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1. INTRODUCCION
1.1. LA ESQUIZOFRENIA EN EL CONTEXTO SOCIAL ACTUAL

La esquizofrenia es una enfermedad mental de caracter cronico que afecta
aproximadamente al 1% de la poblacién, principalmente con edades comprendidas
entre los 15 y 45 afios. Se trata de una enfermedad de inicio en la adolescencia o
comienzo de la madurez y cuyo potencial discapacitante persiste y se agrava a lo
largo de la vida. La etiologia de la esquizofrenia es multifactorial con evidencias de
factores genéticos y ambientales. El carécter hereditario de la esquizofrenia se ha
estimado en un 73-90% y los factores genéticos que predisponen a la enfermedad son
multiples y heterogéneos. Los estudios epidemioldgicos parecen sugerir que el mayor
riesgo de desarrollar esquizofrenia es producto de interacciones genético/ambientales
(predisposicion genética a agresiones ambientales) y del fendmeno de epistasis
(fenotipo dependiente de la interaccion entre diversos genes). Las manifestaciones
clinicas de la esquizofrenia se dividen en sintomas positivos, sintomas negativos y

déficits cognitivos.

A causa de los déficits asociados y de su caracter cronico, la esquizofrenia se
encuentra entre las diez causas principales de discapacidad por enfermedad del
mundo y segun la World Health Organization (2001), se estima que es la quinta
enfermedad mas costosa para la sociedad en términos de atencidén requerida y
pérdida de productividad, con un coste anual en la Unién Europea que supera los 35
mil millones de €, segun Andlin-Sobocki y Rdssler (2005). A nivel nacional, en el
afio 2009 los antipsicoticos atipicos mas empleados (risperidona y olanzapina) se
encontraron entre los 8 primeros farmacos que mas gasto generaron, con un coste
econdmico superior a 350 millones de euros (Sistema Nacional de Salud (2010)).
Ademas, segun el estudio de Palmer et al. (2005), el riesgo de muerte prematura en
la poblacion esquizofrénica es aproximadamente dos veces mayor en la poblacion
general, siendo el suicidio la principal causa de este exceso de mortalidad, con una
prevalencia estimada entre 5-10%. En este sentido, se ha estimado que entre el 25%
y 50% de los pacientes con esquizofrenia cometen por lo menos un intento de
suicidio en su vida, segun el estudio llevado a cabo por Meltzer (2002). Dada su

prevalencia, la tendencia a la cronicidad y el riesgo suicida de pacientes con



esquizofrenia asi como los elevados costes socio-sanitarios, la investigacion de esta

enfermedad es un objetivo prioritario de los sistemas de salud mundiales.

1.2. EL PAPEL DEL RECEPTOR DE SEROTONINA 5HT;a EN LA
ESQUIZOFRENIA

Estudios recientes llevados a cabo por Vollenweider et al. (1998), Gonzalez-Maeso
et al. (2007) y Geyer y Vollenweider (2008) han demostrado que las dos clases
principales de alucindgenos psicodélicos, las indolaminas (LSD, psilocibina) y las
feniletilaminas (mescalina) inducen sintomatologia similar a la esquizofrenia de tipo
paranoide a través de la activacion de los receptores de serotonina 5HT,a. El receptor
de serotonina 5HT,a pertenece a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas
G (GPCR). Los agonistas 5HT,a no alucindgenos sefializan a través de la via
candnina activando proteinas Gg/11 e inducen el factor de transcripcion c-fos
mientras que los agonistas 5HT,a alucindgenos lo hacen tanto a través de la via
candnica como mediante la activacion de proteinas Gi/o, induciendo los factores de
transcripcion c-fos y egr-2. Marek et al. (2001) han propuesto que el potencial
alucindgeno del LSD y analogos tendria lugar sobre los receptores de serotonina
5HT,a presinapticos presentes en neuronas talamo-corticales. Sin embargo, estudios
de Gonzalez-Maeso et al. (2007), Puig et al. (2003) y Beique et al. (2007) de huella
transcriptomica, de expresion y anulacién selectiva de los receptores 5HT,a en
corteza cerebral, electrofisiologicos y lesiones taldmicas parecen sugerir que la
presencia de 5HT,a en neuronas piramidales corticales es suficiente y necesaria para
observar las respuestas celulares y comportamentales de los farmacos alucinégenos.
Varios estudios de casos y controles llevados a cabo por Inayama et al. (1996) y
Williams et al. (1997) han asociado polimorfismos del gen que codifica el receptor
5HT,a con la esquizofrenia. Estudios en tejido postmortem llevados a cabo por
Gonzalez-Maeso et al. (2008) han demostrado que existe un incremento en la
densidad de receptores serotonérgicos 5HT,a en corteza prefrontal de sujetos
esquizofrénicos jovenes libres de tratamiento y que dicho incremento desaparece en
sujetos en tratamiento con antipsicoticos. La densidad de receptores 5HTa
disminuye con la edad, desapareciendo los cambios ligados a la esquizofrenia, lo que
es concordante con una disminucién de la sintomatologia psicotica con la progresion

de la edad de los sujetos afectados. Este aumento de la densidad podria deberse a un



aumento del estado de alta afinidad de dichos receptores serotonérgicos 5THza en la
corteza prefrontal de sujetos esquizofrénicos, tal y como han demostrado Muguruza
et al. (2013).

1.3. LA RELACION ENTRE EL CONSUMO DE CANNABIS Y LA
ESQUIZOFRENIA

El hecho de que las alteraciones cognitivas que tienen lugar durante los procesos
psicoticos y los efectos farmacoldgicos del consumo de cannabis presenten cierta
similitud (hecho evidenciado en el estudio de Emrich et al. (1997)), asi como la
descripcion del desarrollo de psicosis transitorias debidas a la intoxicacion por
cannabis, presentes en los estudios de Mathers y Ghodse (1992) y Thornicroft
(1990), sugirié la posible relacion entre el consumo de cannabis y la esquizofrenia.
El consumo de cannabis presenta mayor prevalencia en los individuos con
esquizofrenia respecto a la poblacion general, siendo la sustancia ilegal mas
consumida entre estos sujetos. El desarrollo temprano de la enfermedad, la mayor
psicopatologia y el aumento de recaidas, el fracaso del tratamiento antipsicotico y el
prondstico desfavorable son algunas de las consecuencias que se han atribuido al
consumo de cannabis en individuos con esquizofrenia. En la actualidad existen
diversos estudios epidemioldgicos, como los de Smit et al. (2004), Semple et al.
(2005) y Moore et al. (2007) que parecen sugerir que el consumo de cannabis es un
factor de riesgo para el desarrollo de la esquizofrenia. Estos datos epidemiolégicos
sugieren la existencia de una relacion entre el consumo de cannabis y el desarrollo de
la esquizofrenia ya que, segun estudios de van Os et al. (2002), Zammit et al. (2002),
Arseneault et al. (2004) y Henquet et al. (2005) el riesgo de desarrollar la
enfermedad aumenta con la frecuencia de consumo. Sin embargo, a pesar de que el
abuso de cannabis se asocia con un incremento del riesgo de desarrollar un trastorno
psicotico, la mayoria de los consumidores de cannabis no desarrollan dicho trastorno;
lo que sugiere que existen otros factores que también estan implicados en el

desarrollo o no de la enfermedad.

La concentracién del principio activo de la marihuana (tetrahidrocannabinol- THC)
en preparaciones de cannabis que se consumen entre la poblacién también es un
factor que, probablemente, influye en el riesgo a sufrir psicosis, segun el estudio de

Di Forti et al. (2009). Por otro lado, numerosos estudios llevados a cabo por



Arseneault et al. (2002), Stefanis et al. (2004), Rubino y Parolaro (2008) y Konings
et al. (2008) han sugerido que el consumo de cannabis durante la adolescencia
aumenta el riesgo de desarrollar esquizofrenia en la edad adulta. Tal y como
evidencia el estudio de Fernandez-Ruiz et al. (2004), tanto los receptores
cannabinoides como los propios endocannabinoides aparecen en estadios tempranos
del desarrollo del cerebro, y parecen estar implicados en los procesos de
sinaptogénesis en circuitos neuronales durante el desarrollo, segun estudios
realizados por Harkany et al. (2008). Se ha descrito que el sistema endocannabinoide
tiene un papel significativo en el desarrollo neuronal, papel que ejerceria mediante su
papel modulador sobre la liberacion de glutamato. El cannabis, a través de la
activacion de los receptores CB; podria interferir en estos procesos fisioldgicos
normales, provocando alteraciones en la liberacion de glutamato que inducirian
efectos neurotoxicos leves vy, consecuentemente, defectos estructurales. La
maduracion del cortex prefrontal (PFC) es uno de los procesos mas importantes
durante la adolescencia y es posible que el consumo de cannabis en este periodo
critico del desarrollo afecte predominantemente a los procesos de consolidacion de

determinados neurocircuitos de dicha regidn cerebral.

El antipsicotico atipico clozapina, una de cuyas dianas principales son los receptores
5HT,a, parece ser el farmaco mas prometedor en el tratamiento de la esquizofrenia
en pacientes con dependencia a cannabis. Este hecho esta apoyado por datos clinicos
preliminares y por modelos neurobiologicos desarrollados por Green et al. (2007)
que sugieren un efecto terapéutico especifico de la clozapina en trastornos psicoticos

asociados al consumo de cannabis.

