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RESUMEN

El sistema de los endocanabinoides es un factor importante en la regulacion de
la alimentacion. Los receptores CB1 (CB1R) se expresan en el nucleo
paraventricular del hipotalamo (NPH) y su activacion induce hiperfagia,
probablemente a través de Ila modulacibn de sefales orexigénicas
(neuropéptido Y o NPY, acido y-aminobutirico o GABA) y/o anorexigénicas
(serotonina, 5-HT). A este respecto, se ha descrito la presencia del ARNm del
CB1R en neuronas serotoninérgicas del nucleo del rafé que inervan al NPH.
También se sabe que la activacion de los receptores serotoninérgicos en el
NPH produce un efecto hipofagico y, de acuerdo con algunos estudios
electrofisiolégicos, algunas terminales GABAérgicas son moduladas via
receptores 5-HT1. Por otra parte, se ha observado que la activacion de los
CB1R en otros sitios tales como la corteza prefrontal inhibe la liberacién de 5-
HT y en estudios de microdialisis el bloqueo de los CB1R incrementa las
concentraciones extracelulares de 5-HT. Con respecto a los receptores
GABAérgicos, se ha reportado que la activacion de dichos receptores en el
NPH produce hiperfagia. Dado lo anterior es posible que el efecto hiperfagico
de la activacion de los CB1R pueda ser mediado por cambios en la liberacion
de 5-HT y/o GABA en el NPH. Con el objetivo de probar esta hipdtesis, se
estudiaron in vitro los efectos de la activacion y bloqueo de los receptores CB1
y 5-HT en el NPH sobre la liberacion de 5-HT y GABA mediante la técnica de
liberacién de neurotransmisores marcados radioactivamente y, posteriormente,
se realizaron experimentos in vivo (ingesta de alimento y la secuencia de
saciedad conductual, o SSC) para evaluar si los cambios en la liberaciéon de
[®H]-5-HT y [*H]-GABA podian explicar los efectos hiperfagicos de la activacion
de los CB1R en el NPH. Los resultados obtenidos muestran que la activacion
de los CB1R con ACEA 1uM inhibe la liberacion de [3H]-5HT, efecto que es
prevenido por el AM 251 (1puM, antagonista CB1), lo que sugiere que este
efecto es mediado por los CB1R. Por otra parte, el ACEA estimuld
indirectamente la liberacion de [*H]-GABA, ya que la 5-HT (1 pM) previno el
efecto estimulatorio del ACEA. La activacion de los receptores 5-HT1ay 5-HT1s
también bloguearon el incremento de la liberaciéon de [*H]-GABA inducida por
ACEA, efecto prevenido por los antagonistas 5-HT1a (SB 224289,100 nM) vy 5-
HTis (WAY 100635, 100 nM). En los experimentos in vivo, la activacion de los
receptores 5-HTia, 5-HT1s y 5-HT2 blogeo el efecto hiperfagico inducido por la
activacion de los CB1R con ACEA previniendo la inhibicion de la expresion de
la saciedad. Ademas el bloqueo con el antagonista de los receptores GABAAa,
bicuculina (0.20 pg) también previno la inhibicion de la saciedad inducida por
ACEA. Estos resultados sugieren que los efectos hiperfagicos de la activacion
de los CB1R en el NPH se relacionan con la estimulacion indirecta de la
liberacién de GABA, probablemente via la inhibicion de la liberacion de 5-HT y
como consecuencia la desinhibicion de la liberacion de GABA, ademas de que
los receptores serotoninérgicos involucrados en dicho efecto incluyen a los 5-
HTiay 5-HT1s.



ABSTRACT

It is widely accepted that the endocannabinoid system is an important factor in
the regulation of feeding. CB1l receptors (CB1R) are expressed in the
paraventricular nucleus hypothalamic (PVN) and their activation induces
hyperphagia, probably through the modulation of orexigenic signals
(neuropeptide Y or NPY, y-aminobutyric acid or GABA) and/or anorexigenic
(serotonin, 5-HT). It has been described the presence of CB1R mRNA in
serotonergic neurons of the raphe nucleus that innervate the PVN. It is also
known that activation of serotonergic receptors in the PVN produces an effect
hypophagic, according to electrophysiological studies, some GABAergic
terminals are modulated via 5-HT1 receptors. On the other hand, has been
observed that activation of CB1R in other sites such as the prefrontal cortex
inhibits the release of 5-HT and microdialysis studies of CB1R blockade
increases extracellular levels of 5-HT. With regard to GABA has been reported
that activation of these receptors in the PVN produces hyperphagia. Given this it
is possible that the hyperphagic effect of CB1R activation can be mediated by
changes in the release of 5-HT and / or GABA in the PVN. In order to test this
hypothesis, we studied the in vitro effects of activation and blockade of CB1
receptors and 5-HT in the PVN on the release of 5-HT and GABA using
radiolabelled neurotransmitter release technique and subsequently performed in
vivo experiments (food intake and behavioral sequence of satiety, or BSS) to
assess whether changes in the release of [*H]-5-HT and [*H]-GABA could
explain the hyperphagic effects of the activation of CB1R in the PVN. The
results show that activation of CB1R with 1 uM ACEA inhibits the release of [3H]-
5HT, an effect that is prevented by AM 251 (1 upM, CB1R antagonist),
suggesting that this effect is mediated by CB1R. Moreover, the ACEA indirectly
stimulated the release of [?H]-GABA, and that 5-HT (1 pM) prevented the
stimulatory effect of ACEA. Activation of 5-HTia (100 nM), 5-HTis (100 nM)
receptors also blocked the increased release of [°*H]-GABA induced by ACEA,
an effect prevented by 5-HTia and 5-HTis antagonists. In experiments in vivo,
activation of 5-HTia, 5-HTis and 5-HT2 receptors blocked the hyperphagic
effects induced by ACEA preventing the inhibition of the expression of satiety.
Furthermore, blocking the GABAA receptor antagonist, bicuculline (0.20 ug) also
prevented the inhibition of satiety induced by ACEA. These results suggest that
the hyperphagic effects of CB1R activation in the PVN are related to indirect
stimulation of GABA release, probably via inhibition of 5-HT release and
consequently the loss of inhibition of GABA release, in addition to serotonergic
receptors involved in this effect include the 5-HT1s.
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Modulacién neuroquimica (5-HT/GABA) de los CB1R en la conducta alimentaria

1. Introduccion

La obesidad es una enfermedad crénica, caracterizada por un exceso de tejido
adiposo que se produce por la acumulacion progresiva de grasa en sus
reservorios, debido a un desequilibrio de la homeostasis calérica donde la
ingesta de alimento excede al gasto energético (Moreno, et al., 1991; Morlans,
2001). Actualmente México ocupa el primer lugar a nivel mundial en obesidad
infantil y segundo lugar en obesidad en adultos segun la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) y 7 de cada 10 mexicanos padece sobrepeso y obesidad de
acuerdo a la ENSANUT (Encuesta Nacional de Salud y Nutricion, 2012).

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, la obesidad es uno de los
mayores retos de salud publica del siglo XXI. Su incremento se atribuye a
diversos factores, estos incluyen: a) el cambio global en la dieta, mayor
consumo de alimentos con alto contenido energético en grasas y carbohidratos,
b) la disminucion de la actividad fisica, debido a la naturaleza cada vez mas
sedentaria de los individuos, c) factores genéticos y sociales. En conjunto con el
alarmante aumento de la obesidad y las complicaciones asociadas, como la
resistencia a la insulina, el estrés oxidativo y la inflamacion, la obesidad
constituye un factor de riesgo para la aparicién de otras enfermedades, como la
diabetes tipo 2, las enfermedades cardiovasculares, la hipertensién y algunos
tipos de cancer (Despres & Lemieux, 2006; Shoelson, Herrero & Naaz, 2007;
Romeo, Lee & Schoelson, 2012).

La necesidad por prevenir o disminuir este padecimiento ha sido de gran
interés, diferentes estrategias incluyendo dieta, ejercicio, farmacoterapia y
cirugia bariatrica son consideradas para tratarla (Aronne, 2002). Los enfoques
actuales de las posibles estrategias farmacologicas se basan en la investigacion
de blancos terapéuticos con el fin de regular los mecanismos neuroquimicos
gue ocurren a nivel del sistema nervioso central (SNC) y sistema nervioso
periférico (SNP), y que desempefian un papel en la regulacion de la ingesta de
alimento, la absorcion de nutrientes y el metabolismo energético (Aronne &

Thornton-Jones, 2007). A nivel del SNC los centros homeostaticos ejercen un
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papel importante en la percepcion y regulacion de la ingesta de alimento, el
balance energético y el peso corporal.

Dentro de estas estrategias farmacoldgicas, una de las terapias para el
tratamiento de la obesidad ha sido el uso del SR 141716 (Rimonabant,
Acomplia), el antagonista de los receptores a canabinoides (CB1). Los
resultados en estudios clinicos realizados en pacientes obesos muestran una
disminucion significativa del peso corporal y de la circunferencia de la cintura
(Van Gall, Rissanen, Scheen, Ziegler & Rdssner, 2005); incluso se sugirid su
uso en pacientes con sindrome metabdlico, ya que la administracion cronica de
dicho antagonista mejoré el perfil lipidico (disminucion de los niveles de
triglicéridos y aumento los niveles de colesterol de alta densidad), ademas de la
disminucién de los factores de riesgo cardiovasculares y metabdlicos (Van Gall,
Rissanen, Scheen, Ziegler & Rdssner, 2005; Després et al., 2005; Pi-Sunyer et
al.,, 2006). Aunque el Rimonabant fue retirado del mercado Europeo y
rechazado por la FDA (Food and Drug Administration) por sus efectos
secundarios psiquiatricos (Traynor 2007), los efectos benéficos de este
farmaco han demostrado la importancia que representa el sistema de
endocanabinoides (EC) en la modulacién de la conducta alimentaria, el balance

energético y el control del peso corporal.

El sistema de los EC estd formado por receptores a canabinoides
principalmente (CB1 y CB2), los ligandos enddgenos (endocanabinoides:
Anandamida y 2-araquidonoilglicerol) y las enzimas que sintetizan y degradan a
los endocanabinoides. Los receptores CB1 (CB1R) pertenecen a la superfamilia
de receptores acoplados a proteinas G, la activacion de éstos genera una
cascada de sefalizacion que inhibe la actividad de la adenilil ciclasa a través de
una proteina G inhibidora (Gi) y como repuesta la disminucion de la liberacion
de neurotransmisores (Alger, 2002; Wilson & Nicoll, 2002).

Los CB1R se expresan abundantemente a nivel cerebral, particularmente en el

hipotalamo, region considerada el sitio primario de integracion de diversos
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procesos homeostaticos como la regulacion de la alimentacion. Dentro de las
estructuras anatomicas hipotalamicas clave para el control de la ingesta de
alimento y el balance energético se encuentra el nucleo paraventricular del
hipotadlamo (NPH), que es uno de los nucleos donde convergen distintas vias
neuronales que influyen en la regulacion de la homeostasis energética y la
alimentacion. La activacion de los CB1R en NPH en modelos animales induce
hiperfagia, probablemente a través de la modulacion de sefales orexigénicas
(estimuladoras de la ingesta de alimento [neuropéptido Y o NPY, acido y-
aminobutirico o GABA]) y/o anorexigénicas (inhibidoras de la ingesta de
alimento (serotonina, [5-HT]). Una de estas proyecciones neuronales que
inervan al NPH es la del sistema serotoninérgico, proveniente del nucleo del
rafé, en donde se ha descrito la presencia del &cido ribonucleico mensajero
(ARNm) de los CB1R. También se ha demostrado que la activacion de ciertos
subtipos de receptores serotoninérgicos en este nucleo produce un efecto
hipofagico (disminucién de la ingesta de alimento). Por otra parte, se ha
observado que la activacion de los CB1R en regiones cerebrales como la
corteza prefrontal inhibe la liberacién de 5-HT y en estudios de microdialisis en
el nucleo acumbens, el bloqueo de éstos incrementa las concentraciones
extracelulares de 5-HT. Con respecto al sistema GABAérgico, en estudios
conductuales se ha reportado que la activacion de los receptores GABAAa en el
NPH produce hiperfagia y, de acuerdo con estudios electrofisiolégicos, algunas
terminales GABAérgicas son moduladas via receptores 5-HTia y 5-HTis. De
acuerdo con la evidencia descrita anteriormente, es posible sugerir que uno de
los mecanismos mediante el cual los endocanabinoides estimulan la ingesta de
alimento involucra la modulacion de la liberacion de 5-HT y/o GABA en el NPH.
Especificamente, la hipbtesis del presente trabajo es que la activacion de los
CB1R en el NPH estimula la liberacion de GABA via la inhibicion de la
liberacion de 5-HT, y que este incremento de la concentracion de GABA en el
NPH puede ser en parte el responsable del incremento del consumo de
alimento inducido por los agonistas de los CB1R. Por lo tanto el objetivo del

presente estudio fue establecer si la transmision serotoninérgica y GABAérgica
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es modulada por los CB1R para producir los efectos hiperfagicos inducidos por
los canabinoides. En consistencia con lo anterior, en el presente trabajo se
estudiaron in vitro los efectos de la activacion y bloqueo de los CB1R y de los
receptores a la 5-HT en el NPH sobre la liberacion de 5-HT y GABA mediante la
técnica de liberacion de neurotransmisores marcados radioactivamente vy,
posteriormente, se realizaron experimentos in vivo (ingesta de alimento y la
secuencia de saciedad conductual, o SSC) para evaluar si los cambios en la
liberacion de [*H]-5-HT y [*H]-GABA podrian explicar los efectos hiperfagicos de
la activacion de los CB1R en el NPH. Los resultados muestran que la activacion
de los CB1R con (ACEA; 1uM, agonista) inhibe la liberacion de [°H]-5-HT,
efecto que es prevenido por el (AM 251; 1uM, antagonista CB1), lo que sugiere
que este efecto es mediado por los CB1R. Por otra parte, el ACEA estimulé la
liberaciéon de [*H]-GABA, ya que la 5-HT (1 uM) previno el efecto estimulatorio
del ACEA. La activacion de los receptores 5-HTis también bloqued el
incremento de la liberacién de [*H]-GABA inducida por el ACEA, efecto
prevenido por el antagonista 5-HTis. En los experimentos in vivo (ingesta de
alimento y la SSC), la activacion de los receptores 5-HTis bloqued el efecto
hiperfagico inducido por el ACEA previniendo la inhibicidn de la expresion de la
saciedad. Estos resultados sugieren que el efecto hiperfagico inducido por la
activacion de los CB1R en el NPH se relaciona con la estimulacion indirecta de
la liberacion de GABA, probablemente via la inhibicion de la liberacion de 5-HT,
la cual parece inhibir a su vez la liberacion de GABA via la activacion de

receptores 5-HT1s.
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2. Antecedentes
2.1 Sistema de endocanabinoides
2.1.1 Definicién

El sistema de endocanabinoides representa un nuevo mecanismo de
comunicacion celular y estd formado basicamente por tres elementos que
incluyen los receptores de membrana (receptores a canabinoides), los ligandos
enddgenos y los mecanismos para la sintesis y el metabolismo de los
endocanabinoides (enzimas y transportador). Este sistema fue descubierto a
principios de 1990 durante las investigaciones realizadas con el A°-THC,
principal componente con propiedades psicoactivas de la planta Cannabis
sativa (marihuana). La clonacién de los receptores a canabinoides mediante
técnicas de Biologia Molecular condujo a la identificacibon de moléculas
enddgenas capaces de unirse y activar a los receptores, llamadas
“endocanabinoides”, porque a pesar de ser quimicamente diferentes al A°-THC
tienen la capacidad de reconocer especificamente los sitios de unién de éste
(Devane, et al., 1988, 1992; Matsuda, et al.,, 1990, Munro, et al, 1993;
Mechoulam, et al., 1995).

2.1.2 Receptores a canabinoides

Los receptores a canabinoides se denotan con la abreviatura CB seguida de
una numeracion en el orden de su descubrimiento. Hasta la fecha se han
identificado dos tipos de receptores a canabinoides denominados CB1 y CB2,
los cuales pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G
(CGPR) y que se diferencian entre si por su secuencia de aminoacidos, su
mecanismo de sefalizacion y su distribucion anatémica. Ambos receptores
exhiben una homologia de alrededor del 48% (Howlett, et al., 2002). Existe
evidencia que sugiere la existencia de una variante por empalmes (splicing)

alternativos del receptor CB1 denominado CB1a (Shire, et al., 1995).
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El primer receptor a canabinoides caracterizado por medio de métodos
radiométricos fue el receptor CB1 (Devane, et al., 1988). Se clondé en 1990 a
partir de una libreria de acido desoxirribonucléico complementario (ADNc) de

corteza cerebral de rata (Matsuda, et al., 1990).

El receptor CB1 contiene 472-473 aminoacidos y tiene siete dominios
transmembranales (Matsuda, et al., 1990); la tercer asa intracelular y el extremo
carboxilo terminal (C-terminal) son los sitios involucrados en sus interacciones
con proteinas G de la familia Gi/o (Howllet, et al., 1998). El receptor CB1
humano presenta una homologia del 93% y del 98% en la secuencia de
nucledtidos y en la secuencia de aminoacidos, respectivamente, con respecto al
de ratas (Shire et al. 1995).

El 1993 se caracterizé un nuevo receptor a canabinoides a partir de células
mieloides de bazo de rata (Munro & Abu-Shaar, 1993), al que llamaron CB2.
Este receptor presenta un 44% de homologia en la secuencia de aminoacidos
con respecto al CB1 y un 68 % de homologia con las regiones

transmembranales (Fig. 1).

CB1 CB2

....00........
900000000000000000000000 4

Extracelular

Citoplasma Qrae

000066600008 680°

Figura 1. Representacion esquematica de los receptores CB1 y CB2. Los receptores tienen siete
segmentos transmembranales; e aminoacidos comunes para los dos receptores; o aminoacidos
diferentes; W sitios comunes consenso de glicosilacion; e1, e2, e3 asas extracelulares; i1, i2, i3 son asas
intracelulares (Rodriguez, Carrillo & Soto, 2005).
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2.1.2.1 Expresion y distribucion de los receptores a canabinoides

La expresion y distribucion de los CB1R ha sido estudiada por medio de
métodos autorradiograficos de union de ligando-receptor en rebanadas
cerebrales de rata (Herkenham et al., 1990; 1991), hibridacion in situ (Matsuda,
Bonner & Lolait, 1993; Westlake, Howlett, Bonner, Matsuda & Herkenham,
1994; Marsicano & Lutz, 1999), autorradiografia en el cerebro humano (Glass,
Dragunow & Faull, 1997), inmunohistoquimica (Tsou, Brown, Sanudo-Pena,
Mackie & Walker, 1998) y por la unién de [**S]GTPyS estimulado por agonista
(Sim, Selley & Childers, 1995), mostrando evidencia que los CB1R son uno de
los receptores acoplados a proteinas G mas abundantes en el cerebro de los
mamiferos. Se expresa densamente en el SNC y en la periferia (Herkenham, et
al., 1990; Gatley, et al., 1998). En el SNC se expresa con alta densidad en los
ganglios basales, la substancia nigra pars reticulada, el nicleo entopenducular,
el segmento externo del globo pélido, el caudado-putamen, el cerebelo y el
hipocampo; y con niveles moderados en la corteza cerebral, el tdlamo y el tallo
cerebral; en baja densidad en el hipotdlamo especificamente en el NPH y el
hipotalamo lateral (HL) (Herkenham, et al., 1990; Howlett, et al., 2002) (Fig.
2,3). A pesar de que en ciertas regiones su densidad es baja (por ejemplo en el
hipotalamo), esto no genera una estricta correlacion entre los niveles de
expresion y la funcionalidad de los CB1R. La actividad relativa de los
canabinoides no puede ser evaluada solamente por la densidad relativa del
receptor, ya que existen otros factores como la eficiencia del acople al receptor
(Breivogel & Childers, 1998).

