asociar el nivel de
ansiedad con diversas variaciones genéticas en una poblacion sin antecedentes psiquiatricos
(Lazary et al., 2009). Una de las variaciones estudiadas fue el rs2180619. Aunque no se
encontr6 una asociacion directa entre puntuaciones de ansiedad y el rs2180619, los
homocigotos GG del rs2180619 en interaccion con el genotipo SS del 5-HTTLPR
(polimorfismo del gen del transportador a serotonina) se asociaron con una mayor

puntuacion de ansiedad en los cuestionarios STAI-T y TEMPS (Lazary et al., 2009).

¥ Haplotipo se refiere a un grupo de alelos que porta un individuo (Klug et al., 2006).
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Asimismo, los investigadores realizaron una simulaciéon en computadora para explorar el
posible mecanismo por el cual el rs2180619 tiene sus efectos en el fenotipo de ansiedad.
Encontraron que a esta region se unian diferentes factores de transcripcion dependiendo del
alelo que estuviera presente (A o G), por lo que su efecto podria ser a través de regular la
expresion del receptor CB1 (Lazary et al., 2009).

Ruiz-Contreras et al. (en revision) demostraron que existe una interaccion entre el
genotipo del rs2180619 (AA, AG y GG) y la dificultad en una tarea de memoria de trabajo
(N-Back). Se mostrdé que el costo de la dificultad (disminuciéon de la eficiencia en una
dificultad alta vs una baja) depende del nimero de alelos G que un individuo posea: entre
mayor numero de G (maximo 2), mayor es el costo. Este resultado concuerda con un
estudio en el que se utilizd otra tarea de memoria de trabajo (Tarea de Mantenimiento) con
diferentes niveles de dificultad (Ruiz-Contreras et al., 2014). En esta tarea se les presento a
los participantes 4 imagenes de forma individual (2 escenas y 2 rostros). Posteriormente se
les present6 una cruz en el centro de la pantalla, y al final del ensayo se les presentd una
escena, un rostro o una flecha. A los participantes les dieron 4 diferentes indicaciones:
mirar pasivamente (en este ensayo es en el que aparece una flecha y deben indicar hacia
donde apunta la flecha); recordar escenas e ignorar rostros; recordar rostros e ignorar
escenas; y recordar tanto escenas como rostros. En las tltimas 3 condiciones deben decidir
si la ultima imagen que observan apareci6 dentro de las 4 primeras imagenes. El genotipo
GG fue asociado con una ejecucion mas baja en comparacion con el genotipo AA en la
condicion de recordar rostros y escenas, es decir en la condicion mas demandante.
Entonces, parece ser que el poseer el alelo G disminuye la eficiencia en tareas de memoria

de trabajo.
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Dado las anteriores investigaciones, el rs2180619 puede ser considerado relevante
para explicar las diferencias en la eficiencia cognitiva entre individuos. Es posible que este
polimorfismo pueda estar afectando la expresion del CB1 y, por lo tanto, la funcion del

sistema endocannabinoide.
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3. Planteamiento del problema
Se ha observado que el consumo de marihuana afecta algunas funciones cognitivas

como memoria, atencion y aprendizaje de procedimiento. Su efecto estd regulado por la
accion de su principal componente, el A9-THC, sobre el receptor CB1, el cual se encuentra
distribuido en diversas partes del cerebro que se relacionan con el aprendizaje de
procedimiento (e. g. estriado, cerebelo, hipocampo). El consumo de marihuana esta
relacionado con una baja expresion del receptor CB1. Este receptor es codificado por el gen
CNR1, el cual presenta distintas variaciones genéticas. Una de estas variaciones genéticas
es el 152180619, el cual tiene un efecto en los niveles de ansiedad, abuso de sustancias y
memoria de trabajo; ademas podria tener un efecto a nivel de regulacion de la expresion del
gen. No se sabe si el rs2180619 tiene un efecto en el aprendizaje de procedimiento.
También se desconoce si hay diferencias individuales en la eficiencia del aprendizaje de
procedimiento entre consumidores de marihuana. Entonces, es posible que el rs2180619 sea
un factor de riesgo para que el consumo de marihuana afecte el aprendizaje de

procedimiento.
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4. Preguntas de Investigacion
[Difiere la eficiencia en el aprendizaje de procedimiento entre consumidores de marihuana

y no consumidores?
(Existe una asociacion del polimorfismo rs2180619 con el aprendizaje de procedimiento?
(Existe una interaccion entre el polimorfismo rs2180619 y el consumo de marihuana en el

aprendizaje de procedimiento?

5. Hipdtesis
Los consumidores de marihuana tienen una eficiencia menor en comparacién con

los no consumidores en aprendizaje de procedimiento.
Portar al menos un alelo G se asocia con una eficiencia reducida en aprendizaje de
procedimiento en comparacion con los homocigotos A en aprendizaje de procedimiento.
Existe una interaccion entre el genotipo del rs2180619 y el consumo de marihuana

en la eficiencia del aprendizaje de procedimiento.

6. Objetivos
Explorar la relacion entre el consumo de marihuana y la eficiencia en el aprendizaje

de procedimiento.

Explorar la relacion entre el rs2180619 y la eficiencia en el aprendizaje de
procedimiento.

Investigar si existe una interaccion entre el consumo de marihuana y el genotipo del

rs2180619 en el aprendizaje de procedimiento.
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7. Método

7.1 Participantes
Participaron 48 personas consumidoras de marihuana y 61 personas no

consumidoras de marihuana diestras de entre veinte y treinta afios. El anterior rango de
edad fue considerado como criterio de inclusion, ya que se ha demostrado la existencia de
una relacion entre la edad y la ejecucion en una tarea de aprendizaje de procedimiento

(Durkin, Prescott, Furchtgott, Cantor y Powell, 1995).

