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RESUMEN

Debido al incremento mundial de la prevalencia de la obesidad, se han realizado
investigaciones al respecto durante largo tiempo. Entre los hallazgos reportados
se encuentra el hecho de que el Nucleo Paraventricular Hipotalamico es un nucleo
fundamental para la regulacion de la alimentacion, debido a que en él se
encuentra una gran cantidad de neurotransmisores que influyen sobre esta
conducta. Entre los neurotransmisores de mas reciente interés se encuentran los
canabinoides, éstos tienen dos tipos de receptores, los CB1 localizados en el
Sistema Nervioso Central (SNC) y los CB2 localizados en el sistema periférico. El
presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar los efectos sobre la ingesta de
alimento (proteinas, carbohidratos y grasas) y sobre la expresion de la la
secuencia de saciedad conductual (SSC) asociados a la activacion de los
receptores a canabinoides CB1. A ratas macho se les aplicé un agonista, el ACEA
en cuatro dosis distintas: 0.1, 0.25, 0.5 y 1.0 mg/kg via ip, los sujetos se
encontraban en un programa de alimentacion restringida (22 h) bajo un paradigma
de autoseleccion dietaria (proteinas, carbohidratos y grasas). Se encontré que el
ACEA produce un efecto estimulatorio de la alimentacion dosis-dependiente,
incrementando principalmente la ingesta de carbohidratos, aunado a un retraso de
la saciedad. También se encontré que la dosis mas alta (1 mg/kg) no tiene efecto
estimulatorio de la ingesta. Los resultados del presente trabajo sugieren que el
mecanismo conductual asociado a la estimulacién de la ingesta de alimento,
inducida por canabinoides, se relaciona con la inhibicién de la saciedad e involucra

principalmente a la ingesta de carbohidratos.

PALABRAS CLAVE: alimentacion, canabinoide, receptores CB1.



1. INTRODUCCION

En la actualidad, en el mundo se ha observado un incremento de las
enfermedades relacionadas con la alimentacién. Entre los trastornos mas
estudiados y comunes se encuentran la bulimia y la anorexia, pero un
padecimiento que afecta cada vez a un mayor numero de personas y que por
mucho tiempo fue pasada por alto, es la obesidad. Este padecimiento, ademas de
disminuir la calidad de vida de la persona obesa, es causante de diversas
enfermedades que incrementan el costo en los servicios de salud y los indices de

mortalidad en la poblacion.

Especificamente en México, la obesidad es un problema que se ha convertido en
un foco rojo para los sistemas de salud publica por el porcentaje de poblacion
afectada; ya que actualmente en el pais un alto porcentaje de la poblacién padece
de sobrepeso u obesidad (39.7% sobrepeso y 29.6% obesidad), lo que posiciona
al pais como el segundo mas obeso del mundo, sélo después de Estados Unidos
(Olaiz-Fernandez, et al., 2006).

Las peligrosas consecuencias de la obesidad han atraido el interés de la
comunidad cientifica y de los servicios de salud mundiales, quienes se han
concentrado en el estudio profundo de los mecanismos conductuales de la
alimentacién, asi como en la implementacién y mejoramiento de las estrategias

terapéuticas para su tratamiento.

Asi, en las Uultimas décadas se han realizado diversos estudios que han
proporcionado notables contribuciones en la identificacion de senales que
contribuyen al control de la conducta alimentaria. Entre dichas contribuciones
sobresalen aquellas que mencionan que neurotransmisores como la serotonina, la
dopamina y la noradrenalina, algunos neuropéptidos y hormonas como la leptina

contribuyen al control de la alimentacion.



Por otro lado, se ha planteado que el hipotalamo, especificamente el nucleo
paraventricular (NPH), es un elemento clave para el control alimentario, puesto
que se ha encontrado que existen en ésta region distintas vias neurales que
influyen sobre la regulacion de la homeostasis energética y sobre la alimentacion.
Considerandose asi al NPH como un importante centro integrador cerebral que es
necesario para la regulacién del comportamiento alimentario y el proceso de la

saciedad.

Mas recientemente, la atencién se ha volcado hacia el efecto de sustancias que
estimulan la alimentacion, entre ellas se encuentran los canabinoides. Los
canabinoides y su influencia en la alimentacion ha sido observada por medio del
uso de la marihuana (cannabis sativa) desde la antigledad, aunque su estudio
sistematico es reciente. Se sabe que la cannabis sativa contiene cerca de 60
compuestos terpenofendlicos psicoactivos llamados canabinoides, resaltando por
sus efectos el “9-tetrahidrocanabinol (*9-THC). Los canabinoides enddgenos son
compuestos de naturaleza lipidica (principalmente la anandamida y el 2-
araquidonoil-glicerol) involucrados en la sefalizacion retrograda que activan
receptores presinapticos denominados CB1 y CB2, los primeros se localizan
primordialmente en el sistema nervioso central y los segundos en tejidos

periféricos.

Con el interés de estudiar los efectos de los canabinoides en la ingesta de
alimentos de humanos, se han realizado diversos experimentos usando como
fuente de canabinoides a la marihuana. Dichos estudios encontraron diversos
datos importantes, por ejemplo, que cuando las personas fumaron marihuana
reportan mas hambre que aquellos que no la habian consumido. También se
encontréo una preferencia por la comida de sabor dulce o de sabor agradable.
Ademas de que el consumo de diferentes dosis de “9-THC producen efectos
variables sobre el apetito, es decir, las dosis bajas del canabinoide producen un
incremento en el apetito, mientras que dosis altas provocan el efecto contrario,

pues el apetito era inhibido (Gagnon & Elie, 1975, en: Cota, et al., 2003).



