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1. INTRODUCCION

1.1 CANNABIS: USO RECREATIVO Y MEDICINAL

El cannabis es una droga depresora del sistema nervioso ampliamente utilizada a nivel mundial,
cuyo consumo estd ascendiendo durante los tltimos afios. Actualmente se trata de la droga ilicita
mas comunmente utilizada, presentando 192 millones de consumidores de entre 15 y 64 afios a
nivel mundial (United Nations Office on Drugs and Crime WDR, 2020).

Pese a ser utilizada principalmente con fines recreativos, se han descrito multiples aplicaciones
terapéuticas relacionadas a los cannabinoides, en parte por sus propiedades antiinflamatorias y
neuroprotectoras (Bahr er al., 2006; Centonze et al., 2007, Chen et al., 2011). Entre sus
aplicaciones se ha descrito su uso para el tratamiento de la esclerosis miiltiple, del glaucoma, de la
enfermedad de Alzheimer, del dolor crénico o de nduseas y vOomitos, entre otras (Campbell &

Gowran, 2007; Fraguas-Sanchez & Torres-Sudrez, 2018; Maurya & Velmurugan, 2018).

Sin embargo, el potencial uso medicinal del cannabis se ve limitado por los efectos secundarios
que produce su consumo sobre miltiples procesos cognitivos, como la atencidn, el aprendizaje
verbal, la memoria de trabajo y otras funciones de la memoria (Puighermanal et al., 2012), efectos
en el comportamiento que han sido ampliamente estudiados tanto en modelos animales como en
humanos (Broyd et al., 2016; Varvel et al., 2001, Wise et al., 2009). Otro factor a tener en cuenta
es que midltiples estudios relacionan la exposicién aguda y crénica a esta substancia con la
esquizofrenia y con enfermedades psicéticas (Marconi ef al., 2016; Vallersnes et al., 2016). Esto
se une al hecho de que el uso del cannabis se da principalmente dentro de la poblacién més joven,
alcanzando su maximo en los adolescentes de entre 15 y 16 afios (United Nations Office on Drugs
and Crime WDR, 2020), cuyo cerebro se encuentra en plena etapa de desarrollo, y por lo tanto en

un periodo sensible (Meruelo et al., 2017).

1.2 SISTEMA ENDOCANNABINOIDE Y THC

El principal compuesto psicoactivo del cannabis es el A-9-tetrahydrocannabinol (THC), el cual es
capaz de generar los efectos secundarios previamente mencionados al interaccionar con el sistema
endocannabinoide fisiolégico del cuerpo. Este sistema actia a modo de regulador de multiples
procesos bioldgicos, y a nivel cerebral modula las transmisiones sindpticas de manera retrégrada
(Cachope et al., 2012).

Los receptores de Cannabinoides tipo 1 (CB1) y tipo 2 (CB2), ambos acoplados a proteinas G, son
los principales receptores que conforman el sistema endocannabinoide, siendo el receptor CB1 el
mads abundante a nivel del sistema nervioso central (Puighermanal et al., 2012). Este se encuentra
predominantemente localizado en terminales presindpticos inhibidores, y en menor medida en
excitadores (Kawamura et al., 2006), aunque también se ha descrito en astrocitos y en mitocondrias
(Bernard et al., 2012; Han et al., 2012). Los endocannabinoides anandamida (AEA) y 2-
araquidonilglicerol (2-AG) son sustancias lipidicas agonistas de los receptores CB1 y CB2 a nivel
biolégico, que actian principalmente a modo de inhibidores retrégrados en las sinapsis (Cristino

et al., 2019). Su sintesis estd mediada por las enzimas N-acetiltransferasa y fosfolipasa D (PLD)



en el caso de la AEA, y por la fosfolipasa C (PLC) y la diacilglicerol lipasa (DAGL) en el caso del
2-AG (Puighermanal et al., 2012).

La biosintesis del endocannabinoide 2-AG en la neurona postsindptica es un proceso inducido
principalmente por 2 eventos (Fig. 1a). Por un lado, la activacién de canales de Ca** dependientes
de voltaje por una despolarizacién o un potencial de accién postsindpticos dan lugar a un aumento
en la afluencia de Ca®*, la cual es amplificada por la liberacién de Ca** intracelular, promoviendo
finalmente la produccioén de 2-AG. Por otro lado, la estimulacién de receptores metabotrépicos de
glutamato (mGluR) y de receptores de N-metil-D-aspartato (NMDAR) por la liberacién de
glutamato desde un terminal sindptico, también es capaz de estimular la hidrdlisis de fosfolipidos
de la membrana para la biosintesis del 2-AG (Cachope ef al., 2012; Cristino et al., 2019). En ambos
casos la biosintesis se da por medio de las enzimas PLC y DAGL. Ademas, se sabe que el receptor
ionotrépico del dcido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico (AMPA) también provoca
la sintesis de endocannabinoides (Brown et al., 2003). Tras su liberacion desde la neurona
postsindptica, los endocannabinoides interaccionan con los receptores CB1 presindpticos,
suprimiendo la liberacién de neurotransmisores (Cachope et al., 2012), modulando asi procesos de
plasticidad sindptica a corto y largo plazo, como la depresién a corto (STD) y largo plazo (LTD)
de sinapsis excitadoras o inhibidoras, o procesos de potenciacion a largo plazo (LTP; Cristino et
al., 2019).

Se han descrito mdltiples cascadas de sefializacién resultantes de la activacién del receptor CB1 a
nivel presindptico. Uno de los mecanismos mejor caracterizados, es la inhibicién de la adenil
ciclasa mediada por el grupo Gi/o de las proteinas G acopladas a receptor CB1 (Fig. 1b). Esta
inhibicién desemboca en la reduccién de la produccién de AMP ciclico (cAMP) que promueve un
detrimento de la actividad de la proteina kinasa A (PKA; Puighermanal et al., 2012). Finalmente,
estos cambios generan un descenso en la afluencia de Ca** al espacio intracelular y un aumento en
la permeabilidad al potasio que reduce la liberacién de neurotransmisores presindpticos (Cachope
etal.,2012). Esta cascada de sefnalizacidn es caracteristica de la depresion a largo plazo de sinapsis
inhibidoras mediada por endocannabinoides (Chevaleyre et al., 2007). Debido a que existen
diferentes cascadas de sefalizacién que estdin moduladas por la activacion del receptor CB1, los
efectos que puede provocar abarcan un rango muy amplio (Cachope et al., 2012). Por ejemplo, otra
via de sefializacién acoplada al receptor CB1 es la fosforilacién de la quinasa de adhesion focal
(FAK), una proteina participe de la regulacion de las integrinas y su adhesion al citoesqueleto de
actina, que es un regulador clave en la plasticidad sindptica (Derkinderen et al., 1996;
Puighermanal et al., 2012).