En la periferia, los CB1R se encuentran en los ganglios adrenales, el intestino,
la préstata, los testiculos, el timo, la amigdala, los linfocitos, los fagocitos, la
musculatura lisa, el endotelio vascular, las neuronas periféricas, los riflones y el

utero.
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Figura 2. Distribucién anatomica de la expresion del receptor CB1 en el cerebro de rata por
autorradiografia de union de [H®]-CP55,940 en un corte sagital de cerebro de rata. Hi
(hipocampo), Gp (globo palido), SNR (substancia nigra pars reticulata), EP (nlcleo
entopeduncular), Cb (cerebelo), Hi (hipotadlamo) (Herkenham, et al., 1991).

Figura 3. Autorradiografia de [H3]-CP55,940 en el hipotadlamo anterior y estructuras adyacentes.
Pa= Nucleo paraventricular, LH= Hipotalamo lateral (Herkenham, et al., 1991)
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2.1.3 Ligandos enddgenos (endocanabinoides)

Tras el descubrimiento de los receptores a canabinoides se impulsé la
bldsqueda de los ligandos enddégenos y, en 1992 se encontré un derivado del
acido araquidonico (AEA, araquidonoiletanolamida), al cual identificaron como
el primer ligando enddgeno para el receptor CB1, compuesto llamado
anandamida (que proviene del sanscrito ananda que significa “felicidad interna”
y del caracter amida de la molécula) (Devane, et al., 1992). La anandamida fue
aislada de cerebro de porcinos y bovinos (Devane, et al., 1992) y presenta una
mayor afinidad por los receptores CB1 (Ki= 89 + 10nM) que por los CB2 (Ki=
371 £ 102nM) (Showalter, Compton, Martin & Abood, 1996), y al ser activados
los CB1R, inhiben la actividad de la adenilato ciclasa y la de canales de calcio
tipo N.

Otros agentes canabimiméticos también etanolamidas de acidos grasos
poliinsaturados son la homo-y-linoleniletanolamida y la

docosatetraeniletanolamida (Hanus, et al., 1993).

Tres afios después del descubrimiento de la anandamida, se aisl6 el 2-
araquidonilglicerol (2-AG) de tejido intestinal de perro (Mechoulam, et al, 1995),
otro canabinoide enddgeno presente también en el cerebro (Sugiera, et al.,
1995). EI 2-AG es el canabinoide mas abundante en el cerebro y su
concentracion es aproximadamente 200 veces superior a la de anandamida
(Stella, et al., 1997). Mas recientemente se han descrito dos nuevos
endocanabinoides, el 2- araquidonilglicerileter (noladin) (Hanus, et al., 2001) y

la O-araquidonoil-etanolamida (virodamina) (Fig. 4).
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Fig. 4. Estructura quimica de ligandos endégenos que se unen a los receptores a canabinoides
(Modificado de Di Marzo, 2005).

2.1.4 Sintesis y metabolismo

Los endocanabinoides tienen una caracteristica muy particular, son lipofilicos.
A diferencia de los neurotransmisores clasicos, estos no se almacenan en
vesiculas sinapticas, se sintetizan y liberan localmente bajo demanda.
Diferentes estimulos, incluyendo la despolarizacibn de la membrana y un
consecuente incremento de Ca?* y/o la estimulacién de receptores, pueden
activar la maquinaria enzimatica para inducir la division de los fosfolipidos de
membrana y la consecuente sintesis de endocanabinoides. Son derivados del
acido araquidonico conjugado con etanolamina o glicerol (Rodriguez de
Fonseca, et al., 2005), los mas abundantes son el N-araquidoniletanolamina

(anandamida) y 2-araquidonilglicerol (2-AG).

La anandamida se forma a partir de la N-araquidonoilfostatidiletanolamina
(NArPE), misma que es sintetizada a partir del acido araquidonico y el precursor
fofolipidico fosfatidiletanolamina por accién de la enzima N-aciltranferasa (NAT),
la cual cataliza la transferencia de acido araquidonico de fosfatidilcolina al grupo

principal de la fosfatidiletanolamina. La NAT requiere de la presencia de Ca?*
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intracelular y es regulada por el monofosfato ciclico de Adenosina (AMPc), el
cual aumenta la actividad de la NAT por fosforilacion mediada a través de la
actividad de la proteina cinasa A (PKA) dependiente del AMPc (Cadas, et al.,
1994; Piomelli, 2003). La sintesis de anandamida a partir de la NArPE es
catalizada por la fosfolipasa D (PLD) (Fig. 5).

La sintesis y liberacion de 2-AG es diferente que la anandamida. El 2-AG es un
monoglicérido y su formacidén estd asociada al metabolismo de diacilglicerol,
principalmente por la accion de la fosfolipasa C (PLC), la cual actia sobre el
diacilglicerol, liberando la molécula de acido graso de la posicion sn-1 del
glicerol. La enzima se activa al despolarizarse la membrana via canales de

calcio dependientes de voltaje (Stella, Schweitzer, & Piomelli, 1997).

La sefalizacion por endocanabinoides es finalizada por dos procesos que
incluyen el transporte dentro de la célula y la hidrolisis por dos enzimas
especificas. La captura de los endocanabinoides es mediada por un
transportador especifico (Beltramo, et al., 1997), mismo que se expresa en el
cerebro (Giuffrida, Beltramo & Piomelli, 2001) y que funciona de manera similar
a otros acarreadores lipidicos, facilita la captura de ambos (anandamida y 2-
AG) y es independiente de energia (Beltramo, et al., 1997). Cabe mencionar
que el transporte y la degradacién son dos procesos independientes (Fegley, et
al., 2004); la degradacion de los endocanabinoides se lleva a cabo por la accién
de dos enzimas especificas. La anandamida es hidrolizada en sus dos
componentes, etanolamina y acido araquidénico por la accién de la enzima
amida hidrolasa de &cidos grasos (FAAH), misma que esta ampliamente
distribuida en el SCN, principalmente en las regiones en las que es abundante
el receptor a canabinoides CB1.

Una vez dentro de la célula, el 2-AG es degradado a &cido araquiddnico y
glicerol por la accion de la enzima lipasa monoacilglicerol (MAGL) que se
localiza en tejidos cerebrales (Stella, et al., 1997) (Fig. 5).
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Figura 5. Sintesis y metabolismo de los canabinoides enddgenos (Modificado de Di Marzo, et
al., 2004).

2.1.5 Transduccion de sefales

Los receptores a canabinoides estan acoplados a proteinas Gi/o; sin embargo,
en ciertas circunstancias, el CB1R puede acoplarse a proteinas Gs (Childers, et
tal., 1993) y provocar la acumulacién de AMPc (Gonzalez et al., 2009). Una
posible explicacion puede ser la existencia de multiples conformaciones del
CB1R, inducida por diferentes agonistas, con afinidades variables para
diferentes proteinas G. Ademas la existencia de las isoformas de la adenilato
ciclasa (AC) pueden ser una importante contribucion al efecto dual en la
acumulacion de AMPc, se ha reportado que el acople del CB1R a las isoformas
de la AC (I, Ill, V 'y VIII) resultan en la inhibicion de la acumulacion de AMPc a
traves de la liberacion de subunidades Gia mientras que el acople del CB1R a
las isoformas (Il, IV y VII) producen el aumento a través de la liberacion de las
subunidades Ggy.

Al ser sintetizado los endocanabinoides son liberados desde la postsinapsis al
espacio sinaptico donde activan a los receptores a canabinoides ubicados en
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las neuronas presinapticas, induciendo inhibicion de la presinapsis (sefalizacion

retrograda), la cual se explica a traves de tres posibles mecanismos:

a)

b)

La subunidad a de la Gi/o inhibe a la adenilil ciclasa (AC) dando lugar a
una reduccion de la concentracion de AMPc intracelular y una
disminucién en la fosforilacion de canales de potasio (K*) mediados por
proteina cinasa A (PKA) (Howllet, 1995; Childers, et al., 1996; Elphick &
Egertova, 2001).

La subunidad By inhibe la entrada de calcio (Ca?*) a través del bloqueo
de los canales de Ca?* N, P/Q (Macki & Hille, 1992; Felder, et al., 1993;
Macki, Devane & Hille, 1993; Macki, Lai, Westenbroek & Mitchell, 1995).
Se produce hiperpolarizacion por la activacion de canales rectificadores
de K*, facilitando la salida de K* de la célula y dificultando la restauracién
del nivel basal del potencial de accion (Macki, Devane & Hille, 1993;
Macki, Lai, Westenbroek & Mitchell, 1995; McAllister, Griffin, Satin &
Abood, 1999) (Fig. 6).

Como consecuencia, el efecto global de la activacion del receptor CB1 por

los

endocanabinoides es la disminucibn de la liberacibn de

neurotransmisores en la neurona presinaptica, tanto excitadores, como

inhibidores (Rodriguez de Fonseca, et al., 2005).

Regulacion de la Neurotransmision \L

Transduccion de sefial

Figura 6. Transduccién de sefiales de los receptores CBL1.
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2.1.6 Clasificacion de canabinoides enddgenos y exdégenos

Con el aislamiento y caracterizaciobn de los canabinoides naturales se han
realizado esfuerzos con el fin de desarrollar analogos sintéticos que carezcan
de los efectos psicoactivos indeseables y que conserven las caracteristicas
farmacoldgicas de interés. Asi, estudios de relacién estructura-actividad han
originado compuestos canabimiméticos con mayor afinidad y especificidad,
mismos que han sido empleados como herramientas para elucidar los
mecanismos bioquimicos y moleculares de los endocanabinoides.

2.1.6.1 Agonistas

Basados en su estructura quimica, los agonistas canabinoides se pueden
clasificar en: clasicos, no clasicos, amiloalquiloides y eicosanoides (Howllet, et
al., 2002).

Canabinoides clasicos

En este grupo se encuentran los canabinoides exdgenos derivados de la planta
Cannabis sativa y sus analogos. El principal compuesto con propiedades
psicoactivas de la Cannabis es el AS>-THC que es un agonista parcial de los
receptores CB1 y CB2 (Howllet, et al., 2002).

Canabinoides no clasicos

Son derivados sintéticos del A%>-THC y su principal caracteristica es que carecen
del anillo dihidropirano. Uno de los mas representativos es el CP-55,940, un
potente y completo agonista de los receptores CB1y CB2 (Fig. 7).

HO

OMe

MeO

HO (-)-CP-55,940 7
HU-308

Figura 7. Estructura quimica de los canabinoides no clasicos mas representativos.
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Almiloalquiloides
Estos compuestos presentan una estructura quimica muy diferente con la del
A®-THC pero presentan potente actividad canabimimética (Howllet, et al., 2002).

El prototipo representativo de este grupo es el WIN-55,212-2 (Fig. 8).

I N e
O\)\/N O
_/
8
WIN55212

Figura 8. Estructura quimica del almiloalquiloide méas representativo

Eicosanoides

Con el descubrimiento de la AEA como ligando canabinoide enddgeno (Devane,
et al., 1992), se inici6 el desarrollo de una serie de compuestos con estructura
quimica semejante y que producian efectos farmacol6gicos similares a los del
A°-THC. Prototipicamente se encuentran los eicosanoides, derivados de acidos
grasos que contienen una cadena con 20 atomos de carbono. El derivado
sintético de la AEA, el araquidonil-2-cloroetilamina (ACEA), representa un
agonista selectivo para los receptores CB1 y con muy baja afinidad para el
receptor CB2 (Hillard, 1999; Howllet, et al., 2002) (Fig. 9).

ACEA Anandamida

Figura 9. Estructura quimica de eicosanoides representativos.
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2.1.6.2 Antagonistas

El desarrollo de antagonistas del receptor CB1 constituyé un paso fundamental
en el estudio de la farmacologia del sistema de los endocanabinoides. Diversas
investigaciones permitieron el desarrollo del Rimonabant (SR141716), primer
antagonista selectivo para el receptor CB1 reportado que presenta una afinidad
dentro del orden nanomolar (11.5 nM) para el receptor CB1 y en el orden
micromolar para el receptor CB2 (Rinaldi-Carmona, et al., 1994). A partir del
SR141716, se han desarrollado otros antagonistas del receptor CB1, como el
AM 251 (Gatley, et al., 1996), el AM 281 (Lan, et al., 1999), el SR14778
(Rinaldi-Carmona, et al., 2004) y el LY320135 (Felder, et al., 1998) (Fig. 10).
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(SR141716A) AM251 AM281 (|
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LY-320135

Figura 10. Estructura quimica de antagonistas canabinodes.

El uso de agonistas, antagonistas y los bloqueadores de las enzimas (sintesis y

degradacion) de los canabinoides tanto en modelos animales como en
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humanos, ha permitido el estudio del sistema endocanabinoide en la
modulacién de diferentes procesos fisiologicos, a nivel periférico con la
regulacion de la respuesta inmune (Parolaro, 1999) y el sistema cadiovascular
(Hillar, 2000); en el cerebro, en procesos tales como el control del movimiento
(Fernandez-Ruiz et al., 2002), y la memoria y aprendizaje (Hampson &

Deadwyler, 1999) y de manera importante con la regulacion de alimentacion.

Ana Maria Cruz Martinez 17



Modulacién neuroquimica (5-HT/GABA) de los CB1R en la conducta alimentaria

2.2. Regulacion de la alimentacion

El conocimiento sobre la regulacion de la alimentacién es importante para el
tratamiento de la obesidad y otros padecimientos relacionados, ya que esta
funcidbn reguladora depende de sefiales energéticas, gastrointestinales,
sensoriales, heddnicas y de condicionamiento, lo cual involucra tanto
mecanismos periféricos como centrales que modulan la ingesta de alimento
para el mantenimiento del metabolismo y la composicion corporal de los
mamiferos (Malacara, 2004; Cota, et al., 2003).

El comportamiento alimentario es el resultado de la integracion a nivel del SNC
de las sefiales homeostéticas (periféricas) y no homeostaticas (hedonicas), que
estan implicadas en el mantenimiento del equilibrio energético del organismo.
En efecto, varias sefiales son producidas por los alimentos durante el transito
intestinal, asi como las sefiales que indican el estado nutricional y energético
del cuerpo, las cuales se transmiten al cerebro que, a su vez, ajusta la ingestion
de alimentos y la actividad metabdlica para preservar la energia y la
homeostasis del organismo (Magalhaes et al., 2010). Las experiencias
psicoldgicas, las sefiales fisiologicas y los procesos neuronales del SNC
intervienen en la expresion del apetito, ya que interactian durante el curso de
un episodio de comida para formar una red psico- biologica. Esta red se
conceptualiza en términos de tres distintos y coordinados dominios (fig.11). El
dominio de experiencias psicoldgicas (las sensaciones de hambre y saciedad,
procesos hedoénicos) y las operaciones conductuales que las acompafan
(comidas, ingesta de macronutrientes); el dominio de la fisiologia periférica y los
eventos metabdlicos, que surge como consecuencia de la absorcién de
nutrientes, la utilizaciéon y su almacenamiento; y por ultimo, el dominio de los
neurotransmisores y las interacciones de las sefales metabdlicas en el cerebro
(Blundell, 1991). Asi pues, la expresion del apetito refleja el funcionamiento de
los eventos sincronizados de los tres dominios. Dentro de las experiencias

psicolégicas: el hambre y la saciedad determinan los procesos de iniciacion o
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finalizacion de la comida en la conducta alimentaria. EI hambre es definida
como la motivacion para buscar y consumir alimentos e iniciar el episodio de la
alimentacion y por el contrario, el proceso que finaliza estos episodios y el
consumo de alimento se denomina saciedad (Blundell, 1991).

La cascada de la saciedad (hambre-satisfaccion-saciedad) representa los
acontecimientos que estimulan la alimentacion (pre-prandial) junto con los
procesos desencadenados por la ingestion de alimentos, que terminan la
ingesta (prandial) y los procesos que tienen lugar después de terminar de
comer (pos-prandial). Las sefales pre-prandiales son generadas a partir de los
alimentos por las sefiales sensoriales (vista y olfato), estas sirven inicialmente
para estimular la ingesta de alimento y para preparar al cuerpo para la ingestiéon
(Teff, 2000). También, la informacién sensorial en la fase prandial por contacto
quimico y fisico del alimento en la boca, es sefial de hambre y promueve el
consumo. Las sefales procedentes del tracto gastrointestinal (Gl) se transmiten
hacia el cerebro principalmente via el nervio vago (Mei & Chen, 1985). Por
altimo, las sefales prandiales y post-prandiales se generan por la deteccion de
los nutrientes absorbidos desde el Gl hacia la circulacién periférica. Los
nutrientes circulantes pueden ser metabolizados en los érganos (por ejemplo, el
higado) y los tejidos periféricos y activar receptores del SNC (por ejemplo, el
tallo cerebral) o entrar directamente al SNC a través de la circulacion y actuar
como sefiales de saciedad post-absorcion (Harrold, Dovey, Blundell & Halford,
2012) (Fig. 11).

En interesante comprender que la conducta alimentaria y el balance energético
son controlados por una red compleja de interacciones de mecanismos que
involucran al SNC (por ejemplo, hipotalamo y tallo cerebral) y al sistema
nervioso periférico (intestino, higado, tiroides y tejido adiposo). El cerebro
integra la informacion de numerosas sefiales para determinar el requerimiento
energético del cuerpo y asi modificar la experiencia del hambre e iniciar los

procesos conductuales necesarios en respuesta a ésta. Dentro de estos
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mecanismos podemos encontrar la liberacion de mensajeros quimicos como las
hormonas, los neuropéptidos y los neurotransmisores.

Dentro de las sefales periféricas se encuentran principalmente la leptina,
insulina, colecistocinina (CCK) y la grelina, derivados del tejido adiposo, el
pancreas, el intestino y el estbmago respectivamente; las primeras tres sefales
son consideradas promotoras de la saciedad (inhibidoras de la ingesta de
alimento) y la ultima, estimuladora de la ingesta de alimento, cuyo mensaje
llega al SNC, particularmente al hipotalamo, a través del torrente sanguineo o

del nervio vago.
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Figura 11. Esquema representativo de la red de la regulacién psico-biolégica del apetito dividido
en tres dominios distintos pero coordinados: a) fisiolégicos y conductuales; b) fisiologicos y
metabolicos; c) neuroquimicos y la actividad cerebral. Gl, Tracto gastrointestinal; péptido YY,
PYY; colecistoquinina, CCK; péptido similar al glucagén, GLP-1; péptido liberador de gastrina,
GRP; acidos grasos libres, FFA; aminoacidos, AA; proporcion de aminoacidos neutrales
triptéfano, T:LNAA; nicleo del tracto solitario, NTS; melanocortina, MC; Hormona liberadora de
corticotropina, CRH; hormona liberadora de tirotropina, TRH; serotonina, 5-HT; transcripto
relacionado con cocaina-anfetamina, CART, neuropéptido Y, NPY; péptido relacionado agouti,
AgRP, glutamato, Glu. (Modificado de Harrold et al., 2012).