En los ultimos afios, se han realizado nuevos experimentos sobre la relacion de
los canabinoides y la alimentacion, donde esta nueva serie de estudios ha
empleado modelos animales para esclarecer dicha relacion (empleando
principalmente ratas). Los datos reportados indican que los receptores CB1
localizados en el NPH participan en la regulacion de la conducta alimentaria, que
su activacion produce incremento de la ingesta de alimento y que, al ser
bloqueado el receptor CB1 por algun antagonista como SR141716 (Rimonabant),
el efecto producido es hipofagia (Williams & Kirkham, 1999; Kirkham & Williams,
2001; De Vry, Schreiber, Eckel & Rudiger, 2004; Chen et al., 2004; Avraham et al.,
2005; Verty, McGregor & Mallet, 2005).

A pesar de estos reportes, hasta el momento no se ha descrito la forma en que
esto sucede, es decir, como es que la activacion del receptor CB1 produce

hiperfagia.

Asi, el estudio de la conducta alimentaria mediante la herramienta conductual de
la Secuencia de Saciedad Conductual (SSC) ha permitido analizar
sistematicamente el mecanismo de accion conductual por el cual algunas drogas
producen cambios en el comportamiento alimentario. La SSC consiste en la
sucesion y distribucién temporal de diferentes conductas que muestran el proceso
saciatorio de la ingestion de alimento, es decir, es el proceso mediante el cual la
ingestion de alimento es remplazada por actividad no alimentaria (como
acicalarse) y eventualmente el descanso. Por ello, esta técnica es ampliamente
aceptada como una prueba conductual confiable y util para distinguir los efectos
indirectos como la hiperactividad, sedacion o nausea que tienen las drogas sobre

el apetito, la saciedad y la ingesta de alimento.

La relevancia de la presente propuesta de investigacién se centra, en que una de
las estrategias mas recientes para el control de la obesidad, es el uso de
farmacos; entre los que se encuentra el Rimonabant (SR141716), antagonista del

receptor a canabinoides CB1, por lo que dicha estrategia consiste en el bloqueo



de este receptor, con el fin de que disminuya la ingesta de alimento de las
personas a quienes se les administra, aunque no hay que olvidar que aun no se
conoce el mecanismo conductual mediante el cual el SR141716 disminuye la

ingesta de alimento.

De acuerdo a este planteamiento, este trabajo seria uno de los primeros en
describir el mecanismo de accidén conductual por el cual la activacién del receptor

a canabinoides CB1 influye en la secuencia de saciedad conductual.



2. ANTECEDENTES TEORICOS

La obesidad y sus consecuencias.

En la actualidad, en el mundo entero se observa un creciente problema de salud
publica, debido a que dia a dia los Trastornos de la Conducta Alimentaria (TCA)
van en aumento. Dichos trastornos se conocen principalmente por la bulimia y la
anorexia; y aunque la obesidad no es un TCA, éste también es un problema
relacionado con la alimentacién. La obesidad se ha convertido en el padecimiento
mas prevalente en el mundo desarrollado, afectando a millones de personas
(Moreno, Moreno & Alvarez, 2005) y provocando una disminucién en la calidad de
vida de la persona obesa, asi como el incremento en los costos de salud publica y

de los indices de mortalidad en la poblacion.

El problema de la obesidad es tan grave en el pais, que ha posicionado a México
como el segundo mas obeso del mundo. Esto con base en la Encuesta Nacional
de Salud y Nutricidn realizada en 2006 (Olaiz-Fernandez, et al., 2006) donde se
detectd que casi el 70% de la poblacion mexicana padece de sobrepeso u
obesidad (39.7% sobrepeso y 29.6% obesidad).

Para entender el problema, primero es necesario conocer la caracterizaciéon de lo
que se entiende por obesidad. La obesidad es definida como el exceso de grasa
corporal que se acumula en el tejido adiposo consecuente de un ingreso calérico
superior a las necesidades del individuo, en otras palabras, ser obeso implica
tener una proporcion anormalmente elevada de grasa corporal o tejido adiposo.
Mientras que el sobrepeso, es un aumento del peso corporal por encima de la
norma arbitraria definida en relacion con la altura. De acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), se considera que la obesidad se presenta cuando el
indice de masa corporal (IMC) sale de la norma que es de entre 18.5y 24.9 kg/m?,
es decir, la obesidad se presenta cuando el IMC es mayor a 30 kg/m? (Pérez &
Zamora, 2002; Pérez, 2006).



De acuerdo con Moreno, Moreno y Alvarez (2005) y Pérez y Zamora (2002), los
costos en la salud de la persona obesa, implica padecimientos tales como: el
desarrollo de diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares, la hipertension,
aumento en los triglicéridos y el colesterol, la enfermedad de apnea-suefio, la

colelitiasis, las neoplasias asociadas y enfermedades osteoarticulares, entre otras.

Ademas del costo en la salud y la calidad de vida, la obesidad trae consigo costos
monetarios, primero a los servicios de salud publica; y segundo, a la propia
persona con obesidad, ya que el padecimiento trae consigo problemas como el
aumento en las faltas al trabajo, la pronta jubilacion y el coste médico de visitas al
doctor, la compra de medicamentos, hospitalizaciones y en algunos casos

rehabilitacion.

Asi y, debido a los diversos problemas relacionados con la obesidad, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en su informe “Obesity epidemia puts
millions at risk from related diseases” del 17 de junio de 1997 Moreno, Moreno y
Alvarez (2005), declara que la obesidad es un problema de caréacter global, que
constituye una amenaza para la salud publica y llamé la atencion a la comunidad

cientifica, politica y estatal de todos los paises sobre el grave problema.

La comunidad cientifica por su parte, ya habia comenzado a realizar investigacion
al respecto, primero sobre el control de la alimentacién y posteriormente sobre
aspectos un poco mas especificos del mismo. A continuacion se describen

algunos de los datos relevantes encontrados sobre el control alimentario.
El Control Alimentario.
Las peligrosas consecuencias de la obesidad, han atraido el interés de la

comunidad cientifica y de los servicios de salud mundiales, quienes se han

concentrado en el estudio profundo de los mecanismos conductuales de la



alimentacion, asi como en la implementacion y mejoramiento de las estrategias

terapéuticas para su tratamiento.