Sin embargo, como se ha mencionado, los receptores CB1 no se expresan tinicamente en neuronas
presindpticos. Por ejemplo, se ha descrito que los receptores CB1 localizados postsindpticamente
median la inhibicién lenta de interneuronas neocorticales (Marinelli et al., 2008). Por otro lado,
los receptores CB1 en mitocondrias son capaces de inhibir la cadena de transporte electronico,

afectando directamente al metabolismo de las neuronas (Bénard et al., 2012).
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Figura 1. Funcionamiento del sistema endocannabinoide. A) Ruta de activacion de la biosintesis del
endocannabinoide 2-AG. La liberacién de glutamato en la hendidura sinaptica promueve la activacién de los receptores
metabotropicos de glutamato (mGIuR), y los receptores ionotrépicos N-metil-D-aspartato (NMDAR) y &cido a-amino-3-
hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico (AMPA), que estimulan la hidrélisis de fosfolipidos de la membrana a diacilglicerol
por medio de la enzima fosfolipasa C (PLC). El diacilglicerol es después convertido a 2-araquidonilglicerol (2-AG) por
medio de la enzima diacilglicerol lipasa (DAGL). Una despolarizacion escalonada o un potencial de accidn postsinaptico
también puede inducir una afluencia de Ca?* a través de canales de calcio dependientes de voltaje. Esta sefial es luego
amplificada por una liberacién de Ca?* intracelular mediada por receptores metabotrdpicos, que en Ultima instancia
induce la sintesis de 2-AG por la misma via. (B) Mecanismo de depresién a largo plazo mediado por sistema
endocannabinoide. El 2-AG liberado desde el dominio postsinaptico llega hasta el dominio presinaptico donde activa
los receptores de Cannabinoides tipo 1 (CB1) de un terminal GABAérgico. Esta activacion resulta en la inhibicién de la
enzima adenilil ciclasa (AC) lo cual genera una reduccion de la activacion de la proteina kinasa A (PKA). Se cree que
la menor actividad de PKA reduce la fosforilacion de un mensajero regulador presinaptico, provocando una reduccién
a largo plazo en la liberacién de neurotransmisores desde el terminal (Cachope et al., 2012; Cristino et al., 2019;
Puighermanal et al., 2012).

El THC tiene la capacidad de actuar como agonista parcial del receptor de Cannabinoides tipo 1
(CB1) y del receptor de Cannabinoides tipo 2 (CB2), desregulando asi el estado fisioldgico del
cuerpo. Miiltiples estudios demuestran que las alteraciones provocadas por el cannabis en la
plasticidad sindptica, la memoria y en el comportamiento estdn mediados por la interaccién entre
el THC y el receptor CB1 (Busquets-Garcia et al., 2018; Han et al., 2012; Wise et al., 2009). Por
ejemplo la administracién crénica de THC produce tolerancia a los efectos mediados por
cannabinoides por medio del descenso de receptores CB1 y la desensibilizacién de los mismos por
el desacoplamiento de las proteinas G o por procesos de internalizacion (Fan et al., 1996; Wu et
al., 2008). En linea con estos resultados, se ha descrito que la exposicién aguda del receptor CB1
al THC provoca su reduccion en el CA1 del hipocampo (Bonilla-Del Rio et al., 2020). En otro
estudio sobre la exposicion crénica al THC durante la adolescencia, los ratones mostraron una
hiperpolarizacion del potencial de membrana en reposo, una disminucién en la cadencia de disparo
sindptica y una disminucién en la plasticidad sindptica de despolarizacién en las sinapsis
glutamatérgicas de la corteza prefrontal prelimbica (Pickel ef al., 2019). Ademads, se han visto

alteraciones a nivel ultraestructural en distintas regiones del cerebro mediadas por el receptor CB1.



Por ejemplo, en ratones CB1 KO, la ausencia del receptor CB1 en terminales glutamatérgicos
parece afectar a la ultraestructura cerebral incrementando la densidad de espinas dendriticas y la
arborizacién dendritica en el hipocampo, mientras que esta ausencia en terminales GABAérgicos
provoca el efecto contrario, disminuyéndolos (Monory et al., 2015). En un estudio reciente llevado
a cabo en las células granulosas del cerebelo, se ha visto que la ausencia de receptor CB1 en los
terminales de las fibras paralelas produce una serie de cambios ultraestructurales, como el aumento
del tamafio de los terminales y una alteracion en la distribucion de las vesiculas en la zona activa
de los I6bulos espinocerebelosos V y vestibulocerebelosos X (Buceta et al., 2019). Todos estos
cambios mediados por el receptor CB1 podrian contribuir al efecto provocado sobre el

comportamiento y la plasticidad sindptica por la exposiciéon a THC.

1.3 HIPOCAMPO Y LA MEMORIA

Uno de los principales efectos del consumo de cannabis es la disrupcién en los procesos de
aprendizaje y la memoria (Lichtman et al., 1995; Puighermanal et al., 2009), los cuales estidn
ampliamente relacionados con el hipocampo (Neves G er al. 2008). Esta regién del cerebro
presenta una alta densidad de receptores CB1 (Herkenham et al., 1991), y se sabe que participa
como mediadora de los efectos del THC sobre la memoria (Busquets-Garcia et al., 2018; Calabrese
y Rubio-Casillas, 2018; Han et al., 2012). Por ejemplo, se ha demostrado que una exposicién
crénica al THC induce un descenso en la LTP hipocampal que es dependiente al receptor CB1 (Fan
etal.,2010). Asimismo, se ha visto que la administracién intrahipocampal de THC altera funciones
de la memoria por medio de una accion directa de los receptores CB1 en el hipocampo (Wise et
al., 2009).