7.1.1 Grupo de no consumidores de marihuana
Los participantes no consumidores de marihuana no debieron presentar dependencia

a alguna droga ilicita de acuerdo a los criterios del Diagnostic and Statistical Manual of

Mental Disorders-1V (DSM-IV) y debieron tener al menos 12 afios de estudio.

7.1.2 Grupo de usuarios de marihuana
En cuanto a los criterios de inclusion por el consumo de marihuana, se han descrito

una variedad en los diferentes estudios (Pope et al., 1996; Bolla et al., 2002; Lane et al.,
2007). Parece que esta variedad de criterios de inclusion se da ya que son escogidos de
forma arbitraria. Ademads, el consumo de marihuana parece diferir entre las poblaciones
(WolrdDrugReport, 2012), por lo que nosotros elegimos un criterio de inclusiéon que nos
permitid, al no ser tan estricto como el utilizado por algunos otros autores (e.g. Pope et al.,
2001), aumentar la cantidad de personas que podian ser incluidas en nuestra muestra. Este
criterio de inclusion fue que tuvieran mas de 100 episodios de consumo a lo largo de su
vida y que en los ultimos 6 meses su consumo de marihuana hubiera sido de al menos 6
ocasiones. Los participantes fueron invitados a participar por medio de reparticion de

volantes, medios electronicos y personalmente.
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7.2 Instrumentos
Carta de Consentimiento informado. A todos los participantes se les pidido que

leyeran y firmaran una carta de consentimiento informado. En esta carta se
explicaba lo que el participante realizaria durante la sesion, ademas de los objetivos
y la justificacion del estudio. Cabe mencionar que este documento fue aprobado por
la Comisién de Investigacion y Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional Autéonoma de México. También aclaraba que el participante podia
abandonar el estudio en cualquier momento, si lo consideraba conveniente.
Cuestionario de datos generales. Este cuestionario no autoaplicable se utilizo para
obtener informacioén personal (nombre, direccion, nimero de teléfono celular y
local).

Cuestionario de Antecedentes Neuroldgicos y Psiquiatricos. Este instrumento se
utilizé para saber si €l mismo o algun familiar en linea directa padecia algunas de
las siguientes condiciones: Depresion, Trastorno bipolar, Episodio maniaco,
Ansiedad, Trastorno Obsesivo-Compulsivo, Trastorno por déficit de atencion e
hiperactividad, Narcolepsia, Epilepsia, Traumatismo craneoencefalico con pérdida
de conciencia, Autismo, Asperger, Tourette, Esquizofrenia, Enfermedad de
Parkinson, Enfermedad de Huntington y Alzheimer.

Evaluacién de Sustancias Psicoactivas. Este cuestionario no autoaplicable sirvio
para obtener informacion relacionada con el tiempo, cantidad, inicio y el periodo de
consumo de cafeina, nicotina, alcohol, marihuana, estimulantes, cocaina, narcoéticos,
alucinogenos, inhalables, tranquilizantes, esteroides y alguna otra sustancia de

abuso.
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Cuestionario de dependencia y abuso. En este cuestionario autoaplicable se evaluo
los criterios de dependencia a diferentes sustancias, de acuerdo al DSM-IV. El
cuestionario se aplic6 para cafeina, nicotina y alcohol tomando en cuenta los
ultimos 6 meses. También se aplicod el cuestionario a los participantes que habian
tenido al menos 6 consumos de alguna sustancia diferente a cafeina, nicotina y
alcohol en un periodo de 6 meses, aunque hubiera sido en un periodo previo.
Inventario de Edimburgo. Este cuestionario autoaplicable sirvié para comprobar la
lateralidad de nuestros participantes. Consiste en 10 preguntas acerca de la
frecuencia con la que utilizan diferentes partes del cuerpo en distintas actividades, y
puede ser puntuado de derecha muy preferente a izquierda muy preferente, teniendo
2 puntos como maximo para cada pregunta en izquierda o derecha. La forma en que
se califica es restando la suma de los puntos para la derecha menos la suma de los
puntos para izquierda. El resultado se divide entre la suma de los puntos de derecha
mas los puntos de izquierda. El resultado se multiplica por 100. Se considera que
una persona es diestra cuando obtiene un puntaje igual o mayor a +40.

Inventario de Depresion de Beck. Este cuestionario autoaplicable se utilizo para
conocer si los participantes tenian sintomas de depresion. Consiste en veintiin
grupos de enunciados, de los cuales el participante tuvo que escoger los que mejor
describieran su estado de animo de acuerdo a la ultima semana. Cada enunciado
tiene una puntuacioén que va desde cero hasta tres (siendo tres maxima severidad y
cero, ausencia del sintoma). Para obtener la puntuacion en esta prueba, se suman los
puntos de cada grupo de enunciados. Se excluyeron a las personas que tuvieran una

puntuacion mayor o igual a 30, que corresponde a sintomatologia asociada a
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depresion severa. Este criterio se tomd en cuenta debido a que se ha observado una
correlacion positiva entre niveles de depresion y el tiempo de ejecucion en una
prueba de aprendizaje de procedimiento en personas con depresion mayor
(O’Connor, Jerkey, Robertson, DPhil, Brenninkmeyer, Ozdemir et al., 2005).

e Inventario de Ansiedad de Beck. Este cuestionario contiene una lista con 21
sintomas de ansiedad. El participante tuvo que seleccionar con qué frecuencia ha
presentado cada uno de estos sintomas durante la ultima semana. Estas frecuencias
fueron: nada o poco frecuente (puntuado con cero puntos); mas o menos (puntuado
con un punto); moderadamente (puntuado con dos puntos); y severamente
(puntuado con tres puntos). Se excluy6 a las personas que tuvieran un puntaje igual
o mayor a 31, lo cual equivale a un puntaje de ansiedad severa (Robles, Varela,
Jurado y Paez, 2001).

e Matrices progresivas de Raven. Esta prueba fue aplicada en computadora y consiste
en la presentacion sucesiva de diferentes figuras incompletas y debajo de cada una
de ellas se presentan diferentes opciones que el participante tiene que elegir para
completar la figura de arriba. Esta prueba mide inteligencia (Mackintosh y Bennett,
2005), y se utilizo para verificar que el nivel de inteligencia no difiriera entre los
grupos.