La alimentacion es una conducta compleja que involucra aspectos bioldgicos y
psicosociales, por lo que es preciso definirla. La alimentacion es el suministro de
los requerimientos nutricionales al individuo y consiste en la busqueda y seleccion
de una serie de productos naturales o transformados (alimentos) procedentes del
medio externo que aportan los elementos necesarios para el funcionamiento
normal de organismo (Martinez, Astiasaran & Madrigal, 2002; Pérez & Zamora,
2002).

La alimentacion es una conducta consciente y voluntaria del individuo, pero es
influenciada por un gran numero de factores exdgenos (cultura, economia,
religion, etc.). Cabe resaltar, que ademas de dichos factores, la alimentacién y su
control también dependen de elementos bioldgicos relacionados con el organismo

y metabolismo humano.

Como se mencion6 antes, la comunidad cientifica en las ultimas décadas ha
realizado diversos estudios que han contribuido en la identificacion de sefales que
participan en el control de la conducta alimentaria. Entre dichas contribuciones
sobresalen las realizadas por autores como Schwartz, Woods, Porte, Seeley y
Baskin (2000), Seeley et al. (1996) y Nicholson, Akil y Watson (2002), quienes
mencionan que neurotransmisores como la serotonina, la dopamina y la
noradrenalina, algunos neuropéptidos y hormonas como la leptina contribuyen al

control de la alimentacion.

Por otro lado, se ha planteado que el hipotalamo, especificamente el nucleo
paraventricular (NPH), es un elemento clave para el control alimentario. Algunos
reportes muestran que el NPH es uno de los componentes mas importantes para
la regulacion de la ingesta de alimento, pues se ha encontrado que existen en ésta

region distintas vias neurales que influyen sobre la regulacion de la homeostasis



energética y sobre la alimentacion: axones que se originan en el nucleo arqueado
y que contienen neuropéptido Y (NPY, un potente inductor de la alimentacion),
inervacion del hipotalamo lateral con orexina (hormona que induce la ingesta de
alimento), axones serotoninérgicos originados en el nucleo de rafé (una de las
principales influencias inhibitorias de la alimentacion), ademas de recibir
inervacion de otras regiones con distintos neurotransmisores y hormonas que
modifican a la alimentacion (galanina, melanocortina, noradrenalina, péptido
opioides, endocanabinoides) (King & Williams, 1998; Yun, et al., 2005; Hagemann,
et al., 1998; Williams et al., 2001; Verty, Mc Gregor & Mallet, 2005). Asi, el NPH es
considerado un importante centro integrador cerebral que es necesario para la
regulacién del comportamiento alimentario y el proceso de la saciedad (Stratford,
2005; Fletcher, Currie, Chambers & Leibowitz, 1993).

Recientemente, otra alternativa que se estudia es el efecto de sustancias que
estimulan la alimentacion, entre ellas se encuentran los canabinoides, los cuales
parecen ser una buena alternativa, aunque aun faltan puntos importantes por

estudiar en cuanto a su influencia en la alimentacion.

En los siguientes puntos se describira con mayor detalle la influencia de los
canabinoide en la alimentacion y el posible uso terapéutico de éstos para el control

de la obesidad.

Los Endocanabinoides.

Una medida adoptada recientemente por la comunidad cientifica, para frenar el
problema de la obesidad, es el estudio del sistema canabinoide; ya que influye
sobre el control de la alimentacién, la saciedad y sobre la actividad de algunos
neurotransmisores relevantes para el control alimentario como es el NPY, la
dopamina, noradrenalina, el sistema serotoninérgico, entre otros (Contreras, et al.,
2003; Carlini, 2003; Cota, et al., 2006; Gamber, Macarthur & Westfall, 2005;
Haring, Marsicano, Lutz & Monory, 2007).



Desde la antigledad, se ha estudiado la influencia de la marihuana (cannabis
sativa) en la alimentacién, aunque su estudio sistematico es reciente (Cota et al.,
2003). Los primeros resultados al respecto, revelaron que la cannabis sativa
contiene cerca de 60 compuestos terpenofendlicos psicoactivos Illamados
canabinoides, resaltando por sus efectos el “9-tetrahidrocanabinol (*9-THC)
(Maldonado & Rodriguez de Fonseca, 2002).

Al paso del tiempo se han organizado a los canabinoides en cuatro grupos. El

primero de ellos y el mas conocido, es el de los llamados <canabinoides clasicos>

(Ver Figura 1), lo componen aquellas substancias con una estructura parecida a 3

anillos unidos, éstos se encuentran en la cannabis sativa, he incluyen al *9-THC,

al cannabinol, cannabidiol, etc. (Bowman & Rand, 1984; Katzung, 1986; Cota et
al., 2003; Velasco, San Roman, Serrano, Martinez & Torres, 2003).

04 .

A-THC Cannabidiol (CED})
CHOH
E 3 OH oH
Gty o
A-THC HU-210

Figura 1. Grupo de Canabinoides Clasicos.

El segundo grupo, es conocido como los <canabinoides no clasicos>, y se
componen por analogos bi y triciclicos del *9-THC, un ejemplo es el CP-55,940.

Los aminoalkiloides forman el tercer grupo, del cual el mas representativo es el



WIN 55, 212 que es un agonista del receptor CB1. Finalmente, el cuarto grupo se

compone de los endocanabinoides, entre los que se encuentra la anandamida y el

2-AG (Cota et al., 2003) (Ver Figura 2).

. 0o
J i

CR-86810 WIN-ES, 2 12-2
Canabinoides no clasicos Aminoalkiloides
Q D g
o I o
A Endocanabinoides
Bnardarmice Z-Arachidonoykglyceral

Figura 2. Canabinoides no clasicos, Aminoalkiloides y Endocanabinoide.

