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RESUMEN (1) (2):

En la planta Cannabis Sativa se encuentran cannabinoides no psicoactivos como el cannabidiol
(CBD) o cannabigerol (CBG) que han sido asociados a multiples acciones terapéuticas. Estudios
preclinicos y clinicos preliminares sugieren la utilizacion de los cannabinoides no psicoactivos,
como el CBD, para tratar la dependencia a diferentes drogas. Muchos de los efectos terapéuticos
de los cannabinoides no psicoactivos derivan de su interaccion con los receptores 5-HTia. Un
nucleo serotonérgico clasico que presenta autoreceptores 5-HT;a es el NDR. Este nticleo, localizado
en el tronco del encéfalo, proyecta a varias areas cerebrales, entre ellas, al hipocampo, que
expresa receptores 5-HT1a postsinapticos. EI NDR juega un papel relevante en la fisiopatologia de
la ansiedad y la depresidn, que son dos signos comunes que aparecen durante el sindrome de
abstinencia a drogas. Por su parte, el hipocampo participa en la generaciéon y mantenimiento de la
adiccidn. El objetivo general de este proyecto fue estudiar, mediante técnicas electrofisioldgicas
uni-extracelulares in vitro, el efecto y el mecanismo de accion del CBD y de otros cannabinoides no
psicoactivos (CBG) en estos nlcleos cerebrales que expresan receptores 5-HTia y que estan
implicados en el ciclo adictivo. También estudiamos el efecto de estos cannabinoides sobre la
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ansiedad y la posible implicacion de los receptores 5-HT;a. Adicionalmente estudiamos el efecto de
los cannabinoides no psicoactivos sobre las neuronas del LC en rodajas de tejido de rata, que es el
nucleo noradrenérgico mas importante del sistema nervioso central y también estd implicado en la
dependencia a las drogas.

Los resultados muestran que el CBD y el CBG regulan la actividad del receptor 5-HT;x del NDR de
forma indirecta ya que no modificaron la frecuencia de descarga de las neuronas 5-HT in vitro. La
modulacion indirecta producida por el CBD no esta mediada por el receptor CB;, GABAA 0 5-HT>a.
Esta regulacion se observd con los agonistas selectivos de los receptores 5-HT;, (8-OH-DPAT e
ipsapirona), pero no con la 5-HT, lo que podria explicarse por una selectividad funcional sobre este
receptor. En el hipocampo el CBD modulé la frecuencia de descarga de las neuronas CA1 del
hipocampo, pero no a través de la accion sobre el receptor 5-HT;a. Ademas, la administracion de
CBD y CBG no modificé la frecuencia de descarga de las neuronas del LC, pero el CBG modulé
alostericamente el autoreceptor a, adrenérgico siendo este efecto especifico para la activacion
inducida por NA. Por otro lado, en la prueba de supresion de la comida, el CBG produjo un ligero
efecto ansiolitico que podria ser mediado por la activacion del receptor 5-HT;a. Los resultados de
este estudio contribuyen a desentrafiar aspectos elementales del mecanismo de accién de los
cannabinoides no psicoactivos y a medio plazo podrian ser aplicables en el tratamiento racional de
la dependencia al cannabis u otras drogas y en el disefio/desarrollo de nuevos agentes
terapéuticos eficaces en su prevencion, ya que los mecanismos cannabinérgicos-serotonérgicos-
noradrenérgicos controlan el ciclo adictivo a las drogas.