7.3 Procedimiento

El estudio fue de tipo cuasiexperimental. La tarea, la aplicacion de los cuestionarios
y la toma de la muestra de saliva se realizaron en una sesion.

En primer lugar los participantes leyeron la carta de consentimiento informado y
después, si estaban de acuerdo, lo firmaron. El consentimiento informado explicaba que se

les aplicarian algunos cuestionarios, tareas en computadora, y que se les pediria una
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muestra de saliva. Posteriormente, se realizd una entrevista estructurada que consistido en
aplicar el Cuestionario de Datos Generales, Evaluacion de Sustancias Psicoactivas,
Cuestionario de sintomas de dependencia a diferentes sustancias de abuso (e.g. alcohol,
nicotina, marihuana), Inventario de Depresion de Beck y el Inventario de Ansiedad de
Beck. Una vez que los participantes terminaron de contestar los anteriores cuestionarios, se
les pidi6 una muestra de orina para realizar una prueba de deteccion de cocaina, marihuana,
opidceos, barbituricos y anfetaminas en orina con el dispositivo llamado Bio-Drug
obtenidos del laboratorio Grupo MexLab. Después se aplico la tarea control y
posteriormente, se aplico la tarea de trazado de estrella a través del espejo en 6 ensayos.
Finalmente, se les pidi6 una muestra de saliva que fue almacenada en el dispositivo

Oragene-DNA adquiridos del laboratorio DNA genotek.

7.4 Tarea de trazado de estrella a través del espejo
En esta tarea el participante debe trazar una linea entre los dos contornos de una

estrella que se encuentran a 0.5 cm de distancia entre si. La estrella tiene cinco picos con
una altura de 19 cms. y 17.5 cms. de ancho. El participante no debe de ver la estrella de
forma directa, sino que puede seguir su ejecucion a través de un espejo. Para realizar lo
anterior se utilizé un dispositivo equipado con un espejo por el cual el participante podria
observar el trazo que realizaba (Ver figura 11). Se le indico al participante que debe
comenzar a trazar la linea a partir del pico superior, y que debe trazarla en el sentido de las
agujas del reloj. Ademas, se le indicé que un error era cada vez que tocara alguno de los
contornos de la estrella, se saliera de la figura y/o cuando despegara el lapiz de la hoja. Se
realizaron 6 ensayos, puesto que este nimero de ensayos son suficientes para observar

diferencias en la ejecucion y se sabe que con un mayor numero de ensayos la ejecucion ya
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no mejora en esta tarea (Galeana, 2013). Cada ensayo inicia desde que el participante

empieza el trazo en el pico superior de la estrella y termina cuando llega al mismo punto.

7.5 Trazado de tarea control
Se utilizd una tarea control para saber si la ejecucion del participante no se explicaba

por habilidades motoras del participante. En este caso, se utiliz6 una tarea que implicara
habilidades motoras similares a la tarea de trazado de estrella a través del espejo, pero que
no tuviera un componente novedoso que aprender. Se le pidi6 al participante que Trazara
una linea en medio del doble contorno de un circulo, pero durante esta tarea el participante
miraba el estimulo de forma directa. Al igual que en el Trazado de la Estrella a Través del
Espejo, se le indicd que un error era cada vez que tocara alguno de los contornos de la

figura, se saliera de la figura y/o cuando despegara el lapiz de la hoja.

Figura 11. Dispositivo utilizado para el trazado de la estrella. El participante se situaba de frente al
dispositivo, de tal forma que su vista fuera cubierta con el rectangulo de madera y s6lo pudiera ver su mano y

la estrella a través del espejo y no directamente.
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7.6 Analisis de la muestra de saliva
Para la recoleccion de las muestras de saliva se utilizaron dispositivos especializados

llamados Oragene-DNA, adquiridos del laboratorio DNA genotek®. El anélisis posterior de
dichas muestras (incluyendo extraccion de ADN y su genotipificacion) se realizd en el
Laboratorio de Medicina Genomica del Hospital 1° de Octubre. A continuacion se

describiran los procedimientos realizados en dicho laboratorio.

7.6.1 Extraccion, cuantificacién y normalizacion de ADN
Con extraccidon de ADN nos referimos a aislar el ADN de la muestra, desechando

proteinas y ARN. Para ello se siguio el protocolo de Laboratorio del manual de purificacion
de ADN de prepIT® - L2P (pT-L2P). Primero se extrajo alicuotas de 1puL de cada muestra
y se depositaron en microtubos de 1.5mL. Estos microtubos se incubaron a 50°C por una
hora. Pasado dicho tiempo, se transfirio6 40uL de PT-L2P al microtubo de 1.5mL y se
mezclod por unos segundos utilizando un vortex para después incubar la muestra en hielo
por 10 min. Después, se centrifugd la muestra a temperatura ambiente a 13,000 rpm y se
transfirio el sobrenadante a un microtubo nuevo, desechando el pellet. Por cada 500uL de
sobrenadante que se obtuvo, se anadié 600uL de etanol al 95% y se mezclo por inversion
10 veces. Posteriormente la muestra se mantuvo durante 10 min. a temperatura ambiente y
fue centrifugada durante 2 min. a 13000 rpm. El sobrenadante fue removido dejando intacto
el pellet de ADN en el fondo del microtubo y se agreg6 250uL de alcohol al 70%. La
muestra se dejo reposar a temperatura ambiente durante 1 min y, pasado este tiempo, se
removid el etanol, sin perturbar el pellet. Mas tarde se agregd 100uL de agua grado
biologia molecular para disolver el pellet de ADN y se mezcld con ayuda de un vortex.