Varios estudios indican que los agonistas cannabinoides regulan la actividad de los
receptores 5HT,a por lo que se puede sugerir la posibilidad de que la exposicion
crénica a cannabinoides pueda inducir la regulacién de los receptores en el cortex.

variando tanto su nmero como su funcionalidad.



1.4.EL GENOTIPO AKT1 Y EL DESARROLLO DE LA
ESQUIZOFRENIA EN CONSUMIDORES DE CANNABIS

Uno de los posibles mecanismos implicados en esta regulacion podria estar
relacionado con la funcionalidad de la kinasa Akt1, de manera que el cannabis podria

regular los receptores 5HTa €n parte a través de la Akt1.

Son diversos los estudios de casos/controles y cohortes familiares que sustentan la
hipotesis de que Aktl es un gen implicado en la esquizofrenia, entre ellos se
encuentran los llevados a cabo por Zhao et al. (2006), Emamiam et al. (2004),
Beaulieu et al. (2004), Lei et al. (2008), Alimohamad et al. (2005), Kozlovsky et al.
(2006) y Kang et al. (2004). La asociacion genética de Aktl y esquizofrenia se ha
confirmado en poblacion europea en el estudio de Schwab et al. (2005), japonesa en
el estudio de Ikeda et al. (2004), de Oriente Medio en el estudio de Bajestan et al.
(2006), China en el estudio de Xu et al. (2007), Irlandesa en el estudio de Thiselton
et al. (2008) y britanica en el estudio de Mathur et al. (2010). Con todo ello, parece
que la asociacion genética de Aktl con esquizofrenia no se limita a fondos genéticos
especificos y que se reproduce en diferentes poblaciones. Ademas, estudios como el
llevado a cabo por Pietilainen et al. (2009) han identificado variantes alélicas de Akt
asociadas con alteraciones cognitivas y con aberraciones neuroanatémicas en las
redes neurales de la corteza prefrontal. Por otro lado, variaciones en el gen Aktl se
han asociado al desarrollo de esquizofrenia en individuos consumidores de cannabis,
tal y como se muestra en los estudios de Di Forti et al. (2012), van Winkel (2011) y
van Winkel et al. (2011). En este contexto, estudios de neuroimagen como el de
Bhattacharyya et al. (2010) han demostrado que sujetos sanos portadores de una
variante alélica del gen Aktl presentan una mayor respuesta psicética y una mayor
activacion estriatal tras la administracion de THC. En definitiva, se han identificado
diferentes polimorfismos en el gen Aktl en individuos con esquizofrenia pero se
desconoce si estos cambios genéticos producen efectos funcionales y, si los hubiera,
cémo afectarian al desarrollo de la esquizofrenia. La deficiencia en Akt esta
mecanisticamente ligada a alteraciones en la corteza prefrontal y a fenotipos
esquizofrenia-like en modelos animales. Este hecho se demuestra en el estudio de Lai
et al. (2006). Akt es activada por la fosfoinositol-3 kinasa (PI3K) en respuesta a la

estimulacion por receptores tirosina kinasa y receptores acoplados a proteinas G



(GPCR), entre ellos los receptores CB; y CB,. Ademas, Akt es susceptible de ser
modulada por farmacos, como la rapamicina, que la activa. A su vez, Aktl regula
negativamente, mediante fosforilacion, la actividad de GSK3p, Kkinasa
constitutivamente activa. Existen evidencias (Beaulieu et al. (2007)) que sugieren la
existencia de una disfuncion en las vias de sefalizacion de AKkt/GSK3p en la
esquizofrenia y que dicha disfuncion tiene un papel relevante en la patogénesis de la
enfermedad. En este contexto, los estudios llevados a cabo por Zhao et al. (2006),
Emamian et al. (2004), Lei et al. (2008) y Beaulieu et al. (2004) han descrito un
menor contenido y menor actividad de Akt asi como la consecuente activacion de
GSK3p en corteza prefrontal de individuos con esquizofrenia. Los estudios mas
recientes, como el llevado a cabo por Alimohamad et al. (2005), sugieren que los
antipsicaticos inducen la regulacion de GSK3p en el cerebro. Asi, se ha demostrado
que la clozapina aumenta in vivo los niveles de fosforilacion de GSK3p en corteza
cerebral de ratones y estudios en cultivos celulares sugieren que este aumento de la
fosforilacion de GSK3p esta acompafiado de la activacion de Akt. Estos datos
parecen indicar que la accion terapéutica de la clozapina estd mediada en parte por la
activacion de la via Akt/GSK3B. Por otro lado, la administracion aguda de
cannabinoides regula la via Akt tanto in vivo como in vitro. EI THC, en concreto,
administrado de forma aguda, es capaz de activar o inhibir la via Akt, dependiendo
de la dosis y del tipo celular. Sin embargo, no existen estudios sobre la regulacion de
esta via in vivo tras una exposicion prolongada a THC. A la vista de todos los datos
anteriormente expuestos, se puede hipotetizar que la exposicién cronica a THC
modula los receptores 5HT,4 y que esta modulacién podria llevarse a cabo a través
de la via de sefializacion Akt/GSK3p.



2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar los mecanismos a través de los cuales el consumo crénico de THC facilita el

desarrollo de psicosis, y en concreto de esquizofrenia.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Objetivo 1: Valorar el estado comportamental de los animales tratados con
THC para analizar la presencia de signos “psicosis-like”

- Objetivo 2: Determinar la funcionalidad in vivo del receptor 5HT,A mediante
técnicas comportamentales. Evaluar la modulacion de la densidad (anticuerpos)
del receptor 5HT,a tras la exposicion crénica a THC.

- Obijetivo 3: Determinar el estado basal y la funcionalidad de la via Akt/GSK3p3
tras la exposicion cronica a THC mediante un estudio de la expresion proteica

total y fosforilada.



3. DESARROLLO

La sefializacion celular del receptor de serotonina 5HT,a y de la via Aktl/GSK3p
representan candidatos en la induccién y/o precipitacion de psicosis tras el consumo
cronico de cannabis. Este proyecto estudiard el mecanismo molecular subyacente a
este proceso etiopatoldgico. Se utilizaran ratones salvajes tratados crénicamente con
THC y sus respectivos controles. En los animales se estudiardn los cambios
comportamentales en la inhibicion de prepulso (PPI) y la expresion proteica de
receptores 5HT>4 en la corteza cerebral. El estado basal de la via Aktl/GSK3pB y la
modulacion tras el consumo de THC en corteza cerebral se cuantificard mediante

anticuerpos especificos.

3.1. TRATAMIENTO CRONICO DE RATONES JOVENES CON THC

Para el desarrollo de este trabajo se emple6 un modelo de exposicion crénica a THC
en animales en una etapa de desarrollo equivalente a la adolescencia. Los animales
de experimentacion a utilizar en este estudio fueron 48 ratones macho Swiss de 35
dias de edad (dia postnatal 35, pn35) y peso aproximado de 25-40 gramos,
procedentes del Estabulario de la Universidad del Pais Vasco (UPV/EHU). 16
ratones fueron utilizados para evaluar la expresion proteica mediante western

blotting, mientras que 32 ratones se utilizaron para evaluar el estado comportamental.

El mantenimiento y estabulacion de las colonias se realizo por parte del animalario
de la Universidad del Pais Vasco (UPV/EHU). Durante el tratamiento los animales
permanecieron estabulados, en grupos de entre ocho y diez a una temperatura
constante de 22°C, una humedad relativa del 65-70% y un ciclo de luz/oscuridad de

12h con acceso libre a agua y comida.

Se procedio a realizar una administracion cada 24 horas, durante 30 dias, con THC a
una dosis de 10 mg/kg por via intraperitoneal (n=24). EI THC fue disuelto en la
solucion vehiculo compuesta por etanol (5%), cremofor (5%) y suero salino (90%)

para su administracion.

De forma simultanea, se realiz6 una administracién cada 24 horas, durante 30 dias,
con solucion vehiculo por via intraperitoneal, estableciendo de esta forma el grupo

control (n=24) del modelo de tratamiento.



Todos los procedimientos experimentales llevados a cabo se evaluaron y aprobaron
por el CEBA (Comité de Etica para el Bienestar Animal) y el CEIAB (Comité de
Etica en la Investigacion con Agentes Biologicos y organismos modificados
genéticamente) de la Universidad del Pais Vasco (UPV/EHU). Ademas, este trabajo
se realizo respetando la legislacion espafiola que regula la proteccion de animales
empleados en experimentacion y otros propdésitos cientificos (L358/1 de
18/12/1986). En todos los casos, el manejo y sacrificio de los animales se llevo a
cabo acorde con la Directiva del Consejo Europeo 86/609/CEE sobre bienestar

animal.

3.2. EVALUACION DEL ESTADO COMPORTAMENTAL Y DE LA
FUNCIONALIDAD IN VIVO DEL RECEPTOR 5HT2a

3.2.1. Inhibicion prepulso del reflejo de la respuesta del sobresalto (PPI)

Una vez finalizado el tratamiento con THC se sometieron tanto a los animales
tratados con THC (n=16) como a los tratados con solucion vehiculo (n=16) a la
prueba de inhibicién prepulso (PPI) en condiciones basales y tras la induccion por
MK-801 (0,35 mg/kg via intraperitoneal).

