Universidad Nacional Autonoma de México

Facultad de Estudios Superiores Iztacala

"Motivacion por el alimento palatable, cannabinoides y
receptores CB2 de la corteza cingulada anterior"

T E S | S -]
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

LICENCIADA ENPSICOLOGIA [
P R E S E N T AN

Eugenia Maria Hernandez Morales

Director: El Dr. El Rodrigo Erick Escartin Pérez
Dictaminadores: Dr. El Juan Manuel Mancilla Diaz

Lic. El Felipe Cortés Salazar

Facultad de Estudios Sup

[ZTACALA
Los Reyes lIztacala, Edo de México, 2023



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Agradecimientos

Quiero agradecer el apoyo de la DGAPA, gque mediante el Programa UNAM-PAPIIT IN232120

financié la beca y los materiales para la realizacién de esta investigacion.

Agradezco a la institucion que me alberg6, y me brind6 la oportunidad de formarme

profesionalmente.

También agradezco el apoyo, paciencia, compafiia, y consejo de familiares, amigos, colegas y

profesores, que me acompaiaron en este proceso, y motivaron a culminar este proyecto.

En especial al Dr. Erick, director de esta tesis, quien me invité a participar en el laboratorio, me
integro en el equipo y me confio diferentes experimentos para enriquecer mi formacién

profesional. Gracias por el apoyo, la paciencia y la confianza.

Otra persona fundamental en la realizacion de esta tesis fue Felipe, quien en muchas
ocasiones se detuvo a ayudarme, ensafiarme, corregirme o simplemente a acompafiarme en

las actividades del laboratorio. Muchas gracias por tu paciencia, ayuda y confianza.

Al Dr. Juan Manuel, sin su direccién en el grupo de investigacion, probablemente este y otros

proyectos no serian posibles.

Por dltimo y no menos importantes, mis compafieros de laboratorio, porque compartimos
muchas horas, con lo que eso implica, apoyarnos en los proyectos profesionales, pero también

acompanfarnos en los temas personales.



“La ciencia, muchacho, esta hecha de errores, pero de errores utiles de cometer, pues poco a

poco conducen a la verdad”

Julio Verne



Resumen

En modelos animales con roedores, que se les ha inducido obesidad experimentalmente o que
reportan comportamientos similares a los atracones, se han observado alteraciones del tono
endocannabinoide en areas cerebrales particulares. Tal es el caso de la corteza cingulada
anterior (CCA), que contribuye en la evaluacion del valor reforzante de los estimulos y con ello
participa en la regulacion de la alimentacion hedonica, esta region expresa receptores a
cannabinoides CB2 (rCB2). Dado lo anterior, hipotetizamos que la sefializacion cannabinoide
mediada por rCB2 modula algunos de los procesos conductuales y motivacionales de la
alimentacion no homeostatica. Asi, el objetivo de esta tesis fue evaluar la contribucién de los
rCB2 de la CCA en ratas sobre la regulacion del consumo de alimento palatable, mediante una
tarea operante en la que se evaluaron cambios en la motivacion (puntos de ruptura, 1y 8 horas
postinyeccidn) por el alimento palatable (solucién de sacarosa al 10%) de los sujetos tratados
con un agonista selectivo de los rCB2 (GW838972A, 0.25ug/ul). Nuestro principal hallazgo
muestra que los cannabinoides en la CCA contribuyen con la regulacién de la alimentacién no
homeostética via rCB2, ya que la activacion intra-CCA de estos receptores disminuye la

motivacion por el alimento palatable 8 horas después de la administracion del farmaco.

Palabras clave: receptores CB2, corteza cingulada anterior, regulacién de la

alimentacion heddnica, motivacion.



Abstract

In rodent animal models, researchers who experimentally induced obesity or binge-like behavior
have reported alterations of endocannabinoid tone in particular brain areas. Some of these
areas include regions that contribute to hedonic eating regulation, for instance, the anterior
cingulate cortex (ACC), which participate to the evaluation of the reinforcing value of stimuli.
This region express CB2 cannabinoid receptors (rCB2). We hypothesized that rCB2-mediated
cannabinoid signaling modulates some of the behavioral and motivational processes of hon-
homeostatic feeding. Consequently, the present thesis aimed to evaluate the contribution of
rCB2s in the ACC of rats on the palatable food consumption regulation. We employed an
operant task in which we assessed changes in motivation (breakpoints, 1 and 8 hours post-
injection) for palatable food (10% sucrose solution) of subjects treated with a selective rCB2
agonist (GW838972A, 0.25ug/ul). Our main finding indicates that cannabinoids in the ACC
contribute to the regulation of non-homeostatic feeding via rCB2 since intra-ACC activation of

these receptors reduces motivation for palatable food 8 hours after drug administration.

Key words: CB2 receptors, anterior cingulate cortex, regulation of hedonic eating,

motivation.
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1. Introduccion
1.1 Conducta alimentaria y motivacion por el alimento palatable

1.1.1 Conducta alimentariay su regulacion
La alimentacién es una actividad elemental para la vida del ser humano. Se lleva a cabo
mediante la busqueda, seleccion, preparacion e ingestion de los alimentos. A este conjunto de

actividades se le conoce como conducta alimentaria (Cardenas et al., 2014).

La conducta alimentaria es particular para cada individuo y se ve influenciada por
diferentes factores, biolégicos, psicologicos, sociales y ambientales. Entre los factores
biolégicos se encuentra la homeostasis, que mantiene el equilibrio energético general a través
de diferentes mecanismos como la regulacién de la ingesta o del gasto energético,
involucrando, sefiales de hambre/saciedad, tasa metabdlica, termogénesis, entre otros. Un sitio
clave en esta regulacién es el hipotdlamo, que censa la informacion periférica (niveles de
glucosa, acidos grasos, u hormonas como grelina, leptina, insulina, péptido YY, entre otros) y
central (liberacién de proopiomelanocortina (POMC), proteina relacionada a Aguti (PRAQ),
neuropéptido Y (NPY), entre otros) con base en el nivel energético genera una respuesta

conductual y endécrina adecuadas (Liu y Kanoski, 2018; Simpson y Bloom, 2010).

La motivacion es otro factor que influye sobre la conducta alimentaria y se define como
el impulso o causa que lleva al organismo a realizar una accion o serie de acciones orientadas
a un objetivo, en este caso la alimentacion. Se involucra en conductas anticipatorias, como la
bldsqueda, seleccién y preparacion del alimento, asi como en las consumatorias, que es la
ingestion del alimento o bebida. Su correlato neuroanatémico se ubica en el sistema limbico,
gue regula el estado emocional y su consecuente respuesta conductual a partir de evaluar
sefiales periféricas y centrales censadas por estructuras como el area tegmental ventral (ATV),
el nicleo accumbens (NAc) y la corteza prefrontal (CPF) (Beltran, 2017; Delgado, 1998;

Mesurado, 2018).



Otro factor bioldgico es el heddnico, que hace referencia a la sensacién placentera en
respuesta al alimento, que en términos conductuales representa una recompensa a la ingestion
del mismo, sin embargo, no todos los alimentos generan el mismo nivel de placer. Estos
cambios en la recompensa asociada al sabor pueden deberse a las propiedades del alimento,
las preferencias del sujeto, su nivel de saciedad, entre otros. Las estructuras involucradas en la
valoracién de las propiedades reforzantes del estimulo, son las del circuito corticolimbico, CPF,
amigdala, ATV, NAc, estriado ventral e hipocampo, los cuales median componentes del agrado

y el deseo (Cota et al., 2006; Simpson y Bloom, 2010).

Entre los factores exclusivamente psicolégicos se encuentran las caracteristicas
individuales que describen las diferencias entre una personay otra, en su forma de pensar,
sentir y actuar; resultado de la interaccion entre la biologia del individuo y su entorno, por lo que
pueden modificarse a través del tiempo. Esta categoria agrupa conceptos como: personalidad,
creencias, preferencias, actitudes, estilos de afrontamiento, autopercepcion, aprendizaje social,

entre otros (Abbott, et al., 2018; Lépez, 2018).

Estos factores influyen en la conducta alimentaria e inclusive se les relaciona con el
origen y evolucion de conductas andmalas relacionadas. Vazquez- Arévalo, et al. (2014),
reportaron que quienes presentaban algun trastorno de la conducta alimentaria (TCA), obtenian
puntaciones significativamente mayores en factores como la motivacion para adelgazar, la
insatisfaccion corporal, la identificacion de la interocepcion y la desconfianza personal.
Referente a la personalidad, Keller y Siegrist (2015) mencionan que esta tiene efectos directos
e indirectos en los estilos de alimentacion y en la eleccion de alimentos, por lo que influye en la
adherencia a una dieta equilibrada o desequilibrada. También se ha reportado una influencia de
las emociones, Macht (2008) menciona que las caracteristicas emocionales (valencia,
intensidad) y las caracteristicas individuales pueden mediar cambios en la alimentacion, los

cuales podrian agruparse en las siguientes categorias: control emocional en la eleccion de



alimentos, la supresién emocional de la ingesta alimenticia, el deterioro de los controles
cognitivos de la alimentacion, la alimentacion como regulador de las emociones, y la
modulacion de la alimentacion congruente con las emociones. Centrandose en otros factores,
Fleta y Sarria (2012) hacen una recopilacién de diversas investigaciones que muestran lo
relevante que son la percepcion y las expectativas sobre la conducta alimentaria, demostrando
gue existe una relacion entre el color, sabor, textura, presencia de defectos o dafios en los

alimentos, y la aceptacién o rechazo de los mismos.

Otro gran grupo de factores que influyen directamente en la conducta alimentaria, son
los factores sociales y ambientales. Las comidas suelen ser acontecimientos sociales e
inclusive parte central de eventos importantes o celebraciones, de acuerdo a las costumbres
locales. Los habitos alimenticios tienen una herencia cultural transmitida y modificada por cada
generacién. La familia juega un rol principal, ya que suele ser el primer grupo social con el que
la persona tiene contacto, y por lo tanto en donde aprende por instruccion directa y/o por
observacion, el ritual de seleccion, preparacion, e ingestion de los alimentos. Dentro del circulo
social, un factor de influencia puede ser la religion, que en algunos casos incluyen leyes
dietéticas en sus dogmas. Otro factor decisivo para la eleccién y adquisicién de la dieta e
incluso mas relevante que la disponibilidad y la preferencia de alimentos es el econémico, que
a su vez se relaciona con el manejo y almacenamiento de los alimentos, asi como con el valor
social que se le asigné. Los factores ajenos a la comunidad son los ambientales, que incluyen
la geografia y el clima, que favorecen la produccién de ciertos alimentos y con ello su

disponibilidad y costo (Fleta y Sarria, 2012).

En lo descrito anteriormente, se planted un panorama general para considerar lo
complejo que es la conducta alimentaria por la amplia gama de conductas que se pueden
adoptar, pero también por la gran cantidad de factores que influyen y se entrelazan en la

gestion de conductas relacionadas con la alimentacién, mismos que se complejizan al ser



dinamicos y circunstanciales. El estudio de un factor en especifico podria revelar nueva
informacion, favoreciendo una mayor comprension del fendmeno en general y de su

complejidad.

1.1.2 Evaluacion de la motivacién con tecnologia conductual

La motivacion comprende los factores que impulsan a un organismo a realizar una
accion o serie de acciones orientadas a un objetivo (Beltran, 2017), es una respuesta compleja
a estimulos externos e internos con componentes no visibles que sélo son experimentados por
el sujeto. Estas caracteristicas dificultan su estudio directo, por lo que una alternativa para su
investigacion es centrarse en los efectos conductuales producidos por la manipulacion de
variables que suponen una influencia en la motivacién. En consecuencia, dentro de la
perspectiva conductual, se define a la motivacién como, el conjunto de condiciones que
permiten que el reforzador sea efectivo (Reynolds, 1968), por ejemplo, la privacion es parte de
las condiciones motivacionales que permiten que el alimento funja como reforzador y por lo

tanto su valor reforzante puede cambiar cuando el sujeto se encuentre saciado.

Dentro de la investigacion conductual se han desarrollado paradigmas en modelos
animales que favorecen un mayor control de las variables, lo que a su vez permite el disefio y/o
modificacion de modelos controlados dependiendo el objetivo de estudio o el concepto a
evaluar como, el valor reforzante del estimulo, los aspectos cognitivos, el procesamiento de
estimulo-contexto, entre otros componentes relacionados a la motivacion. El empleo de estos
modelos ha favorecido la comprension de los procesos neurobiolégicos que subyacen a la
motivacioén, evaluar el efecto de lesiones en areas cerebrales puntuales, o la administracion de
farmacos a nivel sistémico o central para modificar la actividad de un neurotransmisor
especifico, ha permitido conocer parte de la implicacion de un determinado sistema de
neurotransmisién en un nucleo o circuito cerebral, asi como su influencia en los componentes

relacionados con la motivacién. Esta informacién es relevante en la investigacion de la



capacidad adictiva de una sustancia y las posibles estrategias terapéuticas para evitar y/o tratar
su dependencia. Estos modelos presentan la desventaja de no poder extrapolar directamente
sus resultados a humanos, aunque su aporte sigue siendo valioso por la similitud desde el
punto de vista comportamental, farmacolégico y neurobioldgico (Bradshaw y Killeen, 2012;

Garcia, et al., 2017).

Uno de los modelos méas populares en la investigacién conductual es el de
autoadministracion, ya que permite evaluar el valor reforzante del estimulo bajo la manipulacion
de las variables relevantes y con ello las caracteristicas que modelan patrones en el abuso de
sustancias, permitiendo conocer mejor la neurobiologia del reforzamiento. Se ha implementado
con una diversidad de metodologias, como la de acceso libre a la sustancia, que brinda
informacion sobre el potencial reforzante del estimulo bajo ciertas modificaciones
farmacoldgicas, contextuales o con lesiones puntuales en el sujeto, asi como la preferencia por
un reforzador. Otro tipo de metodologia condiciona la entrega de un reforzador a la realizacion
de actividades especificas, para lograrlo hay diversos disefios de programas operantes de tipo,
concurrente, segundo orden, ensayos discretos, razon fija, razon progresiva, entre otros

(Garcia et al., 2017; Richardson y Roberts, 1996).