También se evalto la concentracion de ADN de la muestra por medio de la medicién de
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absorbancias con el espectrofotdmetro Nanodrop. Después, se normalizé la concentracion
de ADN a 100 ng/uL utilizando la siguiente férmula:
V1= (C2*V2)/C1

En la cual V1 se refiere al volumen necesario de muestra de ADN a utilizar; C2 es
la concentracion final de ADN que fue de 100 ng/uL; V2 es el volumen final que fue de
200 pL; y C1 es la concentracion de ADN inicial de nuestras muestras, que fue dada por las
mediciones realizadas por el nanodrop. V1 nos dice cuanto de la muestra inicial se debe
tomar para que la concentracion final quede a 100 ng/uL. V1 se mezcldé con agua grado
biologia molecular (AGBM), y para obtener el volumen de AGBM a utilizar se rest6 V2-
V1.

Después, se realizd6 una prueba de PCR de punto final para confirmar que la
integridad de ADN de nuestras muestras fuera funcional. En esta prueba se amplificé el gen
de B-actina de 10 muestras seleccionadas aleatoriamente y en todas las muestras
seleccionadas se obtuvieron bandas visibles (Ver figura 12). Esto nos permitid saber que
nuestras muestras podian ser utilizadas para el ensayo de discriminacion alélica que sera
descrito en el siguiente apartado. Finalmente, se almacend la muestra a -80°C hasta que fue

utilizada para la genotipificacion.
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Figura 12. Prueba con B-actina para confirmar que la integridad del ADN de nuestras muestras fuera
funcional. En el carril de la izquierda se observa el peso molecular; mientras que las demas bandas

corresponden a las muestras seleccionadas aleatoriamente.

7.6.2 Genotipificacion
Para determinar el genotipo del rs21806129 de los participantes se utilizé el ensayo

de discriminacion alélica con sondas TagMan® (Applied Biosystems, TagMan® SNP
Genotyping, OndemandAssay cat. #C-15841551 10). La secuencia de la sonda es:
AGACAGCTCCAGCGCAAGATTCAAA[A/G]IGGAGGAGGCTTCAACATCTGTTGC.

Esta técnica se basa en la técnica de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa, por sus
siglas en inglés) y en el marcado fluorescente por medio de un fluorocromo de un
oligonucledtido’ que se hibrida a una porcién especifica de la muestra de ADN.
Basicamente, la PCR consiste en replicar de forma artificial una porcidon especifica de
ADN. Para ello, es necesario contar con un oligonucleétido que sirva como cebador'® hacia
adelante y que se hibride con la cadena de ADN de la muestra. Esto sirve para que la Taq

polimerasa comience a actuar hasta que llega al punto en donde se hibrida otro

? Cadenas cortas de nucledtidos de menos de 20 nucledtidos (Klug et al., 2006).

'” Cadena de ADN que puede ser alargada por medio de una ADN polimerasa (Klug et al., 2006).
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oligonucleétido. Este segundo oligonucleotido se conoce como sonda. Tenemos dos tipos
de sondas; una se hibrida a la cadena de ADN del alelo 1; la otra se hibrida con la cadena
de ADN del alelo 2. Ademas, estas sondas estan marcadas diferencialmente con una
molécula reportera (VIC para el alelo 1 y FAM para el alelo 2), que normalmente emite
fluorescencia, sin embargo, la sonda también estd unida con una molécula llamada
silenciador. La funcién del silenciador es impedir que la molécula reportera emita
fluorescencia. Pero cuando la Taq Polimerasa llega a la sonda, la hidroliza, por lo que hace
que la molécula reportera se libere y pueda emitir fluorescencia (Applied Biosystems, CA).
Finamente, hay otro oligonucleétido que se une a la cadena molde y que sirve como
cebador inverso, lo que hace que la polimerizacion finalice. En la Figura 13 se muestra el
proceso antes descrito explicado en diferentes pasos.

Para saber el genotipo de la muestra, basta con saber qué tipo de fluorescencia emite
la reaccion. Si emite s6lo fluorescencia de VIC es homocigoto para el alelo A; si emite
fluorescencia de FAM es homocigoto para el alelo G; si emite fluorescencia tanto para
FAM y VIC es heterocigoto. En la figura 14 se muestra un ejemplo de la grafica obtenida

en el ensayo de discriminacion alélica con sondas TagMan®.
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Figura 13. Distintas etapas en el procedimiento de discriminacion alélica. La primera etapa consiste en el
inicio de la polimerizacion, en la que un cebador se pega en una porcion especifica del ADN molde, para que
posteriormente la Taq Polimerasa vaya agregando nucledtidos y forme una parte de la cadena complementaria
de la cadena molde. En segundo lugar, se muestra el avance de la Taq Polimerasa hasta llegar a la sonda.
Después, se observa la escision de la molécula reportera, que al ser separada de la zona, y por tanto del
silenciador, emite fluorescencia. Por Gltimo se observa la hidrélisis de la sonda y la separacion del silenciador.