La inhibicion prepulso del reflejo de la respuesta del sobresalto es una técnica de
comportamiento que hace referencia a la reduccion en la magnitud de la reaccion
motora que se produce en respuesta a un estimulo sensorial (pulso) cuando es
precedido por otro estimulo sensorial previo mas débil (prepulso), el cual no es capaz
de generar respuesta motora por si mismo. El grado por el cual el prepulso es capaz
de inhibir la respuesta al pulso se considera una medida de procesamiento de la
informacion sensomotora. La reduccion de la amplitud de la respuesta refleja la
capacidad del sistema nervioso para adaptarse temporalmente a un estimulo sensorial

fuerte cuando una sefial previa mas débil es emitida en forma de aviso.

El paradigma “Prepulse Inhibition” (PPI) es habitualmente utilizado para evaluar el
filtrado sensorimotor y procesos atencionales involucrados en el procesamiento
selectivo de informacién. Se trata de un reflejo procesado en el tronco del encéfalo
en respuesta a una estimulacion tactil o auditiva inesperada. La disminucién en la
respuesta refleja es inducida de forma automatica por la pre-exposicion a un estimulo

débil antes de la presentacion del estimulo de mayor intensidad.
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Esta prueba se utiliza ampliamente en modelos animales de trastornos en los que los
animales expresan una inhabilidad para filtrar el acceso de informacion irrelevante a
los dominios sensoriales, motores 0 cognitivos y, por tanto, no presentan una

disminucion en el reflejo de sobresalto durante la prueba PPI.

3.2.1.1. Parametros

La presencia y la magnitud de la inhibicion prepulso dependen de una variedad de

factores o parametros que incluyen:

Estimulo principal/ pulso: Consiste en un estimulo acustico que desencadena

respuesta motora por parte del animal.

Estimulo prepulso: Se trata de un estimulo acustico que precede al pulso y que

no genera respuesta motora por parte del animal.

- Sonido de fondo (background noise): Presenta intensidad constante y esta

presente durante todo el ensayo. No debe generar ningun tipo de respuesta por
parte del animal, y su principal funcion es mantener un sonido ambiente

homogéneo durante todo el procedimiento experimental.

- Intervalo prepulso- pulso: Periodo de tiempo existente entre la presentacion del

estimulo prepulso y la presentacion del estimulo pulso.

3.2.1.2. Equipo

Para el estudio de la inhibicion prepulso se empled el sistema combinado StarFear
(PanLab S.L.U., Barcelona, Espafia) que permite registrar y analizar la sefial
generada por el movimiento del animal mediante un sistema de alta sensibilidad de
transduccidn del peso.

El sistema consto de:

- Caja _de atenuacion StarFear insonorizada que incluye la camara de

experimentacion formada por paredes de metacrilato negras y una puerta frontal

transparente.
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- Cilindro de restriccién: Se encuentra en el

interior de la camara de experimentacion y
presenta unas dimensiones de 11x34 cm que
limitan el area de movimiento del animal.

- Rejilla electrificable: Superficie sobre la que

se coloca el cepo de restriccion. Consiste en ‘ :
una unidad piezoeléctrica encargada de la Imagen 1. Cilindro de restriccion del sistema
i .. . combinado StarFear. PanLab S.L.U.

deteccion 'y transduccion de cualquier
movimiento como desplazamiento de masa.
- Altavoz: Se encuentra instalado en el
interior de la camara y genera los estimulos

acusticos correspondientes.

- Acoplador de carga: Se encarga de

amplificar y filtrar la sefial que se recibe

desde la rejilla, asi como de enviar los datos
al ordenador.

- Interfaz: Actla de conexién entre el

ordenador y el acoplador de carga.
Amplifica la sefial acustica que envia la
tarjeta de sonido del ordenador y que es generada por el programa para ajustarla
al nivel de audio deseado en el interior de la caja. Actda de indicador del evento
activo en el protocolo.

- Ordenador: Controla la emision del sonido y de la luz en el interior de la
camara de experimentacion. Permite la digitalizacion de las sefiales enviadas por

los diferentes componentes del sistema.

3.2.1.3. Procedimiento del ensayo

Los animales se habituaron durante un periodo minimo de una hora a la sala de
comportamiento donde se llevo a cabo el ensayo. El nivel de los diferentes estimulos
acusticos emitidos, asi como del sonido de fondo, se calibré entes del comienzo del
ensayo con un medidor de decibelios (dB) digital. El cepo de restriccion se limpio6

con etanol al 70% entre animal y animal para mantener el mismo olor ambiental.

Imagen 2. Caja de atenuacion e interfaces del
sistema combinado StarFear. PanLab S.L.U.
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Un procedimiento muy importante a realizar en los estudios de PPI es el uso de un
“pre-ensayo” en el que los animales son testados para alcanzar grupos
experimentales equilibrados, asi como un ajuste del protocolo. De este modo, se
disminuye la variabilidad y se aumenta la sensibilidad para detectar los efectos de las
diferentes manipulaciones experimentales (Davis & Wagner, 1969). Una vez
seleccionados los grupos experimentales y con el protocolo establecido, se introdujo
al animal en el cepo de restriccion situado en el interior de la cdmara de
experimentacion. El ensayo comenz6 con un periodo de aclimatacion de 10 minutos
en el cual se present6 un sonido de fondo de 70 dB que fue mantenido a lo largo de
todo el proceso. Cada sesion comenz6 con una serie de cinco exposiciones al
estimulo sonoro denominado pulso que sirvio para obtener una respuesta mas estable
por parte del animal y que no se tuvieron en cuenta posteriormente para el analisis.
Tras este periodo, se sometié a los ratones a una combinacion pseudorandomizada
de:

Diez pulsos de intensidad 120dB y duracion de 60 ms.

Diez prepulsos para cada valor de intensidad deseado (85, 90 y 95 dB) de 20

ms de duracion.

- Diez fases en las que se presenta el prepulso precediendo el pulso (120 dB, 60
ms) para cada valor de intensidad del prepulso (85, 90 y 95 dB, 20 ms). Ambos

estimulos separados por un periodo de 60 ms.

- Diez presentaciones denominadas “No estimulo” en las cuales unicamente esta
presente el sonido de fondo y permite recoger la sefial emitida por el animal en

ausencia de estimulo.

La induccién de alteraciones en la inhibicion prepulso se llevé a cabo mediante la
administracion intraperitoneal del antagonista del receptor ionotropico de glutamato
NMDA, dizocilpina (MK-801) en una dosis de 0,35 mg/kg. El ensayo de PPI se

comenzd 20 minutos después de la administracion de dicha sustancia.
3.2.1.4. Anélisis estadistico de los resultados

El % PPI se calculd para cada prepulso como la magnitud del reflejo en presencia del

propio prepulso en comparacion con la magnitud de la respuesta al pulso.
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(% PPI = (respuesta al pulso - respuesta al prepulso-pulso)/respuesta al pulso); estos
datos fueron analizados mediante analisis de varianzas (ANOVA de una y dos vias)
con mediciones repetidas en las distintas intensidades y mediante t-tests para
muestras independientes (por grupos). La magnitud de la respuesta se analiz6 para
cada grupo mediante t-tests para muestras independientes. Las diferencias se

consideraron significativas a partir de P<0,05.

3.2.2. Respuesta head-twitch (HTR) de funcionalidad in vivo del receptor
SHT 24

Para evaluar la funcionalidad de los receptores 5HT,a se sometié a los animales
tratados con THC, asi como a sus respectivos controles a la prueba de head-twitch en
respuesta al agonista selectivo 5HT,apc alucindgeno (x) DOI (2,5-dimetoxi-4-

yodoamfetamina) (1 mg/kg intraperitoneal).

La evaluacion del movimiento denominado head-twitch es un procedimiento
comportamental que permite el estudio de la respuesta psicotica de los animales tras
la administracion de una sustancia alucindgena. Esta respuesta consiste en un

movimiento rapido y rotacional de la cabeza alrededor del eje rostral-caudal.

3.2.2.1. Procedimiento

El dia del ensayo, los ratones se colocaron en jaulas de plastico individuales,
permaneciendo un periodo minimo de una hora en la sala de comportamiento antes
del comienzo de la evaluacion. Transcurridos 5 minutos desde la administracion
intraperitoneal de (x) DOI al sujeto de estudio, se comenzo la cuantificacion del
namero de movimientos head-twitch realizados por los animales de manera

individual durante veinte minutos.

3.3. EVALUACION DE LA EXPRESION PROTEICA DE 5HT,a Y
AKT/GSK3 MEDIANTE WESTERN BLOTTING

Para la evaluacion de la expresion proteica del receptor 5HT,a, asi como de las
proteinas de sefializacion Akt y GSK3p totales y fosforiladas se utilizo la técnica de
inmunodeteccion mediante western-blot, siguiendo metodologias descritas por
Urigien et al. (2013).
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El western blot (WB) es una técnica semicuantitativa empleada para detectar la
presencia de proteinas especificas en una muestra compleja. Se engloba dentro de las
técnicas conocidas como inmunoquimicas debido a que se basa en la especificidad de
la reaccién antigeno- anticuerpo. Consiste en diferentes fases: la separacion de las
proteinas en base a su peso molecular o electroforesis; la tranferencia de las
proteinas del gel de electroforesis a una membrana de nitrocelulosa que inmoviliza
las proteinas y facilita el acceso de los anticuerpos a las proteinas; la incubacién de la
membrana con una solucién que contiene el anticuerpo especifico que reconoce y se

une a la proteina especifica; y la cuantificacion de la sefial inmunoreactiva.