Recientemente y con fines de investigacién, se han creado una serie de
canabinoides sintetizados en el laboratorio, éstos se conocen como <canabinoides

sintéticos>, los cuales se comportan y son afines a los mismos receptores que los

endocanabinoides (Ver Figura 3).
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Figura 3. Grupo de Canabinoides sintéticos.
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En el siguiente apartado se abordara al cuarto grupo de los Canabinoides, los
endocanabinoides al describir la biosintesis de éstos, con el fin de entender mejor

al sistema de los endocanabinoides.

2.3.1 Biosintesis de los Endocanabinoides.

Los Canabinoides enddgenos son sustancias derivadas de acidos grasos
provenientes de la remodelacién de la membrana celular. Los mas representativos
endocanabinoides son la anandamida, identificada en extractos lipidicos
cerebrales; y el 2-araquidonilglicerol (2-AG), que se encuentra en mayor
concentracion en el cerebro (Sugiura, Kishimoto, Oka & Gokoh 2006; Cota et al.,
2003; Cota, et al., 2006).

La biosintesis de la anandamida (ver Figura 4) se inicia con la accion de la enzima
N-acilfosfatidiletanolamida, la cual por accion de la N- araquinodilfosfatidil
etanolamida (NArPE) fosfolipasa D, genera una familia de compuestos, los
araquidonilgliceroletanolaminas FAEs, de donde el 2-AG forma parte. La
N-acetiltransferasa(NAT) es regulada por calcio (C**) y adenosin monofésfato

ciclico (AMPc) y es estimulada selectivamente por despolarizacion celular.

Después de la sintesis la anandamida es difundida a través de las membranas de
las neuronas y se une a los receptores a canabinoides (CB), llevando a cabo su
efecto biolégico. La misma proteina que la pone en libertad, probablemente media

la recaptura de la anandamida por las neuronas.

Después de la recaptura, la anandamida es degradada por la enzima acido graso
amido hidrolasa (FAAH), lo que genera acido graso y etanolamida. Por otro lado,
2-AG, es degradado por la accion de monoacilglicerolipasa (MAGL) y de la FAAH
y genera glicerol y acido araquidonico (Cota, et al., 2003; Lopez-Jaramillo, Bracho
& Pradilla, 2005; Pazos, Nufiez, Benito, Tolén & Romero, 2005; Ramos, Gonzalez,
Sagrado, Gomez & Fernandez, 2005; Sugiura, et al., 2006).

1
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Figura 4. Biosintesis de la anandamida. (Figura tomada de Cota et al., 2003).
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2.3.2 Receptores a canabinoides CB1y CB2.

En el ano de 1990 se logré clonar el primer receptor a canabinoides el CB1. Estos
se localizan primordialmente en el sistema nervioso central. Posteriormente, en
1993 se clonaron los segundos receptores, los CB2 que se encuentran en tejidos
periféricos (Devane, Dysarz, Johnson, Melvin & Howlett, 1988; Matsuda, Lolait,
Brownstein, Young & Bonner, 1990; Munro, Thomas & Abu-Shaar, 1993, Di Marzo,
2006).

Diversos estudios se han realizado sobre la relacion de estos receptores y la
alimentacion, aunque los estudios se centran principalmente en el receptor CB1,
ya que éstos participan en la regulacion alimentaria. Dichas investigaciones
realizadas con el receptor CB1 revelan que la activacién de éste produce un
incremento en el apetito (Cooper, 2004, Di marzo, op. cit.; Di Marzo, Bisogno & De
Petrocellis, 2007). De hecho, Williams, Rogers y Kirkham (1998), reportan que al
administrar dosis de 0.5, 1.0 y 2.0 mg/kg de “9-THC en ratas prealimentadas, se
produce un efecto de hiperfagia durante la siguiente hora de alimentacion. Otros
estudios han publicado que agonistas de los receptores CB1 como el Noladin,
producen un efecto dosis-dependiente para el consumo de alimento (Avraham et
al., 2005). Por su parte Haring et al., (2007), menciona que los receptores CB1
mantienen una relacion con el sistema serotoninérgico, lo que podria coadyuvar

en su influencia sobre la alimentacion.

Otro ejemplo, lo constituye un estudio donde la administracién sistémica de
anandamida a ratas (1 mg/kg), incrementd significativamente la ingesta de
alimento y dicho efecto fue bloqueado cuando se administro sistémicamente (0.5
mg/kg) el antagonista de los receptores CB1 (SR141716) (Williams & Kirkham,
1999). Un estudio mas reporta que al administrar intraparaventricularmente 5 ug
de “9-THC se produjo un incremento en la ingesta de alimento, efecto que fue

prevenido por la administracion en el mismo nucleo del antagonista de los
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receptores CB1 (0.3 pg y 3.0 ug), el Rimonabant (SR141716) (Kirkham &
Williams, 2001; Williams & Kirkham, 2002; Verty, McGregor & Mallet, 2005).

Los estudios sobre los receptores a canabinoides CB1 muestran que su activacion
produce incremento de la ingesta de alimento, mientras que al ser bloqueado el
receptor CB1 por el antagonista SR141716 (Rimonabant) el efecto producido es
hipofagia (Williams & Kirkham, 1999; Kirkham & Williams, 2001; De Vry, Schreiber,
Eckel & Rudiger, 2004; Verty, et al., 2005; Thornton-Jones, et al., 2006; Salamone,
et al., 2007).

Este efecto de reducciéon del apetito producido por el bloqueo del receptor CB1
mediante un antagonista, también es observado cuando se administran los
antagonista inversos AM 251 y AM 281 (Chen, Huang, Shen, MacNeil & Fong,
2004; Wernwer & Koch, 2003).