ABSTRACT (English):

Non-psychoactive cannabinoids such as cannabidiol (CBD) or cannabigerol (CBG) are found in the
Cannabis Sativa plant, which have been associated with multiple therapeutic actions. Preliminary
preclinical and clinical studies suggest the use of non-psychoactive cannabinoids, such as CBD, to
treat dependence on different drugs. Many of the therapeutic effects of non-psychoactive
cannabinoids derive from their interaction with 5-HT1a receptors. A classic serotonergic nucleus
that exhibits 5-HT;n autoreceptors is the NDR. The NDR plays a relevant role in the
pathophysiology of anxiety and depression, which are two common signs that appear during drug
withdrawal syndrome. With regard to the hippocampus it is well known that it participates in the
generation and maintenance of addiction. The general objective of this project was to study, using
uni-extracellular electrophysiological techniques in vitro, the effect and mechanism of action of
CBD and other non-psychoactive cannabinoids (CBG) in these brain nuclei that express 5-HTia
receptors and are involved in the addictive cycle. We also studied the effect of these cannabinoids
on anxiety and the possible involvement of the 5-HT1a receptors. Additionally, we also studied the
effect on LC neurons in rat brain slices, which is the most important noradrenergic nucleus of the
central nervous system and it is also involved in drug dependence.

Our results show that CBD and CBG regulate indirectly 5-HT;a receptor activity in the NDR as they
did not modify the firing rate of 5-HT neurons in vitro. The indirect modulation produced by CBD is
not mediated by the CB;, GABAs or 5-HT;s receptor. This regulation was observed with the
selective 5-HT;a receptor agonists (8-OH-DPAT and ipsapirone), but not with 5-HT, which could be
explained by a functional selectivity on this receptor. In the hippocampus, CBD modulated the
firing rate of hippocampal CA1 neurons, but not through the 5-HTia receptor. In addition, the
administration of CBD and CBG did not modify the firing rate of LC neurons, but CBG allosterically
modulated the a,-adrenergic autoreceptor, effect that was specific for NA-induced activation. On
the other hand, in the novelty-suppressed feeding test, CBG produced a slight anxiolytic effect that
could be mediated by 5-HT;a receptor activation. The results of this study contribute to unravel
elementary aspects of the mechanism of action of non-psychoactive cannabinoids and in the
medium term they could be applicable in the rational treatment of dependence on cannabis or
other drugs and in the design/development of new therapeutic agents effective in their
prevention, since cannabinergic-serotonergic-noradrenergic mechanisms control the cycle of drug
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PALABRAS CLAVE (3):
cannabigerol, cannabidiol, serotonina, frecuencia de descarga, receptor 5-HT1,, ansiedad, nicleo
dorsal del rafe, hipocampo, locus coeruleus.

KEY WORDS (English): cannabigerol, cannabidiol, serotonin, firing rate, 5-HT;a receptor, anxiety,
dorsal raphe nucleus, hippocampus, locus coeruleus.

JUSTIFICACION DEL PROYECTO Y OBJETIVOS:

La hipétesis inicial fue que los cannabinoides no psicoactivos (cannabidiol, cannabigerol...)
actuaban regulando la frecuencia de descarga de las neuronas del nucleo dorsal del rafe (NDR) y
de su nucleo de proyeccion, el hipocampo. Esta regulacion se produciria a través de los
autoreceptores 5-HT1x somatodentriticos presentes en las neuronas serotonérgicas del NDR y/o a
través de los receptores 5-HT1a postsinapticos del hipocampo. Ambos nticleos estan implicados en
el ciclo adictivo, y en concreto, en los sintomas negativos (por ejemplo, ansiedad) que se
manifiestan al cese y/o en la regulacién de la memoria de las experiencias asociadas al consumo.
Hasta la fecha no se habian estudiado los mecanismos y los efectos directos de los cannabinoides
no psicoactivos sobre los receptores 5-HT;a en dichos nucleos ni el efecto de algunos de estos
cannabinoides sobre la ansiedad. En ultima instancia se pretendia caracterizar nuevas dianas
farmacoldgicas de los cannabinoides no psicoactivos para en un futuro poder utilizar estos
compuestos en el tratamiento de la dependencia a cannabinoides. El objetivo general inicial fue
estudiar, mediante técnicas electrofisioldgicas uni-extracelulares in vitro, la modulacion de los
receptores 5-HT1a por los cannabinoides no psicoactivos en dos nucleos cerebrales implicados en el
ciclo adictivo y que expresan receptores 5-HT;4 presinapticos (NDR) o postsinapticos (hipocampo).
Ademas, se pretendia estudiar in vivo los efectos de estos cannabinoides sobre la ansiedad e
investigar la implicacidn de los receptores 5-HT1a,