3.3.1. Preparacion del tejido: homogeneizado total de corteza de

cerebro de raton

Las muestras de corteza de raton (~150 mg) se descongelaron a 4°C y se
homogeneizaron en 10 volimenes de tampon de homogeneizacion (TBS 10X (50
mM Tris-HCI, 150 mM NaCl; pH 7,5), 50 pL/g Cocktail de Inhibidores de Proteasas
Sigma, 10 pg/mL antipain, 10 pg/mL chymostatin, 1ImM NazVO; 1 mM NaF)
utilizando un Potter (15 pulsos), afiadiendo a continuacion 0,1 volimenes de tampdn
BCD 10X (tampon de homogeneizacion, 10% lIgepal, 5% Desoxicolato de sodio, 1%
SDS, 250 mM CHAPS). Tras 30 minutos de incubacion en hielo, las muestras se
centrifugaron durante 10 minutos a 14000 rpm y 4°C, quedandonos con el
sobrenadante y descartanto el pellet. El contenido de proteinas se determind en el

sobrenadante utilizando el método DC, con BSA como estandar.

Tras la medicion, las muestras se diluyeron en tampén de homogeneizacion hasta
conseguir una concentracion de 4mg/mL y se alicuotaron. Posteriormente, se afiadio
Laemmli comercial (95% de volumen) y -mercaptoetanol (5% del volumen) a cada
muestra, consiguiendo asi una concentracion final de 2 mg de proteina/mL.

Finalmente, se alicuotaron las muestras en un volumen de 50 L.
3.3.2. Determinacion del contenido proteico. Método DC

La cuantificacion proteica de los homogeneizados totales para los experimentos de
Western blot se llevaron a cabo mediante determinacion colorimétrica, utilizando un
Kit Bio-Rad (Dc Protein Assay, Bio-Rad Laboratories, California, USA).
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Brevemente, se afadieron 25 puL de reactivo A’ y 200 uL de reactivo B a un volumen
de 5 pL de muestra. Se determiné la absorbancia a una longitud de onda de 630 nm e
un lector de microplacas ELX808 (BioTek® Instruments, Winooski, USA). Los
valores proteicos se extrapolaron de una linea estandar llevada a cabo con BSA entre
0 y 0,8 mg/mL. EIl anélisis de regresion lineal y la extrapolacion de los datos se
desarroll6 con el software GraphPad Prism 5® (GraphPad Software Inc., San Diego,

CA, USA, www.graphpad.com).

3.3.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida

La electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes SDS-
PAGE (“Sodium Dodecyl Sulphate Polyacryamide Gel Electrophoresis”) es el

método analitico mas utilizado para separar las diferentes proteinas de una muestra.

Los geles para la electroforesis consistieron en una fase superior (gel de
concentracion), en donde las proteinas se concentraron antes de la electroforesis, y
una fase inferior (gel de resolucion), en donde las proteinas se separaron conforme a

su peso molecular.

La composicion de estas dos fases fueron similares, variando el porcentaje de
acrilamida-bisacrilamida y la concentracion de Tris-HCI. La composicion de cada gel

de un grosor de 1,5 mm se describe en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion de los geles de concentracion y resolucion de grosor 1,5

mm

Compuestos Gel de resolucion Gel de concentracion
12% poliacrilamida 5% poliacrilamida
Poliacrilamida 30% 21ml 3,4 ml
Tris-HCI1,5M 13,1ml
Tris-HCI 1 M - 2,5ml
mQH:0 17,5 ml 13,6 ml
SDS 10% 525 pl 200 pl
TEMED 36,8 ul 20 pl
APS 10% 368 pl 200 pl
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Antes de la solidificacion del gel de concentracidn, se insert un peine de 15 carriles

(Bio-Rad) para permitir que las muestras corran por separado.

Antes de cargar las muestras, se calentaron durante 10 minutos a 95°C en el
Thermoblock para asegurarse que las proteinas estaban totalmente desnaturalizadas,

y para evitar cualquier posible plegamiento de proteina y/o agregacion.

Las muestras y los marcadores de peso molecular se cargaron segun el patron:
MW-POOL-SS1-THC1-SS2-THC2-SS3-THC3
MW-POOL-SS4-THC4-SS5-THC5-SS6-THC6
MW-POOL-SS7-THC7-SS8-THC8

Siendo MW el marcador de peso molecular, SS los sujetos control y THC los sujetos
sometidos al tratamiento crénico de THC.

Se carg6 una cantidad de proteina de 20 pg.

El tampdn de electroforesis consistio en un solucion de Tris-HCI (pH 8,3), 192 mM
glicinay 0,1% SDS.

Durante los primeros 30 minutos de electroforesis, se aplicd un voltaje de 60V para
concentrar todas las proteinas en el gel de concentracion, a continuacion se aplico
durante aproximadamente 2 horas un voltaje de 120V para correr las proteinas en el

gel de resolucion. La electroforesis se par6 cuando el frente llego al final del gel.
3.3.4. Transferencia a membranas de nitrocelulosa

Para permitir la accesibilidad de los anticuerpos, las proteinas se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (tamafio de poro: 0,45 pm) (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) aplicando un campo eléctrico. Para facilitar la transferencia
de las proteinas entre el gel y la membrana de nitrocelulosa, ambas se mantuvieron
en contacto y bajo presién mediante tres papeles de filtro Whatman (3MM) y una
esponja en cada lado, manteniendo todo ello compacto en un casete (Bio-Rad,
Hercules, California, USA). Los casetes se introdujeron en cubetas con tampon de
transferencia (25 mM Tris-HCI, 192 mM glicina, 20% metanol; pH 8,3). El tampo6n
se mantuvo en agitacién y las cubetas se introdujeron en hielo para evitar el
calentamiento causado por el campo eléctrico. El tiempo de transferencia y el

amperaje usados fueron: 0,3 A por cubeta durante 1 hora.
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Una vez terminada la transferencia, las membranas de nitrocelulosa se lavaron con
tampon TBS para eliminar el metanol residual del tampdn de transferencia de las
membranas de nitrocelulosa. Se realizaron tres lavados rapidos y tres de 10 minutos.

3.3.5. Inmunodeteccién

Tras el lavado de las membranas, se incubaron durante una hora a temperatura
ambiente y agitacion constante (agitador orbital ELMI Sky Line, Progen Scientific
Ltd, London, UK) en solucién de bloqueo para disminuir las uniones no especificas
de anticuerpos y la sefial de fondo. La composicion de la solucion de blogqueo
consistia en 5% de leche en tampo6n TBS.

Tras el bloqueo, las membranas de nitrocelulosa se incubaron durante toda la noche a
4°C y agitacion constante en el tampdn de incubacion conteniendo los anticuerpos
primarios a una concentracion determinada (dependiente del anticuerpo). Las
distintas soluciones se exponen en la Tabla 2. Cada membrana de nitrocelulosa se
incubd simultaneamente con dos anticuerpos primarios, uno contra la proteina diana
y otro contra la 3 actina, que se usé como control de carga de proteina en el gel de

electroforesis.

A la mafiana siguiente, las membranas se lavaron de nuevo con TBS para eliminar
los restos de anticuerpos primarios que no se habian unido a as proteinas. Entonces,
las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios conjugados
fluorescentes apropiadamente diluidos (Tabla 2) en tampdn de incubacion durante
una hora a temperatura ambiente y agitacion constante. Se utilizaron dos anticuerpos
secundarios conjugados fluorescentes distintos: los anticuerpos conjugados Alexa
Fluor® 680 para la deteccién de la proteina diana (la sefal fluorescente se visualiza
en color rojo en el sistema de deteccion) y los anticuerpos conjugados IRDye® 680
para la deteccion de la B-actina (sefial fluorescente visualizada en color verde en el

sistema de deteccion).

Finalmente, las membranas se lavaron con TBS para eliminar las trazas de
anticuerpos que no se habian adherido a los anticuerpos primarios (ya adheridos a las

membranas). La sefial inmunorreactiva se detectd y cuantifico utilizando el sistema
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de imagen infrarroja Odyssey (LI-COR Biosciences, Nebraska, USA) y se

obtuvieron los valores de intensidad integrados.