Las investigaciones realizadas sobre los receptores CB1 también han arrojado
datos con respecto a la influencia conductual que tiene la activacion de los
mismos. Se ha encontrado que la administracion sistémica de 250 ug/Kg de CP
55, 940 en ratas Lewis y Wistar, produce catalepsia y pérdida de la locomocién en
ambas cepas, siendo mayor el efecto en las Wistar (Arnold, Topple, Mallet, Hunt &
McGregor, 2001). Por su parte Avraham, et al. (2005), reporta que la
administracion sistémica de diferentes dosis (0.001, 0.01 y 0.1 mg/kg) de Noladin
a ratas, no afecta de manera significativa la actividad de éstas. Datos similares
fueron reportados por Salamone et al. (2007), quien encontré que al administrar
RS 141716 y AM 251, la actividad no afectdé de manera significativa la conducta

alimentaria.

A pesar de estos reportes, hasta el momento no se ha descrito la forma en que
esto sucede, es decir, como es que la activacion del receptor CB1 produce
hiperfagia. Tomando en cuenta que el hipotalamo es una region relevante para el

control de la alimentaciéon y que los receptores CB1 se encuentran en el NPH,
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podria ser que el efecto de la activacion de los receptores CB1 se deba a una
liberacion de sustancias orexigénicas y a la inhibicion de sustancias
anorexigénicas (Stratford, 2005; Fletcher, Currie, Chambers & Leibowitz, 1993;
Kirkham & Williams, 2001) que directa o indirectamente influyen sobre los

mecanismos de la expresion de la saciedad y el apetito.

2.3.3 Canabinoides, endocanabinoides y alimentacién.

Con el interés de estudiar los efectos de los canabinoides en la ingesta de
alimento en humanos, los primeros experimentos realizados usaron como fuente
de canabinoides a la marihuana. Dichos estudios encontraron diversos datos
importantes, por ejemplo, que cuando las personas fumaron marihuana reportan
mas hambre que aquellos que no la habian consumido. También se encontré una
preferencia por la comida de sabor dulce o de sabor agradable después del
consumo de marihuana (Siler, et al., 1933; Tart, 1970; Haines & Green, 1970,
citados en: Cota, et al.,, 2003). Lamentablemente por falta de sistematicidad en

dichos experimentos, aspectos como la dosis de “9-THC no se determinaron.

Un estudio posterior reveld que al consumir diferentes dosis de “9-THC se
obtenian efectos variables sobre el apetito, es decir, las dosis bajas del
canabinoide producian un incremento en el apetito, mientras que cuando se
administraban dosis altas el efecto era el contrario, el apetito era inhibido (Gagnon
& Elie, 1975, citados en: Cota, et al., 2003).

A estos estudios siguié una serie de experimentos sistematicos, donde se busco
corroborar los datos proporcionados por los experimentos anteriores. Entre dichos
estudios se encuentra el de Greenberg et al. (1976, citado en: Cota et al., 2003),
donde se proporcioné a voluntarios cigarros de marihuana con un 20% de “9-THC
y se midié el peso corporal durante 1 mes, observando un incremento del mismo
durante el periodo de administracién, mientras que en los dias posteriores al

término de dicho periodo, se observd una disminucién del peso.
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Por su parte, Foltin, Brady y Fischman (1986), corroboraron la predileccion hacia
la comida dulce y de buen sabor por parte de los fumadores de marihuana.
Finalmente, Mattes, Engelman, Shaw y Elsohly (1994, citados en: Cota et al.,
2003), confirmaron que al administrarse por diferentes vias (oral, inhalacion de
humo o supositorios) del “9-THC induce un efecto sobre la seleccién dietaria,

incrementando la preferencia por alimento de sabor agradable.

De la gama de canabinoides existentes, el Rimonabant (SR 141716), es el que
actualmente es utilizado como medida terapéutica para el tratamiento de la
obesidad, al ser uno de los tres medicamentos aprobados por la Organizacion
Mundial de la Salud para este fin (Moreno, et al., 2005).

El Rimonabant ha sido objeto de estudio de muchos investigadores y se han
publicado diversos datos, entre los que destaca la hipofagia producida por el SR
141716, asi como el bloqueo de los efectos de la administracion de un agonista de
los receptores CB1. En un estudio realizado por Jbilo, et al. (2005), se encontrd
que al administrar 10 mg/kg por 40 dias a ratas obesas, éstas redujeron su
obesidad al perder el 50% de su masa adiposa. Estos resultados se han
encontrado en publicaciones donde los sujetos utilizados fueron ratas, por lo que
recientemente se han realizado investigaciones en humanos para corroborar esta

informacién.

Dichos estudios muestran que el uso de Rimonabant en humanos produce una
pérdida de peso corporal, reduccion en el tamafio de la cintura y una reduccién en
los indices de riesgo de las enfermedades cardiovasculares (p. e. Colesterol,
glucosa, triglicéridos, etc.) (Bellocchio, et al., 2006; Van Gaal, et al., 2005).

Estudio sistematico de la Alimentacion.

La alimentacion es una conducta compleja que ademas de suministrar los

requerimientos nutricionales al individuo, consiste en la busqueda y seleccion de
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una serie de productos naturales o transformados (alimentos); por lo que resulta

una conducta dificil de estudiar de manera sistematica.

Para poder estudiar la conducta alimentaria de forma sistematica, primero resulta
necesario definir algunos conceptos de gran trascendencia, como son <hambre>,
<apetito>, <satisfaccion> y <saciedad>. De acuerdo con Bundell (1984), se define
como <hambre> al proceso responsable del inicio de la alimentacién, como
<apetito> al proceso que dirige y guia la conducta de alimentacién una vez
iniciado el episodio alimentario, <satisfaccion> es el proceso mediante el cual se
detiene la alimentacion, finalmente la <saciedad> es el estado de inhibicion de la

ingesta ante un proximo episodio.

En las distintas investigaciones sobre el control alimentario, actualmente se utiliza
la herramienta conductual de la Secuencia de Saciedad Conductual (SSC) la cual
ha permitido analizar sistematicamente el mecanismo de accion conductual por el
cual algunas drogas producen cambios en el comportamiento alimentario
(Haldford, Lawton & Blundell, 1997).