Los programas de razén suponen el entrenamiento del sujeto para realizar un trabajo
operante, especifican el nimero de respuestas que debe emitir para obtener el reforzador,
cuando se solicita siempre el mismo ndmero de respuestas se le conoce como razoén fija (RF)
(Bradshaw y Killeen, 2012; Reynolds, 1968), este tipo de programas pueden evaluar
cualitativamente si la sustancia puede actuar como reforzador, pero no puede evaluar la

eficacia del refuerzo (Richardson y Roberts, 1996).

Para investigar el efecto reforzante del estimulo, el programa mas utilizado es el de

razon progresiva (RP), que condiciona la entrega del reforzador a un requerimiento de



respuesta operante que se incrementa sistematicamente, por lo que cada vez se solicita un
mayor esfuerzo para obtener la recompensa, hasta llegar al punto en el que el sujeto ya no
responde. El Ultimo valor alcanzado de la serie, que es el valor maximo de respuestas que el
sujeto estuvo dispuesto a realizar por la recompensa, se le conoce como punto de ruptura y se
le considera una medida valida para evaluar la motivacion (Bradshaw y Killeen, 2012; Garcia et

al., 2017; Richardson y Roberts, 1996).

La eleccién del modelo dependera del objeto de estudio y el establecimiento de las
caracteristicas particulares, este debe contemplar el tipo de reforzador, la dosis, los patrones
de consumo, la duracién de la sesidn, las condiciones propias del sujeto como su especie,
sexo, periodo de desarrollo en el que se encuentra, asi como las propiedades y factores
relacionados a la variable dependiente y al ambiente (Garcia et al., 2017). Es por lo anterior
gue ningln programa por si solo es sensible a las diferencias cualitativas entre las
caracteristicas de dos experimentos, e incluso el objetivo de un protocolo puede requerir de dos

metodologias diferentes (Richardson y Roberts, 1996).

Algunas consideraciones metodoldgicas para evitar resultados erréneos al trabajar con
programas de RP incluyen contemplar las fases del aprendizaje operante, que comienza con la
adquisicion de la respuesta, en donde se asocia la conducta con el reforzador. En esta etapa,
la tasa de respuesta suele ser muy variable, y cuando esta se estabiliza se considera el inicio
de la etapa del mantenimiento de la conducta (Garcia et al. 2017). Es comun que el
entrenamiento de asociacion se dé bajo programas de RF, ya que facilitan el aprendizaje y
promueven una rapida adhesion a los programas de RP. Otra consideracién a contemplar con
estos ultimos es que brindan un solo dato por variable (el punto de ruptura), asi que, elegir una
correcta ventana de tiempo sin respuesta o sin reforzamiento como criterio para finalizar la
sesion es crucial, ya que si es demasiada corta podria reportarse un punto de ruptura falso,

especialmente cuando la tasa de autoadministracion es lenta o con un tiempo entre respuestas



amplio, asimismo la eleccién de la serie de requerimientos de respuesta dependera del patrén
comportamental en las condiciones del experimento, ya que si aumenta rapidamente
(exponencialmente), se corre el riesgo de que los valores superiores de la serie al tener un
rango amplio entre uno y otro, puedan perder sensibilidad en la evaluacion del refuerzo, o si el
aumento es demasiado lento, es decir con rangos cortos, el sujeto puede saciarse y
comprometer los resultados. También podria reportarse un dato erréneo si al realizar una
manipulacién farmacolégica como variable dependiente, no se empareja la evaluacion
conductual con el momento de maximo efecto del fArmaco, de ser asi podria reportarse un
efecto no dependiente del mismo. Con relacién al analisis estadistico de los resultados, por la
naturaleza de las series progresivas en donde las razones finales tienen una mayor varianza
gue los valores iniciales, también reportaran una mayor desviacion estandar, lo que viola los
supuestos de homogeneidad de las varianzas que requiere el andlisis de varianza (ANOVA),
por lo que una solucién es utilizar un analisis no paramétrico o realizar el analisis con el nimero
de reforzadores otorgados, sustituyendo el valor del punto de ruptura (Bradshaw y Killeen,

2012; Richardson y Roberts, 1996).

1.1.3 Circuito de larecompensay la alimentacion

La recompensa es definida como el efecto gratificante de una accion realizada por el
sujeto y el sistema responsable de evaluarla es el circuito de la recompensa. Dicho sistema
hace un balance de costo-beneficio a partir de integrar la sensacién de estimulos externos, de
forma que cuando la consecuencia es agradable buscara la forma de obtenerla nuevamente. Al
evaluar constantemente la relacion estimulo-respuesta promueve la variabilidad de la conducta
para hacerla mas eficiente, prediciendo la proximidad de la recompensa y favoreciendo los
comportamientos que maximizan las posibilidades de obtenerla, una vez establecidas las
condiciones necesarias para obtener la recompensa se crean patrones comportamentales,

repitiendo las conductas antes reforzadas (Cardenas et al. 2014; Michel-Chévez, et al., 2015).



Los estimulos que favorecen la repeticién de la conducta que la antecedi6 son
conocidos como reforzadores, su poder reforzante proviene de la sensacién gratificante que se
percibe, que es consecuencia de la activacion del circuito de la recompensa. Ejemplos de
reforzadores naturales son la alimentacion y la conducta sexual, que promueven un beneficio
mas alla del placer experimentado, que es la supervivencia del individuo y de la especie, sobre
todo en ambientes adversos. También existen reforzadores artificiales que son capaces de
activar al sistema sin ofrecer una ventaja evolutiva o adaptativa, ejemplo de estos son las
drogas (Céardenas et al., 2014; Cota, et al. 2006; Razén, et al., 2017). Los reforzadores
naturales solo funcionan como tal ante un estado instintivo determinado (ej. privacion o
hambre), mientras que el valor reforzante de los artificiales opera con independencia del estado
instintivo (Kupfermann, et al. 2001). Esta posibilidad de siempre activar al sistema puede
resultar en un desajuste del mismo, que lleva a la dependencia del reforzador y se relaciona

con el deterioro de la capacidad de autocontrol (Razon, et al. 2017).

El circuito de la recompensa involucra estructuras mesocorticolimbicas y los nicleos
hipotalamicos (Ver Figura 1). La via mesolimbica comunica al ATV con estructuras del sistema
limbico como el NAc, amigdala e hipocampo; la via mesocortical comunica al ATV con la CPF

(Becofia y Cortés, 2011; Cota et al. 2006; Simpson y Bloom, 2010).



Figura 1

Estructuras mesocorticolimbicas y sus conexiones.
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La comunicacién clave en este sistema se da entre el ATV y el NAc a través del haz
prosencefalico medial de naturaleza dopaminérgica. A su vez, el NAc (especialmente en su
region externa) se comunica mediante proyecciones glutamatérgica con la amigdala, el
hipocampo y la CPF, permitiendo la comunicacion entre el area limbica y las zonas motoras
(Becofia y Cortés, 2011; Cardenas et al., 2014; Cota et al., 2006; Kupfermann et al., 2001;
Mesurado, 2018). Diversos autores coinciden en que las estructuras mesolimbicas procesan e
integran la informacion relacionada a la recompensa y la envian a la CPF, donde se procesa
para dar lugar al aprendizaje dirigido a metas, mediando la toma de decisiones, que se

retroalimenta de la evaluacion de estimulos y de la efectividad de la respuesta en alcanzar la
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meta, promoviendo la creacién de patrones comportamentales (Cardenas et al., 2014; Cota et

al., 2006; Kupfermann et al., 2001; Simpson y Bloom, 2010).

La dopamina (DA) es la principal reguladora en la comunicacion de este sistema, el
reconocimiento de un reforzador supone la activacion de las neuronas dopaminérgicas en el
ATV, aumentando la produccion de DA en toda la via mesocorticolimbica, promoviendo asi la
mediacion de la disposicion a realizar el esfuerzo requerido para obtener dicho reforzador.
También favorece los procesos que otorgan propiedades reforzantes a estimulos neutros, ya
gue esto facilita en un futuro la obtencién de la recompensa, por la localizacion de estimulos
gue la acomparfian (Kupfermann et al., 2001). Se ha reportado también que ciertas neuronas
dopaminérgicas se activan cuando no se recibe la recompensa esperada, sefialando un error
en la prediccion, adjudicada a un estimulo especifico (Schultz, 1998 como se cit6 en Cardenas

et al., 2014).

Aunque la DA es el principal neurotransmisor de este circuito, este no es ajeno a la
influencia de otros neurotransmisores o moléculas que podrian influenciar de manera indirecta
la regulacion de la conducta alimenticia. Por ejemplo, se sabe que las neuronas GABAérgicas
(acido y-aminobutirico, GABA) relacionadas con el ATV, el NAc, la amigala y el hipocampo,
pueden suprimir la actividad dopaminérgica. También se relaciona a los opiaceos y
endocannabinoides (eCBs) por su actividad en el ATV y el NAc, a la serotonina con su accién
sobre el hipotadlamo, al glutamato que actta en la CPF, a la noradrenalina al tener actividad en
el hipocampo, y a la adenosina que puede antagonizar a la DA (Becofia y Cortés, 2011;

Cérdenas et al., 2014; Cota et al., 2006; Razon, et al., 2017).

Diversas investigaciones se han centrado en esclarecer la influencia que tiene el circuito
de la recompensa sobre las conductas alimentarias. Szczypka y colaboradores (2001, como se

cité en Cota et al., 2006), reportan que la deficiencia de la DA en el estriado provoca hipofagia
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en los sujetos hasta niveles criticos, indicando que la alimentacién se restituye cuando se
restaura la disponibilidad de DA en el caudado putamen y, cuando se restaura adicionalmente
en el Nac, la eleccién de la dieta se basa su palatabilidad. La revision de Simpson y Bloom
(2010) recopila diferentes reportes en los que se describe que los niveles de DA aumentan en
el NAc después de la ingestidon de alimento palatable, Herndndez y Hoebel (1988 como se citd
en Simpson y Bloom, 2010) exponen que la expresion dopaminérgica puede regularse por
hormonas como la leptina, que disminuye la activacién neuronal dopaminérgica en el ATV en
cortes ex vivo (Hommel et al., 2006, como se cité en Simpson y Bloom, 2010) y la grelina, que
al administrarse directamente en el NAc y ATV aumenta los niveles de dopamina y promueve la

ingestion de alimentos (Naleid et al., 2005, como se citd en Simpson y Bloom, 2010).

En el trabajo con sujetos obesos se reportd una relacion inversamente proporcional
entre su indice de masa corporal (IMC) y la expresion del receptor D2 (de DA) en la zona
estrial, lo que implica menor sensibilidad a la recompensa. Esta condicion de la baja expresion
del receptor también se presenta en sujetos con adiccion a drogas, por lo que los
investigadores hipotetizan que esto podria explicar la conducta compensatoria de sobreingesta,
como estrategia para aumentar la estimulacién de la DA (Wang et al., 2001, como se cita en

Cota et al., 2006).

Referente a la modificacion de la actividad dopaminérgica en regiones ventromediales,
Kupfermann y colaboradores (2001), proponen discernir cuidadosamente los resultados, ya que
los efectos reportados podrian deberse a una alteracion en los procesos sensoriales y/o

motores.
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1.2 Sistema cannabinoide

El descubrimiento del sistema endocannabinoide (SeCB) fue incidental, el objetivo de
las investigaciones era conocer el mecanismo de accién de la Cannabis sativa, comprobar los
efectos terapéuticos que se le atribuian por evidencia anecdotica, y de ser confirmados,
separarlos de la actividad psicotropica también relacionada a su consumo. Se encontré que los
efectos que produce en el organismo, son mediados principalmente por su unién a dos
receptores acoplados a proteinas G (GPCR, por sus siglas en inglés), que se les nombr6é como
receptores a cannabinoides tipo 1y 2 (rCB1 y rCB2 respectivamente), a partir de este hallazgo,
se inici6 la busqueda de los ligandos end6genos, denominados endocannabinoides (eCBs) y
posteriormente se describieron las enzimas que los sintetizan. Estas moléculas endégenas en
conjunto fueron definidas como SeCB, sus receptores pueden relacionarse con moléculas
exogenas, de origen vegetal como las provenientes de la C. sativa L. denominadas
fitocannabinoides (fCBs), o de origen sintético, disefiadas en un laboratorio y conocidas como
cannabinoides sintéticos, juntos conforman el sistema cannabinoide (SCB) (Cristino, et al.,

2020; Di Marzo y Piscitelli, 2015).

El SCB gener6 mayor interés cuando se reportaron algunos efectos mediados por su
manipulacién, ademas de la relacion entre las alteraciones en la sefializacién, expresion o
funcionamiento de alguno de sus elementos y patologias o alteraciones en el buen
funcionamiento del organismo. Desde entonces, los componentes del SCB se han propuesto
como blancos farmacolégicos para el tratamiento de diversas enfermedades y condiciones (Di
Marzo, 2018). Sin embargo, el avance en las investigaciones, también revel6 la amplia
interaccidn con otros sistemas de neurotransmision, lo que complejiza la integracion de todos
los elementos en los mecanismos de accién en los que participa el SCB, dificultando el control

de su manipulacién (Cristino, et al., 2020; Di Marzo, 2018).
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1.2.1 Ligandos cannabinoides

1.2.1.1 Endocannabinoides. Son un grupo de ligandos lipidicos que incluyen amidas,
ésteres y éteres de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, derivados del acido
araquidénico (AA), por lo que pertenecen a la familia de los eicosanoides, moléculas originadas
por la oxidaciéon de acidos grasos esenciales de 20 carbonos (Di Marzo, 2006). Por su
naturaleza lipofilica existe una hipétesis de que no se almacenan en vesiculas sinapticas, sino
gue se sintetizan bajo demanda, lo que explicaria una accidn espacio-temporal selectiva, y que
posteriormente se degradan. Estas caracteristicas bioquimicas junto con su modo de
produccion y liberacidn, respaldan la hipétesis que los proponen como neuromoduladores
(Cota, et al., 2006; Di Marzo, 2018).