Modificado del manual de Applied Biosystems, CA.
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Figura 14. Ejemplo de grafico de discriminacion alélica. En esta grafica se muestra en el eje de las X se

muestra la fluorescencia de FAM y en el de las Y la fluorescencia de VIC. La fluorescencia de FAM esta

asociada al alelo G y VIC al alelo A, asi que los puntos rojos representan a los homocigotos A; los puntos

azules representan a los homocigotos a G; y los punto verdes representan a los heterocigotos. Las cruces

negras representan a muestras que no pudieron ser clasificadas dentro de un genotipo especifico, asi que se

analizaron posteriormente. Los cuadros negros representan a controles negativos que no tenian ADN.
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7.7 Analisis estadistico
Se realizaron dos Analisis de Varianza (ANOV A) mixto. Las variables dependientes

fueron el niimero de errores y el tiempo de ejecucion. Los factores entre grupos fueron el
ser portador de al menos un alelo G y el consumo de marihuana. El factor para medidas
repetidas fue el nimero de ensayo. En caso de encontrar efectos y/o interacciones
significativas se utilizo la prueba post hoc de Tukey para n desigual para saber cuales de las
comparaciones del anélisis fueron diferentes. Se realiz6 una y° para saber si la frecuencia de
las variables sexo y n diferia entre grupos. Se utiliz6 un ANOVA de dos vias con grupo y
genotipo como factores para las siguientes variables: edad, afios de estudio, puntaje del
Inventario de Depresion de Beck (IDB) e Inventario de Ansiedad de Beck (IAB), horas
dormidas y porcentaje de respuestas correctas de matrices progresivas de RAVEN con la
finalidad de saber si estas caracteristicas no diferian entre grupos. Se utilizard una P<0.05

para considerar los resultados estadisticamente significativos.
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8. Resultados

8.1 Caracteristicas de la muestra
Las caracteristicas descriptivas de la muestra en funcion del grupo (no consumidor y

consumidor) se observan en la Tabla 1. El puntaje de IDB para el grupo no consumidor
(Mediana: 6.00, Rango: 27.00) y consumidor (Mediana: 9.00, Rango: 28.00) difirieron
significativamente (U=1029, n1=61, n2=48, P= 0.01). De igual forma el puntaje de IAB
para el grupo no consumidor (Mediana: 4.00, Rango: 20.00) y consumidor (Mediana: 8.50,
Rango: 29.0) difirieron significativamente (U=1029, n1=61, n2=48, P= 0.01). No hubo
diferencias significativas para alguna otra variable.

En la tabla 2 se muestran las caracteristicas descriptivas en funcién del grupo y del
genotipo. Se encontraron diferencias significativas en la edad en funcion del grupo (F(1,
105)=4.63, P=0.03), asi como en el puntaje de depresion (F(1, 105)= 10.146, P=0.002) y
en el puntaje de ansiedad (F(1, 105)= 12.65, P<0.001). No se encontraron diferencias
significativas en alguna otra caracteristica.

Los alelos A y G del SNP rs2180619 en la muestra total (n= 109) se encontraron en
las siguientes frecuencias: A= 133; G=85 (A= 61 %; G=39 %). Las frecuencias genotipicas
fueron: AA= 40; AG= 53; y GG= 16 (AA= 36.7 %; AG= 48.6%; GG= 14.7%). Estas
frecuencias genotipicas se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg (x*=0.10, P=0.7).

Para el grupo control, las frecuencias alélicas fueron: A= 70, G= 50 (A= 58.33 %;
G=41.66 %). Las frecuencias genotipicas para el grupo control fueron: AA= 20; AG=30; y
GG=10 (AA=33.3 %; AG=50.0 %; GG= 16.7%). Estas frecuencias estan en equilibrio de
Hardy-Weinberg (x’=0.17, P=0.67). En cuanto al grupo consumidor, se encontraron las
siguientes frecuencias alélicas: A= 62, G= 34 (A= 64.58 %; G= 35.41 %). En cuanto a la

frecuencia genotipica para el grupo de consumidores se encontrd lo siguiente: AA= 20;
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AG= 22; y GG= 6 (AA= 41.70 %; AG= 45.80 %; GG= 12.5 %). Las frecuencias
genotipicas del grupo de consumidores se encontraron también en equilibrio de Hardy-
Weinberg (x*=0, P=1.00). Las frecuencias genotipicas no difieren significativamente entre
grupos (3°=0.63, P=0.90). Tampoco hay diferencias significativas entre grupos en las
frecuencias alélicas (3°=0.88, P=0.34). En la Figura 15 se muestran los porcentajes de los
genotipos por grupo.

Debido a la baja frecuencia del genotipo GG, los genotipos se dividieron en
portadores de al menos un alelo G (GG y AG) y no portadores del alelo G (AA). Por esta

razdn un factor en los siguientes analisis sera la variable “portador G”.
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Tabla 1. Caracteristicas descriptivas de la muestra por grupo. Se encontraron diferencias significativas por

grupo en los puntajes de IDB e [AB.

VARIABLES GRUPO DE NO GRUPO DE Prueba P
ANALIZADAS CONSUMIDORES | CONSUMIDORES
N 61 48 v=1.56 0.21
Sexo 35/26 34/14 =021 0.15
(hombres/mujeres)*
Edad (Media + 22.77+0.35 23.77+0.39 t(107)=-1.89 | 0.06
E.EM.)"
Escolaridad (Media 15.47+0.28 15.44+0.16 t(107)=0.08 | 0.93
+E.EM.)"
IDB (Mediana (Min- 7.13(0-27) 10.83(0-20) U=1029 0.01
Max))*
IAB (Mediana (Min- 5.61(0-28) 9.65(0-29) U=1077 0.02
Max))"
Horas dormidas 7.47+0.21 7.76+£0.26 t(107)=0.39 | 0.39
(Media + E.E.M.)°
Matrices progresivas 0.96
de Raven (Media de
porcentaje de 69.84+1.69 69.97+1.85 t(107)=-0.05
respuestas correctas
+E.EM)"
Edad de inicio de
consumo (Media+ |  -—------mmmmmmm- 17.00+0.34
E.E.M)*
Anos de consumo | ---mm-mmmmmeomeeo 6.16+0.49
(Media = E.E.M)°

Consumo en los

ultimos 6 meses

(Media del # de
episodios + E.E.M)*

350.58+41.99

Consumo por
semana (Media del #
de episodios +
E.E.M)°

14.3£1.65

Horas desde el
ultimo consumo
(Media = E.E.M)°

125.49+74.62

IDB. Inventario de Depresion de Beck.
IAB. Inventario de Ansiedad de Beck.
E.E.M. Error Estandar de la Media.