Ana Maria Cruz Martinez 20



Modulacién neuroquimica (5-HT/GABA) de los CB1R en la conducta alimentaria

2.2.1 Mecanismos periféricos

Diversos tejidos periféricos producen péptidos/hormonas que actian via
receptores que se expresan en el cerebro. Los circuitos estimuladores e
inhibidores del apetito estan influenciados por sefales hormonales periféricas
gue son capaces de atravesar la barrera hematoencefélica, tales como la
leptina, la insulina, la grelina y el péptido YY3-6 (Gale, Castracane & Mantzoros,
2004).

La leptina es una proteina de 146 aminoacidos producida principalmente por el
tejido adiposo. Bajos niveles de expresion de esta hormona se han detectado
en el hipotaldmo, la pituitaria, la placenta, el musculo esquelético, los epitelios
gastricos y mamarios (Moschos, Chan & Mantzoros, 2002; Gale, Castracane &
Mantzoros, 2004).

La leptina puede jugar un papel en diversos procesos fisiolégicos, pero esta
involucrada principalmente en la homeostasis energética y la saciedad. Los
niveles de leptina se encuentran incrementados en proporcién al tejido graso, la
leptina circulante lleva informacion al hipotalamo referente a la cantidad de
energia almacenada en el tejido adiposo, suprimiendo el apetito e influyendo en

el gasto energético (Friedman & Halaas, 1998).

Por otro lado, la insulina fue una de las primeras sefiales hormonales
estudiadas por estar implicadas en el control del peso corporal por el sistema
nervioso central. La insulina es producida en las células [ de los islotes de
Langerhans pancreaticos, llega al cerebro por la circulacion y actia sobre
neuronas hipotalamicas suprimiendo la ingesta de alimento (Werther, et al.,
1987).

La grelina es una hormona gastrica que participa en la homeostasis

estimulando el apetito. Es un péptido de 28 aminoacidos, se expresa
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principalmente en células enterocromafines localizadas en la mucosa del fundus
del estdbmago (Kojima, et al., 1999).

La grelina tiene una funcion promotora de la ingestion de alimento, aumenta el
uso de carbohidratos y reduce el uso de grasas, incrementa la motilidad
gastrica y la secrecion acida (Gale, Castracane & Mantzoros, 2004). Estimula
la sintesis y liberacion de NPY, con efecto central opuesto al de la insulina y la
leptina (Milke & Carmona, 2004).

2.2.2 Mecanismos centrales

El sistema nervioso central regula el balance energético y peso corporal a
través de tres posibles mecanismos: (1) los efectos relacionados con conducta,
incluyendo alimentacion y actividad fisica, (2) los efectos relacionados con la
actividad del sistema nervioso autbnomo, el cual regula el gasto energético y
otros aspectos de metabolismo; y (3) los efectos sobre el sistema
neuroenddcrino, incluyendo la secrecion de hormonas tales como la hormona
del crecimiento, tiroidea, cortisol e insulina (Spiegelman & Flier, 2001). Es un
centro regulador, el cual recibe una serie de sefiales provenientes de la ingesta
y el gasto calorico, tales como, las sefiales sensoriales (vista, olfato, gusto);
derivadas del tracto gastrointestinal (Ghrelina, GLP-1, CCK, bombesina,
enterostatina); de depdsitos corporales de energia (leptina, insulina) y sefales

derivadas del metabolismo de los sustratos de energia (glucosa, lactato).

Dentro del SNC, una de las regiones que participa sustancialmente en el
control de la homeostasis energética es el hipotadlamo, que es considerado
ampliamente como un centro integrador de sefales periféricas y neuronales que

se encuentran involucradas en los mecanismos de hambre y saciedad.
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2.2.2.1 Hipotalamo y control alimentario

Un importante sitio de accion del sistema endocanabinoide en la modulacion de
la ingesta de alimento es el hipotdlamo (Flier, 2004). Principal centro del
sistema nervioso central responsable para el mantenimiento de la homeostasis,
por medio de la integracion de informacion neuronal ascendente y descendente
asi como de sefiales hormonales circulantes para la regulacion de diversos
procesos homeostaticos, como la sed, la reproduccion, la temperatura, el
balance hormonal, los ritmos biolégicos y la regulacion del consumo y el gasto
energético, asi como la distribucion corporal de la grasa (Rosenbaum, et al.,
1997). En cuanto a la regulaciéon de la ingesta de alimento y el balance
energético es considerado uno de los sensores principales de los nutrientes
porque forma parte de un sistema en el cual se integra la informacién
proveniente de una serie de estimulos relacionados con el estado metabdlico
(sefiales periféricas) y centrales, los cuales modulan la liberacién de péptidos
hipotaldmicos, hormonas y neurotransmisores, que regulan las vias anabolicas
gue estimulan la ingesta de alimento y disminuyen el gasto de energia (NPY,
AgRP, MCH) vy las vias catabdlicas (CRH, TRH, CART, a-MSH), ademas de

modular el eje hipotalamo hipofisario.

El hipotalamo estad constituido por mas de 40 nlcleos que son distinguibles
histolégicamente, los que a su vez, pueden ser divididos en diferentes
subnucleos. La importancia del hipotdlamo en la regulacion del balance
energético y el peso corporal se estableci6 en los trabajos de Hetherington-
Ranson y Anand-Brobeck, quienes demostraron que las lesiones bilaterales en
diferentes areas del hipotadlamo llevaban a una dramatica ganancia o pérdida de
peso corporal. Por ejemplo mostraron que lesiones en el VMH generaba un
marcado aumento del peso corporal y obesidad, por lo tanto, nombraron a esta
region como el “centro de la saciedad” mientras que las lesiones en el HL
producian una pérdida del peso corporal, causando afagia y eventos de muerte

por inanicién (centro del hambre). Actualmente se sabe que existen mas
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estructuras hipotalamicas involucradas en la regulacion de ingesta de alimento,
el balance energético y el peso corporal.

Las &reas hipotaldmicas que estan asociadas con la regulacién de la conducta
alimentaria y el balance energético incluyen principalmente al ARC, VMH, DMH,
NPH, HL, area perifornical (APF), y el nucleo supraquiasmatico (Kalra et al.,
1999) (Fig. 13). Las neuronas localizadas en estas regiones producen
mensajeros quimicos, los cuales son liberados en las terminales nerviosas para

estimular o inhibir la conducta alimentaria (Meister, 2007).

Zona periventricular Tercer ventriculo

Principales aferencias:
. e o . - Nucleo del tracto
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Figura 13. Esquema representativo de un corte coronal de cerebro mostrando la region
diencefélica que contiene al hipotalamo y algunos de sus nucleos.

Pituitaria
posterior

Entre los grupos neuronales que forman al hipotalamo, el nucleo arqueado
(ARC) es considerado el centro del mecanismo de la regulacién del peso
corporal, constituye el sensor primario de las sefiales periféricas que son
evocadas por la alimentacion o el ayuno. Las neuronas de esta region producen
péptidos que regulan la ingesta de alimento. En esta region existen dos
subpoblaciones neuronales, las neuronas que sintetizan NPY/AgRP (NPY

considerado uno de los potentes estimuladores de la ingesta de alimento) (King
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& Williams, 1998), y las neuronas que sintetizan POMC/CART (sefales
inhibidoras de la ingesta de alimento). EI ARC envia proyecciones a otros
ndcleos hipotalamicos tales como el NPH, VMH, DMH e HL. Las neuronas del
ARC son consideradas neuronas de primer orden debido a la ausencia de la
barrera hematoencefalica, por lo que este nucleo se encuentra
estratégicamente situado para que se establezca una comunicacion directa con
las sefiales periféricas y los péptidos que viajan a través de torrente sanguineo
(Kalra, et al., 1999).

El VMH, es uno de los grandes nucleos hipotalamicos considerado el “centro de
la saciedad”. Las estimulaciones en este nucleo inhiben la alimentacion, en
contraparte las lesiones en esta region causan sobrealimentacion y ganancia
del peso corporal (Hetherington & Ranson, 1940; Satoh, et al., 1997). Ademas,
es identificado como un obijetivo clave para la sefial de Leptina, que actta en el
hipotalamo para inhibir la alimentacion, estimulando el gasto energético y
causando bajo peso (Satoh, et al., 1997). El VMH tiene conexiones directas con
el NPH y el DMH.

El DMH, se encuentra inmediatamente dorsal al VMH, presenta amplias
conexiones directas con otras regiones hipotalamicas tales como el NPH y el
HL. El NPH y el DMH pueden cooperar funcionalmente como una unidad, que
involucra la iniciacion y el mantenimiento de la ingesta de alimento. Este nucleo
contiene una amplia expresion de receptores a insulina asi como receptores a
leptina (Ob/Rb) (Kalra, et al., 1999).

El HL es conocido como el clasico “centro del hambre” ya que su estimulacion
incrementa la ingesta de alimento y su destruccion atenta la alimentacion
generando afagia, adipsia y disminucion del peso corporal (Grossman, Halaris &
Collier, 1978). El HL contiene subpoblaciones de neuronas que sintetizan
orexinas y la hormona concentradora de melanina (MCH), ambos péptidos
estimulan la ingesta de alimento (Kalra, et al. 1999).

Por su parte, el NPH es considerado el segundo ndcleo hipotalamico de interés
en la regulacion de la homeostasis energética. Las neuronas de este nucleo se

consideradan neuronas de segundo orden. También se le ha propuesto como
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centro de saciedad, ya que se ha demostrado que las lesiones en este nucleo
causan un incremento notable en la ingesta de alimento y obesidad (Sims &
Lorden, 1986). Este nucleo tiene mucha influencia sobre la regulacion la
alimentacion ya que regula la ingesta de alimento por influencia metabdlica,
hormonal y por respuestas endocrinas relacionadas con el estado nutricional del
organismo (Williams et al., 2001). Esta estructura es el blanco donde convergen
muchas sefales estimuladoras o inhibidoras del apetito originadas de diferentes
nucleos hipotalamicos (ARC, VMH, DMH, HL) (EImquist et al., 1998) (Fig. 14).

Senales
adiposas
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> 2 >
Nervio vago espinales
cervicales
Ganglio simpaticas
o . cervical g
Sgnalgs - Mecanico superior
saciatorias Quimico
Metabolismo £
L energético <) Liberacién de

colecistocinina

Figura 13. Esquema representativo de los mecanismos centrales y periféricos en el control de
la ingesta de alimento. El hipotdlamo recibe e integra sefiales neuronales, metabdlicas y
humorales para la regulacion de la homeostasis energética. (Schwartz, et al., 2000).
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2.2.2.1.1 Neuropéptidos hipotalamicos y alimentacion

Las neuronas hipotalamicas producen mediadores que tienen acciones
orexigénicas y anorexigénicas, los cuales son liberados en las terminales
dentro del hipotalamo asi como también en otras regiones del cerebro, del tallo
cerebral y la medula espinal. Se han identificado un gran nimero de péptidos
en el hipotalamo que modifican la conducta alimentaria, péptidos catabdlicos
(POMC, CART y CRH) y anabdlicos (NPY, AgRP y MCH) (Matias & Di Marzo,
2007).

El NPY es sintetizado por neuronas del ARC y las mismas que proyectan a
distintas regiones como el NPH, el DM, la region perifornical y el HL (Grove &
Smith, 2003). La inyeccion de NPY en el NPH de las ratas estimula la ingesta
de alimento (Stanley & Leibowitz, 1985). Las neuronas NPYérgicas son
capaces de responden a una gama de nutrientes periféricos y sefales
metabolicas hormonales tales como, glucosa, insulina y leptina (McMillen, et al.,
2005).

El AgRP coexpresa con las neuronas NPY en el ARC, y es un blogueador de
los receptores a melanocortina tipo 3 y 4 (MCs/MC4). La administracion de
AgRP produce incremento de la ingesta de alimento al bloquear el efecto
inhibidor de la alimentacién de la melanocortina (mediado por receptores MC3)
(Nijenhuis, Oosterom & Adan, 2001).

La hormona estimulante de melanocitos a (a-MSH) es un péptido de 13
aminoacidos derivado de la molécula precursora POMC. Es considerado un
péptido anoréxigenico que actla a nivel de los receptores a melanocortina,

suprimiendo la ingesta de alimento (Wisse & Schwartz, 2001).

El neuropéptido CART co-localiza con las neuronas POMC en el ARC y también
actia suprimiendo el apetito. Promueve el balance negativo de energia. Se ha

observado un incremento de su sintesis neuronal en respuesta a un aumento
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de sefales del adiposito en el cerebro principalmente en el ARC. Colocaliza con
MCH en el HL y con Tirotropina (TRH), galanina, vasopresina y oxitocina en el
NPH (Kuhar & Dall Vechia, 1999). Asi, CART esta colocalizado tanto con

neuropéptidos orexigénicos como anorexigénicos.

2.2.2.1.2 Neurotransmisores hipotalamicos y alimentacién

Dopamina

La dopamina (DA) es un importante neurotransmisor en la regulacion de la
ingesta de alimento (Meguid, et al., 2000). La ausencia de la produccion de
dopamina en los ratones deficientes de DA causa una incapacidad para iniciar
la alimentacion. La liberacién de DA parece tener un sitio de accion especifico
de la ingesta de alimento, tal como el nacleo acumbens que esta asociado con
el efecto reforzante en la alimentacion. En el hipotdlamo la liberacién de DA
estq asociada con la duracion del consumo de comida, el cual es un factor
determinante en el patron de alimentacion. Asi pues, la DA se requiere para
iniciar cada comida y por lo tanto esta asociada con el nUmero de comidas y su
duracion (Meguid, et al., 2000).

Noradrenalina

Las fibras ascendentes noradrenérgicas del tallo cerebral (Locus coeruleus)
difunden e inervan al hipotdlamo. Las lesiones quimicas y electroliticas de las
fibras ascendentes noradrenérgicas y las vias al hipotalamo se asocian a la
sobrealimentacion y obesidad (Wellman, 2000). Estos resultados sugieren que
la noradrenalina (NA) juega un papel en la saciedad. Sin embargo, la
introduccién de NA exdgena dentro de regiones discretas del cerebro aumenta
la alimentacion.

Estos datos indican que la alteracion de la noradrenalina en el cerebro puede
aumentar o disminuir la ingesta de alimento, dependiendo del sitio de la

aplicacién (Wellman, 2000).
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Glutamato

El glutamato en un neurotransmisor excitador en la regulacién neuroendocrina
(Meister, 2000). El glutamato también juega un papel en la conducta
alimentaria, se ha mostrado que la inyeccion de glutamato en el HL ejerce una
intensa respuesta en la ingesta de alimento en ratas saciadas (Stanley, Willet,
Donias , Ha, & Spears, 1993). Este efecto pudiera ser explicado por un papel

excitatorio de glutamato sobre neuronas orexigénicas MCH y orexina.

2.2.2.2 Papel del Nucleo paraventricular del hipotalamo en laingesta de

alimento/ Balance de energia

El nacleo paraventricular del hipotdlamo (NPH) anatdémicamente dividido en
dos grupos de neuronas; magnocelulares (tres subdivisiones) y parvocelulares
(5 subdivisiones). Las subdivisiones magnocelulares son colectivamente
conocidas como subnudcleo magnocelular anterior, posterior y medial. Las
neuronas de estas regiones proyectan a la neurohipdfisis y estan involucradas
en la produccion de las hormonas de la pituitaria posterior (Swanson &
Sawchenko, 1983). La subdivisién parvocelular comprende los subnucleos
parvocelulares dorsal, lateral, medial, periventricular y anterior. Estas regiones
proyectan al nucleo autonémico en el tallo cerebral y la medula espinal y son
responsables de la activacion del sistema nervioso simpatico (Sawchenko &
Swanson, 1982). Las principales funciones homeostéticas reguladas por el NPH
incluyen las repuestas al estrés, conducta alimentaria y balance energético,
equilibrio de los fluidos, funciones cardiovasculares, temperatura corporal y

funciones reproductivas.
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Figura 14. Esquema representativo que muestra las subdivisiones magnocelulares (areas
sombreadas) y parvocelulares del NPH de la rata. am, &rea magnocelular anterior; ap, area
parvocelular anterior; dp, area parvocelular dorsal; Ip, area parvocelular lateral; mm, area
magnocelular medial; mp, area parvocelular medial; pm, area magnocelular posterior; pv, area
parvocelular periventricular. (Modificado de Swanson, 1981).

La regulacion de la ingesta de alimento y el gasto de energia es fundamental
para la homeostasis y el NPH es una estructura clave en los circuitos del
sistema nervioso central que controlan la ingesta de alimento y la homeostasis
energética, debido a su papel como un 6rgano efector neuroendocrino y
autonémico. Las sefales circulantes del estado nutricional del organismo
ingresan al NPH, ya sea directamente o a través de la activacion de aferentes
del nucleo arqueado, dichas sefiales regulan las salidas neuroendocrinas o
autonomicas. Las salidas neuroendocrinas del NPH incluyen la liberacién de
oxitocina, vasopresina, hormona liberadora de corticotropina (CRH), y la
hormona liberadora de tirotropina (TRH), las cuales modulan la secrecién
hormonal periférica del intestino, la secrecion de corticosteroides adrenales y el
metabolismo  energético  celular  respectivamente. Las  eferencias
preautondmicas del NPH incluyen las proyecciones oxitocinérgicas hacia al
complejo motor vagal dorsal que regula la motilidad gastrica (Tasker, 2006).
Estas eferencias del NPH generalmente juegan un papel inhibidor en el control
de la ingesta de alimento, de tal manera que el NPH es considerado como un
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centro de saciedad. Las lesiones del NPH o la inhibicion crénica de estas
neuronas causan hiperfagia y obesidad en roedores (Gradison & Guidotti, 1977;
Sims & Lorden, 1986).

El NPH se encuentra densamente inervado por axones de neuronas que
proyectan del nacleo arqueado con NPY con AgRP; proyecciones con POMC,
CART y de las neuronas que producen orexina del hipotalamo lateral (EImquist,
et al, 1998, 1999). Ademas, es rico en terminales que contienen numerosos
neurotransmisores que modifican el apetito ya sea estimulandolo o inhibiéndolo,
de los cuales se encuentran el NPY, la galanina, la noradrenalina, la hormona
estimulante de los melanocitos a (a-MSH), el GABA, la serotonina (5-HT), los
péptidos opiodes y, mas recientemente, los endocanabinoides. Por otra parte,
las neuronas hipofisiotropicas de este ndcleo actian como transductores
neuroendocrinos, que en respuesta a estimulos, liberan péptidos hacia la
circulacién portal, estos acttan como hormonas que llegan a la pituitaria
anterior para regular el eje hipotalamico-hipofisiario. En el NPH se encuentran
dos importantes tipos de neuronas que regulan el metabolismo energético, las
neuronas que sintetizan TRH, que se encargan de controlar el eje pituitario-
tiroideo y las neuronas que producen CRH, encargadas de controlar el eje
pituitario-adrenal (Leibowitz & Wortley, 2004; Hillebrand, de Wied & Adam,
2002; Flier, Harris & Hollenberg, 2000). Las hormonas tiroideas son
consideradas importantes moduladores de la homeostasis energética a través
de sus efectos en la termogénesis, la accion directa de proteinas de
desacoplamiento y la estimulacion de la lipolisis (Lanni, Moreno, Lombardi &
Goglia, 2003).