El primer eCB en ser caracterizado fue la N-araquidonoiletanolamina (AEA,
anandamida), formada a partir de una amida del AA y la etanolamina, su nomenclatura
proviene de la palabra sanscrita ananda que significa felicidad. Esta molécula es uno de los
miembros menos abundantes de su familia, las N- aciletanolaminas (NAE) (Di Marzo, 2018).
Fue aislada por vez primera por Mechoulam y colaboradores en 1992, a partir de un extracto
lipidico de cerebro de cerdo (Di Marzo, et al., 1998). Se ha encontrado presente en el sistema
nervioso central (SNC) y en algunos otros 6rganos, su alta expresién en zonas cerebrales
coincide con la alta densidad de expresién del rCB1, a excepcion del tallo cerebral y el tAlamo,
en donde hay poca presencia del receptor (Berrendero, 2002; Cota, et al., 2006; Romero,

2002).

El 2-araquidonoilglicerol (2-AG), pertenece a la familia de los lipidos 2-acilgliceroles (2—
AcG). La mayoria de sus congéneres tienen una expresion menos abundante y parecen tener
el inico objetivo de mejorar su funcionalidad (Di Marzo, 2018). Esta molécula fue aislada por
primera vez en 1995, por dos grupos diferentes, uno a cargo de Mechoulam vy el otro

encabezado por Sugiura, a partir de tejido del intestino de perro y cerebro de rata
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respectivamente. Se considera el eCB mas eficaz y probablemente el agonista enddégeno con
mayor afinidad para el rCB1, con un patrén de localizacién similar a la AEA, pero en

concentraciones mayores (Cota, et al., 2006; Di Marzo, 2006).

Otros eCBs conocidos, pero poco caracterizados son, la O-araquidonoil-etanolamina,
conocida también como virodhamina, es un acido araquidénico unido a etanolamina a través de
un enlace éster. Se sabe que su densidad de expresion en ciertas regiones es similar a la de
AEA. La N-araquidonoil dopamina (NADA), al administrarse sistémicamente induce
hiperalgesia, hipotermia, y reduccion de la actividad fisica espontanea, aunque no se tiene
claridad de que receptor media estos efectos. El 2-araquidonil glicerol éter, conocido como éter
de noladin, fue aislado en el 2001 por Hanus y colaboradores a partir de tejido de cerebro de
cerdo, se le atribuye inducir sedacion, hipotermia, inmovilidad intestinal y antinocicepcion leve
(Cota, et al., 2006). Estos ligandos eCBs se expresan en diferentes sitios del cerebro a
diferentes concentraciones y se conoce que pueden ser responsables de respuestas no

mediadas por los rCB1 y rCB2, debido a su afinidad con otros receptores (Ver Tabla 1).



Tabla 1.

Objetivos moleculares y localizacion de algunos endocannabinoides
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Efecto en
Accion Efecto en Efecto en otros
Cannabinoide PPARS y o
. en CBly canales receptores Localizacion
endégeno GPCRs
CB2 TRPs . y canales
huérfanos S
ionicos
Hipocampo, corteza,
cuerpo estriado, tallo
“CB1 (+)* +TRPV1(+) +GPR55 (+) «CaV3s(-) cerebral, talamoy
AEA ganglios basales.
‘CB2 (+)# +TRPM8(-) +PPARy (+) *VR1 (+) Piel, intestino, higado,
bazo, rifion,
testiculos, timo
2AG  <CB1(+) <TRPV1(+) +GPRS5(+) A2Ade  Patron de expresion
adenosina similar a AEA, con
*CB2 (+) ‘PPARy (+) +5TH1A  nivelesde
.GABA-A concentracion
(+) superiores

Virodhamida <CB1 (+)#

-CB2 (+)

Hipocampo, corteza,
cerebelo, tronco
encefalico, cuerpo
estriado

Cuerpo estriado,

NADA hipocampo, cerebelo
CB1(+)* +VR1 (+) - - Bp PO, .
azo, rifion, corazon,
piel
Eter qe .CB1 (+) No se h_a cqr]flrmado
noladin - - - su localizacion

Nota. (+) Agonista, (-) Antagonista, *Posiblemente, # Actividad parcial sobre el receptor.

(Berrendero, 2002; Cota et al., 2006; Cristino et al., 2020; Di Marzo, 2018).
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1.2.1.2 Fitocannabinoides La Cannabis sativa, mejor conocida como marihuana, ha
sido utilizada por el ser humano desde hace varios siglos. Civilizaciones antiguas ya la
empleaban con fines medicinales y religiosos, posteriormente su uso fue recreacional,
convirtiéndose en una de las drogas de abuso mas consumidas actualmente en el mundo.
Contiene mas de 400 compuestos quimicos, de los cuales mas de 100 se consideran fCBs, en
Su mayoria no psicotrépicos, con una expresion en diferentes proporciones segun la variedad
de la planta. Algunos de los principales efectos que produce son mediados por los receptores a
cannabinoides (rCBs), aunque hay evidencia de que participan otros receptores (Ver Tabla 2)
(Berrendero, 2002; Cristino et al., 2020; Di Marzo, 2018).

En su mayoria, los fCBs presentan estructuras triciclicas de ciclohexano,
tetrahidropirano y benceno con 21 carbonos. Son hidrofébicos y por lo tanto solubles en lipidos,

lo que explica su facil permeabilidad en las membranas (Gonzalez, et al., 2002).



Tabla 2.

Objetivos moleculares propuestos para algunos Fitocannabinoides
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Efecto en Efecto en
Fit: - pccionen  FOIET PPARSY | LI cnzimas
cannabinoide CBly CB2 GPCRs P y
TRPs huérfanos Y canales transportadores
ibnicos
THC G811 () TRPV2 "GPR35 ()
° + - -
«CB2 (+) * *+) *GPR18 (+)
*RPV1(+) °+PPARy(+) +CaV3s(-) <FAAH (-)
Modulador *TRPV2 (+) +*GPR55(-) <CaVi1s(-) *ENT (-)
alostérico  «TRPV3 (+)* +GPR3 (0 > HT1A
CBD negativo (+) « Transporte de
* GABAAR  eCB a través de
CB1 *TRPA1 (+) *GPR6 (-)*
™) © (+)* la membrana (-)
*‘TRPM8 (=) *GPR12 (-)* «A2A
* TRPV1 (+)
* TRPV2 (+) °f‘PRA2 * Transporte de
CBG -CB2 (+) * - PPARy (+) ( 5) 1A €CBatravés de
« TRPA1 (+) ) i ' la membrana )
* TRPM8 (-)
* TRPV1 (+)
* TRPM8 (-)
*CB1 (-)* .
THCV ()# TRPAT (+) ] ) ]
*CB2 (-) « TRPV2 (+)

- TRPV3 (+)a

- TRPV4 (+)

Nota. (+) Agonista, (-) Antagonista, *Posiblemente, # Actividad parcial sobre el receptor.

(Cristino et al., 2020; Di Marzo, 2018).



18

El primer fCB en ser caracterizado fue el A°-tetrahidrocannabinol (A>-THC o THC) por
Gaoni y Mechoulam en 1964. Es considerado el principal responsable de las propiedades
psicoactivas del consumo de la planta, dichos efectos se ven potenciados por su metabolito, el
11-hidroxi-THC (11-OH-THC), un compuesto psicoactivo. Por su parte, el cannabidiol (CBD) es
considerado practicamente desprovisto de propiedades psicoactivas y capaz de reducir los
efectos oxidativos en las neuronas, lo que le atribuye un papel neuroprotector, que aunado a
otras caracteristicas lo ha convertido en un blanco de estudio con fines terapéuticos
(Berrendero, 2002; Di Marzo, 2018; Gonzalez, et al., 2002). Otros fCBs conocidos son
cannabicromeno (CBC), cannabigerol (CBG), cannabiciclol (CBL), cannabitriol (CBT), acido
cannabidiolico (CBDA), cannabidivarina (CBDV), cannabigerovarina (CBGV), A8-
tetrahidrocannabinol (A%-THC), A®- tetrahidrocannabivarina (THCV), entre otros (Di Marzo y

Piscitelli, 2015; Di Marzo, 2018; Gonzélez, et al., 2002).

La actividad de estas moléculas en el organismo podria afectar el metabolismo y
funcién de sus congéneres. Por ejemplo, el CBD promueve la permanencia del THC en el
organismo, potencia sus efectos analgésicos y bloquea los excitatorios (Gonzalez, et al., 2002),
pero también de otras moléculas enddgenas, como las enzimas responsables de la sintesis y
degradaciéon de eCBs (Ver Tabla 2) (Di Marzo y Piscitelli, 2015). Gracias a esta influencia sobre
el SCB, actualmente farmacos boténicos derivados de la C. sativa L. se comercializan como
tratamiento de diferentes enfermedades y condiciones, entre las que se encuentran el dolor
neuropatico, la espasticidad subyacente a la esclerosis mdltiple, la caquexia relacionada al
cancer y SIDA, o las nduseas inducidas por quimioterapia, ademas de estudiarse su potencial
uso terapéutico en enfermedades inflamatorias, autoinmunes, entre otras (Cristino et al., 2020;

Di Marzo, 2018).
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1.2.1.3 Cannabinoides sintéticos Son moléculas de disefio con principal actividad
sobre los rCBs, pueden clasificarse como cualquier ligando, de acuerdo al tipo de interaccion
gue promueva en el receptor al que se una. Si estimulan la actividad del receptor se les conoce
como agonistas, por el contrario, si bloquean esta actividad se le considera antagonistas y,
aqguellas capaces de producir efectos contrarios a los mediados por la activacion, son
conocidos como agonistas inversos (Pazos y Mato, 2002).

Los agonistas sintéticos tienen una afinidad diferente para cada receptor, pueden
clasificarse, de acuerdo a su estructura quimica, aquellos analogos a los fCBs se dividen en
clasicos y no clasicos, los primeros comparten la caracteristica de una estructura
dibenzopirana, como el 11-hidroxi-A8-THC-dimetilheptilo (HU-210), el 11-hidroxi-
hexahidrocannabinol-dimetilheptilo (HU-243), la nabilona y el THC sintético (dronabinol). Los
agonistas no clasicos son moléculas con estructuras bi o triciclicas, que carecen del anillo de
pirano, algunos de ellos son el CP55,940, el CP55,244 y el CP50,556 (levonantradol). Los
aminoalquilindoles, son compuestos cannabimiméticos derivados de la pravadolina que tienen
alta afinidad por el rCB1 y rCB2, su principal representante es el WIN55,212-2. Por ultimo, los
eicosanoides, son compuestos derivados del AA como la araquidonil-2”-cloroetilamida (ACEA)
y la araquidonilciclopropolamida (ACPA), afines principalmente a los rCB1 (Cota, et al., 2006,

Di Marzo, 2018; Gonzélez, et al., 2002; Pazos y Mato, 2002).

Dentro del grupo de los cannabinoides antagonistas, se encuentra el SR141716-A con
una alta selectividad por los rCB1. A partir de su estructura se han desarrollado otras moléculas
antagonistas como el AM251 y el AM281. Respecto al antagonismo de los rCB2 se contempla
al SR144528, el 6-iodopravadolina (AM630) y el 6 -azidohex-2"-ine- A8-THC (O-1184), algunos

de estos compuestos actian como agonistas inversos (Berrendero, 2002; Pazos y Mato, 2002).

Los cannabinoides sintéticos son una herramienta en la investigacion del SCB, han

servido como recurso farmacolégico para la investigacion de mecanismos de accion, asi como
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para realizar el mapeo de la distribucion de los rCB1, principalmente mediante agonistas
marcados radioactivamente (Pazos y Mato, 2002). Actualmente algunos de estos compuestos
se comercializan con fines clinicos y algunos otros se encuentran alin en proceso de
aprobacién. Sin embargo, también son de interés para el comercio ilegal de los psicotrépicos,
especialmente algunos agonistas ultra potentes para los rCB1, sin embargo, su consumo se ha

relacionado con efectos secundarios a menudo peligrosos (Di Marzo, 2018).

1.2.2 Metabolismo de los endocannabinoides

1.2.2.1 Sintesis y transporte Con el descubrimiento y caracterizacion del SeCB,
comenzo la investigacion por conocer su papel fisioldgico, asi como sus mecanismos de
sintesis y degradacion (Di Marzo, et al., 1998). Los procesos metabdlicos mas estudiados de
los eCBs son de la AEA y el 2-AG, que, aunque comparten objetivos moleculares, difieren en
sus vias de regulacién. La sintesis de ambos se da por hidrdlisis de fosfolipidos de membrana,
facilitados por la remodelacion de la membrana celular. Su produccion se estimula por el
aumento en la concentracion iénica de CA** intracelular, ya que las enzimas involucradas son

dependientes de Ca** (Ver Figura 2) (Cristino, et al., 2020; Soria-Lara, et al., 2019).
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Figura 2

Sintesis de AEA y 2-AG

Nota. Adaptado de “Endocannabinoids in body weight control” (p. 3), por Horn, et al., 2018,

Pharmaceuticals, 11.