Min-Max. Minimo-Maximo.
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Tabla 2. Caracteristicas descriptivas de la muestra por grupo y portadores del alelo G. Se encontraron

diferencias significativas por grupo en los puntajes de IDB, IAB y en edad. No se encontraron interacciones

significativas entre grupo por genotipo en alguna de las caracteristicas descritas.

VARIABLES GRUPO DE NO GRUPO DE INTERACCION
ANALIZADAS CONSUMIDORES CONSUMIDORES (P)
No Portadores G No Portadores G
portadores G | (GG y AG) | portadores G | (GG y AG)
(AA) (AA)
N* 20 41 20 28 0.34
Sexo 10/10 25/16 14/6 20/8 0.67
(hombres/mujeres)”

Edad (Media + 22.00+0.61 23.04+0.43 24.00+0.61 23.60+0.52 0.26
E.EM.)"

Escolaridad (Media + | 15.23+0.38 15.58+0.27 15.23+0.38 15.58+0.32 0.99
E.EM.)"

IDB (Mediana (Min- 6 (1-14) 6 (0-27) 11 (1-28) 9 (0-25) 0.07
Max))b2

IAB (Mediana (Min- 4 (1-13) 4 (0-20) 10 (0-29) 8 (0-28) 0.18
Max))b3

Horas dormidas 7.28+0.39 7.57£.27 7.89+0.39 7.66+£0.33 0.46

(Media + E.E.M.)°
Matrices progresivas
de Raven (Mediade | 71.58+2.93 | 67.75£2.93 | 068.98+2.04 | 71.54+2.47 0.22

porcentaje de
respuestas correctas
+E.EM)"°

a.

1 Grupo (F(1, 105)= 4.63, P=0.03); Portador, P=0.68.

2. Grupo (F(1, 105)=10.15, P= 0.02); Portador, P=0.31.
3. Grupo (F(1, 105)= 12.65, P< 0.001); Portador, P= 0.85.
IDB. Inventario de Depresion de Beck.

IAB. Inventario de Ansiedad de Beck.

E.E.M. Error Estandar de la Media.

Min-Max. Minimo-Maximo.

b. ANOVA de dos vias. Grupo x Genotipo.
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Tabla 3. Descripcion del consumo de marihuana dependiendo del genotipo en el grupo consumidor. No se

encontrd diferencias significativas en alguna de las mediciones del consumo.

VARIABLES No portadores G Portadores G Prueba P
ANALIZADAS (AA) (GGyAQG)
Edad de inicio de consumo 16.80+0.45 17.14+0.50 t(46)=-0.49 0.62
(Media + E.E.M)*
Anos de consumo (Media + 6.68+0.87 5.79+0.57 t(46)=0.89 0.38
E.E.M)°
Consumo en los tltimos 6 405.6+£68.25 311.28+52.75 t(46) )= 0.27 0.67
meses (Media del # de
episodios + E.E.M)°
Consumo por semana 15.55+2.58 13.40+2.18 t(46) )= 0.64 0.27
(Media del # de episodios +
E.EM)°
Horas desde el ultimo 31.46+7.34 192+127.23 t(46) =-1.06 | 0.30
consumo (Media = E.E.M)*

c. t de Student para muestras independientes.

E.E.M. Error Estandar de la Media.

B0 -
2=30 EE No consumidores
50 4 [ Consumidores
n=22
n=20
—_— 40 T
< n=20
L
£ 2
7]
2
£
20 n=10
n=6
10 -
0 T T T
AA AG GG
Genotipo

Figura 15. Porcentaje de los genotipos encontrados para cada grupo (no consumidores y

consumidores).
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8.2 Ejecucidn en el aprendizaje de procedimiento
En cuanto al tiempo de ejecucion no se encontraron diferencias significativas en

funcion del grupo (P=.353) ni del factor portador G (P=.81; Ver figura 15). Si se
encontraron diferencias en funcion del nimero de ensayo (F(5, 525)= 132.95, P< 0.001).
Con el analisis post hoc se observo que los participantes disminuian su tiempo de ejecucion
desde el ensayo 1 hasta el 4 (Ensayo 1 vs 2, P<0.001; Ensayo 2 vs 3, P=0.001; 3 vs 4,
P=0.03). No hubo diferencias significativas entre el ensayo 4 vs 5 (P=0.91) ni en el ensayo
5vs 6 (P=0.99).

Por otra parte, en el analisis por numero de errores no se encontraron diferencias
significativas en funcion del grupo (P= 0.50), ni del factor portador G (P= 0.14), pero si en
funcién del ensayo (F(5,525)= 83.293, P<0.001). También se encontrd una interaccion
entre las variables grupo x portador G (F(1, 105)= 3.99, P=.048), pero en el andlisis post
hoc no se encontraron diferencias significativas. Ademads, hubo una interaccion entre las
variables grupo x portador G x ensayo (F(5, 525)= 3.62, P= 0.003). En el analisis post hoc
se encontré que los consumidores de marihuana portadores del alelo G cometieron mas
errores en comparacion con los no consumidores con el mismo genotipo durante el ensayo
1 (P=0.02; Ver Figura 16B). También se encontré que los consumidores portadores de al
menos un alelo G cometieron mas errores que los consumidores con genotipo AA durante
el ensayo 1 (P=0.02; Ver Figura 17B). Debido a que la edad, los puntajes en IDB e IAB
difirieron entre grupos se realizd un andlisis de covarianza tomando dichas variables como
covariables. Con este andlisis también se observd la interaccion grupo x portador G x
ensayo (F(5, 510)= 2.88, P=0.014). Lo cual quiere decir que la interaccion obtenida no se

