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Resumen

RESUMEN

Numerosos estudios epidemioldgicos sugieren que el consumo de cannabis
aumenta de manera importante el riesgo de desarrollar esquizofrenia. Sin embargo,
por su naturaleza y caracteristicas metodolégicas, este tipo de investigaciones no
tienen la capacidad de determinar si existe una relacion de causalidad entre el
consumo de cannabis y el desarrollo de patologia psicotica. Es mas, algunos estudios
de asociacién del genoma completo sugieren una asociacion inversa, es decir, que
las variantes genéticas relacionadas con la esquizofrenia contribuyan a un mayor
riesgo de consumo de cannabis. Por estos motivos, los estudios con modelos
animales son clave para poder esclarecer si el consumo de cannabis es un agente
causal en el desarrollo de la esquizofrenia.

El desarrollo del sistema nervioso es un proceso de vital importancia, con multiples
etapas, algunas de ellas muy vulnerables a alteraciones. En el contexto que nos
ocupa, las alteraciones en el curso de estos procesos, en especial en periodos criticos,
causadas por infecciones durante la gestacion, son un factor de riesgo de
enfermedades como esquizofrenia. Por ello, esta tesis doctoral estudia la relacién
entre los efectos que la activacibon inmune materna y la exposicion a
AS9tetrahidrocannabinol (THC) durante la adolescencia en ratas, para explorar los
efectos que estos dos factores pueden tener en el dominio del comportamiento
relacionados con los grandes grupos sintomaticos de la enfermedad. Ademas, para
conocer con mayor profundidad las alteraciones cerebrales asociadas, hemos
explorado los cambios en expresion génica y en actividad cerebral. Por tltimo, hemos
explorado si existen marcadores temprano en variables conductuales y de respuesta
inmune en las madres que puedan predecir la aparicion o severidad de algunos de los
sintomas en la descendencia.

Por tanto, en la presente tesis doctoral se ha utilizado una administracion de
lipopolisacéarido (LPS) (50ug/Kg) durante la gestacidon de ratas Sprague-Dawley para
inducir una activacion del sistema inmune. Ademas, se analizaron variables inmunes
y la conducta espontanea de las madres como posibles marcadores tempranos. En
un primer experimento, se expuso a la descendencia a una dosis baja de THC
(3mg/Kg) durante la adolescencia y, en la etapa adulta, se realizaron pruebas para
analizar comportamientos similares a los sintomas cognitivos, como memoria de
trabajo y alteraciones en el filtrado preatencional; negativos como anhedonia o déficits
en los comportamientos sociales y positivos como alteraciones en la representacion
mental de la realidad. En el segundo experimento, se utilizd6 un protocolo de dosis
crecientes de THC (2,5; 5; 10mg/Kg) en la adolescencia, considerandose como patron
de uso abusivo, y en la etapa adulta, se analizaron los mismos comportamientos.
Ademas, en distintas tandas de animales, se analizo la actividad cerebral mediante
pruebas de tomografia por emision de positrones en dos puntos de la etapa adulta y
se realizaron secuenciaciones masivas de ARN de corteza orbitofrontal y células
blancas mononucleares procedentes de sangre troncal.

Los resultados mostraron que en general el THC durante la adolescencia no se
comportaba como un factor desencadenante en individuos expuestos a la activacion
inmune, al menos no en las dimensiones conductuales analizadas. Sin embargo, la
exposicion al cannabinoide durante la adolescencia si produjo cambios en la
preferencia por la novedad social. La activacion inmune prenatal, por su parte, produjo
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alteraciones en la memoria de trabajo, comportamiento social, preferencia por
sacarosa, filtrado preatencional. En las pruebas de imagen, la exposicion a LPS
durante la gestacidon provoco en la descendencia alteraciones en la actividad de los
coliculos, el hipotalamo y el mesencéfalo. El estudio transcriptomico de las células
blancas mononucleares periféricas evidencio que la combinacion de los dos impactos
se asociaba a alteraciones diferentes en funcion del sexo en diferentes genes
relacionados con la respuesta inmune. Por ultimo, en la corteza orbitofrontal, la
exposicion a LPS durante la gestacion disminuyd, en ambos sexos, la expresion
génica de numerosos receptores glutamatérgicos y serotoninérgicos 0 sus
subunidades. Sorprendentemente, la combinacion con THC revirtié o evit6 en gran
medida estos cambios.

En resumen, los datos de esta tesis doctoral sugieren que el THC no actia a nivel
conductual como un factor desencadenante de alteraciones conductuales compatibles
con sintomas de la esquizofrenia en ratas. Ademas, sugerimos que la exposicion a
este cannabinoide durante la adolescencia podria de hecho revertir parte de las
alteraciones en la expresion génica en corteza orbitofrontal asociadas a la activacion
inmune materna. Asi mismo, la exposicion a LPS durante la gestacion altera genes
del sistema inmune de la descendencia que podrian con potenciales consecuencias
para futuras gestaciones por parte de esta descendencia.

En conclusion, se han de realizar mas estudios en el futuro para intentar determinar
las consecuencias de las alteraciones cerebrales encontradas, tanto en dominios de
la conducta diferentes a los estudiados como con pruebas conductuales mas
sofisticadas. De esta manera podremos calibrar de una manera mas fina el alcance
de los cambios cerebrales encontrados.
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ABSTRACT

Numerous epidemiological studies suggest that cannabis consumption significantly
increases the risk of developing schizophrenia. However, due to their nature and
methodological characteristics, this type of investigations does not have the capacity
to determine whether there is a causal relationship between cannabis consumption
and the development of the psychotic pathology. Moreover, some whole-genome
association studies suggest an inverse association, i.e., that genetic variants related
to schizophrenia contribute to a higher risk of cannabis consumption. For these
reasons, animal models are key to elucidate whether cannabis consumption is a causal
agent in the development of schizophrenia.

The development of the nervous system is a process of vital importance, with
multiple stages, some of them very vulnerable to alterations. In the context of our study,
alterations in the course of these processes, especially during critical periods, caused
by infections during gestation, are a risk factor for diseases such as schizophrenia.
Therefore, this doctoral thesis studies the relationship between the effects of maternal
immune activation and exposure to A9-tetrahydrocannabinol (THC) during
adolescence in rats, to explore the effects that these two factors can have on
behavioural domains related to the major symptomatic groups of the disease. In
addition, to gain a deeper understanding of the associated brain alterations, we
explored changes in gene expression and brain activity. Finally, we explored whether
there are early markers in behavioural and immune response variables in mothers that
can predict the onset or severity of some of the symptoms in the offspring.

Therefore, in the present doctoral thesis, a lipopolysaccharide (LPS) administration
(50ug/Kg) was used during Sprague-Dawley rat gestation to induce immune system
activation. In addition, immune variables and spontaneous behaviour of the mothers
were analysed as possible early markers. In a first experiment, offspring were exposed
to a low dose of THC (3mg/Kg) during adolescence, and in adulthood, tests were
performed to analyse behaviours similar to cognitive symptoms, such as working
memory and alterations in pre-attentional filtering; negative symptoms such as
anhedonia or deficits in social behaviours, and positive symptoms such as alterations
in the mental representation of reality. In the second experiment, a protocol of
increasing doses of THC (2.5; 5; 10mg/Kg) in adolescence was used, considered as a
pattern of abusive use, and in adulthood, the same behaviours were analysed. In
addition, in different batches of animals, brain activity was analysed through positron
emission tomography tests at two points in adulthood, and massive RNA sequencing
of orbitofrontal cortex and mononuclear white cells from cord blood was performed.

The results showed that, in general, THC during adolescence did not behave as a
triggering factor in individuals exposed to immune activation, at least not in the
behavioural dimensions analysed. However, exposure to the cannabinoid during
adolescence did produce changes in social novelty preference. Maternal immune
activation, on the other hand, produced alterations in working memory, social
behaviour, sucrose preference, pre-attentional filtering. In imaging tests, exposure to
LPS during gestation caused alterations in the activity of the colliculi, hypothalamus,
and midbrain in offspring. Our transcriptomic study of the peripheral mononuclear white
cells showed that the combination of the two impacts was associated with different
alterations depending on sex in different genes related to immune response. Finally,
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in the orbitofrontal cortex, exposure to LPS during gestation decreased, in both sexes,
the gene expression of numerous glutamatergic and serotonergic receptors or their
subunits. Surprisingly, the combination with THC reversed or largely prevented these
changes.

In summary, the data from this doctoral thesis suggest that THC does not act, at the
behavioural level, as a trigger for behavioural alterations compatible with schizophrenia
symptoms in rats. Additionally, we suggest that exposure to this cannabinoid during
adolescence could actually reverse some of the alterations in gene expression in the
orbitofrontal cortex associated with maternal immune activation. Similarly, exposure to
LPS during gestation alters immune system genes in offspring that could have potential
consequences for future pregnancies by this offspring.

In conclusion, further studies need to be conducted in the future to attempt to
determine the consequences of the brain alterations found, both in behavioural
domains different from those studied in this thesis and also with more sophisticated
behavioural tests. This way we will be able to calibrate the scope of the brain changes
found in a more fine-grained manner.
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INTRODUCCION?

1 Parte de esta introduccion ha sido publicada en
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1. Neurodesarrollo y sus etapas vulnerables
1.1. Del zigoto a la neurulacién

El desarrollo en mamiferos se inicia con la fusién de los gametos (ovocito y
esperma), proceso conocido como fecundacion, dando lugar al zigoto. Tras este
proceso, se inician una serie de divisiones celulares que, manteniendo el volumen,
incrementan el nimero celular formando la mérula. La formacion de una cavidad
denominada blastocele en la morula da lugar al blastocisto o blastula que ya es capaz
de implantarse en el endometrio uterino . Estos procesos previos a
la implantacion muestran una fuerte conservacion entre especies (Figura I11). El inicio
de la gastrulacion, en el dia 14, establece los limites para la experimentacion con
embriones humanos. La formacion de la gastrula, que en roedores se inicia en torno
al dia 6 , Se compone de varios procesos que
transforman la masa de células que compone el blastocisto en los planos de un
organismo completo a través del mesodermo, endodermo y ectodermo

. Es el ectodermo el que, mediante un proceso conocido como neurulacion, dara
lugar a la médula espinal y al cerebro. La neurulacion se inicia con la formacién de la
placa neural que forma el tubo neural al plegarse sobre si misma aproximadamente
entre la semana 3 y 4 de embarazo (dia 10,5-11 en ratas) y esta
regulada por méas de 300 genes. Algunos ejemplos son sonic hedgehog y las proteinas
de la familia TGF-B (BMP4, BMP7, dorsalina, etc.) que mediante un gradiente de
concentracion dan lugar a la polarizacion ventral y dorsal, respectivamente, del tubo
neural. Aunque es imprescindible una coordinacion precisa de los genes que guian
este proceso, los factores ambientales como la dieta parecen tener también una
influencia critica . Ejemplo de ello es que se estima que el 75% de los
defectos en el tubo neural se podrian prevenir con una suplementacion adecuada de
acido félico (vitamina B12) . También tienen una influencia importante
otros factores ambientales como la contaminacion, la exposicion a quimicos o
enfermades maternas como la diabetes o la obesidad . Estos
defectos pueden dar lugar a fallos en el cierre del tubo neural y, por tanto, en el futuro
cerebro y médula espinal, dando como resultado anencefalia y espina bifida
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Figura I1. Etapas del desarrollo previas a la implantacion en humano y ratén. Comparacion
temporal entre humano (A) y raton (B) de las etapas mas conservadas del desarrollo. Se muestran las
diferentes oleadas de activacion génica y divisiones celulares que conducen a la mérula, las
segregaciones en los linajes principales (epiblasto, trofoectodermo y endodermo primitivo) y, finalmente
al blastocisto maduro con capacidad de implantacion en el endometrio uterino. Adaptada de

1.2. Formacioén de circuitos neuronales

La neurogénesis se inicia en torno a la semana 4 de embarazo (dias 12-15 en ratas)
dando lugar a nuevas neuronas gue se integraran en los circuitos cerebrales mediante
dos procesos fundamentales para el neurodesarrollo: la migracion neuronal y la
sinaptogénesis (Figura 12). La migracion se inicia antes del
segundo trimestre de embarazo y finaliza al inicio del tercero mientras que la
sinaptogénesis comienza en el segundo trimestre y se extiende casi hasta la
adolescencia del individuo . En cambio, en ratas, la
migracion se observa principalmente entre los dias 19 y 21 de gestacion mientras que
la sinaptogénesis se extiende el dia 17 de gestacion hasta la tercera semana de vida,
con un pico importante durante la segunda . En la migracion,
las neuronas producidas en las zonas germinales migran a regiones concretas del
cerebro para formar circuitos funcionales. Por ejemplo, una migracion radial adecuada
es esencial para la formacion de la arquitectura laminar y las sinapsis de la corteza
cerebral, el hipocampo y el cerebelo. Este proceso tiene una regulacidon muy precisa
que permite que las neuronas cambien de direccion o de modo de migracién para
alcanzar su destino final . La lisencefalia (ausencia de
circunvoluciones) y las heterotopias neuronales son las anomalias mas comunes
causadas por defectos en la migracion neuronal. Patologias en las que esta implicada
una migracién radial anormal, como paquiguiria, displasia y heterotopias, han sido
observadas con frecuencia en casos de trastornos del espectro autista (TEA)

. En la mayoria de pacientes con TEA se encuentra alterada la distribucién
laminar de neuronas y los limites entre la materia gris y blanca, en cerebros
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postmortem. Numerosos estudios neuropatologicos han demostrado la presencia de
aberraciones en la migracion neuronal en pacientes con TEA (Tabla I1).

Estudio Tipo de alteracién en la Area TEA Controles

migracion neuronal afectada | N° (H/M) | N° (%) N° (H/M) | N° (%)

Laminacién neuronal CF 6 (5/1) 4 (66,7) | 7 (5/2) 0 (0)

Arquitectura laminar CCA 9 (-/-) 8(88,9) | 9 (/) 0 (0)

Laminacion irregular CCA 9 (9/0) 3(33,3) | 4(4/0) 0 (0)

1 Neuronas en SB 6 (66,3)

1 Neuronas en SB CCP 8 (8/0) 8 (100) 8 (6/2) 0 (0)

Arquitectura laminar | CPF y | 11 (8/3) | 10(90,9) | 11 (8/3) | 1(9,1)

cortical CTe

Tabla I11. Porcentaje de pacientes TEA con alteraciones en la migracion neuronal. Se recogen
diversas perturbaciones neuropatolégicas causadas por migraciones neuronales alteradas y su
frecuencia comparada en pacientes TEA y controles. CCA: Corteza cingulada anterior, CCP: Corteza
cingulada posterior, CPF: Corteza prefrontal, CF: Corteza frontal, CTe: Corteza temporal; SB: sustancia
blanca. Adaptada de

Finalmente, los procesos de apoptosis, sinaptogénesis y gliogénesis son los
encargados de que las neuronas que han llegado al sitio correcto se conecten entre
si dando lugar a circuitos cerebrales funcionales (Figura 12). Estos procesos cobran
importancia a partir de la segunda mitad del segundo trimestre y en ellos intervienen
un elevadisimo numero de vias de sefializacién cuya perturbacién puede ocasionar
defectos en el futuro cerebro del feto . Diversos factores como
el estrés o infecciones durante la gestacion pueden influir en estas vias dando lugar a
circuitos alterados

1.3. Larelacion entre los sistemas inmunes materno y fetal

El sistema inmune materno ha sido uno de los factores productores de alteraciones
en el neurodesarrollo mas estudiado, debido a su intima relacién con el feto y su
sistema inmune (Figura 13). Este vinculo, adquiere una gran importancia en el
segundo trimestre, ya que es cuando se inicia un notable desarrollo del sistema
inmune fetal que permite establecer una simbiosis con el materno (Figura I12). En esta
fase se observa una acumulacion de linfocitos T reguladores (Treg) que se origina a
partir de células progenitoras del feto y de migraciones de Treg maternos a través de
la placenta . Alteraciones como infecciones durante el
embarazo o el estrés pueden producir un aumento de los niveles de citoquinas
inflamatorias que, a su vez, pueden alterar el neurodesarrollo normal del feto
(Tabla 12). El estrés de la madre durante la gestacion juega un papel importante en
este sentido ya que ha sido relacionado con una mayor susceptibilidad frente a

infecciones . También se ha asociado con un incremento de
citoquinas proinflamatorias como IL-6, IL-1B o TNFa y una disminucién de IL-10
(antiinflamatoria) . Diversos estudios han
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relacionado niveles elevados de compontes del sistema inmune con complicaciones
del embarazo y enfermedades como esquizofrenia, TEA o depresion en la

descendencia
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Figura 12. Esquema temporal de los eventos mas importantes del desarrollo del cerebro y del
sistema inmune desde la fecundacién a la etapa adulta. Adaptado de

Estudio Ne Muestra Medicién Diagnéstico Resultados
Eotaxina, GM-CSF, TEA 0 11L-4, IL-5 e
84 Mtea Mitad de | IFNy, IL-10, IL-12, IL-18, | retraso en el IF’N
49 Mro la IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, | desarrollo . dV
159 Mc gestacion | CXCL10, CCL3, CCL4, mediante aSO(.:I_'E Aos a
CCL5y TNF DSM-IV
2%)814MNT|§::;| GM-CSF, IFNy, IL-10, |;®M|E-f§ e
_ IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL- TEAO IL-6 a’sociados
188 Mro Mitad de 7, 1L-8, IL-10, IL-12p40, retraso en el con TEA+DI
la IL-12p70, IL-13, IL-17, desarrollo LIL-1By
428 Mec gestacion | CXCL10, CCL2, CCL3, mediante CCL?2
CCL4, TNF, eotaxina, DSM-IV asociados con
slL-2Ra e IL-1RA TEA+NODI
TEA
. : 1 CCL2
414 Mrea Fluido mediante X
820 Mc amniético CCL2, CCL3 and CCL5 ICD-8 e ICD- asociados a
10 TEA
IFNy, IL-1B, IL-2, IL-4, TEA +IL-4, IL-10,
331 Mrea Fluido | =216, 1L=8, IL-10, IL- | jiante | TNF y TNFB
698 Mc amniético 12,1L-17, IL-18, TNF, ICD-8 e ICD- | asociados a
TNFB, TREM1, sIL-6Ra 10 TEA
and GM-CSF

Tabla 12. Citoquinas inflamatorias y riesgo de TEA en humanos. Se recogen estudios que
examinaron la relacion entre las citoquinas inflamatorias durante la gestacion y el riesgo de padecer
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TEA. Las muestras de fluido amniético fueron tomadas entre la semana 16-20 de gestacion. Mc: Madres
de nifios control; Mrp: Madres de nifios con retraso en el desarrollo; Mtea: Madres de nifios con
trastornos del espectro autista; Mrea+pi: Madres de nifios con trastornos del espectro autista y
deficiencia intelectual; Mtea+nopi: Madres de nifios con trastornos del espectro autista pero no deficiencia
intelectual; TNF: Factor de necrosis tumoral. Adaptada de

1.4. Del nacimiento a la etapa adulta

Tras el nacimiento, la mielinizacion empieza a cobrar importancia, aunque los
fendmenos de sinaptogénesis, apoptosis y gliogénesis comentados contindan activos.
Ademas, durante la adolescencia se produce la poda sinptica, un proceso crucial
para el neurodesarrollo en el que se da una eliminacion masiva de sinapsis
infrautilizadas y un fortalecimiento de las importantes (Figura 12). La finalizacion de la
gestacion produce un cambio en el entorno del individuo y, por tanto, en los factores
gue pueden perturbar estos procesos. Por ejemplo, en el ambito de la nutricion se ha
visto que algunos acidos grasos poliinsaturados de cadena larga son necesarios para
una correcta mielinizacién y que afectan a la produccion de varios neurotransmisores

. El estrés que sufre el individuo en sus primeras etapas de la
vida es otro factor que afecta al neurodesarrollo en funcién del momento en que se
produzca. Los traumas o el estrés durante los primeros afios de vida pueden provocar
una hiperreactividad del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) mientras que si se
producen durante la adolescencia pueden dar lugar a una hiporreactividad de este eje

. Tanto los traumas y el estrés como las alteraciones del HPA
han sido relacionadas con un mayor riesgo de sufrir esquizofrenia o psicosis
. ElI consumo de drogas, como el cannabis,
también es capaz de alterar estos procesos incrementando la pérdida de materia gris
que se produce durante la poda sinaptica en la corteza prefrontal, especialmente en
individuos que consumen multiples drogas

Alteraciones como las comentadas u otras similares en cualquiera de estas fases
conducen a un desarrollo anormal del sistema nervioso que da lugar a los trastornos
del neurodesarrollo entre los que se encuentran TEA, discapacidades intelectuales,
trastornos de la comunicacion, trastorno por déficit de atencion con hiperactividad
(TDAH) o trastornos motores

. Sin embargo, el conocimiento de estos trastornos ha sentado las
bases de la hipétesis del neurodesarrollo que pretende explicar enfermedades que
parecen compartir estos mismos mecanismos patogénicos, como es el caso de la
esquizofrenia. Antes de explicar la relaciéon entre la hipo6tesis del neurodesarrollo y la
esquizofrenia comenzaremos haciendo una breve introduccion a esta patologia.
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Figura I3. Activacion inmune materna y desarrollo. Diferentes factores ambientales, infecciosos o
no, pueden activar los receptores tipo Toll en el sistema inmune periférico de la madre activando asi el
sistema inmune innato periférico y de la placenta produciendo una liberaciéon de citoquinas. Esta
inflamacion materna puede inducir cambios epigenéticos en la microglia y el sistema inmune fetal.
Durante la vida del individuo, los factores ambientales pueden activar sefiales inflamatorias en el
sistema inmune periférico que, junto con la programaciéon del sistema inmune, el riesgo genético y la
comunicacién con las células del sistema inmune del cerebro puede manifestarse en forma de
alteraciones cerebrales. Adaptada de

28



Introduccioén

2. Esquizofrenia
2.1. Epidemiologia

La esquizofrenia es un trastorno mental severo que afecta al 0,32% de la poblacion
mundial

La esquizofrenia es uno de los trastornos del espectro psicotico que, segun el
DSM-5 se caracterizan por alteraciones en uno o mas de los siguientes 5 dominios:
delirios, alucinaciones, pensamiento desorganizado, comportamiento motor alterado
y sintomas negativos . Para el diagnostico
de esquizofrenia, debe haber alteraciones en dos de los dominios durante al menos 1
mes.

Los delirios se definen como creencias inmutables a las que el individuo no esta
dispuesto a renunciar incluso a pesar de evidencias contrarias claras. Estas creencias
son variables entre individuos y pueden ser persecutorias, somaticas, religiosas, etc.
Por otro lado, las alucinaciones se diferencian de los delirios al ser percepciones que
ocurren sin la existencia de un estimulo externo. Pueden ocurrir en cualquier
modalidad sensorial, aunque las auditivas son las mas comunes. El pensamiento
desorganizado suele estar asociado a un discurso erratico en el que el individuo
cambia de un tema a otro con frecuencia y sus respuestas pueden ser totalmente
incoherentes. EI comportamiento motor alterado puede ir desde comportamientos
catatonicos en los que el individuo exhibe una baja reaccién al entorno hasta mutismo
y estupor en los que el individuo muestra una completa falta de respuesta verbal y
motora.

Los sintomas negativos mas comunes en la esquizofrenia son expresion emocional
disminuida y abulia, que se caracteriza por una menor motivacion en actividades
iniciadas por uno mismo . También se
encuentra entre estos sintomas la anhedonia, definida como una alteracion en la
habilidad para buscar, experimentar o aprender sobre el placer

Aunque tradicionalmente se ha pensado que esta enfermedad afecta por igual a
ambos sexos, recientes estudios parecen indicar que existe una mayor prevalencia en
hombres (Figura 14). A pesar de ser un trastorno menos
prevalente que otras enfermedades mentales, este supone una importante carga, en
primer lugar, para los pacientes y su entorno, pero también para los sistemas
sanitarios. Se estima que el coste anual que supone la esquizofrenia, teniendo en
cuenta costes directos (tratamientos, dafos, accidentes, etc.) e indirectos (pérdida de
capital humano) se sitia en torno a 3.500 millones de dolares en paises como Espafia
y hasta 102.000 millones de ddlares, segun los estudios mas pesimistas, en paises
como Estados Unidos . Sin embargo, el coste econémico
dificilmente refleja el coste personal que sufren tanto las personas con esquizofrenia
como su entorno. Para mostrar esta otra cara de la enfermedad, una de las principales
medidas que se utiliza son los afios de vida vividos con discapacidad o YLD (del inglés
years of life lived with disability). En el periodo comprendido entre 2010 y 2019 la
esquizofrenia ha supuesto una media anual de mas de 14 millones de YLD a nivel
mundial . Esto hizo que en
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2016 fuera considerara como 122 enfermedad mas discapacitante de 310 analizadas

. Ademas, las personas que sufren esquizofrenia tienen una
esperanza de vida media 15 afios menos que la poblacion general y un riesgo de
suicidio 22 veces superior, especialmente durante 1 afio tras la primera hospitalizacion

Incidencia
250000 —
Hombres Figura 14. Incidencia de la
200000 Mujeres esquizofrenia a nivel global en los
@ altimos 10 afios. Se representa la
§ 150000 — media de los nuevos casos anuales
g de esquizofrenia, en las franjas de
> . . ~
e edad indicadas, entre los afios 2010-
< 100000 — . .
© 2019. Las zonas sombreadas indican
S el intervalo de confianza del 95%.
50000 — Fuente:
=T T T T T T T T T T T
] ] ] o o o o o ] ] ] o o )
é\o S QO S QO (§\0 é\o é\o Q;QO é\o ’Z;Qo &\0 /§\0 'g\\o & O é\o
ISRV S . 2N G R G -
SEEN SRS A S R S R

2.2. Curso de la enfermedad

Antes del inicio de la esquizofrenia, la mayoria de los individuos (mas de un 70%),
pasan por una fase prodromica de la enfermedad cuya duracién puede durar desde

semanas hasta 12 meses . Los sintomas que aparecen durante
esta fase son muy heterogéneos y pueden ir desde el desarrollo de nuevos intereses
hasta déficits cognitivos , depresién, pasando por ansiedad

irritabilidad o retraimiento social

Es en la adolescencia tardia o la adultez temprana cuando se diagnostica la
esquizofrenia siguiendo los criterios comentados del DSM-5. Esto se puede ver
claramente si se observa la incidencia anual media de los ultimos 10 afios dividida por
franjas de edad (Figura I4). Sin embargo, es interesante destacar que existe cierto
debate en cuanto al inicio de la enfermedad. Las evidencias de un declive cognitivo
que se inicia en la pubertad han provocado que algunos autores se planteen si
realmente debiésemos cambiar los criterios diagndsticos de la esquizofrenia e incluso
no considerarla un trastorno psicotico sino un trastorno cognitivo

La prognosis de la esquizofrenia tiene una gran variabilidad y alin son necesarios
mas estudios a largo plazo para determinar con exactitud su curso y evolucién. Entre
las limitaciones mas importantes se encuentran la dificultad y variabilidad en su
diagnostico, el uso y efecto de los tratamientos y la falta de estudios de imagen de
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larga duracion. Sin embargo, analizando y tratando de homogenizar los estudios

disponibles se pueden extraer algunas lineas generales .En
primer lugar, parece que a corto plazo los sintomas positivos y negativos se mantienen
estables o decrecen . Sin embargo, a largo
plazo los sintomas positivos tienden a fluctuar mientras que los

negativos mantienen su estabilidad o varian junto con los sintomas positivos

(Figura 15). En lo que respecta a la cognicion, existe un
deterioro sostenido tanto a corto como a largo
plazo en los diferentes dominios

Estos datos aportan soporte empirico para la hipétesis mas aceptada por la
comunidad cientifica en lo que a causas de la esquizofrenia se refiere: la hipotesis del
neurodesarrollo.
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Figura I5. Curso clinico de la esquizofrenia. Spe representa la evoluciéon temporalmente aproximada
de los sintomas negativos (azul), positivos (rojo) a lo largo de la vida, asi como de las alteraciones
neurobiolégicas implicadas (las alteraciones de la sinaptogénesis y la poda sinaptica no estan
confirmadas in vivo). Se muestran también los factores de riesgo mas influyentes de cada etapa.
Durante la adolescencia tardia suele tener lugar una etapa prodromica con sintomas positivos,
negativos y cognitivos atenuados que precede al primer episodio psicético. Tras el inicio del »
tratamiento, los sintomas positivos tienen a responder bien a los antipsicoticos al contrario que los
negativos y cognitivos, que responden peor o incluso son exacerbados. La mayoria de los pacientes
sufre recaidas tras abandonar el tratamiento, aunque su riesgo se reduce si se mantiene el tratamiento
incluso con los sintomas positivos controlados. Adaptada de

31



Introduccién

2.3. Tratamientos

En la actualidad no existe un tratamiento efectivo contra la esquizofrenia, por lo que
las terapias actuales estan destinadas a paliar los sintomas y mejorar la calidad de
vida de los pacientes. Esta falta de tratamientos no se debe a la recuperacion
espontanea ya que, segun un metaanalisis realizado por la Jaaskelainen, la
proporcién mediana (cuantiles 25-75) de pacientes que llegan a cumplir los criterios
de recuperacion es tan solo del 13.5%

2.3.1. Antipsicéticos de primera generaciéon

Los antipsicéticos fueron los farmacos que revolucionaron la manera de tratar la
esquizofrenia y otras enfermedades mentales. La primera generacién de estos
farmacos, también conocidos como antipsicoticos tipicos o de primera generacion
(APG), fue descubierta como en tantas otras ocasiones, por serendipia. A principios
de los afios 50, un cirujano francés estaba probando la clorpromazina para reducir el
shock quirdrgico y pronto se pusieron de manifiesto sus efectos en el estado mental
de los pacientes . La relajacion que producia sin ocasionar la pérdida de
consciencia llama la atencion del psiquiatra Pierre Denker que empez0 a utilizar este
farmaco en sus pacientes mas dificiles de tratar . Este fue
el primer farmaco de los conocidos como antipsicoticos tipicos o de primera
generacion, entre los que se incluyen también el haloperidol y la flufenazina. Sin
embargo, estos farmacos tenian una baja eficacia frente a los sintomas negativos y
unos potentes efectos secundarios conocidos como sintomas extrapiramidales (SEP)
que incluyen distonias agudas, acatisia, parkinsonismo y discinesia tardia

. Todos los antipsicéticos de primera generacién tienen en comuin que son
antagonistas del receptor D2 de dopamina , 1o que ha
propiciado, en parte, el surgimiento de la hipétesis dopaminérgica (Cuadro 1).

2.3.2. Antipsicéticos de segunda generacion

Aflos mas tarde, los antipsicéticos atipicos o de segunda generacion (ASG)
propiciaron una nueva revolucion con la clozapina a la cabeza
que es efectiva incluso ante el 50-60% de los pacientes resistentes a otros
antipsicoticos. Estos parecian tener una mayor eficacia y carecian de los
estigmatizantes SEP debido, posiblemente a que también
actian como antagonistas de los receptores de serotonina 5-HT2a. Este efecto
permitiria actuar sobre la via corticolimbica de manera indirecta tal y como postula la
hipétesis serotoninérgica (Cuadro 2). De esta manera el efecto directo sobre los
receptores de dopamina no seria tan potente reduciendo asi los SEP derivados del
bloqueo de la via nigrostriatal . Pronto se unieron nuevos
antipsicoticos a esta lista como olanzapina, risperidona, quetiapina y ziprasidona. Sin
embargo, a pesar del optimismo inicial, no se ha conseguido un consenso claro sobre
las ventajas de los ASG (a excepcion de la clozapina)

mas alla de la eliminacion de los SEP en la mayoria de los

casos.
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ﬁ:uadro 1: El papel de la dopamina en la esquizofrenia \

Existen 3 vias dopaminérgicas clasicas implicadas en esquizofrenia: via
mesocortical, via mesolimbica, y via nigrostriatal.

La via mesolimbica tiene su inicio en el mesencéfalo (area tegmental ventral) desde
donde los cuerpos celulares proyectan sus axones hasta el sistema limbico (nucleo
accumbens). La via mesolimbica estd muy relacionada con comportamientos
relacionados con procesos de recompensa que median las acciones de estimulos
naturales o drogas de abuso . Se cree que una hiperactivacion de esta
via podria provocar los sintomas positivos de la psicosis mientras que una
hipoactivacion causaria sintomas negativos como anhedonia o apatia.

La via mesocortical también tiene su origen en el area tegmental ventral, pero
proyecta distintas zonas de corteza. Las mas importantes para esquizofrenia son, por
un lado, la corteza prefrontal dorsolateral, relacionada con funciones cognitivas y
ejecutivas y, por otro lado, la corteza prefrontal ventromedial, mas implicada en
funciones emocionales o afectivas . Se ha propuesto que
alteraciones en las neuronas que proyectan a estas regiones podrian estar implicadas
en los sintomas cognitivos y negativos respectivamente

La via nigrostriatal se proyecta desde la sustancia negra del tronco cerebral hasta
el cuerpo estriado y se considera parte del sistema nervioso extrapiramidal. Una de
las principales funciones de esta via es el control de los movimientos motores
mediante sus conexiones con el talamo y la corteza. Alteraciones en esta via se han
propuesto como posibles mecanismos de sintomas extrapiramidales producidos por
los antipsicoticos de primera generacion y, en los udltimos
afos, de sintomas positivos por sus conexiones con el estriado dorsal y medial

La hipdtesis dopaminérgica surgié como posible explicacion de las causas de la
esquizofrenia debido principalmente a dos razones: la mejora en los sintomas
producida por antagonistas de los receptores D2 de dopamina y los estados de
psicosis inducidos por anfetaminas . Esta
hipoétesis sostiene que la causa de los sintomas positivos es una hiperreactividad en
los receptores D2 de dopamina en la via mesolimbica de la dopamina aunque ha ido
sufriendo modificaciones con el paso de los afios. Una de las primeras fue que una
posible disminucién de dopamina en la corteza prefrontal dorsolateral podria estar
relacionada con los sintomas cognitivos . Finalmente, a medida que el
estriado dorsal ha ido dejando atras su exclusividad en las funciones motoras, ha ido
creciendo la evidencia de su posible papel en la
esquizofrenia

Via mesocortical
Via
nigrostriatal Figura 16. Representacién esquematica de las
\K principales vias dopaminérgicas implicadas en
Via mesolimbica esquizofrenia. Se muestran las vias mesolimbica,
nigrostriatal y mesocortical con la ubicacion de los
cuerpos celulares representada por un circulo y las
proyecciones mediante flechas. Figura creada con
K Biorender. /
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2.3.3. Antipsicoticos de tercera generacion

La clozapina, a pesar de ser considerada el gold standard para las esquizofrenias
resistentes a tratamiento, tiene efectos secundarios importantes como agranulocitosis,
miocarditis o cardiomiopatia . Esto ha
llevado al surgimiento de una tercera generacion de antipsicoticos que puedan evitar
estos sintomas y ser eficaces en las esquizofrenias que no responden ante clozapina
denominadas ultra resistentes. Entre estos encontramos aripiprazol, brexpiprazol o
cariprazina. Estos nuevos farmacos, en lugar de actuar como antagonistas de los
receptores D2, actian como agonistas parciales, produciendo una menor activacion
de estos receptores. De esta manera, son capaces de desplazar a la dopamina y
producir una menor activacion disminuyendo asi la actividad de las neuronas
dopaminérgicas y, por tanto, los efectos positivos de la esquizofrenia. Asimismo, el
hecho de que permitan cierta activacion estaria contribuyendo a la ausencia de SEP
permitiendo la funcidon de la dopamina (aunque reducida) en la via nigrostriatal

(Cuadro 1). Los datos sobre su eficacia son aun insuficientes,
pero abren la via de nuevas soluciones para pacientes con esquizofrenia ultra
resistente incluso combinando estos farmacos con clozapina

2.3.4. Futuros tratamientos

En la actualidad se estan intentando abrir nuevas vias de tratamiento basandose
en maneras indirectas de disminuir la actividad dopaminérgica corticolimbica. Un
ejemplo de ello es tratando de mejorar la hipofuncion de los receptores NMDA que,
segun la hipotesis glutamatérgica (Cuadro 3), estaria implicada en la patogenia de la
esquizofrenia. Se ha propuesto en este sentido el incremento de la D-serina (un
coagonista de estos receptores) mediante inhibidores de la enzima D-aminoéacido
oxidasa que se encarga de metabolizar este aminoacido . Otros
métodos que se han propuesto para normalizar la actividad de las interneuronas
parvalbumina positivas son la actuacién sobre los canales de potasio Kv3.1,
incrementar la actividad gabaérgica mediante el receptor GABAa o disminuir la
liberacibn de glutamato actuando sobre los receptores presindpticos mGIluR2/3

Una de las dianas que mas atencion esta recibiendo en los ultimos afios, son los
receptores asociados a trazas de aminas (TAAR). Estos receptores acoplados a
proteinas G se expresan en diversas regiones del cerebro y parecen tener una
interrelacion con el sistema de monoaminas. Existen estudios con agonistas de
TAAR1 como SEP-363856 que parecen ser prometedores, aungque son necesarios
mas estudios para confirmar estos resultados

En cualquier caso, parece claro que el futuro de los tratamientos de la esquizofrenia
pasa por una mejora de la selectividad de los farmacos existentes sumada a la
combinacion de multiples dianas que estén implicadas en la enfermedad y
combinadas con terapias cognitivo-conductuales adecuadas
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La hipotesis serotoninérgica surgio a raiz del descubrimiento de que antagonistas
de los receptores de serotonina 5-HT2a eran capaces de mejorar los sintomas
psicoticos en la enfermedad de Parkinson . Lo mas importante es que
esta mejora se producia sin la necesidad de un antagonista de los receptores D2. De
esta manera, un exceso de serotonina, un incremento en la expresion de los
receptores 5-HT2a 0 ambos produciria un aumento en la activacion de las neuronas
glutamatérgicas corticales que proyectan a VTA causando asi las alucinaciones en
estos pacientes . Sin embargo, las evidencias respecto a los
antagonistas de los receptores 5-HT2a alin son preliminares

/Cuadro 2: Hipotesis serotoninérgica

Estas teorias, ademas de ser compatibles entre si, también lo son con la hipotesis
del neurodesarrollo. De esta manera, las alteraciones que se producen en el
neurodesarrollo podrian implicar tanto receptores de NMDA hipofuncionales como un
exceso o0 hiperfuncién en los receptores 5-HT2a, produciendo todos los efectos
comentados.
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Figura 17. Representacion de la hipotesis serotoninérgica. Se muestra como una excesiva
liberacion de serotonina por parte de las neuronas serotoninérgicas de los nucleos del rafe (neuronas
marrones), una sobrexpresion de los receptores de serotonina 5-HT2a en neuronas glutamatérgicas
corticales o ambas conducirian a una hiperactivacién de las neuronas corticales que proyectan al area
tegmental ventral. Esto, a su vez produciria un aumento en la liberacién de glutamato (glu) en esa
region provocando asi un exceso de activacion en las neuronas dopaminérgicas de la via mesolimbica
y una liberacién masiva de dopamina (DA) en el estriado que podria estar implicado en los sintomas
positivos de la esquizofrenia. Figura creada con Biorender.