La via de sintesis de AEA la comparte con sus congéneres e involucra dos reacciones,
primero el fosfatidil etanolamina (PE, por sus siglas en inglés), un fosfolipido de membrana, por
accion de la N-acetiltransferasa se convierte en N—acilfosfatidiletanolamina (NAPE, por sus
siglas en inglés), que posteriormente es hidrolizado por la fosfolipasa D selectiva de NAPE
(NAPE-PLD, por sus siglas en inglés) dando como resultado una NAE, la molécula especifica
NAPE precursora de AEA es el N-araquidonil fosfatidiletanolamina (NArPE, por sus siglas en
inglés) que tiene baja disponibilidad en comparacién con sus congéneres. Lo anterior podria
explicar los bajos niveles de expresion de la AEA frente a otras NAEs. Otra via alternativa,
sugerida por investigaciones in vitro es la condensacion directa del AA y etanolamina, cuando
se encuentran a altas concentraciones (Di Marzo, 2006, Horn et al., 2018; Soria-Lara, et al.,

2019).
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La sintesis de 2-AG no se realiza por una Unica via, ya que se han planteado como
posibles sustratos los glicerofosfolipidos, triacilgliceroles y sn-1,2-diacilgliceroles
(diacilgliceroles, DAG), cada uno por vias diferentes. Los DAGs se consideran los principales
sustratos para la sintesis de 2-AG, especialmente aquellas que contienen 2-araquidonato. Los
DAGs pueden sintetizarse a partir de dos sustratos, el fosfoinositol-bisfosfato (PIP 2) y el &cido
fosfatidico (PA), ambos fosfolipidos de membrana, que se catalizan por accion de la
fosfolipasa-C selectiva a PIP2 (PIP2 PLC) y de la fosfohidrolasa selectiva de PA
respectivamente. La conversion de DAG a 2-AG se da por medio de la lipasa diacilglicerol
DAGL, que pueden ser del tipo a o B, caracterizadas por una alta selectividad a los DAGs
frente a fosfolipidos, monoacilglicéridos, triacilgliceroles y amidas de acidos grasos. La
expresion de la tipologia de la enzima y su localizacion parecen estar mediados por el
desarrollo bioldgico, ya que DAGLg se presenta en el cerebro durante las primeras etapas del
desarrollo, preferentemente en axones neuronales, mientras que DAGL, se localiza en
posicion complementaria a los rCB1, es decir en la postsinapsis del cerebro adulto, esta
informacion apoya la hipétesis de la participacién autocrina en axones y el tipo de
comunicacion retrégrada en el cerebro adulto (Cristino, et al., 2020; Di Marzo, 2006; Soria-Lara,

et al., 2019).

La sintesis de los eCBs se da a nivel intracelular, asi que para poder llegar al sitio de
unién del receptor y activarlo, deben atravesar la membrana celular. Inicialmente, se pensaba
gue por el caracter lipofilico de los endocannabinoides y su adherencia a las proteinas de
union, su paso por la membrana era mediante difusion pasiva, posteriormente con base en
algunas caracteristicas del recorrido, se propuso otra hipétesis, la existencia de un
transportador membranal bidireccional, aunque aun no se tiene certeza de su existencia (Di

Marzo, 2006; Horn, et al., 2018).
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1.2.2.2 Degradacion Los eCBs se caracterizan por tener un efecto localizado y
transitorio, asi que una vez que activaron al receptor, son rapidamente captados y degradados
intracelularmente por diferentes enzimas (Ver Figura 3). En el caso de la AEA, es por la amida
hidrolasa de acido graso (FAAH), que como su nombre lo indica hidroliza el grupo amida,
separando el acido araquiddnico y la etanolamina. Esta enzima se localiza mayoritariamente en
la postsindpsis y reconoce como sustratos a una gran variedad de aminas de acidos grasos,
como otras NAEs, amidas primarias, N-acilaminoacidos, N-aciltaurinas e inclusive se sabe que
puede hidrolizar ésteres de acido graso como el 2-AG y la virodhamina. Pareciera que esta es
la Unica via catabdlica de la AEA, o al menos la principal, ya que su distribucion tisular y celular
se encuentran relacionadas, al cesar su actividad los niveles de AEA aumentan, mientras que
los del 2-AG no presentan cambios mayores (Di Marzo, 2006; 2018; Soria-Lara, et al., 2019).

La principal via de degradacion del 2-AG, involucra a la lipasa monoacilglicerol (MAGL)
gue cataliza la molécula generando AA y glicerol, suele localizarse presinapticamente.
Reconoce como sustrato a casi cualquier acido graso insaturado de cadena larga esterificado
al glicerol. Se plantea que los efectos de MAGL representan solo el 50% de la actividad
hidrolizante total del 2-AG, por lo que se considera la participacion de otras esterasas (Di

Marzo, 2006, 2018).

A estas enzimas involucradas en la sintesis y degradacion se les considera como las
principales responsables de la modulacién del tono eCB. Sin embargo, su actividad puede
verse influenciada por moléculas enddégenas, como la leptina y el 6xido nitrico (NO), u
exodgenas como los antagonistas sintéticos de actividad enzimética (Cota, et al., 2006; Di

Marzo, 2006, 2018).

Adicional a estas vias de degradacion, la AEA y el 2-AG pueden ser reconocidos por
algunas enzimas de la cascada de araquidonato, como ciclooxigenasa-2 (COX-2), 12y 15

lipoxigenasas y algunas oxigenasas de citocromo p450. El catabolismo por accion de la COX-2
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da como resultado moléculas de la familia de los prostanoides, que pueden ser afines a
receptores novedosos y aun por caracterizar, pero que se han relacionado por inducir
respuestas proinflamatorias y pronociceptivas. La COX-2 podria ser el principal regulador de la
AEA en regiones como el hipocampo. Por otra parte, algunos de los metabolitos cannabinoides
obtenidos a partir de lipoxigenasas son capaces de unirse a los rCBs, aunque con baja
afinidad, y a receptores TRPV1 y PPARGaq, e inclusive inhibir FAAH. La mayoria de estas

moléculas no son sustrato de FAAH o MAGL (Cristino, et al., 2020; Di Marzo, 2006, 2018).
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Figura 3

Vias de degradacion de AEA y 2-AG
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1.2.3 Receptores a cannabinoides y sus mecanismos de transduccion
El SCB activa la transduccién intracelular mediante el proceso, receptor (rCB1 o rCB2)

— acoplador (GPCR) — efector (canales i6nicos 0 segundos mensajeros) y asi transmite la



26

informacion al interior de la célula, favoreciendo una respuesta adecuada ante el estimulo

(Diaz-Laviada, 2002).

El primer rCB en ser descubierto fue el rCB1, categorizado a través de métodos
radiométricos por Dacane y colaboradores en 1988. Fue identificado y clonado a partir de tejido
de rata por Matsuda y su equipo en 1990 y un afio después fue identificado en tejido humano
por el equipo de Gerard. Posteriormente se descubri6 al rCB2, identificado y clonado por

primera vez por Munro y colaboradores en 1993 (Cota, et al., 2006; Pazos y Mato, 2002).

Los rCB1 y rCB2 pertenecen a la super familia de GPCR, proteinas de membrana,
caracterizadas por presentar una estructura de siete dominios transmembranales, con un
extremo N-terminal extracelular, en donde suele encontrarse la zona de unién del ligando y un
extremo C-terminal al interior de la célula, proximo a la proteina G heterotrimérica (formada por
las subunidades a, B, y y) responsable de la activacion de efectores. Esta proteina G tiene
actividad GTPasa, la subunidad a es la responsable de unirse para hidrolizar trifosfato de
guanosina (GTP, por sus siglas en inglés) y liberar difosfato de guanosina (GDP, por sus siglas

en inglés) (Ver Figura 4) (Ortega-Gutiérrez, 2013; Pazos y Mato, 2002).

La activacion del receptor implica la union de un ligando en el dominio extracelular que
modifica la posicion de las hélices transmembrana e interaccionar con la proteina G,
produciendo que la subunidad a libere el GDP, al que estaba unido y aumente su afinidad con
el GTP. Al unirse estas dos moléculas, se disocian del dimero By, asi como del propio receptor,
la subunidad a unida al GTP y el dimero By activan sus respectivas vias de sefalizacién
independientes. Esta activacion se detiene por accion de las proteinas reguladoras de la
sefializacion de las proteinas G (RGS por sus siglas en inglés) induciendo la actividad GTPasa
de la subunidad a, que tras hidrolizar al GTP, queda unida a GDP lo que aumenta la afinidad

por el dimero By, al volver a re-asociarse con la proteina G heterotrimérica queda inactiva y
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lista para comenzar un nuevo ciclo. La amplificacion de la sefial se ve favorecida, porque la
interaccidn con un receptor puede activar simultdneamente a mas de una proteina G (Diaz-

Laviada, 2002; Ortega-Gutiérrez, 2013).

Figura 4

Ciclo de activacién/inactivacion de las proteinas G heterotriméricas
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Nota. Adaptado de “Papel de las subunidades alfa de proteinas G en los procesos morfogénicos
de hongos filamentosos de la division Ascomycota” (p.3), por Garcia-Rico y Fierro (2017), Revista

Iberoamericana de Micologia, 34(1).
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Existen diferentes familias de proteinas G heterotriméricas que se caracterizan por la
subunidad a que poseen, y cada una produce efectos celulares diferentes. Por otro lado, el
dimero By induce su propia cascada de sefalizacion independientemente del tipo de subunidad
a asociada, ambos mediante efectores particulares (Ortega-Gutiérrez, 2013). Los efectores
pueden ser de dos tipos, canales idnicos que regulan la distribucién de iones intracelulares y
asi promueven o inhiben la excitabilidad de la célula o por actividad enzimética que forman
nuevas moléculas llamadas segundos mensajeros, que a su vez activan nuevas enzimas o

proteinas, formandose una cascada de sefalizacion (Diaz-Laviada, 2002).

La mayoria de los receptores cannabinoides se acoplan a proteinas Gaio, que inhiben la
adenilil ciclasa (AC), hormona que cataliza la conversion de adenosin trifosfato (ATP, por sus
siglas en inglés) a monofosfato de adenina ciclico (AMPc, por sus siglas en inglés), por lo que
la concentracién de este ultimo disminuye afectando la capacidad de fosforilacion de las
guinasas que tienen funciones sobre el metabolismo celular y la expresion génica, ademas
estimula la via de las quinasas activadas por mitbgeno (MAPK) que estan involucradas con la
regulacion de proliferacion y diferenciacion celular. Respecto a la influencia de los receptores
cannabinoides sobre algunos canales iGnicos, se encuentran los canales de CA**,
mayoritariamente presinapticos, que al modular su concentracion intracelular, regulan la
expulsion de sustancias por exocitosis, como la liberacién de neurotransmisores. También
pueden regular algunos tipos de canales de K* preferentemente en posicion postsinaptica, que
se conocen por modular la excitabilidad de la membrana (Ver Figura 5), aunque se piensa que
la activacion de los rCB2 no modifica la actividad de los canales de Ca** y K* (Berrendero,
2002; Cota, et al., 2006; Diaz-Laviada, 2002; Pazos y Mato, 2002). En menor cantidad se ha
descrito la interaccién con proteinas Gas, que estimula a la AC, lo que promueve el incremento
en la produccion de AMPc intracelular (Diaz-Laviada, 2002). Cada efector gatilla una cascada

de transduccion diferente y en ocasiones simultanea que dificulta la comprension de las
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sefales subsecuentes y sus efectos. La actividad de estos efectores promueve la hipétesis del

papel de los eCBs como neuromoduladores (Cota, et al., 2006; Diaz-Laviada, 2002).

El rCB1, es considerado posiblemente el GPCR de siete dominios transmembranales
mas abundante en el cerebro de los mamiferos, el mapeo de su distribucion revela una alta
expresion en el SNC, en regiones como el hipocampo, la corteza, la amigdala, los ganglios
basales, el cerebelo, mientras que en la periferia se expresa en érganos como el pulmén, bazo,
corazdn, pristata, Utero, ovarios, endotelio vascular y células del musculo liso principalmente
(Berrendero, 2002; Cota, et al., 2006; Romero, 2002). Su expresién o ausencia en diferentes
zonas del cerebro, se asocia con algunos efectos producidos por el consumo o administracion
de cannabinoides exdgenos. Por ejemplo, su expresion en areas del hipocampo y la corteza
cerebral podrian explicar alteraciones reportadas sobre el aprendizaje, memoria, ademas de las

propiedades anticonvulsivas (Berrendero, 2002).

Hay evidencia de que la actividad de los receptores cannabinoides probablemente
estimula la proliferacién y diferenciacion de células madre progenitoras adultas, asi como la
participacién en el metabolismo en tejido cerebral al inhibir el transporte proténico en el cuarto
dominio de la membrana externa de la mitocondria. La mayoria de los efectos que pueda
mediar, dependeran en gran medida de la regién anatémica del tejido donde se exprese, asi
como del tipo de célula. Algunas de las funciones localizadas que se le atribuyen son: inhibir
canales de Ca** dependientes de voltaje, promover la liberacién vesicular de GABA o
glutamato cuando se encuentran en la presinapsis de neuronas inhibidoras o excitatorias
respectivamente. También se les considera capaces de mediar la autoinhibicion en
interneuronas corticales cuando se expresan en la postsinapsis. Su presencia en astrocitos del
hipocampo sugiere su participacion en la regulacién de la plasticidad sinaptica y su expresion
en el mismo tipo de células, pero en el hipotdlamo podria regular la sefializacion de leptina

(Cristino, et al., 2020). Inicialmente por su posible potencial terapéutico y su alta densidad de
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expresion dentro del SNC fue el blanco principal de las investigaciones del SCB, pero ha sido
muy dificil su manipulacién, por la presencia de efectos adversos (Cristino et al., 2020; Di

Marzo, 2018).