explica por diferencias en la edad, puntaje en IDB ni por el puntaje en [AB.
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Figura 15. Tiempo de ejecucion (Media + E.E.M.) de la tarea de trazado de la estrella a través del espejo. En
A se observa el tiempo de ejecucion para no consumidores y consumidores no portadores del alelo G. En B se
muestra el tiempo de ejecucion para no consumidores y consumidores portadores del alelo G. No se

encontraron diferencias en funcion del grupo ni del factor portador.
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Figura 16. Numero de errores (Media + E.E.M.) en usuarios y no usuarios de marihuana en la tarea de
trazado de estrella a través del espejo en los 6 ensayos. En la grafica A se representa el nimero de errores en
personas no portadoras del alelo G, y se observa que no hay diferencias significativas entre consumidores y
no consumidores. En la grafica B se representa el nimero de errores en personas portadoras de al menos un
alelo G, en la cual se observa que los consumidores cometieron mas errores en el primer ensayo en

comparacion con los no consumidores. *P=0.02.
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Figura 17. Numero de errores (Media + E.E.M.) en no portadores G y portadores G en la tarea de trazado de
estrella a través del espejo en los 6 ensayos. En la grafica A se representa el nimero de errores en no
consumidores, y se observa que no hay diferencias significativas entre personas no portadoras del alelo G y
portadoras G. En la grafica B se representa el nimero de errores en personas consumidores, en la cual se
observa que los portadores de al menos un alelo G cometieron mas errores en el primer ensayo en

comparacion con los no portadores G. *P=0.02.
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También se realizdé un andlisis con los datos de la tarea control para saber si la
habilidad motora a priori de los participantes diferia entre grupo y portador. No se
encontraron efectos significativos por grupo (P= 0.326) ni por factor portador G (P= 0.435)
en el tiempo de ejecucion de la tarea control. No se encontrd interaccion significativa de
grupo x portador G (P=0.50). Tampoco hubo diferencias en el nimero de errores por grupo
(P=0.51), ni por el factor portador G (P=.57). La interaccion grupo x portador G tampoco
fue significativa (P= 0.85). Estos andlisis nos permiten confirmar que la interaccidén grupo x
portador G x numero de ensayo tiene un efecto en la eficiencia del aprendizaje de
procedimiento y no en la habilidad motora.

En la Figura 16B, se observa una pendiente mas inclinada en los errores del grupo
de consumidores en comparacion con los no consumidores. Lo que puede sefialar que los
consumidores tuvieron una tasa mayor de aprendizaje a partir del ensayo 2, aunque
comenzaran con mas errores. Se decididé realizar un ANOVA de 2 vias en el que se
considero al grupo y portador G como factores; la variable dependiente fue el area bajo la
curva. No se observaron resultados significativos por grupo (P= 0.58) ni genotipo (P=

0.17). Sélo se obtuvo una tendencia en la interaccion grupo x portador (P=0.06).
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9. Discusion
El objetivo de la presente investigacion fue explorar la relacion del consumo de

marihuana con el aprendizaje de procedimiento y si esa relacion cambia dependiendo del
genotipo para el rs2180619. Dado los resultados de anteriores estudios, esperabamos que
los consumidores de marihuana presentaran una menor eficiencia en comparacion con
personas no consumidoras. De igual forma, esperabamos que portadores del alelo G del
rs2180619 estuviera asociado con una menor eficiencia en el aprendizaje de procedimiento
en comparacion con no portadores. Ademas, predeciamos que habria una interaccion entre
el consumo de marihuana y el ser portador del alelo G para el rs2180619 en la eficiencia
del aprendizaje de procedimiento. Nuestros resultados comprueban la tltima hipdtesis: el
efecto de la marihuana en el aprendizaje de procedimiento depende de ser portador G para
el polimorfismo rs2180619. Se encontr6 que el ser portador del alelo G vulnera a los
consumidores de marihuana a presentar deficiencias en el aprendizaje de procedimiento.
Especificamente, la eficiencia se vio disminuida en la primera fase del aprendizaje.
Esto debido a que los consumidores de marihuana presentaron mas errores solo en el primer
ensayo en comparacion con los no consumidores cuando son portadores del alelo G.
Durante el mismo ensayo, los consumidores de marihuana portadores del alelo G
cometieron mas errores que los consumidores de marihuana con genotipo AA. El hecho de
que s6lo hubo diferencias en el primer ensayo y que en posteriores ensayos tienen la misma
eficiencia, podria implicar que la tasa de aprendizaje para los consumidores portadores del
alelo G fue mayor que para los no consumidores con el mismo genotipo durante el segundo
ensayo. Para evaluar lo anterior se realizd un andlisis del area bajo la curva. Aunque no

encontramos resultados significativos con dicho analisis, se observo una tendencia en la

62



interaccion entre grupo X portador G, que quizds se debid a una n relativamente pequefia.
Se necesita realizar estudios posteriores con una n mayor para confirmarlo.

Se ha observado que los consumidores de marihuana presentan deficiencias en
habilidades motoras en comparacioén con los no consumidores (Weinstein et al., 2008). En
el estudio de Weinstein et al. (2008) la habilidad motora fue medida con una tarea en la
cual se median los golpes en los muros que los participantes daban al tratar de salir de un
laberinto virtual. Para asegurarnos que nuestros resultados no se explicaran por diferencias
en habilidad motora, los participantes realizaron una tarea control. La habilidad motora no
fue diferente entre el ser portador o no del alelo G; y a diferencia de Weinstein et al. (2008),
no se encontraron diferencias en la habilidad motora entre consumidores y no consumidores
de marihuana. Quizas la divergencia entre nuestros resultados y los de Weinstein et al.
(2008) se deben a la naturaleza de nuestra tarea. Para nuestra tarea control se requirié que
los participantes realizaran movimientos parecidos a los de la tarea de trazado de estrella a
través del espejo sin el componente novedoso (i. e. percibir el estimulo directamente y no
su reflejo). Lo anterior nos permite descartar la posibilidad de que nuestros resultados se
expliquen por diferencias en la habilidad motora entre nuestros participantes.