- /
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ﬁ:uadro 3: Hipotesis glutamatérgica \

En los afios 70, la ketamina y la fenciclidina (PCP, del inglés phencyclidine)
surgieron como nuevos anestésicos disociativos y afios mas tarde, se vio que eran
capaces de inducir estados psicoticos dificilmente diferenciables de la psicosis
producida por la esquizofrenia. Esto junto con el conocimiento de que ambas
sustancias eran antagonistas no competitivos de los receptores NMDA, propicid la
aparicion de la hipoétesis glutamatérgica . Esta propone que la
hiperreactividad dopaminérgica propuesta por la teoria anterior, en realidad seria
secundaria a una hipofuncion de los receptores NMDA de corteza prefrontal. En
concreto, serian los receptores NMDA de interneuronas gabaérgicas los que estarian
alterados. Esto desactivaria una inhibicion provocando una activacion exagerada de
las neuronas piramidales de corteza prefrontal que proyectan al area tegmental ventral
y provocarian igualmente una hiperexcitacién en las neuronas dopaminérgicas que
proyectan al estriado . Esto esta respaldado por estudios en los que la
administracion previa de antagonistas de NMDA a anfetaminas, aumenta la liberacion
de dopamina.

y.‘; Hipofuncién y 6\
& receptores NDMA \"\\ &

$4DA /\IG'”

Via mesolimbica

Figura 18. Representacion de la hipotesis glutamatérgica. Se ilustra la hipotesis glutamatérgica
basada en una hipofuncion de los receptores NMDA de las interneuronas gabaérgicas corticales que
evitaria la correcta activacion de estas neuronas. Esto, a su vez disminuiria la inhibicion de neuronas
corticales que proyectan hasta el area tegmental ventral provocando un aumento en la liberacién de
glutamato (glu) en esta region. El exceso de glu provocaria una hiperactivacion en las neuronas
dopaminérgicas de la via mesolimbica causando una excesiva liberacion de dopamina (DA) en el
estriado que tedricamente estaria implicada en la aparicion de los sintomas positivos de la
esquizofrenia. Figura creada con Biorender. /
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2.4. Esquizofreniay la hipotesis del neurodesarrollo

La hipdtesis de que la esquizofrenia esté presente antes de su manifestacion clinica
es algo que se remonta al inicio de su descubrimiento, cuando Kraepelin catalogaba
como una forma leve de dementia praecox los comportamientos caracteristicos de
nifos que luego desarrollarian la enfermedad. Posteriormente, en los afios 20 del siglo
pasado, se propuso que los cambios neuropatoldgicos en cerebros de pacientes con
esquizofrenia tenian su origen en el desarrollo. En los 60, una serie de estudios
reforzaron esta hipotesis reportando una maduracion neurologica alterada durante la
infancia temprana como caracteristica de nifios con alto riesgo de padecer
esquizofrenia . No obstante, la hipétesis del neurodesarrollo es
postulada en 1986 por Weinberger y se basa en que, en la esquizofrenia, factores
genéticos y ambientales dan lugar a alteraciones en el desarrollo normal del cerebro
durante el periodo perinatal dando lugar a los sintomas clinicos en etapas adultas
tempranas. Weinberg propone que estas alteraciones afectan a diversos circuitos
neuronales sin que ninguno tenga el peso mayoritario que subyace a la patologia,
siendo este el motivo de la heterogeneidad clinica y biolégica de la enfermedad

2.5. Esquizofreniay su asociacién con las infecciones prenatales

Uno de los factores de riesgo de la esquizofrenia méas estudiados es la estacion de
nacimiento, ya que se ha replicado a lo largo de varios estudios que los individuos
nacidos durante el invierno o al inicio de la primavera tienen entre un 5y un 10% mas
de probabilidad de padecer esquizofrenia, posiblemente debido al mayor riesgo de
infecciones durante la gestacion . Otro
dato importante de este estudio es el elevado riesgo de sufrir esquizofrenia que tenian
las personas nacidas de madres danesas en otros paises (hasta un 3,45 mas). En
otro estudio en el que se analiza a la segunda generacion de afrocaribefios emigrados
a Londres y se obtuvieron resultados similares, Wessely propone como hipotesis la
exposicion de la madre a agentes infecciosos poco comunes o ausentes en su lugar
de origen . Estos hallazgos ayudaron a centrar el foco en un
evento que en numerosas ocasiones es causa de teratogénesis en el cerebro del feto:
las infecciones durante la gestacion. Entre finales del pasado siglo e inicio del
presente, diversos estudios han encontrado relacién entre la esquizofrenia vy
numerosas infecciones como la gripe , la rubéola

, toxoplasmosis y otras como
poliomielitis, varicela y sarampion

El amplio abanico de infecciones que se han relacionado con el desarrollo de la
esquizofrenia parece apuntar hacia un mecanismo en comun: la activacion inmune
materna (AIM). Esto se ve reforzado por varios estudios que relacionan una expresion
aumentada de citoquinas como TNF-a , CXCL8

o proteina C reactiva durante el embarazo con un
mayor riesgo de esquizofrenia en la descendencia. También podria explicar la
asociacion que se ha encontrado entre esquizofrenia y enfermedades autoinmunes

debido al importante componente genético

37



Introduccién

gue tienen estas ultimas. Es decir, es probable que en esta asociacion lo importante
sea la mayor probabilidad que tienen estos individuos de tener una madre con
enfermedad autoinmune y, por tanto, de mayores concentraciones circulantes de
citoquinas durante el embarazo. La exposicion a estas infecciones o AIM podria
contribuir a alteraciones estructurales como la elongacién del cavum septum
pellucidum que se da en pacientes con esquizofrenia. También se ha observado un
menor volumen de las cortezas entorrinal y cingulada, en adultos con esquizofrenia,
asociado a la exposicion prenatal a CXCL8

A pesar del gran esfuerzo de la comunidad cientifica por desentrafiar la relacién
entre la AIM y la esquizofrenia o las enfermedades del neurodesarrollo, los
mecanismos que subyacen esta asociacion aun no se conocen con exactitud. Parece
gue las infecciones durante la gestacién podrian provocar una desregulacion de las
citoquinas que inclinaria la balanza hacia un estado proinflamatorio, afectando asi al
feto. Algunas de las mas estudiadas son IL-6, IL-1B e IL-17
Aunqgue IL-6 es necesaria para la implantacion, se ha visto tanto en modelos anlmales
como en humanos que concentraciones elevadas de esta citoquina estan
relacionadas con alteraciones en la descendencia o autismo

Uno de los mecanismos propuestos es que las infecciones durante la gestacion
produzcan una liberacion excesiva de citoquinas proinflamatorias. IL-6 podria conducir
a la activacion de los Thl7 maternos que liberarian IL-17A (Figura 19). Esta citoquina,
en conjunto con IL-6 y TNF-a podrian activar las células inmunes residentes en la
placenta activando asi la liberacion de citoquinas proinflamatorias por la placenta.
Ademas, los Thl7 maternos podrian migrar a la placenta potenciando aun mas la
liberaciéon de citoquinas, dafiando la placenta y comprometiendo su impermeabilidad.
De esta manera, mas citoquinas podrian cruzar la placenta y algunas de ellas, cruzar
la barrera hematoencefalica (BHE) debido a su inmadurez e iniciar una cascada de
neuroinflamacién mediante la activacion de la microglia

. Esta activacion de la microglia podria retroalimentar un estrés oxidativo
ya presente produciendo asi alteraciones en el desarrollo normal del cerebro

38



Introduccioén

# a1 Madre Placenta Feto
{

AIM _ _ Activacion de microglia
Citoquinas

’ A Estrés oxidativo
proinflamatorias
N

Citoquinas proinflamatorias Disfuncién mitocondrial

TNF@ IL-6  IL-1p / T )
L C BHE \
\ \ T Células inmunes \
TH17 \ residentes
IL-17A TNF& |L-17A
IL-6 Otras
citoquinas
IL-6
IS TNFe

Figura 19. Mecanismo propuesto para la relacion entre la activacion inmune maternay TEA. Las
infecciones durante la gestacion producirian una activacion del sistema inmune y una liberacion de
citoquinas como TNFa, IL-6 o IL-1B. El aumento de IL-6 activa los linfocitos Thl7 que liberan IL-17A.
Esta citoquina junto a TNFa y IL-6 pueden llegar a la placenta y activar a las células inmunes residentes
que, a su vez liberaran mas citoquinas proinflamatorias. Ademas, los linfocitos Th17 podrian migrar a la
placenta y contribuir al aumento de citoquinas inflamatorias. Este estado inflamatorio podria dafiar la
placenta permitiendo el paso de las citoquinas hacia el feto y, gracias a una barrera hematoencefalica
inmadura (BHE) hacia el cerebro fetal. En el cerebro se produce una activacion de la microglia
causando una cascada de neuroinflamacion y aumento del estrés oxidativo Esto podria ocasionar
disfuncién mitocondrial retroalimentando aun mas los dafios y ocasionando alteraciones en el desarrollo
de las neuronas y en las sinapsis que en el futuro podrian dar lugar a enfermedades como TEA.
Adaptado de

2.6. Esquizofreniay su asociacién con el cannabis

Uno de los factores ambientales que méas atencion ha recibido a lo largo de la
historia ha sido el cannabis. El cannabis o marihuana se extrae de la planta Cannabis
sativa (y otras variantes) que ha sido histéricamente cultivada por el ser humano con
fines artesanales, recreativos y medicinales . Sus
principales componentes actian sobre un sistema de sefializacion enddgeno
denominado sistema endocannabinoide (Cuadro 4).

Mientras Emil Kraepelin popularizaba el término Dementia Praecox, la Indian Hemp
Drug Commission declaraba, en 1894, que un uso excesivo del cannabis “indica e
intensifica la inestabilidad mental”. Desde finales de los afios 60, existen numerosos
casos clinicos que reportan lo que se denominé como “psicosis cannabica”, un
conjunto de sintomas desencadenados por un efecto agudo del cannabis que serian
similares a los producidos por trastornos psicéticos como confusion, delirios,
alucinaciones, amnesia, etc. Sin embargo, el término “psicosis cannabica” esta en
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entredicho ya que estos efectos se producen en algunos casos de consumos muy
elevados y cesan cuando se interrumpe el consumo

Entre 1969 y 1971 se realiz6 uno de los primeros estudios en humanos analizando
el efecto del hachis en 720 soldados estadounidenses destinados en Europa durante
5 afios . De estos, 115 sufrieron psicosis aguda, analoga
sintomas de esquizofrenia, que acabd siendo crénica. Sin embargo, 112 de ellos
admitieron consumir ademas otras drogas como alucindégenos, anfetaminas o alcohol.
Cabe destacar que todos estos hombres tenian historiales indicativos de esquizofrenia
premorbida. Ademas, del total de los 36.000 soldados destinados en Europa, el 46%
declaré ser consumidor de hachis, pero solo 18 sufrieron psicosis inducida por
cannabis. Este es uno de los primeros estudios que establece un principio de relacion
entre las drogas y la psicosis.

Posteriormente, en 1987, Andréasson tratando de esclarecer la relacion iniciada
por Tennant y Groesbeck, llevé a cabo uno de los mayores estudios en este campo
en una cohorte de militares suecos . Se evaluaron, mediante
cuestionarios, las circunstancias personales y el consumo de drogas de hasta 45.500
hombres de unos 20 afios nacidos entre 1949-1951. Ademas, se llevo a cabo una
evaluacion psicolégica mediante pruebas y una entrevista con un profesional. Durante
los 15 afios siguientes se siguieron los ingresos en el registro nacional de atencién
psiquiatrica con un diagnostico de esquizofrenia. Los resultados fueron que el riesgo
relativo de desarrollar esquizofrenia es 2,4 veces mayor en personas que consumen
cannabis y que éste se va incrementando de manera proporcional al consumo,
llegando a un riesgo 6 veces mayor en aquellos que, a la edad de 20 afios, habian
consumido mas de 50 veces en su vida. Sin embargo, este estudio, a pesar de tener
en cuenta el consumo de alcohol y narcéticos, fue criticado por no tener en cuenta
otras drogas como las anfetaminas que han sido implicadas en el desarrollo de la
esquizofrenia

Zammit traté de resolver estos problemas analizando los datos de la misma cohorte,
pero aumentando el seguimiento de ingresos en hospitales psiquiatricos hasta 27
afos . A pesar de corregir los datos por diversos factores como
abuso de alcohol, historial familiar de enfermedades mentales, situacion financiera
familiar, comportamientos probleméaticos en la infancia y ocupaciéon de la figura
paterna; los autores vuelven a encontrar una relacion entre el nivel de consumo y el
riesgo llegando a ser hasta 3,1 veces mayor en altos consumidores (mas de 50 veces
a los 20 afos). También encuentran que la asociacion entre consumidores e
ingresados en centros psiquiatricos en los 5 afios posteriores a la cumplimentacion de
los cuestionarios es mas fuerte que entre consumidores e ingresados a partir de los 5
afos. Esto podria explicarse con la hipotesis de la automedicacion, basada en que los
pacientes de esquizofrenia inician el consumo de cannabis debido al alivio que este
produce en los sintomas. Sin embargo, los autores lo atribuyen a un fallo en el disefio
del estudio ya que el consumo de cannabis solo fue analizado a los 20 afios y en afios
posteriores algunos sujetos pudieron interrumpir el consumo.

Finalmente, Manrique Garcia llevé a cabo un tercer andlisis de los datos de esta
cohorte aumentando el seguimiento hasta 35 afios
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Nuevamente, los autores vuelven a confirmar que existe un riesgo dependiente del
consumo de desarrollar esquizofrenia (3-3,7 veces mayor). Destacan también que
observan una asociacion dosis-respuesta mas fuerte con esquizofrenia (3,7 veces
mas riesgo en grandes consumidores) que con otras psicosis no relacionadas con
drogas (2,6 veces mas riesgo como maximo).

Estos tres estudios realizados en cohortes de militares suecos supusieron
aportaciones de valor incalculable en el estudio de la relacién entre el cannabis y la
esquizofrenia. Sin embargo, todos adolecen de los mismos problemas: el consumo
solo fue analizado una vez a los 20 afios y no se preguntd por drogas como
anfetaminas o LSD que son importantes en esta relacion.

En 2002, se realiz6 un estudio teniendo en cuenta la predisposicion a desarrollar
esquizofrenia, en nifios y nifias, entendida como la presencia de sintomas psicoticos
en edades tempranas . Este estudio establecio que, incluso
corrigiendo por la presencia de psicosis a los 11 afios, los consumidores de cannabis
tenian mas sintomas de esquizofrenia que los no consumidores. Posteriormente, esta
cohorte fue revisada utilizando un polimorfismo funcional de la catecol-O-
metiltransferasa (COMT) como biomarcador de una posible interaccion genética-
ambiente. Este gen esta ubicado en una region del genoma muy implicada en
esquizofrenia (22q11) cuya delecion esta asociada con una alta incidencia de
esquizofrenia . El estudio concluyé que los consumidores con un
polimorfismo de funcionalidad alta e intermedia tenian mayor riesgo (10 y 2,5 veces
respectivamente) que los no consumidores. Sin embargo, los participantes con el
polimorfismo de funcionalidad baja no veian incrementado su riesgo al consumir.

Otro estudio en 2005 analizé la relacion entre el cannabis y la predisposicion de
sufrir esquizofrenia medida mediante puntuaciones en las subescalas de ideacién
paranoide y psicoticismo del test SCL-90 . De nuevo, demostro
qgue, en individuos vulnerables, el consumo de cannabis aumentaba el riesgo de
desarrollar sintomas psicéticos de un 6,3% (no consumidores) a un 23,8%. Mas tarde,
se reanalizé la misma cohorte aumentando el tiempo de seguimiento hasta un total de
10 afos . Lo mas relevante de este estudio es que posee datos
de cuestionario a lo largo de todo el estudio (tras 1,6; 3,5y 8,4 afios) y esto permitié
arrojar evidencia en contra de la hipétesis de automedicacién ya que las experiencias
psicéticas tempranas no predecian el consumo de cannabis. A su vez, ayudd a
clarificar el problema de la causalidad entre las experiencias psicéticas y el consumo
de cannabis debido a que excluy6 a todos los individuos con experiencias psicoticas
prexistentes. También evidenciaron que una exposicion a cannabis prolongada en el
tiempo se asociaba con un mayor riesgo de experiencias psicoticas.

A lo largo de las ultimas cuatro décadas, tanto los estudios comentados como
muchos otros han intentado arrojar luz sobre la compleja relaciéon que existe entre la
esquizofrenia y el consumo de cannabis. En todo este tiempo se ha llegado a varias
conclusiones generalmente aceptadas: el consumo de cannabis aumenta el riesgo de
padecer trastornos psicéticos en personas sin historial de psicosis, este riesgo se
incrementa con la dosis y el tiempo de consumo y, en individuos vulnerables a
desérdenes psicoéticos empeora la prognosis.
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El sistema endocannabinoide (SEC) es un sistema de sefalizaciébn capaz de
interactuar con multiples vias celulares para modular la actividad neuronal. La mayoria
de los efectos psicoactivos del cannabis estan mediados por la interaccién del
A°-tetrahidrocannabinol o THC con los receptores de este sistema

‘o

uadro 4: El sistema endocannabinoide

Receptores. Los principales receptores del SEC son CB1R y CB2R, ambos son
receptores acoplados a proteinas G, inhibidoras en este caso. Sin embargo, CB1R se
localiza mayoritariamente en el sistema nervioso central, mas abundantemente en
interneuronas gabaérgicas, aunque también se encuentra en neuronas
glutamatérgicas, serotoninérgicas, etc. Entre sus funciones destacan funciones
cognitivas, locomotoras o de regulaciéon de la temperatura. En cambio, CB2R se
expresa principalmente en tejidos y células del sistema inmune como bazo o microglia,
aunque también se encuentra en menor proporcidon neuronas. Tiene una funcion
importante como modulador del sistema inmune

Endocannabinoides. El 2-araquidonilglicerol (2-AG) y la N-araquidoniletanolamina
(o anandamida, AEA) son los principales ligandos enddgenos de los receptores del
SEC. Son de caracter lipidico y se sintetizan a partir del acido araquidénico. La AEA
es un agonista parcial de ambos receptores, aunque funcionalmente es practicamente
inactivo para CB2R. En cambio 2-AG es un agonista completo y tiene una mayor
afinidad por ambos

Sintesis y degradacidn. Las principales enzimas de sintesis son la fosfolipasa D
de N-acil-fosfatidiletanolaminas (NAPE-PLD) en el caso de AEA vy la diacilglicerol
lipasa (DAGL) para 2-AG. Por otro lado, las enzimas encargadas de la degradacion
de estos endocannabinoides son amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH, del inglés
fatty acid amide hydrolase) para AEA y la monoacilglicerol lipasa (MAGL) para 2-AG

Fitocannabinoides Endocannabinoides

A°-Tetrahidrocannabinol (THC) 2-araquidonilglicerol (2-AG)

HO_~y N
H
CHg . P
K Cannabidiol (CBD) N-araquidoniletanolamina (AEA) /
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2.6.1. Alteraciones del SEC en esquizofrenia

En medidas periféricas parece existir una sobreactivacion del sistema
endocannabinoide evidenciada por elevaciones de los niveles de expresion génica de
CB1R y CB:2R en las células mononucleares de sangre periférica (PBMC, del inglés
peripheral blood mononuclear cell) en pacientes de esquizofrenia. Se han
documentado también disminuciones en los niveles de proteina de los principales
enzimas de sintesis (NAPE-PLD y DAGL) y aumentos de los enzimas de degradacion
(MAGL y FAAH) . En liquido cefalorraquideo
de pacientes con esquizofrenia se han observado principalmente aumentos en los
niveles de anandamida, aunque desaparecian en los individuos con un consumo mas
elevado de cannabis . Estos cambios no han
sido observados en pacientes tratados con antipsicoticos tipicos

. En cuanto a los cambios en la expresion génica de CB1R en corteza prefrontal,
existe una falta de consenso ya que algunos estudios encuentran incrementos
en pacientes con esquizofrenia mientras que otros observan

disminuciones 0 no reportan cambios . Sin
embargo, en corteza cingulada se encuentra un aumento de la uniébn a estos
receptores . En CB2R no se han hallado

cambios en su expresion génica en funcion del diagndstico, aunque si se ha
relacionado un polimorfismo del gen (CNR2) con un mayor riesgo de esquizofrenia y
menores niveles de expresion. Respecto a las enzimas mas importantes de este
sistema, se han encontrado aumentos en la expresion génica de 2-AG en corteza
prefrontal, giro frontal superior e hipocampo

También se han realizado andlisis de actividad mediante estudios de tomografia
por emision de positrones encontrando nuevamente resultados contradictorios
entorno a CB1R. Algunos autores reportan aumentos en la actividad de este receptor

, mientras que otros han encontrado
disminuciones de su actividad en
pacientes con esquizofrenia. También se han realizado estudios de actividad de
FAAH, aunque no se han encontrado cambios significativos por efecto del diagndstico

El consumo de cannabis, especialmente durante la adolescencia, produce
alteraciones en el desarrollo y funcionamiento normal del cerebro en individuos sanos
. Parece que estas alteraciones podrian influir en las que produce
la esquizofrenia. Se ha documentado que el consumo de cannabis durante la
adolescencia reduce algunos déficits cognitivos en pacientes de esquizofrenia como
los relacionados con la velocidad de procesamiento, la memoria de trabajo y la
memoria verbal . Estudios de resonancia magnética han
demostrado una mayor reduccion del volumen y la densidad de materia gris en la
corteza cingulada posterior de pacientes de esquizofrenia consumidores de cannabis
comparados con pacientes no consumidores . También se ha
observado un mayor incremento del volumen de los ventriculos y un mayor
adelgazamiento de corteza prefrontal dorsolateral, corteza cingulada anterior y el
I6bulo izquierdo occipital en los pacientes de esquizofrenia que tras el primer episodio
psicotico contindan el consumo de cannabis

43



Introduccién

2.7. Hipotesis del doble impacto

Cdémo se ha visto hasta ahora, existen numerosos factores capaces de alterar el
neurodesarrollo y tras el desarrollo de la hipétesis del neurodesarrollo, pronto se hace
evidente la importancia de la combinacion de factores capaces de alterar el
neurodesarrollo. De esta manera surge la hip6tesis del doble impacto que propone
que dos factores pueden actuar de manera sinérgica y producir alteraciones en el
neurodesarrollo que daran lugar a la enfermedad. En un primer momento, esta
hipotesis surge como una manera de unificar la hipétesis del neurodesarrollo con un
posible origen genético, aunque pronto se hace extensiva a cualquier combinacion de
los factores comentados . La influencia genética en esta
enfermedad no es algo nuevo, ya que desde principios del siglo pasado se tiene en
cuenta el componente hereditario. En el momento del surgimiento de esta hipotesis
se tiene evidencia tanto de diversos loci asociados a la esquizofrenia

como de estudios de gemelos . Los avances
en las técnicas de secuenciacion han permitido un crecimiento exponencial en el
tamafio de los estudios, que ha pasado en las Ultimas décadas de cientos de
individuos a cientos de miles de casos estudiados. El Ultimo y mas grande de estos
GWAS (del inglés genome-wide association study; estudio de asociacion del genoma
completo), realizado por el consorcio de gendmica psiquiatrica, incluye 76.755
paciente de esquizofrenia y 243.649 controles . En este
estudio se encontraron variantes comunes en esquizofrenia asociadas a 287 loci
distintos. Estas asociaciones estaban enriquecidas con genes expresados en
neuronas glutamatérgicas de corteza e hipocampo (piramidales CA1 y CA3 y
granulosas del giro dentado) y en interneuronas inhibidoras de corteza. Entre los
genes mas importantes se encontraron varios que codifican receptores y canales de
calcio como receptores metabotrépicos de glutamato (GRM1) y GABA (GABBR?2),
subunidades del receptor NMDA (GRIN2A) y canales de calcio y cloro activados por
voltaje (CACNA1C y CLCN3). También se hallaron genes implicados en la
organizacion sinaptica y la diferenciaciéon (DLGAP2, LRRC4B, GPM6A, PAKS6) y la
modulacion de la transmision quimica (MAPK3, DCC, CLCN3, DLGAP2). La amplia
variabilidad de genes implicados en las sinapsis encontrados en este estudio sugiere
un papel importante de esta funcion en el riesgo de padecer esquizofrenia.

De esta manera, esta hipétesis propone que un primer impacto (o requisito), como
factores genéticos o infecciones durante el parto, produciria una vulnerabilidad en el
individuo y que seria un segundo (o multiples) impacto, como estrés o consumo de
drogas durante la vida del individuo, el que desencadenaria los sintomas de la
enfermedad. Estudios posteriores no han hecho mas que confirmar la complejidad de
los factores de riesgo de la esquizofrenia , siendo lo mas probable
gue en muchos casos sean necesarios mas de un impacto y que cada uno de ellos
contribuya de manera diferente a la enfermedad.
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3. Modelos animales

La esquizofrenia, es una enfermedad inherentemente humana y, por tanto,
imposible de reproducir en su totalidad en animales. No obstante, los modelos
animales, desde el maximo respeto a los criterios éticos como las 3 R, es la mejor
manera que tenemos de avanzar en el conocimiento de este tipo de enfermedades.
Aunque los criterios de validez Willner siguen siendo la base sobre la
que se sustentan los modelos actuales, estos estan siendo ampliados precisamente a
causa de la complejidad sintomatica y patogénica de las enfermedades que tratamos
de modelizar . De este modo, un buen modelo animal debe
de cumplir el criterio de constructo que puede dividirse en 3 criterios. La validez
homologa tiene en cuenta la importancia de la especie y la cepa elegida, la validez
patogénica valora la similitud de los procesos (genéticos, AIM, consumo de drogas,
etc.) que dan lugar a la enfermedad mientras que la validez mecénica se refiere a los
mecanismos cognitivos o neurobioldgicos que dan lugar a los sintomas de la
enfermedad. El segundo criterio, el de validez aparente, tiene en cuenta lo observado
en un organismo patoldgico, valorando especialmente el significado abstracto mas
gue el concreto. Por ejemplo, en roedores la construccion del nido puede entenderse
como analogia de la actividad diaria en humanos. Finalmente, la validez predictiva,
evalla tanto el desencadenamiento de los sintomas como la efectividad de agentes
terapéuticos.

La dimensioén positiva de los sintomas de esta enfermedad hace que sea
especialmente complejo cumplir algunos de estos criterios de validez en modelos
animales. Tradicionalmente y debido al peso de la hipotesis dopaminérgica, se ha
utilizado la hiperactividad locomotora en respuesta a anfetamina como una
aproximacion a los sintomas positivos de esta enfermedad. Esto se debe a que
lesiones en el nlcleo accumbens eliminan este tipo de respuesta, por lo que se ha
utilizado como medida del funcionamiento de la neurotransmisién dopaminérgica en
el sistema mesolimbico

No obstante, en la Ultima década han surgido nuevos procedimientos que tratan de
medir procesos que subyacen a los sintomas positivos como la exactitud de las
representaciones mentales de la realidad

Estos procedimientos se basan en las similitudes que podrian mostrar las
alucinaciones y delirios en pacientes con procesos de alteracion mediada del valor de
la respuesta en animales. Las personas con esquizofrenia malinterpretan la
informacion procedente de su entorno para que se adapte a las creencias propias
(representacién mental de la realidad) que van en contra de la realidad. En roedores,
este proceso puede modelizarse a través de modificaciones del fenbmeno de
condicionamiento mediado. En el condicionamiento clasico, el animal puede asociar
un estimulo aversivo como malestar gastrico con un olor agradable. Para ello, tras
unas sesiones, el olor evocara de alguna manera, en su mente, las propiedades
negativas del malestar, devaluando asi el valor inicial del estimulo. Con el
condicionamiento mediado, se descubrié que esta “evocacion” de propiedades
causadas por un estimulo devaluado podia afectar a otros que nunca habian estado
en contacto con el estimulo aversivo . De esta manera si el olor
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condicionado era asociado previamente (precondicionamiento sensorial) a otro
estimulo como por ejemplo un sabor, este otro estimulo era capaz de adquirir las
propiedades del condicionamiento (en este caso negativas). Este fendmeno es
conocido como aversién al gusto mediada por representacion y, en animales
normales, solo se da cuando el precondicionamiento sensorial es corto. Esto podria
indicar que, con un entrenamiento corto, el estimulo condicionado evoca una
representacion del estimulo gustativo (no condicionado) altamente realista y
dificilmente distinguible del estimulo real que podria asemejarse a una alucinacion de
dicho estimulo (Figura 110). Sin embargo, con un entrenamiento prolongado, la
representacion evocada es sustituida por una menos sensorial y mas distinguible del
estimulo real. En este caso, la presencia de condicionamiento mediado incluso en
entrenamientos prolongados, podria indicar alteraciones en los procesos que guian
las representaciones internas de la realidad.

Precondicionamiento sensorial | Condicionamiento |  Evaluacion de las representaciones |
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Figura 110. Procedimiento de evaluacion de las representaciones mentales. Se representa la
hipotesis de la “representacion unificada” para explicar el posible mecanismo del precondicionamiento
sensorial. En caso de un entrenamiento corto (arriba), el animal no seria capaz de separar con claridad
las representaciones mentales asociadas a cada uno de los estimulos que han sido presentados en
conjuncion durante el precondicionamiento sensorial. De esta manera, tras condicionar uno de los dos
estimulos, este fendbmeno seré asociado a la representacion difusa de ambos estimulos produciéndose
asi un condicionamiento mediado. Sin embargo, ante un precondicionamiento sensorial largo (abajo),
el animal deberia ser capaz de producir representaciones mentales de los dos estimulos diferenciables
entre si. Asi, al condicionar uno de los dos estimulos, la representaciéon mental del otro no se vera
afectada y no se producira condicionamiento mediado.
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3.1. Genéticos

Tradicionalmente han existido una serie de genes que se han asociado a la
esquizofrenia. Sin embargo, el paso de los afios y la llegada de las técnicas de
secuenciacion masiva los han relevado a un segundo plano. Actualmente, las
evidencias existentes apuntan a que ningun gen por si solo tiene un peso mayoritario
en el desarrollo de esta enfermedad . En la actualidad, esta
generalmente aceptado que la esquizofrenia surge de complejas interacciones entre
numerosos factores ambientales y diversas alteraciones genéticas

. Sin embargo, parte del avance en el conocimiento de esta
enfermedad se debe a la utilizacion de modelos basados en estos genes considerados
como candidatos histéricos.

Un ejemplo de ello son los modelos que utilizan DISC1
, un gen cuya mutacién por traslocacion fue descubierta en una familia
escocesa con numerosos miembros afectados por enfermedades mentales
. Aunque este gen codifica una proteina sinaptica implicada en el desarrollo
prenatal y postnatal de neuronas, su consideracién actual como factor de riesgo en la
esquizofrenia es materia de debate
. Otro modelo de este tipo son los animales con una delecion en el
cromosoma 22q11.2 y trata de replicar el sindrome de delecion
de 22q11.2 (22gDS). En esta region se encuentra el gen que codifica para COMT, una
enzima involucrada en la degradacion de la dopamina. Este sindrome tiene una
prevalencia de aproximadamente el 1% en pacientes de esquizofrenia y se caracteriza
por leves dismorfias faciales, dificultades en el aprendizaje y anomalias congénitas en

aguellos que lo sufren . Finalmente, otros genes utilizados en
el estudio de la esquizofrenia mediante modelos animales son la neuroregulinal
(NRG1) , disbindina , reelina

y otros relacionados con la D-serina como DAOA, DAO y SRR.

La NRGL1 es una molécula de adhesién implicada en el desarrollo del sistema nervioso
mientras que la disbindina y la reelina estan relacionadas con la sinapsis y la
plasticidad . En cambio, la D-serina es un importante modulador
de los receptores NMDAR, que han sido implicados en la fisiopatologia de la
esquizofrenia

3.2. Modelos inducidos por drogas

Como se ha comentado, las drogas se han relacionado en numerosas ocasiones
con el desarrollo de la esquizofrenia. Los modelos mas frecuentes de este tipo son los
gue se basan en la hipétesis dopaminérgica y tratan de aumentar su concentracion en
el cuerpo estriado. Entre las drogas mas utilizadas estan la anfetamina y algunos
antagonistas no competitivos de los receptores NMDA (fenilciclidina, ketamina y
MK-801).

En el primer caso, se ha utilizado una sensibilizacion a anfetamina causada
mediante su administracion intermitente. Sin embargo, a pesar de que este modelo es
capaz de replicar algunos sintomas como déficits en el filtrado preatencional

, NO parece capturar la totalidad de los sintomas cognitivos
ni sintomas de la dimension social
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En el caso de los antagonistas no competitivos de los receptores NMDA, estos
producen, en roedores, hiperlocomocion , retraimiento social
y déficits cognitivos y en el filtrado preatencional

Otros modelos menos extendidos son la inyeccion directa en regiones especificas
del cerebro de algunos farmacos. Se han encontrado, en cerebros post mortem de
pacientes con esquizofrenia, alteraciones en las interneuronas pavalbumina positivo
de corteza prefrontal . Algunos estudios han inyectado
directamente antagonistas de los receptores GABAa en corteza prefrontal con el fin
de replicar estas observaciones y consiguiendo, de esta manera, reproducir
alteraciones cognitivas, emocionales y dopaminérgicas similares a las de la
esquizofrenia

3.3. Modelos del neurodesarrollo

Basandonos en los criterios comentados, los modelos de desarrollo son los Unicos
qgue tratan de replicar la hipotesis mas aceptada por la comunidad cientifica, la
hipétesis del neurodesarrollo . En estos modelos se
utilizan factores ambientales o farmacos que sean capaces de provocar disrupciones
en el neurodesarrollo durante la etapa perinatal para luego estudiar posibles
alteraciones durante la etapa adulta, cumpliendo asi con el criterio de validez
patogénica.