Los objetivos especificos fueron:

-OBJETIVO 1. Estudiar el efecto los cannabinoides no psicoactivos y la implicacion de los receptores
5-HT1a sobre la actividad de las neuronas del nticleo dorsal del rafe (in vitro) y sobre las conductas
de ansiedad (in vivo).

-OBJETIVO 2. Investigar el efecto de los cannabinoides no psicoactivos sobre la actividad neuronal
de las células piramidales del hipocampo y sobre la activacion de los receptores 5-HT1, in vitro.

METODOLOGIA Y DESARROLLO DEL PROYECTO. ANALISIS ESTADISTICO:

Farmacos: cannabidiol (CBD), cannabigerol (CBG), serotonina (5-HT), 8-OH-DPAT, ipsapirona,
diazepam, noadrenalina (NA), UK 14304, WAY 100635 vy fenilefrina, MDL 100,907, picrotoxina y
otros (toxina pertussis, bario, SCH23390, 8-Br-AMPc, CNQX, AP-5...).

Técnicas electrofisioldgicas: Se realizaron registros uniextracelulares de las neuronas del NDR in
vitro. Las rodajas cerebrales fueron perfundidas con liquido cefalorraquideo artificial. Las sefiales
eléctricas se registraron con electrodos, se llevaron a un amplificador, a un osciloscopio, un
audiomonitor, un registrador y un ordenador. Adicionalmente se hicieron registros de patch-clamp
en el NDR y en el hipocampo para estudiar el efecto sobre las corrientes idnicas. El estudio
electrofisiolégico se amplié a otro nicleo monoaminérgico que esta implicado en la adiccién a
drogas como es el locus coeruleus (LC).

Técnicas de imagen de calcio: El influx de calcio ([Ca2+]i) fue evocado con KCI y estimado por el
método de ratio 340/380. Se utilizé6 Fura 2-AM como indicador de Ca2+. Las rodajas del NDR se
perfundieron continuamente en una cdmara de perfusion montada en un microscopio y las células
se visualizaron con una camara CCD.

Prueba del laberinto elevado en cruz: El animal se coloco en el centro del laberinto de cara a uno
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de los dos brazos abiertos. Se midieron los siguientes parametros: nimero de entradas a los
brazos abiertos y cerrados, tiempo que pasa el animal en los brazos abiertos, cerrados y en el
centro del laberinto, nimero total de entradas en los distintos brazos, asi como el acicalamiento,
inmersion de la cabeza, estiramientos, levantamiento con las patas delanteras, cambios en los
diferentes brazos y aproximaciones a los brazos abiertos.

Prueba de la supresion de comida: El animal se colocé en una caja tras un ayuno de 24 horas
donde se colocé un pellet de comida en la parte central iluminada con luz. Se midié el tiempo
transcurrido hasta que el animal comenzé a comer, asi como el tiempo hasta coger el pellet,
numero de veces y tiempo de olfateo, acercamientos al centro y el tiempo de permanencia en el
centro. El animal fue devuelto a su jaula original donde disponia libremente de agua y comida y se
midié la cantidad de comida ingerida y el tiempo de latencia de comer

Prueba de la actividad motora: para saber si los cambios observados en la prueba de la supresién
de comida podian ser debidos a alteraciones motoras se utilizé el actitrack. Se colocé el animal en
el centro del actimetro y se midieron durante 10 minutos los siguientes parametros:
desplazamientos en el plano horizontal, movimientos verticales y levantamientos en dos patas.
Obtencidn de datos y analisis estadisticos: Los datos recogidos de un nimero de 5-10 animales por
grupo, se normalizaron en forma de porcentajes o diferencias, segun cada caso, y las medidas
descriptivas (medias y errores estandar de la media) fueron calculadas en cada grupo. Las
comparaciones estadisticas se realizardn mediante el test t de Student pareado o de muestras
independientes, para dos grupos, y mediante el analisis de varianza (ANOVA), para mas de dos
grupos, seguido del post-hoc de Bonferroni .