El rCB2 ha sido menos investigado, por lo tanto, se desconoce mucho de su fisiologia
celular y molecular. Durante un tiempo se consider6 que solo se expresaba a nivel periférico,
por su alta presencia en células del sistema inmune y en érganos como el bazo y las amigdalas
sublinguales. (Berrendero, 2002; Cota, et al., 2006; Romero, 2002). Posteriormente se encontré
su presencia en células neuronales y no neuronales del cerebro, sus mecanismos de accion
aln no estan bien definidos y, aunque actualmente se plantea que su participacion principal es
la modulacién inmune, no se descarta una actividad reguladora en otros procesos. Se ha
hipotetizado que su activacion tiene efectos opuestos a los del rCB1 y que sus niveles de
expresion en neuronas sanas son bajos. También se ha relacionado su expresion alterada con
distintas enfermedades como esclerosis multiple y Alzheimer, estos hechos lo promovieron
como un objetivo prometedor para el tratamiento de diferentes enfermedades (Cristino, et al.,
2020; Di Marzo, 2018). Se sabe que al igual que su congénere el rCB1, la activacion del rCB2
estimula la neurogénesis en la vida adulta. Adicionalmente, se ha propuesto su implicacion en
la regulacion en la permeabilidad de la barrera hematoencéfalica y, respecto a su funcion en
regiones puntuales, se ha sugerido que su activacion postsinaptica en las regiones CA2 y CA3
del hipocampo reduce la excitabilidad neuronal. La informacién obtenida hasta la fecha requiere
ser validada, ya que en ocasiones la solidez de los estudios realizados esta en duda por las
herramientas farmacologicas utilizadas, que posteriormente demuestran baja selectividad para

el receptor (Cristino, et al., 2020).
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Figura 5

Mecanismos de accioén y efectores del SCB
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Los eCBs también generan efectos no mediados por receptores a cannabinoides (Ver
Figura 5). Existe evidencia de su interaccidon con receptores ionotrépicos como es el primer y
segundo miembro de la subfamilia V, el primer miembro de la subfamilia A y el miembro 8 de la
subfamilia M, de los canales catidnicos potenciales del receptor transitorio vaniloide (TRPV1,
TRPV2, TRPALl y TRPM8 respectivamente). También se sugiere la actividad de los CBs en

algunos GPCRs huérfanos, como el GPR55, GPR18 y GPR110, asi como su afinidad al
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receptor activado por proliferador de peroxisomas del tipo a y, y (PPARa y PPARy
respectivamente), parte de esta informacion no ha sido validada in vivo debido a la falta de
ligandos radiomarcados de alta afinidad para estos receptores (Cristino et al., 2020; Di Marzo,

2018).

También se sabe que los CBs son capaces de estimular a gases por medio de la 6xido
nitrico sintasa constitutiva (c(NOS) que promueve la formacién de NO, un radical libre, que a
bajas concentraciones acta como mensajero intracelular, mientras que a concentraciones
altas estimula la liberacion de radicales libres que pueden generar dafio oxidativo. La cNOS
generalmente produce pequefias cantidades de NO y parece tener la capacidad de inhibir la
oxido nitrico sintasa de induccion (iNOS), que se relaciona con la produccién de NO por
periodos prolongados, lo que favorece su acumulaciéon y promueve su oxidacion. Los eCBs
también pueden activar a la fosfolipasa A2 (PLA2) y la PLD, ambas relacionadas con la
produccion de AA y que ejercen diversos efectos a partir de su interaccion con otras enzimas,
canales y receptores que pueden no estar relacionados con el SCB (Di Marzo, et al., 1998;

Diaz-Laviada, 2002).

1.3 Cannabinoides y conducta alimentaria

La actividad cannabinoide participa en la regulacién de la conducta alimenticia mediante
dos circuitos diferentes, uno de ellos el homeostatico, regulando el gasto energético y/o la
sefializacion de hambre/saciedad. El otro circuito regula la informacién hedénica, participando

en la valoracién de las propiedades reforzantes del alimento.
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1.3.1 Participacion cannabinoide en la regulacién alimenticia homeostatica

El primer registro en la literatura sobre la relacion entre la actividad del SCB y la
regulaciéon de la ingesta de alimentos, describia anecdéticamente un efecto orexigénico
posterior al consumo de C. sativa L., con preferencia por alimentos hipercaléricos y/o
palatables. Investigaciones posteriores confirmaron este hallazgo mediante la administracion de
cannabinoides enddgenos y exdgenos que favorecieron la sobreingesta (Williams, et al., 1998;
Williams y Kirkham, 1999), efecto que se previno con la co-administracion del antagonista de
los rCB1. Este hecho fue crucial para que la investigacion se centrara principalmente en la

participacién de estos receptores sobre la regulacién alimentaria (Williams y Kirkham, 1999).

Las investigaciones realizadas encontraron que la participacion de los rCB1 en la
regulacion del comportamiento alimenticio podria ser diferente dependiendo de la disponibilidad
del alimento, aunque se han presentado datos contradictorios, Onaivi, y colaboradores (2008),
reportaron que bajo condiciones ad libitum el bloqueo de los rCB1 no muestra efecto en la
supresion alimenticia, mientras que Ting y su equipo (2015) observaron que solo mediante
administraciones sistémicas de altas concentraciones del antagonista AM251, se observa una
reduccion en el consumo acumulado de alimento. Sin embargo, ambos grupos de investigacion
coinciden en que el bloqueo del rCB1 bajo condiciones de privacion suprime la ingesta
acumulada, efecto que es dosis dependiente y que no es sensible a las caracteristicas de la
dieta. Otro dato que agrega informacién a este respecto es que, al usar ratones genéticamente
modificados para disminuir la expresion total del rCB1, se encuentra un incremento significativo
en la ingesta de alimento alto en grasas, en contraste con los sujetos heterocigotos que si
expresan al receptor, este efecto desenmascara la participacion de este receptor para censar

las sefales de saciedad en el balance energético (Guegan, et al., 2013).

La divergencia en los resultados antes mencionados podria deberse en parte a las

condiciones especificas de la disponibilidad del alimento, al tipo de alimento y al farmaco
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administrado. Por su parte Escartin-Pérez y colaboradores (2009) reportaron el efecto en la
eleccién de macronutrientes, después de administrar sistémicamente el agonista ACEA
sugiriendo que el rCB1 participa en la preferencia por tipo de alimento en condiciones ad
libitum, encontraron una preferencia por carbohidratos, ademéas cambios en la microestructura
de la secuencia de saciedad conductual, aumentando el tiempo de alimentacién y demorando

el proceso de saciedad, efecto que se previno con el bloqueo de los rCB1.

Este receptor también participa en la modulacién del gasto energético, como lo revela el
reporte de Ravinet-Trillou y colaboradores (2004), en el que sometieron a un modelo de
obesidad inducido por dieta (OID) a ratones transgénicos con el rCB1 disminuido, observaron
gue la ausencia de estos receptores prevenia el desarrollo de la obesidad a diferencia de los
controles que si lograban desarrollarla. Parte de la explicacion de este efecto, es la
participacién regulatoria de los rCBL1 en la liberacién de hormonas implicadas en la
alimentacion, en ese mismo experimento evaluaron los niveles de insulina plasmética,
encontrando que los sujetos que recibieron el tratamiento con el antagonista de los rCB1 tenian
niveles mas bajos con respecto a los controles, en condiciones del modelo OID. Otro dato que
abona la relacién del receptor sobre la regulacién endécrina en la alimentacién, es el efecto de
administrar grelina, la sefial fisiolégica del apetito, via intra-cerebro-ventricular (icv) en rata, los
sujetos disminuyeron significativamente su ingesta de alimento estandar con el bloqueo

sistémico de los rCB1 (Ting, et al., 2015).

A nivel central los rCB1 han mostrado tener una modulacion puntual en los diferentes
elementos de la conducta alimentaria. Al respecto, Werner y Koch (2003) reportaron que la
administracion icv del antagonista selectivo AM281, disminuy6 de forma dosis dependiente la

ingesta de alimento inducida por privacion.
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También se ha buscado investigar su funcién en zonas centrales relacionadas con la
regulacion homeostatica, aquellas que integran la informacién energética para dar una
respuesta conductual que puede ser enddcrina y/o nerviosa, por ejemplo, el hipotdlamo. Los
rCB1 a este nivel modulan positivamente la ingesta de alimento (Jamshidi y Taylor, 2001),
cuando se bloquea a estos receptores en el nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN), se
retarda la expresion de la saciedad conductual (Cruz-Martinez, et al., 2010). Paralelamente se
ha reportado que al emplear ratones knock out (KO) condicionales del rCB1 (disminucion de la
expresion exclusivamente en el cerebro anterior), se previene el desarrollo de los parametros
metabdlicos de un modelo OID, que incluyd peso corporal, acumulacion de grasa, niveles de
hormonas plasmaticas como leptina, insulina, glucosa, acidos grasos libre, triglicéridos y

colesterol (Quarta, et al., 2010).

Se ha reportado que en modelos de ratones transgénicos KO-CBL1 tras una exposicion
cronica de 12 semanas a una dieta alta en grasas (HFD, por sus siglas en ingles), se observa
un incremento significativo en los niveles de ARN mensajero (ARNm) del rCB1 en higado y
tejido adiposo marrén a diferencia de sus hermanos heterocigotos (Quarta, et al., 2010). A nivel
central en el hipocampo, aumenta significativamente los niveles de la expresiéon del rCB1 y sus
ligandos enddgenos, AEA y 2-AG, asi como la expresion de la molécula catabédlica DAGL-a
(Massa, et al., 2010). En conjunto esto nos sefiala que una dieta hipercal6rica promueve una

sefializacién cannabinoide mejorada que puede resultar en sobre-ingesta de alimentos.

Parte de estos cambios también se han reportado por una exposicién de solo 10 dias a
una HFD, como, una mayor ingesta calérica acumulada y cantidad de tejido adiposo, en
comparacion con los controles alimentados con una dieta estandar, adicionalmente se reportod
un retardo en la expresion de la saciedad (Diaz-Urbina, et al., 2018). Respecto a la actividad
cannabinoide en estas condiciones de exposicion corta a la HDF, ya se observa un aumento en

los niveles de 2-AG en el hipotalamo e higado, efectos que fueron bloqueados con un inhibidor
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de la DAGL-a (Bisogno, et al., 2013). Esto confirma que la relacién entre la actividad
cannabinoide alterada y la dieta se da desde periodos corto de exposicion a dietas

hipercaldricas.

Sin embargo, regresando al efecto orexigénico observado con la activacion de los rCB1
del hipotalamo, ademas de los circuitos neuronales en esta region, se da una comunicacion
intracelular con mdltiples cascadas de sefializacion, que involucra a diferentes
neurotransmisores y biomoléculas con participacién directa o indirecta en la regulacion del

comportamiento alimentario.

Al respecto, los resultados de Cruz-Martinez y colaboradores (2018), reportaron que la
activacion del rCB1 del PVN aumenta la liberacion de [*H]JGABA y disminuye la liberaciéon de
[*H]5-HT, efecto celular que es consecuente con un efecto hiperfagico. Cuando se evalué la
participacién de los receptores a 5-HT (1A, 1B, 2Ay 2C), se logré desenmascarar la
modulacién antagdnica, por un lado, los autores mencionan que los rCB1 que se encuentran
expresados en las neuronas glutamatérgicas modulan su liberacién negativamente, lo que
desencadena que se dejen de activar receptores glutamatérgicos que se expresan
posiblemente en las proyecciones 5-HTérgicas, que a su vez pueden activar tanto a receptores
acoplados a proteinas Gq (5-HT2a y 5-HT2c) y Gi (5-HT1a ¥ 5-HT1g) distribuidas en neuronas
GABAérgicas y glutamatérgicas, lo que ayuda a explicar porque al activar los rCB1 producen el
efecto hiperfagico, que no puede ser prevenido por la activacién de todos los receptores 5-HT,

pero si por la activacion selectiva de los receptores 5-HT1a y 5-HTs.

Por ultimo, es necesario mencionar que existen otras moléculas que participan
directamente en la modulaciébn homeostatica. Tal es el caso de las neuronas liberadoras de
POMC vy los receptores opioides, en conjunto son capaces de prevenir los efectos hiperfagicos

gue produce la activacion farmacolégica de los rCB1 (Koch, et al., 2015).
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Otra region del encéfalo que se ha involucrado en la regulacion alimentaria es el
hipocampo. Dentro de sus multiples funciones, este nucleo envia informacion proveniente de
hormonas orexogénicas (motilina, grelina, y CCK) y sefales periféricas. Massa y su equipo
(2010), reportaron que para su modelo tuvieron bien caracterizada la disminucion genética total
del rCB1, como consecuencia hay un decremento en la ingesta calérica, lo que concuerda con
un peso corporal mas bajo respecto a los controles que no se puede explicar por la dieta,
ademas de encontrar resistencia a la obesidad en su modelo OID, cuando evaluaron por
microscopia fluorescente la expresion del rCB1 en las subestructuras del hipocampo, CAL,
CA2, CA3y giro dentado (GD), en la capa del estrato radiatum del hipocampo, encontraron que
una HFD es capaz de modificar positivamente la densidad de expresion de este receptor. Los
autores asocian lo observado a las interneuronas GABAérgicas, efecto que relacionaron con el
aumento de la sintesis de 2AG y AEA, asi como cambios en la amplitud de corrientes
inhibitorias postsinapticas, evento que es concordante con una disminucion en la actividad de la
MAGLa, principal molécula encargada de metabolizar a la 2AG. En conjunto, este reporte
muestra la participacion de los rCB1 del hipocampo expresados en las interneuronas
GABAérgicas en la modulacién de la conducta alimentaria y como los componentes
energéticos modifican la distribucién de estos receptores, que a su vez modifican las

caracteristicas electrofisiol6gicas de estas neuronas.

En conjunto con lo hasta aqui expuesto con respecto a la participacion de los rCB1 en la
regulacion de la alimentacion metabdlica, la sefializacion en el interior de las neuronas
promueve la motivacion por el alimento, lo que garantiza su bisqueda en situaciones de déficit
caldrico, mientras que, en condiciones de disponibilidad de alimento, participa en la regulacion
del balance energético y ante sefiales especificas es capaz de retardar la saciedad. Su
activacion, es crucial para el desarrollo de sobrepeso, obesidad, y sindrome metabdlico, en

modelos animales de alimentacién con dietas hipercal6ricas. Se ha reportado que parte de
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estos efectos son mediados por su actividad en el hipotalamo, que involucra la participacion de
otros neurotransmisores u hormonas plasmaticas también relacionadas con la regulacién

alimenticia.