3.3.1. Modelos de un impacto

3.3.1.1. Modelos de activacion inmune prenatal

Los modelos mas comunmente utilizados en el estudio de la esquizofrenia son los
de activacién inmune materna. Como se ha comentado, hay una amplia diversidad de
infecciones durante el embarazo que estan relacionadas con el mayor riesgo de sufrir
esquizofrenia. La hipétesis de que el mecanismo que compartirian es la activacion del
sistema inmune maternal es la base que sustenta estos modelos. En un principio, se
utilizaron virus de la gripe humanos adaptados para roedores . No
obstante, a medida que crecio la evidencia de que es el sistema inmune materno y no
el virus en si el que provoca las alteraciones, los virus se sustituyeron
por dos agentes no infecciosos inductores del sistema inmune.

El primero es el lipopolisacarido (LPS), un componente de la membrana externa de
las bacterias gram negativas y conocido inductor del sistema inmune
gue empez6 a utilizarse como modelo a principios de este milenio

. EI LPS induce una activacioén de la respuesta inmune

mediante su union al receptor tipo Toll 4 (Cuadro 5) que, en ultima instancia, provoca
la expresion de citoquinas proinflamatorias como IL-1b, IL-6, TNFa, IFNa e INF(3

. El tipo de LPS, el lote, la ventana de inyeccion, la via de administracion

y las especies utilizadas son factores que influyen en gran medida en las alteraciones

producidas en la descendencia . El mas

utilizado es el procedente de Escherichia coli y suele administrarse, en ratas, entre los
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dias de gestacion (DG) 12-17 que se corresponden de manera aproximada con el
segundo trimestre de gestacion humana

La administraciébn prenatal de LPS provoca una activacion de la microglia,
neuroinflamacién, cambios en el volumen total del cerebro, dafios en el cerebro fetal
y la sustancia blanca

En el caso de la
neurogénesis, la mayoria de estudios reportan déficits en el hipocampo

, aungue existen estudios que reportan aumentos tanto
en el hipocampo como en la zona subventricular . En relacion a los
receptores, se han observado disminuciones de la afinidad por receptores D2 de
dopamina en corteza prefrontal , aumentos de los niveles de
proteina de D1 en el estriado . También se ha reportado una
hipofuncién en los receptores NMDA del hipocampo y un
aumento, en machos, de los receptores de 5-HT2a en corteza prefrontal

. Asimismo, alteraciones del conectoma importantes en
esquizofrenia como un menor numero de células parvalbumina positivas en corteza
prefrontal medial, hipocampo y corteza entorrinal han sido replicadas en estos
modelos

Respecto al comportamiento, este modelo es capaz de producir alteraciones en
conductas relacionadas con la sintomatologia negativa de la esquizofrenia como el
retraimiento social o la anhedonia. En este sentido se han observado déficits sociales
como una reduccion de la interaccion social

0 una reduccién en el nimero y la duracion de vocalizaciones

. No obstante, otros autores no han encontrado cambios en

este ambito 0 reportan
comportamientos sociales aumentados con extrafios . En
cuanto a la posible anhedonia, no hay un consenso claro, ya que solo hay un estudlo
gue describe disminuciones en la preferencia por sacarosa y en
otro no se encuentran cambios . En cuanto a la dimensién
cognitiva, numerosos estudios reportan déficits en diferentes ambitos de la memoria

. Sin embargo en la prueba de inhibicion por prepulso de la respuesta a
sobresalto (PPI, del inglés prepulse inhibition test) aunque muchos autores observan
déficits en esta prueba

otros no encuentran cambios en este sentido o solo en algunas edades

. Entre las alteraciones que podrian estar presentes
en procesos que subyacen a los sintomas positivos, en este modelo se han
encontrado alteraciones en la respuesta locomotora inducida por anfetamina

. En cuanto a las
diferencias entre sexo algunos estudios han observado mayores alteraciones en los
machos, especialmente en la prueba de PPI
y en la memoria
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¢Qué son? Los receptores tipo Toll o TLR son una familia de receptores englobada
dentro de los receptores reconocedores de patrones. Estos son capaces de reconocer
patrones moleculares asociados a patdogenos e inducir una respuesta inmune. Fueron
descubiertos en un primer momento buscando genes homadlogos a la proteina Toll, un
regulador central de la respuesta antimicrobiana en Drosophila melanogaster

(c

uadro 5: Receptores tipo Toll

¢Como son? Todos los TLR son receptores transmembrana tipo | con un dominio
extracelular, un dominio transmembrana y un dominio TIR citosélico. Sin embargo,
cada organismo puede expresar un numero distinto de variantes TLR, en el caso de
los humanos se expresan hasta 10 mientras que las ratas
llegan hasta 13 . Ademaés, las distintas variantes de TLR estan
especializadas en distintas detecciones en funcion de su ubicacion (Tabla 11).

¢,Como actuan? Cuando los TLR interaccionan con su ligando (Figura 15), se
produce la dimerizacion de su dominio citosolico y este a su vez, induce una cascada
de sefializacidén que activa el complejo quinasa IkB (IKK, del inglés IkB kinase). Este
complejo fosforila los inhibidores de la familia Ikb provocando su eliminacion y
permitiendo la expresion, mediada por el complejo NF-kB, de toda una serie de genes
de la respuesta inmune

Variante  Ubicacién Ligando R

TLR4 Membrana LPS !

plasmatica l
TLR1 Lipoproteinas

7 1.7
TLR2 Lipoproteinas
TLR5 - lagel compleio NF4 k Complejo NF-#8 M
Flagelina @
CCEDE
kB . o
TLR6 Lipoproteinas \, gelfecs“,‘j’:‘ig’s';)ﬂssta
-H' inmune

TLR3 ARN T ®

Endosomas () l
TLR7 ARN CEUES))

IkB degradado

TLRS = ARN
TLR9 . it

‘ ADN  pawp Figura I11. Sefializacion de los receptores tipo Toll.
TLR13 ARNr

Tabla I13. Variantes TLR. Se recogen distintas variantes de los receptores tipo Toll asi como su
ubicacidén en la célula (receptores rojos) y sus correspondientes ligandos como LPS, lipoproteinas,
Qagelina, ARN de cadena doble, simple o ribosémico y ADN no metilado rico en islas CpG.

/
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El segundo de ellos es el acido polinosinico:policitidilico (poli I:C), un analogo del
ARN de doble cadena . EI ARN de doble cadena es un intermediario
generado en la replicacion viral o en la transcripcion de virus de ADN e induce una
respuesta mediada por TLR3 que acaba activando las mismas vias de sefializacion
que el LPS (NF-kB, AP-1 e IRF3) dando lugar a la expresion de citoquinas
inflamatorias como las comentadas anteriormente

(Cuadro 5).

Este modelo ha sido capaz de reproducir, a nivel neuropatolégico un mayor
volumen de los ventriculos y una disminucion en numero de interneuronas
parvalbumina positivas y del volumen en el hipocampo

Entre las alteraciones de comportamiento, este modelo ha demostrado ser capaz
de mimetizar sintomas negativos como alteraciones en la interaccién social
y
sintomas cognitivos como perturbaciones en la memoria
o en la PPI . Sin
embargo, parece que estos déficits en la PPl dependen de la ventana de
administracion del inmundgeno ya que no se reportan cuando poli I:C se administra a
DG15, pero si a DG9 . En cuanto a los
sintomas positivos se han encontrado alteraciones en la actividad locomotora inducida
por anfetaminas . En este modelo
también existen diferencias entre sexos, con mayores déficits en los machos tanto en
interaccion social como en memoria
o PPI

Las principales diferencias entre ambos inmundgenos son, en primer lugar, el
animal utilizado ya que el LPS es mas utilizado en rata y poli I:C en ratén. En cuanto
a los efectos, poli I:C produce retraso en el crecimiento y una inflamacion a largo plazo
en la descendencia no observados con LPS, donde si se aprecia una menor
supervivencia de las crias . Ambos
inmundgenos permiten generar modelos con una excelente validez en los criterios
comentados, incluido el predictivo, ya que se ha demostrado una atenuacion de los
sintomas en respuesta a antipsicoticos

. No obstante, el hecho de que el LPS produzca déficits en la
PPl en una ventana mas similar al segundo trimestre humano y de que produzca
también complicaciones obstétricas (como se observa en esquizofrenia) le aporta una
mayor validez aparente. Entre las principales limitaciones de este modelo se
encuentran problemas en la reproducibilidad, ya que a las diferencias entre
inmundgenos se suman las existentes dentro los propios inmundgenos que varian en
funcién del tipo de poli I:C (alto o bajo peso molecular) o LPS utilizados

51



Introduccién

3.3.1.2. Lesiéon neonatal del hipocampo ventral (LNHV)

Este modelo es uno de los mas invasivos, ya que se lesiona el hipocampo ventral
mediante la inyeccion de la excitotoxina &acido iboténico o la inactivacion temporal
mediante tetrodotoxina el dia postnatal 7

. La importancia de este modelo se debe a que la lesion es capaz de generar un
conjunto de sintomas similares a los que se dan en esquizofrenia como déficits en

comportamientos sociales , e€n la memoria espacial y de trabajo
, hiperreactividad a estrés y anfetaminas
o alteraciones en el filtrado sensorimotor . Ademas, algunos de

estos sintomas pueden ser revertidos mediante el uso de antipsicoticos
. Es importante destacar que estos déficits surgen a partir de la
pubertad y que no ocurren cuando la lesién se produce en la etapa adulta
. Ademas, este modelo no solo es capaz de replicar
los sintomas, sino que también se han observado alteraciones en el desarrollo y
funcién de otros sistemas como los l6bulos fontales y temporales, el estriado ventral
y el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico

3.3.1.3. Otros modelos de un impacto

Los modelos del desarrollo también se puede conseguir mediante la induccion de
actividad anormal en los circuitos corticolimbicos a través de la administracion de MK-
801 o acido kainico en la misma ventana de tiempo

. Sin embargo, el hecho de que el método de alteracion del
neurodesarrollo sea una lesién tan directa disminuye notablemente su validez
patogénica y mecanica.

Otro de los modelos que comparte la accidn directa sobre las neuronas es el acetato
de metilazometanol (MAM). Este agente antimitotico metila el ADN especificamente
en los neuroblastos, evitando su proliferacion, sin producir efectos teratogénicos en
otros érganos o en la glia . La utilizacion de este modelo
permite replicar tanto alteraciones en el comportamiento

como neuroanatdémicas

Finalmente, también existen los modelos que utilizan los factores ambientales para,
de manera indirecta, producir alteraciones en el neurodesarrollo. Un ejemplo de ello,
serian los que utilizan estrés perinatal como manipulacion neonatal, privacion
materna, aislamiento postdestete o diversos tipos de estrés

3.3.2. Modelos de doble impacto

El elevado numero de factores de riesgo de enfermedades como la esquizofrenia y
su compleja relacion entre ellos hace poco probable la vision simplista de que un solo
evento es el responsable de la patogénesis . Asi, la hipotesis del
neurodesarrollo pronto se ve complementada con la hipétesis de doble impacto. De
esta manera, también han surgido modelos animales que tratan de adaptar esta vision
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utilizando un impacto para producir alteraciones durante el neurodesarrollo y un
segundo impacto ya durante la vida del individuo que sea capaz de desencadenar los
sintomas. El uso de estos modelos permite incrementar aun mas la validez patogénica
y mecanica respecto a los de un solo impacto. En este sentido, los mas extendidos
son los que combinan la AIM para alterar el desarrollo y el estrés o los cannabinoides
para desencadenar los sintomas, especialmente en etapas vulnerables como la
adolescencia.

3.3.2.1. Activacion inmune materna y estrés

En estos modelos, tras la activacion inmune materna se utilizan diversos tipos de
estrés en la descendencia para desencadenar los sintomas. La ventana de exposicion
suele ser entre DP27 y DP40 englobando asi un periodo tan critico como es el
peripuberal. El tipo de estrés mas utilizado es el protocolo de estrés impredecible
peripuberal establecido por Giovanoli . Este protocolo incluye 5
estresores diferentes como shock eléctrico en las patas, inmovilizacion, natacion
forzada, privacion de agua y cambios de caja repetidos. Estos modelos han sido
capaces de mostrar las alteraciones potenciadas o solo reveladas en presencias de
los dos impactos que se relatan a continuacion.

A nivel estructural, la combinacion de los dos impactos ha demostrado un aumento
del volumen y funcién del estriado . También se han observado,
en corteza y estriado, un incremento de los niveles de expresion y de proteina del
receptor D2 y una reduccién en los de la descarboxilasa del acido glutdmico de 67
kDa (GAD67) . En hipocampo, se han hallado notables
aumentos tanto de marcadores de microglia activada (CD68 y CD11b) como de
citoquinas inflamatorias (IL-1B y TNFa) aunque solo en la etapa peripuberal, no en la
adulta. Esto parece esta mediado por alteraciones en receptores (CD200 y CD200R)
que se encargan de mantener a la microglia en un estado quiescente. Es importante
destacar que este estado inflamatorio no fue reflejado en plasma

En la conducta, la combinacién de ambos impactos ha sido capaz de producir
defectos en la PPI o la hipersensibilidad locomotora inducida por anfetaminas que no
se producian con ninguno de los dos impactos por separado

. La escasez de estudios con hembras no permite
esclarecer las posibles diferencias entre sexos.

La ventana de tiempo de aplicacién del estrés parece tener un gran peso sobre los
efectos sinérgicos de estos modelos. Estudios que han realizado los protocolos de
estrés antes del DP30 no han hallado este tipo de efectos
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3.3.2.2. Activacion inmune materna y cannabinoides

Parece claro que, ademas de las infecciones y activacion del sistema inmune
materno, el consumo de cannabinoides es otro de los factores mas importantes en el
desarrollo de la esquizofrenia. De manera similar a los modelos anteriores, en los
altimos afios se han ido perfeccionando los modelos que combinan estos dos
impactos. Estos modelos utilizan una exposicion a cannabinoides sintéticos
(generalmente HU210), THC o CBD en un periodo peripuberal de la descendencia
similar al de los modelos de estrés (DP28-DP45).

El primero de ellos fue establecido por Victoria S. Dalton utilizando ratas Wistar a
las que durante la gestacion se les administré poli I:C y, a su descendencia, un
cannabinoide sintético (HU210) durante la adolescencia . En este
caso, pudieron observar como la combinacion de los dos impactos, pero no el
cannabinoide por si solo, aumentaba la cantidad de receptores 5-HT1a en la region
CA1 del hipocampo. Otro estudio utilizando estos dos compuestos encontré cambios
en la expresion de microARN (miARN) no codificantes que tienen una importante
funcion reguladora de la expresion génica. Concretamente en la corteza entorrinal del
hemisferio izquierdo, algunos de los cuales, enmarcados en regiones analogas a locus
humanos en esquizofrenia, como es el 6932

Sin embargo, los estudios con cannabinoides sintéticos tienen menos validez
ecologica debido a la elevadisima potencia y duracién de estos compuestos, pocas
veces comparable a los naturalmente presentes en la planta
Por ello, se han realizado también estudios con cannabidiol (CBD), uno de Ios
principales cannabinoides de la planta. Sin embargo, este cannabinoide no parece
potenciar los efectos de la AIM, sino que existen evidencias de que podria revertirlos.
Estudios de autorradiografia han demostrado que el CBD evit6 los déficits en la union
(binding) a receptores muscarinicos, NMDA y CBi1R en corteza prefrontal y la
disminucién de los niveles de proteina de GAD67 y acetiltransferasa de colina en
hipocampo

Respecto al
comportamiento, se ha visto que el CBD produce una atenuacion en los déficits
cognitivos y sociales como memoria y sociabilidad en machos y hembras

. La administracion de
CBD lejos del periodo peripuberal (iniciada en DP56), cuando las alteraciones ya
deberian estar presentas, junto con estudios que sugieren efectos antipsicoticos de
este cannabinoide , parecen inclinar la balanza
hacia un efecto terapéutico y no protector del mismo. Es importante destacar que, en
hembras, el CBD afect6 negativamente a los animales que no fueron expuestos a AIM
en las pruebas de interaccion social y la densidad de union a receptores CBiR y NMDA
en la corteza prefrontal.

El THC es el principal cannabinoide de la Cannabis sativa y responsable ademas
de la mayoria de sus efectos psicoactivos. Es por esto que hay un creciente interés
en su uso para modelar el segundo impacto en este tipo de modelos. En linea con los
resultados de CBD, se ha visto que una exposicion a THC durante la adolescencia es
capaz de atenuar alteraciones en la actividad dopaminérgica del area tegmental
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ventral inducidas por la AIM . Sin embargo, en otros estudios, a
pesar de apreciar alteraciones en el comportamiento debidas a los impactos por
separado, no se observaron efectos sinérgicos positivos 0 negativos

o las diferencias apreciadas fueron sutiles . Esto
podria deberse a las dosis mas bajas utilizadas en estos ultimos estudios.

Debido al reducido nimero de este tipo de estudios, no existen datos concluyentes
sobre las diferencias que presentan los sexos a los dos impactos. En primer lugar,
porque la mayoria utilizan Unicamente machos y, en segundo lugar, porque las
diferencias encontradas en alguno de los estudios surgen del dimorfismo sexual
inherente a la AIM ya comentado.

Por los resultados contrapuestos que estos estudios estan demostrando es
necesario continuar investigando en este sentido para, en primer lugar, establecer un
modelo de estos dos impactos reproducible y, en segundo lugar, tratar de profundizar
en los mecanismos que subyacen al aumento de riesgo de padecer esquizofrenia que
estos dos factores causan. Esta es la premisa que ha motivado y orientado la presente
tesis doctoral.
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Hipotesis y objetivos

Estudios previos han demostrado que existe una relacion dosis-dependiente entre

el consumo de cannabis y un mayor riesgo de desarrollar esquizofrenia en humanos

. Las infecciones durante la gestacion también estan

aceptadas como un factor de riesgo en esta enfermedad . El

objetivo general de esta tesis doctoral es estudiar los posibles efectos combinados de

la activacion inmune materna que ocurre durante las infecciones y la exposicion al

THC durante la adolescencia. que aumentaria tanto el riesgo como la gravedad de los

sintomas de la esquizofrenia. Ademas, suponemos que la gravedad de estos efectos
sera dependiente de la dosis de THC.

Considerando el objetivo general citado anteriormente, el proposito esencial de esta
tesis doctoral fue estudiar, en ratas de ambos sexos, alteraciones en la conducta,
actividad cerebral o expresion génica surgidas de la combinacion de una activacion
inmune prenatal y una exposicion a diferentes dosis de THC durante la adolescencia.

Hipotesis 1. Dado que los receptores CB1 se encuentran alterados en diferentes
regiones cerebrales en animales que han sido expuestos a AIM
y en humanos con esquizofrenia :
hipotetizamos que una dosis baja de THC en combinacion con la AIM ser& capaz de
producir alteraciones sutiles en conductas relacionadas con los diferentes tipos de
sintomas de la esquizofrenia. Ademas, debido a que existen evidencias de que las
alteraciones causadas por las infecciones durante la gestacion estan mediadas por el
sistema inmune materno , suponemos que algunos
parametros del sistema inmune de las madres podrian estar relacionados con las
alteraciones de la descendencia.

Objetivo 1. Explorar posibles efectos derivados de la combinacién de una
activacion inmune materna y una exposicion a una dosis baja de THC durante la
adolescencia.

Objetivo 1.1. Evaluar la potencia de los impactos mediante cambios de
temperatura y/o peso en las madres y la descendencia.

Objetivo 1.2. Encontrar alteraciones conductuales similares a los sintomas
cognitivos, negativos y positivos de la esquizofrenia debidas a la combinacion
de AIM y la exposicion a una dosis baja de THC durante la adolescencia.

Objetivo 1.3. Explorar posibles marcadores tempranos en la madre que puedan
predecir la gravedad o algunos de los sintomas de la descendencia.

Hipotesis 2. Debido a la relacion dosis-dependiente entre el consumo de cannabis

y el riesgo de desarrollar esquizofrenia , €S razonable

pensar que la exposicion a una administracion de THC similar a un consumo abusivo

durante la adolescencia provocara mayores cambios en la conducta que la dosis baja.

Dado que la corteza orbitofrontal tiene un papel fundamental en la codificacion de
asociaciones sensoriales, incluso en las que carecen de valor reforzador

, €s posible que cambios transcriptomicos en esta region
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pudieran ayudar en la comprension de hipotéticas alteraciones producidas por los dos
impactos.

Objetivo 2. Explorar posibles efectos surgidos de la combinacion de una activacion
inmune materna y una administracion similar a un consumo abusivo de THC durante
la adolescencia.

Objetivo 2.1. Evaluar la potencia de los impactos mediante cambios de
temperatura y/o peso en las madres y la descendencia.

Objetivo 2.2. Encontrar alteraciones conductuales similares a los sintomas
cognitivos, negativos y positivos que ocurren en esquizofrenia.

Objetivo 2.3. Encontrar cambios en la actividad de diferentes regiones
cerebrales debidas a la combinacion de los dos impactos.

Objetivo 2.4. Analizar cambios en la expresion génica en corteza orbitofrontal
causadas por la combinacién de ambos impactos.

Objetivo 2.5. Explorar posibles marcadores tempranos en la madre que puedan
predecir la gravedad de algunos de los sintomas en la descendencia.

Para contrastar estas hipotesis, llevamos a cabo 2 experimentos:

Experimento 1. Expusimos a ratas Sprague-Dawley a una activacion inmune
materna durante la gestacion y a una administracién pasiva durante la adolescencia
de una dosis baja de THC (3 mg/Kg). Se midi6é la temperatura corporal tras las
inyecciones de LPS y se registro el peso corporal durante la gestaciéon y la exposicion
a THC. En la etapa adulta (PD70), la conducta de estas ratas fue analizada en pruebas
de memoria de trabajo y filtrado preatencional (dominio cognitivo), interaccion social y
preferencia por sacarosa (dominio negativo) y asociaciones incidentales (dominio
positivo). Finalmente, los datos obtenidos en las pruebas de conducta fueron
correlacionados con datos referentes a la respuesta inmune y a la conducta
espontanea previa a la gestacion.

Experimento 2. Expusimos a ratas Sprague-Dawley a una activacion inmune
materna durante la gestacién y a una administraciéon de THC en dosis crecientes
(2,5; 5; 10mg/Kg) similares a un patron de consumo abusivo durante la adolescencia.
Se registraron los cambios de temperatura tras las inyecciones de LPS y el peso
corporal durante la gestacion y la exposicion a THC. Estas ratas fueron divididas en 3
grupos. En el primero de ellos se analizé la conducta en pruebas de memoria de
trabajo y filtrado preatencional (dominio cognitivo), interaccion social y preferencia por
sacarosa (dominio negativo) y asociaciones incidentales (dominio positivo). En el
segundo grupo se midio la actividad cerebral mediante PET mientras que en el ultimo
se realiz6 una secuenciacion masiva de la corteza orbitofrontal.
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Materiales y métodos

1. Animales y procedimiento experimental

Todos los experimentos de esta tesis doctoral fueron aprobados por el Comité Etico
de la UNED y de la Comunidad Auténoma de Madrid (PROEX 177.4/20). Los animales
siempre fueron mantenidos y tratados de acuerdo con las Reglas de Cuidado de
Animales de Laboratorio de la Union Europea (Directiva EU 2010/63/EU) y los
“Principios de bienestar animal” fueron seguidos minuciosamente.

Todos los animales utilizados en esta tesis doctoral fueron ratas de la cepa
Sprague-Dawley (SD) OFA y CD obtenidos en la casa comercial Charles-River. Los
animales siempre fueron mantenidos a una temperatura (23°C+1°C) y humedad
(50%=10) constantes y en un ciclo de luz invertido de 12 horas (encendido de luces a
las 20:00h). Si no se especifica lo contrario, los animales siempre tuvieron acceso “ad
libitum” a la comida (dieta comercial para roedores Rod14; Sodispan Research;
Madrid), agua del grifo y enriquecimiento ambiental. Los experimentos de conducta
descritos en la presente tesis doctoral siempre fueron realizados durante el ciclo de
actividad de los animales, entre las 9:00 y las 19:00h, con una iluminacién de entre 20
y 50 luxes.

1.1. Tandas experimentales

El experimento 1 se realizé con ratas SD OFA y el experimento 2 con ratas SD CD
(Figura M1). En primer lugar, se llevd a cabo el experimento 1 con una sola tanda
experimental (tanda 1) y una dosis baja de THC (3 mg/Kg). En el experimento 2, se
incremento la dosis de THC simulando un patrén de consumo abusivo y se llevaron a
cabo 3 tandas experimentales para distintos fines: obtencion de muestras (tanda 2),
pruebas de conducta e imagen (tandas 3 y 4). El nUmero de animales por grupo de
cada tanda puede consultarse en la tabla M1.
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Figura M1. Representacién grafica de los experimentos realizados en cada tanda. A) En todas las

tandas se realizaron pruebas de conducta (laberinto en cruz elevado y campo abierto) a ratas Sprague-
Dawley de manera previa a los cruces. El dia de gestacion 0 fue establecido mediante la presencia de
espermatozoides en el frotis vaginal y la administracién de LPS (50ug/Kg) o suero salino (0,9% NacCl)
se llevé a cabo en DG15 y 16. La temperatura rectal durante la administraciéon fue monitorizada en

distintos tiempos (0, 60, 120 y 240 minutos). B) En latanda 1, la descendencia de ratas Sprague-Dawley
OFA fue expuesta a una administracion, en dias alternos, de THC (3mg/Kg) entre los dias postnatales
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28 y 44. Aproximadamente el dia postnatal 71 se realizaron las pruebas de conducta en el siguiente
orden: laberinto en Y, laberinto de 3 salas, test de asociaciones incidentales, y prueba de preferencia
por sacarosa. B) En las tandas 2,3 y 4, la descendencia de ratas Sprague-Dawley CD fue expuesta a
una administracion de THC en dosis crecientes (2,5; 5 y 10 mg/Kg) entre los dias postnatales (P) 30-
32, 33-36, 37-40 respectivamente. De la tanda 2, se diseccioné la corteza orbitofrontal (COF) y se
extrajeron los linfocitos y los monocitos a partir de las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) de sangre troncal. A continuacion, se realiz6 una secuenciacion masiva de ARN de ambas
muestras. Las tandas 3 y 4 fueron divididas en dos grupos contrabalanceados. En uno de ellos se
realizaron todas las pruebas de conducta en el siguiente orden: laberinto en Y, laberinto de 3 salas,
prueba de inhibicidn por prepulso de la respuesta a sobresalto, prueba de preferencia por sacarosa y
test de asociaciones incidentales. El otro grupo fue sometido a dos tomografias por emisiéon de
positrones en los dias postnatales 60 y 120.

Tanda 1 Tanda 2 Tanda 3 Tanda 4
Pre Post M H M H M H M H
sal veh 15 18 13 13 6 9 18 19
LPS veh 13 13 10 5 11 10 12 13
sal THC 14 18 12 12 6 8 16 14
LPS THC 14 12 9 5 8 9 14 15
Total por sexo 56 61 44 35 31 36 60 61
Crias totales 117 66 67 121
Madres salino 5 4 3 5
Madres LPS 5 3 3 5

Tabla M1. Nimero de crias y madres por grupo. Se recogen el nimero de animales (tanto madres
como crias) que hubo en cada tanda distribuidas por sexo y grupos experimentales. Estos datos se
refieren a los animales que completaron la exposicién a THC. M: Machos; H: Hembras.

1.2. Cruces e impacto prenatal (LPS)

Los animales tuvieron un periodo de cuarentena al llegar al animalario y, una vez
finalizada, unos 4 dias de adaptacion al ciclo de luz invertido. Los machos fueron
individualizados aproximadamente 2 dias antes de los cruces. Después, se colocaron
las hembras en las cajas de los machos en una proporcién 1:1. De manera diaria, se
tomaron frotis vaginales para analizar la presencia de espermatozoides y establecer
el dia gestacional 0, momento en el cual la hembra fue separada del macho. Desde
este momento y hasta el dia del parto, los pesos fueron registrados diariamente para
monitorizar el desarrollo de la gestacion.

Durante los dias DG15 y DG16 se llevo a cabo la administracion de LPS. Para ello,
las ratas fueron inyectadas intraperitonealmente, cada uno de los dias, con una dosis
de 50 pg/Kg de LPS 0111:B4 (Sigma-Aldrich) disuelto en suero salino estéril (0,9%
solucion NacCl; Braun) o con suero salino, en ambos casos a un volumen de 1mL/Kg.
Los lotes de LPS utilizados fueron 114M4009V para la tanda 1y 2 y 0000115517 para
las tandas 3 y 4. Se registraron las temperaturas rectales en el momento
inmediatamente anterior a las inyecciones y 60, 120 y 240 minutos después como
marcador de AIM.

Todos los partos ocurrieron entre los dias DG21 y DG23, tras los cuales las crias
fueron marcadas mediante un tatuaje con tinta china en las patas traseras para
identificar la exposicion prenatal. Todas las camadas fueron redistribuidas entre
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madres LPS y salino para asegurar que cada una criaba a un namero similar de crias
de cada grupo. Para la redistribucion de crias no se permiti6 mezclar camadas que
tuvieran mas de 1 dia de diferencia entre sus nacimientos. Ademas, se tuvo en cuenta
gue cada camada no tuviera mas de 2 crias de diferencia entre machos y hembras y
un maximo de 12+2 crias.

Todas las crias fueron destetadas el DP22 agrupadas en funcién del sexo y la
exposicion prenatal. Posteriormente se asignaron a los grupos THC y vehiculo
tratando, en la medida de lo posible, que cada uno de los grupos tuviera crias de todas
las madres.

1.3. Impacto postnatal (THC)

El A°-Tetrahidrocannabinol (THC) se obtuvo de THCPharm (Frankfurt, Alemania).
La resina se disolvia en etanol puro (30 mg/mL) y se almacenaba como solucién
madre a -30°. Las disoluciones de trabajo se preparaban a diario mezclando la
disolucion con aceite de ricino PEG-35 (Kolliphor; Merck) y suero salino en una
proporcion 1:1:18. Todas las disoluciones fueron preparadas en viales siliconados
(Sigmacote; Sigma) con una atmaosfera saturada de nitrégeno y protegidos de la luz.
Las alicuotas del grupo vehiculo se prepararon de igual manera, pero sin afiadir THC
a la disolucién madre. En todos los casos, el etanol administrado conjuntamente con
el THC estuvo por debajo de 0,1 g/Kg, dosis que no tiene efectos significativos en el
comportamiento

En la tanda 1 se administr6 de manera intraperitoneal una dosis de 3 mg/Kg a un
volumen de 2 mL/Kg entre DP28 y DP44 de manera alterna. El peso corporal fue
registrado desde el inicio de la administracion hasta 5 dias después de su finalizacion.
Esta dosis se eligid tratando de replicar el uso intermitente del cannabis realizado por
adolescentes humanos

En las tandas 2, 3 y 4 se utilizaron dosis crecientes de THC administradas por la
misma via (intraperitoneal) y al mismo volumen (2 mL/Kg). Entre DP30 y DP32 se
administré una dosis de 2,5 mg/Kg; entre DP33 y DP36 la dosis se incrementd hasta
5 mg/Kg y, por ultimo, entre DP37 y DP40 la dosis fue de 10 mg/Kg

. Estas dosis recrean un uso intensivo de la marihuana, asi como el patrén
creciente de consumo que se produce en adolescentes humanos

66



Materiales y métodos

2. Obtencién de muestras
2.1. Cerebroy PBMC

Los animales de la tanda 2 fueron sacrificados entre DP96 y DP98 mediante
decapitacion y bajo anestesia ligera con isoflurano. De aqui en adelante, todo el
material que fuera a entrar en contacto con los cerebros o regiones fue tratado con
RNaseZap™ para prevenir la degradacion del ARN causada por ribonucleasas
(ARNasas). Inmediatamente después, se extrajeron los cerebros que fueron
congelados instantaneamente utilizando isopentano (VWR) refrigerado con hielo seco
y almacenados a -80°C. Ademas, se obtuvo sangre troncal en tubos Vacutest® con
EDTA K2 (VWR) y plasma mediante su centrifugacion a 1500 g, 10 min, RT.

Para la obtencion de las PBMC, el plasma recogido fue sustituido por HBSS (Hank’s
Balanced Salt Solution). Posteriormente, la sangre resultante se diluy6 1:1 con HBSS
y se obtuvieron las PBMC mediante el método de separacion por densidad utilizando
Histopaque® (Merck). Se contaron las células utilizando el contador Scepter™ 3.0
Automated Cell Counter (Merck) o de manera manual con una cadmara de contaje
Neubauer y Trypan blue. Una vez obtenidas, se dividieron en 3 tubos diferentes. Uno
de ellos contenia 700 pL de QIAzol (Qiagen), el volumen equivalia a 1 millon de células
y fue utilizado para la secuenciacion masiva de ARN. El volumen restante se repartié
en 2 tubos vacios para Western blot y PCR. Todos los tubos fueron almacenados a -
80°C. En las tandas 3y 4, se obtuvo sangre de la cola de las madres tras la inyeccion
de LPS o salino (después del destete) para analizar su respuesta inmune. Para ello,
se extrajeron unos 500 pL de sangre de la cola, justo después de la ultima toma de
temperatura, utilizando agujas de 23G y jeringas de 1 mL. La sangre fue procesada el
mismo dia de la extraccion por el mismo método comentado anteriormente.

2.2. Extracciéon de ARN

Los cerebros fueron descongelados pero mantenidos en frio para su diseccion. Las
rodajas se obtuvieron utilizando matrices acrilicas para ratas de entre 300 y 600g y
cuchillas de afeitar. Utilizando el atlas de como referencia,
se disecciond en las rodajas correspondientes la corteza orbitofrontal (COF) que fue
pesada y mantenida en hielo seco hasta su almacenamiento a -80°C.

Las muestras fueron homogenizadas utilizando un tampdén de homogenizacién
(50mM HEPES, pH 7,5, 320mM sacarosa, 20mM butirato de sodio, inhibidores de
proteinas y fosfatasas en agua DEPC). La extraccion de ARN se llevé a cabo
utilizando una extraccién en columna con RNeasy Mini Kit (Qiagen) y RNase-Free
DNase Set (Qiagen) para digerir el ADN en la propia columna. La concentracion y el
RIN (nimero de integridad de ARN, del inglés RNA integrity number) se obtuvieron
utilizando el Agilent Bioanalyzer 2100 con los kits RNA 6000 nano (Agilent).

67



Materiales y métodos
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Figura M2. Region de corteza orbitofrontal diseccionada. Se muestran las areas aproximadas que
se diseccionaron junto a un corte representativo. Aci: comisura anterior intrabulbar; AOD: nucleo
olfatorio anterior dorsal; AOE: nucleo olfatorio anterior externo; AOL: nucleo olfatorio anterior lateral;
AOM: ndcleo olfatorio anterior medial; AOV: nucleo olfatorio anterior ventral; E: epéndimo y
subependimario; EPI: capa plexiforme externa del bulbo olfatorio; FrA: corteza frontal asociativa; Gl
capa glomerular del bulbo olfatorio; GIA: capa glomerular del bulbo olfatorio accesorio; GrA: capa de
células granulares del bulbo olfatorio accesorio; GrO: capa de células granulares del bulbo olfatorio;
IPI: capa plexiforme interna del bulbo olfatorio; LO: corteza orbital lateral; lo: tracto olfatorio lateral;
lofr: arteria orbitofrontal lateral; Mi: capa de células mitrales del bulbo olfatorio;
MO: corteza orbital medial; mofr: arteria orbitofrontal medial; OV: ventriculo olfatorio; rf: fisura rinal; ri:
incision rinal; VO: corteza orbital ventral. Imagen modificada del atlas de

3. Marcadores tempranos

Con el fin de encontrar marcadores tempranos que puedan ayudar a la prediccion
de alteraciones en la descendencia se realizd, de manera previa a la gestacién, una
aproximacion a conductas relacionadas con ansiedad y reactividad en ambientes
nuevos, lo que ha sido equiparado al constructo “busqueda de nuevas sensaciones”.
Ademas, se exploré a la reactividad inmune de las madres durante la gestacion y
también tras el destete.