La SSC consiste en la sucesién y distribucion temporal de diferentes conductas
que muestran el proceso saciatorio de la ingestién de alimento, es decir, es el
proceso mediante el cual la ingestion de alimento es remplazada por actividad no
alimentaria (como acicalarse) y eventualmente el descanso. Asi, esta técnica es
ampliamente aceptada como una prueba conductual confiable y util para distinguir
los efectos indirectos como la hiperactividad, sedacién o nausea de los efectos
directos que tienen las drogas sobre el apetito, la saciedad y la ingesta de
alimento (Haldford, Wanninayake & Blundell, 1998).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El creciente aumento en los indices de obesidad en el mundo, crearon la
necesidad en la comunidad cientifica de realizar investigaciones con el fin de
buscar nuevas alternativas para el tratamiento de este padecimiento. Un area que
habia sido poco estudiada y que en afios recientes ha llamado la atencion fue la
de los canabinoides. Los estudios realizados sobre el sistema endocanabinoide,
muestran que éste ejerce una influencia sobre el control alimentario y la saciedad.
Al descubrirse los receptores CB1 y CB2, en los estudios realizados sobre éstos,
se encontré que la activacion de los receptores CB1 produce un aumento del
apetito. También se mostré que este efecto puede ser prevenido por el uso de
antagonistas como el Rimonabant. Otros hallazgos fueron que diferentes dosis de
un agonista al receptor CB1 produce efectos variables en el apetito y que la
activacion de dichos receptores produce una preferencia por la comida paladable.
Estos resultados motivaron el uso del Rimonabant como una alternativa
terapéutica para la obesidad, aun sin conocer el perfil conductual asociado a su
efecto terapéutico. Sobre el efecto del Rimonabat en los seres humanos, se sabe
gue éste produce una pérdida del peso corporal, asi como la reduccion de los

indices de riesgo de las enfermedades cardiovasculares.

Asi, el presente trabajo se fundamenta en los siguientes supuestos:

1. El sistema canabinoide ejerce influencia principalmente estimulatoria sobre
el control alimentario (Contreras, et al., 2003; Carlini, 2003; Cota, et al.,
2006; Gamber, Macarthur & Westfall, 2005).

2. La activacion de los receptores CB1 produce aumento del apetito (Williams,
Rogers & Kirkham, 1998; Williams & Kirkham, 1999; Kirkham & Williams,
2001; De Vry, Schreiber, Eckel & Rudiger, 2004; Chen et al., 2004;
Avraham et al., 2005; Verty, McGregor & Mallet, 2005).



3. La administracion sistémica de diferentes dosis de un agonista de los
receptores CB1 produce efectos variables en el apetito (Gagnon & Elie,
1975, citados en: Cota, et al., 2003).

4. El bloqueo de los receptores CBL1 por la accién de un antagonista, produce
una reduccion de la ingesta y no afecta de manera significativa a la
actividad (Chen, et al., 2004; Wernwer & Koch, 2003; Avraham, et al., 2005;
y Salamone et al., 2007).

5. El efecto de aumento del apetito producido por la activacion de los
receptores CB1 puede prevernirse con el pretratamiento con un antagonista
(Williams & Kirkham, 1999; Kirkham & Williams, 2001; De Vry, Schreiber,
Eckel & Ridiger, 2004; Chen, et al., 2004; Abraham, et al., 2005; Verty,
McGregor & Mallet, 2005).

6. No se conoce el perfil conductual asociada a la activacion de los

receptores CB1.

Dado lo anterior, resulta necesario analizar el mecanismo conductual asociado al
efecto estimulatorio de la ingesta por la activaciéon de los receptores CB1, lo que

potencialmente ayudara a entender el efecto terapéutico del Rimonabant.
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4. HIPOTESIS

Como hipétesis se plantea que la hiperfagia inducida por la activacién aguda del
receptor CB1 estd asociada a la inhibicién de la progresion de la saciedad, es

decir, la SSC demora su expresion.



5. OBJETIVO

5.1 Objetivo General.

El objetivo general de este trabajo es: caracterizar el perfil conductual (secuencia
de saciedad conductual) asociado a la hiperfagia inducida por la activacion de los

receptores a canabinoides CBL1.

Objetivos Particulares.

1. Evaluar los efectos de la administracion sistémica del ACEA (agonista de
los receptores CB1) en la autoseleccion dietaria (proteinas, carbohidratos y
grasa) y la secuencia de saciedad conductual de ratas sometidas a un
programa de alimentacién restringida.

2. Evaluar si los efectos del ACEA sobre la ingesta de alimento y la secuencia
de saciedad conductual son prevenidos por el bloqueo de los receptores a

canabinoides CB1 (administracion sistémica de AM 251).



6. METODO

Sujetos.

Cuarenta ratas macho Wistar de 200-220 g proporcionados por el bioterio de la
FES-Iztacala. Todos los procedimientos se llevaron a cabo conforme a la Norma
Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) con las Especificaciones para la

Produccién, Cuidado y uso de Animales de Laboratorio.

Farmacos.

N-(Piperidin-1-yl)-5-(4-iodophenyl)-1-(2,4-dichlorophenyl)-4-methyl-1H-pyrazole-3-
carboxamide (AM 251, antagonista CB1) y Arachidonyl-2-chloroethylamide
(ACEA, agonista CB1) (Tocris, Bioscience, USA). EI AM 251 fue disuelto con
dimetilsulfoxido (DMSO, 5% del volumen total) y posteriormente diluido con
solucion salina al 0.9 %. ElI ACEA fue resuspendido en DMSO (se adquirié en
solucion de etanol) y se agregd nitrogeno para facilitar la evaporacion del etanol,
posteriormente fue diluido con solucion salina al 0.9% (la solucion final tuvo 5% de
DMSO). Los farmacos fueron administrados intraperitonealmente (ip) en un

volumen de 2 ml/kg.