Ahora bien, en el caso de los rCB2 y su funcién en la regulacion de la conducta
alimentaria se cuenta con poca informacién debido a que se investigaron tardiamente en
comparacion con su anélogo. Sin embargo, de lo que se ha descrito, se sabe que la respuesta
mediada por este receptor podria estar asociada al ajuste del balance energético y el tipo de
alimento. La evidencia aun esta en discusion, los datos acerca de su participacion en la
regulacién de la ingesta alimentaria son contradictorios. Al respecto, Onaivi y colaboradores
(2008), reportaron que en condiciones de disponibilidad de alimento la administracion sistémica
del agonista inverso AM630, disminuye el consumo de alimento, sin embargo, bajo condiciones
de privacion la promueve, mientras que Ting y su equipo (2015) reportaron un aumento
dependiente de dosis en el consumo de ingesta acumulada de 24h en condiciones ad libitum

de alimento y agua, pero no asi en sujetos privados que se les administré el mismo farmaco.

La participacion de estos receptores parece ser diferente segun el aporte energético de
la dieta, los sujetos sometidos a una dieta estandar (SD) reportaron una disminucion en la
ganancia de peso corporal por la activacion de los rCB2 (Ignatowska, et al., 2011), efecto que
concuerda con lo reportado en sujetos KO del rCB2, los cuales aumentaron la ingesta de
alimento estandar, peso corporal, cantidad del tejido adiposo (blanco y marrén) y tamafio de los
adipocitos. En conjunto los sujetos desarrollaron obesidad con el avance de los dias de
exposicion a la dieta. Otro dato relevante, es que cuando se administré un tratamiento de 40
dias con el antagonista selectivo SR144528 a un grupo de ratones wild type (WT), se
encontraron tendencias a desarrollar los desajustes encontrados en los sujetos KO de los

rCB2, incluyendo un efecto hipoglucémico (Agudo, et al., 2010).
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En el mismo experimento de Agudo, y colaboradores, (2010) emplearon un esquema de
alimentacion con una HFD. Los ratones KO-rCB2 tuvieron una reduccion de peso corporal con
respecto a los controles alimentados con la misma dieta, pero un incremento significativo con
los sujetos KO y WT alimentados con la dieta estandar, ademas de prevenir la formacion de
tejido adiposo y una adecuada respuesta en la prueba de tolerancia a la insulina, que en
conjunto muestra que la ausencia de los rCB2 tiene un efecto protector en las alteraciones

metabolicas de la dieta.

Con el descubrimiento de la expresion del rCB2 en el SNC, se abrio la posibilidad de
investigar su participacion a este nivel. En los primeros reportes, Werner y Koch (2003),
encontraron un efecto orexigénico mediado por la administracién del AM630 icv, desde la
cuarta y hasta la sexta hora posterior a las administraciones. Otra forma de evaluar su
participacién es la modificacion génica en los niveles de expresion del receptor. Romero-Zerbo
y colaboradores (2012), trabajaron con ratones que sobre-expresaban esta proteina,
especificamente en los nucleos ventromedial (VMN) y arqueado (ARC) del hipotalamo, dejando
intacta la expresion del rCB1 total y del rCB2 periférico. Estos sujetos bajo condiciones de
privacion disminuyeron su ingesta de alimento y peso corporal y dicha disminucion en el peso
se correlacioné positivamente con alteraciones en la disponibilidad del ARNm de neuropéptidos
(POMC, NPY y galania) en el VMN y ARC del hipotalamo, lo que originé hiperglucemia cronica
e intolerancia a la glucosa. Los autores describieron una relacién con la caida del rCB2 y los
neuropéptidos del hipotadlamo para tener un desgaste en la expresion de rCB1 y rCB2 en el

pancreas, lo que promovié una disminucién de glucagon en plasma.

Esta informacién sugiere que la sefializacion del rCB2 total podria participar en la
regulacion de la ingesta de alimento, la acumulacion de grasa y peso corporal, en dietas
estandar disminuyendo los parametros antes mencionados y en dietas hipercal6ricas

promoviendo el aumento en los mismos. Indirectamente, el rCB2 participa en alteraciones
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metabolicas relacionadas con la obesidad, parte de estos efectos podrian estar mediados por
su actividad central que parece modular las sefiales de hambre/saciedad mediante el
procesamiento periférico de informacion enddcrina y energética, por sefiales como la
concentracion basal de glucosa y los niveles de POMC, NPY y galania en el hipotalamo, que se

relacionan con la expresion de rCBs periféricos.

Hasta este punto se ha revisado parte principal de la literatura con datos que muestran
la participacion de los rCB1 y rCB2 en el gasto energético y su modulacion en la conducta
alimentaria. Ahora se revisard como diferentes configuraciones de elementos palatables en la
dieta, pueden modificar la conducta alimentaria, que a su vez modifican la comunicacion
cannabinérgica que incluye los niveles de eCBs y la expresién de los rCBs, para promover la

aparicion de conductas alimenticias patoldgicas (atracones e impulsividad).

1.3.2 Participacion cannabinoide en la regulacién de las propiedades reforzantes del
alimento

El comportamiento alimentario no sélo se regula por las sefiales homeostaticas, sino
gue también contempla elementos de la regulacion heddnica, como lo es la palatabilidad de los
alimentos. El procesamiento de las propiedades reforzantes de los estimulos se lleva a cabo en
las estructuras cerebrales del circuito de la recompensa. La investigacion de la actividad
cannabinoide en estas estructuras involucran al NAc, al respecto Cortés-Salazar y
colaboradores (2014) observaron que la administracién de agonistas de los rCB1 en la corteza
del NAc (NACcS por sus siglas en inglés) promueve la alimentacion aun en el periodo de luz,
donde la ingesta basal es por naturaleza baja. Mahler y su equipo (2007), también reportaron
un incremento en la ingesta de alimento, el nimero y duracién acumulada de los episodios de
ingesta atribuido a la administracion de AEA en NAcS en sus dos porciones en comparacion
con el grupo control. Adicionalmente, la activacion de los rCB1 en la porcion dorsal del NAcS,

aumento significativamente el nimero de gesticulaciones categorizadas como heddnicas al
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consumir sacarosa, en comparacién con la activacion de la porcion ventral del mismo nucleo.
Es pertinente mencionar que en esta Ultima porcion también incrementaron las gesticulaciones
con respecto a la condicion control. En el andlisis de la curva de gradientes de concentracion
reportaron un efecto similar a una u invertida, planteando que las dosis altas de AEA parecen
suprimir las reacciones de agrado, adicionalmente se reportd que esta administracién no
generd cambios en las reacciones aversivas por un alimento no apetecible. Esta informacion
concuerda con la disminucién significativa en el consumo de alimento palatable, después de la
administracion intra-NAc del agonista inverso de los rCB1, Rimonabant, reportada por Guegan,
y colaboradores (2013). Respecto a la actividad del rCB1 en el NAcS y de la CPF medial
(CPFm), los autores mencionan que en estas estructuras se amplifican las sefiales hedoénicas
de la informacién sensorial reforzante, lo que ayudaria a explicar la sobre-ingesta de alimento

exclusivamente palatable, retrasando la expresion de saciedad.

Los cambios conductuales reportados por Guegan y su equipo (2013) involucran
procesos en la comunicacion celular donde propusieron la participacién central de los rCB1. En
sus resultados destacan que los sujetos KO de los rCB1 decrementaron las respuestas en los
periodos de tiempo fuera, considerados en su modelo como una conducta de busqueda por
alimento palatable, los sujetos KO-rCB1 no lograron ser sensibles a las caracteristicas
hedonicas del alimento palatable a diferencia de los controles. En el andlisis de la arquitectura
conductual, ante la privacion al 90% en RF1 y hasta el incremento del requerimiento de
respuesta a RF5 en condicion ad libitum, los sujetos KO-rCB1 disminuyeron significativamente
la tasa de respuestas en comparacion a los controles, ademas de relacionarse con la
morfologia de las neuronas espinosas medianas del NacS y core, mostrando un decremento en
la expresion de las espinas delgadas en comparacion con los controles. Estos cambios
morfolégicos no se presentaron en el grupo que recibia la misma cantidad de alimento

palatable sin someterse al trabajo operante, ni con otro tipo de reforzador, lo que sugiere que



42

se requiere de la arquitectura conductual entre la contingencia de las respuestas y los
reforzadores. Con esta evidencia teorizaron los autores que los rCB1 del NAc, modulan la
comunicacion celular que maodifica el comportamiento, promoviendo la motivacién de acuerdo a
las caracteristicas hedodnicas y no por el contenido calérico de los alimentos, mediante cambios
en la plasticidad estructural en areas del sistema corticolimbico, que al modificarse la estructura

de las espinas dendriticas también se modifica la comunicacion en el circuito.

Las investigaciones clinicas en humanos han permitido evaluar bajo diferentes
condiciones la expresion de los eCBs en plasma, en una configuracion experimental se evalué
el tipo de alimento con el IMC. En sujetos sanos, la exposicién a una dieta palatable aumenta
significativamente los niveles de grelina y 2-AG, respecto a lo evaluado por la exposicién al
alimento isocal6rico no palatable, lo que sugiere que estas moléculas modulan la recompensa y
favorecen la conducta motivada, es decir que a mayor secrecién logran anular la sefial de
saciedad y mantienen a la persona alimentandose por las propiedades hedénicas del alimento.
Bajo esas mismas condiciones se observd una disminuciéon en los niveles de AEA, y otras
NAEs (Monteleone, et al., 2012). Cuando se realiz6 la evaluacion en sujetos obesos, se reportd
un incremento significativo en los niveles de 2-AG, que se correlaciond con el placer subjetivo
reportado al consumir alimento palatable, ademas de encontrar la disminucidn de los niveles de
AEA posterior a la exposicion a la comida, seguida de un retorno a valores iniciales e inclusive
un ligero aumento contrario a la disminucién en pacientes normopeso, lo que sugiere una
respuesta amplificada del SeCB, los niveles de ambas moléculas fueron significativamente
mayores bajo el alimento palatable en comparacién con dietas isocaléricas no palatables

(Monteleone, et al., 2016).

La alteracién del SeCB en sujetos obesos y obesos morbidos se ha relacionado con
alteraciones en la capacidad olfativa, que se ve reducida en comparacién con las personas

normopeso, lo que sugiere una alteracion en la percepcion del sabor, esencial para la
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evaluacién hedédnica del alimento, que podria aumentar la bisqueda de las propiedades
reforzantes en el consumo de alimentos palatables. Pastor y colaboradores (2016), reportaron
gue la capacidad olfativa correlaciond negativa y significativamente con el IMC, el porcentaje de
grasa corporal y la concentracion de 2-AG y de otros 2-AcG como el 2-linolil-glicerol (2-LG) y el
2-oleilglicerol (2-OG) plasmaticos en ayuno, asi como con los niveles de triglicéridos y glucosa,

gue podrian afectar las sefiales de saciedad.

Sin embargo, la actividad del SeCB no solo es relevante en el desarrollo de la obesidad
y los trastornos metabdlicos asociados. Mediante la evaluacién de las propiedades reforzantes
de los estimulos, se le ha relacionado con TCAs. Monteleone y colaboradores (2005)
obtuvieron muestras de sangre tomadas en ayuno de pacientes con anorexia nerviosa (AN) y
encontraron un aumento en los niveles de AEA y una disminucion en los de leptina, mientras
gue en pacientes con infra peso sin diagnoéstico de AN, se reportaron niveles disminuidos de
AEA y otras NAEs (Pastor, et al., 2016), lo que sugiere que el incremento en los niveles de AEA

refuerza el comportamiento de inanicién en personas con ese trastorno.

Los niveles elevados de AEA y leptina en plasma en ayuno, también se han relacionado
con el trastorno por atracén (TPA), lo que podria favorecer la ingesta hipercal6rica
(Monteleone, et al., 2005). Adicionalmente, en pacientes con diagnéstico de TPA se observé un
aumento en los niveles de AEA después de consumir su alimento favorito, mientras que los
niveles de 2-AG disminuyeron progresivamente (Monteleone, et al., 2017), contrario a lo

reportado en sujetos sin diagnéstico de TCAs (Monteleone, et al., 2012).
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14 Corteza cingulada anterior

La corteza cingulada (CC) es una estructura limbica que se divide en tres regiones,
anterior, media y dorsal. La corteza cingulada anterior (CCA) procesa la informacién ejecutiva
sobre los posibles resultados (recompensa/castigo) de una conducta mediante la informacion
proveniente de la corteza orbitofrontal (COF). Por su parte, la corteza cingulada media (CCM)
integra la informacion proveniente de la CCA y de la corteza cingulada posterior (CCP). Esta

Gltima se involucra principalmente en el control y orientacidn propioceptiva.

En conjunto la CC modula la actividad de regiones ejecutivas del cerebro (atencion y
movimiento), anticipando y sefialando objetivos motivacionalmente relevantes, codificando
valores de recompensa, sefialando errores e influyendo en la respuesta motora. De esta
manera participa en la asociacion accion-resultado, para favorecer la seleccién de acciones
Optimas considerando costo-beneficio y asi poder producir acciones dirigidas a un objetivo.
Adicionalmente, proporciona un puente que une las areas neocorticales con el hipocampo, lo

que permite recordar la informacion en la memoria episddica (Rolls, 2008, 2019).

1.4.1 Participacion de la corteza cingulada anterior en la regulacion emocional

La CCA ocupa el tercio anterior de la corteza cingulada y se divide principalmente en
tres areas, la pregenual (32 a.B.), subgenual (25 a.B.), estas subareas con terminacién genu
hace referencia a la rodilla del cuerpo calloso, y la tercera area se subdivide en 24a, 24b, 24cv,
24cd. a.B (Ver Figura 6). Tiene conexiones con otras areas limbicas, recibe informacion de la
COF y la amigdala, envia eferentes a la CCM, CPFm, ganglios basales, estriado ventral,
hipotalamo, insula, sustancia gris pericueductual del mesencéfalo, nacleo del tracto solitario,

nacleo motor dorsal del vago y nacleo caudado (Rolls, 2008, 2019).
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Figura 6

Regiones de la corteza cingulada

Nota. Los surcos, calloso, cingulado (cgs), paracingulado (pcgs) y esplenio se abrieron para
mostrar areas dentro de ellos. Las areas CCA (33, 25, 24a, 24b, 24cv, 24cd y 32 areas de
Brodmann, a.B.) estan representadas en rojo; areas CCM (33, a24a ', a24b ', a24c 'v, a24c 'd,
p24a’, p24b ', 24dv, 24dd) en verde; areas CCP (23d, 23c, d23, v23, 31) en azul; y areas RSC
(291, 29m, 30) en gris. Adaptado de “Receptor architecture of human cingulate cortex: evaluation
of the four-region neurobiological model”. (p. 2345), por Palomero-Gallagher, et al., 2009, Human

brain mapping, 30(8).