2.3 Relacion sistema endocanabinoide y la ingesta de alimento
Los canabinoides juegan un papel importante en la regulacion de la conducta

alimentaria y el balance energético. Lla activacion de los CB1R desencadena

una serie de eventos a nivel periférico y central (figura 15). A nivel central son
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importantes moduladores de la conducta alimentaria (Kirkham, 2005; Vickers &
Kennett, 2005). Se sabe que tanto los canabinoides exégenos (A°-THC) como
endogenos (AEA, 2-AG) aumentan la ingesta de alimento en animales y
humanos (Kirkham & Williams, 2001; Avraham, et al., 2005; Simiand, et al.,
1998; Colombo, et al., 1998; Freedland, et al., 2001). En este contexto, los
antagonistas de los CB1R, el SR141716 y el AM 251 disminuyen la ingesta de
alimento y el peso corporal (Willams & Kirkham, 1999). Experimentos
realizados en ratones knockout del receptor CB1 muestran una reduccion en el
consumo de alimento (Di Marzo, et al., 2001) y del peso corporal con respecto
a los ratones wild type (Cota, et al., 2003), ademas son resistentes a la
obesidad inducida por dieta (Ravinet, et al., 2003). La administracion
intraventricular de SR141716 reduce la alimentacion en ratas no privadas
(Verty, et al., 2005). La AEA y el 2-AG se detectan en altas concentraciones en
el hipotalamo, en donde la restriccidon de alimento incrementa los niveles de 2-
AG pero no de AEA (Kirkham et al., 2002).

El sistema endocanabinoide desempefia un papel clave en Ila
sobrealimentacion y la obesidad, pues se ha observado que en ratones con
obesidad inducida por una dieta alta en grasas (OID), la administracion crénica
de Rimonabant induce una reduccion temporal de la ingesta de alimento y una
sostenida reduccién de la ganancia del peso corporal (Ravinet, etal., 2003).
En cuanto a la distribucion de los receptores CB1, éstos colocalizan con
sefales orexigénicas y anorexigénicas, lo cual sugiere que estan involucrados
en el control homeostatico y heddnico de la ingesta de alimento y del balance
energético. Ademas, los niveles de endocanabinoides se encuentran
incrementados durante el ayuno, mientras que se reducen en la saciedad. La
inyeccion directa de agonistas del CB1R dentro de ciertas areas hipotalamicas
ejercen efectos hiperfagicos, mientras que los antagonistas del CB1R conducen
a una reduccion del apetito (Jamshidi & Taylor, 2001). Los sujetos sometidos a
modelos animales de obesidad (ratones deficientes de leptina ob/ob y
deficientes del receptor a leptina db/db) los niveles hipotaldmicos de

endocanabinoides se encuentran elevados, y la administracibn de leptina
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reduce esta sobreproducciéon (Di Marzo et al., 2001), asi como las
concentraciones de ambos endocanabinoides (Di Marzo et al.,, 2001). Los
experimentos realizados en ratones carentes de la enzima FAAH (FAAH (-/-), la
enzima encargada de metabolizar a los ligandos enddgenos, resultan en una
reduccion de los niveles de CART (péptido anorexigénico) en el ARC, el DMH y
el NAc (Osei-Hyiaman et al., 2005). De la misma forma, en experimentos in
vitro, la AEA aumenta los niveles de NPY en el hipotdlamo (Gamber et al.,
2005), sugiriendo que los incrementos de los niveles de los endocanabinoides
después de una privacion de alimento regulan disminuyendo o aumentando a

los neuropéptidos anorexigénicos y orexigénicos respectivamente.

Los endocanabinoides ademas de controlar la liberacion de péptidos que
influyen en la ingesta de alimento, modulan diferentes redes hipotalamicas
actuando retrégradamente en las neuronas presinapticas por la inhibicion de

neurotransmisores inhibidores y/o excitadores.

Dentro de los estudios clinicos, una de las terapias para el tratamiento de la
obesidad ha sido el uso de Rimonabant (SR 141716), el antagonista de los
CB1R. Resultados obtenidos en estudios clinicos realizado con pacientes
obesos mostré una disminucion significativa del peso corporal y de la
circunferencia de la cintura (Van Gall, Rissanen, Scheen, Ziegler & Réssner,
2005); incluso se sugiridé su uso en pacientes con sindrome metabdlico, pues la
administracion crénica de dicho antagonista mejor6é el perfil lipidico,
disminuyendo los triglicéridos y aumentando el colesterol de alta densidad
(HDL), disminuyendo los factores de riesgo cardiovasculares y metabolicos
(Van Gall, Rissanen, Scheen, Ziegler & Rdssner, 2005; Després et al., 2005; Pi-
Sunyer et al., 2006). Aunque el Rimonabant fue retirado del mercado Europeo y
rechazado por la FDA (Food and Drug Administration) debido a efectos
secundarios relacionados con el estado de animo (Despres et al., 2005; Traynor

2007), los efectos positivos de este farmaco han demostrado la importancia
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qgue representa el sistema de endocanabinoides (EC) en la modulacion de la

conducta alimentaria, el balance energético y el control del peso corporal.

Nucleo acumbens
4 Motivacion de la ingesta

Hipotalamo
Ingesta de alimento
P AMPK

Tracto GI

/ 1 Ingesta de alimento

Musculo esquelético ol a canabinoides )

tipo 1

¥ AMPK ) Higado
4 Lipogénesis de novo
4 AMPK

P

¥ Vias oxidativas
4 Recaptura de glucosa

Téjido adiposo
Crecimiento y diferenciacion celular
4 Lipogénesis y contenido de grasa
4 Termogénesis y oxidacion de acidos grasos
J Produccion de adinopectina
4 AMPK

Pancreas
¥ Secrecion de insulina
4 Resistencia a la insulina

Figura 15. Los efectos de la activacion de los CB1R en el control de la ingesta de alimento y el
balance energético. Proteina cinasa activada por AMP, AMPK. (Modificado de Bellochio et al.,
2008).

2.3.1 Relacién Serotonina-canabinoides-alimentacion

La serotonina (5-HT) es una amina biogénica sintetizada a partir del aminoécido
esencial derivado de la dieta, triptéfano, a través de dos enzimas, la triptéfano
hidroxilasa (TH) y la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos. La enzima TH
presenta dos isoformas, la TH1 presente principalmente a nivel periférico y la
TH2 localizada a nivel cerebral (Walther & Bader, 2003). La 5-HT es
almacenada en vesiculas sinapticas para posteriormente ser liberada al espacio
sinaptico y activar a sus respectivos receptores ubicados pre o post-
sinapticamente. Los receptores serotoninérgicos (5-HTR) se clasifican en base
a la estructura y la transduccion de sefiales en 7 familias (5-HT1, 5-HT2, 5-HTs,
5-HT4, 5-HTs, 5-HTe y 5-HT7) con 14 subtipos de receptores. La mayoria de los

5-HTR se encuentran acoplados a la proteina G (1 y 5 acoplados a Gi; 2, Gq;
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4,6,y 7, Gs), excepto el receptor 5-HTs que es un canal catiénico de Na* y K*
activado por ligando. A nivel cerebral, la distribucion de las neuronas que
sintetizan 5-HT se restringe al ndcleo del rafé del tallo cerebral, especificamente
9 areas designadas como B1 a B9. Las proyecciones axonales de las neuronas
serotoninérgicas se encuentran ampliamente distribuidas en la mayoria de las
regiones del SNC, (B5-B9, cerebro anterior, tdlamo, hipotalamo, estriado,
corteza, cerebelo y tallo cerebral; B1-B4, médula espinal, bulbo raquideo,
cerebro medio y cerebelo) (Marston et al., 2011).

La 5-HT se encuentra involucrada en mdltiples procesos fisioldégicos vy
conductuales. Por ejemplo, la 5-HT periférica participa en la agregacion
plaquetaria, tono vascular, hipertensién y motilidad intestinal. En contraste, a
nivel central se le asocia con la regulacion de la temperatura, ritmos de suefio-
vigilia, emesis, conducta sexual, agresion, nocicepcion, regulacion del estado
de animo, conducta alimentaria y balance energético (Berger, Gray & Roth,
2009; Jonnakuty & Gragnoli, 2008; Lam et al., 2008; Tecott, 2007).

La 5-HT central esta asociada con la homeostasis energética, la regulacion de
la ingesta de alimento y el peso corporal, ademas es considerada un potente
agente anorexigénico que promueve la saciedad. El hipotalamo juega un papel
importante en este sistema, las neuronas serotoninérgicas originadas en el
nacleo del rafé dorsal (B7) y mediano (B8) proyectan al NPH y al nucleo
supradptico (SON), ademas ciertos subtipos de receptores serotoninérgicos se
encuentran localizados en estas regiones. Existe evidencia que muestra que los
receptores serotoninérgicos 5-HT1a, 5-HT1s, 5-HT2c y 5-HTe estan relacionados
directamente en los mecanismos del control alimentario. En estudios
autorradiograficos realizados en rebanadas de cerebro de rata se han
encontrado densas concentraciones del receptor 5-HTis en el nucleo
supraodptico, el NPH, el nucleo retroquiasmatico y el ARC (Pazos & Palacios,
1985). Con respecto a los receptores 5-HTia, éstos se han observado tanto en
neuronas magnocelulares como parvocelulares del NPH (Collin et al.,, 2002).
Altas densidades de los receptores 5-HTis y 5-HT2c se encuentran presentes
en las neuronas magnocelulares del NPH (Makarenko et al., 2002, 2003;
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Zhang et al., 2002). La inervacion directa del sistema serotoninérgico y la
expresion de los receptores 5-HT en el NPH, indican que la 5-HT puede mediar
respuestas endocrinas. Se ha establecido que la activacion de los receptores
serotoninérgicos en el NPH produce un efecto inhibidor sobre la ingesta de
alimento (Mancilla-Diaz, et al., 2002; Lopez-Alonso et al., 2007). Ademas, los
agentes farmacoldgicos que incrementan la actividad de 5-HT (sibutramina,
fluoxetina, D-fenfluramina) en el SNC reducen la ingesta de alimento e
incrementan el gasto energético (Leibowitz & Alexander, 1998). Por otra parte,
el bloqueo de la sintesis de serotonina (utilizando paraclorofenilalanina [pCPA],
o la destruccion de neuronas serotoninérgicas con la neurotoxina 5,7-
dihidroxitriptamina (5,7-DT), resultan en un incremento de la ingesta de alimento
(hiperfagia) (Le Feuvre, Aisenthal & Rothwell, 1991; Waldbilling et al., 1981).

Con respeto al sistema de los endocanabinoides, se ha reportado que las
neuronas serotoninérgicas del nucleo del rafé Dorsal y Mediano que inervan al
NPH, expresan la proteina y el ARNm que codifica para el CB1R (Héaring et al.,
2007). Asimismo, en experimentos in vitro e in vivo se ha observado que en
ciertas regiones cerebrales como la corteza prefrontal y el hipocampo, la
activacion de los CB1R disminuye la liberacién de 5-HT (Nakazi, et al., 2000;
Egashira et al., 2002), en tanto que el bloqueo de los CB1R incrementa los
niveles extracelulares de 5-HT en la corteza prefrontal medial y el ndcleo
accumbens de la rata. Estos hallazgos nos revelan la importancia de la 5-HT en
la regulacién de la alimentacién y la posible participacién de los CB1R en la

modulacién del sistema serotoninérgico.
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2.3.2 Relacién GABA-canabinoides-alimentacién

GABA, principal neurotransmisor inhibitorio en el sistema nervioso central y el
mas abundante de los neurotransmisores, se sabe que también juega un papel
importante en el control alimentario. Este es sintetizado en neuronas de varios
nacleos hipotaldmicos y extrahipotalamicos, los cuales contribuyen con el
control de la conducta alimentaria (Kalra et al., 1999). El GABA ha sido descrito
como un neurotransmisor que puede inducir efectos orexigénicos a través de la
activacion tanto de receptores GABAA como GABAs. La administracion intra-
NPH de muscimol, agonista del receptor GABAAa, induce un incremento en la
ingesta de alimento. (Gradison & Guidotti, 1977; Kelly & Grossman, 1980; Kelly,
Alheid, Newberg & Grossman, 1977, Kelly, Rothstein & Grossman, 1979;
Morley, Levine, & Kneip, 1981; Tsujii & Bray,1991; Arnt & Scheel-Kruger, 1979;
Stratford & Kelley, 1997), dicho efecto es bloqueado por el antagonista selectivo
del receptor GABAA, bicuculina (Tsujii & Bray,1991; Stratford & Kelley, 1997).
De la misma forma, la activacion del receptor GABAs mediante la administraciéon
sistémica e intracerebroventricular (i.c.v.) de su agonista, baclofén, causa un
incremento en la ingesta de alimento y dicho efecto estimulador es prevenido
por su antagonista faclofen (Ebenezer & Baldwin, 1990). Se ha reportado que
cierta poblacién de neuronas que sintetizan NPY en el ARC también sintetiza
GABA (Horvath et al., 1997). Con respecto a los CB1R, estudios previos
realizados en nuestro laboratorio han mostrado que la activaciéon de los
receptores CB1 en otras regiones cerebrales como el globo palido, estimula la
liberaciobn de GABA vy dicho efecto estimulador es prevenido por el antagonista
AM 251 (Gonzélez et al., 2009). Por otra parte, en estudios electrofisiolégicos la
actividad de algunas terminales GABAérgicas también puede ser modulada por
receptores serotoninérgicos de la familia 5-HT1 (Bramley et al., 2005; Lee et al.,
2008).
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2.4 Herramienta metodoldgica para la evaluacion de la conducta

alimentaria Secuencia de Saciedad Conductual (SSC)

Desde el punto de vista de la farmacologia de la alimentacion, esta bien
documentada la existencia de una gran variedad de farmacos que modifican la
conducta de alimentacion, la forma de accion mas conocida hasta el momento,
es la que tiene que ver con la utilizacién de farmacos que suprimen la ingesta

de alimento.

Un aspecto importante que no todas las investigaciones consideran y que esta
relacionado con la supresion de la ingesta de alimento debida a la
administracion de un farmaco, es que un animal puede dejar de comer por
varias razones que pueden o no estar relacionadas necesariamente con el
hambre. Por ejemplo, existen farmacos que actian inhibiendo conductas
motoras, otros que producen somnolencia o contrariamente un estado de
actividad exagerado, generando asi situaciones que son incompatibles con las
conductas relacionadas con la alimentacion como son el acercarse al alimento y
llevarselo a la boca. Por lo tanto, la sola interpretaciéon de datos que han
resultado estadisticamente significativos acerca de los gramos de alimento
consumido por un animal al que se le ha administrado un farmaco puede llevar

a conclusiones parciales o incluso erréneas.

Con base a lo anterior, es recomendable que las investigaciones en el campo
de la farmacologia de la alimentacién utilicen metodologias y herramientas que
permitan conocer no solo la cantidad de alimento consumido sino que también
consideren el “flujo conductual”, el cual incluye las caracteristicas cualitativas de
la conducta de alimentarse como la duracién y frecuencia de conductas
particulares (sujetar el alimento, morderlo, caminar, husmear, acercarse de
nuevo a la comida, etc.). De esta forma se consideran las conductas que
preceden y que suceden a cada periodo de alimentacion, solo asi se puede

entender que cuando un animal deja de comer debido a la accion de un
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farmaco, no solo se debe a que “no tiene hambre”, sino porque existe una
estructura de la conducta de alimentacién que puede estar sufriendo cambios

gue se reflejan sobre el consumo de alimento.

De esta manera, el analisis de la secuencia de saciedad conductual (SSC) se
presenta como una herramienta que puede ser de gran utilidad para evaluar la
accion hipofagica de los farmacos sobre la conducta de alimentacién; ya que
SSC puede contribuir a aclarar si la hipofagia inducida por un farmaco se debe
al desarrollo de la saciedad o a reacciones colaterales adversas como nausea,
sedacion, hiperactividad y/o paladeabilidad del alimento (McGuirk, Muscat &
Willner, 1992; Gao, Harvey, Mook & Zeigler, 1998; Halford, Wanninayake &
Blundell, 1998; Vickers, Clifton, Dourish & Tecott, 1999; Lopez-Alonso, Mancilla-

Diaz, Rito-Domingo, Gonzalez-Hernandez & Escartin-Pérez, 2007).

La SSC se define como la transicién ordenada del alimento, el acicalamiento, la
actividad y el descanso medidos durante el periodo post-ingestivo (Halford,
Wanninayake & Blundell, 1998).
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3. Planteamiento del problema

Una conducta es el resultado de la actividad de circuitos neuronales, de los
neurotransmisores que estos usan y del balance de sefales que estimulan e
inhiben la actividad de estos circuitos y provienen del ambiente y variables
homeostéaticas. Esto sugiere una alta complejidad de los procesos
conductuales, y para entenderlo se requiere de abordajes experimentales en los
que se manipulen ndcleos, neurotransmisores o sefiales especificas, con el
objeto de entender el papel de cada uno de ellos en el proceso conductual a
estudiar.

De acuerdo con lo anterior, la participaciéon del sistema endocanabinoide en la
conducta alimentaria no so6lo dependeria de un grupo neuronal o ndcleo, sino
también de sus interacciones con otros sistemas de neurotransmision o
modulaciéon y las seflales que estos procesan. ElI efecto de los
endocanabinoides en otros procesos conductuales sigue esta regla,
particularmente en cuanto a su interaccion con el sistema serotoninérgico; por
ejemplo, Egashira et al., (2008) mostré que la inmovilidad producida por el A®°-
tetrahidrocanabinol en un modelo de nado forzado es mediada por la actividad
de receptores a la 5-HT del subtipo 5-HTia. De igual manera, Rodriguez-
Gaztelumendi et al (2009) encontraron que el aumento del tono serotoninérgico
inducido por un inhibidor de la recaptura de 5-HT (fluoxetina) provoca una
alteracion en la sefalizacion de receptores a canabinoides tipo CB1 que median
respuestas antidepresivas. Asimismo, Palazzo et al., (2006) reportaron en un
modelo de dolor neuropatico que los niveles de endocanabinoides se
encuentran elevados en el nucleo del rafé, participando probablemente en el
control de la analgesia mediada por la 5-HT que es el mediador quimico de
estas neuronas.

La relacion del sistema de endocanabinoides con el sistema serotoninérgico no
solo ha sido mostrada a nivel conductual sino también, como ya se ha
mencionado (Palazzo et al., 2006), a nivel de los procesos de sefalizacion del

receptor CB1 por la 5-HT. En la amigdala por ejemplo se ha mostrado que los

Ana Maria Cruz Martinez 40



Modulacién neuroquimica (5-HT/GABA) de los CB1R en la conducta alimentaria

receptores a canabinoides modulan la liberacion de 5-HT especulandose su
participacion en la disforia producida por la intoxicaciéon con cannabis sativa.
Por otra parte, se ha demostrado que el antagonista de los CB1R, Rimonabant,
produce efectos antidepresivos similares a los inducidos por la fluoxetina
(inhibidor selectivo de la recaptura de 5-HT) (Griebel, Stemmelin & Scatton,
2005). Asi mismo se ha mostrado que la activacion de los receptores 5-HT2
estimula la formacion de endocanabinoides que, de manera retrograda, inhiben
la liberacion de glutamato (Best & Reghr, 2008). De todos estos estudios se
puede inferir una estrecha relacion entre los sistemas endocanabinoide y
serotoninérgico que participa en diversos procesos conductuales con una base
neuroquimica.