Muiltiples estudios apuntan a una desregulacion entre la neurotransmision excitadora e inhibidora
en el hipocampo como mecanismo subyacente a este deterioro provocado por los cannabinoides
(Puighermanal et al., 2012). Esta se veria impulsada por una mayor inhibicién retrégrada de los
terminales GABAérgicos respecto a los glutamatérgicos, debido a una mayor expresion del
receptor CB1 y una mayor sensibilidad de los mismos al THC en los terminales inhibidores
(Kawamura et al., 2006; Laaris et al., 2010). Ademds, se han propuesto diferentes mecanismos
mediadores del efecto del THC para la memoria a corto y largo plazo. El THC altera la memoria a
largo plazo por medio de la ruta mTOR (diana de rapamicina en células de mamifero), que aumenta
la translacion proteica dando lugar finalmente a los efectos de amnesia (Puighermanal et al., 2009;
Puighermanal et al., 2013). Mientras que la memoria a corto plazo en el reconocimiento de objetos
novedosos se ha visto que es alterada por un aumento en la fosforilacién de la neurogranina

hipocampal dependiente de la fosfokinasa C (Busquets-Garcia et al., 2018).

En concreto, la region CA1 del hipocampo juega un papel esencial en el efecto del cannabis sobre
la disrupcién de la memoria. Se ha demostrado que la exposicién aguda al THC perjudica la
memoria espacial por medio de la depresiéon a largo plazo (LTD) de sinapsis CA3-CAl,
dependiente de la activacion astroglial de receptores CB1 de la capa CA1 (Han et al., 2012).
También se han observado alteraciones a nivel ultraestructural en la regiéon CA1 del hipocampo
bajo la exposicién aguda al THC en ratones, mostrando un aumento en el nimero de espinas
dendriticas y mitocondrias, y una disminucién en el 4rea de espinas dendriticas, terminales

sindpticos, mitocondrias y astrocitos (Bonilla-Del Rio et al., 2020). En otro estudio se ha descrito



una disminucién en la densidad de espinas dendriticas hipocampales bajo una exposicién crénica
al THC (Chen et al., 2013). Debido a que el THC actia como agonista de otros receptores del
sistema endocannabinoide, se desconoce si estas alteraciones ultraestructurales se deben
exclusivamente a la accién del receptor CB1. Una forma utilizada por multiples estudios para
atribuir los efectos observados a la interaccion del receptor CB1 con el THC, es el uso del
compuesto SR141716 (Rimonabant) como antagonista (Busquets-Garcia et al., 2018; Kathmann
et al., 2001; Varvel et al., 2001, Wise et al., 2009). Al bloquear las interacciones del receptor se
consigue revertir el efecto provocado por la administracién de THC, y asi confirmar el papel del

CB1 en el proceso.

1.4 PRUEBAS DE COMPORTAMIENTO: OPEN FIELD Y NORT

La ansiedad o estrés de un animal puede ser un condicionante clave a la hora de analizar su
comportamiento. Por ello es comun utilizar diversas pruebas que evaltien este factor. La prueba
Open Field (OF) es uno de los test mds ampliamente utilizados para evaluar el comportamiento
relacionado a la ansiedad en ratones (Kuniishi et al., 2017). Consiste en colocar al ratén en medio
de una caja, normalmente de cloruro de polivinilo (PVC), y permitirle explorar libremente el 4rea
por 5 minutos. Los ratones que estan estresados presentan una menor actividad durante la prueba
y pueden exhibir comportamientos estereotipados, como movimientos repetitivos e invariantes sin
aparente objetivo (Kraeuter et al., 2018). También es comin que muestren thigmotaxis, una
tendencia a moverse por las paredes de la caja, que es una consecuencia de la naturaleza de los
ratones a evitar dreas abiertas y desconocidas (Wilson et al., 1976). Este comportamiento es
pronunciado en ratones que muestran signos de ansiedad, mientras que los ratones con menor

ansiedad tienden a explorar mds tiempo en las dreas centrales del OF (Kraeuter et al., 2018).

El detrimento causado por el THC sobre los procesos cognitivos en ratones puede ser analizado
por distintos tipos de pruebas de comportamiento. Entre ellas se encuentra la prueba de
Reconocimiento de Objetos “Novel Object Recognition Test” (NORT), que es un ensayo
comunmente utilizado en investigacion para el anélisis de diversos aspectos del aprendizaje y la
memoria en ratones (Busquets-Garcia et al., 2018; Puighermanal et al., 2013). En este estudio en
concreto la prueba se realiza en un laberinto en forma de L (Lmaze). El NORT consta de 3 fases,
habituacién, “training” (T1) y “testing” (T2), de 9 minutos cada una. El objetivo de la fase de
habituacién es que el ratén se acostumbre al laberinto en el que se realizard la prueba. Después,
durante la fase T1, se colocan dos objetos idénticos en cada brazo del laberinto, y se le permite al
ratén explorar libremente para familiarizarse con el objeto. Finalmente, en la fase T2, uno de los 2
objetos idénticos se cambia por un objeto novedoso, y el ratén tiene que intentar discriminar el
objeto novedoso del aprendido. La capacidad del ratén para discriminar ambos objetos se mide en
base a las diferencias en los tiempos de exploracion para cada uno durante la fase T2. La prueba se
basa en la preferencia innata de los ratones por explorar lo novedoso, y permite estudiar fases
individuales del proceso de la memoria y el aprendizaje. De esta manera al inyectar el tratamiento
en los ratones inmediatamente después de la fase de entrenamiento, se puede analizar el efecto del

mismo en los procesos de consolidacién de la memoria (Lueptow, 2017).