Tabla 2. Condiciones experimentales para los experimentos de Western blot en

muestras de cerebro de raton

Dilucion Dilucion
Contenido Peso Solucién
Solucién de del del
Proteina proteico molecular de
incubacioén anticuerpo  anticuerpo
total (kDa) bloqueo L .
primario  secundario

Sol. Bloqueo +

P-Akt 20 ug 60 5% leche 1:1000 1:2500
0,1% Tween 20
Sol. Bloqueo +

Akt 20 ug 60 5% leche 1:1000 1:2500
0,1% Tween 20
51 (isoforma o) Sol. Bloqueo +

P-GSK3 20 ug 5% leche 1:500 1:2500
46 (isoforma 3) 0,1% Tween 20
51 (isoforma o) Sol. Bloqueo +

GSK3 20 pg 5% leche 1:500 1:2500
46 (isoforma f3) 0,1% Tween 20
Sol. Bloqueo +

P-S6 20 pg 32 5% leche 1:1000 1:2500
0,1% Tween 20
Sol. Bloqueo +

S6 20 pg 32 5% leche 1:1000 1:2500
0,1% Tween 20
Sol. Bloqueo +

5HT2a 20 pg 53 5% leche 1:500 1:2500
0,1% Tween 20

3.3.6. Analisis estadistico de los resultados

El andlisis estadistico se llevo a cabo con la ayuda del programa GraphPad Prism 4®,

expresandose los resultados como media+SEM (error estandar de la media). La

comparacion estadistica entre el grupo a estudiar con respecto a sus controles

emparejados se realizd mediante un test t de Student, siendo la diferencia

significativa cuando p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. EVALUACION DE LA INHIBICION PREPULSO DE LA
RESPUESTA DE SOBRESALTO (PrePulse Inhibition of Startle Reflex,
PPI)

El PPI hace referencia al grado con el cual un estimulo sensorial débil (prepulso) es
capaz de inhibir la respuesta motora refleja frente a un evento sensorial intenso
(pulso). Esta inhibicién es una medida simple del procesamiento de la informacion
sensomotora. Este procesamiento es uno de los paradigmas experimentales mas
importantes en investigacion neuropsiquiatrica. Esta ampliamente relacionado con la
esquizofrenia debido a observaciones clinicas en las que los pacientes diagnosticados
de dicha enfermedad son incapaces de filtrar o procesar un estimulo irrelevante v,
por tanto, presentan déficits en los valores de PPI (Revisado de Braff et al., 2001),
convirtiendo este paradigma en un candidato valido e importante como intermediario
0 marcador endofenotipico en estudios genéticos. Se trata de un esquema robusto y
conservado entre especies, con un alto grado de homologia entre las medidas en

roedores y humanos.

Al analizarse los datos en funcién del valor de intensidad del prepulso, se observo
una disminucion estadisticamente significativa en los porcentajes de inhibicion
mostrados por el grupo de animales tratados con THC en comparacion con su
respectivo grupo control para los valores de intensidad del prepulso de 85 dB
(*p<0,05) y 90 dB (*p<0,05). Por otro lado, se decidié realizar este ensayo de
inhibicion prepulso en animales control y tratados con THC sometidos a tratamiento
agudo con el farmaco propsicotico dizocilpina (MK-801) 0,35 mg/kg i.p., con el
objetivo de observar si este tratamiento era capaz de producir un déficit del % PPI.
Este farmaco fue capaz de inducir una disminucion significativa del % PPI en el
grupo de animales tratados con THC tras su administracién aguda para la intensidad
de prepulso de 90 dB (*p<0,05). (Figura 1)

En lo referente a la amplitud de la respuesta frente al pulso (120 dB, 60 ms), no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los valores presentados

por los diferentes grupos de estudio, control y tratado con THC. Sin embargo, si se
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observaron diferencias estadisticamente significativas en el grupo de animales
sometidos a tratamiento agudo con dizocilpina en comparacién con los no tratados
con dizocilpina. Esta diferencia se observé tanto en el grupo de animales control
(t=3,81; **p<0,01) como en el grupo de animales tratados con THC. (t=3,44;

**p<(0,01).
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Figura 1. Representacion grafica del porcentaje de inhibicién prepulso. Se evalud el porcentaje de
inhibicion prepulso (PPI) presentado por los animales control y tratados con THC tras la administracion
aguda de suero salino i.p. (SS) (Control-SS: n=7; THC-SS: n=7), asi como tras la inyeccion aguda de
dizocilpina (MK801) 0,35 mg/kg i.p. (Control-MK801; n=8; THC-MK801: n=6). *p<0,05.
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Figura 2. Representacion grafica del nivel de amplitud de la respuesta al pulso (120 dB, 60 ms). Se
evalué el nivel de la respuesta al pulso presentado por los animales control y tratados con THC tras la
administracién aguda de suero salino (SS) i.p. (Control-SS: n=8; THC-SS: n=8), asi como tras la inyeccién
aguda de dizocilpina (MK801) 0,35 mglkg i.p. (Control-MK801: n=8; THC-MK801: n=7). **p<0,01.
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4.2. EVALUACION DE LA RESPUESTA PSICOTICA TRAS LA
ADMINISTRACION DE (+) DOI: RESPUESTA DE HEAD TWITCH

Los alucindgenos agonistas no selectivos para ciertos receptores del sistema
serotonérgico, tales como el DOI (feniletilamina 2,5-dimetoxi-4-iodoanfetamina) o el
LSD (dietilamina del &cido lisérgico), alteran la percepcién sensorial, el humor, la
cognicion y el comportamiento en humanos. Por ello, se ha considerado que estas
sustancias alucinégenas podrian ser utilizadas como modelos para el entendimiento

de enfermedades mentales, como la esquizofrenia (Hollister, 1964).

Un denominador comun de todos estos alucindgenos es su elevada afinidad por los
receptores serotonérgicos de tipo 2, incluyendo 5-HT;a y 5-HT,c, que son
expresados en regiones del cerebro que regulan la emocion y la memoria, como la
corteza prefrontal y estructuras limbicas (Lopez-Giménez et al., 2002; Nichols et al.,
2004). Varias lineas de investigacion sugieren que el efecto cognitivo y
comportamental de los alucindgenos es conducido a través de la activacion de los
receptores serotonergicos 5-HT,a en la corteza prefrontal, ya que la induccion del
head twitch es revertida por la administracion de farmacos antagonistas selectivos de
este subtipo de receptores y no de antagonistas de receptores 5-HT,¢c (Vollenweider
et al., 1997; Willins y Meltzer, 1997; Gonzalez-Maeso et al., 2007). De forma
adicional, ratones carentes de este subtipo de receptor serotonérgico no muestran

respuesta de head twitch (HTR, head twitch response) tras la administracion de (+)-

DOI (Gonzalez-Maeso et al., 2007). Se considera, por tanto, que la respuesta de head
twitch en raton es mediada por receptores 5-HTa, proporcionando una medida de la
funcion de los mismos vy, posiblemente, una aproximacion comportamental para

evaluar el efecto alucindgeno.

Tras la administracion aguda del agonista no selectivo de receptores de serotonina 5-
HT2a2c (£)-DOI a una dosis de 1 mg/kg por via intraperitoneal, los animales tratados
con THC no presentaron cambios significativos en el nimero de movimientos head
twitch con respecto a sus controles en un periodo de 10 minutos (Tabla 3). Del
mismo modo, tampoco presentaron cambios significativos en un periodo de 20
minutos (Tabla 4).
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Figura 3. Representacion grafica del nimero de movimientos head twitch cuantificados
en un periodo de 10 minutos. Los animales recibieron una administracién aguda del
agonista no selectivo 5-HT2azc (+)-DOI 1 mg/kg i.p. en el grupo de animales control y tratados
con THC. (Grupo control: n=2; grupo tratado con THC: n=3).
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Figura 4. Representacion grafica del nimero de movimientos head twitch cuantificados
en un periodo de 20 minutos. Los animales recibieron una administracién aguda del
agonista no selectivo 5-HTaaxzc (+)-DOI 1 mglkg i.p. en el grupo de animales control y tratados
con THC. (Grupo control: n=2; grupo tratado con THC: n=2).

4.3. EVALUACION DE LA EXPRESION PROTEICA MEDIANTE LA
TECNICA DE WESTERN BLOT

Para la evaluacion de la expresion proteica a nivel cerebral, las muestras que se
emplearon para la realizacion de los experimentos de cuantificacion proteica fueron
homogeneizado total de corteza cerebral de animales control (n=8) y animales

tratados con THC (n=8).

4.3.1. Receptor serotonérgico 5-HT;a

El grupo de animales tratados con THC presentd una disminucion estadisticamente
significativa de los niveles de esta proteina con un porcentaje de expresion de

82,5+15,6% con respecto al 97,8+8,2% del grupo control (t=2,38; *p<0,05).
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Figura 5. Representacion gréafica e imagen representativa de los niveles corticales de
inmunodeteccion del receptor 5-HT2a (rojo) y de la proteina B-actina (verde) en animales
control (salino) y tratados con THC (THC). (Grupo control: n=8; grupo tratado con THC: n=8).

4.3.2. Proteina de sefializacion Akt en su forma fosforilada (Ser473)

El grupo de animales tratados con THC no presentd diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de esta proteina con respecto a su grupo control.
(129,1£22,6% con respecto al 100,2+5,6% del grupo control. t=1,24; p=0,24).
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Figura 6. Representacion grafica e imagen representativa de los niveles corticales de
inmunodeteccion de la proteina Akt en su forma fosforilada (rojo) y de la proteina B-actina
(verde) en animales control (salino) y tratados con THC (THC). (Grupo control: n=8; grupo
tratado con THC: n=8).