Los receptores a canabinoides del tipo CB1 modulan la ingesta de alimento
probablemente a nivel del NPH, que es un ndcleo donde estos se expresan a
nivel presinaptico, (Herkenham et al., 1991 con respecto de otros nucleos
hipotaldmicos y que esta relacionado con la ingesta de alimento. EIl ARNm del
receptor CB1 se encuentra en las neuronas del nucleo del rafé (Haring et al.,
2007), el cual envia proyecciones al NPH, lo que sugiere un posible papel de
los CB1R en el control de 5-HT. También es conocido que los diferentes
subtipos de receptores a la 5-HT se localizan en este ndcleo, y que algunos de
ellos como el 5-HTia, 5-HTis y 5-HT2 participan en la regulacion de la
alimentacion, ya que al ser manipulados localmente se modifica la ingesta de
alimento. En este trabajo nos propusimos esclarecer el papel de los CB1R en el
control de la ingesta de alimento, particularmente a nivel del NPH, y la posible
interaccion de éstos con el sistema serotoninérgico y sus receptores. Dado que
los receptores a serotonina 5-HT1a y 5-HT1s8 modulan la actividad GABAérgica
en otras regiones del cerebro (Kishimoto, Koyama & Akaike, 2001; Bramley et
al., 2005; Lee et al., 2008), también estudiamos si los efectos de los CB1R y 5-
HT depende de modular al sistema GABAérgico.
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4. Hipotesis

La activacion de los receptores CB1 del NPH inhibe la liberacion de [3H]-5-HT e

indirectamente estimula la liberacién de [*H]-GABA.

La hiperfagia inducida por la activacion de los receptores CB1 se caracteriza
por estimular especificamente la ingestién de carbohidratos y por inducir nuevos

episodios alimentarios en animales saciados.

La activacion y bloqueo de los receptores serotoninérgicos y GABAérgicos
respectivamente previene la hiperfagia inducida por la activacion de los
receptores CB1 en el NPH a través de una desinhibicién de la secuencia de

saciedad conductual.
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5. Objetivos

General

Proponer un mecanismo neuroquimico que explique los efectos de la
activacion de los receptores CB1 sobre la conducta alimentaria por medio de la
modulacion de la liberacion de serotonina y GABA en el nucleo paraventricular
hipotalamico, asi como caracterizar en términos de seleccién de nutrientes y la
secuencia de saciedad conductual el efecto hiperfagico de la activacion de los

receptores a canabinoides CBL1.

Especificos

Evaluar in vitro los efectos de la activacion de los CB1R sobre la liberacion de
5-HT y GABA en el NPH mediante la técnica de liberacion de NT marcados

radioactivamente.

Estudiar in vivo los efectos de la activacién de los receptores CB1 sobre la

preferencia de nutrientes y la secuencia de saciedad conductual.

Determinar si la hiperfagia inducida por la activacion de los CB1R es prevenida

por la activacion de receptores serotoninérgicos en el NPH.

Determinar si la hiperfagia inducida por la activacién de los CB1R es prevenida

por el bloqueo de los receptores GABAérgicos en el NPH.
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6. Método

Sujetos experimentales

Se emplearon ratas Macho de la cepa Wistar de 200-220 g al inicio de la
investigacion (para el caso de la técnica de liberacion de neurotransmisores) y
de 200-240 g (para conducta alimentaria). Los animales fueron mantenidos en
cajas habitacién individuales en el cuarto de experimentacion a 21+2 °C con el
ciclo de luz/oscuridad de 12x12 horas invertido (las luces se apagaban a las
07.00 h). Todos los procedimientos experimentales se realizaron de
conformidad con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999) y la Guia
para el Cuidado y uso de Animales de Laboratorio del Instituto Nacional de
Salud, y fueron aprobados por los Comités Institucionales de Cuidado Animal
del CINVESTAV.

Farmacos

ACEA [N-(2-Chloroethyl)-5Z,82,117,14Z-eicosatetraenamida] (agonista CB1),
AM251  [1-(2,4-diclorofenil)-5-(4-iodofenil)-4-metil-N-1-piperidinil-1H-pirazol-3-
carboxamida (antagonista CB1), CP 93129 [1,4-dihidro-3-(1,2,3,6-tetrahidro-4-
piridinil)-5H-pirrol[3,2b]piridin-5-dihidroclorado (agonista 5-HTis), SB 224289
(antagonista 5-HT1s) (Tocris Bioscience, St. Louis MO, USA); 8-OH-DPAT [(R)-
(+)-8-hidroxi-2-(dipropilamino)tretalin hidrobromado] (agonista 5-HTia7); DOI
[(%)-1-(2,5-Dimetoxi-4-yodofenil-2-aminopropano hidroclorado)] (agonista 5-
HT2a2c), WAY 100635 (antagonista 5-HTia), ciproheptadina [4-(5H-
Dibenzo[a,d]ciclohepten-5-ilidina)-metilpiperidina hidroclorada] (antagonista 5-
HT2), Bicuculina (antagonista GABAAa) (Sigma-Aldrich, USA). Fluoxetina
(inhibidor de la captura de serotonina), Pargilina [N-metil-N-2-
propinilbenzilamida, HCI] [inhibidor del metabolismo de la 5-HT; inhibidor de la
monoaminooxidasa (IMAO)], Metabisulfito de Sodio (Na2S20s; inhibidor de la
oxidacion de la 5-HT).
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Para los experimentos conductuales el ACEA se adquirié en una solucidn con
etanol (5mg/ml) por lo que para la preparacion se tuvo que resuspender en
dimetilsulfoxido (DMSO), se sonicO y posteriormente agreg6 Nitrogeno liquido
para la evaporacion de etanol. La solucion obtenida libre de alcohol, se diluyo
con solucién salina al 0.9% para posteriormente realizar la inyeccion. El AM 251
se disolvi6 en DMSO vy posteriormente se diluyé en solucion salina al 0.9%
(DMSO 5%).

Cirugia

Sujetos anestesiados con la administraciéon de Ketamina/Xilacina via ip. (112.5
mg/kg y 22.5 mg/kg respectivamente) fueron estereotaxicamente implantados
con canulas de inyeccion en el area suprayacente del NPH del lado derecho.
Las canulas se fijaron al craneo mediante tornillos de acero y cemento acrilico.
Las coordenadas estereotaxicas fueron (relativo a bregma): Antero-posterior
(AP) -0.11, latero-medial (LM) -0.045, dorso-ventral (DV) -0.65 (Paxinos &
Watson, 1998). Los animales tuvieron un periodo de 5 dias de recuperacion de

la cirugia.

Dieta

Administracién sistémica

Los animales fueron habituados a la presentaciéon diaria (5 dias) de alimento
estandar, posteriormente fueron entrenadas (3 dias) con un programa de
restriccién alimentaria y a la presentacion de tres diferentes tipos de fuentes de
nutrientes por separado: proteinas (SUPRO 550E aislado de proteinas de Soya
al 95%; Protein Techologies Internacional, St. Louis, MO), carbohidratos (harina
de maiz nixtamalizado MASECA, Molinos Azteca de Chalco, México) y grasas
(manteca vegetal Inca, Anderson Clayton y col., México). La ubicacion de los

alimentos se cambi6 diariamente para prevenir las preferencias de posicion.
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Administracion intra-NPH

Los animales fueron habituados a la presentacion diaria (4 dias) de alimento
estandar (LabDiet® formulab diet #5008, % de calorias provistas: Proteina
26.849%; Grasa 16.710 %; Carbohidratos 56.441 %). Durante los registros (2
de 1 hora cada uno) se peso al principio y al final de cada hora para determinar

la cantidad consumida.

Programa de alimentacion restringida

Para evaluar los efectos de los tratamientos sobre la conducta alimentaria en
condiciones de ingesta basal alta (alimento estandar), los animales fueron
habituados durante 4 dias a un paradigma de acceso restringido al alimento (2
horas al dia, durante el inicio de la fase obscura), con agua ad libitum en la caja
habitacion. Lo anterior tuvo la finalidad de habituar a las ratas a comer sélo en
los horarios de la presentacién del alimento y poder evaluar el efecto de los
tratamientos farmacologicos en el NPH sobre la ingesta de alimento y la
saciedad. El quinto dia se suspendi6 la restriccibon de alimento, para
posteriormente implantar estereotaxicamente las canulas de inyeccion (sexto
dia). Una vez transcurrido el periodo de recuperacién operatoria (con alimento y
agua ad libitum), los sujetos fueron nuevamente expuestos al programa de
restriccion alimentaria durante 3 dias, mismos en los que se simularon las
inyecciones, para que en el dia 4 fueran administrados intrahipotalamicamente
los tratamientos especificados en el disefio. Los animales que no se adaptaron
al programa de alimentacién (consumo total durante las 2 horas menor al 80%
del promedio de todos los sujetos) fueron excluidos de las sesiones

experimentales.

Para los experimentos de la administracion sistémica, los animales fueron
entrenados (3 dias) con un programa de restriccion alimentaria (2 horas al dia,
durante la fase de la oscuridad), teniendo acceso a tres diferentes dietas:
carbohidratos, lipidos y proteinas que se presentaron en comederos

individuales
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Registros conductuales

Ingesta de alimento.

Para el caso de las administraciones sistémicas, estas se realizaron posterior a
las 2 horas del acceso al alimento (dieta de carbohidratos, lipidos y proteina) en
la fase de oscuridad del ciclo de luz, el alimento pesado previamente fue
colocado en las cajas habitacion y se realiz6 un registro (una hora). El
consumo de alimento (g) se determind en el periodo de tiempo de 60 min
después del acceso a las diferentes dietas.

Entre 10 y 15 minutos antes del inicio de la fase oscura del ciclo de luz fueron
aplicadas las inyecciones intrahipotalamicas. El alimento pesado previamente
fue colocado en las cajas habitacion al inicio de la fase oscura del ciclo de luz y
se realizaron dos registros de ingesta de alimento (una hora cada uno). El
consumo de alimento (g) se determiné en los dos periodos de tiempo, 60 y 120
min después del acceso a la dieta estandar de laboratorio (hora 1 y hora 2). En
la seccidn de los resultados esto se presenta en términos de medias = el error

estandar de la media (EEM).

Secuencia de saciedad conductual (SSC)

Simultdneamente a la determinacién de la ingesta de alimento, se realizaron
videograbaciones de los animales para llevar a cabo el andlisis de la secuencia
de saciedad conductual. A partir de las grabaciones se realiz6 un registro de
duracion de 60 minutos para la administracion sistémica y de 2 registros de
duracion continua de 60 minutos cada uno (cada hora se dividi6é a su vez en 12
periodos de 5 min) para la administracion en el NPH, donde se midieron las
duraciones (s) de cinco categorias conductuales mutuamente excluyentes:
alimentacion (consumo de cualquier tipo de alimento), ingestion de agua,
actividad (locomocion, levantamiento en dos patas), acicalamiento y descanso
(inmovilidad con la cabeza del animal en el piso de la caja, con o0 sin ojos
abiertos). Dado que no se encontraron diferencias significativas en las
categorias conductuales de beber, acicalamiento y actividad entre los grupos

experimentales, se sumaron todas las actividades de cada grupo
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presentandose como actividad no alimentaria. Los resultados de la SSC se
presentaron en términos de duraciones por periodo (graficas de SSC) y como

area bajo la curva (ABC).

Disefio experimental

Administracion sistémica

Para las evaluaciones conductuales (ingesta de alimento y analisis de
secuencia de saciedad conductual), posterior al entrenamiento los animales
fueron aleatoriamente asignados a grupos independientes y recibieron
tratamientos sistémicos agudos con vehiculo, ACEA (0.5 mg/kg) o de AM 251
(0.05 Y 0.25 mg/kg). Los farmacos se aplicaron intra-peritonealmente al final del
periodo de alimentacién (2 horas) y se les dio huevamente acceso al alimento
durante 60 minutos, periodo durante el cual la conducta alimentaria fue
evaluada, midiendo la ingesta de alimento (dieta de proteinas, carbohidratos y

grasa en comedores separados) en gramos y la SSC.

Administracion intra-NPH

Para las evaluaciones conductuales (ingesta de alimento y andlisis de la
secuencia de saciedad conductual), los animales canulados en el NPH fueron
asignados aleatoriamente a grupos independientes y recibieron inyecciones
(directamente en el NPH) de vehiculo (grupo VH, n=6), ACEA 0.25 ug (agonista
CB1R; n=7), de 5-HT 2.0 ug + ACEA 0.25 pg (n=4), 5-HT 2.0 ug (agonista
serotoninérgico, n=5), 8-OHDPAT 0.1 ug (agonista 5-HT1a; n=5), SOHDPAT +
ACEA (n=5), CP 93129 0.18 ug (agonista 5-HTis; n=5), CP 93129 + ACEA
(n=4), DOI 0.1 pg (agonista 5-HT2a2c; n=4), DOI + ACEA (n=5), bicuculina 0.20
Mg (agonista GABAA; n=4), bicuculina + ACEA (n=5). Todas las inyecciones
fueron aplicadas en un volumen de 0.5 pl a un flujo de 0.25 pl por minuto (0.25

pl/minuto en 3 minutos).
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Histologia

Al final de las sesiones experimentales, los animales que recibieron inyecciones
intrahipotalamicas fueron sacrificados, los cerebros se removieron vy
permanecieron en la solucién fijadora (formaldehido en solucién al 10%)
durante tres dias para su optima fijacion. Cortes coronales de 160 um se

realizaron para verificar que el sitio de inyeccién haya correspondido al NPH.

Sitio de inyeccién en
el NPH
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Estudios de liberacion de [*H]-GABA/ [3H]-5-HT

Soluciones

Krebs-Henseleit Normal: NaCl (124.5 mM), KCI (3 mM), MgSOs4 (1 mM),
KH2PO4 (1.2 mM), CaClz (1.8 mM), NaHCOs (16.5 mM), Glucosa (11 mM) a un
pH de 7.4.

Krebs-Henseleit alto potasio: NaCl (107.5 mM), KCI (15 mM), MgSOa4 (1 mM),
KH2PO4 (1.2 mM), CaClz (1.8 mM), NaHCOs (16.5 mM), Glucosa (11 mM) a un
pH de 7.4.

Experimento de liberacién de neurotransmisores con marca radioactiva
Se llevaron a cabo estudios de liberacion de [3H]-GABA y [3H]-5-HT en
rebanadas del ndcleo paraventricular del hipotdlamo (NPH) de ratas. Los
experimentos de liberacidn se llevaron a cabo de acuerdo a un método
adaptado de Raiteri y Levi (1974), el cual es descrito a detalle por Mitchell y
Doggett (1980).

Obtencion de rebanadas

Grupos independientes de ratas fueron sacrificados mediante dislocacién
cervical, posteriormente decapitadas e inmediatamente removidos sus
cerebros, los cuales fueron fijados en una caja petri (colocada en un vibratomo
[CAMPDEN instrumens Itd, USA]), a la cual se le agregé solucion Krebs-
Henseleit normal fria (4° C) para la obtencién de cortes coronales de 300 um de
espesor, de estas rebanadas se diseccion6 el NPH bajo microscopio (UNITRON
ZSB, Jap6n). Las rebanadas obtenidas se colectaron en un tubo de ensayo
conteniendo solucion Krebs-Henseleit normal. Posteriormente, con el fin de
estabilizarlas, estas rebanadas se colocaron en solucion fisiolégica Krebs-
Henseleit a 37° C con burbujeo constante de una mezcla de O2/CO2 (95/5%),

estas condiciones se mantuvieron durante 20 minutos.

Ana Maria Cruz Martinez 50



Modulacién neuroquimica (5-HT/GABA) de los CB1R en la conducta alimentaria

Incubacion con la marca radioactiva

Una vez transcurrido el periodo de estabilizacion, las rebanadas se
resuspendieron en solucion fisiolégica adicionada con [*H]-GABA (10 pL) a una
concentracion de 200 nM (actividad especifica 50 Ci/mmol) durante 30 minutos.
Posteriormente las rebanadas se lavaron tres veces con solucion Krebs-
Henseleit en presencia de acido nipecotico, para bloquear de forma selectiva la
captura de GABA, con el fin de retirar el exceso de [3H]-GABA que no fue

captado por el tejido.

Desarrollo experimental

Las rebanadas del NPH fueron transferidas a cAmaras de perfusién acopladas a
un colector de fracciones, donde se trataron con los farmacos a evaluar en cada
condicion experimental. Las camaras se perfundieron de forma constante con
solucion fisiolégica a 37° C con burbujeo constante, a una velocidad de flujo de
0.5 ml/min. Después de un periodo de estabilizacion y lavado de 20 minutos, se
colectaron 4 fracciones de 4 minutos de liberacién basal y posteriormente se
aplicé un pulso despolarizante de K* para inducir la despolarizacion de las
terminales, se elevd la concentracion de K* de 3 mM a 15 mM durante 24
minutos (6 fracciones mas). Al despolarizar las terminales se aumenté la
probabilidad de apertura, y por lo tanto, la activaciéon de canales de Ca?*
dependientes de voltaje, de esta forma se promovié el influjo de Ca?* al interior
de las terminales, lo cual produjo la fusidon de las vesiculas sinpticas a la

membrana y la liberacién del neurotransmisor por exocitosis.

La velocidad de flujo (0.5 ml/min) a la que se perfundieron los farmacos eliminé
la recaptura del neurotransmisor liberado (Mitchell y Doggett, 1981), esto
permiti6 que se observaran Unicamente los efectos de los farmacos sobre la

liberacion y no posibles efectos sobre la recaptura.

Los farmacos del estudio se perfundieron dos fracciones antes del pulso

despolarizante de K* y durante la duracion del mismo, en los grupos indicados.
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En cada experimento se corrieron 12 muestras en paralelo, para cada caso
experimental se realizaron cuando menos tres experimentos, con tres réplicas

para cada uno.

Al término de cada experimento, las rebanadas se extrajeron de las camaras de
perfusion y se les adicion6 1 ml de HCI 0.1 N, con el fin de solubilizar la

membrana y cuantificar la radiactividad remanente en el tejido.

Cuantificacién de la liberacién de [3H]-GABA.

Para cuantificar la radiactividad, se adicionaron 12 ml de liquido de centelleo a
cada una de las fracciones colectadas. La radiactividad se determiné mediante
un contador de centelleo. Los resultados fueron expresados como liberacién
fraccional, la cual se obtuvo de la siguiente relacion: F.R. = R.P.F./R.P.T.
Donde:

F.R. es la fraccion de liberacion, calculada mediante la division de la
radioactividad presente por fraccion (R.P.F), sobre la radiactividad total
remanente en el tejido (R.P.T). La F.R. se expresé en las graficas como el
cociente de la fraccion “X”, entre la fraccion 4 (fraccion anterior inmediata al
pulso de K*), esto se realiz6 para normalizar la fraccién de liberacion de cada

curva por encima de la basal.

Se colectaron las muestras y la marca radioactiva se cuantificdé por
centellometria liquida, calculando la fraccién de liberacion como el cociente de
la cantidad de radioactividad contenida en una muestra, dividida entre la
radioactividad del tejido al momento de tomar dicha muestra. La cantidad de
[H]-GABA se expresé como el area relativa, de las curvas de liberacion

fraccional.

Liberacién de [3H]-5-HT
Con grupos independientes de ratas se obtuvo el tejido correspondiente al
NPH) y se incubd durante 30 minutos con [3H]-5-HT (10 pL) (500 nM, actividad
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especifica 15-30 Ci/mmol) y posteriormente se colocé en camaras donde fue
sometido a perfusion continla con solucion fisiologica (Krebs-Henseleit)
mediante una bomba peristéltica. A través del liquido de perfusion se aplicé un
pulso despolarizante (en presencia de fluoxetina para evitar la recaptura de la 5-
HT liberada, de metabisulfito de sodio y pargilina para evitar la oxidacién y el
metabolismo de la 5-HT respectivamente) con 30 mM de K*. La cantidad de
[*H]-5-HT se expres6 como el area relativa, de las curvas de liberacion

fraccional, tal como se describié anteriormente.