1.5 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En este estudio se analiza el impacto a corto plazo del THC sobre la memoria y la ultraestructura
del Hipocampo en ratones y su dependencia respecto del receptor CB1. Para ello, se propone por
un lado (i) evaluar el impacto de la exposicién aguda del THC y el efecto de la co-administracién
de THC mas Rimonabant (SR141716) a las 24 horas sobre la consolidacién de la memoria en
ratones, usando para ello la prueba Novel Object Recognition Test (NORT). Y por el otro, (ii)
analizar los cambios a nivel de ultraestructura cerebral en la regién CA1 del hipocampo de ratén
trascurridas las 24 horas de la administraciéon aguda con THC y THC mds Rimonabant mediante

el uso de microscopia electrénica.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 DECLARACION ETICA

Los protocolos de cuidado y uso de los animales fueron aprobados por el Comité de Etica para el
Bienestar Animal de la Universidad del Pais Vasco Pais (M20/2018/121) y estaban de acuerdo con
la Directiva del Consejo de las Comunidades Europeas del 22 de septiembre de 2010 (2010/63/UE)
y la normativa espafiola (Real Decreto 53/2013, BOE 08-02-2013). Se realizaron esfuerzos para

minimizar el nimero y el sufrimiento de los animales.

2.2 ANIMALES Y TRATAMIENTOS

El estudio se realizé con ratones macho de la cepa C57BL/6-N de 9 semanas de edad (20-26 g). Se
emplearon 24 ratones, 6 por grupo experimental (Salino, THC, SR141716, THC-SR141716). Los
ratones se mantuvieron aislados en jaulas estdndares de Plexiglas (17 cm x 14.3 cm x 36.3 cm),
bajo condiciones controladas a 22°C con ciclos 12:12 h de luz: oscuridad y con acceso a comida y
bebida ad libitum. Las pruebas de comportamiento se realizaron durante las fases luminicas del

ciclo.

Los tratamientos se administraron por medio de inyecciones intraperitoneales (i.p.) de 10 pL de
disolucidn/ gr de animal. Los ratones tratados con THC recibieron una inyeccién i.p. de THC (5
mg/kg; THC-PharmGmbH, Dronabinol DAC, CAS Number: 1972-08-3, Batch: S19-007,
Frankfurt, Germany) disuelto en 4% etanol, 4% Cremophor y 92% solucién salina. Al grupo
experimental tratado con Rimonabant se le inyecté SR141716 (1 mg/kg; SR141716A Tocris, CAS
Number 158681-13-1, Batch: 4, USA & Canada) i.p disuelto en 10% DMSO, 0,1% Tween80 vy
89,9% solucidn salina. Los ratones con tratamiento simultaneo de THC-Rimonabant recibieron una
primera inyeccion i.p de SR141716 (1 mg/kg), y 20 minutos después una inyeccién i.p. de THC (5
mg/kg), bajo las mismas disoluciones. Los controles fueron inyectados i.p. con una disolucién
salina compuesta por 4% etanol, 4% Cremophor y 92% solucidn salina.

Los 24 ratones fueron anestesiados con ketamina/xilacina (100 mg/kg, i.p.) y perfundidos
transcardiacamente con tampén fosfato salino 0,1 M (PBS), pH 7,4 por 20 s, seguido por una
solucién fijadora que contenia 4% de paraformaldehido, 0,2% de acido picrico y 0,1% de
glutaraldehido en PBS por 10-15 min. Acto seguido, los cerebros perfundidos fueron extraidos de

los craneos de los ratones y fijados por inmersién en la misma solucién fijadora por 1 semana



(4°C). Finalmente fueron transferidos a una dilucién 1:10 de la misma solucién fijadora, donde se

mantuvieron hasta que se seccionaron los tejidos.

2.3 PRUEBAS DE COMPORTAMIENTO

6 ratones de cada grupo experimental participaron en las pruebas de comportamiento a lo largo de
4 dias consecutivos. Se procurd que las horas de inicio de las pruebas coincidiesen durante los 4
dias. Las inyecciones i.p. de los tratamientos se realizaron el dia 3 de las pruebas de

comportamiento, inmediatamente después de terminar la fase “Training” (T1) de la prueba NORT.

1. Open Field (dia 1): Los ratones se colocaron en el centro de una caja cuadrada de PVC
(40 x 40 x 42 cm), y se les permitioé explorar el terreno durante 5 minutos.

2. Novel Object Recognition Test (NORT): Los ratones se depositaron en el centro de un
laberinto en forma de L con dos brazos de misma longitud (L maze), y exploraron el terreno
durante 9 minutos. En la fase de habituacién (dia 2) el L maze se dispuso vacio. En la fase
Training (T1, dia 3), se colocaron dos objetos idénticos, uno al final de cada brazo del L
maze. En la fase Testing (T2, dia 4), uno de los dos objetos conocidos por el ratén se
cambid por un objeto novedoso. La exploracion de objetos se definié como la orientacién
de la nariz al objeto a una distancia de menos de 2 cm. Todos los objetos fueron probados
previamente para evitar preferencias sesgadas. El aparato y los objetos se limpiaron con

etanol (70%) antes del uso experimental y entre cada prueba con animales.

Se grabd todo el proceso de las pruebas de comportamiento con una cdmara situada encima de los
laberintos para realizar posteriormente el andlisis. La memoria en el reconocimiento de objetos de
los ratones se midié como el indice de discriminacién (ID), que se calcula como la diferencia entre
el tiempo dedicado a explorar el objeto novedoso y el objeto familiar dividido por el tiempo total
explorando ambos objetos (Ec. 1). Un ID positivo refleja una exploracién del objeto novedoso
durante mas tiempo que el objeto familiar, el cual se da por la retencién de la memoria del objeto

familiar en el ratén.