La interaccion entre el consumo de marihuana y el rs2180619 en el aprendizaje de
procedimiento muy probablemente se explica a nivel del receptor CB1. Esto debido a que
los efectos del consumo de marihuana se atribuyen a que el A9-THC actia sobre los
receptores CB1 (Weinstein et al., 2008); mientras que el rs2180619 es un polimorfismo que
se encuentra en una regioén potencialmente reguladora del gen CNR1, que codifica para el
receptor CB1 (Zhang et al., 2004). Sin embargo, no se sabe con precision el efecto del
consumo de marihuana en el receptor CB1, ni el efecto fisioldgico del rs2180619. En un

estudio se encontrd que el consumo cronico de marihuana disminuy6 el pegado de un
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agonista inverso al receptor CB1 en hipocampo, corteza anterior del cingulo, insula, corteza
occipital, corteza parietal, corteza posterior del cingulo, corteza temporal lateral, corteza
prefrontal y corteza temporal lateral, pero no queda claro si esto se debe a que la marihuana
disminuye la cantidad de receptor CB1 que expresa un individuo o la afinidad de dicho
receptor hacia sus ligandos (Hirvonen et al., 2012). En cuanto al rs2180619, s6lo se ha
reportado un estudio que muestra que diferentes factores de transcripcion se unen al CNR1
dependiendo del genotipo por medio de una simulacion en computadora (Lazary et al.,
2009). Lo anterior sugiere que el rs2180619 tiene un efecto en la regulacion de la expresion
del receptor CB1 (Lazary et al., 2009), y quizas también haya un efecto de interaccion entre
el consumo de marihuana y el genotipo para el rs2180619 en la expresion de CB1.

Se ha observado que consumidores de marihuana presentan una disminucion en el
volumen hipocampal de forma bilateral (Schacht, Hutchinson y Filbey, 2012). Con base a
los anteriores datos, una hipdtesis respecto a nuestros resultados es que los consumidores
de marihuana portadores del alelo G presentaron una menor actividad hipocampal en
comparacion a participantes sin estas caracteristicas que afecta la etapa inicial del
aprendizaje de procedimiento. La actividad reducida del hipocampo podria deberse tanto a
la disminucion del volumen hipocampal como de la potencial disminucion de la expresion
de CB1 en dicha estructura que se ha observado en consumidores de marihuana, y a la
posible disminucion en la cantidad expresada de CB1 causada por el alelo G del rs2180619.
Cabe resaltar que en el estriado no hay diferencias entre el pegado de un agonista para el
receptor CB1 entre consumidores y no consumidores, pero si en el hipocampo.

Este estudio demostrd que el consumir marihuana no tiene efectos en la eficiencia
en el aprendizaje de procedimiento por si s6lo. Tampoco hay una disminucion de la

eficiencia en el aprendizaje de procedimiento por poseer el alelo G para el rs2180619. Para
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que ocurra una disminucién en la eficiencia de dicho aprendizaje en comparaciéon con un

grupo control es necesario presentar ambas condiciones.

9.1 Limitaciones y sugerencias
El presente estudio no puede probar qué diferencias cerebrales explican la eficiencia

en el aprendizaje de procedimiento entre consumidores de marihuana portadores del alelo G
del rs2180619 en comparacidon con un grupo control. Tampoco se pueden determinar los
efectos del consumo de la marihuana y el alelo G del rs2180619 en el CB1, que pueden ser
tanto en la afinidad del CB1 a sus ligando enddégenos como en la cantidad de CB1 que se
produzca.

A pesar de que en el presente estudio no se encontraron resultados significativos por
consumo de marihuana o el alelo G del rs2180619 por si solos en la eficiencia en el
aprendizaje de procedimiento, no se sabe si en el cerebro si hay cambios estructurales o
funcionales asociados a estos factores.

Debemos senalar que la n de nuestro estudio es relativamente pequefia y que seria
relevante replicar nuestra investigacion con una n mayor con el proposito de aumentar la
cantidad de personas homocigotas a G. Aumentar la frecuencia genotipica de homocigotos
a G permitiria realizar un analisis por genotipo (AA vs AG vs GG), ya que posiblemente
exista un efecto aditivo por el nimero de Gs que porte un individuo y no es posible evaluar
dicho efecto en el presente estudio. Otra razén para realizar un estudio con una n mayor es
para saber si la tendencia que observamos en el analisis del area bajo la curva refleja
diferencias en la tasa de aprendizaje entre grupos dependiendo del factor portador G.

También es necesario realizar mas investigaciones acerca de la funcionalidad del
rs2180619 y el efecto del consumo de marihuana. Para lo cual es necesario realizar

investigaciones con técnicas que exploren el funcionamiento cerebral (e. g. RMf) asociado
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al aprendizaje de procedimiento, asi como explorar el efecto que el rs2180619 podria tener

en la expresion del receptor CB1.

10. Conclusion
Nuestro estudio sugiere que el alelo G del polimorfismo rs2180619 vulnera a los

consumidores de marihuana a presentar deficiencias en el aprendizaje de procedimiento.
Dichas deficiencias se presentan al inicio del aprendizaje. Esta investigacion permite
comprobar la participacion del sistema endocannabinoide en el aprendizaje de

procedimiento.
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