Disefio experimental

Para la determinacion de los efectos de la activacion de los CB1R sobre la
liberacion de [®H]-GABA inducida por 15 mM de K*, el tejido correspondiente al
NPH (incubado con el GABA con la marca radioactiva) fue expuesto a las
siguientes condiciones (camaras de perfusion independientes, cada condiciéon
por triplicado): Control, agonista CB1 (ACEA 1 pM), antagonista CB1R +
Agonista CB1R (AM 251 1uM + ACEA 1pM), antagonista (AM 251 1uM). Para
evaluar si la activacion de los CB1R participaba en la modulacion de la
liberacién de [*H]-GABA por medio de la inhibicion de la liberaciéon de 5-HT, en
otro grupo de experimentos se cuantificd la liberacién de [*H]-GABA en
presencia de ACEA (1pM), de 5-HT (1uM) o de ambos (ACEA + 5-HT en las
mismas concentraciones). Posteriormente, se determiné si la activacién y
bloqueo de los receptores serotoninérgicos afectaba la liberacion de [*H]-GABA
por medio de la adicién de ligandos serotoninérgicos (5-HT1a, 8-OH-DPAT, 100
nM; 5-HTis, CP 93129, 100 nM y 5-HT2an2c, DOI, 100 nM; antagonistas 5-HTia,
WAY 100635, 100 nM; 5-HTis, SB 224289, 100 nM y 5-HT,
CIPROHEPTADINA, 100 nM).

Para la determinacion de los efectos de la activacion de los CB1R sobre la
liberacion de [3H]-5-HT inducida por 30 mM de K*, el tejido correspondiente al
NPH (incubado con la 5-HT marcada radioactivamente) fue expuesto a las

siguientes condiciones (camaras de perfusion independientes, cada condicién
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por triplicado): Control, agonista CB1 (ACEA 1 pM), antagonista CB1R +
Agonista CB1R (AM 251 1uM + ACEA 1uM), antagonista (AM 251 1uM).

Analisis estadistico

Los datos del estudio del analisis de la ingesta de alimento fueron comparados
estadisticamente con un ANOVA de dos entradas (factor tratamiento, factor
hora), seguida de la prueba post hoc de Bonferroni. En el caso del analisis de la
secuencia de saciedad conductual, adicionalmente se calcul6 el area bajo la
curva de las categorias conductuales de ingesta, descanso y actividad,
comparandose cada categoria entre los diferentes grupos con ANOVAS
separados. El criterio para la significancia estadistica en todos los casos fue de
p<0.05.

Para el caso de la administracion sistémica los estudios del analisis de la
ingesta de alimento fueron comparados estadisticamente con un ANOVA de
una via, seguida de una prueba de post-hoc de Tukey, para calcular las
diferencias en la seleccion de macronutrientes debido al tratamiento. El criterio

para la significancia estadistica en todos los casos fue de p<0.05.

Para los experimentos de liberacion se obtuvo el area bajo la curva expresada
como Area Relativa (AR) para cada una de las curvas de liberacién obtenidas
en los experimentos, empleando el método de aproximacién por trapecios
usando el software GraphPad Prism. Las AR obtenidas en cada caso
experimental se compararon utilizando un ANOVA de una via, seguida de una
prueba de post-hoc de Tukey. El criterio para la significancia estadistica fue de
p<0.05.
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7. Resultados
7.1 Liberacion de Neurotransmisores

7.1.1 Efecto de la activacion del receptor CB1 sobre la liberacion de [3H]-5-
HT

Los CB1R estan acoplados a proteinas G inhibidoras y como resultado de su
activacion generan la disminucién de la liberacion de neurotransmisores. Para
evaluar si el receptor CB1 contribuye con la modulacién de la liberacién de 5-
HT, se utiliz6 el agonista selectivo de los CB1R, ACEA (1 uM) para su
activacion en el NPH. De acuerdo con lo observado, la activacion de los CB1R
disminuyd significativamente la liberacion de 5-HT con respecto al control,
(Fi,8= 5.267; p< 0.05). Este efecto inhibidor fue prevenido por el pretratamiento
con el antagonista CB1, AM 251 (1 uM), EI AM 251 per se no indujo efecto
sobre la liberacion de [?H]-GABA (Fig. 16).
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Figura 16. (A). Grafica representativa de la curva de liberacion de [?H]-5-HT estimulada por un  pulso
despolarizante de alto K* en rebanadas del NPH de ratas. En el eje de las ordenadas se muestra la
liberacion de 5-HT contra las diferentes fracciones obtenidas, en la fraccion 3 se adiciond el farmaco y en
la fraccion 5 se observé el pulso despolarizante. (B). Efectos del ACEA (agonista CB1R [1 uM]), la
coadministraciéon de ACEA (1 pM) con AM 251 (1 uM) y AM 251 (antagonista CB1R [1 uM]) sobre la
liberacion de [3H]-5-HT. EI ACEA Inhibe la liberacion de [3H]-5-HT y dicho efecto inhibidor es prevenido por
el AM251. Datos expresados en Areas relativas (B) del area bajo la curva de la liberacion fraccional (A).
n=3 experimentos, tres replicas para cada experimento. *p< 0.05.
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7.1.2 Efecto de la activacion del receptor CB1 sobre la liberacién de [3H]-
GABA

De la misma manera se realizaron los experimentos para evaluar el efecto de
los receptores CB1 sobre la liberacion de [°*H]-GABA y en contraste con los
resultados obtenidos sobre la liberaciéon de [?H]-5-HT, la activacién del receptor
CB1 con el agonista selectivo ACEA (1.0 uM) increment6 significativamente la
liberacion de [*H]-GABA (F, 6= 20.61; p<0.01), efecto que fue prevenido por el
pretratamiento con AM251 (1.0 yM), el antagonista AM 251 per se tampoco

presento diferencias significativas con respeto al control (Vehiculo) (Fig. 17).
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Figura 17. Gréfica representativa de la curva de liberacion de [H]-GABA estimulada por un
pulso despolarizante de alto K+ en rebanadas del NPH de ratas. Efectos del ACEA (1 uM), la
combinacion de ACEA (1 uM) con AM 251 (1 uM) y AM 251 (1 uM) sobre la liberacion de [3H]-
GABA. El ACEA estimula la liberacion de [*H]-GABA vy dicho efecto estimulatorio es prevenido
por el AM251. Datos expresados en Areas relativas (B) del area bajo la curva de la liberacion
fraccional (A). n=3 experimentos, tres replicas para cada experimento. ** p< 0.01.
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7.1.3 Efecto de la activacion del receptor CB1 con el pre-tratamiento de 5-
HT sobre la liberacion de [3H]-GABA

Dado que la activacion de los CB1R estimuld la liberacion de GABA y ademas
estos estdn acoplados a proteinas Gi lo que daria un efecto opuesto al
observado, es posible sugerir que sea un mecanismo indirecto, en donde los
CB1R estén modulando a otro sistema de neurotransmision y este a su vez
module la liberacion de GABA. Un posible candidato es la 5-HT (Lee et al.,
2008), por lo tanto se evalud la participacion de la serotonina sobre la
liberacion de GABA a través de la activacion de los CB1R. Como mostramos
anteriormente la activacion del receptor CB1 con el agonista selectivo ACEA
(1.0 uM) increment6 significativamente la liberacién de [*H]-GABA. Dicho efecto
estimulador fue prevenido por el pretratamiento con 5-HT (100 nM) (F@a, 7=
6.972; p<0.05), dosis que per se no mostrd diferencia con respecto al grupo

control (Fig. 18).
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Figura 18. Gréfica representativa de la curva de liberacion de [*H]-GABA estimulada por un pulso
despolarizante de alto K+ en rebanadas del NPH de ratas. Efectos de ACEA (1 uM), en presencia de 5-HT
(1 uM) sobre la liberacion de [*H]-GABA. La 5-HT bloqued la estimulacion de la liberacion de [*H]-GABA
producida por el agonista selectivo de los receptores CB1, ACEA (1 uM) en rebanadas del NPH. Datos
expresados en Areas relativas (B) del area bajo la curva de la liberacion fraccional (A). n=4 experimentos,
tres replicas para cada experimento. * p< 0.05.
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7.1.4 Efecto de la activacion del receptor CB1 en presencia de agonistas
del receptores serotoninérgicos sobre la liberacion de [*H]-GABA

Para saber cual es el receptor de serotonina que media el efecto sobre la
liberacion de GABA, se realizaron experimentos para determinar los subtipos de
receptores serotoninérgicos presentes en el NPH involucrados en dicho efecto
(5-HT1a, 5-HT1s y 5-HT2) (Kishimoto, Koyama & Akaike, 2001; Bramley et al.,
2005; Lee et al., 2008). La activacion de los receptores 5-HT1a con su agonista
(8-OH-DPAT, 100 nM) bloqueé la estimulacion de la liberacién de [H]-GABA
mediada por ACEA (1.0 pM) (F, 11)= 6.805; p<0.05). (Fig. 19).
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Figura 19. Efecto de la activacion del CB1R con ACEA (1 uM), en presencia de 8-OH-DPAT
(100 nM) sobre la liberacién de [*H]-GABA en rebanadas del NPH. El agonista selectivo de los
receptores 5-HT1a, 8-OH-DPAT previno la estimulacion de la liberacién de [3H]-GABA inducida
por ACEA en rebanadas del NPH. Datos expresados en Areas relativas (B) del area bajo la
curva de la liberacion fraccional (A). n=3 experimentos, tres replicas para cada experimento.
*p< 0.05.
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Con respecto a la participacion de los receptores 5-HTis, la estimulacion de la
liberacién de [*H]-GABA inducida por ACEA (1.0 uM) fue prevenida por la
activacion de estos receptores con su agonista CP 93129 (100 nM), efecto que
a su vez fue revertido por la adicion de un antagonista de los receptores 5-HTis
(SB 224289, 100 nM) (Fs, 8)= 7.251; p<0.05) (Fig. 20).
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Figura 20. Efectos del ACEA (1 uM) sobre la liberacion de [3H]-GABA en rebanadas del NPH en
presencia de un agonista selectivo de los receptores 5-HTis (CP 93129, 100 nM). El agonista
5-HTis, bloqued la estimulacién de liberacion de [H]-GABA inducida por ACEA. Datos
expresados en Areas relativas (B) del area bajo la curva de la liberacién fraccional (A). n=3
experimentos, tres replicas para cada experimento. *p< 0.05.
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La activacion del receptor 5-HT2 con su agonista DOI no previno la estimulacion
de la liberacion de [*H]-GABA inducida por la activacién de los CB1R (F, 8=
7.664; ns) (Fig. 21).
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Figura 21. Efecto del ACEA (1 uM) en presencia de DOI (100 nM) sobre la liberacién de [3H]-
GABA en rebanadas del NPH. El agonista de los receptores 5-HT2 no previene el efecto
estimulatorio de ACEA sobre la liberacion de [H]-GABA en rebanadas del NPH. Datos
expresados en Areas relativas (B) del area bajo la curva de la liberacién fraccional (A). n=3
experimentos, tres replicas para cada experimento. *p< 0.05.
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7.2. Conducta alimentaria

7.2.1 Ingesta de Alimento

7.2.1.1 Efecto de la administracion sistémica de ACEA, sobre la seleccion
de macronutrientes en ratas pre-saciadas y la secuencia de saciedad
conductual

Se sabe que la activacion de los CB1R contribuye en el control de la
homeostasis energética y la ingesta de alimento, por lo tanto para asegurar la
participacion de estos receptores en la regulacion alimentaria investigamos la
participacion de los CB1R a nivel sistémico y sobre la seleccion de
macronutrientes (carbohidratos, lipidos y proteinas) en ratas pre-saciadas
usando el agonista selectivo el ACEA que hasta el momento no ha sido
empleado para mostrar este efecto de los receptores CB1. Los resultados
obtenidos muestran que la activacion de los CB1R con ACEA (0.5 mg/kg)
estimulo la ingesta de alimento y particularmente el consumo de carbohidratos
[F@,32=31.5; p<0.0001] con respecto a la ingesta de proteinas y lipidos, este
efecto es mediado por los CB1R, ya que el pre-tratamiento con el antagonista,
AM251 (0.25 mg/kg) bloqued totalmente el efecto estimulador del ACEA sobre
la ingesta de carbohidratos [F,25= 5.999; p<0.001; pos hoc Tukey p<0.05, 0.0
mg/kg AM 251 + 0.5 mg/kg ACEA vs 0.25 mg/kg AM 251 + 0.5 mg/kg ACEA).
(Fig. 22).
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Figura 22. Efecto de la administracion intraperitoneal (i.p.) de ACEA (0.5 mg/kg), VH y el pre-tratamiento
i.p. con diferentes dosis de AM 251 (0.05 y 0.25 mg/kg). *p<0.05, **p<0.01, NS= no hay diferencias
significativas, n=6 por grupo.
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Secuencia de Saciedad Conductual

El analisis de la SSC muestra que en el grupo control de las ratas pre-
saciadas, el periodo de ingesta de alimento se encontré disminuido,
observandose el periodo de descanso, lo cual refleja saciedad; ésta transicién
ordenada de la ingesta al descanso ocurre antes del primer periodo de los 60
minutos de observacion (Fig. 23A). La administracion de ACEA (0.5 mg/kg)
inhibid totalmente la transicion de la ingesta al descanso, la ingesta de alimento
se llevo a cabo durante la hora de registro comparado con el grupo control (Fig.
23B). El pre-tratamiento con 0.25 mg/kg de AM 251 previno la inhibicion de la
saciedad inducida por la activacion de los CB1R, la transicion de la ingesta al
descanso fue observada alrededor de los 22 minutos (periodo 4-5) (Fig. 23C),
per se el antagonista AM 251 no modifico la SSC con respecto al grupo control
(Fig. 23D).
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Figura 23. Duracidon media del tiempo que emplearon los sujetos en las categorias conductuales de
ingesta (-m-), descanso (-¢-) y actividad (- A-) en las distintas condiciones; Vehiculo (A); ACEA (0.5 mg/kg)
(B); AM 251 + ACEA (C); AM 251 (0.25 mg/kg) (D). El registro de 60 min (hora 1) fue dividido en periodos
de 5 min cada uno. La linea vertical gris continua representa la transicion de la ingesta al descanso
(expresion de la saciedad), cuando es discontinua indica que la transicion entre la ingesta y el descanso
ocurrié antes y/o después de la hora de registro. Vh, n=8; ACEA, n=5; AM 251 + ACEA, n=5; AM 251, n=6
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7.2.1.2 Efecto intra-NPH de ACEA y del pre-tratamiento con 5-HT sobre la

ingesta de alimento y la secuencia de saciedad conductual en la rata.

A nivel sistémico la activacion de los CB1R regula la conducta alimentaria como
lo mostramos, la participacion del NPH en este fenOmeno se estudié mediante
la administracion intra-NPH del agonista selectivo del CB1R, ACEA (0.25 ug), el
cual incrementd significativamente la ingesta de alimento, tanto en la primer
hora de registro (H1), como en la segunda hora (H2); factor tratamiento (F(3,18=
33.73; p<0.0001); factor hora (F,18= 475.6; p< 0.0001), post hoc de Bonferroni
p<0.001 en la H1 y H2 de registro con respecto al grupo control. Ademas este
efecto fue prevenido por el pre-tratamiento intra-NPH de 5-HT (2.0 ug) y se
observé que disminuye de manera significativa con respecto al grupo control,
post hoc de Bonferroni p<0.05 (Fig. 24).
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Figura 24. Efecto de las inyecciones intra-NPH de ACEA (0.25 pg/0.5pl), 5-HT (2.0 pg/0.5ul) o vehiculo
(VH [0.5pl 0.9% NaCl]) sobre la ingesta de alimento en 60 (H1) y 120 (H2) minutos. Datos expresados en
términos de Media + EEM (Error estandar de la media). Las diferencias significativas entre los grupos
fueron determinadas por un ANOVA de dos vias seguido por la prueba post-hoc Bonferroni. ***p< 0.001 en
H1y H2 (VH vs ACEA); *p<0.05 en H2 (VH vs 5-HT + ACEA); n= 4-7 por grupo.
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Secuencia de Saciedad Conductual.

El analisis de la SSC, mostro que en los sujetos que recibieron la inyeccion del
vehiculo en el NPH, la expresién de la saciedad (posprandial) se presentd
alrededor de los 80 minutos (periodo 16) posterior a la inyeccion, donde los
sujetos dejaron de comer para descansar (Fig. 25B). Por el contrario los sujetos
gue recibieron la administracion de ACEA (0.25 ug) en el NPH se observo que
la ingestion de alimento se prosiguié durante las dos horas de registro,
inhibiéndose la expresion de la saciedad (Fig. 25C y 25D).
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Figura 25. Duracion media del tiempo que emplean los sujetos en las categorias conductuales
de ingesta (-m-), descanso (-¢-) y actividad no alimentaria (-¢-) en las distintas condiciones;
Vehiculo (A, B); ACEA (0.25 pg) (C, D); 5-HT + ACEA; 5-HT (2.0 pg). Los dos registros of 60
min (hora 1 y hora 2,) fueron divididos en periodos de 5 min cada uno. La linea vertical gris
continua representa la transicion de la ingesta al descanso (expresion de la saciedad, cuando
es discontinua dicha transicion no se presentd durante el tiempo de registro. Vehiculo (n =6),
ACEA (n=7), 5-HT + ACEA (n = 4), 5-HT (n = 5).
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El efecto de la inhibicion de la expresion de la saciedad por medio de la
activacion de los CB1R con el agonista selectivo ACEA (0.25 pg) fue prevenido
por el pretratamiento de 5-HT (2.0 pg), en donde la expresion de la saciedad se
adelant6 y se aprecié alrededor de los 55 minutos (periodo 11) de la primer

hora y 70 minutos (periodo 14) de la segunda hora de registro (Fig. 26A 'y 26B).
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Figura 26. Duracion media del tiempo que emplearon los sujetos en las categorias conductuales
de ingesta (-m-), descanso (--) y actividad no alimentaria (-[-) en las distintas condiciones;
Vehiculo; ACEA (0.25 pg); 5-HT + ACEA (A, B); 5-HT (2.0 ug) (C, D). Los dos registros of 60
min (hora 1 y hora 2,) fueron divididos en periodos de 5 min cada uno. La linea vertical gris
continua representa la transicion de la ingesta al descanso (expresion de la saciedad, cuando
es discontinua dicha transicion no se presentd durante el tiempo de registro. Vehiculo (n =6),
ACEA (n=7), 5-HT + ACEA (n = 4), 5-HT (n = 5).
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7.2.1.3 Efecto de la activacién del CB1R en animales pre-tratados con 8-
OHDPAT (agonista 5-HT1a) sobre la ingesta de alimento y la secuencia de

saciedad conductual.