tiempo de exploracioén objeto novedoso — tiempo de exploracion objeto familiar

D= (1)

tiempo total de exploracion

2.4 PREPARA CION MUESTRAS PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA

A partir de los cerebros fijados de 12 ratones se obtuvieron secciones coronales de 50 um a la altura
de laregiéon CA1 del hipocampo con ayuda de un vibratomo y se recogieron en PBS 0,1M (pH 7.4)
a temperatura ambiente. Las secciones se osmificaron (1% OsO4 en tamp6n fosfato 0,1 M, pH 7,4)
durante 20 minutos para darles contraste. Después los cortes se deshidrataron con alcoholes de
graduacion creciente hasta el Oxido de Propileno y se embebieron en una mezcla 1:1 de 6xido de
propileno y resina Epon 812 en un agitador durante la noche a temperatura ambiente. Al dia
siguiente, las secciones se embebieron en resina pura durante 2 horas a temperatura ambiente y a
continuacion la resina polimerizé6 a 60°C en una estufa durante 2 dias. Con la ayuda de un
microscopio 6ptico se recortaron las regiones CA1 del hipocampo, y éstas se pegaron a cipsulas
de resina polimerizada. Finalmente se obtuvieron secciones ultrafinas de 50 nm de grosor de la

region CA1l con la ayuda de un ultramicrotomo, que fueron recogidas en rejillas de niquel y



contrastadas con citrato de plomo. Las secciones ultrafinas se examinaron con un microscopio
electrénico (JEOL JEM 1400 Plus). Las figuras se crearon con Adobe Photoshop (CS3, Adobe
Systems; Version 10.0)

2.5 ANALISIS ULTRAESTRUCTURAL

En el microscopio electrénico se examind la ultraestructura de la regién CA1 del hipocampo de los
ratones tratados con THC (n=3), con SR141716 (n=3), con THC-SR141716 (n=3) y los controles
(n=3). Se tomaron micrografias electrénicas de forma aleatoria (x10.000; 10,94 um2 cada una, 80
micrografias por ratén). El drea total analizada de la regién CA1 del hipocampo por ratén fue de
875 pm?2. El numero y 4reas ocupadas por cada compartimento (dendritas, espinas dendriticas,

terminales sindpticos y mitocondrias) fue analizado con el programa FIJI/Imagel.

2.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los valores en las figuras se representan como las medias + SEM, obtenidos mediante el software
GraphPad Prism 5. Se aplicé siempre un test de normalidad (Kolgomorov-Smirnov) antes de
realizar los tests estadisticos. Se analizé una potencial variabilidad entre los ratones de un mismo
grupo experimental (n=3), aplicando el test no pardmetrico Kruskal-Wallis o el test paramétrico
One-way ANOVA. Por tltimo, los datos fueron analizados por medio de tests paramétricos y no

paramétricos (Mann—Whitney U test o unpaired t test).

3. RESULTADOS

3.1 PRUEBAS DE COMPORTAMIENTO

Se examind el impacto de la exposicion aguda del THC y el efecto de la co-administracién de THC
mds Rimonabant (SR141716) a las 24 horas sobre la memoria de reconocimiento de objetos en
ratones mediante las pruebas NORT (Fig. 2). El indice de discriminacién (ID) se calcul6 en la fase
T2 de la prueba en base a la diferencia entre los tiempos de exploracién del objeto novedoso y el

objeto familiar (Ec. 1).

o
»
J
*

| ' 1 Salino (6)
*% *%
, : . T mm THC (6)
1 SR141716 (6)
B THC-SR141716 (5)

1
o

g
=}

.

Figura 2. Efecto a corto plazo de los tratamientos THC y Rimonabant sobre la memoria de reconocimiento de
objetos en la prueba NORT. Los tratamientos se administraron al terminar la fase T1, el Rimonabant 20 minutos antes
que el THC en la co-administracion, y los indices de discriminacion se obtuvieron 24h después, en la fase T2 (n = 5-6
animales por grupo, se especifica entre paréntesis en la leyenda). Los datos representados en los graficos se expresan
como media + SEM (Prueba t de Student *p <.05; **p < .01; ***p <.001).
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La administracién aguda de THC (5 mg/kg) tras la fase T1 en la prueba de reconocimiento de
objetos produjo una disminucion significativa en el indice de discriminacién respecto a los ratones
salinos (**p < .01; Fig. 2). Como se habia anticipado, la exposicién al THC perjudicé la
consolidacién de la memoria en ratones, impidiendo la discriminacién entre el objeto novedoso y
el previamente explorado en la fase T1 del NORT. Sin embargo no se obtuvieron diferencias
significativas en el tiempo de exploracion total de la fase T2 entre los ratones tratados con THC y
los salinos (p > .05; Fig. 3). En base a esta informacion, se deduce que las diferencias descritas en
la figura 2 no se deben a alteraciones en el comportamiento de exploracién o en la actividad
locomotora. El papel de los receptores CB1 en el impacto del THC sobre la memoria se confirmd
mediante la administracién previa de Rimonabant, un antagonista especifico del receptor CB1. La
disminucién sobre el indice de discriminacién causada por el THC se vio significativamente
revertida en la co-administraciéon de THC-SR141716 (*p < .05; Fig. 2), que tampoco afect
significativamente a los tiempos de exploracion de la fase T2 (p > .05; Fig. 3). El Rimonabant
suministrado 20 minutos antes de la inyeccién de THC, estaria ejerciendo su efecto antagonista
sobre los receptores CB1, impidiendo asf la interacciéon THC-CB1 que provoca el detrimento de la
memoria en los ratones. También se observé que la exposiciéon dnica al SR141716 no produjo
efectos significativos sobre la memoria (p > .05; Fig. 2) ni sobre los tiempos de exploracion (p >

.05; Fig. 3) respecto al grupo salino.

—_
T

[ Salino (6)
—|— Hl THC (6)
1 SR141716 (6)
& THC-SR141716 (5)

_1

a
1

Tiempo de exploracion (s)

o

Figura 3. Efecto a corto plazo de los tratamientos THC y Rimonabant sobre los tiempos totales de exploracion
en la prueba NORT. Los tratamientos se administraron al terminar la fase T1, el Rimonabant 20 minutos antes que el
THC en la coadministracién, y los tiempos de exploracién se obtuvieron 24h después en la fase T2 (n = 5-6 animales
por grupo, se especifica entre paréntesis en la leyenda). Los datos representados en los graficos se expresan como
media £ SEM (Prueba U de Mann-Whitney *p < .05; **p < .01; ***p <.001).

Estos datos indican un claro efecto perjudicial de la administracién aguda del THC sobre la
memoria en el reconocimiento de objetos, mediado por la interaccion entre THC y el receptor CB1.
Motivo por el cual el efecto se ve revertido por una exposicion previa al antagonista del receptor
CB1, el Rimonabant.