24

4.3.3. Proteina de sefializacién Akt total

El grupo de animales tratados con THC no present6d diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de esta proteina con respecto a su grupo control. El
porcentaje de expresion del grupo tratado con THC fue de 97,1+5,5% con respecto al
100£5% del grupo control. (t=0,4; p=0,70).
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Figura 7. Representacion grafica e imagen representativa de los niveles corticales de
inmunodeteccion de la proteina Akt total (rojo) y de la proteina B-actina (verde) en animales
control (salino) y tratados con THC (THC). (Grupo control: n=8; grupo tratado con THC: n=8).

4.3.4. Proteina de seiializacion GSK3 (isoforma ) en su forma
fosforilada (Ser9)

El grupo de animales tratados con THC no presentd diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de esta proteina con respecto a su grupo control, siendo
el porcentaje de expresion del grupo tratado con THC de 83,7+9,1% y el del grupo
control de 100,9+16,5%. (t=0,91; p=0,38). Cabe mencionar que se aprecian dos

bandas, correspondientes a las isoformas o y 3, de 51 y 46 kDa respectivamente.
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Figura 8. Representacion grafica e imagen representativa de los niveles corticales de
inmunodeteccion de la isoforma  de la proteina GSK3 en su forma fosforilada (rojo) y
de la proteina B-actina (verde) en animales control (salino) y tratados con THC (THC).
(Grupo control: n=8; grupo tratado con THC: n=8).
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4.3.5. Proteina de seiializacion GSK3 (isoforma p) total

El grupo de animales tratados con THC no presentd diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de esta proteina con respecto a su grupo control.
(97,8+4,2% con respecto al 103+2,7% del grupo control). (t=1,03; p=0,32). Con este

anticuerpo también se pudo distinguir ambas isoformas, la o y la B, de 50 y 44 kDa

respectivamente.
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Figura 9. Representacion grafica e imagen representativa de los niveles corticales de
inmunodeteccion de la isoforma B de la proteina GSK3 (rojo) y de la proteina B-actina (verde) en
animales control (salino) y tratados con THC (THC). (Grupo control: n=8; grupo tratado con THC; n=8).

4.3.6. Proteina ribosomal S6 en su forma fosforilada (Ser240-244)

El grupo de animales tratados con THC presentd un aumento estadisticamente
significativo en los niveles de esta proteina con respecto a su grupo control.
(144,2+19,3% con respecto al 100+5,3%del grupo control). (t=2,51; *p<0,05).
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Figura 10. Representacion grafica e imagen representativa de los niveles corticales de
inmunodeteccion de la proteina S6 en su forma fosforilada (rojo) y de la proteina B-actina (verde) en
animales control (salino) y tratados con THC (THC). (Grupo control: n=8; grupo tratado con THC: n=6).
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4.3.7. Proteina ribosomal S6 total

El grupo de animales tratados con THC no presentd diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de esta proteina con respecto a su grupo control, siendo
el porcentaje de expresion del grupo tratado con THC de 106,2+11,1% y el del grupo
control de 101,3£5,1%.(t=0,4; p=0,7).
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Figura 11. Representacion grafica e imagen representativa de los niveles corticales de
inmunodeteccion de la proteina S6 total (rojo) y de la proteina B-actina (verde) en animales
control (salino) y tratados con THC (THC). (Grupo control: n=8; grupo tratado con THC: n=8).
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5. DISCUSION

En este estudio se evalu6 el estado comportamental, asi como la modulacién de la
densidad del receptor 5-HT,a y el estado basal y funcionalidad de la via Akt/GSK3p
y de la proteina ribosomal S6 en animales tratados de manera crénica con THC en

comparacion con sujetos control.

El hecho de contar con un grupo control de idéntica edad y en las mismas
condiciones que el grupo de estudio nos permitié minimizar los posibles factores de

confusion causados por variables ajenas a nuestra variable de estudio.

A continuacion se discuten los resultados obtenidos en el presente estudio y se

comenta la posible relacion entre los resultados obtenidos.
5.1. EVALUACION COMPORTAMENTAL

5.1.1. Inhibicion prepulso de la respuesta de sobresalto (PrePulse
Inhibition of Startle Reflex, PPI)

En lo referente a la evaluacion comportamental, el PPl puede considerarse una
herramienta robusta, fiable, facilmente cuantificable y versatil. En humanos, la
respuesta de sobresalto se mide mediante el parpadeo reflejo cuantificado a través de
la electromiografia del musculo orbicular de los parpados. En el caso de los roedores,
se registra la reaccion corporal total en respuesta a un estimulo que, en muchas
ocasiones, es idéntico al empleado en humanos. La inhibicion prepulso esta
conservada entre vertebrados debido a que los procesos cerebrales que parecen estar
implicados en la respuesta de sobresalto presentan una gran similitud entre especies.
Este hecho convierte a la inhibicion prepulso en una herramienta Gtil en las
investigaciones traslacionales entre especies y en uno de los pocos paradigmas
compartidos entre humanos y roedores, convirtiéndose en el ensayo de eleccion para

el estudio de los déficits en el procesamiento de la informacion sensomotora.

Los experimentos de PPI llevados a cabo en este proyecto muestran un déficit en el
paradigma de inhibicion prepulso de la respuesta al sobresalto en los animales
tratados cronicamente con THC (Figura 1), evidenciando una alteracion en el

procesamiento sensomotor en comparacién con su grupo control. Asimismo, la
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ausencia de cambios en la amplitud de la respuesta al estimulo del pulso entre el
grupo de animales tratados con THC y su respectivo grupo control (Figura 2)
contribuye a concluir que el déficit observado no estuvo relacionado con aspectos a
nivel sensorial (como puede ser un déficit auditivo). Por otro lado, el hecho de no
encontrar una diferencia estadisticamente significativa en los valores
correspondientes a los tres prepulsos puede haberse debido a la eleccion de un
protocolo no debidamente optimizado para la cepa de ratdn utilizada. Tal y como
puede observarse en la representacion del % PPI, los prepulsos parecen ser
demasiado altos, originando en el animal una inhibicion notable en el prepulso méas
débil, dificilmente superable por los prepulsos sucesivos. Consiguientemente, se

produce una saturacion de la sefial de inhibicion y unos errores notables.

La evaluacion de la inhibicion prepulso se considera una metodologia util para el
estudio de la esquizofrenia debido a la gran relevancia que presentan los deficits de
filtrado de informacidn sensorial y cognitiva en la fisiopatologia de esta enfermedad.
Esta utilidad se basa en diversas observaciones clinicas en las que los pacientes
esquizofrénicos muestran una incapacidad de filtrar o procesar un estimulo
irrelevante y, por tanto, presentan déficits en los valores de PPI respecto a sujetos
control (revisado de Braff et al, 2001). Sin embargo, es importante tener en cuenta
que el paradigma de inhibicion prepulso no tiene caracter diagnostico, ni predice el
curso clinico de la enfermedad, ni de los sintomas especificos, ni la respuesta

individual a los diferentes farmacos antipsicoticos (Swerdlow et al., 2008).

Existen evidencias de estudios en humanos y animales de que existe un periodo
vulnerable para la administracion cronica de cannabinoides durante ciertas fases del
desarrollo, en particular durante la pubertad, en la cual la administracion crénica de
cannabinoides induce alteraciones cerebrales y comportamentales persistentes. Se ha
observado en ratas que una exposicion cronica de animales inmaduros a A°-THC
causa mas efectos residuales irreversibles en distintos comportamientos en
comparacion con los observados en ratas maduras sometidas a un tratamiento cronico
(Stiglick & Kalantt, 1985). Ademas, el estudio comportamental llevado a cabo por
Ehrenreich et al. (1999) en humanos mostro déficits atencionales en adultos tras el
abuso de cannabis en edades tempranas (antes de los 16 afios). Gleason et al.

observaron en 2012 déficits en el PPI en ratones tratados con el agonista del receptor
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cannabinoide CB1 WIN 55,212-2 durante la adolescencia. Resulta interesante
apuntar que un estudio muy reciente de Tournier y Ginovart (2014) también
coincide con los resultados de este proyecto. En este estudio llevado a cabo en ratas,
se ha observado un déficit significativo en el % PPI en los animales tratados de modo
crénico (durante 21 dias, en dosis de 1 mg/kg/dia) con A-THC, no observandose
esta alteracion en animales tratados de manera aguda. Todos estos estudios, junto con
el presente, coinciden en que el tratamiento con cannabinoides conlleva ciertos
comportamientos esquizofrenia-like de manera dependiente a la edad de exposicion,
proveyendo evidencias de que el uso de cannabis durante la adolescencia puede tener

un papel contributivo en el desarrollo de esquizofrenia.

Continuando con los resultados obtenidos, la dizocilpina produjo un déficit en el PPI
sensiblemente mayor en los animales tratados con THC con respecto a sus
correspondientes controles. Existen evidencias que demuestran la capacidad de
ciertos farmacos para producir un déficit en el PPI, uno de ellos es el MK-801 a dosis
bajas. EI MK-801, también conocido como dizocilpina, es un potente y selectivo
antagonista de los receptores glutamatérgicos ionotrépicos excitatorios NMDA. Esta
descrito en la literatura que este tipo de antagonistas NMDA inducen un sindrome
comportamental que parece deberse, en parte, al incremento de la actividad
dopaminérgica y serotonérgica (Carlsson y Carlsson, 1989; Jentsch et al, 1998) y se
han relacionado con los sintomas positivos de la esquizofrenia (Adams vy
Moghaddam, 1998). Como consecuencia, el modelo farmacologico de MK-801 es un
modelo aceptado como paradigma de psicosis, teniendo un amplio grado de validez
de constructo y de contenido. Con todo esto, los resultados obtenidos en el PPI con el
MK-801 podrian contribuir a suponer que el consumo cronico de THC interfiere en
la maduracion del cerebro adolescente, conllevando ciertas alteraciones en los
niveles de receptores glutamatérmigos NMDA cerebrales y dando lugar asi a una

mayor susceptibilidad a la accidn de este farmaco propsicético.