La administracion intra-NPH del agonista selectivo del CB1R, ACEA (0.25 ug)
estimulé la ingesta de alimento de manera significativa en ambas horas de
registro (H1 y H2); factor tratamiento (F@19= 7.606; p=0.0004); factor hora
(Fi,19= 168.8; p< 0.0001), post hoc de Bonferrroni p< 0.05 en la H1 y p< 0.01
en la H2. Este efecto estimulador fue prevenido por el pre-tratamiento con el
agonista de los receptores 5-HTia, 8-OH-DPAT (0.1 pg) en la Hly H2. El
agonista 8-OHDPAT per se no produjo efectos con respecto al grupo control
(Fig. 27).
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Figura 27. Efecto de las inyecciones intra-NPH de ACEA (0.25 pg/0.5pl), 8-OHDPAT (0.1pg/0.5pl) o
vehiculo (VH [0.5ul 0.9% NaCl]) sobre la ingesta de alimento en 60 (H1) y 120 (H2) minutos. Datos
expresados en términos de Media = EEM (Error estandar de la media). Las diferencias significativas entre
los grupos fueron determinadas por un ANOVA de dos vias seguido por la prueba post-hoc Bonferroni. *p<
0.05 en H1 (VH vs ACEA); **p<0.01 en H2 (VH vs ACEA); n= 5-7 por grupo.
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Secuencia de Saciedad Conductual

La inhibicion de la expresidon de la saciedad por el ACEA (0.25 pg) fue
prevenida por el pretratamiento de 8-OH-DPAT (0.1 pg [agonista 5-HT1a]),
donde la expresion de la saciedad (posprandial) se present6 alrededor de los
42 minutos (periodo 8-9) de la primer hora y 76 minutos (periodo 15-16) de la
segunda hora de registro (Fig. 28A y 28B).
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Figura 28. Duracion media del tiempo que emplearon los sujetos en las categorias conductuales
de ingesta (-m-), descanso (--) y actividad no alimentaria (-[-) en las distintas condiciones;
Vehiculo; ACEA (0.25 ug); 8-0H-DPAT + ACEA (A, B); 8-0H-DPAT (0.1 pg) (C, D). Los dos
registros of 60 min (hora 1 y hora 2,) fueron divididos en periodos de 5 min cada uno. La linea
vertical gris continua representa la transicion de la ingesta al descanso (expresion de la
saciedad, cuando es discontinua dicha transicidon no se presentd durante el tiempo de registro.
Vehiculo (n =6), ACEA (n = 7), 8-OHADPAT+ ACEA (n = 5), 8-OHDPAT (n = 5).
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7.2.1.4 Efecto de la activacion del CB1R en animales pre-tratados con CP
93129 (agonista 5-HTis) sobre la ingesta de alimento y la secuencia de

saciedad conductual.

La administracion intra-NPH del agonista selectivo del CB1R, ACEA (0.25 ug)
estimula la ingesta de alimento de manera significativa en ambas horas de
registro (H1 y H2); factor tratamiento (F,18= 14.98; p< 0.0001); factor hora
(Fi18)= 74.42; p< 0.0001), post hoc de Bonferrroni p< 0.01 en la H1 y p< 0.001
en la H2. Este efecto estimulador fue prevenido por el pre-tratamiento del
agonista de los receptores 5-HTis, CP 93129 (0.18 ug) en la H1 y H2. El
agonista CP 93129 per se no produjo cambios significativos del consumo de

alimento con respecto al grupo control (Fig. 29).
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Figura 29. Efecto de las inyecciones intra-NPH de ACEA (0.25 pg/0.5ul), CP 93129
(0.18ug/0.5ul) o vehiculo (VH [0.5ul 0.9% NaCl]) sobre la ingesta de alimento en 60 (H1) y 120
(H2) minutos. Datos expresados en términos de Media + EEM. Las diferencias significativas
entre los grupos fueron determinadas por un ANOVA de dos vias seguido por la prueba post-
hoc Bonferroni. **p< 0.01 en H1 (VH vs ACEA); ***p<0.001 en H2 (VH vs ACEA); n= 4-6 por

grupo.
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Secuencia de Saciedad Conductual.

La inhibicion de la expresion de la saciedad por ACEA (0.25 ug) fue prevenida
por el pretratamiento de CP 93129 (0.1 pg [agonista 5-HTig]), donde la
expresion de la saciedad (posprandial) se representd alrededor de 76 minutos
(periodo 15-16) de la segunda hora de registro (Fig. 30B). El agonista CP 93129
per se no altero la SSC.
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Figura 30. Duracién media del tiempo que emplearon los sujetos en las categorias conductuales
de ingesta (-m-), descanso (-/-) y actividad no alimentaria (-"-) en las distintas condiciones;
Vehiculo; ACEA (0.25 ug); CP 93129 + ACEA (A, B); CP 93129 (0.18 pg) (C, D). Los dos
registros of 60 min (hora 1 y hora 2,) fueron divididos en periodos de 5 min cada uno. La linea
vertical gris continua representa la transicion de la ingesta al descanso (expresion de la
saciedad, cuando es discontinua dicha transicidon no se present6 durante el tiempo de registro.
Vehiculo (n =6), ACEA (n =7), CP 93129 + ACEA (n = 5), CP 93129 (n = 4).
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7.2.1.5 Efecto de la activacion de los CB1R (ACEA) en animales pre-
tratados con DOI (agonista 5-HTz2aec) sobre la ingesta de alimento y la

secuencia de saciedad conductual.

La administracion intra-NPH del agonista selectivo del CB1R, ACEA (0.25 ug)
estimulé la ingesta de alimento de manera significativa en ambas horas de
registro (H1 y H2); factor tratamiento (F,18= 10.12; p< 0.0001); factor hora
(Fi,18= 290.0; p< 0.0001), post hoc de Bonferrroni p< 0.001 en la H1 y p< 0.001
en la H2. Este efecto estimulador fue prevenido por el pre-tratamiento con el
agonista de los receptores 5-HTz2azc, DOI (0.1 pg) solamente en la segunda
hora de registro. El agonista DOI per se no present6 diferencias significativas

con respecto al grupo control (Fig. 31).
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Figura 31. Efecto de las inyecciones intra-NPH de ACEA (0.25 pg/0.5ul), DOI (0.1pg/0.5ul) o
vehiculo (VH [0.5ul 0.9% NaCl]) sobre la ingesta de alimento en 60 (H1) y 120 (H2) minutos.
Datos expresados en términos de Media + EEM. Las diferencias significativas entre los grupos
fueron determinadas por un ANOVA de dos vias seguido por la prueba post-hoc Bonferroni.
**n< 0.01 en H1 (VH vs ACEA); ***p<0.001 en H2 (VH vs ACEA); **p< 0.01 H1 (VH vs DOI +
ACEA) n= 4-7 por grupo.

Ana Maria Cruz Martinez 70



Modulacién neuroquimica (5-HT/GABA) de los CB1R en la conducta alimentaria

Secuencia de Saciedad Conductual.

El agonista de los receptores 5-HT2azc, DOI (0.1 ug), previno la inhibicién de la
expresion de la saciedad mediada por la activaciéon de los CB1R con ACEA
(0.25 pg), donde la expresion de la saciedad (posprandial) se represento
alrededor de los 80 minutos (periodo 16) de la segunda hora de registro (Fig.
32B).
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Figura 32. Duracion media del tiempo que emplearon los sujetos en las categorias conductuales
de ingesta (-m-), descanso (--) y actividad no alimentaria (-[-) en las distintas condiciones;
Vehiculo; ACEA (0.25 pg); DOI + ACEA (A, B); DOI (0.1 pug) (C, D). Los dos registros of 60 min
(hora 1y hora 2,) fueron divididos en periodos de 5 min cada uno. La linea vertical gris continua
representa la transicion de la ingesta al descanso (expresion de la saciedad, cuando es
discontinua dicha transicion no se presentd durante el tiempo de registro. Vehiculo (n =6),
ACEA (n=7), DOl + ACEA (n =5), DOI (n = 4).

Ana Maria Cruz Martinez 71



Modulacién neuroquimica (5-HT/GABA) de los CB1R en la conducta alimentaria

7.2.1.6 Efecto de la activaciéon del CB1R en presencia del antagonista de
los receptores GABAA con bicuculina sobre la ingesta de alimento y la
secuencia de saciedad conductual.

El siguiente paso fue investigar si en el efecto hiperfagico de la activacion de
los CB1R se encontraba involucrado el sistema GABAérgico, por lo cual se
bloqueo al receptor GABAa. La administracion intra-NPH de ACEA (0.25 pg)
estimuld la ingesta de alimento de manera significativa en ambas horas de
registro (H1 y H2); factor tratamiento (F,18= 14.29.0; p<0.0001); factor hora de
registro (F@,18= 383.0; p< 0.0001); post hoc de Bonferroni p<0.001 en la H1 y
H2 con respecto al vehiculo (Fig. 26). Este efecto estimulador fue prevenido
por el pretratamiento con bicuculina (0.20 ug) en la segunda hora de registro.
El antagonista bicuculina per se no presenté diferencia significativa con

respecto al grupo control (Fig. 33).
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Figura 33. Efecto de las inyecciones intra-NPH de ACEA (0.25 pg/0.5ul), bicuculina (0.20ug/0.5pl) o
vehiculo (VH [0.5ul 0.9% NaCl]) sobre la ingesta de alimento en 60 (H1) y 120 (H2) minutos. Datos
expresados en terminos de Media + EEM. Las diferencias significativas entre los grupos fueron
determinadas por un ANOVA de dos vias seguido por la prueba post-hoc Bonferroni. ***p< 0.001 en H1 y
H2 (VH vs ACEA); **p<0.01 en H1 (VH vs bicuculina + ACEA); n= 4-6 por grupo.
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Secuencia de Saciedad Conductual.

El bloqueo de los receptores GABAAa con bicuculina previno la inhibicion de la
expresion de la saciedad inducida por ACEA (0.25 pg), y la expresion de la
saciedad (posprandial) se presenté alrededor de los 76 minutos (periodo 15-
16) de la segunda hora de registro, en donde presentd un comportamiento

similar al del grupo control. (Fig. 34B).
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Figura 34. Duracién media del tiempo que emplearon los sujetos en las categorias conductuales
de ingesta (-m-), descanso (-/-) y actividad no alimentaria (-"-) en las distintas condiciones;
Vehiculo (A, B); ACEA (0.25 pg) (C, D); bicuculina + ACEA (E, F); bicuculina (0.20 pg) (G, H).
Los dos registros of 60 min (hora 1 y hora 2,) fueron divididos en periodos de 5 min cada uno.
La linea vertical gris continua representa la transicion de la ingesta al descanso (expresion de la
saciedad, cuando es discontinua dicha transicidon no se present6 durante el tiempo de registro.
Vehiculo (n =6), ACEA (n = 7), bicuculina + ACEA (n = 4), bicuculina (n = 5).
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8. DISCUSION

8.1 El sistema de los endocanabinoides y la alimentacion

En el presente estudio, se analizaron los efectos de la activacion sistémica y del
NPH de los CB1R en la ingesta de nutrientes, asi como en los procesos de
saciedad en las ratas pre-saciadas con el fin de proporcionar una vision de los
mecanismos conductuales involucrados en la hiperfagia inducida por los
canabinoides, ademas de conocer los componentes dietéticos especificos
afectados por la activacion de los CB1R. También se analizaron los efectos de
la activacién de los CB1R y su relacion con el sistema serotoninérgico, para
determinar los posibles mecanismos neuroquimicos implicados en los efectos
de la activacion de los CB1R sobre la conducta alimentaria. Los datos obtenidos
indican que los receptores CB1R son capaces de estimular la ingesta de
alimento en las ratas pre-saciadas, especificamente la ingesta de carbohidratos,
a la vez que son capaces de prevenir completamente la saciedad,
esencialmente previenen la secuencia de saciedad conductual natural y
producen sobreingesta de alimento, un efecto especifico y dependiente de

receptor.

Este mecanismo conductual relacionado con el efecto hiperfagico de los
canabinoides concuerdan con hallazgos previos, que sugieren una accion
directa de los CB1R en los procesos de motivacion que incluyen la inhibicion de
la saciedad (Gémez et al., 2002), y/o la estimulacién del hambre (Koch, 2001).
Ademas de que es posible que la inhibicion de la saciedad ocurra
simultaneamente con la estimulacion del hambre. En estudios previos se ha
reportado que los canabinoides exdégenos y enddgenos incrementan la
motivacion para comer (reduciendo la latencia de comer) (Williams & Kirkham,
2002), también aumentan el numero y la duracion del lengleteo de una
solucion rica en sacarosa (Higgs, Williams & Kirkham, 2003). En los presentes
experimentos, encontramos que la estimulacién de los CB1R con ACEA

consistentemente aumentd el tiempo dedicado a comer de las ratas pre-
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alimentadas, lo que sugiere la estimulacion del hambre. Del mismo modo,
nuestros resultados muestran que el patron de la SSC de las ratas saciadas fue
prevenido por la activacion de los CB1R, apoyando la idea de que la hiperfagia
inducida por los canabinoides implica la inhibicion de la saciedad. Por lo tanto,
el sistema de los endocanabinoides modula a la conducta alimentaria por
mecanismos conductuales especificos. A pesar de la indiscutible contribucion
de los CB1R periféricos en la homeostasis energética y la regulacion del peso
corporal, los presentes resultados sugieren una accién central del sistema
endocanabinoide dado que las sefales conductuales, fisiolégicas vy
neuroquimicas sobre la regulacion del apetito son integradas en el sistema
nervioso central (Madsen et al., 2009), donde a su vez es procesada la
informacion para posteriormente determinar el requerimiento energético del
cuerpo y asi modificar la experiencia del hambre e iniciar los procesos
conductuales necesarios en respuesta a esta. En consecuencia, los sitios de
accion de los canabinoides y endocanabinoides son presumiblemente (aunque
no exclusivamente) también en el sistema nervioso central.

En cuanto a la SSC, esta es una herramienta que ayuda a distinguir el efecto
hiperfagico o hipofagico de los farmacos sobre la conducta alimentaria.
Asimismo, la SSC puede contribuir a aclarar si la hipofagia inducida por un
farmaco se debe al desarrollo de la saciedad o a reacciones colaterales
adversas como nausea, sedacion, hiperactividad y/o palatabilidad del alimento
(McGuirk, Muscat & Willner, 1992 a, b; Gao, Harvey, Mook & Zeigler, 1998;
Halford, Wanninayake & Blundell 1998; Vickers, Clifton, Dourish & Tecott, 1999;
Lopez-Alonso, Mancilla-Diaz, Rito-Domingo, Gonzalez-Hernandez & Escartin-
Pérez, 2007). De acuerdo con los resultados del presente trabajo, el perfil
conductual asociado a la ingesta de alimento estimulada la activacion de
receptores CB1 en el NPH se caracteriza por la inhibicién de la expresion de la
saciedad y que de manera importante al evaluar la participacion de 5-HT se
observd que esta fue capaz de prevenir la inhibicion de la expresion de la

saciedad dada por la activacion de los CB1R, lo que concuerda con el efecto
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hiperfagico observado e indica que es un mecanismo directo sobre conducta

alimentaria y no sobre otros parametros conductuales.

8.2 Los receptores CB1 del NPH

Se sabe que los CB1R se expresan ampliamente en el SNC, en regiones claves
importantes para la regulacion del apetito, el balance energético y el control del
peso corporal (hipotalamo, el area tegmental ventral, la amigdala basolateral, el
ndcleo accumbens, asi como el nucleo parabranquial) (Herkenham et al., 1990,
1991; Madsen et al., 2009). Dentro de estas regiones esta el hipotdlamo que
desempefia un papel importante en la regulacién de la ingesta de alimento y el
balance energético y particularmente el NPH.

El NPH es un centro integrador en el cual convergen vias neurales que
modifican la alimentacidén, sefiales orexigénicas y anorexigénicas (King &
Williams, 1998; Yun, et al., 2005; Hagemann, et al., 1998; Williams, et al., 2001,
Verty, McGregor & Mallet, 2005). De acuerdo con la evidencia experimental
disponible, se sugiere que la activacion de los CB1R en el NPH estimula la
ingesta de alimento (Gamber, Macarthur & Westfall, 2005; Cruz et al., 2010).
Los resultados del presente estudio muestran que uno de los posibles
mecanismos neuroquimicos involucrados en el efecto hiperfagico de la
activacion de los CB1R localizados en el NPH implica la modulacién de 5-HT y
GABA. Como se sabe, los CB1R estan acoplados a proteinas Gi y como
consecuencia de su activacién se genera la inhibicibn de la liberacion de
neurotransmisores, lo que se observé para el caso de la serotonina pero no
para el GABA. El NPH recibe aferencias del nacleo del rafé dorsal y mediano
(Lanser et al., 1996), por otra parte se ha encontrado la coexpresion del ARNm
que codifica para el CB1R en neuronas positivas a Triptofano hidroxilasa 2
(TPH2) (marcador neuronal de células serotoninérgicas) (Haring et al., 2007),
también la expresion del CB1R esta presente en el NPH (Herkenham et al.,

1990), estos datos ayudan a explicar el efecto observado sobre la liberacion de
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5-HT. La disminucién de la liberacion de [3H]-5-HTen si misma podria explicar
en parte el efecto hiperfagico de la activacion de los CB1R en el NPH, ya que
se sabe que la 5-HT es considerada una potente sefal saciatoria y participa de
manera importante a nivel del hipotdlamo para regular negativamente a la
conducta alimentaria mediante mecanismos saciatorios, asi pues la
microinyeccion de 5-HT en NPH induce anorexia (Leibowitz et al., 1990)

probablemente por la excitacién de la actividad neuronal.

En los experimentos de liberacion de [*H]-GABA, los resultados obtenidos
muestran que la activacion de los CB1R (ACEA) estimula la liberaciéon de GABA
(Figura 17) datos que concuerdan con resultados obtenidos en nuestro grupo
de trabajo donde la activacion de los receptores CB1 en el globo palido estimula
también la liberacién de [°H]-GABA (Gonzalez et al., 2009) y el bloqueo
disminuye su liberacién (Menzies, Ludwing & Leng, 2010). Ya que se sabe que
los CB1 estan acoplados a proteinas Gi y su activacion inhibe la liberacion de
neurotransmisores, dicho efecto sobre la liberaciéon de [*H]-GABA podria ser un
mecanismo indirecto que sea mediado por otros neurotransmisores, es decir la
disminucién de la liberaciébn de un neurotransmisor local y que normalmente
inhiba la liberacion de GABA y generara a su vez la desinhibicion de la
liberacion de GABA. A este respecto uno de los posibles candidatos para esta
modulacién, podria ser el sistema serotoninérgico, ya que en estudios
electrofisiolégicos se ha observado que la actividad de algunas terminales
GABAérgicas es controlada por la 5-HT a través de receptores de la familia 5-
HT1 (Bramley et al.,, 2005; Lee et al.,, 2008). En otras como el area ventral
tegmental (AVT) se ha mostrado que la administracion del agonista del receptor
5-HT1s, CP 93129 inhibe la liberacion de [*H]-GABA inducida por alto potasio
(K) (Yan & Yan, 2001). De acuerdo con nuestros resultados, el efecto
estimulador de los receptores CB1 sobre la liberacion de [*H]-GABA es
prevenido por la serotonina (Fig. 18), lo cual sugiere fuertemente que en
nuestro modelo experimental la estimulacion de la liberacion de GABA inducida
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por la activacion de los CB1R es un efecto indirecto mediado por una inhibicion

de la liberacion de la 5-HT.

Con respecto a GABA, se sabe que participa en la conducta alimentaria
mediante la activacién de sus receptores GABAas y es considerada una sefal
estimuladora de la ingesta de alimento. Es por ello que el aumento en la
liberacion de GABA provocada por la activacion de receptores CB1 y mediada
por serotonina explique el efecto hiperfagico derivado se la administracion del
ACEA. Ademas, que el efecto de la activacion del receptor CB1 sea prevenido
por la administracion de bicuculina apoya fuertemente que este es el
mecanismo de generacidn de la conducta. De acuerdo al analisis de la SSC, la
bicuculina previene la inhibicion de expresion de la saciedad activada por los

CBI1R lo cual es consistente con un mecanismo de accién comun.