3.2 ANALSIS DE ULTRAESTRUCTURA

Se analiz6 el efecto a las 24 horas de la exposicién al THC sobre la ultraestructura de la region
CA1 del hipocampo en 12 ratones, y se comprobé su dependencia al receptor CB1 por la exposicién
al Rimonabant (Fig. 4, 5, 6, 7,8 y 9).
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Figura 4. Ultraestructura del CA1 stratum radiatum del hipocampo en los ratones control y tratados con THC
ylo Rimonabant. La ultraestructura esta compuesta por dendritas (den, azul), espinas dendriticas (sp, azul), terminales
sinapticos (ter, rojo), mitocondrias (m, morado) y astrocitos (as, amarillo). A) Ratones salinos. B) Ratones tratados con
THC. C) Ratones tratados con SR141716. D) Ratones co-tratados con THC y SR141716. Barra de Escala = 0.5 um.
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Figura 5. Cambios ultraestructurales de las espinas dendriticas de las neuronas piramidales en la regiéon CA1
del hipocampo a las 24 horas tras la exposicion aguda a THC, SR141716 y la co-administraciéon de THC y
SR141716. A) Nimero de espinas dendriticas por conjunto de 4x4 micrografias electronicas (175 ym2). B) Proporcion
del area ocupada por las espinas dendriticas normalizada respecto al area neuronal total. C) Area de las espinas
dendriticas. Los datos para cada tratamiento vienen expresados como media + SEM (T test no emparejado o Prueba
U de Mann-Whitney *p < .05; **p < .01; ***p <.001).

Las regiones CA1 de los ratones expuestos a THC mostraron un aumento significativo en el tamafio
de las espinas dendriticas de las neuronas piramidales (salino: 0.098 + 1.8 x 10~ pm? THC: 0.111
+4.4 x 107 pm?; *p < .05; Fig. 5), el cual se vio revertido por el efecto antagonista del Rimonabant
(THC: 0.111 +4.4 x 10” um?* THC-SR141716: 0.096 + 4 x 10~ pm?; p > .05; Fig. 5). Sin embargo,

las espinas también aumentaron significativamente en tamaflo bajo la exposiciéon tnica a
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Rimonabant (salino: 0.098 + 1.8 x 10° pm?; SR141716: 0.119 £ 3.1 x 10~ um?; ***p < .001; Fig.
5), efecto que podria ser el causante de la reversion previamente mencionada. Ademds, el niimero
de espinas en la regiéon CA1 disminuy6 bajo este mismo tratamiento (salino: 96.33 + 2.40 espinas;
SR141716: 84.33 + 3.63 espinas; *p < .05; Fig. 5). El porcentaje total del drea neuronal ocupado
por las espinas dendriticas de las neuronas piramidales de los ratones salinos fue de 5.43 = 0.13%,
el cual aumenté en los tratados con THC, 6.62 + 0.29% (**p < .01; Fig. 5), y se vio revertido a los
valores control bajo el co-tratamiento de THC-SR141716, 5.57 £ 0.19% (**p < .01; Fig. 5).
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Figura 6. Cambios ultraestructurales de los terminales sinapticos en la region CA1 del hipocampo a las 24 horas
tras la exposicion aguda a THC, SR141716 y la co-administracion de THC y SR141716. A) Numero de terminales
sinapticos por conjunto de 4x4 micrografias electronicas (175 um?2). B) Proporcion del area ocupada por los terminales
sinapticos normalizada respecto al 4rea neuronal total. C) Area de los terminales sinapticos. Los datos para cada
tratamiento vienen expresados como media + SEM (T test no emparejado o Prueba U de Mann-Whitney *p < .05; **p
<.01; **p <.001).

Se observé ademds en los ratones tratados con THC, un aumento significativo en el nimero de
terminales sindpticos (salino: 123.3 £+ 3.17 terminales; THC: 143.1 £ 3.77 terminales; ***p <.001;
Fig. 6), el cual no se revirtié por la exposicién previa al Rimonabant (THC: 143.1 £ 3.77 terminales;
THC-SR141716: 153.9 £+ 6.74 terminales; p > .05; Fig. 6). Sin embargo, el tamafio de los mismos
solo se vio significativamente disminuido en los ratones tratados con THC-SR141716 (salino: 0.31
+7.6 x 107 um?* THC-SR141716: 0.277 + 8.2 x 107 pm?* **p < .01; Fig. 6), aunque se apreci6
una tendencia a la disminucién en los valores obtenidos para la exposicién al cannabinoide (salino:
0.31 7.6 x 107 um?; THC: 0.284 + 0.011; p > .05; Fig. 6). Estos datos parecen sugerir un efecto
independiente al receptor CB1 sobre la ultraestructura de los terminales sindpticos en el CA1 del

hipocampo.
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Figura 7. Cambios ultraestructurales de las dendritas de las neuronas piramidales en la region CA1 del
hipocampo a las 24 horas tras la exposicion aguda a THC, SR141716 y la co-administracion de THC y SR141716.
A) Nimero de dendritas por conjunto de 4x4 micrografias electrénicas (175 um?2). B) Proporcidn del area ocupada por
las dendritas normalizada respecto al 4rea neuronal total. C) Area de las dendritas. Los datos para cada tratamiento
vienen expresados como media £ SEM (T test no emparejado o Prueba U de Mann-Whitney *p < .05; **p <.01; ***p <
.001).