Como otras areas limbicas, la CCA se le relaciona con las emociones que podrian
definirse como estados resultantes de recompensas y castigos (Rolls, 2008). Las regiones
involucradas en la regulacion emocional participan en el procesamiento de la recompensa o,

dicho de otro modo, las respuestas emocionales son resultado de una recompensa o castigo



46

(Rolls, 2019). Se considera que la modulacién de las respuestas emocionales intensas se da
en una organizacion jerarquica de arriba hacia abajo, desde la corteza a areas subcorticales.
Se ha registrado una actividad preferente en la CPFm y la CCA durante la ejecucion de una
tarea con demanda cognitiva, frente a la actividad reportada en la amigdala; especificamente,
se le ha relacionado a la CCA con el procesamiento emocional de tareas con alta demanda
cognitiva (Phan, et al., 2002). Las lesiones en este nlcleo deterioran la capacidad de las ratas
para inhibir y redirigir el comportamiento en pruebas que demandan alterar la estrategia de
ejecucion, pero conservan la capacidad de adaptar su comportamiento después de
experimentar el conflicto, lo que sugiere que la CCA patrticipa en la modulacion de la seleccion
de conductas, inhibiendo y/o re-direccionandolas (Brockett, et al., 2020). También se ha
reportado que la lesién de esta region en roedores perjudica el aprendizaje asociativo,
afectando la seleccion de estimulos discriminativos y la expectativa sobre el reforzador,
mientras que en humanos en evaluaciones de imagenologia de pacientes diagnosticados con
dafio a este nivel mostraron apatia social, vocalizacion disminuida y cambios en el

procesamiento emocional (Rolls, 2008, 2019).

La zona ventral de la CCA participa en la valoracion del estimulo reforzante, mientras
gue la zona dorsal procesa el costo de las acciones necesarias para obtener la recompensa y
su probabilidad, incluyendo las representaciones de las acciones requeridas para su ejecucion.
En conjunto, los elementos antes mencionados de la conducta motivada son reunidos en el
proceso de aprendizaje conducta-respuesta, favoreciendo la planeacién de acciones futuras
dirigidas a una meta, ya sea para recibir una recompensa o evitar un castigo, en funcion de las
experiencias almacenadas en la memoria episédica y en el costo del requisito conductual. Este
procesamiento es constantemente evaluando, por ello es susceptible a la devaluacion del
objetivo, al error o a las condiciones de incertidumbre (Rolls, 2019). De esta manera se modula

la actividad en las regiones de la CCP, vinculada con la guia del comportamiento, permitiendo
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la rapida adaptacion de la conducta como respuesta a cambios repentinos del entorno

(Brockett, et al., 2020).

La informacion del valor de las conductas ejecutivas, como el objetivo, expectativa y
resultado, es procesado por la COF. Posteriormente, la parte media de la COF envia
informacion de la recompensa a la zona pregenual, mientras que su region lateral envia
informacion de los estimulos aversivos a la region supracallosa (Rolls, 2008, 2019). También se
ha relacionado la hipoactividad de la zona subgenual con la induccion de la tristeza por
recuerdos y no por un estimulo actual, lo que sugiere que esta subregion se involucra con el
procesamiento cognitivo y se ha encontrado que en pacientes con depresion clinica se ve

aumentada la actividad de esta regién ante el tratamiento farmacoldgico (Phan, et al., 2002).

1.4.2 Participacién de la corteza cingulada anterior en la conducta alimenticia

La modulacion del valor de la recompensa de un estimulo sensorial es una forma
importante de controlar la conducta motivada, misma que a su vez esta regulada por
emociones. En el caso del comportamiento alimentario son cruciales las areas cerebrales
donde se evalla el agrado y el valor afectivo de los estimulos olfativos, gustativos y visuales.
La representacion del sabor de la comida se procesa en la corteza gustativa primaria, estas
areas contintan con su funcionamiento basal incluso en estado de saciedad, por lo que
siempre es susceptible de activacion. Esta informacién se retransmite a la COF, donde se
valora la recompensa y modulan las respuestas del gusto, a su vez, se envia esta informaciéon
a la CCA en donde se rastrea y calcula la posible influencia de reforzadores, aprendizaje, y

reversion (Rolls, 2008).

Diferentes reportes en los que se evalla la actividad metabdlica de la corteza cerebral
en humanos con técnicas de imagenologia, sefialan que el area 32 de la CCA (pregenual) se

relaciona con estimulos orales somatosensoriales agradables, es decir relacionados a la
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recompensa. La activacion de estas neuronas aumenta con el tipo de sabor preferentemente
dulce, como de sacarosa, glucosa o jugo de frutas, también con el sabor a glutamato
monosaédico y quinina o con ciertas texturas grasosas. Esta region presenta un procesamiento
de estimulos especifico, por ejemplo, si se alimentan hasta la saciedad de un alimento con un
sabor especifico, disminuiran su respuesta solo ante ese sabor (Rolls, 2008). En cambio, la
zona subgenual es la que se ha relacionado con el procesamiento de estimulos desagradables

(Rolls, 2019).

Como se comenté anteriormente, el valor de un estimulo puede cambiar dependiendo
del estado de motivacién en el que se encuentre el sujeto, asi, consumir agua cuando el sujeto
previamente reporto sed, también correlaciona con la actividad de esta region del cerebro
(Rolls, 2019). Sin embargo, en el caso de la textura de la grasa y el sabor de la sacarosa su
valor recompensante proviene de sefales sensoriales que indican la presencia de un valor

energético elevado en una fuente de alimento (Rolls, 2008).

También se ha vinculado la funcién de la CCA con el sentido del olfato. Se reporta que
la regién mas anterior se correlaciona con olores agradables, mientras que la regién medial-
posterior o hace con olores desagradables (Rolls, 2008, 2019). Se encontré que la
estimulacion conjunta del olfato y el sabor promueven activaciones mas intensas que por
separado (Rolls, 2008) y que se relaciona linealmente el agrado subjetivo con la actividad por la
percepcion del sabor, la vista, y/o el olfato (Rolls, 2019). Ademas, se incluye un componente
cognitivo, ya que el mismo olor promueve el aumento estadisticamente significativo de la
actividad de esta region cuando se le etiqueté como queso chédar, a diferencia de cuando

tenia la etiqueta de olor corporal (Rolls, 2008).

Con base a la evidencia mostrada hasta este punto es posible vincular la actividad

metabdlica de la CCA con el proceso complejo de aprendizaje relacionado a la representacion
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del valor de los estimulos gratificantes, la consideracion en el costo de respuesta y su
consecuente toma de decisiones, para poder evaluar los resultados obtenidos, particularmente
en contextos donde se da la conducta alimenticia (Brockett, et al., 2020; Rolls, 2008, 2019),
debido a que su activacion se explica por el sabor, independientemente del hambre y se

correlaciona con el agrado subjetivo (Rolls, 2008).

1.4.3 Receptores CB2 en la corteza cingulada anterior

Por medio de analisis con técnicas de inmunohistoquimica y de tincién inmunopositiva
se revelo la presencia de los rCB2 en células gliales y en los somas y dendritas apicales de las
neuronas piramidales de las capas Il y V de la corteza orbital, visual, motora y auditiva del

encéfalo de rata adulta (Ver Figura 7) (Gong, et al., 2006).



Figura 7

Presencia de los rCB2 en la corteza.

Nota: Localizacion de rCB2 en la corteza, (A) vista de bajo aumento y (B y C) vista de mayor
aumento. Adaptado de “Cannabinoid CB2 receptors: Immunohistochemical localization in rat

brain.” (p. 16), por Gong, et al., 2006. Brain Research, 1071(1).
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2. Planteamiento del problema

El sobrepeso y la obesidad constituyen serios retos de salud en México, ya que, a pesar
de los esfuerzos de los Ultimos afios, su prevalencia continda en aumento en el pais. La ultima
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2021) reporto la expresion de estas
condiciones a edades cada vez mas tempranas, el 6.5% de los bebes menores de un afio ya
presenta sobrepeso u obesidad, mientras que en los infantes de uno a cinco afios el 8.3% se
encuentran en la misma situacion; respecto a los nifios mayores y adolescentes, se reporté que
mas de la tercera parte de cada grupo presentaba sobrepeso u obesidad (37. 4% entre 5y 11
afos, y 42.9% de 12 a 19 afios), aunque la cifra mas alarmante fue que el 72.4% de los
mexicanos mayores de 20 afios padece una de estas condiciones. Otro tema de alarma es que
la presencia de sobrepeso u obesidad es un factor de riesgo para el desarrollo de patologias
cronico degenerativas como, la diabetes tipo 2 (considerada la primera causa de muerte en
México) (Secretaria de Salud, 2016), para la hipertension arterial, dislipidemias, enfermedades
cardiovasculares, osteoarticulares, ciertos tipos de cancer, incluso también para el desarrollo
de un cuadro severo de COVID-19. En conjunto estas enfermedades merman la calidad de vida
de quienes lo padecen y generan una fuerte carga econdémica al sistema de salud, el cual
podria estar en riesgo por tema de sostenibilidad, si es que la prevalencia del sobrepeso y la

obesidad siguen en aumento (Kénter, 2021).

Pese a que se han implementado diversas politicas de salud como tratamiento y
prevencion, los resultados no han sido favorables, ya que el nUmero de casos sigue en
aumento. Por lo anterior, resulta necesaria una mejor comprension de las causas
fundamentales del comportamiento que promueve la ganancia de peso excesivo, para

favorecer la aplicacion de medidas adecuadas que lleven a una solucién del problema.

El SCB es considerado un potencial blanco terapéutico, ya que se ha mostrado que

existe una relacion entre la alteracion de este sistema y los patrones de comportamiento que
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favorecen la alimentacién heddnica y la sobreingesta, resultando con frecuencia en una mayor
acumulacion de tejido adiposo, aumentando las probabilidades de padecer sobrepeso u
obesidad. Aungue inicialmente las investigaciones clinicas se centraron en el tratamiento con el
agonista inverso de los rCB1, Rimonabant, su venta fue suspendida poco después debido a la
evaluacion del riesgo/beneficio, ya que aunque reportaba una reduccién en el peso corporal, la
circunferencia de cintura, asi como mejoras en el control glucémico y en el perfil lipidico,
también originaba serios efectos secundarios adversos, principalmente psiquiatricos como
ansiedad, depresion, agitacion, irritabilidad, agresividad, insomnio e ideacion suicida (Moreira y
Crippa, 2009). Este hecho fomento la busqueda de nuevas estrategias farmacoldgicas eficaces
y seguras, una de ellas la investigacion de los rCB2, que ha reportado participar en los

procesos de regulacién de la ingesta alimenticia.

Investigar la participacion de los rCB2 en un area anatdmica clave para la regulacion del
comportamiento alimentario, particularmente de sus componentes heddnicos y reforzantes, es
de gran interés para comprender mejor uno de los factores que contribuyen con la ingestién de
alimento hipercal6rico que puede incrementar la ganancia de peso corporal. La evidencia de las
relaciones funcionales entre la CCA con el circuito de la recompensa Yy la regulacién emocional,
ademas de la expresion de los rCB2, permite hipotetizar que la actividad de estos receptores es
relevante para la regulacién emocional mediante la evaluacion del valor motivacional del

estimulo alimentario. En consecuencia, en este trabajo se proponen los siguientes:
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2.1  Objetivo general
Evaluar la participacion de los rCB2 en la CCA de rata sobre la motivacion por alimento

palatable y el consumo libre de agua.

2.2  Objetivos especificos

1. Establecer un paradigma operante para evaluar la motivacion por el alimento
palatable en ratas por medio de programas de reforzamiento de razon fija (RF) y progresiva
(RP).

2. Evaluar la motivacion por alimento palatable mediante la activacion
farmacoldgica con el agonista selectivo de los rCB2 el GW405833 intra-CCA en ratas.

3. Evaluar el consumo libre de agua posterior a la activacion farmacoldgica de los

rCB2 en la CCA en ratas.

2.3 Hipotesis
La activaciéon farmacoldgica de los rCB2 intra-CCA disminuird la motivacion por el

alimento palatable, ademas de disminuir el consumo libre de agua.
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3. Método

3.1 Sujetos

Se utilizaron 40 ratas macho de la cepa Wistar ingenuas experimentalmente, con un
peso inicial de entre 190-220 g, de las cuales 23 recibieron algun tipo de tratamiento
farmacoldgico, y de estas, 15 se integraron en el analisis estadistico por acertar en el sitio intra-
CCA, 12 maés fallecieron antes de terminado el modelo y, por ultimo, se usaron 5 ratas para
estandarizar las coordenadas estereotaxicas para las cirugias. Los sujetos fueron
proporcionados por el Bioterio General de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM.
Se alojaron individualmente en cajas habitacion, en el bioterio del laboratorio de Neurobiologia
de la Alimentacién de la Unidad de Investigacion Interdisciplinaria de Ciencias de la Salud y
Educacion, las condiciones de mantenimiento fueron los estandares para la especie, con una
temperatura controlada de 22 + 2°C, en un ciclo de luz/oscuridad de 12 x 12 horas apagandose
las luces a las 9:00 pm. Los sujetos tuvieron libre acceso al alimento estandar y agua corriente
durante el periodo de habituacion y en los dias de descanso, una vez comenzado el modelo se
restringi6 el acceso al alimento o agua previo a las sesiones de entrenamiento conductual
como se indica mas adelante. Los procedimientos experimentales de este estudio cumplieron
con lo sefialado en la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) que contiene las

especificaciones técnicas para la produccioén, cuidado, y uso de animales de laboratorio.