3.1. Laberinto en cruz elevado

La conducta similar a ansiedad se evalu6é aproximadamente una semana antes de
los cruces, a una edad de aproximadamente 10-12 semanas. Para ello, en primer
lugar, se utilizé el laberinto en cruz elevado (LCE). Esta prueba es una de las mas
utilizadas para analizar comportamientos de este tipo y se basa en la tendencia innata
de los roedores a explorar su entorno, evitando lugares abiertos, luminosos y con
altura . Para ello, se utilizé un laberinto
en forma de cruz hecho de metacrilato negro y PVC expandido (Forex®), elevado 50
cm del suelo que consistia en 2 brazos, con paredes altas, conocidos como cerrados
(50x10x50cm) y dos brazos sin paredes denominados abiertos (50x10cm). El tiempo
de la prueba fue de 5 minutos y se llevé a cabo tal y como se describe en
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. Los datos se analizaron utilizando una férmula similar al protocolo
validado por :

. Tiempo en brazos abiertos — Tiempo en brazos cerrados
Indice LCE:

Tiempo en brazos abiertos + Tiempo en brazos cerrados

3.2. Actividad locomotora

En segundo lugar, dos dias después del LCE, se analiz6 la “busqueda de nuevas
sensaciones” mediante la actividad locomotora en un entorno novedoso utilizando un
laberinto de campo abierto (50x50x50cm) hecho de metacrilato

. Las ratas fueron colocadas en el centro del laberinto y se les permitié explorar
durante 40 minutos. Se utiliz6 la distancia total recorrida como medida de la actividad
locomotora.

3.3. Prueba de reactividad inmune y citometria

En las tandas 3 y 4 se analiz6 la magnitud de respuesta a LPS de todas las madres,
unas dos semanas después del destete. Para ello, el primer dia se inyectd LPS
(50 pg/Kg, i.p.) a la mitad de cada grupo y suero salino a la otra mitad. Tras un dia de
descanso, se repitio el procedimiento inyectando LPS o suero salino a las que no lo
hubieran recibido. Como medidas de dicha respuesta se utilizaron la temperatura
rectal (tomada justo antes de la inyeccién, tras 60min, 120min y 240min) y la
distribucion de las poblaciones de PBMC.

Las poblaciones de monocitos, linfocitos B y linfocitos T de las PBMC se analizaron
mediante citometria de flujo. Para ello se incubé un volumen que contenia 1x10°
células con los anticuerpos primarios (Tabla M1) diluidos en PBS y 10% de suero
bovino fetal durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras 3 lavados con PBS las
células fueron fijadas con FACS™ Lysing Solution (BD Biosciences) y analizadas en
el citdmetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson) (Figura M2).

Anticuerpo Fluor6foro  Poblacion  Concentracién  Casa Referencia
CD3 FITC Linfocitos T 2,5 uL/mL Becton Dickinson 557015
CD11b/c PE Monocitos 2,5 uL/mL Becton Dickinson 554862
CD45RA PECy5.5 Linfocitos B 2,5 yL/mL Becton Dickinson 557015

Tabla M2. Anticuerpos de las PBMC. Se recogen las caracteristicas principales de los anticuerpos
utilizados para marcar las distintas poblaciones de las PBMC de las madres.
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Figura M3. Espectros de excitacion y emisién de los fluor6foros utilizados en las PBMC.
Representacion gréfica de la longitud de onda del laser de excitacion (488 nm), los filtros utilizados
(530/30, 582/42 y 650), los espectros de excitacion (lineas discontinuas) y de emisién (lineas solidas)
de los fluoréforos empleados en las poblaciones de las PBMC (Realizado con BD Spectrum Viewer).

4. Pruebas de comportamiento en la descendencia

Cuando los animales llegaron a la etapa adulta, se inicié toda una bateria de
pruebas de conducta para evaluar comportamientos que pudieran ser similares a los
producidos por los diferentes sintomas de la esquizofrenia. Para evaluar las
potenciales alteraciones cognitivas, se evaluaron la memoria de trabajo y el filtrado
preatencional. En el caso de los sintomas negativos, se analizaron interacciones
sociales y la preferencia por sacarosa como medida de la potencial anhedonia.
Finalmente, como aproximacion a los sintomas positivos de la enfermedad, se
adaptaron protocolos existentes para evaluar la formaciébn de asociaciones
incidentales.

4.1. Memoria de trabajo

El laberinto en Y ha sido utilizado tradicionalmente para evaluar la memoria de
trabajo . Enla
presente tesis doctoral se utilizé la variante continua de la prueba del laberinto en Y
gue consiste en permitir la libre exploracion de los animales para registrar la secuencia
de entrada a los brazos. Esta prueba estd basada en la tendencia de los roedores y
otros animales a alternar la exploracién de los brazos en ausencia de reforzadores vy,
por tanto, en la necesidad de recordar los brazos recientemente explorados

. Aproximadamente en DP71 se utilizé un laberinto en forma de “Y” hecho de
metacrilato formado por un brazo largo (22x42,5x14cm) y dos cortos (22x38,5x14cm).
Los animales se colocaron en el extremo del brazo largo mirando hacia el lado opuesto
al centro del laberinto y se les permitio explorar el laberinto durante 10 minutos

. Tanto las entradas en cada brazo como la secuencia de entrada a los
mismos fueron registradas. Como medida de la memoria de trabajo se utilizo el
porcentaje de alternancia, que fue calculado dividiendo el numero de triadas (3
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entradas seguidas) en brazos distintos entre el maximo numero posible de triadas
(entradas totales menos 2).

Figura M4. Laberinto en Y con el area de los brazos delimitados con el programa ANY-maze.
Imagen que representa el laberinto en Y con los brazos y la zona central delimitados por lineas naranjas.
La zona en la que se encuentra el animal se representa mediante una zona sombreada verde. El
programa detecta el &rea del animal (sombreado azul), el inicio de la cola (punto amarillo), la parte final
de la cabeza (punto verde) y el punto central (punto naranja).

4.2. Interaccién social

En esta tesis doctoral se analizaron dos componentes de la interaccidon social: la
sociabilidad y la preferencia por la novedad social. Para estas pruebas se utilizé un
laberinto de 3 salas hecho de metacrilato negro . Este laberinto esta
compuesto de una sala central (39,5x79x29,5cm) conectado a dos salas laterales mas
grandes (39,5x79x39cm) mediante dos puertas guillotina. En primer lugar, se permitio
la habituacién de los animales a la sala central durante 3 minutos con las puertas
guillotina cerradas.

Tras el periodo de adaptacion, en el centro de cada sala lateral se colocan dos
cilindros (30cm de altura y 13,5cm de diametro) con barrotes para permitir la
interaccion. En la tanda 1, uno de los cilindros contenia una rata conespecifica del
mismo sexo (Extrafio 1) mientras que el otro se colocé vacio. Sin embargo, en el resto
de tandas se coloc6 dentro del cepo vacio una rata de peluche. La fase 1 se llevo a
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cabo inmediatamente después de la habituacion, se abrieron las puertas guillotina y
se permitié a la rata explorar la totalidad del laberinto durante 8 minutos.

Al acabar la fase 1, la rata fue recolocada en la cAmara central y en el cepo vacio
0 con rata de peluche, se coloc6 una nueva rata conespecifica del mismo sexo
(Extrafio 2). Se abrieron de nuevo las puertas y se registré la conducta del animal
durante otros 8 minutos.

En ambos casos se analizaron los tiempos de interaccion, definidos como el tiempo
en el que el animal tiene su cabeza dentro de un radio de 5 cm del cepo y esta mirando
hacia él. Se analizaron los indices de sociabilidad y de novedad social que fueron
calculados de la siguiente manera:

Interaccidneyiranoz —Interaccioneyiraiior

. o1 Interacciéon fio1—Interaccion, g .
Sociabilidad: cxtranol vaco Novedad social: .
Tiempo total Tiempo total

4.3. Test de formacién de asociaciones incidentales

Para modelar sintomas positivos (como delirios o alucinaciones), se analiz6 la
formacion de asociaciones incidentales con el paradigma de precondicionamiento
sensorial , adaptando el protocolo descrito por Busquets-
Garcia . Para la realizacion de esta prueba, se utilizaron
siempre tubos Falcon™ de 50mL como biberones que fueron pesados antes y
después de las pruebas. Se utilizaron también tapones de goma adaptados con un
tubo metalico para que los animales pudieran beber.

Durante todo este procedimiento, en la tanda 1 los animales tuvieron acceso
restringido al agua (1h todas las tardes y, por la mafana, 1h si en esa fase
experimental no habia ingesta de liquido). En el caso de las tandas 3 y 4 los animales
el acceso a agua fue de 1h por la mafiana, con los olores y/o sabores disueltos o no
en funcién de la fase experimental.

Para superar la fase de habituacion se estableci6 como criterio que todos los
animales bebieran al menos 3mL en una sesién o un minimo de 3 dias. Después, los
animales fueron expuestos a 4 (tanda 1) o a 6 sesiones (tandas 3 y 4) de exposicion
al compuesto (Fase de precondicionamiento sensorial). Cada sesién estuvo formada
por dos dias, en cada uno de los cuales se realizaba una exposicion de 15 minutos
(tanda 1) o 1 hora (tandas 3 y 4), durante la mafiana, a una de las dos posibles
combinaciones olor-sabor: 0,01% olor almendra (benzaldehido; Sigma) con 5 mM
sabor NaCl (VWR) y 0,05% olor platano (isoamilo acetato; Sigma) con 0,316 mM HCI
(PanReac Applichem). En la tanda 1, los olores se presentaron como tiras de papel
de filtro impregnadas con la solucién correspondiente y colocadas junto al biberén.
Para las tandas 3 y 4 los olores fueron presentados en la propia bebida a modo de
aromatizantes y se modificaron sus concentraciones: 0,05% de almendra
(benzaldehido) y 0,017% de platano (isoamilo acetato). Las concentraciones de olores
y sabores se eligieron de manera que no hubiera preferencias

y fueron ajustadas en consecuencia. El orden de
presentacion de ambas combinaciones fue contrabalanceado entre animales.
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Tras la fase de precondicionamiento sensorial tuvo lugar la fase de
condicionamiento. Por la mafana, todos los grupos experimentales fueron expuestos,
durante 15 minutos (tanda 1) o 1 hora (tandas 3 y 4) a uno de los olores (el que tuvieron
el primer dia de precondicionamiento sensorial) y 5 minutos mas tarde se les
administré una inyeccion de LiCl (5 mL/Kg; i.p., 0,3 M en 0,9% de NaCl; Sigma)
considerada aversiva . Al dia siguiente, se repitio el
procedimiento con el otro olor y utilizando una inyeccion de suero salino como control.
En ambas exposiciones al olor, los animales tuvieron un biberén con agua disponible
durante los 15 minutos. En la tanda 1 esta fase estuvo compuesta por una sesion (1
dia de LiCl y 1 de suero salino) mientras que en las tandas 3 y 4 hubo 3 sesiones de
condicionamiento. Después de esta fase, los animales tuvieron un dia de recuperacion
con acceso a agua 1h por la mafiana y, en el caso de la tanda 1, 1h por la tarde.

Después de la fase de recuperacion se inicio la fase de test que en todos los casos
se compone en primer lugar del test mediado y posteriormente del directo. En la tanda
1, los animales fueron expuestos el primer dia, durante 30 minutos, a biberones con
la solucion mCS+ (del inglés mediated conditioned stimulus: estimulo condicionado
mediado): el sabor asociado al olor que fue condicionado de forma aversiva con LiCl.
El segundo dia se repitio la prueba con la solucion mCS-: el sabor asociado al olor no
condicionado con LiCl. En el caso de las tandas 3 y 4 solo se realizé un dia de test en
el que se presentaron los dos sabores mediante un test de preferencia (previa
exposicidn a ambas opciones) de 1 hora. Los mL bebidos en ambos casos fueron
registrados.

Con el test directo, se comprob6 si se habia producido un condicionamiento directo
aversivo. En la tanda 1, se analiz6 el primer dia el dCS+ (del inglés direct conditioned
stimulus: estimulo condicionado directo): el olor que fue condicionado con LiCl. El
segundo dia, se analizé el dCS-: el olor que no fue condicionado con LiCl. En ambos
casos, el test se realizé durante 30 minutos y se registraron los mL de agua ingerida
de un biberdn con una tira de papel de filtro, impregnada del olor correspondiente,
colocada junto a él. Para las tandas 3 y 4, se realiz6 un test de preferencia (previa
exposicidn a ambas opciones) entre los dos olores disueltos en agua. Se registraron
los mL bebidos en cada biberon.

En la tanda 1, durante el tiempo que duré esta prueba, los animales estuvieron
estabulados en grupos. Para prevenir la contaminacién de los olores, los animales
fueron llevados individualmente a dos habitaciones (una para cada olor) el tiempo
minimo necesario para realizar las exposiciones y los test. En las tandas 3 y 4, los
animales estuvieron individualizados y en la misma sala durante toda la prueba.
Ambos olores, pese a estar en biberones cerrados, se presentaron siempre en partes
opuestas de la sala.

73



Materiales y métodos

A) Tanda 1
i:y ;{\\; ;&’\r :’y i:v -'ZQI ::':f ;Qf /e ' aline Qéb l’;’\/ 5 ‘:_ON 1’.}53\‘
Iy & & & & & ) & Y & T & & & &
_ | |
‘ ‘ Condicionamiento Test mediado |
Precondicionamiento sensorial (4 sesiones) Recuperacion Test directo
Tandas 3y 4
. . ‘ ; | : L&
y{:’ yf;.\’ 5’ i:\’ 5" ;0" 5" 5\’ ;‘P’ i:.\’ VA_-'.\’ :‘Q‘ Licl Saline Licl Saline il Saline $i> K »
S A A < A < A A A - A - A A AR I A SO S Ny
BN I I A ) ) B
| | Condicionamiento (3 sesiones) Test
mediado
Precondicionamiento sensorial (6 sesiones) Recuperacién Test
directo
Benzaldehido C) . =
Tanda 1: (0,01%)
Tandas3y4:  (0,05%) 01+T1 =
A <
=
Isoamilo acetato |
Tanda 1: (0,05%) | ) 02+T2 = | ) |G
Olores Tandas 3y 4: (0,017%)
~—
— E
=]
NaCl 014T1 = | ) |G
Sabores il
B <
=]
=
HCI -
(0,316mM) ] 02472 = @

Figura M5. Diagrama del modelo de asociaciones incidentales. A) Cronograma temporal del
protocolo. Cada linea vertical representa un dia. Durante el precondicionamiento sensorial, los animales
fueron expuestos a O1+T1 y O2+T2 para producir una asociacion entre ambos estimulos. Una sesion
esta formada por dos dias en cada uno de los cuales se presenta una de las dos parejas de estimulos.
En la fase de condicionamiento, se realiza el condicionamiento aversivo de O1 inyectando LiCl justo
después de la presentacion, en el caso de O2 se utiliza suero salino como control. Tras un dia de
descanso se realiz6 un test de bebida para cada sabor (estimulo condicionado mediado) y olor
(estimulo directamente condicionado). En la tanda 1 los test se realizaron en dias diferentes para cada
uno de los estimulos. En las tandas 3 y 4 se realizaron test de preferencia en dos dias diferentes, uno
para los sabores y otro para los olores. B) Reactivos y concentraciones utilizados para los olores y
sabores. C) Contrabalanceo utilizado para evitar las preferencias de olores o sabores. La mitad de los
animales tuvieron almendra y NaCl como O1 y T1 mientras que la otra mitad tuvieron HCI y platano
como Oly T1.

4.4. Filtrado preatencional

La inhibicion por prepulso de la respuesta a sobresalto se midio utilizando una caja
de metacrilato (28x15x17cm) con una plataforma sensible a vibracion en su interior
(Cibertec), que era calibrada diariamente utilizando una pesa de 200g. La prueba tenia
una duracién aproximada de 26 minutos y se componia de una secuencia de ensayos
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previamente validada . Se utilizaron prepulsos de 4 o 12
decibelios (dB) por encima del ruido de fondo (65 dB) con intervalos de 30 o 120
milisegundos (ms) entre prepulso y pulso (120 dB). La inhibicion por prepulso fue
calculada mediante la siguiente férmula:

Media de la amplitud de sobresalto en ensayos de prepulso + pulso
% PPI = - - x 100
Media de la amplitud de sobresalto en ensayos con pulso

La habituacion se calculé exponiendo a los animales a 6 ensayos con solo el pulso
principal al inicio y al final de la sesién (no incluidos en los céalculos de la PPI). El
porcentaje de habituacidén se calculé analizando la amplitud de los sobresaltos de la
siguiente manera:

) ., Media del primer bloque de pulsos — media del Gltimo bloque de pulsos
% Habituacion =

100
Media del primer bloque de pulsos x

4. 5. Anhedonia

Para el analisis de la potencial existencia de anhedonia se utilizd el test de
preferencia por sacarosa utilizando un protocolo basado en la literatura
. El acceso al agua de los animales fue restringido a 1 hora por la tarde en su
jaula hogar y los experimentos tuvieron lugar por la mafana. Las ratas tuvieron 4
sesiones diarias de 1 hora en las que eran individualizadas en jaulas con acceso a
dos biberones para ratén (uno a cada lado) con agua del grifo. Tras esta fase de
habituacién, se realizaron 4 nuevas sesiones sustituyendo el agua de uno de los dos
biberones por sacarosa 1% (Sigma) preparada en el mismo dia. La posicion de las
botellas fue contrabalanceada entre animales y dias. Para medir la posible anhedonia
se utilizo el porcentaje de preferencia por sacarosa:
Volumen bebido sacarosa

0 ia = 100
fopreferencia Volumen bebido sacarosa + agua *

5. Tomografia por emision de positrones

Aproximadamente en los dias postnatales 60 y 120 se realizaron estudios de
PET/CT (del inglés positron emission tomography/computed tomography; tomografia
por emisidén de positrones/tomografia computarizada) en colaboracién con la Unidad
de Aplicaciones Médicas de las Radiaciones lonizantes del Centro de Investigaciones
Energéticas, Medioambientales y Tecnoldgicas (CIEMAT). Para ello se utilizo el
equipo PET/CT SuperArgus de Sedecal (Madrid, Espafa).

Los estudios se realizaron tras un ayuno de al menos 12h y una inyeccion
intravenosa (bajo anestesia con isoflurano al 2-2,5% en oxigeno) de 500 puCurios del
radiofarmaco *®F-fluorodesoxiglucosa (*¥F-FDG) en un volumen de 500 pL. Tras 30
minutos despiertos para captar el radiofarmaco, los animales eran anestesiados de
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nuevo (2-2,5% de isoflurano en oxigeno) y colocadas en la camilla del equipo PET en
decubito ventral para la adquisicion de imagenes.

La adquisicion de imagenes se realiz6 durante 45 minutos con una ventana de
deteccion de 350-700 KeV seguida de una adquisicion CT de 30 KV/500 pA.

Las imagenes generadas fueron sometidas a un preprocesamiento utilizando el
software PMOD (PMOD Technologies GmbH). Durante este proceso las orientaciones
anatomicas de cada animal fueron corregidas mediante rotaciones y traslaciones. A
continuacion, se utilizé el atlas Waxholm para corregistrar las imagenes mediante
transformaciones elasticas y corregir las posibles diferencias de tamafio y posicion de
los animales obteniendo asi una imagen modelo. La intensidad de las imagenes
resultantes fue corregida utilizando el paquete SAMIT-SPM12 de MATLAB
(MathWorks®) obteniendo valores estandarizados de captacién (SUV, del inglés
standarized uptake value) utilizando el peso de los animales (P), la dosis inyectada
(DI) y la actividad radioactiva captada por el equipo (Cimg) con la siguiente férmula:

Cimg (t)

SUV (t) = W

Las imagenes se sometieron a un suavizado por campos Gausianos de 3 veces el
tamafo del voxel para eliminar posibles artefactos. Las imagenes también fueron
alineadas manualmente a una resonancia de un animal de tamafio y edad similar del
banco de imagenes de la Unidad de Aplicaciones Médicas. Finalmente, se
segmentaron las regiones a estudiar sobre la resonancia para obtener los datos de
captacion para el estudio clasico por regiones de interés (RDI). Para el mapeado
paramétrico estadistico (SPM, del inglés statistical parametric mapping) se eliminaron
posibles variaciones inter-sujeto normalizando las imagenes utilizando el cerebro
completo como referencia. Finalmente, se compararon agrupaciones de un minimo de
50 voxeles y se estableci6 el nivel de significacion estadistica en p<0,01 para evitar
falsos positivos.

s
SuperArgus
-

S——
‘
Figura M6. Equipo de PET/CT SuperArgus.
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6. Secuenciacion masiva de ARN

La secuenciacion masiva de ARN fue realizada por la Unidad de Gendmica del
Parque Cientifico de Madrid. Las librerias se prepararon utilizando los kits NEBNext®
Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module y NEBNext® Ultra™ II Directional RNA
Library Prep for lllumina® (New England Biolabs) partiendo de 91 ng de ARN total. Se
siguieron las indicaciones de “Chapter 1: Protocol for use with NEBNext® Poly(A)
MRNA Magnetic Isolation Module. Para obtener la amplificacion de las librerias
mencionadas en el protocolo se utilizé una PCR de 13 ciclos. Para las PBMC, las
librerias y muestras fueron validadas y cuantificadas utilizando el equipo Agilent
Bioanalyzer 2100 y los kits Agilent RNA 6000 y Agilent High Sensitivity. En el caso de
corteza orbitofrontal, tanto las muestras como las librerias se validaron y cuantificaron
con el equipo 4200 TapeStation System (Agilent) y los kits RNA Screen Tapes y D1000
Screen Tapes.

Tras la cuantificacion de las librerias, se realizé una mezcla equimolecular que fue
purificada con AMpure XP beads (Beckman Coulter) y cuantificada mediante gPCR
usando como estandar una libreria de referencia de la Unidad de Genomica y el kit
KAPA SYBR® FAST gPCR para el equipo LightCycler® 480.

La mezcla equimolecular fue secuenciada en el equipo NovaSeq™ 6000 de
lllumina® utilizando el kit NovaSeq™ Reagent 1.5 (100 cycles) en una carrera de single
read 1x100.

Tras la secuenciacion, se utilizé el programa TopHat incluido dentro de la suite G-
PRO (Biotechvana) para mapear y localizar las diferentes secuencias frente al
genoma de referencia (Rattus norvegicus Rn6.0.96) obteniendo un porcentaje de
lecturas de mapeo correcto del 93 al 95%. Se encontraron fragmentos de 19.186 y
21.437 genes en la secuenciacion de PBMC y COF respectivamente, y se aplic6 como
criterio de exclusion una media global de fragmentos inferior a 240 y 360. De esta
manera quedaron un total de 11.855 y 13.942 genes considerados expresados en
cada region. A continuacion, se realiz6 un analisis de expresion diferencial con el
programa CuffDiff, que analiza la expresion de ARN de cada gen, normalizada por su
tamafo y por la expresion global de ARN de cada muestra, y realiza una comparacion
entre grupos aplicando la correccion del ratio de descubrimiento falso (FDR, del inglés
false discovery rate) y obteniendo los valores Fold Change (FC, del inglés nimero de
veces de cambio).
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7. Analisis de datos
7.1. Anédlisis de los videos

La conducta de los animales fue analizada utilizando el software ANY-maze Video
Tracking System v.6.32 (Stoelting Co.) o superior.

7.2. Indices y correlaciones

Como marcadores tempranos que pudieran predecir algunos de los déficits
causados por alguno, o ambos impactos, se calculé un indice predictivo para las
madres (IM) de la tanda 1 utilizando los datos normalizados del laberinto en cruz
elevado, la actividad locomotora, la mayor variacion de temperatura rectal tras la
administracion de LPS y el peso perdido tras la primera inyeccion de LPS. En las
tandas 3 y 4 se afiadié también el porcentaje de cambio de los linfocitos T tras una
inyeccion de LPS en negativo. Este indice se calcul6 de la siguiente manera:

Tanda 1: IM = —Indice LCE — actividad locomotora — Temperatura + Peso
Tandas 3y 4: IM = —Indice LCE — actividad locomotora — Temperatura + Peso — %A Linfocitos T

De igual modo, se calcul6 un indice para agrupar los resultados de todas las
pruebas de comportamiento de las crias (IC). Para ello, se utilizaron la media de cada
camada de los resultados cada prueba, previamente normalizados con Z. En las
tandas 3y 4 no se pudieron separar los indices en vehiculo y THC por falta de n:

IC = —Memoria — Sociabilidad — Novedad social — PPI — Preferencia sacarosa

Una vez obtenidos ambos indices, se realizaron varios analisis de correlaciones
entre ambos indices y sus componentes.

7.3. Normalizacién de los datos

Para minimizar la variabilidad entre las pruebas realizadas en las tandas 3 y 4, se
llevé a cabo una normalizacién de los datos utilizando el método de puntuacion Z.
Para la transformacion en Z se utilizé, en cada variable transformada, la media y la
desviacidon estandar de todos los animales de la tanda correspondiente. Para una
visualizacion mas entendible de los datos, se volvieron a transformar antes de su
representacion grafica. Para ello, cada dato en Z se multiplico por la desviacion
estandar conjunta de los datos en bruto de las dos tandas y se le sumo la media de
ambas.

Para que todos los componentes de los indices fueran comparables entre si, fueron
normalizados con Z. Se utilizd, para cada variable, la media y la desviacion estandar
de todos los animales de la tanda a la que pertenecian. En las crias, tras la
normalizacion, se obtuvo la media de cada camada para ser comparada con el indice
de su madre. Dado que en cada camada habia machos y hembras, tanto THC como
vehiculo, cuando fue posible se realizé también la media de cada grupo dentro de
cada camada para correlacionarla con su madre, con el fin de hallar presencia o
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ausencia de correlaciones (p. ej.: correlaciones machos-THC con sus madres o
Hembras-veh con sus madres).

Los fragmentos de la secuenciacion masiva de ARN fueron normalizados utilizando
el paguete DESeq2 de RStudio v.2022.12.0+353 (Posit Software, PBC) y R Statistical
Software v.4.2.2 (R Core Team 2022). Este método tiene en cuenta el nUmero total de
fragmentos de cada muestra y permite las comparaciones entre las mismas.
Finalmente, los fragmentos normalizados fueron transformados a valores Z utilizando
la media y la desviacion estandar de los fragmentos normalizados de cada uno de los
genes. Con estos valores se generaron los mapas de calor que permiten la
comparacion, de cada gen por separado, entre las distintas muestras.

7.4. Estadistica

Para el analisis estadistico de los datos se utilizé IBM SPSS Statistics v.26.0. Todos
los resultados se expresan como la media * error estandar de la media (EEM) si no
se indica lo contrario. La identificacion de los valores atipicos se realizé mediante el
criterio del rango intercuartil de SPSS con un p-valor<0,05. La distribucion normal y la
homocedasticidad de los datos se evalud utilizando las pruebas de Kolmogorov-
Smirnov y Saphiro-Wilk para la normalidad y la prueba de Levene para la igualdad de
varianzas. Se utilizaron raices cuadradas, logaritmos neperianos o transformaciones
inversas para corregir las distribuciones o la falta de homocedasticidad de los datos
cuando fue necesario. El analisis de los experimentos se realizo, si no se dice lo
contrario, mediante ANOVA de 3 vias independientes considerando “Sexo” (macho o
hembra), “Activacion inmune prenatal/LPS” (salino/LPS) y “Administracion postnatal
de THC” (vehiculo o THC) como los factores inter-sujeto. Se utilizaron ANOVA de 3
vias mixto para analizar los pesos durante la exposicion a THC y la captacion de 8F-
FDG utilizando como factores intra-sujeto los dias de exposicién (“Dias”) y los dos
PET realizados (“Tiempo”) respectivamente. También fueron utilizados para analizar
las preferencias basales en el laberinto de tres salas (objeto vs extrafiol y extrafiol
Vs extrafio2), la preferencia por sacarosa (agua vs sacarosa) y las preferencias por
mCS (+ vs -) 0 dCS (+ vs -). Se utilizaron los valores F corregidos por Greenhouse-
Geisser y las interacciones significativas fueron analizadas por andlisis de efectos
simples. Los valores F, tamafio del efecto (eta parcial al cuadrado n?%) fueron
indicados siempre que fue necesario.
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Resultados: Objetivo 1

Objetivo 1: EXPLORAR POSIBLES EFECTOS DERIVADOS DE LA
COMBINACION DE UNA ACTIVACION INMUNE MATERNA Y UNA
EXPOSICION A UNA DOSIS BAJA DE THC DURANTE LA ADOLESCENCIA

1.1. Evaluacién de la potencia de los impactos
1.1.1. La administracion de LPS induce hipotermia en ratas gestantes

Tras la administracion de LPS en la gestacion, se registraron las temperaturas de
las madres para su uso en el futuro como posibles marcadores tempranos. El LPS
provocé cambios en la temperatura rectal de las madres en los tiempos analizados
tanto en DG15 y DG16 (Figura R1.1A, C-D). Con un analisis intra-sujeto se observé
gue el LPS caus6 una disminucion de la temperatura a lo largo del tiempo en DG15y
DG16 (Tabla R1.1). Realizando un andlisis de contraste simple en DG15 del grupo
LPS, se encontraron diferencias significativas al comparar Tomin con Teomin (p = 0,034)
y Tizomin (p =0,019). Repitiendo este analisis para el grupo LPS en DG16 se
observaron las mismas diferencias al comparar Tomin con Teomin (p = 0,016) Yy T120min
(p = 0,039). Ademas, el analisis entre sujetos demostro diferencias significativas entre
las medias de temperatura del grupo salino y LPS en ambos dias. Sin embargo, esta
misma hipotermia no se encontré en el grupo salino en ninguno de los dos dias.

Efectos en la temperatura (ANOVA) F(glw, glr) Valor p n%
Tiempo*AIM F(2,20) = 4,54 0,019 0,362
DG15 Tiempo*[AIM = LPS] F(2, 10) = 6,37 0,014 0,614
= Tiempo*[AIM = sal] F(2,6)=1,41 0,30 -
AlM F(1,8)=7,06 0,029 0,469
Tiempo*AIM F(2,17) = 5,01 0,018 0,389
DG16 Tiempo*[AIM = LPS] F(2,7) =8,61 0,016 0,683
B Tiempo*[AIM = sal] F(1, 5) = 0,683 0,47 -
AIM F(1,8) =10,84 0,011 0,575

Tabla R1.1. Efectos del LPS en la temperatura corporal. En la tabla se expresan los estadisticos
para los diferentes efectos causados por AIM en la temperatura. Las interacciones se expresan con “*”
entre los factores correspondientes. En los efectos simples, el grupo analizado aparece entre corchetes.
Los efectos inter-sujeto se presentan con el nhombre del factor en solitario (Ej: AIM). Factores intra-
sujeto: Tiempo (minutos). Factores inter-sujeto: AIM (sal/LPS).

Por otro lado, se analizaron los cambios en el peso corporal durante los tres dias
posteriores a la primera inyeccion (Figura R1.1B). Mediante un ANOVA de medidas
repetidas se encontré un efecto principal del factor intra-sujeto Dia (Fs, 20) = 59,34,
p = 0,000, n% = 0,881). Sin embargo, la interaccién entre el factor intra-sujeto Dia y el
factor inter-sujeto AIM no resulto significativa (F, 20 = 1,16, p = 0,343).

En conjunto, estos resultados indican un efecto del LPS, debido a las importantes
bajadas en las temperaturas, a pesar de la ausencia de diferencias en el peso de las
madres.
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Figura R1.1. Induccion de AIM en la gestacion con LPS. A) Diagrama temporal del analisis de
marcadores tempranos y la induccion de AIM en la tanda 1. Como posibles marcadores tempranos, de
manera previa a los cruces, se analizaron comportamientos de tipo ansioso, actividad locomotora y se
registré tanto la temperatura como el peso tras las inyecciones de LPS. El dia 0 de gestacién se
estableci6 mediante la presencia de espermatozoides en un frotis vaginal. B) Peso corporal de las
madres durante los dias de las inyecciones de LPS y el dia después de finalizar la administracion. C)
Temperatura rectal 0, 60, 120 y 240 minutos después de la inyeccion de LPS en los dias de gestacién
15y 16. Los resultados se representan como la media + EEM. n = 5 animales. *p < 0,05 efectos inter-
sujeto; #p < 0,05 efectos generales intra-sujeto; $p < 0,05 diferencias respecto a To.

1.1.2. EI THCy la AIM disminuyen de manera independiente el incremento de
peso de la descendencia

El analisis del peso corporal de la descendencia durante la exposicion a THC revelo
un aumento general del peso de los animales debido a su crecimiento normal
(Figura R1.2). Ademas, el ANOVA de medidas repetidas demostré que existen
diferencias en el incremento de peso en funcién del sexo tal y como demuestra la
interaccién DP*sexo. Analizando las interacciones simples, como era de esperar, tanto
machos como hembras aumentan de peso, aunque de manera diferente como se
observa mediante los analisis entre sujeto (Tabla R1.2). La interaccion DP*AIM, asi
como los efectos simples demostraron que tanto los animales expuestos a LPS
durante la gestacion como los controles expuestos a salino aumentan de peso durante
el crecimiento. Sin embargo, al realizar un analisis de efectos inter-sujeto se observo
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que los LPS lo hacen en menor medida (Figura R1.3A). De igual modo, tanto los
animales que recibieron THC como los que recibieron vehiculo aumentaron su peso,
debido al crecimiento, como se extrae de la interaccion DP*Postnatal y de sus efectos
simples. Sin embargo, resulta interesante sefialar que el andlisis inter-sujeto detectd
que este incremento de peso fue menor en las ratas que fueron administradas con
THC que en las que recibieron vehiculo (Figura R1.3B).

Estos datos, en linea con los anteriores, apuntan hacia un efecto del LPS
independiente del efecto del THC. No se observaron efectos sinérgicos en la
combinacion de LPS y THC.

Efectos (ANOVA) F(glm, glr) Valor p n%
DP F(2, 228) = 4663,61 0,000 0,979
DP*Sexo F(2, 228) = 68,64 0,000 0,409
DP*[Sexo = M] F(2, 89) = 1701,59 0,000 0,969
DP*[Sexo = H] F(2, 89) = 1980,63 0,000 0,975
Sexo (InterS) F(1, 99) = 13,68 0,000 0,121
DP*AIM F(2, 228) = 4,23 0,012 0,041
DP*[AIM = sal] F(2, 105) = 1346,41 0,000 0,955
DP*[AIM = LPS] F(1, 58) = 1202,72 0,000 0,967
AIM (InterS) F(1, 99) = 5,67 0,019 0,054
DP*Postnatal F(2, 228) = 51,98 0,000 0,344
DP*[Postnatal = veh] F(2, 93) = 1696,15 0,000 0,969
DP*[Postnatal = THC] F(2, 82) = 1532,97 0,000 0,968
Postnatal (InterS) F(1,99)=32,11 0,000 0,245

Tabla R1.2. Efectos del THC y LPS en el peso durante la administracion de THC. Se muestran los
efectos principales y las interacciones representadas con “*”. Los analisis de los efectos simples
muestran entre corchetes el grupo analizado. Los efectos inter-sujeto se presentan con el nombre del
factor en cursiva seguido de “(InterS)”. Factores intra-sujeto: DP (dia). Factores inter-sujeto: Sexo
(M/H), AIM (sal/lLPS), Postnatal (veh/THC). DP = Dia postnatal. M = Machos. H = Hembras.