Las dendritas de las neuronas piramidales de los ratones salinos presentaron un perfil del 33.91 +
1.06 % ocupado respecto al 4rea total neuronal, el cual se mantuvo sin cambios significativos en
los ratones tratados con THC (35.03 £ 1.42 %; p > .05; Fig. 7), Rimonabant (36.34 + 1.14 %; p >
.05; Fig. 7), y ambos compuestos (33.91 = 1.43 %; p > .05; Fig. 7). Aunque si se observé un
aumento del nimero de dendritas en los ratones co-tratados con THC y Rimonabant (salino: 79.93
+ 2.71 dendritas; THC-SR141716: 92.60 + 4.08 dendritas; *p < .05; Fig. 7).
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Figura 8. Cambios ultraestructurales de las mitocondrias de las dendritas en la regién CA1 del hipocampo a
las 24 horas tras la exposicion aguda a THC, SR141716 y la co-administraciéon de THC y SR141716. A) Nimero
de mitocondrias en dendritas por conjunto de 4x4 micrografias electrénicas (175 um2). B) Proporcion del area ocupada
por las mitocondrias en dendritas normalizada respecto al area neuronal total. C) Area de las mitocondrias en dendritas.
Los datos para cada tratamiento vienen expresados como media £ SEM (T test no emparejado o Prueba U de Mann-
Whitney *p < .05; **p < .01; ***p <.001).
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Las mitocondrias de las dendritas no sufrieron ninglin cambio en los ratones tratados inicamente
con THC (Salino: 62.20 + 3.62 mitocondrias; THC: 56.87 £ 2.28 mitocondrias; salino: 0.105 £ 7.7
x 107 um?; THC: 0.105 + 4.1 x 10 um?; p > .05; Fig. 8), o con Rimonabant (Salino: 62.20 + 3.62
mitocondrias; SR141716: 58.00 + 3.24 mitocondrias; salino: 0.105 + 7.7 x 10 um?; SR141716:
0.104 + 4.2 x 10° um? p > .05; Fig. 8). Sin embargo, la exposicién a ambos tratamientos en
conjunto, provoc6 un aumento en el nimero de mitocondrias (Salino: 62.20 + 3.62 mitocondrias;
THC-SR141716: 76.80 + 3.28 mitocondrias; **p < .01; Fig. 8) y una disminucién en sus
respectivas dreas (salino: 0.105 + 7.7 x 10 um?; THC-SR141716: 0.076 + 2.6 x 107 um?; ***p <
.001; Fig. 8). Aunque el aumento en el nimero de mitocondrias podria estar directamente
relacionado al aumento observado en el nimero de dendritas bajo este mismo tratamiento. En
conjunto no se observaron diferencias significativas en el porcentaje total del area neuronal
ocupada entre ninguno de los grupos experimentales (salino: 3.55 £ 0.15%; THC: 3.39 + 0.16%;
SR141716: 3.41 £ 0.17%; THC-SR141716: 3.30 £ 0.11%; p > .05; Fig. 8).
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Figura 9. Cambios ultraestructurales de las mitocondrias de los terminales sinapticos en la region CA1 del
hipocampo a las 24 horas tras la exposicion aguda a THC, SR141716 y la co-administracién de THC y SR141716.
A) Nimero de mitocondrias en terminales por conjunto de 4x4 micrografias electronicas (175 um2). B) Proporcion del
area ocupada por las mitocondrias en terminales normalizada respecto al area neuronal total. C) Area de las
mitocondrias en terminales. Los datos para cada tratamiento vienen expresados como media + SEM (T test no
emparejado o Prueba U de Mann-Whitney *p <.05; **p < .01; ***p <.001).

Por el contrario, las mitocondrias de los terminales sindpticos si que disminuyeron
significativamente en tamafo en los ratones tratados con THC (salino: 0.082 + 3.3 x 10~ um?;
THC: 0.068 + 2.7 x 10° um?; **p < .01; Fig. 9), y mantuvieron estas mismas alteraciones pese a
la exposicién previa al Rimonabant (THC: 0.068 + 2.7 x 10~ pm? THC-SR141716: 0.070 £ 2.1 x
10 um?; p > .05; Fig. 9). En cambio, el nimero de mitocondrias en los terminales sindpticos
aument6 solo bajo el tratamiento conjunto del THC y el Rimonabant (Salino: 39.40 + 2.21
mitocondrias; THC-SR141716: 48.60 + 2.72 mitocondrias; *p < .05; Fig. 9), motivo por el que el
porcentaje total del drea neuronal ocupado por los terminales de este grupo experimental (salino:
1.80 £0.07%; THC-SR141716: 1.92 + 0.10%; p > .05; Fig. 9) parece revertir los valores obtenidos
para el tratamiento con THC (THC: 1.61 £ 0.05%; THC-SR141716: 1.92 + 0.10%; **p < .01; Fig.
9).
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4. DISCUSION

Los resultados en este estudio demuestran que la exposicién aguda al THC in vivo genera cambios
a nivel ultraestructural que afectan a espinas dendriticas, terminales sindpticos y mitocondrias de
la regiéon CA1 del hipocampo, y que perduran al menos 24 horas tras la administracion del
compuesto psicoactivo. Ademds estas alteraciones a nivel ultraestructural no parecen depender
unicamente del receptor CB1, pues la administracion previa de Rimonabant no revierte algunos de

los efectos observados, e incluso genera otros efectos no vistos con la exposicién tnica al THC.

Inicialmente se comprobd el efecto del THC sobre la memoria de los ratones en el reconocimiento
de objetos. En linea con lo observado en otros estudios, se vio un claro detrimento cognitivo
dependiente de la activacion del receptor CB1, que se revertia completamente bajo la
administracidn previa del antagonista SR141716 o Rimonabant (Busquets-Garcia et al., 2018; Han
et al., 2012; Puighermanal et al., 2013). Se desconocen los mecanismos exactos que subyacen al
deterioro de la memoria mediado por la activacién de los receptores CB1 del hipocampo. Sin
embargo, se han propuesto diferentes vias necesarias para la aparicion de estos efectos, como la
activacion esencial de los receptores CB1 astrogliales (Han et al., 2012; Robin et al., 2018b), o la
desregulacion entre la neurotransmision excitadora e inhibidora por una mayor inhibicién CB1
dependiente de los terminales GABAérgicos respecto a los glutamatérgicos del hipocampo
(Busquets-Garcia et al., 2015; Puighermanal et al., 2012). Aun asf, estudiar el papel exacto de los
receptores CB1 es muy dificil, pues su activacién en diferentes subpoblaciones celulares produce
consecuencias diversas e incluso opuestas en las funciones cerebrales, como es el caso de los
receptores CB1 en los terminales glutamatérgicos y GABAérgicos (Busquets-Garcia et al., 2015;
Monory et al., 2015).