5.1.2. Respuesta de head twitch

Tras las observaciones derivadas del estudio de la inhibicion prepulso, se continué la
evaluacion comportamental con el estudio de la respuesta de head twitch inducida

tras la administracién del alucin6geno agonista 5-HT,anc (£)DOI. Los ratones
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tratados con THC no mostraron diferencias significativas en la respuesta tras la
administracion del alucin6geno en comparacion con su respectivo grupo control

(Figuras 3y 4).

Los alucin6genos agonistas serotonérgicos como el (+)-DOI, presentan elevada
afinidad por los receptores de 5-HT tipo 2, incluyendo 5-HTza ¥ 5-HTyc, que se
expresan en regiones cerebrales que regulan las emociones y la memoria, como la
corteza prefrontal y estructuras limbicas. Estas sustancias alteran la percepcion, el
humor, la cognicion y el comportamiento en humanos. Estos efectos dan lugar a la
idea de que los alucindégenos podrian ser utilizados para el entendimiento de
enfermedades mentales como la esquizofrenia (Cohen, 1953; Hollister, 1964), ya que
inducen en individuos sanos sintomas comparables a aquellos observados en sujetos
diagnosticados de esta enfermedad (Colpaert, 2003; Gouzoulis-Mayfrank et al.,
2005). Los efectos comportamentales inducidos por estos alucin0genos parecen
mediados a través de la activacion de los receptores serotonérgicos 5-HT,a. Entre
estos efectos se encuentra la respuesta de head-twitch cuantificable en roedores y que
no es inducida por agonistas 5-HT,a no alucindgenos. Existen evidencias que apoyan
que esta respuesta de head-twitch proporciona una medida de la funcionalidad de
este subtipo de receptor y es una representacion valida de comportamiento para
evaluar el efecto alucindgeno, asi como para evaluar la sintomatologia positiva
asociada con la psicosis en roedores (Gonzalez-Maeso et al., 2003, 2007, 2008). De
forma clasica, la region cerebral implicada en la respuesta de head-twitch inducida
tras la administracion de (+)-DOI es la corteza prefrontal (Willins y Meltzer, 1997).
En humanos, la administracion de farmacos antagonistas de los receptores 5-HT;a €s
capaz de disminuir los efectos psicoactivos de los alucindégenos (Freedman, 1986).
Ademas, los cambios en la funcionalidad de estos receptores 5-HT,a parecen ser
importantes en las alteraciones que se producen a nivel comportamental y en

diferentes trastornos neuropsiquiatricos (Hamada et al., 1998).

No existen muchos estudios que relacionen esta prueba comportamental con el
sistema cannabinoide, no obstante, los resultados son coincidentes con los
observados en este proyecto. Darmani (2001) ha observado que cannabinoides de
distintas estructuras (Delta(9) THC, delta(8) THC, HU-210, CP55, 940 vy

WIN55,212-2), administrados de manera aguda antes de la prueba, son capaces de
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inhibir la frecuencia de head-twitch inducida por (x)-DOI de manera dependiente de
dosis. De modo analogo, se ha demostrado que el endocannabinoide anandamida
inhibe la respuesta head-twitch inducida por (£)-DOI en ratones (Egashira et al.
2004). Parece plausible suponer que el hecho de no encontrar diferencias en la
respuesta de head twitch tras la administracion de (+£)-DOI en ambos grupos, puede
deberse al mayor periodo de tiempo transcurrido entre la ultima dosis de THC en
nuestro estudio (varios dias frente a minutos). Durante este tiempo, los animales
metabolizan el THC del organismo y su accion sobre los receptores CB; disminuye,
disminuyendo también su capacidad inhibitoria de head-twitch. Por otro lado, los
estudios previos no presentan un tratamiento cronico, hecho que seguramente afecte
de distinta manera al sistema endocannabinoide, asi como al sistema glutamatérgico
de los animales en esta prueba comportamental. En relacion con estos resultados,
experimentos posteriores mostraron una disminucion significativa en la expresion
proteica de este receptor (Figura 5). Estos resultados llevaron a sugerir que esta
respuesta head-twitch no alterada podria ser debida a un aumento de la funcionalidad
de 5-HT2a y no de su densidad. De este modo, los animales tratados con THC
habrian podido desarrollar una mayor funcionalidad de los receptores 5-HT,a como
consecuencia de una disminucion en la densidad de estos, manteniendo de esta
manera la funcionalidad de este tipo de receptores en su conjunto. Existen en la
literatura diversos estudios en roedores en los que la administracion de bloqueantes
de este receptor modifica la funcionalidad 5-HT,a sin alterar la densidad de este
receptor (Meyer et al., 2001; Yamauchi et al., 2006). No obstante, el bajo nimero de
animales disponibles para realizar esta prueba comportamental pueden contribuir a

que los resultados no sean del todo representativos.

5.2. EVALUACION NEUROQUIMICA IN VITRO

Tras la evaluacion comportamental, se continué con una evaluacién neuroguimica

mediante técnicas in vitro.

Los ratones tratados con THC presentaron una disminucion significativa en la
expresion proteica cortical del receptor 5-HT,a con respecto al grupo control. En este
contexto, existen diversos estudios en humanos que indican que los agonistas

cannabinoides regulan la actividad 5-HT,a (Darmani, 2001; Mato et al., 2007; Hill et
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al., 2006; Franklin et al., 2012). Ademas, se ha observado una desregulacion de los
receptores 5-HT,a en roedores tras la administracion de agonistas cannabinoides
sintéticos, como el HU-210 (Hill et al., 2006). Estos estudios, junto con el presente,
contribuyen a sugerir la posibilidad de que la exposicion crénica a cannabinoides
pueda inducir la regulacion de los receptores 5-HT,a en la corteza prefrontal,
variando su nuamero y/o funcionalidad. En relacion con la esquizofrenia, existen
resultados contradictorios en lo que al receptor 5-HT,a se refiere. Estudios de fijacion
de radioligandos han observado un aumento en la densidad de receptores 5-HT,a a
nivel cortical en cerebro humano postmortem se sujetos esquizofrénicos libres de
tratamiento en comparacion con individuos control (Gonzalez-Maeso et al., 2008).
Sin embargo, existen numerosos estudios que concluyen que existe una disminucion
significativa de los receptores 5-HT,a corticales en pacientes con esquizofrenia
(Matsumoto et al., 2005; Kang et al., 2009; revisado en Dean, 2003). No obstante, es
conveniente considerar la idea de que el tratamiento con THC no tiene por qué haber
mimetizado los efectos de esta enfermedad en lo que al sistema serotoninérgico se
refiere; ya que, como se ha comentado anteriormente, el consumo de cannabis no es
un hecho causal directo de la enfermedad, sino un factor de riesgo mas. Por otro
lado, esta observacion concordaria con los resultados comentados con anterioridad
referentes a la respuesta head-twitch, en la cual no se observaron diferencias

significativas.

Siguiendo con la cuantificacidn proteica, los animales tratados con THC presentaron
un aumento no significativo en la expresion proteica de la proteina Aktl en su forma
forforilada. Por otro lado, no se observaron diferencias en la expresion proteica total
de esta kinasa. Tal y como planteaba la hipotesis de este proyecto, uno de los
posibles mecanismos implicados en esta regulacion serotonérgica podria estar
relacionado con la funcionalidad de la kinasa Aktl, de manera que el cannabis podria
regular los receptores 5-HT,a en parte a través de esta via. Existe diversidad de
estudios que han relacionado el gen de esta proteina con la esquizofrenia, habiéndose
confirmado en poblaciones europea, japonesa, china, irlandesa y britanica, entre
otras. (Schwab et al., 2005; Ikeda et al., 2004; Xu et al., 2007; Thiselton et al., 2008;
Mathur et al., 2010). Por otro lado, variaciones en el gen Aktl se han asociado al

desarrollo de esquizofrenia en individuos consumidores de cannabis (Di Forti et al..
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2012; van Winkel, 2011; van Winkel et al., 2011). El gen AKT1 codifica para una
proteina kinasa que forma una parte integral de la cascada de sefializacion del
receptor dopaminérgico en el estriado (Bozzi et al., 2011). Se trata de una
serina/treonina kinasa que se activa mediante forforilacién y cuya funcion es, entre
muchas otras, la fosforilacion de las dos subunidades (a y B) de la proteina GSK-3,
causando su inactivacion. Se ha observado que en ratones incapaces de fosforilar
Aktl, existe un incremento significativo en la union al receptor 5-HT,a cortical
(Saunders et al., 2013). Estos datos sugieren que la fosforilacién de Akt puede influir
en la expresion cortical y la sefializacion del receptor 5-HT,a La regulacion de esta
kinasa se ha relacionado con diversas patologias mentales, como la esquizofrenia
(Thiselton et al., 2008). Se ha observado una reduccion de Aktl cortical en cerebros
postmortem de pacientes esquizofrénicos en comparacion con sujetos control
(Emamian et al., 2014). Por el contrario, estudios de microarrays no han encontrado
cambios en los niveles de mRNA de Aktl en tejido cerebral de sujetos
esquizofrénicos (Horvath et al., 2011). Asimismo, estd descrito que los
cannabinoides son capaces de activar in vitro la via Akt actuando en los receptores
CB; y CB; (Sanchez et al., 2003). Ademas, la administracion aguda de THC en
ratones activa AKT1 in vivo en varias regiones cerebrales (Ozaita et al., 2007). Estos
estudios coincidirian con los resultados de este proyecto, en los que los animales
tratados con THC se observa un aumento, aunque no significativo, de los niveles
proteicos de Akt fosforilada/activada. Resultaria por tanto interesante aumentar el
namero de muestras con el fin de clarificar los resultados y sacar conclusiones

estadisticamente significativas.