8.3 Los receptores a serotoninay el efecto de los canabinoides

El siguiente paso fue investigar los subtipos de receptores serotoninérgicos
involucrados en la modulacion de la liberacion de GABA. Se sabe que ciertos
subtipos de receptores serotoninérgicos participan en la regulacion de la ingesta
de alimento, como son los receptores 5-HT1a, 5-HTis y 5-HT2. Estos receptores
se expresan densamente en el hipotalamo, particularmente en el NPH
(Sawchenko et al., 1983). Los receptores 5-HTia y 5-HT1s se expresan a nivel
pre y post-sindptico, mientras que los 5-HT2 lo hacen a nivel post-sinaptico. La
activacion de los receptores 5-HT1a con el agonista 8-OH-DPAT (100 nM) en
presencia de ACEA, fue capaz de prevenir la liberacién de [*H]-GABA inducida
por activacion de los CB1R (Fig. 19). De la misma forma, nuestros datos
demuestran que la activacion del receptor 5-HTis con el agonista, CP 93129
(100 nM), tambiéen previene el efecto estimulador de la liberacion de GABA
inducido por ACEA (Fig. 20). Estos hallazgos sugieren la participacion de los

receptores 5-HTi1a y 5-HT1s en el control de la liberacion de GABA inducida por
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los endocanabinoides, ademas de ser uno de los posibles mecanismos

implicados en el efecto hiperfagico de la activacion de los CBR1 en el NPH.

De las sefiales orexigénicas y anorexigénicas que llegan al NPH, una de ellas
proviene del ARC (Arora & Anubhuti, 2006), el cual es conocido por sintetizar
NPY (sefial estimuladora del apetito) y a su vez co-libera con el neurotransmisor
GABA, ademés de que estas terminales nerviosas expresan los receptores 5-
HT1. La activacion de los CB1R generaria una inhibicion de la liberaciéon de 5-
HT y en consecuencia una desinhibicion de liberacion de GABA que a su vez, al
activar receptores GABAA postsinapticos podria inhibir la liberacion de péptidos
u hormonas como la a-MSH, CRH y TRH respectivamente, involucrados en la
regulacion de la alimentacién y que son consideradas sefiales anorexigénicas.
Por otro lado, el NPH también recibe aferencias del VMH (Moga & Saper, 1994;
Krieger, Conrad & PFaff, 1979; Sawchenko & Swanson 1983), que envia
proyecciones de naturaleza GABAérgica, por lo que esta region también podria
ser otro sitio de control pues expresa receptores 5-HTis. Asi pues, el pre-
tratamiento con el agonista del receptor 5-HT1a, 8-OH-DPAT, previno el efecto
estimulador de la ingesta de alimento mediado por la activacion de los CB1R
(Fig. 27). Cabe mencionar que la activacion de los receptores 5-HTia puede
presentar efectos bifasicos sobre la ingesta de alimento y esto puede deberse a
la activacion de receptores presinapticos 5-HT1a (autorreceptores [estimulan la
ingesta de alimento mediante la inhibicion de la liberacién de 5-HT]) (Park et al.,
1999) o receptores postsinaticos 5-HT1a [heterorreceptores [inhiben la ingesta
de alimento]) (Lopez-Alonso et. Al., 2007). El pretratamiento con el agonista 8-
OH-DPAT previno la inhibicion de la expresion de la saciedad inducida por la
activacion de los CB1R en la H1 (periodo 8-9) y la H2 (periodo 15-16) (Fig. 28A
y 28B). Los receptores 5-HTia se encuentran involucrados en la facilitacion de
la expresion de la SSC con una disrupcion del tipico patrén conductual,
aumentando la conducta del descanso post- ingesta, tal como se aprecia en los
experimentos realizados por Lopez-Alonso y colaboradores (Lépez-Alonso et
al., 2007).
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Con respecto al efecto del pre-tratamiento con el agonista del receptor 5-HTs,
CP 93129, también previene el efecto estimulador de la ingesta de alimento
inducido por la activacion de los CB1R (Fig. 29). Los receptores 5-HTis se
encuentran involucrados en la regulacion de la ingesta de alimento; pues la
administracion de agonistas 5-HTis produce hipofagia, efecto que es prevenido
por el tratamiento con los antagonistas 5-HTig (Halford & Blundell, 1996; Lee &
Simansky, 1997). Dichos efectos pueden deberse a los hererorreceptores 5-
HT1s expresados en neuronas no serotoninérgicas, como las GABAérgicas. En
el presente estudio, la administracion intra-NPH del agonista de los receptores
5-HTig, CP 93129, también previene la inhibicion de la expresion de la saciedad
inducida por la activacién de los CB1R con ACEA, efecto que se aprecia en la
H2 de registro (periodo 15-16) (Fig. 30B). Cabe mencionar que el patrén
conductual de la SSC se preserva, pues la transicion ordenada de la

alimentacion al descanso persiste.

En contraste, los receptores 5-HT2 parecen no tener efecto en la modulacion
de la liberacion de GABA estimulada por la activacion de los CB1R (Fig. 21).
Sin embargo, el pre-tratamiento con el agonista del receptor 5-HTz2a2c, DOI,
previene la estimulacién de ingesta de alimento mediada por la activacion de los
CBI1R en la segunda hora de registro (H2) (Fig. 31), lo que sugiere que es un
mecanismo diferente en el que no estan involucrados los efectos del sistema
endocanabinoide sobre la regulacion de la liberacion de GABA. Estos datos
concuerdan con experimentos electrofisiolégicos donde la activacion de los
receptores 5-HTzazc no tiene efecto sobre la transmision GABAérgica, pero Si
sobre la transmisién glutamatérgica (Ho et al., 2007). En adicién a lo anterior,
se sabe que los receptores 5-HT2 se expresan a nivel post-sinaptico y se
encuentran acoplados a proteinas Gq que estimulan la liberacion de
neurotransmisores o péptidos y/o hormonas. En cuanto a la regulacion de la
alimentacion se sabe que participan de manera importante; por ejemplo, se ha
demostrado que en los ratones knockout del receptor 5-HT2c, se produce una

marcada hiperfagia, con un incremento en la duracion y la frecuencia de los
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periodos de alimentacion, ademas de que los animales desarrollan obesidad
(Nonogaki et al., 1998; Tecott et al., 1995).

La administracion del agonista de los receptores 5-HTzazc previene el efecto
estimulador sobre la alimentacién producido por la activacion del CB1R, lo que
puede apreciarse en la H2 (periodo 16) (Fig. 32B). Al realizar una cuantificacion
del tiempo que emplearon los animales para alimentarse y para descansar
(Area Bajo la Curva, ABC), se observd que estos pasaron mas tiempo
consumiendo alimento sin presentarse el periodo del descanso cuando son
activados los CB1R, efecto que se aprecia en la H2 de registro para la ABC del
tiempo de alimentacién y el descanso respectivamente en las diferentes
condiciones (Anexo ABC alimentacion, Fig. 35, 38, 41 y 44) y (Anexo ABC
descanso Fig. 36, 39, 42 y 45). Los agonistas del sistema serotoninérgico
previenen el tiempo de alimentacion en la H2 de registro (Fig. 35, 38, 41 y 44),
aprecidndose el periodo del descanso en la H2 de registro (Fig. 36, 39, 42 y
45). En cuanto a la actividad, no presentan diferencias significativas en las
diferentes condiciones (Fig. 37, 40, 43 y 46).

En resumen nuestros resultados nos sugieren que, el efecto hiperfagico de la
de la activacion de los CB1R de manera sistémica se caracteriza por un
incremento de la ingesta de carbohidratos y la prevencion de la secuencia de
saciedad natural. Ademds, tanto in vitro como in vivo, los sistemas
serotoninérgico y GABAérgico estan involucrados en los efectos hiperfagicos de
la activacion de los CB1R en el NPH. Por otra parte, los receptores
serotoninérgicos involucrados son el 5-HTia y el 5-HTis. Los receptores 5-
HT2a2c no modulan la liberaciébn de GABA pero si previenen los efectos del
agonista de los CB1R, lo cual nos sugiere que estan participando a través de la

modulacién de otro sistema de neurotransmision.
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9. Conclusion

Los resultados del presente estudio sugieren que el sistema endocanabinoide
es un importante modulador de la conducta alimentaria, tanto a nivel periférico
como central, y que a este nivel desempefian un papel clave en la inhibicion de
sefales saciatorias. De manera sistémica la activacion de los CB1R induce una
hiperfagia que se caracteriza por un incremento de la ingesta de carbohidratos y
la inhibicibn de la secuencia de saciedad conductual. A nivel central, los
hallazgos mostrados en el presente estudio sugieren una interaccion entre los
sistemas endocanabinoide, serotoninérgico y GABAérgico a nivel hipotalamico
para la regulacion del comportamiento alimentario a nivel del NPH. La
modulacién de la transmisién serotoninérgica podria ser uno de los mecanismos
involucrados en los efectos hiperfagicos de la activacion de los CB1R en el
NPH. Dicho efecto podria relacionarse a su vez con la modulacién de la
liberacion de 5-HT y GABA, por medio de la inhibicion de la liberacion de 5-HT
y como consecuencia la desinhibicién de la liberacion de GABA, ademas de que
los posibles receptores serotoninérgicos involucrados en dicho efecto podrian

corresponder con los subtipos 5-HTi1ay 5-HTis.

Ana Maria Cruz Martinez 82



Modulacién neuroquimica (5-HT/GABA) de los CB1R en la conducta alimentaria

10. Perspectivas

La obesidad predispone a los individuos a incrementar los riesgos de padecer
enfermedades como la diabetes tipo Il, las enfermedades cardiovasculares
entre ellas la hipertension, ademas de cancer. Por ello es importante poder
dilucidar los mecanismos conductuales y neuroquimicos que estén interviniendo
en la regulacion de la homeostasis energética, la ingesta de alimento y el peso
corporal asi como en los procesos heddnicos que predispongan a padecer este
padecimiento, en consecuencia, para proponer blancos terapéuticos con el fin
de regular los mecanismos neuroquimicos para disminuir la prevalencia de la
obesidad. Con los resultados obtenidos podemos sugerir que el sistema de
endocanabinoides en el NPH juega un papel importante en la regulacién de la
conducta alimentaria afectando especificamente el consumo de componentes
especificos de la dieta y mecanismos conductuales selectivos (estimulacion del
hambre e inhibicion de la saciedad). Ademéas de que los sistemas que
posiblemente estan interactuando son el sistema serotoninérgico y GABAErgico,
seflales que inhiben o estimulan la ingesta de alimento. El estudiar el
mecanismo neuroquimico y conductual del sistema endocanabinoide es de gran
importancia para entender su participacion en patologias como obesidad y asi
proponer posibles blancos terapéuticos. Aun hay muchos estudios por realizar
para ampliar el conocimiento sobre la participacion de diferentes sistemas de
neurotransmision, péptidos u hormonas involucrados en la regulacion de la
alimentacion y que participan en los efectos del sistema de endocanabinoides.
Por lo tanto se propone:

A nivel central
e Evaluar in vitro la liberacién de glutamato mediante la activacion de los
receptores CB1 en el NPH, ademas de evaluar la interaccion entre el
sistema endocanabinoide y los receptores 5-HT2c sobre la liberacion de
glutamato. Estudios previos han mostrado que el glutamato es

considerado una sefial orexigénica.
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e Evaluar in vivo los cambios en los niveles de aminas biogénicas
(noradrenalina, dopamina y serotonina) y aminoécidos (GABA, Glu) en el
NPH producidos por la activacion y blogueo de los receptores a
canabinoides CB1.

e En base a los resultados obtenidos, estudiar la interaccion de estos
sistemas (endocanabinoide, serotoninérgico y GABAérgico) en la

modulacién de CRH y TRH (sefiales anorexigénicas).
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11. ANEXO [Area Bajo la Curva (ABC) de los datos de la SSC]

El calculo del ABC nos permitié realizar un analisis cuantitativo de la SSC.
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Figura 35. Medias + el EEM del &rea bajo la curva (ABC) de los periodos de registro H1 y H2
(hora 1 y hora 2) del tiempo que los sujetos emplearon para alimentarse. Vehiculo (VH, n= 6),
ACEA (0.25 pg, n=7), 5-HT (2.0 pg, n=5) o 5-HT + ACEA (n= 4). (hora de registro x
tratamiento) (F, 3= 3.662; p<0.05); Factor tratamiento (F@3,18= 19.35; p<0.0001); factor hora de
registro (F@e.18= 71.61; p< 0.0001); post hoc de Bonferroni ***p<0.001 en la hora 2 de registro
(H2).
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Descanso
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Figura 36. Medias + el EEM del &rea bajo la curva (ABC) de los periodos de registro H1 y H2
(hora 1 y hora 2) del tiempo que los sujetos emplearon para descansar. Vehiculo (VH, n= 6),
ACEA (0.25 pg, n=7), 5-HT (2.0 pg, n=5) o 5-HT y ACEA (n= 4). linteraccion (hora registro x
tratamiento) (F, 36)= 19.10; p<0.0001); Factor tratamiento (F@3,18= 24.45; p<0.0001); factor hora
de registro (Fa,18= 129.2; p< 0.0001); post hoc de Bonferroni p<0.001**.
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Figura 37. Medias + el EEM del area bajo la curva (ABC) de los periodos de registro H1 y H2
(hora 1 y hora 2) del tiempo que los sujetos emplearon para realizar otra actividad. (Vehiculo
VH, n=6), ACEA (0.25 pg, n=7), 5-HT (2.0 pg, n=5) 0 5-HT y ACEA (n= 4).
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Figura 38. Medias + el EEM del area bajo la curva (ABC) de los periodos de registro H1 y H2
(hora 1y hora 2) del tiempo que los sujetos emplearon para alimentarse. Vehiculo (VH, n= 6),
ACEA (0.25pg; n=7), 8-OHDPAT (0.1ug; n=5) o 8-OHDPAT y ACEA (n= 5). Factor tratamiento
(Fe19= 14.90; p<0.0001); factor hora de registro (F@19= 43.21; p< 0.0001); post hoc de
Bonferroni ***p<0.01 en la H2
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Figura 39. Medias + el EEM del area bajo la curva (ABC) de los periodos de registro H1 y H2
(hora 1 y hora 2) del tiempo que los sujetos emplearon para descansar. Vehiculo (VH, n= 6),
ACEA (0.25 ug; n=7), 8-OHDPAT (0.1 ug; n=5) o 8-OHDPAT y ACEA (n=5). Interaccion (hora
registro x tratamiento) (F, 3= 5.165; p<0.001) Factor tratamiento (Fg19= 13.34; p<0.0001);
factor hora de registro (F,19= 37.45; p< 0.0001); post hoc de Bonferroni ***p<0.001 en la H2.
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Figura 40. Medias + el EEM del &rea bajo la curva (ABC) de los periodos de registro H1 y H2
(hora 1 y hora 2) del tiempo que los sujetos emplearon para realizar otra actividad. (Vehiculo
VH, n=6), ACEA (0.25 ug, n=7), 8-OHDPAT (0.1 ug, n=5) o 8-OHDPAT y ACEA (n=5).
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Figura 41. Medias + el EEM del area bajo la curva (ABC) de los periodos de registro H1 y H2
(hora 1y hora 2) del tiempo que los sujetos emplearon para alimentarse. Vehiculo (VH, n= 6),
ACEA (0.25 pg, n=7), CP 93129 (0.18 ug, n=4) o CP 93129 + ACEA (n=5). Factor tratamiento
(Fas= 17.04; p<0.0001); factor hora de registro (F@18= 59.90; p< 0.0001); post hoc de
Bonferroni ***p<0.001 en la H2.
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Figura 42. Medias + el EEM del area bajo la curva (ABC) de los periodos de registro H1 y H2
(hora 1 y hora 2) del tiempo que los sujetos emplearon para descansar. Vehiculo (VH, n= 6),
ACEA (0.25 pg, n=7), CP 93129 (0.18 pg, n= 4) o CP 93129 + ACEA (n= 5). Interaccion (hora
registro x tratamiento) (F, 36= 13.95; p<0.0001) Factor tratamiento (Fs.18= 19.43; p<0.0001);
factor hora de registro (F,18= 103.9; p< 0.0001); post hoc de Bonferroni ***p<0.001 en la H2.
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Figura 43. Medias + el EEM del area bajo la curva (ABC) de los periodos de registro H1 y H2
(hora 1 y hora 2) del tiempo que los sujetos emplearon para realizar otra actividad. Vehiculo
(VH, n=6), ACEA (0.25 g, n=7), CP 93129 (0.18 pg, n=4) o CP 93129 + ACEA (n=5).
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Figura 44. Medias + el EEM del area bajo la curva (ABC) de los periodos de registro H1 y H2
(hora 1 y hora 2) del tiempo que los sujetos emplearon para alimentarse. Vehiculo (VH, n= 6),
ACEA (0.25 pg, n=7), DOI (0.1 pg, n= 4) o DOI + ACEA (n= 5). Interaccion (hora de registro x
tratamiento) (F, 36y)= 3.061; p<0.05) Factor tratamiento (F@3,18= 12.86; p<0.0001); factor hora de
registro (F,18= 55.90; p< 0.0001); post hoc de Bonferroni ***p<0.001 en la H2.
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Figura 45. Medias + el EEM del area bajo la curva (ABC) de los periodos de registro H1 y H2
(hora 1 y hora 2) del tiempo que los sujetos emplearon para descansar. Vehiculo (VH, n= 6),
ACEA (0.25 pg, n=7), DOI (0.1 pg, n= 4) o DOI + ACEA (n= 5). Interaccién (hora registro x

tratamiento) (F, 36= 13.62; p<0.0001). Factor tratamiento (F@18= 16.49; p<0.0001); factor hora
de regqistro (F@18= 77.57; p< 0.0001); post hoc de Bonferroni ***p<0.001; *p<0.05 en la H2.
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Figura 46. Medias + el EEM del &rea bajo la curva (ABC) de los periodos de registro H1 y H2
(hora 1 y hora 2) del tiempo que los sujetos emplearon para realizar otra actividad. Vehiculo
(VH, n=6), ACEA (0.25 pg, n=7), DOI (0.1 ug, n=4) o DOI + ACEA (n=5).
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Figura 47. Medias + el EEM del area bajo la curva (ABC) de los periodos de registro H1 y H2
(hora 1y hora 2) del tiempo que los sujetos emplearon para alimentarse. Vehiculo (VH, n= 6),
ACEA (0.25 pg, n=7), bicuculina (0.20 pg, n= 5) o bicuculina + ACEA (n= 4). Interaccién (hora
de registro x tratamiento) (F, 3s= 3.18; p<0.05). Factor tratamiento (F,18= 11.0; p<0.0001);
factor hora de registro (F,18= 58.02; p< 0.0001); post hoc de Bonferroni ***p<0.001 en la H2.
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Figura 48. Medias + el EEM del &rea bajo la curva (ABC) de los periodos de registro H1 y H2
(hora 1 y hora 2) del tiempo que los sujetos emplearon para descansar. Vehiculo (VH, n= 6),
ACEA (0.25 ug, n=7), bicuculina (0.20 ug, n= 5) o bicuculina + ACEA (n= 4). Interaccion (hora
registro x tratamiento) (F@, 3s)= 13.77; p<0.0001). Factor tratamiento (F,19= 16.63; p<0.0001);
factor hora de registro (F,19= 90.56; p< 0.0001); post hoc de Bonferroni ***p<0.001; *p<0.05
en la H2.
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Figura 49. Medias + el EEM del area bajo la curva (ABC) de los periodos de registro H1 y H2
(hora 1 y hora 2) del tiempo que los sujetos emplearon para realizar otra actividad. Vehiculo
(VH, n=6), ACEA (0.25 ug, n=7), bicuculina (0.20 pg, n= 5) o bicuculina + ACEA (n= 4).
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