85



Resultados: Objetivo 1

A) 2.0 IMPACTO EVALUACION DE SINTOMAS
(Postnatal) Memoria  Asociaciones Anhedont
de trabajo incidentales nhedonia
= @ | =)
P71 PISZ P120
| |
VA
P75 P_103
y Sociabilidad Filtrado

preatencional

J oy |
- -y . 1 -
Sprague-Dawley 3 THC (i.p.) . |k
OFA

B)

Machos

210

195+ sal veh
180 —&— sal THC
LPS veh

—%— LPSTHC

e

w a o

a o O
| | |

120
105

Peso corporal (g)

©
T

N
i

o
=]
|

& &(—vs

] =)

{ *(Z=vs )

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

?8 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49
THC/veh

R A A
=07

Dia postnatal
Prenatal

Hembras

210

195+ sal veh
180— —#— sal THC
LPS veh

—¥— LPSTHC

[ =

w u o

a o O
| | |

120+
105

Peso corporal (g)

o N ©
S v o
| | |

T T T T T I T T I T T T T T T
42 43 44 45 46 47 48 49

(]
N
©
W
=]
w
=
w
N
w
@
w _|
~
w
a1
w
(o)}
w
~
W
e
w
©
N
o
IN
[

2,
THCIveh 4

Dia postnatal

Figura R1.2. Administracion de THC a la descendencia. A) Diagrama temporal de la administracion
de THC y las pruebas de conducta realizadas a las crias. Se administré6 THC (3 mg/Kg) o vehiculo i.p.
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en dias alternos desde el dia postnatal 28 al 44. Se registré el peso desde el inicio hasta 5 dias después
de la administracion. Las pruebas de comportamiento se realizaron a partir de DP70 en el siguiente
orden: laberinto en Y, laberinto de 3 salas, prueba de asociaciones incidentales, test de inhibicion por
prepulso y test de preferencia por sacarosa. B) Cambios en el peso corporal durante la administracién
de machos y hembras representados como la media + EEM. n = 15 (M sal veh), 13 (M LPS veh), 14 (M
sal THC), 14 (M LPS THC), 18 (H sal veh), 13 (H LPS veh), 18 (H sal THC), 12 (H LPS THC). Cada
flecha negra corresponde a una inyeccién de THC o vehiculo. Los efectos intradia en los grupos LPS/sal
se representan con “&” (p < 0,05) y en los grupos THC/veh con “*” (p < 0,05).
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Figura R1.3. Efectos independientes del THC y LPS en los pesos de la descendencia. A) Efecto
de la exposicion a LPS en la descendencia de manera independiente al sexo o a la administracion de

87



Resultados: Objetivo 1

THC. La linea azul es la combinacién de todos los animales que no han sido expuestos a LPS y la
naranja todos los que si han sido expuestos. B) Efecto de la administracién de THC en la descendencia
de manera independiente al sexo o0 a la exposicion a LPS. La linea azul representa todos los animales
que no fueron recibieron THC y la linea verde todos los que si fueron expuestos a THC. Los resultados
se representan como la media £ EEM. Se representan los efectos inter-sujeto con “&” p < 0,05 (LPS vs
sal) y con “*” p < 0,05 (THC vs veh).

1.2. Busqueda de alteraciones similares a sintomas cognitivos,
negativos y positivos de la esquizofrenia causadas por la combinacion
de AIM y la exposicion a una dosis baja de THC durante la adolescencia

1.2.1. La exposiciéon prenatal a LPS disminuyd la memoria de trabajo en
machos

El analisis de la memoria de trabajo de la descendencia, medida mediante la
alternancia espontanea en el laberinto en Y, mostré diferencias significativas entre
sexos Yy, dentro de los mismos, variaciones en funcién del impacto prenatal
(Sexo*AIM) (Tabla R1.3). El andlisis de efectos simples demostr6 una peor
puntuacion, en la prueba de memoria de trabajo, en los machos que habian sido
expuestos a LPS de manera prenatal (Figura R1.4A). Sin embargo, no se encontraron
efectos significativos causados por el THC o interacciones del mismo con la
exposicién a LPS prenatal.

Efecto (ANOVA) F(glw, glr) Valor p n%
Sexo F(1, 105) = 5,38 0,022 0,049
AIM F(1, 105) = 3,49 0,064 -
Postnatal F(1, 105) = 1,98 0,162 -
Sexo*AIM F(1, 105) = 6,68 0,011 0,06
[Sexo = H]*AIM F(1, 109) = 0,27 0,608 -
[Sexo = M]*AIM F(1, 109) = 9,32 0,003 0,079
AlM*Postnatal F(1, 105) = 0,44 0,509 -

Tabla R1.3. Estadisticos del laberinto en Y. Se muestran los estadisticos de la prueba del laberinto
en Y tras un ANOVA de tres vias. Las interacciones se expresan con “*” entre los factores
correspondientes y, en los efectos simples, el grupo analizado aparece entre corchetes. Los efectos
inter-sujeto se presentan con el nombre del factor en solitario (Ej: Sexo). Factores inter-sujeto: Sexo
(M/H), AIM (sal/LPS), Postnatal (veh/THC). M = Machos. H = Hembras.
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Figura R1.4. Pruebas de comportamiento tras AIM y una dosis baja de THC. A) Puntuaciones en
la prueba de laberinto en Y expresadas como porcentaje de triadas validas respecto a triadas posibles.
Se entiende como triada vélida la entrada en 3 brazos sin repetir ninguno de ellos. El nimero de triadas
posibles se ha calculado como el total de entradas menos dos. B) indice de sociabilidad calculado como
el tiempo de interacciéon con el extrafio 1 menos el tiempo de interaccién con el objeto dividido entre la
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suma de ambos. C) indice de preferencia por la novedad social calculado como el tiempo de interaccion
con el extrafio 2 menos el tiempo de interaccidon con el extrafio 1 dividido entre la suma de ambos.
D-E) Porcentaje de inhibicion de la respuesta a sobresalto por un prepulso 12 dB por encima del ruido
de fondo y separado del pulso (120 dB) por 30 o 120 milisegundos. F) Porcentaje de habituacién al
estimulo principal de 120 dB. G) Preferencia por sacarosa, en un test de dos botellas, expresada en
porcentaje. Los resultados se representan mediante la media + EEM. n en la tabla R1.4 Las
interacciones se representan con corchetes y se acompafian de una grafica simplificada. *p < 0,05
efectos inter-sujeto.

n Lab.Y Lab. 3 salas PPI Sac. | As. Incid.

Condicion - S NS A B C D - M/D

M sal veh 15 15 15 15 13 15 10 15 8

M LPS veh 13 13 13 11 9 13 8 13 9

M sal THC 12 13 13 12 12 13 9 13 7
M LPS THC 13 14 14 14 12 13 9 14 7

H sal veh 18 18 18 16 13 16 15 16 10

H LPS veh 13 13 13 11 11 12 9 12 4

H sal THC 17 18 18 18 16 18 13 18 8
HLPS THC 12 12 12 10 8 11 10 11 4

Tabla R1.4. Niamero de animales utilizados en la estadistica de las pruebas de conducta de la
tanda 1. Se muestran el numero final de animales por grupo, tras eliminar valores atipicos, que se
utilizaron en las pruebas estadisticas del laberinto en Y (Lab. Y), el laberinto de 3 salas (sociabilidad y
preferencia por la novedad social), la prueba de inhibicién por prepulso de la respuesta de sobresalto
(PPI), la prueba de preferencia por sacarosa (Sac.) y el test de asociaciones incidentales (As. Incid.).
S: sociabilidad. NS: Novedad social. A: 12dBy 120ms. B: 4dBy 120ms. C: 12dB y30ms. D: 4dB y 30ms.
M/D: Condicionamiento mediado y condicionamiento directo.

1.2.2. La AIM incrementa las interacciones sociales en la edad adulta

Con el fin de encontrar sintomas similares al retraimiento social que ocurre en
humanos que padecen esquizofrenia, se analizaron dos componentes del
comportamiento social: interaccion social y preferencia por la novedad social. En el
primer caso, se evalud la preferencia entre un objeto animado, una rata conspecifica
del mismo sexo (Extrafiol), y un objeto inanimado en un laberinto de tres salas
(Figura 1.4B). En primer lugar, analizando los tiempos de interaccibn de ambos
objetos mediante un ANOVA de medidas repetidas se encontré un efecto general
entre los niveles “objeto” (F(, 108) = 873,78; p =0,000 n% =0.89) indicando una
preferencia generalizada por Extrafiol. En lo que respecta al indice de sociabilidad,
se observd que las hembras tuvieron peores puntuaciones en dicho indice en
comparacion con los machos (Tabla R1.5). Ademas, se observé un aumento de este
indice causado por la exposicion a LPS durante la gestacion. Sin embargo no se
encontraron cambios significativos ocasionados por la administracion de THC.

La preferencia por la novedad social, se evalu6 analizando los tiempos de
interaccion entre Extrafiol y una nueva rata (Extrafio2) utilizada como novedad social
(Figura 1.4C). De la misma manera que en el caso anterior, se encontré6 una
preferencia generalizada por la rata novedosa (F(1, 105) = 105,36; p = 0,000 n, = 0,501).
Ademas, acorde con los datos anteriores, se observo un incremento en la preferencia
por la novedad social de las ratas expuestas a AIM (Tabla R1.5). Por otro lado, el THC
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produjo un descenso en este componente del comportamiento social, especialmente
en hembras, sin interaccionar con la exposicion a LPS prenatal.

Efecto (ANOVA) F(glw, glr) Valor p n%

Sexo F(1, 108) = 10,38 0,002 0,088

Sociabilidad AIM F(1, 108) = 4,79 0,031 0,042
Postnatal F(1, 108) = 28,07 0,527 -
Sexo F(1, 108) = 2,49 0,117 -

. AlM F(1, 108) = 8,99 0,003 0,077

vzl 2ecl Postnatal F(1, 108) = 4,8 0,031 0,043
AlIM*Postnatal F(1, 108) = 0,01 0,432 -

Tabla R1.5. Estadisticos de las pruebas de interaccion social. Se presentan los valores estadisticos
de la prueba del laberinto de 3 salas. Las interacciones se expresan con “*” entre los factores
correspondientes. Los efectos inter-sujeto se presentan con el nombre del factor en solitario (Ej: Sexo).
Factores inter-sujeto: Sexo (M/H), AIM (sal/LPS), Postnatal (veh/THC). M = Machos. H = Hembras.

1.2.3. Formacién de asociaciones incidentales: anélisis de realidad

El analisis de sintomas psicéticos, como delirios o alucinaciones, en animales es
algo especialmente complejo y casi imposible de abordar, especialmente de manera
directa. Por ello, en este caso se estudiaron procesos que podrian ser subyacentes a
dichos fendbmenos psicoticos como la monitorizacion de la realidad.

En este estudio se analiz6 el fendbmeno de condicionamiento mediado en un
paradigma de precondicionamiento sensorial (Figura R1.5A). EIl ANOVA de medidas
repetidas con 3 vias realizado encontré un efecto principal de mCS sugiriendo menor
consumo generalizado de esa soluciéon (Figura R1.5B), pero no se observaron efectos
de la exposicion a LPS, THC, ni interacciones entre ambos (Tabla R1.6). Examinando
los datos del condicionamiento directo, los efectos del LiCl habian desaparecido
(Figura R1.5D), probablemente debido a la cantidad de tiempo transcurrido entre el
condicionamiento y el test. Cuando se incluy6 en los analisis el olor que habia sido
condicionado (almendra o platano) como un factor mas, se observé que el consumo
de los mCS estaba influido por la exposicién a LPS, en funcion del olor condicionado.
Cuando el olor condicionado de manera aversiva era almendra, la exposicién a LPS
influia en las diferencias entre el consumo de mCS- y mCS+ (Figura R1.5C).
Concretamente el LPS provocoé la desaparicion de diferencias entre mCS- y mCS+,
eliminando asi el condicionamiento mediado que si se producia en los animales salino.
En cambio, esta interaccidn esta ausente cuando el olor condicionado es el platano y
se encuentran diferencias en el consumo de mCS- y mCS+ tanto de los salino como
de los LPS. Esto podria estar indicando que, en estas concentraciones, existe una
mayor saliencia del platano como estimulo olfativo.

91



Resultados: Objetivo 1

Efecto (ANOVA) F(glm, glr) Valor p n%
mCS F(1, 49) = 6,86 0,012 0,123
mCS*Sexo F(1, 49) = 0,04 0,843 -
mCS*AIM F(1, 49) = 2,36 0,131 -
mCS*Postnatal F(1,49)=1,01 0,320 -
mCS*AlM*Postnatal F(1, 49)=0,72 0,399 -
mCS*olorC*AIM F(1, 41) = 6,65 0,014 0,139
mCS*[olorC = Alm]*AIM F(@1,28)=7,17 0,012 0,204
mCS*olorC = AIm]*[AIM = sal] F(1, 28) = 11,25 0,002 0,287
mCS*olorC = Plat]*AIM F(1, 25) = 0,587 0,451 -

Tabla R1.6. Estadisticos del test de asociaciones incidentales. Se exponen estadisticos de la
prueba de asociaciones incidentales. Las interacciones se expresan con “*” entre los factores
correspondientes y, en los efectos simples, el grupo analizado aparece entre corchetes. Los efectos
inter-sujeto se presentan con el nombre del factor en solitario (Ej: Sexo). Factores intra-sujeto: mCS
(+/-). Factores inter-sujeto: Sexo (M/H), AIM (sal/lLPS), Postnatal (veh/THC), olorC (alm/plat).
M = Machos. H = Hembras. OlorC = olor condicionado. Alm = almendra. Plat = platano.
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Figura R1.5. Test de asociaciones incidentales. A) Esquema temporal de la prueba de asociaciones
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incidentales. Cada linea vertical representa un dia. Durante el precondicionamiento sensorial se realizé
la asociacion entre dos estimulos (O1+T1y O2+T2). En la fase de condicionamiento los animales fueron
condicionados de manera aversiva con LiCl tras la exposicion a O1. Tras un dia de recuperacion con
acceso a agua durante 1h por la mafiana y otra por la tarde, se llevaron a cabo los test de
condicionamiento directo e indirecto. Se utilizaron almendra (benzaldehido) y platano (isoamilo acetato)
como olores, y salado (NaCl) y &cido (HCI) como estimulos gustativos. B) Consumo de los sabores con
condicionamiento mediado 0 no normalizados por peso y expresados en porcentaje. C) Representacién
gréfica de la influencia del LPS en el condicionamiento mediado en funcioén del olor condicionado. D)
Consumo de agua en presencia de los olores condicionados y no condicionados expresado en
porcentaje en funcién del peso. Los resultados se representan mediante la media + EEM. Las
interacciones se representan con una grafica simplificada. *p < 0,05 efectos inter-sujeto, #p < 0,05
efectos intra-sujeto.

1.2.4. La AIM altera el filtrado sensoriomotor preatencional

El filtrado sensoriomotor preatencional fue medido a través de la inhibicion por
prepulso de la respuesta al sobresalto. En la condicion 12dB_30ms, la exposicion a
LPS durante la gestacion provocd una menor inhibicion de la respuesta en ambos
sexos (Figura R1.4D). Este mismo efecto causado por la exposicion a LPS prenatal
se encontré en la condicién 12dB_120ms (Figura R1.4E). Ademas, se observé un
mayor porcentaje de habituacion en las hembras (Figura R1.4F). No obstante, no se
encontraron mas efectos significativos en el resto de condiciones (Tabla R1.7).
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Condicion PPI Efecto F(glw, glr) Valor p n%
Sexo F(1, 99) = 0,003 0,954 -
AIM F(1, 99) = 5,153 0,025 0,788
THC F(1, 99) = 0,706 0,403 -
12dB_120ms Sexo*AIM F(1, 99) = 1,848 0,177 -
Sexo*THC F(1, 99) = 0,071 0,790 -
AIM*THC F(1, 99) = 1,666 0,200 -
Sexo*AIM*THC F(1, 99) = 2,363 0,127 -
Sexo F(1, 86) = 1,752 0,189 -
AIM F(1, 86) = 2,136 0,148 -
THC F(1, 86) = 2,531 0,115 -
4dB_120ms Sexo*AIM F(1, 86) = 2,392 0,126 -
Sexo*THC F(1, 86) = 0,299 0,586 -
AIM*THC F(1, 86) = 0,452 0,503 -
Sexo*AIM*THC F(1, 86) = 0,475 0,492 -
Sexo F(1, 103) = 3,047 0,084 -
AlM F(1, 103) = 10,973 0,001 0,096
THC F(1, 103) = 0,720 0,398 -
12dB_30ms Sexo*AIM F(1, 103) = 0,052 0,820 -
Sexo*THC F(1, 103) = 0,692 0,407 -
AIM*THC F(1, 103) = 0,446 0,506 -
Sexo*AIM*THC F(1, 103) = 0,004 0,950 -
Sexo F(1, 75) = 3,445 0,067 -
AIM F(1, 75) = 0,487 0,487 -
THC F(1, 75) = 0,910 0,343 -
4dB_30ms Sexo*AlM F(1, 75) = 0,246 0,621 -
Sexo*THC F(1, 75) = 0,014 0,905 -
AIM*THC F(1, 75) = 0,027 0,869 -
Sexo*AIM *THC F(1,75)=1,744 0,191 -
Sexo F(1, 102) = 9,372 0,026 0,048
AIM F(1, 102) = 0,392 0,533 -
THC F(1, 102) = 0,856 0,862 -
Habituacion Sexo*AIM F(1, 102) = 0,083 0,774 -
Sexo*THC F(1, 102) = 0,453 0,502 -
AIM*THC F(1, 102) = 1,079 0,301 -
Sexo*AIM *THC F(1,102) = 1,283 0,260 -

Tabla R1.7. Estadisticos paratodas las condiciones de la PPl y la habituacion. Se indica el nimero
de dB del prepulso por encima del ruido de fondo (65 dB) y el intervalo de tiempo en milisegundos entre
el prepulso y el pulso (120 dB). Ademas, se muestran los estadisticos para la habituacién al estimulo
principal (120 dB). Las interacciones se expresan con “*” entre los factores correspondientes. Los
efectos inter-sujeto se presentan con el nombre del factor en solitario (Ej: Sexo). Factores inter-sujeto:
Sexo (M/H), AIM (sal/LPS), Postnatal (veh/THC). M = Machos. H = Hembras.

1.2.5. La activacion inmune prenatal incrementa la preferencia por sacarosa
en ambos sexos

Para estudiar la anhedonia, se realizé una prueba de preferencia por sacarosa. En
primer lugar, a través de un analisis de medidas repetidas se comprob6 que existia
una preferencia generalizada por la solucibn con sacarosa (F(q, 103 = 385,81,
p = 0,000, n’ = 0,789). No se encontraron diferencias significativas en el total de agua
(F@, 100) = 1,29; p = 0,26) o sacarosa consumida (F, 102) = 1,40; p = 0,239). Analizando
el porcentaje de preferencia por sacarosa entre grupos se observé un efecto
inesperado de la exposicion a LPS durante la gestacién, aumentando esta la
preferencia por sacarosa (Figura R1.4G) (F, 104 = 5,41, p = 0,022, n? = 0,049). Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas debidas la exposicién a THC o
a su interaccion con la AIM. Tampoco hubo efectos significativos del sexo.
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1.3. Exploracién de posibles marcadores tempranos en las madres que
puedan indicar o predecir la gravedad de los sintomas de la
descendencia

1.3.1. Ausencia de asociaciones entre la exploracion comportamental de las
madres y la severidad de los déficits en la descendencia

Con el fin de hallar marcadores tempranos presentes en las madres que pudieran
predecir la presencia o la gravedad de los sintomas en su descendencia, se realizaron
pruebas de comportamiento a las futuras madres antes de los cruces (Figura R1.1A).
Ademas de analizar comportamientos de tipo ansioso con el laberinto en cruz elevado
y el laberinto de campo abierto, también se eligié la disminucién de peso tras la
primera inyeccion y la variacibn méxima de temperatura causada por la administracion
de LPS como posible marcador. Sin embargo, no se encontraron correlaciones
significativas entre los indices de las madres, o sus componentes, y los indices de la
descendencia (Tabla R1.8).

Descendencia IM LCE A.Loc. Temp. Peso

Pearson 0,674 0,192 0,542 -0,491 0,732

IC (H THC) Valor p 0,529 0,877 0,635 0,673 0,477
N 3 3 3 3 3

Pearson 0,728 -0,536 -0,656 0,72 0,474

IC (H veh) Valor p 0,272 0,464 0,344 0,28 0,526
N 4 4 4 4 4

Pearson 0,199 -0,36 -0,284 0,872 -0,420

IC (M THC) Valor p 0,748 0,552 0,643 0,054 0,481
N 5 5 5 5 5

Pearson 0,126 0,38 -0,884 0,565 -0,521

IC (M veh) Valor p 0,874 0,62 0,116 0,435 0,479
N 4 4 4 4 4

Tabla R1.8. Correlaciones entre marcadores tempranos y déficits de la descendencia. Se
muestran las correlaciones realizadas entre las pruebas de comportamiento realizadas a las madres
que recibieron LPS y a su descendencia. Para la descendencia se ha elaborado un indice resultante
de sumar todas las pruebas normalizadas y multiplicadas previamente por menos uno. En el caso de
las madres se ha realizado un indice similar (con puntuaciones normalizadas) restando a la pérdida de
peso tras la primera inyeccion el indice del LCE, la actividad locomotora y la mayor variacion de
temperatura tras la administracion de LPS. IM = indice madre. LCE: Laberinto en cruz elevado. A. Loc.:
Actividad locomotora. Temp.: Temperatura. H: Hembras. M: Machos.
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Objetivo 2. EXPLORAR POSIBLES EFECTOS SURGIDOS DE LA
COMBINACION DE UNA ACTIVACION INMUNE MATERNA Y UNA
ADMINISTRACION SIMILAR A UN CONSUMO ABUSIVO DE THC DURANTE
LA ADOLESCENCIA

2.1. Evaluacion de la potencia de los impactos mediante cambios de
temperatura y/o peso en las madres y la descendencia

2.1.1. La administracion LPS durante la gestacion produce hipotermiay
disminucion del incremento de peso normal

Las inyecciones de LPS durante la gestacion, al igual que en el experimento
anterior, produjeron una clara hipotermia el DG15 (Figura R2.1C) como demuestra la
interaccion Tiempo*AIM. Al realizar el andlisis de efectos simples con pruebas de
contraste, no se encontraron diferencias significativas de la temperatura con el paso
del tiempo en el grupo inyectado con suero salino. Aunque, estos mismos andlisis, si
revelaron diferencias en el grupo LPS al comparar el tiempo To con Teo, T120 Y T240
(Tabla R2.1). Sin embargo, el segundo dia de la inyeccion no se observé una
interaccion Tiempo*AIM sino un efecto del tiempo. La inspeccién visual de los datos
parece estar sugiriendo que la exposicion a LPS estaria desempefiando un importante
papel en este efecto (Figura R2.1D). Esto estaria apoyado por las pruebas de
contraste que se realizaron e indicaron diferencias significativas al comparar To con
T120 Yy T240.

En cuanto al peso corporal, se observé un aumento significativo de los pesos de
todos los animales (Figura R2.1B) debido al normal desarrollo de la gestacién y una
interaccion Dia*AIM. El andlisis de los efectos simples de esta interaccién revel6 un
efecto del tiempo en las madres inyectadas con salino (Tabla R2.1). Ademas, las
pruebas de contraste mostraron diferencias significativas entre el peso corporal del
primer dia de inyeccién (DG15) y DG16, DG17 y DG18. Sin embargo, al llevar a cabo
este mismo analisis en el grupo LPS, a pesar de obtener un efecto significativo del
factor Dia, al realizar las pruebas de contraste (comparando el peso de DG15 con los
demas) solo se observaron diferencias significativas en DG18. Esto indica que,
durante los dos siguientes dias a la primera inyeccion de LPS, este grupo no
incrementd de manera significativa su peso.
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FiguraR2.1.Induccién de AIM en la gestacion de las tandas 3y 4. A) Diagrama temporal del analisis
de marcadores tempranos y la induccion de AIM en las tandas 3 y 4. Como posibles marcadores
tempranos, de manera previa a los cruces, se analizaron comportamientos de tipo ansioso, actividad
locomotora y se registré tanto la temperatura como el peso tras las inyecciones de LPS. El dia 0 de
gestacion se establecié mediante la presencia de espermatozoides en un frotis vaginal. B) Peso
corporal de las madres durante los dias de las inyecciones de LPS y el dia después de finalizar la
administracion. C) Temperatura rectal 0, 60, 120 y 240 minutos después de la inyeccién de LPS en los
dias de gestacion 15 y 16. Los resultados se representan como la media + EEM. n = 8 animales.
*p < 0,05 efectos inter-sujeto; #p < 0,05 efectos generales intra-sujeto; $p < 0,05 diferencias respecto

a To.

Temperatura
DG15

Temperatura
DG16

Pesos
DG15-DG18

Efecto
Tiempo*AlM
Tiempo*[AIM=LPS] (To vs Teo)
Tiempo*[AIM=LPS] (To vS T120)
Tiempo*[AIM=LPS] (To vS T240)
Tiempo
Tiempo (To vs Teo)
Tiempo (To vs Ti20)
Tiempo (To vs Ta40)

DG
DG*AIM
DG*[AIM=LPS]
DG*[AIM=LPS] (DG15 vs DG16)
DG*[AIM=LPS] (DG15 vs DG17)
DG*[AIM=LPS] (DG15 vs DG18)
DG*[AIM=sal]
DG*[AIM=sal] (DG15 vs DG16)
DG*[AIM=sal] (DG15 vs DG17)
DG*[AIM=sal] (DG15 vs DG18)

F(glwm, glr)
F(2, 27) =16,28
F(1, 7) =6,01
F(1, 7) =49,67
F(1, 7) =12,01
F(1, 19) =3.98
F(1, 13) =0,93
F(1, 13) =8,63
F(1, 13) =5,70
F(2, 27) =110,01
F(2, 27) =11,13
F(L, 8) =38,22
F(L, 7) =4,67
F(1, 7) =0,17
F(1, 7) =29,66
F(2, 12) =109,04
F(1, 7) =51,44
F(1, 7) =50,21
F(1, 7) =198,45

Valor p
0,000
0,044
0,000
0,010
0,047
0,351
0,012
0,033
0,000
0,000
0,000
0,067
0,689
0,001
0,000
0,000
0,000
0,000

n%
0,538
0,462
0,876
0,632
0,235

0,005
0,055
0,887
0,443
0,845

0,809
0,94
0,880
0,878
0,966

Tabla R2.1. Efectos de LPS en las madres gestantes. Estadisticos para los diferentes efectos
causados por AIM en la temperatura y el peso corporal de las madres. Las interacciones se expresan

Wk

con

entre los factores correspondientes. En los efectos simples, el grupo analizado aparece entre
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corchetes y los contrastes entre paréntesis. Los efectos inter-sujeto se presentan con el nombre del
factor en solitario (Ej: AIM). Factores intra-sujeto: Tiempo (minutos) y DG (dia). Factores inter-sujeto:
AIM (sal/LPS).

2.1.2. La exposicion durante la adolescencia a dosis crecientes de THC
disminuye el peso de los animales: reversion por AIM

El peso corporal de los animales aument6 de manera general debido al crecimiento
normal (Figura R2.2). Sin embargo, el ANOVA de medidas repetidas reveld una
interaccion entre DP y el sexo. El andlisis de los efectos simples mostré que ambos
sexos incrementaron su peso a lo largo de la administracion, aunque lo hicieron a
ritmos diferentes tal y como revel6 el analisis inter-sujeto (Tabla R2.2).

De igual manera, se observo una interacciéon DP*AIM*Postnatal (Figura R2.3). Tras
analizar la interaccion en funcién de la exposicion a THC se observo que el LPS afecto
a los animales que recibieron vehiculo provocando un incremento de peso mayor
([Post = veh] (LPS vs sal) (InterS)) pero no a los animales expuestos a THC
([Post = THC] (LPS vs sal) (InterS)) (Tabla R2.2). Sin embargo, al analizar la
interaccidn en funcién del impacto postnatal, se aprecié una disminucion, producida
por el THC, tanto en el incremento de peso de los animales salino
(JAIM = sal] (THC vs veh) (InterS)) como de los que fueron expuestos a LPS
(JAIM = LPS] (THC vs veh) (InterS)).

Estos datos parecen indicar que el THC anula los efectos de la AIM (aumento de
peso), pero esta no anula los efectos del THC (disminucién de peso). Ademas, la
presencia de un efecto inter-sujeto global del THC que se mantuvo hasta el dia
postnatal 55 parece indicar que, a estas dosis, el efecto del THC es ligeramente mas
potente que el producido por la exposicion a LPS.

Efectos (ANOVA) F(glm, glr) Valor p n%

DP F(4, 637) = 4616 0,000 0,963
DP*Sexo F(4, 637) = 35,63 0,000 0,169
DP*[Sexo = M] F(2, 164) = 1261 0,000 0,936
DP*[Sexo = H] F(2, 224) = 1534 0,000 0,942
Sexo (InterS) F(1, 175) = 25,74 0,000 0,128
DP*AIM F(4, 637) = 3,88 0,005 0,022
DP*[AIM = sal] F(10, 184) = 1315 0,000 0,935
DP*[AIM = LPS] F(10, 159) = 1192 0,000 0,931

AIM (InterS) F(1, 175) = 3,03 0,084 -
DP*Postnatal F(4, 637) = 121,10 0,000 0,409
DP*[Postnatal = veh] F(3, 236) = 2793 0,000 0,967
DP*[Postnatal = THC] F(3, 258) = 1153 0,000 0,930
Postnatal (InterS) F(1, 175) = 33,97 0,000 0,163
DP*AIM*Post F(4, 637) = 3,06 0,020 0,017
[Post = veh] (LPS vs sal) (InterS) F(1, 93) =5,82 0,018 0,059

[Post = THC] (LPS vs sal) (InterS) F(1, 86) = 0,001 0,978 -
[AIM = sal] (THC vs veh) (InterS) F(1,91)=7,48 0,008 0,076
[AIM = LPS] (THC vs veh) (InterS) F(1, 88) = 23,61 0,000 0,212

Tabla R2.2. Efectos del THC y LPS en el peso durante la exposicién a dosis altas de THC. Se
muestran los efectos principales y las interacciones representadas con “*”. Los analisis de los efectos
simples muestran entre corchetes el grupo analizado. Los andlisis de efectos inter-sujeto se
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representan en cursiva acompafiados de “(InterS)”. Factores intra-sujeto: DP (dia). Factores inter-
sujeto: Sexo (M/H), Prenatal (sal/LPS), AIM (veh/THC). DP = Dia postnatal. M = Machos. H = Hembras.
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Figura R2.2. Efecto del THC en el peso de la descendencia. Cambios en el peso corporal durante
la administracion de THC en machos y hembras representados como la media + EEM. La
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administracion de THC se realiz6 durante 11 dias en dosis crecientes de la siguiente manera: 2,5 mg/Kg
(DP30-32), 5 mg/Kg (DP33-36) y 10 mg/Kg (DP37-40). Las interacciones se representan con “i"
mediante corchetes entre los factores implicados. n = 21 (M sal veh), 23 (M LPS veh), 22 (M sal THC),
21 (M LPS THC), 28 (H sal veh), 23 (H LPS veh), 22 (H sal THC), 23 (H LPS THC).
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Figura R2.3. Efectos en el peso de las interacciones entre THC y LPS. A) Influencia del LPS en el
peso en funcién de si los animales han recibido THC (derecha) o no (izquierda). B) Efectos del THC en
el peso corporal en funcion de si los animales han sido expuestos a LPS durante la gestacion (derecha)
0 no (izquierda). Los resultados se representan como la media + EEM. La administracion de THC se
realiz6 durante 11 dias en dosis crecientes de la siguiente manera: 2,5 mg/Kg (DP30-32), 5 mg/Kg

(DP33-36) y 10 mg/Kg (DP37-40). Los efectos intra-sujeto se representan con “#” p < 0,05y los efectos
inter-sujeto con “*” p < 0,05.
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2.2. Busqueda de alteraciones conductuales similares a los sintomas
cognitivos, negativos y positivos que ocurren en esquizofrenia

2.2.1. Lacombinacion de AIM con esta dosis de THC no produce efectos en
la memoria de trabajo

Los analisis del porcentaje de alternancia llevados a cabo en la descendencia, para
comprobar el estado de la memoria de trabajo, reflejaron un efecto del sexo
(Figura R2.4.B). No se encontraron efectos causados por la exposicion a LPS durante
la gestacién. Tampoco se apreciaron diferencias significativas causadas por la
exposicion a THC o su interaccién con la exposicién a LPS prenatal (Tabla R2.3).

Efecto (ANOVA) F(glw, glr) Valor p n%
Sexo F(1, 77) = 7,66 0,007 0,090
Sexo*AIM F(1, 77) = 0,00 0,952 -
AlM F(1, 77) = 0,00 0,947 -
Postnatal F(1,77)=0,47 0,497 -

Tabla R2.3. Estadisticos del laberinto en Y. Se muestran los estadisticos de la prueba del laberinto
en Y tras un ANOVA de tres vias. Las interacciones se expresan con “*” entre los factores
correspondientes. Los efectos inter-sujeto se presentan con el nombre del factor en solitario (Ej: Sexo).
Factores inter-sujeto: Sexo (M/H), AIM (sal/LPS), Postnatal (veh/THC). M = Machos. H = Hembras.
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Figura R2.4. Pruebas de comportamiento tras AIM y dosis crecientes de THC. A) Esquema
temporal de la administracion de THC en dosis crecientes o vehiculo y las pruebas de conducta
realizadas a las crias. Las dosis de THC fueron 2,5 mg/Kg (DP30-32), 5 mg/Kg (DP33-36) y 10 mg/Kg
(DP37-40). Se presentan los dias aproximados de las pruebas de comportamiento realizadas: Laberinto
en 'Y, laberinto de 3 salas, test de inhibicidn por prepulso, test de preferencia por sacarosa y prueba de
asociaciones incidentales. B) Porcentaje de triadas validas en el laberinto en Y respecto a triadas
posibles. Se entiende como triada vélida la entrada en 3 brazos sin repetir ninguno de ellos. El nimero
de triadas posibles se ha calculado como el total de entradas menos dos. C) indice de sociabilidad
calculado como el tiempo de interaccion con el extrafio 1 menos el tiempo de interaccién con el objeto
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dividido entre la suma de ambos. D) indice de preferencia por la novedad social calculado como el
tiempo de interaccién con el extrafio 2 menos el tiempo de interaccidn con el extrafio 1 dividido entre la
suma de ambos. E) Porcentaje de inhibicién de la respuesta a sobresalto por un prepulso 4 dB por
encima del ruido de fondo y separado del pulso (120 dB) por 30 milisegundos. F) Porcentaje de
habituacion al estimulo principal de 120 dB. G) Preferencia por sacarosa medida mediante un test de
dos botellas y expresada en porcentaje. Los resultados se representan mediante la media £+ EEM. n en
la tabla R2.4. Las interacciones se representan con corchetes y se acompafan de una gréfica
simplificada. *p < 0,05 efectos inter-sujeto; “t” (0,05 < p < 0,06) tendencia.

n Lab.Y Lab. 3 salas PPI Sac. | As. Incid.
Condicion - S NS A B C D - M/D
M sal veh 13 13 13 12 8 11 8 13 13
M LPS veh 11 10 10 10 6 7 5 11 11
M sal THC 11 11 11 10 8 9 10 10 11
M LPS THC 11 10 11 9 5 7 5 10 11
H sal veh 11 11 11 10 7 10 6 10 11
H LPS veh 10 11 11 9 6 9 8 10 11
H sal THC 9 10 10 10 8 10 7 9 10
H LPS THC 9 10 10 8 4 7 6 10 10

Tabla R2.4. NOmero de animales utilizados en la estadistica de las pruebas de conducta de las
tandas 2y 3. Se muestran el numero final de animales por grupo, tras eliminar valores atipicos, que se
utilizaron en las pruebas estadisticas del laberinto en Y (Lab. Y), el laberinto de 3 salas (sociabilidad y
preferencia por la hovedad social), la prueba de inhibicién por prepulso de la respuesta de sobresalto
(PPI), la prueba de preferencia por sacarosa (Sac.) y el test de asociaciones incidentales (As. Incid.).
S: sociabilidad. NS: Novedad social. A: 12dBy 120ms. B: 4dBy 120ms. C: 12dB y30ms. D: 4dB y 30ms.
M/D: Condicionamiento mediado y condicionamiento directo.