PRINCIPALES RESULTADOS:

La administracion de CBD y CBG (30 p) no modificé la frecuencia de descarga de las neuronas 5-HT
del NDR (n=9). El CBD (30 pM) tampoco cambié el efecto inhibitorio de la 5-HT (100 pM). Sin
embargo, los efectos inhibitorios de los agonistas mas selectivos para el receptor 5-HT;a, 8-OH-
DPAT (10 nM) e ipsapirona (100 nM), fueron bloqueados en un 66% y 53%, respectivamente
(p<0,05, n=6 y n=10). La perfusidn con CBD no revirtio el efecto inhibitorio de la ipsapirona, pero si
lo hizo el antagonista de los receptores 5-HT14 WAY 100635 (30 nM, n=5). La perfusién con AM251
(1 1M, n=9), MDL100907 (30 nM) y picrotoxina (20 uM, n=9) no modificé el efecto del CBD sobre la
inhibicion producida por la ipsapirona (100 nM), lo que sugiere que los receptores CB;, 5-HT»x y
GABA, no estan implicados en el efecto del CBD. Los experimentos de calcio realizados en
colaboracion con el Achucarro Basque Center for Neuroscience indicaron que la ipsapirona (1 pM)
redujo de forma significativa el aumento de [Ca?*li producido por KCI (15 mM) (p<0,005, n=26). Sin
embargo, la administraciéon de CBD no modificé el [Ca?*li evocado por KClI ni el efecto inhibitorio de
la ipsapirona (n=21).

El CBG (30 uM) no modificé el efecto inhibitorio de la 5-HT, pero el efecto de la ipsapirona (100
nM) fue bloqueado parcialmente en un 43% (n=9, p < 0,05). Este cannabinoide no revirtié el efecto
inhibitorio de la ipsapirona, pero si lo hizo el antagonista de los receptores 5-HT;4, WAY 100635
(30 nM, n=5). Por otro lado, la perfusion con CBG (30 uM) redujo ligeramente la frecuencia de
descarga de las neuronas noradrenérgicas del LC. Ademas, el CBG desplazé a la derecha la curva
concentracion/efecto de la noradrenalina (NA) (1 pM-100 uM, n=5), pero no modificé ni el efecto
maximo inhibitorio de la NA ni la curva concentracién/efecto del agonista selectivo de los
receptores a, UK 14304 (1-10 nM).

Las pruebas comportamentales realizadas indican que la administracion de CBG (10 mg/kg, i.p.)
redujo en un 30% el tiempo de latencia para comer (n=13, p<0,05), lo que sugiere un efecto
ansiolitico. El CBG no modificé la cantidad ingerida ni ningtin otro parametro. En el actimetro el
CBG tampoco modificé los movimientos horizontales ni el levantamiento en dos patas.

Los resultados obtenidos en el hipocampo en colaboracion con el Dr. Gary Stephens indican que el
CBD (10 pM) reduce la frecuencia de descarga de las neuronas piramidales CA1 del hipocampo
(p<0,05), efecto que no fue revertido por el WAY 100635 (30 nM). El 8-OH-DPAT también redujo la
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frecuencia de descarga de las neuronas CAl (p<0,01, n=7), pero la coadministracion con CBD
ocluyé dichos efectos. Ademas, la administraciéon de CBD (10 uM, n=7) o 8-OH-DPAT (10 puM, n=9)
no cambio la resistencia de membrana de las células piramidales CA1 del hipocampo. La perfusion
con CBD (10 uM) aumenté el umbral del potencial de accién (disminuyé la excitabilidad) en
presencia de WAY 100635 (30 nM). 8-OH-DPAT (10 pM) redujo el potencial rapido
posthiperpolarizacion producido por pulsos de 300 pA/300 ms en ausencia y en presencia de CBD.
El 8-OH-DPAT (10 uM) también redujo la amplitud del potencial de accion.