Dieta.

Hidratos de carbono (harina de maiz Maseca, maiz nixtamalizado, Molinos Azteca
de Chalco S.A. de C.V., planta Teotihuacan), proteinas (proteina aislada de soya
91.5% marca Supro 500 E, distribuido por Protein Technologies International, S.A.
of C.V. Checkerboard Square, St. Louis, MO), grasas (manteca vegetal Inca.
Elaborado por Anderson Clayton & Co. S.A. de C.V., Tultitlan, Estado de México).
El agua fue enriquecida con Vitater, un suplemento vitaminico (hecho en México

por Laboratorio Maver).

Situacion experimental.
Los sujetos fueron habituados a la situacion experimental durante una semana
antes de iniciar las sesiones experimentales. Estas condiciones consistieron en

cajas habitacion individuales en un bioterio con el ciclo de luz-oscuridad invertido



(las luces se encendian a las 21:00 h) y con una temperatura de 21 + 1 °C. El
agua estuvo disponible todo el tiempo, mientras que el alimento (dieta

experimental) solo fue presentado durante 2 horas al dia.

Programa de alimentacion restringida.

Con la finalidad de evaluar los efectos de los tratamientos farmacologicos en
condiciones de saciedad alimentaria, los sujetos fueron habituados durante 3 dias
a la dieta experimental (proteinas, carbohidratos y grasas en comederos
separados), para que se acostumbraran al cambio de dieta. Durante los siguientes
4 dias los animales se expusieron a un programa de alimentacién restringida en el
gue durante un periodo de dos horas al dia (al inicio de la fase oscura del ciclo
circadiano de la rata) se proporcionaron a los animales el alimento (dieta
experimental, proteinas, carbohidratos y grasas en comederos separados). La
posicion de los comederos fue cambiada diariamente para prevenir preferencia de
lugar y el alimento sélo estuvo disponible en este horario. Los sujetos fueron
expuestos a estas condiciones durante 7 dias antes de iniciar las sesiones
experimentales. Los sujetos que no se adaptaron a la dieta (consumo minimo de
cada uno de los nutrimentos) fueron excluidos del estudio. Concluido el periodo de
habituacion (dia 8) y posterior a la exposicion del alimento, se realizaron
videograbaciones para llevar a cabo los registros conductuales correspondientes a
las sesiones control y experimentales (durante éstas sesiones, el alimento se
colocé nuevamente en las cajas habitacién después de las primeras dos horas de

la fase de oscuridad).

Registros conductuales.

Analisis de la Secuencia de Saciedad Conductual. Posterior a las dos horas de
exposicion de alimento y 15 minutos después de los tratamientos farmacoldgicos,
se realizé un registro de duracion continua de 60 min, mismo que fue dividido en
12 periodos de 5 min cada uno, donde se medi6 la duracién de cinco categorias
conductuales mutuamente excluyentes: alimentacion (consumo de cualquiera de

los nutrimentos), ingestion de agua, actividad (locomocion, levantamiento en dos
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patas, desplazamiento), acicalamiento y descanso (inactividad motora con o sin
0jos cerrados, la cabeza del sujeto se encuentra en el piso de la caja habitacion).
El consumo de alimento fue medido al inicio y al final del registro conductual de

60, para su comparacion.

Disefio experimental.

Los sujetos tuvieron disponible el alimento ad libitum durante 3 dias, para
posteriormente someterlas a un programa de alimentacidn restringida.
Posteriormente, 25 de los animales fueron asignados aleatoriamente a uno de
cinco grupos, uno control y cuatro experimentales (cada grupo con n = 5). Los
sujetos de los grupos experimentales recibieron la administracion de diferentes
dosis de ACEA (0.1, 0.25, 0.5 y 1.0 mg/kg ip) justo al término de las dos horas de
alimentacién del dia 7; el grupo control recibié la inyeccion (ip) del vehiculo. Los 15
sujetos restantes fueron asignados aleatoriamente a uno de tres grupos, uno
control y dos experimentales (cada grupo con n = 5). Los sujetos de los grupos
experimentales recibieron la administracion de diferentes dosis de AM 251 (0.05 y
0.25 mg/kg ip) y de 0.5 mg/kg ip de ACEA, justo al término de las dos horas de
alimentacion del dia 7; el grupo control recibio la inyeccion (ip) de 0.25 mg/kg de
AM 251. Posteriormente se realizé la evaluacion de la SSC y la cantidad de

alimento ingerido

Andlisis estadistico.

Dado que la prueba de Batrtlett para la igualdad de las varianzas indico diferencias
significativas en las muestras comparadas se empled la aproximacion no
parameétrica para el analisis de los datos. Para determinar si hay diferencias
estadisticas, se empled una Kruskal-Wallis, seguida de la prueba post hoc de
Dunn cuando fue apropiado. Los resultados se presentaran en términos de
medianas + el rango intercuartilico (RI). Adicionalmente, los datos
correspondientes al tiempo que los sujetos se encontraban realizando alguna de
las categorias conductuales fue integrado (segundos/tiempo) para obtener el area

bajo la curva (ABC) y se realizaron comparaciones entre los grupos para cada una
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de las categorias conductuales mediante la prueba estadistica Kruskal-Wallis,
seguida de la post hoc de Dunn. El criterio para la significancia estadistica fue
p<0.05.
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Gramos

/. RESULTADOS

A continuacion se presentan los resultados obtenidos sobre la ingesta, la SSC vy el

area bajo la curva de los diferentes grupos experimentales.
7.1 Ingesta.