2.2.2. La exposicion a LPS prenatal y a THC durante la adolescencia
modulan la preferencia por la novedad social

En primer lugar, un ANOVA de medidas repetidas reflej6 que los animales
interaccionaban mas tiempo con el Extrafiol que con el objeto inanimado
(Fa, 75) = 51,98; p = 0,000, n?» = 0,409). No se observo efecto de la exposiciéon a LPS
en el porcentaje de preferencia (Figura R2.4C). Tampoco se encontrd efecto alguno
de la administracion de THC (Tabla R2.3).

En cuanto a los datos de la preferencia por la novedad social, se observa
igualmente una preferencia generalizada por el Extrafio2 analizada mediante un
ANOVA de medidas repetidas de los tiempos de interaccion (F, 79) = 20,91; p = 0,000,
n% = 0,209). En este caso, al analizar los porcentajes de preferencia del Extrafio2 se
observa una interaccion entre la exposicion a AIMy THC (Tabla R2.5). Un analisis de
los efectos simples de esta interaccion reveldé que, en animales expuestos a LPS
durante la gestacion, la administracion de THC produce un aumento de la preferencia
por la novedad social (Figura R2.4D). Estas diferencias, producidas por la
administracion de THC, no se encontraron en los animales expuestos a suero salino
durante la gestacion (Tabla R2.5).

103



Resultados: Objetivo 2

Efecto (ANOVA) F(glm, glr) Valor p n%
Sexo F(1, 78) = 1,01 0,318 -
. AIM F(1, 78) = 0,13 0,719 -
Sociabilidad Postnatal F(1 78) = 0.58 0.449 ]
AIM*Postnatal F(1,78)=1,18 0,281 -
Sexo F(1, 78) = 1,05 0,310 -
AIM F(1, 78) = 0,00 0,960 -
. Postnatal F(1, 78) = 0,54 0,463 -
Sleeeal 2ocsl AIM*Postnatal F(1, 78) = 5,56 0,021 0,066
[AIM = sal]*Postnatal F(1,83)=1,32 0,254 -
[AIM = LPS]*Postnatal F(1, 83) = 5,04 0,027 0,057

Tabla R2.5. Estadisticos de las pruebas de interaccion social. Se presentan los valores estadisticos
de la prueba del laberinto de 3 salas. Las interacciones se expresan con “*” entre los factores
correspondientes y, en los efectos simples, el grupo analizado aparece entre corchetes. Los efectos
inter-sujeto se presentan con el nombre del factor en solitario (Ej: Sexo). Factores inter-sujeto: Sexo
(M/H), AIM (sal/LPS), Postnatal (veh/THC). M = Machos. H = Hembras.

2.2.3. Ausencia de efectos en el filtrado preatencional y en la preferencia por
sacarosa

Los andlisis de la prueba de inhibicion por prepulso no revelaron, en ninguna de
sus condiciones, efectos debidos a AIM, THC o su interaccion (Tabla R2.6). Sin
embargo, si se observé una mayor inhibicién de la respuesta en las hembras en la
condicién 4dB_30ms (Figura R2.4E). También se encontré una tendencia en la
interaccion sexo*AIM (p = 0,055) en la habituacién (Figura R2.4F).

La prueba de preferencia por sacarosa se utilizé para tratar de encontrar posibles
déficits semejantes a la anhedonia ocurrida en humanos. En primer lugar, se observo
mediante un ANOVA de medidas repetidas que todos los animales tenian una
preferencia general por la solucibn con sacarosa (F(1, 68) =481,78; p = 0,000,
N’ = 0,876). Sin embargo, analizando los porcentajes de preferencia de cada grupo
no se encontraron diferencias causadas por la AIM o la exposicibn a THC
(Figura R2.4G). Tampoco se observaron diferencias en la preferencia ocasionadas
por el sexo.
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Condicién PPI Efecto F(glw, glr) Valor p n%
Sexo F(1, 78) = 0,29 0,591 -
AlM F(1, 78) = 0,40 0,531 -
THC F(1, 78) = 0,02 0,900 -
12dB_120ms Sexo*AlM F(1, 78) = 0,03 0,855 -
Sexo*THC F(1, 78) =0,13 0,719 -
AIM*THC F(1, 78) = 0,00 0,963 -
Sexo*AIM*THC F(1, 78) = 0,00 0,987 -
Sexo F(1, 44) = 2,63 0,112 -
AIM F(1, 44) = 0,00 0,977 -
THC F(1,44)=1,14 0,291 -
4dB_120ms Sexo*AIM F(1,44)=1,88 0,178 -
Sexo*THC F(1,44)=0,24 0,624 -
AIM*THC F(1, 44)=1,65 0,206 -
Sexo*AIM*THC F(1, 44)=0,43 0,514 -
Sexo F(1, 62) = 0,05 0,824 -
AlM F(1, 62) = 2,70 0,106 -
THC F(1, 62) = 0,00 0,997 -
12dB_30ms Sexo*AIM F(1, 62) = 2,58 0,114 -
Sexo*THC F(1, 62) = 0,02 0,893 -
AIM*THC F(1, 62) = 0,234 0,630 5
Sexo*AIM*THC F(1, 62) = 0,00 0,972 -
Sexo F(1, 47) = 4,59 0,037 0,089
AIM F(1, 47) = 0,03 0,858 -
THC F(1, 47) = 0,26 0,613 -
4dB_30ms Sexo*AIM F(1,47)=0,13 0,718 -
Sex0*THC F(1, 47) = 0,02 0,885 -
AIM*THC F(1,47) = 3,05 0,087 -
Sexo*AIM *THC F(1,47)=0,014 0,905 -
Sexo F(1,79)=1,28 0,261 -
AlM F(1,79)=1,70 0,196 -
THC F(1,79)=0,11 0,747 -
Sexo*AlM F(1, 79) = 3,78 0,055 0,046
Habituacién [Sexo = M]*AIM F(1, 83) = 5,82 0,018 0,066
[Sexo = FJ*AIM F(1,83)=0,19 0,660 -
Sexo*THC F(1,79) = 0,41 0,523 -
AIM*THC F(1,79)=0,35 0,556 .
Sexo*AIM *THC F(1, 79) = 0,06 0,814 -

Tabla R2.6. Estadisticos para todas las condiciones de la PPI. Se indica el nimero de dB del
prepulso por encima del ruido de fondo (65dB) y el intervalo de tiempo en milisegundos entre el prepulso
y el pulso (120dB). Ademas, se muestran los estadisticos para la habituacién al estimulo principal (120
dB). Las interacciones se expresan con “*” entre los factores correspondientes y, en los efectos simples,
el grupo analizado aparece entre corchetes. Los efectos inter-sujeto se presentan con el nombre del
factor en solitario (Ej: Sexo). Factores inter-sujeto: Sexo (M/H), AIM (sal/LPS), Postnatal (veh/THC).
M = Machos. H = Hembras.

2.2.4. Formacion de asociaciones incidentales: analisis de realidad

Al igual que en el objetivo anterior, se analiz6 la formacién de asociaciones
incidentales mediante el paradigma de precondicionamiento sensorial y
condicionamiento mediado con el fin de determinar si existe una percepcion alterada
de la realidad. En este caso, se introdujeron modificaciones como el aumento de la
duracion del precondicionamiento sensorial y del condicionamiento y se cambié el tipo
de test a preferencia de dos botellas (Figura R2.5A). También se aumenté la
concentracion del olor a almendra al mismo tiempo que se disminuyd levemente la del
olor a platano.

En primer lugar, un ANOVA de medidas repetidas revel6 una tendencia a un menor
consumo de mCS+ comparado con mCS- en todos los animales (F,so0) = 3,73;

105



Resultados: Objetivo 2

p = 0,057, n = 0,045). La inspeccion visual de los datos sugiere que son las hembras
no expuestas a THC y los machos expuestos a ambos impactos los grupos que mas
influyen en esta tendencia (Figura R2.5B).

Para comprobar si existian diferencias en el condicionamiento mediado en funcién
de qué olor era que se condicionaba con LiCl, se afadio al analisis el factor “OlorC”
(olor condicionado) (Tabla R2.7). Con este analisis, se encontraron diferencias entre
mCS- y mCS+ y una interacciéon con la exposiciéon a LPS y THC. Sin embargo, al
analizar los efectos simples, no se encontraron diferencias significativas entre mCS-
y mCS+ en funcion de si el olor condicionado era almendra o platano.

Por otro lado, los datos del condicionamiento directo indican un claro efecto del LiCl
demostrado por un consumo significativamente menor del dCS+ en todos los grupos
(Fa, s0) = 322,83; p = 0,000, n% = 0,801). Esto parece indicar que el aumento de la fase
de condicionamiento ha permitido que se mantenga en el efecto del LiCl hasta la
realizacion del test directo.
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Figura R2.5. Test de asociaciones incidentales. A) Diagrama temporal de la prueba de asociaciones
incidentales. Cada linea vertical representa un dia. Durante el precondicionamiento sensorial se realizé
la asociacion entre dos estimulos (O1+T1y O2+T2). En la fase de condicionamiento los animales fueron
condicionados de manera aversiva con LICl tras la exposicion a O1. Tras un dia de recuperacion con
acceso a agua durante 1h por la mafiana, se llevaron a cabo los test de condicionamiento directo e
indirecto mediante un test de preferencia de dos botellas con eleccién forzada. Se utilizaron almendra
(benzaldehido) y platano (isoamilo acetato) como olores y salado (NaCl) y &cido (HCI) como estimulos
gustativos. B) Consumo de los sabores con condicionamiento mediado o no normalizados por peso y
expresados en porcentaje. C) Consumo de los olores condicionados y no condicionados expresados
en porcentaje en funcion del peso. Los resultados se representan mediante la media £+ EEM. Las
interacciones se representan con una grafica simplificada. *p < 0,05 efectos inter-sujeto; #p < 0,05
efectos intra-sujeto; “t” (0,05 < p < 0,06) tendencia.
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Efecto (ANOVA) F(glw, glr) Valor p n%
mCS*olorC*Sexo F(1, 72) = 3,09 0,083 -
mCS*olorC*AIM F(1, 72) = 0,64 0,428 -
mCS*olorC*Postnatal F(1, 72) = 1,46 0,230 -
mCS*olorC*AlM*Postnatal F(1,72)=4,34 0,041 0,057
mCS*[olorC = Alm]*AIM*Postnatal F(1, 36) = 1,50 0,228 -
mCS*olorC = Plat]*AIM*Postnatal F(1, 36) =2,99 0,092 -

Tabla R2.7. Estadisticos del test de asociaciones incidentales. Se exponen estadisticos de la
prueba de asociaciones incidentales de las tandas 3 y 4. Las interacciones se expresan con “*” entre
los factores correspondientes y, en los efectos simples, el grupo analizado aparece entre corchetes.
Factores intra-sujeto: mCS (+/-). Factores inter-sujeto: Sexo (M/H), AIM (sal/LPS), Postnatal (veh/THC),
olorC (alm/plat). M: Machos. H: Hembras. OlorC: olor condicionado. Alm: almendra. Plat: platano.

2.3. Evaluacion de marcadores tempranos

2.3.1. La AIM evita la disminucion de linfocitos T en futuras inyecciones de
LPS

Unos diez dias después del destete, se analizé la respuesta inmune de todas las
madres tras una inyeccién de LPS y una de suero salino mediante el aislamiento y
analisis de las diferentes poblaciones celulares de las PBMC. Se monitorizé el cambio
en los porcentajes de linfocitos T, linfocitos B y células mieloides mediante citometria
de flujo.

Para el estudio de los linfocitos T se utiliz6 el marcador CD3 y se analiz6 si existian
cambios tras la inyeccion de LPS en comparacion con la inyeccion de suero salino.
Un ANOVA de medidas repetidas revelé cambios diferenciales, ante la inyeccion de
LPS, en dicha poblacion en funcion de la exposicién a LPS durante la gestacion (Tabla
R2.8). El analisis de los efectos simples evidencid que en las madres que nunca
habian recibido una administracion de LPS, se producia una disminucion significativa
de estos linfocitos, mientras que en las madres expuestas a LPS durante la gestacion
no existian diferencias significativas (Figura R2.6A). Es importante destacar que los
analisis inter-sujeto de la administracion de LPS durante la gestacion no demostraron
diferencias entre los porcentajes de linfocitos T causadas por la inyeccion. En el caso
de los linfocitos B, no se observaron efectos causados por ninguna de las inyecciones
de LPS (gestacion o tras el destete de sus crias) (Figura R2.6B).

Sin embargo, en las células mieloides se encontr0 una leve tendencia a la
disminucién de esta poblacion tras la inyeccibn de LPS en todas las madres
(Tabla R2.8). El analisis visual de los datos parece indicar que la disminucién seria
similar tanto en el grupo salino gestacional como en el de LPS gestacional (Figura
R2.6C), aunque son necesarios mas estudios para confirmar estos resultados.
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Figura R2.6. Respuesta inmune materna. A-C) Se representa el porcentaje de células marcadas con
los anticuerpos CD3 (A), CD45RA (B) y CD11b/c (C) utilizados como marcadores de linfocitos T, B 'y
células mieloides respectivamente. Los resultados se expresan como la media + EEM. n = 8 animales
*p < 0,05 efectos inter-sujeto, #p < 0,05 efectos intra-sujeto. *p < 0,05 efectos inter-sujeto; “t”
(0,05 < p < 0,06) tendencia.

Células (%)

Células (%)
.

Poblacién Efecto (ANOVA) F(glm, glr) Valor p n%
Respuesta*AlM F(1, 14) = 5,32 0,037 0,275
Linfocitos T [AIM = LPS]*Respuesta F(1, 7)=0,24 0,641 -
= [AIM = sal]*Respuesta F(1, 7) = 6,22 0,041 0,470
AIM F(1, 14) = 0,66 0,432 =
Mieloides Respuesta F(1,14) =424 0,059 0,232
— AIM F(1, 14) = 0,49 0,494 -
. . Respuesta F(1, 14) = 1,07 0,319 -
AR & AIM F(1, 14) = 0,39 0,541 -

Tabla R2.8. Estadisticos de larespuestainmune materna. Se muestran los estadisticos de la prueba
de respuesta inmune realizada a las madres tras el destete. Las interacciones se expresan con “*” entre
los factores correspondientes y, en los efectos simples, el grupo analizado aparece entre corchetes.
Factores intra-sujeto: Respuesta (sal/LPS). Factores inter-sujeto: AIM (sal/LPS).
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2.3.2. La pérdida de peso durante el embarazo correlaciona con peores
puntuaciones en las pruebas de comportamiento de la descendencia

Nuevamente, se analizaron posibles marcadores tempranos en las madres que
pudieran predecir la gravedad de los déficits en la descendencia. Para ello se
analizaron las correlaciones entre el indice de las crias, el de las madres y sus
componentes. Debido a los resultados obtenidos en la citometria, se decidi6 afadir la
disminucién de linfocitos T como componente del indice de las madres.

Se observo una correlacion positiva entre el indice de las crias y el cambio de peso
en la madre tras la primera inyeccion de LPS (Tabla R2.9). Este resultado podria
indicar que una mayor pérdida de peso durante la gestacion correlaciona con peores
puntuaciones en las pruebas de comportamiento realizadas.

Descendencia IM LCE A. Loc. Temp. Peso Linf.T
Pearson 0,462 -0,098 -0,197 -0,059 0,713 0,331
IC Valor p 0,249 0,817 0,640 0,889 0,047 0,423

N 8 8 8 8 8 8

Tabla R2.9. Correlaciones entre los indices de las crias y los indices de las madres y sus
componentes. Se recogen los estadisticos de las correlaciones realizadas entre los datos obtenidos
en las pruebas de las madres y su descendencia. Para elaborar el indice de la descendencia se
sumaron las puntuaciones normalizadas y multiplicadas por menos uno de las pruebas del laberinto en
Y, laberinto de tres salas, PPl y preferencia por sacarosa. El indice de las madres se ha realizado un
indice similar (con puntuaciones normalizadas) restando al peso el indice del LCE, la actividad
locomotora y la mayor disminucion de temperatura tras la primera inyeccion. IM: indice madre.
LCE: Laberinto en cruz elevado. A. Loc.: Actividad locomotora. Temp.: Temperatura.
Linf.T: Linfocitos T.

2.4. Evaluacioén de la actividad cerebral

Con el fin de estudiar las posibles alteraciones cerebrales que pudieran explicar los
cambios comportamentales observados, se llevo a cabo un estudio de tomografia por
emision de positrones (PET, del inglés positron emission tomography) en el DP60 (P1)
y otro en el DP120 (P2) en animales que no habian realizado las pruebas
conductuales.

El andlisis de las RDI (regiones de interés), mostro en primer lugar un efecto general
del paso del tiempo (efecto madurativo) en cuerpo estriado e hipotalamo que consistia
en una disminucién de la captacion relativa de 8F-FDG (de ahora en adelante CRF)
en el segundo PET y un incremento en el caso del hipotalamo (Figura R2.7A,D-E y
Tabla R2.10). Los andlisis también revelaron un efecto del sexo en corteza, cerebro
anterior basal (CAB) y cuerpo estriado (Figura R2.7A-C). En las dos primeras se
observd una disminucién de la CRF de las hembras en comparacién con los machos,
aungue solo en P1 (Tabla R2.10). Sin embargo, en cuerpo estriado, esta disminucion
de CRF en las hembras se aprecio tanto en P1 como en P2. En cuanto al LPS, se
observaron efectos en corteza, CAB e hipotalamo. En corteza y CAB, los animales
LPS tuvieron disminuyeron la CRF en P2. En cambio, en hipotalamo, se aprecié, solo
en P1, un descenso de la actividad de las hembras LPS en comparacion con las
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hembras salino. Por otro lado, en corteza al comparar la CRF en ambos PET se
observo una disminucién de CRF en el segundo PET de los animales vehiculo. Es
importante destacar que este efecto no se produjo en los animales THC.

Captacion ®F-FDG (%)
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sal vel 120
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Figura R2.7. Actividad cerebral en las regiones mas anteriores. A) Mapa de calor que expresa la
captacion relativa de ®F-FDG en los dos PET realizados (P1 y P2) en corteza, cerebro anterior basal
(CAB), cuerpo estriado (CE) e hipotalamo. Los resultados se expresan como la media del porcentaje
respecto a cerebro completo. B-E) Representacién grafica de las captaciones relativas de 8F-FDG en
cada region. Las interacciones se sefialan mediante un corchete y se acompafian de una grafica
simplificada de la interaccion. Los resultados se expresan como la media del porcentaje respecto a
cerebro completo + min. max. n en tabla R2.11. *p < 0,05 efectos inter-sujeto; #p < 0,05 efectos intra-
sujeto (P1 vs P2).
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Regidn Efecto (ANOVA) F(glw, glr) Valor p n%

Tiempo F(1, 61) = 6,82 0,011 0,101
Tiempo*AIM F(1, 61) = 4,75 0,033 0,072
Tiempo*[AIM = LPS] F(1, 30) = 8,18 0,008 0,214
Corteza Tiempo*Postnatal F(1, 61)=4,84 0,032 0,073
Tiempo*[Postnatal = veh] F(1, 34) = 8,90 0,005 0,207
Sexo (M vs H) F(1, 61) = 6,02 0,017 0,09
[Tiempo = P1] Sexo (M vs H) F(1,72)=7,01 0,01 0,09

[Tiempo = P2] Sexo (M vs H) F(1, 72) = 2,58 0,113 -
Tiempo F(1, 62) = 12,63 0,001 0,169
Cerebro Tiempo*AIM F(1, 62) = 4,22 0,044 0,064
anterior Tiempo*[AIM = LPS] F(1, 30) = 13,07 0,001 0,304
basal Sexo (M vs H) F(1, 62) = 7,90 0,007 0,113
[Tiempo = P1] Sexo (M vs H) F(1, 73) = 10,44 0,002 0,125

[Tiempo = P2] Sexo (M vs H) F(1, 69) = 2,23 0,14 -
Tiempo F(1, 57) = 45,14 0,000 0,442
Cuerpo Sexo (M vs H) F(1, 57) = 35,85 0,000 0,386
estriado [Tiempo = P1] Sexo (M vs H) F(1, 68) = 30,76 0,000 0,311
[Tiempo = P2] Sexo (M vs H) F(1, 69) = 10,67 0,002 0,134
Tiempo F(1, 60) = 91,01 0,000 0,603
Sexo (M vs H) F(1, 60) = 7,09 0,01 0,106
[Tiempo = P1] Sexo (M vs H) F(1, 73) = 4,26 0,042 0,055
[Tiempo = P2] Sexo (M vs H) F(1, 67) = 6,60 0,012 0,09
Hipotalamo Sexo*AlIM (InterS) F(1, 60)=7,85 0,007 0,116
[Tiempo = P1] Sexo*AIM (M vs H) F(1, 67) = 14,07 0,000 0,174

[Tiempo = P1] [Sexo = M]*AIM (sal vs LPS) F(1,71) = 2,99 0,088 -
[Tiempo = P1] [Sexo = H]*AIM (sal vs LPS) F(1,71)=12,16 0,001 0,146

[Tiempo = P2] Sexo*AlIM (InterS) F(1, 61)=0,60 0,442 -

Tabla R2.10. Estadisticos de la actividad cerebral en las regiones mas anteriores. Se muestran
los principales valores estadisticos de los efectos en la actividad de corteza, cerebro anterior basal,
cuerpo estriado e hipotalamo. Las interacciones se expresan con “*” entre los factores correspondientes
y, en los efectos simples, el grupo analizado aparece entre corchetes. Los efectos inter-sujeto se
presentan en cursiva seguidos de “(InterS)” o la comparacion especifica (p. ej.: M vs H). Factores inter-
sujeto: Sexo (M/H), AIM (sal/LPS), Postnatal (veh/THC). Factores intra-sujeto: Tiempo (P1/P2).
M = Machos. H = Hembras.

Grupo C CAB CE HT Col CM Puente BR Cb

M sal veh 9 10 10 9 10 10 10 9 10

M LPS veh 6 6 6 6 6 6 6 6 6
M sal THC 10 10 10 10 9 10 10 10 10
M LPS THC 5 5 5 4 3 5 4 5 5
H sal veh 11 11 11 11 11 11 11 11 11

H LPS veh 9 9 9 9 9 6 8 9 9
H sal THC 8 8 8 8 7 8 8 8 8

HLPS THC 11 11 6 11 11 11 11 11 11

Tabla R2.11. Nimero de animales utilizados en la estadistica de las pruebas de PET. Se muestran
el numero final de animales por grupo, tras eliminar valores atipicos, que se utilizaron en los estudios
tomografia por emision de positrones. C: Corteza. CAB: Cerebro anterior basal. CE: Cuerpo estriado.
HT: Hipotdlamo. Col: Coliculos. CM: Cerebro medio. BR: Bulbo raquideo. Cb: Cerebelo.

El andlisis de las RDI mas posteriores mostrd un efecto inter-sujeto general del sexo
en los coliculos, puente, bulbo raquideo y cerebelo (Tabla R2.12). Sin embargo, al
contrario que en las regiones anteriores, en este caso se aprecié un aumento de la
CRF en las hembras en comparacién con los machos (Figura R2.8A-B,D-F). Ademas,
en el caso del bulbo raquideo, se aprecio6 en los efectos intra-sujeto del sexo una fuerte
tendencia (p = 0,05) causada por el aumento de CRF en P2, tanto en machos como
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en hembras. También se observo, en puente y cerebelo, un incremento en la CRF de
P2 en todos los grupos respecto a P1. Por otro lado, el LPS tuvo efectos en los
coliculos y en el cerebro medio (Figura R2.8A,C). En los coliculos se observé una
disminucién de la CRF en los animales LPS, en comparacion con los salino, pero solo
en P1. En cerebro medio, también se observo esta disminucion de la actividad relativa
en P1 causada por el LPS, pero solo en las hembras. Sin embargo, en estas regiones
no se encontraron efectos significativos causados por el THC.

En linea con los resultados anteriores, los analisis preliminares de SPM mostraron
en los machos una mayor activacion en regiones anteriores y menor en las posteriores
en comparaciéon con las hembras (Anexo: Figura Al). El LPS, a rasgos generales
provoco importantes hipoactivaciones, mayoritariamente en P1, en algunas zonas de
cerebelo, bulbo raquideo, cerebro medio y coliculos (Anexo: Figura A2). También se
observaron hiperactivaciones, en el primer PET, en algunas zonas de corteza frontal,
putamen y cuerpo calloso que desaparecen en P2. Respecto al THC, se observaron
efectos notablemente menores y mas repartidos (Anexo: Figura A3). En P1, se
observan hipoactivaciones en zonas del tAlamo, hipocampo y amigdala. Sin embargo,
en P2 se observan pequefias zonas hipoactivadas en regiones mas posteriores como
cerebelo y bulbo raquideo. En cambio, las hiperactivaciones causadas por el THC
siguieron el patron opuesto. Mientras que en P1 se observaron pequefias
hiperactivaciones en zonas de regiones posteriores como hipocampo o corteza
posterior; en P2 se encontraron en nucleos de corteza anterior y en zonas del
hipocampo lateral izquierdo. No obstante, los analisis del SPM son preliminares y aun
no se han analizado las interacciones entre los factores por lo que estos datos deben
ser tomados con cautela.

Estos resultados ponen de manifiesto la durabilidad de los efectos que la AIM es
capaz de producir, como los descensos en la actividad relativa de regiones tan
importantes como el cerebro anterior, cerebro medio o hipotalamo incluso en la vida
adulta del individuo. En cambio, el THC apenas produjo cambios en la actividad
relativa a largo plazo ni por si solo ni en combinacion con la AIM por lo que estos datos
no apoyan la hipoétesis de sinergia entre ambos impactos.
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Regién Efecto (ANOVA) F(glm, glr) Valor p n%
Sexo (M vs H) F(1, 58) = 14,56 0,000 0,201
AIM (sal vs LPS) F(1, 58) = 8,12 0,006 0,123
Coliculos [Tiempo = P1] Sexo (M vs H) F(1, 70) = 12,06 0,001 0,147
[Tiempo = P2] Sexo (M vs H) F(1, 64) = 8,31 0,005 0,115
[Tiempo = P1] AIM (sal vs LPS) F(1, 70) = 16,80 0,000 0,194
[Tiempo = P2] AIM (sal vs LPS) F(1, 64)=1,26 0,266 -
Sexo (M vs H) F(1, 59) = 10,19 0,002 0,147
Sexo*AlIM (InterS) F(1, 59) = 4,68 0,035 0,073
[Tiempo = P1] Sexo (M vs H) F(1, 65) = 8,20 0,006 0,112
Cerebro [Tiempo = P1] AIM (sal vs LPS) F(1, 65) = 6,00 0,017 0,084
medio [Tiempo = P1] Sexo*AIM (InterS) F(1, 65) = 2,57 0,114 -
[Tiempo = P2] Sexo (M vs H) F(1, 62)=7,50 0,008 0,108
[Tiempo = P2] AIM (sal vs LPS) F(1,62)=0,91 0,345 -
[Tiempo = P2] Sexo*AIM F(1,62)=1,04 0,312 -
Tiempo F(1, 60) = 37,69 0,000 0,386
Puente Sexo (M vs H) F(1, 60) = 10,60 0,002 0,15
[Tiempo = P1]*Sexo (M vs H) F(1, 73) = 4,75 0,033 0,061
[Tiempo = P2]*Sexo (M vs H) F(1,67)=11,19 0,000 0,143
Tiempo F(1, 61) = 63,39 0,000 0,510
Tiempo*Sexo F(1, 61) = 3,99 0,050 0,061
Bulbo Tiempo*[Sexo = M] F(1,29)=18,91 0,000 0,395
raquideo Tiempo*[Sexo = H] F(1, 38) = 47,35 0,000 0,555
Sexo (M vs H) F(1, 61) = 18,30 0,000 0,231
[Tiempo = P1] Sexo (M vs H) F(1,72)=7,51 0,008 0,094
[Tiempo = P2] Sexo (M vs H) F(1, 69) = 15,86 0,000 0,187
Tiempo F(1, 62) = 16,07 0,000 0,206
Cerebelo Sexo (M vs H) F(1, 62) = 19,02 0,000 0,235
[Tiempo = P1] Sexo (M vs H) F(1,73)=11,51 0,001 0,136
[Tiempo = P2] Sexo (M vs H) F(1, 69) = 6,66 0,012 0,088

Tabla R2.12. Estadisticos de la actividad cerebral las regiones mas posteriores. Se recogen los
principales valores estadisticos de los efectos en la actividad de los coliculos, cerebro medio, puente,
bulbo raquideo y cerebelo. Las interacciones se expresan con “*” entre los factores correspondientes
Y, en los efectos simples, el grupo analizado aparece entre corchetes. Los efectos inter-sujeto se
presentan con el nombre del factor en solitario (Ej: Sexo). Factores inter-sujeto: Sexo (M/H), AIM
(sal/LPS), Postnatal (veh/THC). Factores intra-sujeto: Tiempo (P1/P2) M = Machos. H = Hembras.
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2.5. RNAseq PBMC

En primer lugar, las concentraciones y los nimeros de integridad del ARN (RIN, del
inglés RNA integrity number) de las muestras de PBMC fueron analizados por la
Unidad de Gendmica la Fundacion Parque Cientifico de Madrid (Tabla R2.13). Las
muestras con un RIN inferior a 7,8 no se consideraron viables.

Grupo Muestra Cadigo ng/pL 28S/18S RIN
M77 0 16 1,6 9
M sal veh M79 1 18 1,2 8,6
M85 2 29 1,3 7.9
M68 0 16 1,6 7.8
L LS el M98 1 16 1,5 8,8
M100 2 29 P9 8,5
M76 0 26 1,6 8,1
M sal THC M91 1 33 1,4 8,1
M93 2 24 1,9 9,1
M60 0 46 2.3 8
LFE T M63 1 59 16 79
M64 2 55 1,8 9,1
H sal veh F71 0 23 1,1 8,4
F80 1 22 1,7 8,5
Fo1 2 14 1,8 9,4
F69 0 14 1,4 7.8
L el F103 1 33 1,3 8,2
F104 2 15 1,3 8,9
F78 0 11 1,4 8,1
H sal THC F83 1 15 15 97
F94 2 40 2 8,2
F67 0 7 15 8,8
H LPS THC F68 1 33 1,9 8,8
F96 2 10 1,7 8,4

Tabla R2.13. Integridad y concentracion de ARN en las muestras de PBMC. Se recogen los valores
de concentraciones y ratios (como RIN y 285/18S) que indican la calidad de las muestras de las células
mononucleares de sangre periférica.

El andlisis de expresion diferencial reveld, en machos, un total de 388 genes
diferencialmente expresados (DE) (p ajustado < 0,05) a causa de la AlIM, la mayoria
de ellos a la baja (Figura R2.9). De manera similar, el THC provocé un mayor numero
de genes DE (603), manteniendo también una proporcidn mayoritaria de genes
regulados a la baja. La combinacion de ambos impactos elevo el numero total de
genes DE hasta 687 pero manteniendo también la proporcion mayoritaria de genes
regulados a la baja. Al analizar la distribucion de los genes DE, el THC demostro tener
un mayor peso que la AIM ya que tan solo el 5,7% de los genes se ven alterados
exclusivamente por el LPS, mientras que el 23,2% es a causa del THC
(Figura R2.10A). Un 26,4% solo aparecen DE en presencia de los dos impactos.

Cuando se comparé el efecto de los dos impactos con el efecto de la AlM, se
aprecio un menor nimero de genes DE (110) que cualquiera de los dos impactos tanto
separados como en combinacion. Cabe destacar que en este caso se observo una
proporcion similar de genes regulados a la baja y al alza. De manera similar, al
comparar la combinacion de los dos impactos con el efecto del THC se obtuvo un
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namero de genes DE menor (121) que las dos condiciones tanto separadas como
combinadas, aunque en este caso si que se mantuvo la proporcion mayoritaria de
genes regulados a la baja. En cuanto a las distribuciones, al comparar cada uno de
los impactos con la combinacion, el LPS alteré un 37% de los genes, el THC un 42,7%
y el 20,3% restante fue compartido entre ambas comparaciones.

En el caso de las hembras, se observd en primer lugar un nimero de genes
regulados al alza muy superior a los regulados a la baja en todos los casos excepto
en el de AIM (Figura R2.9). En este caso se aprecid que el nUmero de genes
afectados por LPS (15) fue muy inferior a cualquier condicion, incluidas las de los
machos. Por otro lado, el THC produjo en las hembras un numero de genes DE casi
diez veces superior al producido por la AIM (148). Ademas, al contrario de lo sucedido
en los machos, en la mayoria de estos genes se observd una regulacion al alza. La
combinacion de ambos impactos, al igual que en los machos, aumentd las
alteraciones transcriptdmicas incrementando los genes DE hasta 319. Sin embargo,
en este caso, un 61% de los genes solo resultaron alterados por la combinacion de
impactos, demostrando un importante efecto sinérgico (Figura R2.10B).

Al comparar los efectos combinados de ambos impactos con los efectos de uno
solo, se aprecio que, respecto a LPS, hubo un total de 252 genes DE, la gran mayoria
de ellos al alza. Realizando esta misma comparacion el THC se observé un niumero
menor de genes DE (107) siendo también la mayoria regulados al alza.

Estos resultados parecen indicar diferencias importantes en funcion del sexo, como
la direccion general de la expresion diferencial, la menor potencia de los efectos en
las hembras y la ausencia de efectos sinérgicos en los machos.

PBMC
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Figura R2.9. Namero de genes diferencialmente expresados en las PBMC. Se representa el
namero de genes diferencialmente expresados en cada una de las comparaciones realizadas entre
grupos.
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Figura R2.10. Distribucion de los genes diferencialmente expresados en las PBMC en funcién
del impacto. A) y B) Izquierda: Se representan en un diagrama de Venn los porcentajes de genes
diferencialmente (DE) expresados al comparar los grupos LPS veh (amarillo), sal THC (verde) y LPS
THC (lila) con sal veh. A) y B) Derecha: Se representa la distribucién de genes DE al comparar el grupo
LPS THC con LPS veh (amarillo) y sal THC (verde). Junto al grupo comparado se muestra el nimero
total de genes DE. Realizada con InteractiVenn (Heberle et al., 2015).

Con el fin de obtener una vision global de las alteraciones transcriptbmicas que se
estan produciendo en cada uno de los grupos, se llevé a cabo un andlisis de ontologias
de todos los genes diferencialmente expresados.

En el caso del efecto del LPS en machos se observo en los genes DE un
enriquecimiento en ontologias relacionadas con la activacion celular y la respuesta
inmune como las resaltadas en la Figura R2.11A-B. La mayoria de los genes
pertenecientes a estas ontologias mostraron una regulacién a la baja, apuntando
hacia alteraciones en la actividad basal de las PBMC y en la respuesta inmune
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(Figura R2.11C). A pesar de esta regulacion general a la baja, también se observa
una importante regulacién al alza en algunos genes como Cxcl2 y Cxcl10 relacionados
con la activacion de quimioquinas (Figura R2.11D). También se aprecian
regulaciones al alza en distintos tipos de receptores tipo Toll como TIrl3, Tir7 y TIr8;
una familia muy relacionada con la respuesta a LPS.