DISCUSION Y CONCLUSIONES:

El CBD y el CBG regulan la actividad del receptor 5-HTia del NDR de forma indirecta ya que no
desplazan al agonista de su lugar de unidn ni modifican de forma directa la actividad de las
neuronas 5-HT. La modulacién indirecta producida por el CBD no estda mediada por el receptor
CB;, GABA, 0 5-HT,,. Esta regulacion se observa con los agonistas selectivos de los receptores 5-
HT1a, pero no con la 5-HT, lo que podria explicarse por una selectividad funcional sobre el receptor.
Una propuesta sobre el mecanismo de accion de los cannabinoides sobre el receptor 5-HT;a
presindptico seria su modulacién alostérica negativa o la regulacion de su acoplamiento a las
proteinas Gi/o y/o a los canales GIRK. Esto podria verse tGinicamente en el caso del 8-OH-DPAT o
ipsapirona. El hecho de que el CBD no cambie el efecto inhibitorio de la ipsapirona sobre el [Ca%i
podria indicar una selectividad funcional sobre las subunidades de la proteina G, que activan los
GIRKs (By) o inhiben los canales de calcio activados por voltaje (a0), respectivamente. También
podria ocurrir que el CBD regulara el receptor somatodentritico de las neuronas 5-HT del NDR
implicado en la activacion de los GIRK, pero no los localizados en las neuronas no 5-HT
(GABAergicas) que reducen el [Ca?*li por inhibicién de las VGCC.

Asimismo, los cannabinoides no afectan la actividad de las neuronas noradrenérgicas del LC, pero
el CBG parece modular alostericamente el autoreceptor a, adrenérgico siendo este efecto
especifico para la activacion inducida por NA.

Por otro lado, nuestros resultados indican que el CBD modifica las propiedades de membrana
(frecuencia de descarga y umbral de potencial de accién) de las neuronas piramidales CA1 del
hipocampo por un mecanismo no mediado por el receptor 5-HT;a. Aunque la activacion de
receptor 5-HT;a parece modificar algunas acciones del CBD sobre las corrientes de las neuronas
piramidales nuestros resultados indican que los efectos del CBD no son mediados principalmente
por la modulacién de los receptores 5-HT1a.

En la prueba de supresion de comida el CBG disminuye el tiempo de latencia para comer. Este
efecto sugiere un efecto ansiolitico que no se produce ni por un aumento de apetito ni por una
alteracion en la actividad motora. EIl mecanismo podria responder a una interaccion con el
receptor 5-HT;4 0 con el receptor a,.

En resumen, los cannabinoides no psicoactivos no modifican la actividad de las neuronas del NDR y
del LC, pero regulan a través de un mecanismo indirecto no competitivo la actividad del receptor
5-HT1a en el NDR y la del receptor o, en el LC. El mecanismo indirecto en el NDR no esta mediado
por el receptor CB;, GABAA 0 5-HT;a. En el hipocampo el CBD modula la frecuencia de descarga de
las neuronas CA1, pero no a través de la accion sobre el receptor 5-HTia. Por ultimo, el CBG
produce un ligero efecto ansiolitico que podria ser mediado por la activacion del receptor 5-HT;a.