Durante los ultimos afios muchos estudios han mostrado evidencias de la
participacion de distintas vias de sefializacion en la esquizofrenia. En este trabajo nos
hemos centrado en la via Akt/GSK3. En relacion con esta via y con la kinasa de la
que se ha hablado anteriormente, los animales tratados con THC mostraron una
disminucion no significativa en los niveles de expresion proteica de la proteina
GSK3p fosforilada en comparacion con el grupo control. Los niveles de GSK3p total
fueron similares en ambos grupos. Ya existen varios estudios en los que se han
observado cambios en la proteina y actividad de GSK3f en diferentes tejidos de

individuos esquizofrénicos (Koros y Dorner-Clossek, 2007). Asimismo, en la
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literatura podemos encontrar varios analisis de cerebros postmortem de pacientes con
esquizofrenia en los que se confirman unos niveles de fosforilacién disminuidos de
GSK3p en la corteza frontal, asi como niveles de mRNA en la corteza prefrontal
dorsolateral (Emamian et al., 2004; Kozlovsky et al., 2004; Koros y Dorner-Clossek,
2007). Ademas, estudios farmacologicos han demostrado que la administracién
cronica de antipsicoticos fosforilan GSK3p e inhiben su actividad (Emamian et al.,
2004; Koros y Dorner-Clossek, 2007). Del mismo modo, la administracién aguda
con antipsicoticos atipicos puede incrementar la fosforilacion de GSK3p en cerebro

de ratdn, tal y como evidencian el trabajo de Li et al. en 2007.

Tomando en conjunto los resultados obtenidos en la cuantificacion proteica de las
formas total y fosforiladas de Aktl y GSK3p en corteza de raton, podemos encontrar
una ligera contradiccion. Por un lado, la mayor activacion de Akt en el grupo de
ratones tratados con THC puede ser debida a la activacion del receptor CB;, ya que
este es capaz de activar esta via. Sin embargo, este hecho nos hace suponer que, de la
misma manera, deberiamos encontrar unos niveles mayores de GSK3f fosforilada,
debido precisamente a la activacion de esta via. En nuestros resultados, no obstante,
observamos una disminucion de los niveles de GSK3f fosforilada. Por otro lado, la
mayoria de los estudios de la via Akt/GSK en individuos esquizofrénicos muestran
una menor activacion de esta via, presentando menor contenido y menor actividad de
AKkt, con una consecuente activacion de GSK3p por encontrarse esta tltima en estado
desfosforilado. A pesar de los resultados algo discordantes entre los distintos
estudios y el proyecto propio, es necesario apuntar que las diferencias en los niveles
proteicos de estas dos proteinas no han sido significativas, por lo que parece
interesante proseguir con mas experimentos para clarificar los resultados. Para
finalizar, también se considera importante destacar el hecho de que el tratamiento
con THC no es un motivo Unico causante de esquizofrenia, por lo que las diferencias
observadas en pacientes enfermos no tienen por qué replicarse en los ratones

sometidos al tratamiento.

De modo adicional, se decidio estudiar los niveles de expresion proteica de la
proteina ribosomal S6 en su forma total y fosforilada. Se observé asi un aumento
significativo en los niveles de expresion proteica de esta proteina en los ratones

tratados con THC con respecto a su grupo control. Los niveles de expresion de
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proteina total no se vieron afectados. Tal y como se ha comentado anteriormente, la
proteina Akt es capaz de fosforilar GSK3 e inhibir su actividad. No obstante, Akt
interviene en multitud de vias mas. Una de ellas es la via mTOR/p70S6K. El receptor
de rapamicina de mamiferos (MTOR) es una serina/treonina kinasa que regula
multitud de procesos intracelulares. La cascada de sefalizacion de la que esta
proteina forma parte, estd relacionada con la regulacion intracelular de la sintesis
proteica, concretamente en la sintesis de proteinas relacionadas con el control de la
morfologia neuronal y la plasticidad sinéptica. Esta proteina regula la supervivencia,
diferenciacion y el desarrollo de las neuronas. El crecimiento axonico, la
arborizacion dendritica y la sinaptogénesis dependen de una correcta actividad de
mTOR. Varios estudios revelan que la actividad de la cascada mTOR esta
influenciada por multitud de factores exracelulares y ambientales implicados en la
esquizofrenia. Por ello, existen razones para hipotetizar que una de las consecuencias
de la disfuncion de estos factores en la esquizofrenia es la alteracion de la
sefializacibn mTOR y consecuente alteracion en la sintesis proteica. La proteina
mTOR se activa por fosforilacion en respuesta a la activacion de Akt, mediando asi
la fosforilacion de kinasas de la proteina ribosomal S6, entre las que encontramos a
p70S6K. Las evidencias que demuestran la participacion de la sefializacion mTOR
en la neuropatologia de la esquizofrenia se basan en una serie de estudios que
muestran que una disfuncion de diversos activadores “aguas arriba” y agentes de
estrés ambientales, previamente implicados con la esquizofrenia, pueden provocar
una sobreactivacion o una inhibicion de la ruta de sefializacion. En relacion con el
cannabis, se ha demostrado que la activacién del receptor cannabinoide CB; modula
de modo transitorio la via de sefializacion mTOR/p70S6K y la maquinaria de sintesis
proteica en el hipocampo de raton, mimetizando asi las propiedades amnésicas del
THC. Ademas, se ha observado una disminucion de la fosforilacion de p70S6K en
ratones GABA-CB;R KO y mediante el blogueo NMDA (Puighermanal et al., 2009).
La kinasa p70S6 se encuentra formando parte, tal y como se ha comentado, de la ruta
de sefializacion que incluye mTOR. mTOR puede activarse de distintas formas,
activando asi p70S6K. Esta proteina se encuentra en una ruta junto a la kinasa Akt.
Por consiguiente, la activacion de Akt activa mTOR, activando consecuentemente

p70S6K. Es esta Gltima kinasa la que tiene como sustrato la proteina ribosomal S6
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cuyos niveles se han estudiado en este proyecto. Los resultados por tanto, evidencian
una activacion de esta via en los animales tratados con THC. En relacién con estos
resultados, el estudio llevado a cabo por Meffre et al. en 2012 mostré un aumento de
la actividad de la via mTOR en la corteza de dos modelos animales de esquizofrenia.
Asimismo, la rapamicina, farmaco al que mTOR es sensible, fue capaz de revertir los
déficits cognitivos observados. Se concluye por tanto que el tratamiento con THC
mimetiza los efectos observados en individuos esquizofrénicos en lo que a la via

mTOR se refiere.
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6. CONCLUSIONES

1. Los ratones tratados de manera cronica con THC presentan un déficit en la
inhibicién prepulso de respuesta al sobresalto (PPI), mostrando asi una
alteracion en el mecanismo de filtrado sensorimotor. Este déficit se acentla

mediante la administracién aguda del farmaco propsicotico MK-801.

2. El farmaco propsicotico MK-801 provoca en los ratones una
hipersensibilidad a nivel auditivo, independientemente de la presencia o
ausencia del tratamiento con THC.

3. No se han hallado cambios estadisticamente significativos en la respuesta
head-twitch tras la administracion del farmaco alucin6geno agonista de los

receptores 5-HT,ac (£) DOL.

4. Los ratones tratados de manera cronica con THC presentan una menor
expresion proteica del receptor 5-HT,a en corteza en comparacion con su

respectivo grupo control.

5. No se han hallado cambios estadisticamente significativos en la expresion
proteica cortical de la kinasa Akt total ni fosforilada. La forma fosforilada, no
obstante, presenta una expresion proteica incrementada en la corteza de los

ratones tratados con THC en comparacion con su grupo control.

6. No se han hallado cambios estadisticamente significativos en la expresion
proteica cortical de la isoforma B de la kinasa GSK3 total ni fosforilada.
Asimismo, existe una disminucion en la expresion cortical de GSK3-B en su
forma fosforilada de los ratones tratados con THC en comparacion con su

grupo control.

7. No se han hallado cambios estadisticamente significativos en la expresion
proteica de la proteina ribosomal S6 total en corteza de ratones tratados con
THC. Sin embargo, los ratones tratados con THC presentan un aumento
estadisticamente significativo en la expresion proteica cortical de la proteina

en su forma fosforilada.
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