El THC provocd, al igual que el LPS, diferencias de expresion en genes
pertenecientes a ontologias relacionadas con la respuesta inmune y la activacién
celular (Figura R2.12A-B). De la misma manera, en las ontologias resaltadas
predomina una regulaciéon de los genes a la baja siguiendo la tendencia de los
resultados globales (Figura R2.12C). Sorprendentemente, tras la administracion de
THC también se observo una regulacion al alza de receptores de la familia Toll como
TIr7 y TIr8 de manera similar a lo ocurrido en la AIM (Figura R2.12D). La combinacién
de ambos impactos provocO alteraciones en genes pertenecientes a ontologias
similares a las de los impactos por separado como activacion celular, respuesta
inmune y respuesta a virus o lipopolisacarido (Figura R2.13A-B). Se mantiene
también la regulacion a la baja de los genes que componen las ontologias resaltadas
(Figura R2.13C). Sin embargo, al analizar el numero de fragmentos normalizados de
cada muestra, los receptores Toll dejan de estar entre los 25 genes mas regulados al
alza llegando incluso a muestras en las que no se encontré ningun fragmento como el
caso de TIr8 en MLPSTHC 2 (Figura R2.13D).
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Figura R2.11. Efecto de la AIM en PBMC de los machos. A) Se representa el negativo del logaritmo
en base 10 del valor p sin ajustar frente al logaritmo de FC (del inglés fold change; nimero de veces
de cambio). En color rojo o azul los genes diferencialmente expresados al alza o a la baja
respectivamente (valor p ajustado < 0,05). Se destacan genes de la familia TIr, Cxcl, S100a o
interleucinas afectadas por la exposicion a LPS, THC o su combinacién. B) Ontologias enriquecidas
significativamente con los genes diferencialmente expresados. C) Representacién grafica del nimero
de genes diferencialmente expresados tanto totales (Total) como solo de las 5 ontologias resaltadas
en negrita (ontologias resaltadas). D) Mapa de calor con el nUmero de fragmentos de cada muestra
normalizado a Z utilizando para cada gen la media y la desviacién estandar de fragmentos de todos los
machos. Se representan los genes pertenecientes a las ontologias resaltadas con mayores FC en la
comparacion entre grupos hasta un maximo de 25 y los genes con menor FC (siempre negativo)
también hasta un méaximo de 25.
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Figura R2.12. Efecto del THC en PBMC de los machos. A) Se representa el negativo del logaritmo
en base 10 del valor p sin ajustar frente al logaritmo de FC (del inglés fold change; nimero de veces
de cambio). En color rojo o azul los genes diferencialmente expresados al alza o a la baja
respectivamente (valor p ajustado < 0,05). Se destacan genes de la familia TIr, Cxcl, S100a o
interleucinas afectadas por la exposicion a LPS, THC o su combinacién. B) Ontologias enriquecidas
significativamente con los genes diferencialmente expresados. C) Representacion gréafica del nimero
de genes diferencialmente expresados tanto totales (Total) como solo de las 5 ontologias resaltadas
en negrita (ontologias resaltadas). D) Mapa de calor con el nUmero de fragmentos de cada muestra
normalizado a puntuacion Z utilizando para cada gen la media y la desviacion estandar de fragmentos
de todos los machos. Se representan los genes pertenecientes a las ontologias resaltadas con mayores
FC en la comparacién entre grupos hasta un maximo de 25 y los genes con menor FC (siempre
negativo) también hasta un maximo de 25.
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Figura R2.13. Efecto de los dos impactos en PBMC de los machos. A) Se representa el negativo
del logaritmo en base 10 del valor p sin ajustar frente al logaritmo de FC (del inglés fold change; nimero
de veces de cambio). En color rojo o azul los genes diferencialmente expresados al alza o a la baja

respectivamente (valor p ajustado < 0,05). Se destacan genes de la familia Tlr, Cxcl,

S100a o

interleucinas afectadas por la exposicion a LPS, THC o su combinacién. B) Ontologias enriquecidas
significativamente con los genes diferencialmente expresados. C) Representacion grafica del nimero
de genes diferencialmente expresados tanto totales (Total) como solo de las 5 ontologias resaltadas
en negrita (ontologias resaltadas). D) Mapa de calor con el nUmero de fragmentos de cada muestra
normalizado a puntuacion Z utilizando para cada gen la media y la desviacion estandar de fragmentos
de todos los machos. Se representan los genes pertenecientes a las ontologias resaltadas con mayores
FC en la comparacién entre grupos hasta un maximo de 25 y los genes con menor FC (siempre
negativo) también hasta un maximo de 25.

La comparacion entre la combinacion de los dos impactos y los impactos por

separado reflejo una cantidad notablemente menor de genes DE como era de esperar.
Ademas, en las ontologias relacionadas con la inflamacién y la activacion de
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leucocitos se aprecié una mayoria de genes regulados a la baja cuando estaban
presentes los dos impactos (Figura R2.14A-D). En la comparacion de los dos
impactos con el THC se apreciaron resultados similares como un menor nimero de
genes DE (Figura R2.15A-C). En cuanto a las ontologias se observan diversos genes
relacionados con la respuesta a lipopolisacarido y el ciclo vital virico regulados a la
baja (Figura R2.15D).
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Figura R2.14. Efecto de los dos impactos versus AIM en PBMC de los machos. A) Se representa
el negativo del logaritmo en base 10 del valor p sin ajustar frente al logaritmo de FC (del inglés fold
change; nimero de veces de cambio). En color rojo o azul los genes diferencialmente expresados al
alza o a la baja respectivamente (valor p ajustado < 0,05). Se destacan genes de la familia TIr, Cxcl,
S100a o interleucinas afectadas por la exposicion a LPS, THC o su combinacién. B) Ontologias
enriquecidas significativamente con los genes diferencialmente expresados. C) Representacion grafica
del nimero de genes diferencialmente expresados tanto totales (Total) como solo de las 5 ontologias
resaltadas en negrita (ontologias resaltadas). D) Mapa de calor con el nUmero de fragmentos de cada
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muestra normalizado a puntuacién Z utilizando para cada gen la media y la desviaciéon estandar de
fragmentos de todos los machos. Se representan todos los genes pertenecientes a las ontologias
resaltadas.
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Figura R2.15. Efecto de los dos impactos versus THC en PBMC de los machos. A) Se representa
el negativo del logaritmo en base 10 del valor p sin ajustar frente al logaritmo de FC (del inglés fold
change; nimero de veces de cambio). En color rojo o azul los genes diferencialmente expresados al
alza 0 a la baja respectivamente (valor p ajustado < 0,05). Se destacan genes de la familia Tlr, Cxcl,
S100a o interleucinas afectadas por la exposicion a LPS, THC o su combinacién. B) Ontologias
enriquecidas significativamente con los genes diferencialmente expresados. C) Representacion gréafica
del nimero de genes diferencialmente expresados tanto totales (Total) como solo de las 5 ontologias
resaltadas en negrita (ontologias resaltadas). D) Mapa de calor con el numero de fragmentos de cada
muestra normalizado a puntuacion Z utilizando para cada gen la media y la desviacion estandar de

fragmentos de todos los machos. Se representan todos los genes pertenecientes a las ontologias
resaltadas.
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En las hembras, en contra de lo esperado, la AIM apenas provoco efectos en las
PBMC alterando la expresion de tan solo 15 genes (Figura R2.16A). La inspeccion
visual de las ontologias no revelé una direccionalidad clara de la expresion de los
genes debido, posiblemente, al pequefio numero de genes alterados
(Figura R2.16B-D).

En cambio, el THC si provocd cambios notables alterando la expresién de 148
genes, de los cuales 107 fueron regulados al alza. Entre las ontologias a las que
pertenecen estos genes, destacaron las relacionadas con la respuesta a polisacérido,
produccion de citoquinas como interferén u homeostasis celular (Figura R2.17A-C).
La regulacion al alza general de estas ontologias podria estar indicando un aumento
en el numero y la funcionalidad de las PBMC, pero también una menor produccion de
citoquinas como el interferén tipo | (Figura R2.17D).

Al combinar los dos impactos, se aprecio un efecto sinérgico en el numero de genes
DE, llegando hasta los 329 (Figura R2.18A). Se observé una regulacion general al
alza en las ontologias relacionadas con la presentacion de antigenos, proliferacion de
linfocitos y la traduccion (Figura R2.18B-D).

Estos datos podrian estar revelando un potente efecto sinérgico, ya que la
combinacion de ambos efectos multiplicé por mas de 2 el nUmero de genes cuya
expresion fue alterada. Al comparar la combinacion de los dos impactos con el efecto
de la AIM se aprecio un notable y esperado aumento en el nimero de genes DE,
siendo la mayoria regulados al alza (Figura R2.19A-C). Entre las ontologias destacan
la regulacion al alza de genes relacionados con la respuesta inmune e inflamatoria y
la respuesta a hormonas (Figura R2.19D). De la misma manera, cuando se
compararon la combinacion de los dos impactos con el THC se observo un aumento,
notablemente superior al de AIM de manera aislada, de las alteraciones
transcriptomicas apoyando la hipotesis de efectos sinérgicos (Figura R2.20).
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Figura R2.16. Efecto de AIM en PBMC de las hembras. A) Se representa el negativo del logaritmo
en base 10 del valor p sin ajustar frente al logaritmo de FC (del inglés fold change; nimero de veces
de cambio). En color rojo o azul los genes diferencialmente expresados al alza o a la baja
respectivamente (valor p ajustado < 0,05). Se destacan genes de la familia RT1, Cxcl, S100a o
interleucinas afectadas por la exposicion a LPS, THC o su combinacién. B) Ontologias enriquecidas
significativamente con los genes diferencialmente expresados. C) Representacién grafica del nimero
de genes diferencialmente expresados tanto totales (Total) como solo de las 5 ontologias resaltadas
en negrita (ontologias resaltadas). D) Mapa de calor con el nimero de fragmentos de cada muestra
normalizado a puntuacion Z utilizando para cada gen la media y la desviacion estandar de fragmentos
de todas las hembras. Se representan todos los genes pertenecientes a las ontologias resaltadas.
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Figura R2.17. Efecto del THC en PBMC de las hembras. A) Se representa el negativo del logaritmo
en base 10 del valor p sin ajustar frente al logaritmo de FC (del inglés fold change; nimero de veces
de cambio). En color rojo o azul los genes diferencialmente expresados al alza o a la baja
respectivamente (valor p ajustado < 0,05). Se destacan genes de la familia RT1, Cxcl, S100a o
interleucinas afectadas por la exposicion a LPS, THC o su combinacién. B) Ontologias enriquecidas
significativamente con los genes diferencialmente expresados. C) Representacion grafica del nimero
de genes diferencialmente expresados tanto totales (Total) como solo de las 5 ontologias resaltadas
en negrita (ontologias resaltadas). D) Mapa de calor con el nUmero de fragmentos de cada muestra
normalizado a puntuacion Z utilizando para cada gen la media y la desviacion estandar de fragmentos
de todas las hembras. Se representan todos los genes pertenecientes a las ontologias resaltadas.
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Figura R2.18. Efecto de los dos impactos en PBMC de las hembras. A) Se representa el negativo
del logaritmo en base 10 del valor p sin ajustar frente al logaritmo de FC (del inglés fold change; nimero
de veces de cambio). En color rojo o azul los genes diferencialmente expresados al alza o a la baja
respectivamente (valor p ajustado < 0,05). Se destacan genes de la familia RT1, Cxcl, S100a o
interleucinas afectadas por la exposicion a LPS, THC o su combinacién. B) Ontologias enriquecidas
significativamente con los genes diferencialmente expresados. C) Representacién grafica del nimero
de genes diferencialmente expresados tanto totales (Total) como solo de las 5 ontologias resaltadas
en negrita (ontologias resaltadas). D) Mapa de calor con el numero de fragmentos de cada muestra
normalizado a puntuacion Z utilizando para cada gen la media y la desviacion estandar de fragmentos
de todas las hembras. Se representan todos los genes pertenecientes a las ontologias resaltadas.
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Figura R2.19. Efecto de los dos impactos versus AIM en PBMC de las hembras. A) Se representa
el negativo del logaritmo en base 10 del valor p sin ajustar frente al logaritmo de FC (del inglés fold
change; nimero de veces de cambio). En color rojo o azul los genes diferencialmente expresados al
alza o a la baja respectivamente (valor p ajustado < 0,05). Se destacan genes de la familia RT1, Cxcl,
S100a o interleucinas afectadas por la exposicion a LPS, THC o su combinacion. B) Ontologias
enriquecidas significativamente con los genes diferencialmente expresados. C) Representacion grafica
del nimero de genes diferencialmente expresados tanto totales (Total) como solo de las 5 ontologias
resaltadas en negrita (ontologias resaltadas). D) Mapa de calor con el numero de fragmentos de cada
muestra normalizado a puntuacion Z utilizando para cada gen la media y la desviacion estandar de
fragmentos de todas las hembras. Se representan todos los genes pertenecientes a las ontologias

resaltadas.
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Figura R2.20. Efecto de los dos impactos versus THC en PBMC de las hembras. A) Se representa
el negativo del logaritmo en base 10 del valor p sin ajustar frente al logaritmo de FC (del inglés fold
change; nimero de veces de cambio). En color rojo o azul los genes diferencialmente expresados al
alza o a la baja respectivamente (valor p ajustado < 0,05). Se destacan genes de la familia RT1, Cxcl,
S100a o interleucinas afectadas por la exposicion a LPS, THC o su combinacién. B) Ontologias
enriquecidas significativamente con los genes diferencialmente expresados. C) Representacion gréafica
del nimero de genes diferencialmente expresados tanto totales (Total) como solo de las 5 ontologias
resaltadas en negrita (ontologias resaltadas). D) Mapa de calor con el numero de fragmentos de cada
muestra normalizado a puntuacién Z utilizando para cada gen la media y la desviacién estandar de
fragmentos de todas las hembras. Se representan todos los genes pertenecientes a las ontologias

resaltadas.
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2.6. RNAseq COF

Las concentraciones y los RIN de las muestras de COF también fueron analizados
por la Unidad de Genomica la Fundacion Parque Cientifico de Madrid (Tabla R2.14)
y consideradas 6ptimas para su secuenciacion.

Grupo Muestra Cadigo ng/pL 28S/18S RIN
M71 0 314 1,8 9,8

M sal veh M84 1 392 1,8 9,9
M87 2 340 2,6 10

M67 0 449 1,9 9,9

MLPS veh M98 1 478 1,6 9,2
M99 2 474 1,7 9,5

M76 0 639 1,8 9,8

M sal THC M83 1 864 26 10
M92 2 416 2,4 9,9

M60 0 328 1,8 9,9

MLPS THC M64 1 743 24 10
M96 2 311 2,6 10

F71 0 377 1,8 9,9

A F75 1 634 1,8 9,7
F80 2 405 1,8 9,9

F70 0 224 1,7 9,9

FLES ver F103 1 571 1,9 9,7
F104 2 217 1,8 9.8

F84 0 703 1,7 9,8

Fsal THC F88 1 668 2.4 10
F93 2 500 25 10

F68 0 361 2,2 9,9

F LPS THC F96 1 226 00 9,9
F98 2 141 2.4 10

Tabla R2.14. Integridad y concentracion de ARN en las muestras de corteza orbitofrontal. Se
recogen los valores de concentraciones y ratios (como RIN y 28S/18S) que indican la calidad de las
muestras de las células mononucleares de sangre periférica.

Tras realizar el analisis de expresion diferencial en los machos, se observaron
1.737 genes DE (p ajustado < 0,05) por efecto de la AIM, la mayoria de los cuales
fueron regulados a la baja (Figura R2.21). Sin embargo, el efecto del THC fue
sensiblemente menor llegando a alterar la expresion de tan solo 167 genes. Ademas,
en este caso la direccion de los cambios fue opuesta, ya que la mayoria de los genes
fueron regulados al alza. Sorprendentemente, no se observaron efectos sinérgicos en
la combinacion de los dos impactos, sino que se aprecido un numero de genes DE
levemente mayor (258) a los causados por el THC (167) pero notablemente menor a
los ocasionados por la AIM (1.737). La direccionalidad de los cambios coincide
también con la provocada por el THC siendo la mayoria de genes regulados al alza
cuando los animales estuvieron expuestos a los dos impactos. Al observar la
distribucion de los genes, se aprecid que el LPS es el que mas porcentaje de genes
anicos altera en solitario (Figura R2.22A). Estos resultados parecen apuntar hacia un
papel preventivo del THC frente a los cambios causados por la AIM, ya que tan solo
un 5,7% de los genes unicos alterados por el LPS son también alterados por la
combinacion de los dos impactos.
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Al comparar la combinacion de los dos efectos con la AIM se observd un
elevadisimo numero de genes DE (2.620) mientras que en la comparacion con el THC
el nimero de genes DE fue casi diez veces menor (270). Este elevado niumero de
alteraciones que se produce al comparar los dos efectos frente a la AIM, y que apenas
se da en la comparacion con THC, podria estar apoyando la hipétesis de que el THC
previene los cambios ocasionados por la AIM.

En el caso de las hembras, se observg, al igual que en machos, un potente efecto
de la AIM demostrado por la alteracion transcriptomica de 1.185 genes también
regulados mayoritariamente a la baja (Figura R2.21). El efecto del THC fue
notablemente menor al del LPS y con una direccionalidad de los cambios opuesta,
siendo la mayoria de los genes regulados al alza. La combinacion de impactos, de
manera similar a lo ocurrido en machos, provoco un efecto intermedio entre ambos
efectos (224) por separado notablemente menor al de AIM (1.185) y levemente
superior al del THC (136). En cuanto a la direccion de los cambios, la mayoria de los
genes fueron regulados al alza, al igual que en el caso del THC.

Estos cambios podrian apuntar hacia el mismo efecto observado en el THC, en los
machos, de proteccion frente a las alteraciones transcriptdémicas ocasionadas por la
AIM. Esto se ve reforzado por el elevado porcentaje de genes alterado por el LPS en
comparacion con el THC o la combinacién de ambos (Figura R2.22B). Sin embargo,
al comparar los efectos producidos por la combinacion de los impactos con cada uno
por separado, no se observd el gran cambio apreciado en los machos entre la
combinacion y la AIM (Figura R2.21). La comparaciéon con el THC mostré pequefios
cambios (70 genes DE), sin una direccionalidad clara.

COF
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15 50 26 34
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-1000 .
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MACHOS HEMBRAS
Figura R2.21. Numero de genes diferencialmente expresados en corteza orbitofrontal. Se

representa el nimero de genes diferencialmente expresados en cada una de las comparaciones
realizadas entre grupos.
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Figura R2.22. Distribucion de los genes diferencialmente expresados en COF en funcién del
impacto. A) y B) lzquierda: Se representan en un diagrama de Venn los porcentajes de genes
diferencialmente (DE) expresados al comparar los grupos LPS veh (amarillo), sal THC (verde) y LPS
THC (lila) con sal veh. A) y B) Derecha: Se representa la distribucion de genes DE al comparar el grupo
LPS THC con LPS veh (amarillo) y sal THC (verde). Junto al grupo comparado se muestra el nUmero
total de genes DE. Realizado con InteractiVenn (Heberle et al., 2015).

Para obtener una vision general del significado de los cambios causados por la AIM,
el THC o su combinacion, se realizd un analisis de ontologias de los genes DE,
prestando especial atencion a ontologias relacionadas con axones, sinapsis,
mielinizacion, comportamiento y respuesta celular a distintos compuestos.

En los machos, la AIM provocé alteraciones transcriptomicas en un nimero muy
elevado de genes que, en su mayoria, fueron regulados a la baja (Figura R2.23A).
Entre las ontologias mas significativas se encontraron algunas relacionadas con las
sinapsis, la proyeccion neuronal y el comportamiento (Figura R2.23B). La regulacién
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general a la baja se mantuvo en los genes pertenecientes a las ontologias resaltadas
(Figura R2.23C-D).

Los cambios producidos por el THC en los machos fueron notablemente menores
que los de AIM con tan solo 187 genes DE, aproximadamente una décima parte.
Ademas, se invirtié la direccionalidad ya que se observé una regulacion al alza en la
mayoria de los mismos (Figura R2.24A-C). En cuanto a las ontologias, destacaron
las relacionadas con sinapsis y comportamiento, aunque sus alteraciones no tuvieron
una direccionalidad clara (Figura R2.24D).

Con la combinacion de los dos impactos, se observé un ligero aumento respecto a
los genes DE del THC, pero una importante bajada comparado con el efecto de AIM
(Figura R2.25A,C). La mayoria de estos genes mantuvieron la direccionalidad de los
cambios del THC, es decir, una regulacién al alza. Las ontologias mas significativas
(Figura R2.25B) estuvieron relacionadas con el potencial de membrana, los niveles
de neurotransmisores y el desarrollo del cerebro anterior. Se observdé una clara
regulacion al alza de los genes que componen estas ontologias (Figura R2.25D).

Estos datos parecen indicar no solo que no existe efecto sinérgico, sino que el THC
estaria de alguna manera actuando como protector frente a los cambios ejercidos por
el LPS. No solo por la prevencién del numero de genes DE sino porque cambia la
direccién de los cambios hacia una regulacion al alza. Esto ultimo podria apuntar hacia
mecanismos compensadores, aunque son necesarios mas estudios para confirmar
estos resultados.
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Resultados: Objetivo 2
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Figura R2.23. Efecto de AIM en COF de los machos. A) Se representa el negativo del logaritmo en
base 10 del valor p sin ajustar frente al logaritmo de FC (del inglés fold change; nimero de veces de
cambio). En color rojo o azul los genes diferencialmente expresados al alza o a la baja respectivamente
(valor p ajustado < 0,05). Se muestran los genes de receptores glutamatérgicos, serotoninérgicos o sus
subunidades afectados por la exposicién a LPS, THC o su combinacién. B) Ontologias enriquecidas
significativamente con los genes diferencialmente expresados. C) Representacion gréafica del nimero
de genes diferencialmente expresados tanto totales (Total) como solo de las 5 ontologias resaltadas
en negrita (ontologias resaltadas). D) Mapa de calor con el numero de fragmentos de cada muestra
normalizado a puntuacion Z utilizando para cada gen la media y la desviacién estandar de fragmentos
de todos los machos. Se representan todos los genes pertenecientes a las ontologias resaltadas.
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Figura R2.24. Efecto del THC en COF de los machos. A) Se representa el negativo del logaritmo en
base 10 del valor p sin ajustar frente al logaritmo de FC (del inglés fold change; nimero de veces de
cambio). En color rojo o azul los genes diferencialmente expresados al alza o0 a la baja respectivamente
(valor p ajustado < 0,05). Se muestran los genes de receptores glutamatérgicos, serotoninérgicos o sus
subunidades afectados por la exposicion a LPS, THC o su combinacién ademas de genes con
relevancia en esquizofrenia o valores extremos dentro de las ontologias destacadas. B) Ontologias
enriquecidas significativamente con los genes diferencialmente expresados. C) Representacion grafica
del nimero de genes diferencialmente expresados tanto totales (Total) como solo de las 5 ontologias
resaltadas en negrita (ontologias resaltadas). D) Mapa de calor con el nUmero de fragmentos de cada
muestra normalizado a puntuacion Z utilizando para cada gen la media y la desviacion estandar de
fragmentos de todos los machos. Se representan todos los genes pertenecientes a las ontologias

resaltadas.
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Figura R2.25. Efecto de los dos impactos en COF de los machos. A) Se representa el negativo del
logaritmo en base 10 del valor p sin ajustar frente al logaritmo de FC (del inglés fold change; nimero
de veces de cambio). En color rojo 0 azul los genes diferencialmente expresados al alza o a la baja
respectivamente (valor p ajustado < 0,05). Se muestran los genes de receptores glutamatérgicos,
serotoninérgicos o sus subunidades afectados por la exposicion a LPS, THC o su combinacion ademas
de genes con relevancia en esquizofrenia o valores extremos dentro de las ontologias destacadas. B)
Ontologias enriquecidas significativamente con los genes diferencialmente expresados. C)
Representacion grafica del nUmero de genes diferencialmente expresados tanto totales (Total) como
solo de las 5 ontologias resaltadas en negrita (ontologias resaltadas). D) Mapa de calor con el nimero
de fragmentos de cada muestra normalizado a puntuacién Z utilizando para cada gen la media y la
desviacién estdndar de fragmentos de todos los machos. Se representan todos los genes
pertenecientes a las ontologias resaltadas.
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Resultados: Objetivo 2

Al comparar los dos impactos con AlM, se aprecié un elevadisimo de genes DE, la
mayoria de ellos al alza (Figura R2.26A,C). Ademas, las ontologias mas significativas
fueron muy similares a las alteradas por la AIM (Figuras R2.23B y R2.26B). Sin
embargo, en este caso la direccién general de los cambios es opuesta con un 18,7%
de los genes de estas ontologias regulados a la baja frente al 77,2% observado en
AIM. Al comparar los dos impactos con THC el nUmero de genes alterados fue similar
(Figura R2.27A,C) al encontrado en la comparacion de ambos impactos versus
controles (salino-vehiculo) (Figura R2.25A,C). En lo que respecta al sentido de los
cambios también fue similar: mayoritariamente al alza (Figura R2.27D).

Estos resultados parecen apoyar la hipotesis del papel protector del THC frente a
las alteraciones transcriptomicas ya que los cambios observados en la comparacién
de los dos hits versus AIM son opuestos a los encontrados en la comparacion AIM
versus controles.
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Figura R2.26. Efecto de los dos impactos versus AIM en COF de los machos. A) Se representa el
negativo del logaritmo en base 10 del valor p sin ajustar frente al logaritmo de FC (del inglés fold change;
numero de veces de cambio). En color rojo o azul los genes diferencialmente expresados al alza o a la
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Resultados: Objetivo 2

baja respectivamente (valor p ajustado < 0,05). Se muestran los genes de receptores glutamatérgicos,
serotoninérgicos o sus subunidades afectados por la exposicion a LPS, THC o su combinacion. B)
Ontologias enriquecidas significativamente con los genes diferencialmente expresados. C)
Representacién grafica del nUmero de genes diferencialmente expresados tanto totales (Total) como
solo de las 5 ontologias resaltadas en negrita (ontologias resaltadas). D) Mapa de calor con el nimero
de fragmentos de cada muestra normalizado a puntuacién Z utilizando para cada gen la media y la
desviacién estandar de fragmentos de todos los machos. Se representan todos los genes
pertenecientes a las ontologias resaltadas.
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Figura R2.27. Efecto de los dos impactos versus THC en COF de los machos. A) Se representa el
negativo del logaritmo en base 10 del valor p sin ajustar frente al logaritmo de FC (del inglés fold change;
numero de veces de cambio). En color rojo o azul los genes diferencialmente expresados al alza o a la
baja respectivamente (valor p ajustado < 0,05). Se muestran los genes de receptores glutamatérgicos,
serotoninérgicos o sus subunidades afectados por la exposicion a LPS, THC o su combinacion ademas
de genes con relevancia en esquizofrenia o valores extremos dentro de las ontologias destacadas. B)
Ontologias enriquecidas significativamente con los genes diferencialmente expresados. C)
Representacion grafica del nimero de genes diferencialmente expresados tanto totales (Total) como
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Resultados: Objetivo 2

solo de las 5 ontologias resaltadas en negrita (ontologias resaltadas). D) Mapa de calor con el nimero
de fragmentos de cada muestra normalizado a puntuacion Z utilizando para cada gen la media y la
desviacion estandar de fragmentos de todos los machos. Se representan todos los genes
pertenecientes a las ontologias resaltadas.

En las hembras, la AIM produjo un efecto importante en comparacion con el THC
alterando la expresion de 1.185 genes frente a 136 alterados por el THC (Figuras
R2.28A y R2.28A). Los genes alterados por la AIM pertenecen a ontologias
relacionadas con la sinapsis y la proyeccién neuronal y, de manera similar a los
ocurrido en los machos, fueron regulados mayormente a la baja (Figura R2.28B-D y
Figura R2.23B-D). Sin embargo, la administracion de THC provocd una regulacion
general a la baja y las principales ontologias encontradas estuvieron relacionadas con
la mielinizacion y la plasticidad sinaptica (Figura R2.29 B-D).

Analizando los efectos de la combinacion de los dos impactos, se encontraron 224
genes DE (Figura R2.30A,C), un numero muy inferior comparado con el efecto de
AIM, aunque superior a los alterados a causa del THC. En este caso, se observé una
regulacion al alza general de los genes DE, de manera similar a lo ocurrido con el
THC. Entre las ontologias mas significativas no se encontraron ontologias
relacionadas con la sinapsis, aunque se encontraron dos genes pertenecientes a la
quimiorepulsion del axén regulados a la baja (Figura R2.30B,D). Estos datos parecen
apuntar hacia un efecto protector del THC frente a los cambios de expresién génica
producidos por la AIM.

En la comparacion de los dos impactos con AIM, en contra de lo esperado, no se
vieron cambios en la expresion de un elevado numero de genes (Figura R2.31A,C).
Ademas, las ontologias afectadas tampoco estuvieron relacionadas con la sinapsis o
la proyeccién neuronal (Figura R2.31B). Sin embargo, si se observé una regulacion
global al alza en la expresion de los genes alterados (Figura R2.31D). Comparando
el efecto de los dos impactos con el THC se observaron un nimero aun menor de
genes DE (Figura R2.32A,C). Entre las ontologias destacadas, tampoco se encontrd
ninguna relacionada con la mielinizacion o la plasticidad sinptica (Figura R2.32B,D).

Estos resultados parecen indicar que el posible efecto protector observado en los
machos, seria menor en las hembras ya que evita un elevado nimero de alteraciones
transcriptomicas, pero no se observa la inversion en la direccion de los cambios en
ontologias alteradas por la AIM (como mielinizacion o plasticidad sinaptica) cuando se
compara con los dos impactos.
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Resultados: Objetivo 2

Hembras F LPS veh vs F sal veh COF
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Figura R2.28. Efecto de AIM en COF de las hembras. A) Se representa el negativo del logaritmo en
base 10 del valor p sin ajustar frente al logaritmo de FC (del inglés fold change; nimero de veces de
cambio). En color rojo o azul los genes diferencialmente expresados al alza o0 a la baja respectivamente
(valor p ajustado < 0,05). Se muestran los genes de receptores glutamatérgicos, serotoninérgicos o sus
subunidades afectados por la exposicién a LPS, THC o su combinacién. B) Ontologias enriquecidas
significativamente con los genes diferencialmente expresados. C) Representacion grafica del nimero
de genes diferencialmente expresados tanto totales (Total) como solo de las 5 ontologias resaltadas
en negrita (ontologias resaltadas). D) Mapa de calor con el nUmero de fragmentos de cada muestra
normalizado a puntuacion Z utilizando para cada gen la media y la desviacion estandar de fragmentos
de todas las hembras. Se representan todos los genes pertenecientes a las ontologias resaltadas.
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Figura R2.29. Efecto del THC en COF de las hembras. A) Se representa el negativo del logaritmo en
base 10 del valor p sin ajustar frente al logaritmo de FC (del inglés fold change; nimero de veces de
cambio). En color rojo o azul los genes diferencialmente expresados al alza o a la baja respectivamente
(valor p ajustado < 0,05). Se muestran los genes de receptores glutamatérgicos, serotoninérgicos o sus
subunidades afectados por la exposicion a LPS, THC o su combinacién ademéas de genes con
relevancia en esquizofrenia o valores extremos dentro de las ontologias destacadas. B) Ontologias
enriquecidas significativamente con los genes diferencialmente expresados. C) Representacion gréafica
del nimero de genes diferencialmente expresados tanto totales (Total) como solo de las 5 ontologias
resaltadas en negrita (ontologias resaltadas). D) Mapa de calor con el numero de fragmentos de cada
muestra normalizado a puntuacion Z utilizando para cada gen la media y la desviacion estandar de
fragmentos de todas las hembras. Se representan todos los genes pertenecientes a las ontologias
resaltadas.
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Figura R2.30. Efecto de los dos impactos en COF de las hembras. A) Se representa el negativo del
logaritmo en base 10 del valor p sin ajustar frente al logaritmo de FC (del inglés fold change; nimero
de veces de cambio). En color rojo 0 azul los genes diferencialmente expresados al alza o a la baja
respectivamente (valor p ajustado < 0,05). Se muestran los genes de receptores glutamatérgicos,
serotoninérgicos o sus subunidades afectados por la exposicion a LPS, THC o su combinacion. B)
Ontologias enriquecidas significativamente con los genes diferencialmente expresados ademas de
genes con relevancia en esquizofrenia o valores extremos dentro de las ontologias destacadas. C)
Representacion grafica del nimero de genes diferencialmente expresados tanto totales (Total) como
solo de las 5 ontologias resaltadas en negrita (ontologias resaltadas). D) Mapa de calor con el nimero
de fragmentos de cada muestra normalizado a puntuacion Z utilizando para cada gen la media y la
desviacion estandar de fragmentos de todas las hembras. Se representan todos los genes
pertenecientes a las ontologias resaltadas.
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Hembras F LPS THC vs F LPS veh COF
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Figura R2.31. Efecto de los dos impactos versus AIM en PBMC de las hembras. A) Se representa
el negativo del logaritmo en base 10 del valor p sin ajustar frente al logaritmo de FC (del inglés fold
change; nimero de veces de cambio). En color rojo o azul los genes diferencialmente expresados al
alza o a la baja respectivamente (valor p ajustado < 0,05). Se muestran los genes de receptores
glutamatérgicos, serotoninérgicos o sus subunidades afectados por la exposiciéon a LPS, THC o su
combinacion. B) Ontologias enriquecidas significativamente con los genes diferencialmente
expresados. C) Representacion grafica del nimero de genes diferencialmente expresados tanto totales
(Total) como solo de las 5 ontologias resaltadas en negrita (ontologias resaltadas). D) Mapa de calor
con el nimero de fragmentos de cada muestra normalizado a puntuacion Z utilizando para cada gen la
media y la desviacion estandar de fragmentos de todas las hembras. Se representan todos los genes
pertenecientes a las ontologias resaltadas.
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Figura R2.32. Efecto de los dos impactos versus THC en PBMC de las hembras. A) Se representa
el negativo del logaritmo en base 10 del valor p sin ajustar frente al logaritmo de FC (del inglés fold
change; nimero de veces de cambio). En color rojo o azul los genes diferencialmente expresados al
alza o a la baja respectivamente (valor p ajustado < 0,05). Se muestran los genes de receptores
glutamatérgicos, serotoninérgicos o sus subunidades afectados por la exposicion a LPS, THC o su
combinacion ademas de genes con relevancia en esquizofrenia o valores extremos dentro de las
ontologias destacadas. B) Ontologias enriquecidas significativamente con los genes diferencialmente
expresados. C) Representacion grafica del nimero de genes diferencialmente expresados tanto totales
(Total) como solo de las 5 ontologias resaltadas en negrita (ontologias resaltadas). D) Mapa de calor
con el nimero de fragmentos de cada muestra normalizado a puntuacion Z utilizando para cada gen la
media y la desviacién estandar de fragmentos de todas las hembras. Se representan todos los genes
pertenecientes a las ontologias resaltadas.
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La controversia respecto al papel como agente causal del cannabis en la
esquizofrenia solo va a poder resolverse con buenos modelos animales. Ademas, un
buen modelo animal que permita reproducir total o parcialmente la compleja variedad
de sintomas de la esquizofrenia es vital para avanzar en la busqueda de tratamientos
contra esta enfermedad. Asimismo, el estudio de los factores de predisposicion a esta
enfermedad es de vital importancia para analizar tanto el impacto que suponen por
separado como sus posibles interacciones, tanto negativas como positivas o0
compensatorias.

Los resultados de la presente tesis doctoral no permiten proponer un papel
desencadenante claro del THC en la adolescencia sobre los sintomas manifiestos de
la enfermedad, aunque si muestran efectos en la expresion génica que podrian
apuntar a un cierto papel desencadenante que hay que explorar en profundidad.

1. Efecto de la activacion inmune prenatal en las madres

Los resultados recogidos en la presente tesis doctoral indican que con las
concentraciones y condiciones utilizadas en la administracion de LPS existe una
activacion del sistema inmune de la madre. Tanto en el objetivo 1 como en el objetivo
2 se observé una disminucion de la temperatura rectal de las madres gestantes dentro
de las 4 horas posteriores a las inyecciones (Figuras R1.1C-D y R2.1C-D). La
administracion sistémica de LPS es un método bien establecido de activacion del
sistema inmune que, mediante la liberacién de citoquinas inflamatorias, produce
diversos efectos como el aumento de la temperatura corporal

. Aungue nuestros resultados parecen chocar con la respuesta
clasica a LPS basada en un aumento de temperatura, esto se debe a la gestacion.
Otros estudios con ratas gestantes también han observado esta “inversién” de la
hipertermia normal tras la administracion de LPS . Una de las
explicaciones propuestas es la desviacion que se produce en el equilibrio de
citoquinas piréticas y antipiréticas hacia estas Ultimas cuando el pirégeno se
administra durante la gestacion . Respecto a la disminucion en la
ganancia de peso observada por otros autores
los resultados no son concluyentes ya que utilizando la misma dosis solo se pudo
apreciar la disminucién de la ganancia de peso en el experimento 2 (Figura R2.1B).
Este fendbmeno parece estar mediado por una reduccion de la ingesta inducida por
citoquinas proinflamatorias . Estas
diferencias podrian tener su base en el propio LPS ya que el lote utilizado en ambos
objetivos fue diferente y segun varios autores, esto podria afectar al grado de
respuesta de este inmunogeno . Esto se ve
reforzado por la diferente dinamica de la respuesta en ambos experimentos. En el
experimento 1 se produce una respuesta de menor intensidad, pero mas sostenida
con las temperaturas disminuyendo de manera similar a lo largo en los dos dias. Sin
embargo, en el segundo experimento, la disminucién de temperatura es muy potente
el primer dia y mas cadtica el segundo dia. Este potente efecto del primer dia podria
haber sido suficiente para inhibir la ingesta y disminuir el aumento de peso normal de
la gestacion. En cambio, en el objetivo 1, el efecto paulatino podria no haber
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provocado una inhibicién suficiente de la ingesta como para disminuir el incremento
peso.