APLICABILIDAD E IMPACTO SOCIO-SANITARIO DEL PROYECTO:

Nuestro proyecto de investigacion basica trata de introducir mejoras en el campo de las
drogodependencias aumentando el conocimiento sobre los compuestos presentes en el cannabis y
su posible utilizacién para prevenir, mediante la modulacion de los receptores 5-HT1A, conductas
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adictivas a través del alivio de signos que podrian aparecer durante el sindrome de abstinencia
(por ejemplo, la ansiedad). Los resultados de este estudio contribuyen a desentraiar aspectos
elementales del mecanismo de accion de los cannabinoides (sistemas serotonérgicos y
noradrenérgicos centrales) y a medio plazo podrian ser aplicables en el tratamiento racional de la
dependencia al cannabis u otras drogas y en el disefio/desarrollo de nuevos agentes terapéuticos
eficaces en su prevencion, ya que los mecanismos cannabinérgicos-serotonérgicos-
noradrenérgicos controlan el ciclo adictivo a las drogas. Ademas, una mejor comprension de los
mecanismos de accion de los cannabinoides podria facilitar la incorporacion de nuevas estrategias
en el tratamiento de otras enfermedades neuropsiquiatricas. Nuestros resultados se sustentan en
la farmacologia de las drogas y en los sistemas serotonérgico/noradrenérgico, piezas clave en
todos los aspectos de las drogodependencias, y que en otros ordenes de la psiquiatria han
generado muchos medicamentos beneficiosos. Los resultados de este estudio sobre modelos
animales podrian conllevar, por tanto, a contribuir en procesos patolégicos humanos y en el
campo de las drogodependencias al aumentar el conocimiento sobre los compuestos presentes en
el cannabis y su posible utilizacion para prevenir, mediante la modulacion de los receptores
serotonérgicos 5-HT1a y adrenérgicos a,, conductas adictivas a través del alivio de signos negativos
(por ejemplo, la ansiedad) que conducen frecuentemente a recaidas.

SINTESIS DE LOS ASPECTOS MAS RELEVANTES QUE APORTA EL ESTUDIO:

Nuestros resultados muestran que los cannabinoides no psicoactivos no modifican la fecuencia de
descarga de las neuronas del NDR y del LC de forma directa, pero regulan a través de un
mecanismo indirecto no competitivo la actividad del receptor 5-HT;4 en el NDR y la del receptor a,
en el LC. En el hipocampo el CBD modula la frecuencia de descarga de las neuronas CA1, pero no a
través del receptor 5-HT;a. Por tltimo, el CBG produce un ligero efecto ansiolitico que podria ser
mediado por la activacion del receptor 5-HTia. Los resultados de este estudio contribuyen a
desentrafiar aspectos elementales del mecanismo de accién de los cannabinoides (sistemas
serotonérgicos y noradrenérgicos centrales) lo que a medio-largo plazo podrian ser aplicables en el
tratamiento racional de la dependencia al cannabis u otras drogas y en el disefio/desarrollo de
nuevos agentes terapéuticos eficaces en su prevencion, ya que los mecanismos cannabinérgicos-
serotonérgicos-noradrenérgicos controlan el ciclo adictivo a las drogas.
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eMendiguren A, Aostri E, Pineda J (2018). Life Sci. 192:115-127.
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rat brain slices” o en fase de preparacion para su envio: “Effect of cannabigerol on the serotonergic
dorsal raphe nucleus and noradrenergic locus coeruleus: Electrophysiological and behavioral
study”.

PRESENTACION DE RESULTADOS (CONGRESOS, JORNADAS Y ACTIVIDADES DE DISEMINACION
CIENTIFICA Y TECNICA):
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-2018 British Pharmacological Society: “Cannabidiol acts independently of 5-HT1A receptors to
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novelty-suppressed feeding test and motor activity in rats”.

-2021 British Pharmacological Society: “Effect of cannabigerol on the activation of 5-HT receptors
in the dorsal raphe nucleus from rat brain slices”.
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motorraren azterketa arratoietan”.
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Eureka (San Sebastian).

-2020. Entrevista de la catedra de cultura cientifica (Zientzialari) de la UPV/EHU sobre
cannabinoides y opioides. Disponible online en
https://zientziakaiera.eus/2020/01/24/mendiguren-minaren-maneiu-ona-egitea-eta-pazienteen-
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