Para evaluar la ingesta de alimento se utilizé la prueba Kruskal-Wallis y
posteriormente la prueba post hoc de Dunn. Los datos muestran que sélo en la
ingesta de carbohidratos se obtuvieron diferencias significativas (K = 25.61,
p<0.0001). La prueba de Dunn por su parte, reveld que el grupo de 0.5 mg/kg de
ACEA tuvo una ingesta significativamente mayor en comparacion con el grupo Vh
(p<0.01) y el de 1.0 mg/kg de ACEA (p<0.001). Ademas la prueba mostré que la
ingesta del grupo de 1.0 mg/kg de ACEA fue significativamente menor a la ingesta
del grupo de 0.25 mg/kg de ACEA (p<0.01) (Ver Figura 5).

A Ingesta de Carbohidratos B Ingesta de Grasas

8 *Kkk
vl *

Gramos

EﬁTiiﬁ ) St m

Vh 01 025 05 1 vh 01 025 0.5 1

ACEA mg/kg ip ACEA mg/kg ip

Figura 5. Muestra las medianas + rango intercuartilico (RI) de la ingesta en carbohidratos (A) y
grasas (B) de los grupos Vh, ACEA a 0.1, 0.25, 0.5 y 1.0 mg/kg. La significancia de las diferencias
fue determinada por la prueba post hoc de Dunn. ** p<0.01 y *** p>0.001. (Vh n= 5; ACEA 0.1 n=6;
ACEA 0.25 n=6; ACEA a 0.5 n=5 y ACEA a 1.0 n=7). Abreviaturas: Vh=Vehiculo, ip=Intrapeitoneal.



La ingesta de proteinas y grasas, de acuerdo con el analisis estadistico no tuvo
diferencias estadisticas significativas por efecto del tratamiento (K = 0.5646,
p>0.9669 y K = 4.836, p>0.3045 respectivamente) (Ver Apéndice A, Figura 1A).
Las grasas presentan una tendencia a la disminucién de la ingesta la cual no

resulta significativa (Ver figura 5).

El efecto producido por el ACEA (0.5mg/kg) de aumento en la ingesta de
carbohidratos, fue prevenido por el pretratamiento del AM 251 en dosis de 0.05 y
0.25 mg/kg. La prueba estadistica Kruskal-Wallis reveld diferencias significativas
(K = 20.51, p<0.0004) ya que el consumo de carbohidratos fue menor en los
grupos pretratados con el AM 251 en comparacion con el grupo de ACEA 0.5
mg/kg (0). La prueba post hoc de Dunn mostré que la ingesta de carbohidratos del
grupo de ACEA 0.05 mg/kg (0) fue significativamente mayor que la ingesta del
grupo Vh vy del grupo de AM 251 a 0.25 mg/kg (p<0.01). Mientras que la tendencia
en disminucion de la ingesta de grasas en la dosis de ACEA a 0.5 mg/kg fue
prevenida por el pretratamiento con AM 251 en diferentes dosis (0.05 y 0.25

mg/kg) (Ver Figura 6).

En el caso de las proteinas el pretratamiento de AM 251, no mostré diferencias
significativas (K = 1.027, p<0.9057) (Ver Apéndice B, Figura 2A).
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A Ingestade Carbohidratos B Ingestade Grasas
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Figura 6. Muestra las medianas + Rl de la ingesta en carbohidratos y grasas de los grupos Vh,
ACEA 0.5 (0), AM 251 a 0.05y 0.25 + ACEA a 0.5 y AM 251 a 0.25 mg/kg. La significancia de las
diferencias fue determinada por la prueba post hoc de Dunn. *** p>0.01. (Vh n= 5; ACEA a 0.5 n=5;
AM 251 0.05 + ACEA 0.5 n=4; AM 251 0.25 + ACEA 0.5 n=5 y AM 251 0.25 n=6). Abreviaturas: Vh

= Vehiculo

7.2 Secuencia de Saciedad Conductual (SSC).

En lo que se refiere a la SSC, los datos obtenidos muestran que en el grupo
Vehiculo (A) la saciedad ya se habia presentado antes del inicio del registro, es
decir, durante las dos horas de prealimentacion, por lo que la conducta de
descanso predomind sobre las de actividad e ingestion, por ello la linea de la

ingesta y la linea del descanso nunca se cruzan (Ver Figura 7).

En el grupo con una dosis de 0.1 mg/kg de ACEA (B) se observa que la saciedad
se presenta hasta poco antes del periodo cinco, por lo que ésta es inhibida. Este
efecto inhibidor de la saciedad también se muestra en el siguiente grupo con una
dosis de 0.25 mg/kg de ACEA (C), en el que la saciedad fue retrasada hasta
pasando el periodo siete. Por otro lado, la dosis de 0.5 mg/kg de ACEA (D)

provoco una inhibicion de la saciedad de mas de 60 min, puesto que de acuerdo
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con la grafica D (Figura 6), la conducta que predominé durante los doce periodos
fue la de la alimentacion, mientras la del descanso se mantuvo por debajo de ésta,
lo que provocd que ambas lineas no se cruzaran, indicando que la saciedad no

habia llegado.

Finalmente el grupo con la dosis mas alta de ACEA (1.0 mg/kg) (E), produjo un
patrén conductual similar al del vehiculo, donde se encontré que los sujetos ya
estaban saciados, por lo que se observé una disminucién de la alimentacion hasta

llegar a 0, seguida de actividad motora y predominio del descanso (Ver Figura 7).

Los siguientes resultados muestran que el efecto de inhibicién de la saciedad
producido por la dosis de 0.5 mg/kg de ACEA (descrito anteriormente), es
prevenido por el pretratamiento del antagonista de los receptores CB1, el AM 251.
En el grupo al que se le administraron dosis de 0.05 mg/kg de AM 251 y 0.5 mg/kg
de ACEA (H), la saciedad se presentd poco antes del periodo diez, es decir, 10
minutos antes que en el caso de la grafica (B). El bloqueo total de dicho efecto, se
observo al administrar una dosis mas alta de AM 251 (0.25 mg/kg) combinada con
0.5 mg/kg d