Muiltiples estudios describen alteraciones a nivel estructural en el hipocampo y otras regiones
cerebrales dependientes del receptor CB1 (Buceta et al., 2019; Monory et al., 2015) o por la
exposicién al THC (Bonilla-Del Rio et al., 2020; Chen et al., 2013). Sin embargo, actualmente se
desconoce si estas alteraciones a nivel estructural en el cerebro subyacen a los efectos del THC
sobre los déficits funcionales en la plasticidad sindptica, y en el comportamiento y la cognicién.
En este estudio, el andlisis morfométrico realizado sobre los cambios ultraestructurales en la regién
CA1 del hipocampo, mostré un aumento en el tamafio de las espinas dendriticas de las neuronas
piramidales bajo la exposicién al THC, el cual se revirti6 por la exposicién previa a Rimonabant.
Sin embargo, este aumento en el tamafio de las espinas dendriticas también se dio bajo la
exposicion individual al Rimonabant. Ademas, el nimero de terminales sindpticos aumentd, tanto
bajo la inyeccién de THC como de TCH-Rimonabant, mientras que sus tamafios se vieron
disminuidos dnicamente por la co-administracién de ambos compuestos. El nimero de
mitocondrias permaneci6 invariable bajo los efectos del THC, aunque se observo una disminucién
en los tamafios de las mitocondrias de los terminales sindpticos. No obstante, la exposicién en
conjunto al THC y al Rimonabant, gener6 un aumento en los perfiles mitocondriales y una

disminucidén en su tamaifio tanto en las dendritas como en los terminales sindpticos.

En el hipocampo, los receptores CB1 se expresan mucho mas en los terminales sindpticos
GABA¢érgicos que en los Glutamatérgicos, y, ademds, los terminales inhibidores presentan una

mayor sensibilidad al THC (Kawamura et al., 2006; Laaris et al., 2010). Asimismo, se ha descrito
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que la depresion a largo plazo (LTD) de los terminales inhibidores inducida por cannabinoides, es
capaz de promover la potenciacién a largo plazo (LTP) de los terminales excitadores
(Puighermanal et al., 2012). Asi, la administracion de THC en ratones produce un descenso en los
niveles de GABA y un aumento en la liberacién de glutamato, que se ha asociado al déficit en los
procesos de la memoria producidos por la exposicién a cannabinoides (Busquets-Garcia et al.,
2015). También se ha expuesto la dindmica estructural de las espinas dendriticas como
contribuidora a mantener los procesos de plasticidad funcional, pues se sabe que bajo procesos de
LTP las espinas son alteradas y aparecen con un mayor tamafio, pudiendo contribuir asi a la
potenciacion sindptica a largo plazo (Bourne y Harris, 2008; Kasai ef al., 2010). Teniendo estos
datos en cuenta, el aumento visto en el tamafio de las espinas dendriticas de las neuronas
piramidales por la exposicién a THC, podria deberse a una LTP excitatoria inducida por la
disminucién CB1-dependiente de la liberacion de GABA en los terminales inhibidores del
hipocampo. La dependencia al CB1 se confirmé por la exposicién previa a Rimonabant, cuyo
efecto antagonista sobre el receptor CB1 impediria la LTD inducida por el THC sobre los
terminales GABAérgicos del hipocampo, obstruyendo en tdltimo lugar la alteracion estructural de

las espinas dendriticas que contribuye a la LTP excitatoria.

Los terminales sindpticos de la region CA1l del hipocampo aumentaron en nimero tras la
exposicion a las 24 horas al THC. Estos resultados no coinciden con lo descrito en la bibliografia
para la exposicién aguda al THC, donde no se observaron diferencias significativas en los
terminales sindpticos respecto a los controles (Bonilla-Del Rio ef al., 2021). Ademas, este efecto
sobre la ultraestructura no parece ser dependiente al receptor CB1, pues se mantiene en la co-
administracién de THC y Rimonabant, la cual también genera un aumento en el tamafio de los
terminales sindpticos del CA1 stratum radiatum. Se ha descrito que el THC actia como agonista
de los receptores CB1, CB2 y el receptor acoplado a proteinas G 55(GPRS55) (Pertwee et al., 2010),
por lo que los efectos observados sobre la ultraestructura de los terminales sinédpticos podrian
deberse a la interaccién del THC con otro de los receptores para los que el Rimonabant no actia

como antagonista.

No ha sido hasta hace relativamente poco que se ha descrito la importancia de los receptores CB1
mitocondriales en los efectos de los cannabinoides sobre la memoria por medio de procesos
bioenergéticos (Bénard et al., 2012; Hebert-Chatelain et al., 2014). Actualmente se sabe que la
activacion de los receptores CB1 mitocondriales en el hipocampo induce una reduccién en los
niveles de cAMP y en la fosforilacién dependiente de la proteina quinasa A (PKA) de subunidades
especificas del sistema de transporte electrénico mitocondrial. Estos eventos conducen a una
disminucién de la actividad mitocondrial, necesaria para los efectos de los cannabinoides sobre la
movilidad mitocondrial, la depresion sindptica y la amnesia (Hebert-Chatelain et al., 2016). Los
resultados en este estudio muestran un aumento en el nimero de mitocondrias pero de tamafio
reducido bajo el co-tratamiento de THC y Rimonabant, el cual es muy similar al observado en otro
estudio bajo la exposicion aguda al THC (Bonilla-Del Rio et al., 2021). Sin embargo, bajo la
exposicion al THC solo disminuyen en tamaiio las mitocondrias de los terminales sindpticos. Estos
resultados indican una alteracién en la dindmica mitocondrial, esencial para las funciones
mitocondriales, que es alterada por la accién antagonista del Rimonabant, pero no revertida por el

mismo. No obstante, se ha visto que la exclusién genética de los receptores CB1 de las
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mitocondrias hipocampales previene la reduccién dependiente de cannabinoides de la movilidad
mitocondrial (Hebert-Chatelain et al., 2016). Por lo que otros mecanismos no dependientes al

receptor CB1 de las mitocondrias podrian estar afectando a dicha movilidad.

En conclusion, la exposicién aguda al THC genera cambios a nivel ultraestructural en la regién
CA1 del hipocampo, tanto de manera dependiente como independiente al receptor CB1, que
podrian contribuir en los efectos de los cannabinoides sobre la plasticidad sindptica, el

comportamiento y la memoria.
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