2. Efectos de la exposicion a LPS durante la gestacion y a una dosis alta
o baja de THC durante la adolescencia

2.1. Peso corporal

Los resultados de la presente tesis doctoral muestran que tanto la AIM como el THC
producen alteraciones en el aumento normal del peso corporal asociado al
crecimiento.

La AIM, en el objetivo 1, provocd una disminucion del crecimiento corporal no
dependiente de sexo o THC. Sin embargo, en el objetivo 2 causoé el efecto contrario,
incrementando el aumento normal de peso, aunque Unicamente en los animales que
no recibieron THC. Estos efectos dispares de la AIM estan en linea con la literatura
donde estudios similares reportan aumentos de peso :
mientras que otros observan disminuciones
0 no reportan cambios . Los motivos de estas discrepancias
aun no se conocen. En el estudio de Harvey y Boksa no encontraron alteraciones en
el peso corporal utilizando la misma cepa de rata, dosis, via de administracion y
periodo de gestacion. Ademas, analizan el peso durante un periodo equiparable al
nuestro (desde DP30 a DP60) por lo que las diferencias entre nuestros estudios no
parecen deberse a la cepa, la administracion de LPS (periodo y dosis) o al momento
del desarrollo analizado. De nuevo, estas diferencias podrian deberse a diferencias
en el LPS, ya que a pesar de que en todos los casos proviene de Escherichia coli
(serotipo 0111:B4), los lotes utilizados son diferentes.

En linea con otras investigaciones , los
resultados de la presente tesis doctoral muestran que la administracion de THC
reduce el incremento de peso asociado al crecimiento, tanto a una dosis baja (Figura
R1.2.B) como a dosis crecientes (Figura R2.2.B) e incluso tras la finalizaciéon de la
administracion. Parece claro que este efecto se debe a una reduccion en la ingesta.
Se ha propuesto que esta reduccion de la ingesta podria deberse, en parte a la
reduccion de la actividad motora aunqgue también se ha sugerido
que la reduccion de los receptores CB1R hipotaldmicos podrian reducir la habilidad
del sistema endocannabinoide para estimular sefiales orexigénicas

. Nuestros resultados parecen ser una combinacion
de ambas hipétesis debido a que el efecto del THC se inicia demasiado pronto como
para ser debido a cambios de expresion, pero se ve potenciado por el tiempo y la
dosis. No se encontraron efectos sinérgicos entre los dos impactos. Sin embargo, en
el objetivo 2, el potente efecto del THC fue capaz inhibir el incremento de peso
producido por el LPS. Posiblemente debido a que la dosis de THC se aumentd
notablemente mientras que la de LPS se mantuvo igual.
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2.2. Sintomas cognitivos: memoria de trabajo y filtrado preatencional

La AIM ha sido asociada con déficits en estos dos dominios cognitivos. La memoria
de trabajo, analizada mediante el laberinto en Y, se vio alterada en la descendencia
expuesta a AIM, aunque solo en machos y en el objetivo 1. La mayoria de estudios
aportan evidencias de que la AIM produce déficits en la memoria de trabajo

aunque algunos autores no reportan cambios en este sentido

. Estas diferencias podrian deberse a las diferencias en el
modelo utilizado (rata o ratén), al inmundgeno y a la ventana de actuacion. Estudios
en humanos con trastornos del espectro autista también han aportado evidencias de
subtipos con mejoras en la memoria espacial . Una posible
explicacion de las diferencias en nuestro modelo es que las diferencias genéticas
debido a las cepas utilizadas (SD-OFA y SD-CD) o la propia variabilidad de la prueba
pudieran estar detras de estos fenotipos diferentes. Recientemente, se han propuesto
técnicas mas robustas basadas en procedimientos o patentes que exploraremos en
futuros trabajos .

El THC no afect6é a la memoria de trabajo ni tampoco provoco efectos sinérgicos.
Otros estudios han demostrado que la administracién de THC durante la adolescencia
no altera las puntuaciones obtenidas en el laberinto en Y . Incluso
se ha visto que la autoadministracion de THC durante la adolescencia mejora
levemente la memoria de trabajo en una tarea de igualacién a la muestra

En general, los efectos en la cogniciobn de la exposicion a
cannabinoides durante la adolescencia son complejos y dependen de mudltiples
factores como el tipo de administracién (pasiva o voluntaria), edad de exposicion,
tarea utilizada o cannabinoide utilizado

Los déficits en el filtrado preatencional, analizados mediante la prueba de PPI, han
sido utilizados tradicionalmente para evaluar los sintomas positivos, de manera
indirecta, tanto en humanos como en modelos animales

. Los resultados de esta tesis doctoral muestran una reduccion
en la PPI, asociada a AIM, independiente del sexo y solo en el objetivo 1. Estos datos
siguen la linea de otros estudios que también han observado esta disminucion tanto
en machos como en hembras . Sin embargo,
en el objetivo 2, solo se encontré un PPI disminuido en machos sin efecto de AlM,
THC o su interaccién. Evidencias previas sugieren que la PPl esta aumentado en
machos de ratas Wistar mientras que otros realizados en SD
parecen apuntar hacia la ausencia de cambios . Esta controversia en
los datos podria deberse a la influencia que el ciclo estral tiene en la realizacion de
esta prueba , por lo que la monitorizacion de las etapas del ciclo durante
la PPI podria ser interesante en el futuro.

Respecto al THC, no se han encontrado cambios en el filtrado preatencional. Sin
embargo, otros autores si que han apreciado déficits en modelos similares al nuestro

. En el estudio de Renard, se utilizo la misma
cepa, dosis y forma de administracion de THC (incluido el vehiculo) aunque la
exposicion a THC se inicié 5 dias mas tarde. La complejidad y la velocidad a la que
se producen los cambios durante la pubertad podria sugerir que la distinta ventana de
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administracion podria ser un factor explicativo importante debido a posibles cambios
madurativos en el SEC. Es importante destacar que tampoco se han encontrado
efectos sinérgicos, en este dominio, derivados de la combinacién de AIM y una
exposicion a THC durante la adolescencia y que esta ausencia de interacciones
también se ha encontrado en otros modelos de dobles impacto

2.3. Sintomas negativos: sociabilidad, preferencia por la novedad social y
anhedonia

Los sintomas negativos estan asociados con una reduccion de la calidad de vida y
la funcionalidad del paciente . En esta tesis doctoral se analizaron dos
componentes de la interaccion social y la posible presencia de anhedonia. Los
resultados muestran, en el objetivo 1, un incremento general de ambos componentes
sociales causado por la AIM. También se observé una mayor sociabilidad basal en los
machos que ha sido reportada por estudios previos . En cambio,
en el objetivo 2, estos efectos desaparecen casi en su totalidad. Las evidencias
previas sobre los efectos de la AIM en la interaccion social no son claras. Mientras
que algunos estudios han encontrado déficits significativos en la sociabilidad

, otros no encuentran diferencias en este
aspecto . Ademas, citoquinas como la IL-17a, asociadas a la AIM
parecen prevenir los déficits presentes en modelos del espectro autista y la
descendencia expuesta a AIM . Estas diferencias pueden ser
explicadas en parte debido a las diferentes dosis, ventanas de administracién y
animales utilizados. Aunque estos factores no pueden explicar las variaciones en
nuestros resultados, si podrian hacerlo las diferencias en los lotes, ya comentadas,
gue son capaces de inducir respuestas de distinta potencia

En cambio, el THC produjo, en el objetivo 1, una disminucion de la preferenma por
la novedad social en ambos sexos. Estos resultados concuerdan con las evidencias
presentes en la literatura sobre los efectos perjudiciales de una exposiciéon de THC en
la adolescencia en los comportamientos sociales

. Sorprendentemente, en el objetivo 2, los resultados son contrarios y el
THC produce un aumento de la preferencia por la novedad social pero solo en los
animales expuestos a LPS durante la gestacion. Parece que este efecto podria ser
explicado, en parte, por el rescate que hace del déficit producido por el LPS. Otros
autores han aportado evidencias de que el CBD es capaz de rescatar los déficits
sociales inducidos por la AIM , por lo que el sistema
endocannabinoide podria ser un factor importante en este sentido.

Los resultados de la presente tesis doctoral muestran un incremento general de la
preferencia por sacarosa en todos los animales expuestos a LPS durante la gestacion.
De manera contraria a nuestras predicciones, estos datos apuntan hacia una
respuesta hedoénica incrementada causada por la AIM que va en contra de la
anhedonia observada por otros autores en modelos similares

. Cabe destacar que no hay estudios que analicen
el efecto de la AIM inducida mediante LPS en la preferencia de sacarosa. Ademas, en
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la altima década, la heterogeneidad de la dimension anhedodnica en las enfermedades
mentales ha planteado la necesidad de una definicion mas compleja de anhedonia.
‘La falta de habilidad para experimentar placer’ esta siendo reemplazada por
“deterioro en la habilidad para perseguir, experimentar y/o aprender sobre el placer”

. Esto ha permitido una mejor comprensiéon de la anhedonia en
la esquizofrenia ya que, como evidencias recientes demuestran, el proceso
psicologico que en realidad esta alterado en estos individuos es la capacidad de
anticipar el placer y no la dimensién del placer que atafie al
consumo . En conjunto, estas evidencias requieren estudios
mas detallados en todas las dimensiones de la anhedonia en futuros modelos
animales.

2.4. Sintomas positivos: formacion de asociaciones incidentales

En esta tesis doctoral se ha evaluado la exactitud de las representaciones mentales
de la realidad, un fenbmeno que podria subyacer a caracteristicas Unicas de
enfermedades mentales humanas como las alucinaciones en esquizofrenia

. Para ello, se
analizoé la formacion de asociaciones incidentales a través de un paradigma de
precondicionamiento sensorial y condicionamiento mediado. En el objetivo 1, se
observd una disminucion general de la preferencia por mCS+ en todos los grupos.
Esto parece sugerir que la fase de precondicionamiento sensorial, es insuficiente para
gue ninguno de los grupos separe con claridad la representacion mental de ambos
estimulos. Sin embargo, esto nos permite comprobar que en esta cepa de ratas y con
nuestras condiciones experimentales, los animales son capaces de experimentar
condicionamiento mediado, un requisito para poder realizar los experimentos
siguientes. Los datos del objetivo 2 parecen confirmar esta hip6tesis mediante la
reduccion del condicionamiento mediado general a una tendencia. Aungque esta
tendencia parece esta influenciada notablemente por las diferencias en los machos
con ambos impactos y las hembras no expuestas a AIM no existen interacciones ni
efectos simples. En el caso de las hembras, parece que la duracion del
precondicionamiento sensorial estaria cerca a ser el 6ptimo para producir
condicionamiento mediado solo en algunos grupos. Aunque el efecto podria ser el
contrario al esperado, ya que la exposicibn a THC podria estar evitando el
condicionamiento mediado. En cualquier caso, son necesarios mas estudios para
corroborar esta hipétesis. En el caso de los machos, la inspeccion visual de los datos
sugiere que quizas con una fase de precondicionamiento ligeramente mas corta, se
produciria condicionamiento mediado solo en el caso de los animales expuestos a los
dos impactos. Las diferencias con otros estudios en la duracion del
precondicionamiento necesario para obtener condicionamiento mediado podria
deberse al tipo de condicionamiento. Los experimentos previos estan basados en
condicionamiento operante y no en condicionamiento clasico, lo que podria explicar
en parte la divergencia de los resultados . Respecto al
condicionamiento directo, parece claro que una sesion no es suficiente. El potente
efecto de este condicionamiento en el objetivo 2 parece demostrar que 3 sesiones es
una duracion adecuada para evitar la extincion antes de los test.
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2.5. Marcadores tempranos de la severidad de los sintomas

Existe un creciente interés en encontrar marcadores de la respuesta inmune tras
una infeccion materna que puedan predecir si la esquizofrenia o enfermedades
relacionadas con el neurodesarrollo se manifestaran en la descendencia. Los modelos
de AIM han sido cruciales en este empefio y se han basado en la reactividad inmune
basal a un inmundégeno y la pérdida de peso o cambios en la temperatura rectal tras
el contacto con el inmundgeno

. En un intento de aportar evidencias
en este sentido, en esta tesis doctoral se analizd si rasgos del comportamiento
(puntuaciones en laberinto de campo abierto y laberinto en cruz elevado), previos a la
gestacion y al contacto con el inmunogeno, sumados a las medidas clasicas (pérdida
de peso y temperatura rectal tras el contacto con el inmundgeno) podrian combinarse
para generar un indice predictivo.

Sin embargo, en el experimento 1 los indices de las madres 0 sus componentes no
fueron capaces de predecir la severidad o la presencia de sintomas en la
descendencia. Para realizar las correlaciones, se calcularon indices utilizando la
media de las puntuaciones obtenidas en las pruebas de comportamiento por la
descendencia bioldgica de cada madre, asi como los datos obtenidos de dicha madre.
La utilizacion de la media en el caso de las crias, provoc6 una reduccion notable del
tamafio de la muestra, perdiendo potencia estadistica en el proceso que podria
explicar la falta de resultados.

En el experimento 2, con un mayor tamafio de la muestra, se analizaron también
las poblaciones de las PBMC tras una inyeccion de LPS. Es importante destacar que
los analisis estadisticos no evidenciaron diferencias en ningun caso en funcién de si
la inyeccion de LPS habia sido en primer o segundo lugar. Nuestros resultados
sugieren que una exposicion a LPS condiciona la respuesta de los linfocitos T en
exposiciones sucesivas evitando la disminucion de dicha poblacién. Tras analizar los
indices de las madres y sus componentes, se encontré una correlaciéon entre la
pérdida de peso tras la administracion de LPS durante la gestacion y peores
puntuaciones en las pruebas de conducta de la descendencia. Estudios previos han
demostrado que la pérdida de peso tras la AIM conlleva incrementos de citoquinas
como TNFa en las madres y una mayor severidad de alteraciones en la descendencia
como déficits en la locomocién inducida por anfetaminas o preferencia por sacarosa

aunque no de PPI

3. Cambios en la actividad cerebral causados por AIM y la exposicion a
una dosis alta de THC durante la adolescencia

Los resultados de imagen mostraron que, en corteza cerebral, la AIM produjo una
disminucién de la actividad asociada a la edad. En linea con estos resultados, estudios
en humanos con esquizofrenia han observado una disminucién de la actividad en el
|6bulo frontal . Por otro lado, otros estudios en animales han
observado un aumento de la actividad en la corteza frontal asociativa causada por la
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AIM que solo se manifestaba en la etapa adulta . Sin embargo,
estos autores utilizan poli I:C y analizan la activad en periodos mas tempranos.
Ademas, en estudios longitudinales en humanos, se aprecia un incremento general
de la actividad en algunas regiones frontales desde la nifiez hasta la etapa adulta
temprana . Por tanto, las diferencias en los tiempos de mediciony,
en parte, la utilizacion de un inmunogeno distinto podrian explicar las diferencias en
estos resultados.

En el caso del CAB, la AIM provoco efectos contrarios, aumentando los niveles de
actividad con la edad. Estudios en ratones han evidenciado que alteraciones en la
activad de CAB pueden regular la actividad de corteza y causar alteraciones similares
a sintomas de esquizofrenia como déficits locomotores y en el reconocimiento de
objetos . Esto podria estar relacionado con
la disminucion de la actividad en corteza comentada anteriormente. También se ha
demostrado que diferentes poblaciones del CAB estdn implicadas en
comportamientos sociales y que su eliminacion produce déficits en ese sentido

. El aumento de actividad observado en nuestros resultados podria estar
implicado en el incremento de los comportamientos sociales causado por la AIM en el
experimento 1. Sin embargo, en el experimento 2, no se observaron dichos efectos.
La ausencia de este fendmeno podria deberse, en primer lugar, a una disminucion
general de los efectos en el comportamiento que, como se ha comentado podria estar
causada por diferencias en el LPS o por las diferentes cepas utilizadas. No obstante,
también podria deberse a la ventana de tiempo en la que se realizan las pruebas de
interaccion social. EI aumento de actividad de esta regién se observa el DP120
mientras que las pruebas se realizan alrededor del dia 72 por lo que quizas todavia
no estaban presentes las alteraciones de la actividad en CAB.

En el cerebro medio y el hipotalamo, la exposicion a LPS durante la gestacion
produce una disminucién de la actividad solo en las hembras a DP60 (P1). En DP60
también se aprecié una disminucion de la actividad en los coliculos causada por el
LPS, aungue se dio en los dos sexos. La disminucion de la actividad en hipotalamo se
ha observado también en estudios de imagen similares llevados a cabo en pacientes
con esquizofrenia, aunque en ambos sexos . Otros estudios en
humanos han demostrado alteraciones estructurales en los coliculos inferiores y una
disminucién de interneuronas parvalbumina positivas asi como de las redes
perineuronales que las sustentan . Esta
disminucién de neuronas podria explicar la disminucién de actividad en esa region.
Estudios en animales y en cerebros postmortem de humanos con esquizofrenia han
revelado una disminucion de tiroxina hidroxilasa en el area tegmental ventral

. Esto parece sugerir que
existen alteraciones en las neuronas de esas zonas, que podrian no ser del todo
funcionales y tener dificultades para captar glucosa.

Sin embargo, los efectos comentados en cerebro medio, hipotalamo y coliculos
desaparecen con la edad, ya que no estan presentes en el segundo PET. Una posible
hipotesis es que algunas de estas alteraciones repliquen el patron de fluctuaciones
que ocurre en los sintomas de la esquizofrenia en humanos con un patron, en
ocasiones episodico y con picos y remisiones periodicos, aungue con un incremento
de fondo a lo largo de la vida. En contra de esta hipétesis se encuentra la ausencia de
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resultados en segundo PET. Aunque seria necesario un seguimiento mas duradero a
lo largo de la vida para confirmar la ausencia de efectos o la presencia de mas
episodios.

4. Cambios en la expresion génica causados por AIM y la exposicion a
una dosis alta de THC durante la adolescencia

4.1. PBMC

Con el fin de realizar un analisis exploratorio en busqueda de posibles alteraciones
en el sistema inmune de la descendencia se realizdé una secuenciacion masiva de las
PBMC. Estas células, debido a su facilidad de obtencion, manejo y conservacion
suponen una diana de suma importancia en la que buscar marcadores que ayuden a
predecir predisposicion o alteraciones de la enfermedad.

En los machos, el LPS parece estar participando mediante cambios en genes
relacionados con la respuesta inflamatoria. También se encontraron alteraciones
debidas tanto al THC como a su combinacién con LPS que parecen afectar a
ontologias relacionadas con la activacion celular y sugieren que podrian estar
contribuyendo a una desregulacion del sistema inmune. Entre los genes alterados, se
han encontrado varios miembros de la familia TLR. En concreto se encontré una
regulacion al alza de TIr7, TIr8 y TIr1l3. Estos receptores se encuentran en el interior
de endosomas y detectan ARN de cadena simple (TIr7 y TIr8) y ARN ribosémico
bacteriano (TIr13) . Una activacién aberrante de esta familia
de receptores se ha relacionado con enfermedades autoinmunes

. Ademas, diversos estudios han demostrado que la exposicion
a una activacion inmune prenatal produce alteraciones a largo plazo en el sistema
inmune de la descendencia . Se han
observado alteraciones tales como una mayor activacion microglial y muerte neuronal
hasta en DP60, ademas de signos de neuroinflamacion en DP120
Estas disrupciones del sistema inmune a largo plazo constituyen una diana mteresante
para futuros estudios que permitan arrojar luz sobre el papel que podrian llevar a cabo
en el desarrollo o empeoramiento de los sintomas.

Al comparar los efectos del THC o AIM por separado con la combinacion de ambos,
encontramos que la combinacién comparada con LPS, produce una regulacién a la
baja en un mayor nimero de genes relacionados con la inflamacion. Por ejemplo, se
han se han encontrado regulados a la baja genes de la familia Cxcl, como Cxcl2,
Cxcl10y Cxcl16, que son activados por infecciones o citoquinas proinflamatorias como
IL-6 0 IL-18 . Esto puede
deberse a las propiedades antiinflamatorias del THC mediadas a través de CB2R que
se encuentra regulado al alza

. Sin embargo, otros genes importantes en el proceso inflamatorio continlan
regulados al alza a pesar del THC como es el caso de s100a8 y s100a9

. Estos cambios, sumados a la menor intensidad de las alteraciones al

comparar el efecto del THC con la combinacién de ambos impactos parece sugerir
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qgue el THC estéa regulando la inflamacién. Una posible hipétesis es que realice esta
modulacion a través de CB2R que se encuentra regulado al alza

, aunque a estas dosis no es capaz de normalizar por completo el
proceso inflamatorio.

Sorprendentemente, el efecto del LPS fue notablemente menor en las hembras.
Este podria ser uno de los multiples factores que hacen que, en estos modelos, exista
un menor numero de alteraciones en las hembras

. Sin embargo, son especialmente interesantes los efectos del THC, que activa
genes de respuesta a LPS, y de la combinacion de impactos, que alteran la expresion
de genes relacionados con la proliferacion de linfocitos y el procesamiento de
antigenos. En la combinacién de los dos impactos se encuentran regulados al alza
RT1-M3-1y RT1-Dbl, genes de la familia del complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH) Ib y Il respectivamente. La funcion de ambos es presentar antigenos a linfocitos
T CD8+ o0 CD4+ que, en presencia de infecciones, activan a la liberacion de citoquinas
inflamatorias como IFNy o TNFa iniciando la respuesta inmune

. Diversos estudios han relacionado alteraciones de CMH con
el desarrollo de la esquizofrenia
. Ademas, esta desregulacién del sistema inmune
periférico a largo plazo es muy relevante en las hembras ya que incluso en ausencia
de sintomas, podria influir en el neurodesarrollo de su posible descendencia que si
podria desarrollar los sintomas. Otros autores han reportado los efectos
transgeneracionales de la activacion inmune materna transmitidos por via paterna
o por modificaciones en el cuidado materno
. Es posible que alteraciones en los CMH puedan
producir, durante la gestacién, una respuesta desmesurada frente a infecciones o de
manera basal produciendo asi alteraciones en su descendencia.

4.2. Corteza orbitofrontal

En esta tesis doctoral también se realizé un analisis exploratorio en busqueda de
diferencias transcriptomicas en la corteza orbitofrontal de la descendencia. Esta region
tiene un papel fundamental en el razonamiento basado en modelos, es decir, en
obtener informacion del mundo que nos rodea y realizar inferencias en tiempo real

. Estos procesos podrian ser los que subyacen a sintomas positivos
como los delirios en los que las inferencias conducen sistematicamente a informacion
errénea. Ademas, dafos en esta regidén han sido relacionados con “confusiones de
realidad” como dificultades para saber qué pensamientos pertenecen a la realidad

La exposicion a LPS en ambos sexos provoco una disminucion de la expresion de
un elevado numero de genes, muchos de ellos relacionados con las sinapsis y la
proyeccion neuronal. Entre ellos encontramos a varios receptores de glutamato
metabotropicos y subunidades de receptores ionotropicos como NMDA, AMPA y de
kainato. En el caso de los metabotropicos, encontramos disminuida la expresion de
Grm2, Grm3 y Grm5 en machos y Grm5 y Grm8 en hembras. Alteraciones de estos
receptores en corteza prefrontal o polimorfismos se han relacionado con la

155



Discusioén

esquizofrenia en estudios genéticos o postmortem
, a excepcion de GRM2 para el
gue no se ha encontrado esta asociacion .En
cuanto a los receptores NMDA, observamos una regulacion a la baja de los genes
Grin2a y Grin3a en ambos sexos. Como se ha comentado en la introduccion, la
hipofuncién de los receptores de glutamato NMDA se ha propuesto como uno de los
mecanismos patogénicos de la esquizofrenia
. Respecto a los receptores AMPA, en los machos se aprecio una
disminucion de la expresion de Grial, Gria2 y Gria3, mientras que en las hembras
esta disminucién solo se encontré en Grial. En ratones se ha visto que un bloqueo
completo o knockout (KO) de la subunidad Grial de los receptores AMPA produce
ciertos déficits en la habituacion . En la esquizofrenia se dan
alteraciones similares en la habituacién que pueden equipararse con déficits en el
filtrado preatencional que ocurren en la PPI ante un estimulo sonoro repetido
. Ademas, disminuciones de la expresion de Gria2 y polimorfismos de
Gria3 se han relacionado con la esquizofrenia
Referente a las subunidades de los receptores de kainato, encontramos, en machos
una disminucion de la expresion de Grik2 y, en hembras, una disminucion de Grik3.
En pacientes de esquizofrenia, los resultados son contradictorios, con estudios de
union indicando incrementos, disminuciones o ausencia de cambios en estas
subunidades . La exposicion a THC
durante la adolescencia, tan solo produjo una disminucion de la expresion de Grm7
cuyas mutaciones se han asociado con alteraciones en el neurodesarrollo debido a su
control del crecimiento axonal . Sorprendentemente, la combinacion
de AIM y THC en la adolescencia, en los machos, provocé la regulaciéon al alza de
Grin2ay Grik3 y a la baja en el caso de Grm2 sugiriendo una reversiéon de los cambios
en este sentido mediada por el THC. Esta hipétesis se ve reforzada al comparar el
efecto de los dos impactos con el de la exposicion a LPS, donde se ve una regulacion
al alza de los genes Grin2a Grin3a, Grial, Gria2, Grik2, Grik3, Grml, Grm3 y Grmb5.
En las hembras, el THC también suaviza los efectos del LPS, aunque en menor
medida ya que se sigue apreciando una regulacion a la baja de Grm2, Grm5 y Grik3.
Al igual que en los machos, la comparacion de la combinacién de efectos con la
exposicion a LPS se observan regulaciones al alza en Grin2a y Grik3, aunque no en
Grm2 que es regulado a la baja.

En conjunto, estos resultados parecen sugerir que el LPS, en corteza orbitofrontal,
disminuye la expresion de numerosos genes y subunidades de los receptores
glutamatérgicos relacionados con la esquizofrenia. En cambio, la exposicion a THC
durante la adolescencia no produce estos cambios y parece tener un papel protector
frente a ellos.

Los receptores serotoninérgicos son la base de la hipétesis serotoninérgica de la
esquizofrenia. Esta hipétesis, ya comentada, esta basada en una sobrexpresiéon de
los receptores 5-HT2a 0 una excesiva liberacibn de serotonina en corteza. La
exposicidén a LPS disminuyd los niveles de expresion de Htr2a y Htr2c en ambos sexos
Htrlb y Htr6é solo en hembras. El bloqueo de estos receptores es utilizado como
mecanismo terapéutico por los antipsicoticos atipicos , a
excepcion de Htrlb . De manera similar
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a los receptores glutamatérgicos, el THC no provoco6 cambios por si solo, pero revirtid
parte de los cambios causados por la exposicién a LPS. Al comparar la combinacién
de impactos con el efecto del LPS se observo una regulacién al alza de Htr2c en
ambos sexos y Htr2a, Htrla y Htr5a solo en los machos. Por otro lado, la expresion
del gen monoamina oxidasa a (Maoa) también se encuentra disminuida en machos
LPS, pero no en la combinacion de impactos. Estos resultados, de manera contraria
a la hipotesis serotoninérgica parecen indicar que la exposicion a LPS durante la
gestacion produce una disminucion de serotonina en la corteza orbitofrontal.

En conjunto, los datos de la presente tesis doctoral no parecen apoyar de manera
clara los posibles efectos desencadenantes del THC sobre los dominios conductuales
examinados, aunque si que parecen darse cambios a nivel transcriptomico y de
funcién cerebral que sustentarian una interesante interaccion. En concreto, el THC
parece revertir parcialmente los efectos de la AIM. En este sentido seria interesante
realizar estudios que permitan estudiar esta hipotética reversion durante la vida del
individuo con pruebas comportamentales previas y posteriores a la administracién de
THC.
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Conclusiones

No se encontraron efectos sinérgicos ni combinados derivados de la exposicion
a LPS prenatal y THC durante la adolescencia en las pruebas de sintomas
similares a cognitivos, negativos o0 positivos.

La exposicion a LPS durante la gestacion provoca déficits cognitivos y
alteraciones sociales en determinadas condiciones del filtrado preatencional, la
memoria de trabajo y las interacciones sociales.

A nivel conductual, la exposicion a THC durante la gestacion Unicamente causoé
déficits en la preferencia por la novedad social.

La pérdida de peso materna tras la exposicion a LPS se correlaciona con peores
puntuaciones de la descendencia en pruebas de comportamiento cognitivas,
sociales y de anhedonia.

La exposiciéon prenatal a LPS produce, al inicio de la etapa adulta, una reduccién
en la actividad metabdlica de hipotdlamo y cerebro medio en hembras que
desaparece con la edad. También causa una disminucién de actividad en los
coliculos en ambos sexos que se mantiene en el tiempo.

La combinacién de activaciéon inmune prenatal y exposicién a THC durante la
adolescencia produce alteraciones diferentes, en funcion del sexo, en la
expresion de genes del sistema inmune de las PBMC.

La exposicion a LPS durante la gestacién produce una disminucién generalizada
de la expresion de los receptores glutamatérgicos y serotoninérgicos durante la
etapa adulta en corteza orbitofrontal.

La exposicion a dosis crecientes de THC durante la adolescencia revierte
parcialmente los efectos de la exposicion a LPS prenatal en la expresion de
numerosos genes de corteza orbitofrontal durante la etapa adulta.
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Figura Al. Diferencias por sexo en la actividad cerebral. Se muestran las diferencias de activacion
tras una comparacion voxel a voxel de todo el cerebro. Los colores azulados o anaranjados representan
una menor o mayor actividad respectivamente de los machos. Para evitar falsos positivos, se estudiaron
agrupaciones de un minimo de 50 vOxeles y se establecié el limite de significacién estadistica en
p<0,01.
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Figura A2. Efectos del LPS en la actividad cerebral. Se muestran las diferencias de activacion tras
una comparaciéon voxel a voxel de todo el cerebro. Los colores azulados o anaranjados representan
una menor o mayor actividad respectivamente causada por la exposicion a LPS durante la gestacion.
Para evitar falsos positivos, se estudiaron agrupaciones de un minimo de 50 voxeles y se establecio el
limite de significacion estadistica en p<0,01.
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Figura A3. Efectos del THC en la actividad cerebral. Se muestran las diferencias de activacion tras
una comparaciéon voxel a voxel de todo el cerebro. Los colores azulados o anaranjados representan
una menor o mayor actividad, respectivamente, causada por la exposicion a THC durante la
adolescencia. La administracion de THC se realiz6 durante 11 dias en dosis crecientes de la siguiente
manera: 2,5 mg/Kg (DP30-32), 5 mg/Kg (DP33-36) y 10 mg/Kg (DP37-40). Para evitar falsos positivos,
se estudiaron agrupaciones de un minimo de 50 véxeles y se establecio el limite de significacién
estadistica en p<0,01.

199



Anexos

200



	ABREVIATURAS
	RESUMEN
	ABSTRACT
	INTRODUCCIÓN
	1. Neurodesarrollo y sus etapas vulnerables
	1.1. Del zigoto a la neurulación
	1.2. Formación de circuitos neuronales
	1.3. La relación entre los sistemas inmunes materno y fetal
	1.4. Del nacimiento a la etapa adulta

	2. Esquizofrenia
	2.1. Epidemiología
	2.2. Curso de la enfermedad
	2.3. Tratamientos
	2.3.1. Antipsicóticos de primera generación
	2.3.2. Antipsicóticos de segunda generación
	2.3.3. Antipsicóticos de tercera generación
	2.3.4. Futuros tratamientos

	2.4. Esquizofrenia y la hipótesis del neurodesarrollo
	2.5. Esquizofrenia y su asociación con las infecciones prenatales
	2.6. Esquizofrenia y su asociación con el cannabis
	2.6.1. Alteraciones del SEC en esquizofrenia

	2.7. Hipótesis del doble impacto

	3. Modelos animales
	3.1. Genéticos
	3.2. Modelos inducidos por drogas
	3.3. Modelos del neurodesarrollo
	3.3.1. Modelos de un impacto

	3.3.1.3. Otros modelos de un impacto
	3.3.2. Modelos de doble impacto



	HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
	MATERIALES Y MÉTODOS
	1. Animales y procedimiento experimental
	1.1. Tandas experimentales
	1.2. Cruces e impacto prenatal (LPS)
	1.3. Impacto postnatal (THC)

	2. Obtención de muestras
	2.1. Cerebro y PBMC
	2.2. Extracción de ARN

	3. Marcadores tempranos
	3.1. Laberinto en cruz elevado
	3.2. Actividad locomotora
	3.3. Prueba de reactividad inmune y citometría

	4. Pruebas de comportamiento en la descendencia
	4.1. Memoria de trabajo
	4.2. Interacción social
	4.3. Test de formación de asociaciones incidentales
	4.4. Filtrado preatencional
	4.5. Anhedonia

	5. Tomografía por emisión de positrones
	6. Secuenciación masiva de ARN
	7. Análisis de datos
	7.1. Análisis de los vídeos
	7.2. Índices y correlaciones
	7.3. Normalización de los datos
	7.4. Estadística


	RESULTADOS
	Objetivo 1: EXPLORAR POSIBLES EFECTOS DERIVADOS DE LA COMBINACIÓN DE UNA ACTIVACION INMUNE MATERNA Y UNA EXPOSICIÓN A UNA DOSIS BAJA DE THC DURANTE LA ADOLESCENCIA
	1.1. Evaluación de la potencia de los impactos
	1.2. Búsqueda de alteraciones similares a síntomas cognitivos, negativos y positivos de la esquizofrenia causadas por la combinación de AIM y la exposición a una dosis baja de THC durante la adolescencia
	1.3. Exploración de posibles marcadores tempranos en las madres que puedan indicar o predecir la gravedad de los síntomas de la descendencia

	Objetivo 2. EXPLORAR POSIBLES EFECTOS SURGIDOS DE LA COMBINACIÓN DE UNA ACTIVACIÓN INMUNE MATERNA Y UNA ADMINISTRACIÓN SIMILAR A UN CONSUMO ABUSIVO DE THC DURANTE LA ADOLESCENCIA
	2.1. Evaluación de la potencia de los impactos mediante cambios de temperatura y/o peso en las madres y la descendencia
	2.2. Búsqueda de alteraciones conductuales similares a los síntomas cognitivos, negativos y positivos que ocurren en esquizofrenia
	2.3. Evaluación de marcadores tempranos
	2.4. Evaluación de la actividad cerebral
	2.5. RNAseq PBMC
	2.6. RNAseq COF


	DISCUSIÓN
	1. Efecto de la activación inmune prenatal en las madres
	2. Efectos de la exposición a LPS durante la gestación y a una dosis alta o baja de THC durante la adolescencia
	2.1. Peso corporal
	2.2. Síntomas cognitivos: memoria de trabajo y filtrado preatencional
	2.3. Síntomas negativos: sociabilidad, preferencia por la novedad social y anhedonia
	2.4. Síntomas positivos: formación de asociaciones incidentales
	2.5. Marcadores tempranos de la severidad de los síntomas

	3. Cambios en la actividad cerebral causados por AIM y la exposición a una dosis alta de THC durante la adolescencia
	4. Cambios en la expresión génica causados por AIM y la exposición a una dosis alta de THC durante la adolescencia
	4.1. PBMC
	4.2. Corteza orbitofrontal


	CONCLUSIONES
	REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	ANEXOS