3.2 Dietas

La dieta estandar de laboratorio fueron pellets para roedores desarrollados por Labdiet,
modelo 5010 Autoclave rodent diet, con una composicion dietética de 23% de proteina cruda,
4.5% de grasa cruda, 6.0% de fibra cruda, 8.0% de ceniza y 12.0% humedad, con un aporte

caldrico total de 4.17 kcallg.
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Los estimulos reforzantes que se emplearon en las sesiones de entrenamiento
conductual inicialmente fueron pellets de sacarosa con sabor a chocolate (Dustless Precision
Pellets®, 45 mg, Sucrose, Chocolate flavor, Bio-Ser, Product #F0025) con una composicion
dietética de 0.2% de proteina. 0.6% de grasa, 1.5% de ceniza, <5% de humedad y 94.3% de
carbohidratos, con un aporte caldrico total de 3.83 kcal/g, aunque debido a su desabasto por la
dificultad en su importacion durante la contingencia sanitaria por el SARS-CoV-2, fueron
remplazados por una solucion de sacarosa al 7.5% preparada en el laboratorio cada reforzador

era una gota de 20 L, con un aporte calérico de 4 cal/g.

3.3 Aparatos

El entrenamiento y evaluacién de la conducta motivada por el alimento palatable, se
realizé en cajas operantes tipo Skinner en la configuracién para rata (Modelo ENV-022V, Med
Associates®) fabricadas en aluminio y acrilico, con atenuacion de luz y sonido, equipadas con
ventiladores para proporcionar aire fresco y ruido blanco, iluminacion general, dos palancas
retractiles, sobre las cuales se encuentran dos luces que se emplearon como estimulos
discriminativos y dispensadores automatizados de alimento sélido y liquidos ubicados entre las
dos palancas. Se registraron automaticamente las respuestas de las ratas y los reforzadores
otorgados en cada ensayo al interior de la caja, a través de una interfaz conectada a un
computador en el que se le carg6 el software MED-PC-IV® que ejecutaba los disefios

experimentales y registraba las entradas y salidas, previamente se disefiaron los programas.

3.4 Entrenamiento conductual
Para desarrollar el aprendizaje asociativo entre el estimulo discriminativo, la emision de

la respuesta (operante) y el estimulo reforzante, se realizé una fase de pre-entrenamiento. Las
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primeras dos sesiones en la que los sujetos interactuaron por primera vez con la caja operante,
estuvieron en un programa de operante libre durante 30 minutos, la rata podia explorar el lugar,
mientras el programa mostraba aleatoriamente los estimulos incondicionados de encender y
apagar la luz general, las luces asociadas a las palancas, expulsar y retraer las palancas, el
tono, ademas de la emision del estimulo reforzante, el pellet o gota de agua azucarada. Este
procedimiento ayudo a formar las contingencias entre los estimulos incondicionados, la
operante, y el reforzador, en caso de que alguna rata no estableciera la asociacion entre
estimulos, se le entrenaba por un maximo de 2 sesiones en un programa de moldeamiento por
aproximaciones sucesivas, este procedimiento se realizo sin el uso del programa MED PC-IV®,
se descartaron del estudio a las ratas que pasado este periodo de entrenamiento no
establecieron el aprendizaje asociativo. El estimulo discriminativo para la emision de la
operante, fue la luz sobre la palanca activa.

En la fase de entrenamiento conductual se sometieron a los sujetos a tres programas de
reforzamiento, con requerimientos distintos, todas las sesiones se realizaron 4 horas después
de iniciado el ciclo de luz, los experimentos se llevaron a cabo de lunes a viernes manteniendo
el registro del peso corporal asi como el consumo de alimento y agua, para motivar a las ratas
a trabajar en el entrenamiento se les mantuvo privadas de agua desde el domingo y hasta el
jueves, al 90% de su peso corporal con respecto al mantenimiento ad libitum de los dias de
descanso.

El primer programa fue el de razén fija 1 (RF1). En este se requiri6 de una sola
respuesta para la entrega de un reforzador, los sujetos se mantuvieron en el programa hasta
alcanzar la estabilidad en la tasa de respuesta, determinada en nuestro modelo con una
variabilidad de maximo el 20% por tres dias consecutivos. Los animales que demoraban mas
tiempo que el promedio del grupo en alcanzar la estabilidad de respuesta, pasaban una o dos
sesiones bajo el programa RF3, en donde se le requerian 3 respuestas por un reforzador,

posteriormente pasaria al de RF5 que demandaba 5 respuestas para la entrega del reforzador,
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y se present6 hasta por 5 sesiones, dependiendo de la estabilidad en la conducta de larata 'y
del grupo. Alcanzados estos objetivos conductuales los sujetos fueron sometidos a una cirugia
esterotaxica.

Posterior al tiempo de recuperacion post cirugia, se retomé el entrenamiento,
considerando el repertorio conductual, solo se dedicd una sesion al programa RF1, otra mas al
de RF3, para pasar al de RF5 donde se requirid la estabilidad en la emisién de la respuesta. En
la parte final del entrenamiento, se aplicé un programa de RP, en donde la demanda de
respuestas solicitadas para brindar un reforzador crece progresivamente en cada ensayo de la

misma sesion, siguiendo una secuencia logaritmica que se derivo de la siguiente ecuacion:

Razon de respuestas (redondeada al entero mas cercano)= [5e (imero deensayox 0.2 g,

La serie resultante es 1, 2, 4, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 32, 40, 50, 62, 77, 95, 118, 145, 178,
219, 268, 328, 402, 492, 603... (Richardson y Roberts, 1996). El criterio para finalizar la sesién
de RP fue que el animal no recibiera un reforzador por 6 minutos, las ratas se mantuvieron en
este programa por 3 sesiones antes de pasar a la fase de evaluacién farmacol6gica con

administraciones intra-CCA.

3.5 Cirugia esterotaxica

Las ratas fueron profundamente anestesiadas con ketamina y xilacina (112.5 mg/kg y
22.5 mg/kg i.p.), para implantarles estereotaxicamente una canula de microinyeccion (23 G, 13
mm de longitud), intra-CCA con las coordenadas anteroposterior +2.7 mm, lateromedial -0.4
mm con relacién a Bregma, y dorsoventral -1.5 mm con relacion a la duramadre. Posterior a la
cirugia se les administré Enroxil ® penicilina benzatinica (300,000 ul/Kg im) para prevenir

infecciones y como parte de los cuidados post-operatorios se administraron dos dosis
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adicionales con un dia de descanso entre cada aplicacién. El periodo de recuperacién fue
variable, bajo el criterio de alcanzar el peso corporal reportado antes de la cirugia, con un
minimo de 3 dias posteriores a la misma, durante este tiempo se mantuvo a las ratas en
condiciones ad libitum de agua y alimento ademas de descansarlas de las sesiones de

entrenamiento operante.

3.6  Farmacos

La herramienta empleada para la activacion de los rCB2, fue el agonista sintético
GW405833 (Clorhidrato de 1-(2,3-diclorobenzoil)-5-metoxi-2-metil-(3-(morfolin-4-il)etil)-1H-
indol) selectivo de los rCB2 (Ki =3,6 nM), para el bloqueo de los rCB2 se utilizé el AM630 (6-
yodo-2-metil-1-[2-(4-morfolinil)etil]- 1H-indol-3-il](4-metoxifenil)metanona) agonista inverso
selectivo a rCB2 (Ki= 31,2 nM), y como control de la actividad de los rCB1 se eligi6é el AM281
(1-(2,4-Diclorofenil)-5-(4-yodofenil)-4-metil-N-4-morfolinil-1H-pirazol-3-carboxamida)
antagonista rCB1 (Ki= 14 nM). Todos los compuestos fueron disueltos en dimetilsulféxido
(DMSO) y posteriormente diluidos con solucion salina al 0.9% (la solucion final fue 5% de
DMSO). Todos los farmacos fueron adquiridos en Sigma Chemical Co. (Toluca, México). Los
volumenes de inyeccién intra-CCA fueron de 0.5 ul a un flujo de 0.2 pl/min, se esperé un
minuto adicional por el remanente que pudiera haber quedado. Las soluciones fueron

preparadas el mismo dia de la administracion.

3.7 Histologia
Al finalizar las evaluaciones conductuales, las ratas recibieron una dosis letal de
pentobarbital sédico, se extrajeron los cerebros y se mantuvieron en formaldehido al 10% por al

menos un dia, posteriormente se seccionaron coronalmente a 250 um, las rebanadas se
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examinaron para verificar la posicion de la canula. Los sujetos administrados fuera de la CCA

no fueron contemplados en los analisis estadisticos (Ver Figura 8).

Figura 8

Representacion esquematica de los sitios de inyeccion en la CCA.

g R

Bregma 3.70 mm

Bregma 3.20 mm

Bregma 2.70 mm

Corteza cingulada

- B 3.20
Area 1(Cg1) regma mm

Bregma 1.70 mm

Nota. A) Representacion esquematica de los sitios de inyeccion intra-CCA en diferentes cortes
coronales, B) Representacion esquematica del sitio de inyeccién intra-CCA en un corte sagital,
C) Imagen de un corte coronal en donde se observa el sitio de administracion. Las zonas en

verde representan la corteza cingulada area 1 (Cg1l).

3.8  Analisis estadistico
Para determinar la significancia de la diferencia entre los valores del nimero de

sesiones en programas de entrenamiento (RF1 y RF5), los datos conductuales de la
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estandarizacién, evaluacion y sus datos normalizados (numero de respuestas, himero de
palanqueos, tasa de respuesta), los registros de consumo libre de agua de la evaluacion y el
segundo experimento (primera, segunda hora y el consumo acumulado, segun el caso), se
analizaron mediante una ANOVA de una entrada y cuando fue apropiado se empled la prueba
post hoc de Tukey. Mientras que la comparacion de resultados conductuales de los dos grupos
con intervalo de espera diferentes, del segundo experimento (nimero de respuestas, nUmero
de palanqueos, tasa de respuesta), se evaluaron a través de un ANOVA de dos vias seguido

de la prueba post hoc de Bonferroni cuando p < a. El criterio aplicado para determinar la

significancia estadistica de las diferencias fue de a= 5%.

Los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa GraphPad-Prism® al igual
gue las gréficas reportadas en los resultados, mientras que las figuras mostradas en la

introduccioén fueron modificadas mediante BioRender®.
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4. Procedimiento

4.1 Protocolo experimental

La investigacion consistio de tres fases: 1) estandarizacion, en donde se obtuvieron
resultados preliminares, a partir de los cuales se realizaron modificaciones en el protocolo para
hacerlo mas eficiente, 2) grupo con reforzador sélido, el entrenamiento se dio con reforzador
sélido, pero debido al desabasto en los insumos, se cambid la naturaleza del reforzador
empleado después de la cirugia esterotaxica, con base a los resultado de este grupo se
realizaron modificaciones adicionales en la metodologia, y por ultimo 3) el grupo con reforzador
liquido, al que se aplicaron los cambios propuestos. La comparacion de los periodos y

programas utilizados en cada fase se observa en la figura 9.

Figura 9.

Representacion esquemaética de las fases en los programas conductuales.

Periodode entrenamiento en los programas conductuales

Grupo de = = /./"
estandarizacion -
Grupo con - ] Vi
reforzador sélido ! .
Grupo con
reforzador liquido _)- /

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 585 60 65 70 75 80
Dias
SIMBOLOGIA l:l RF1 _ Cirugia —= Intervalo de duracién variable
l:l Automantenimiento _ RF3 I:’ Reposo /" Administraciones
_ Aproximaciones sucesivas _ RF5 _ RP I Cambio a reforzador liquido

Nota. Comparativo del entrenamiento conductual para cada grupo, el intervalo marcado para

cada programa o procedimiento representa el promedio de dias que el grupo paso en cada uno.
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Las flechas (—) sobre un periodo, indican que su duracion es variable por algin requerimiento,
en el caso de los programas conductuales, la estabilidad del 80% en la conducta y para el tiempo

de reposo post-cirugia, el peso corporal reportado antes de la cirugia.

La estandarizacion de coordenadas para la cirugia esterotaxica, se realizé
contemporaneamente al inicio del entrenamiento conductual del primer grupo, se emplearon 5
ratas con un peso entre 250-270 g, anticipando que ese seria el peso aproximado de los
sujetos al momento de la cirugia. Las coordenadas iniciales fueron calculadas con The Rat
Brain in Stereotaxic Coordinates (Paxinos y Watson, 1986), se operd a una rata y
posteriormente se sacrificé para hacer la revision histologica del sitio de canulacién, se hicieron
las correcciones necesarias de acuerdo al mismo atlas, se repitié el procedimiento hasta
obtener el resultado deseado. Las coordenadas finales se indican en el apartado de cirugia
esterotaxica.

Referente al grupo de estandarizacion de la metodologia, consté de 9 ratas machos, se
registré su peso corporal diariamente, asi como el gramaje del alimento y agua que
consumieron, para facilitar la adquisicion adecuada de la operante se privo a los animales de
alimento sélido, manteniéndolos al 90% de su peso reportado en condiciones ad libitum, a
excepcién del periodo de recuperacién post-cirugia con libre acceso.

Las sesiones conductuales de entrenamiento operante se realizaron los 7 dias de la
semana, se emplearon pellets de sacarosa como reforzador, el proceso inicié con 2 sesiones
de operante libre, seguidas por la aplicacion del programa RF1, en donde se requeria la
estabilidad en la conducta para poder pasar al programa de RF5, en donde nhuevamente se
requeria la estabilidad en la conducta para poder implantar la cdnula intra-CCA mediante una
cirugia esterotaxica como fue descrita en su apartado. Una vez cumplido el criterio para el
periodo de recuperacion, los sujetos retomaron las sesiones conductuales bajo el programa

RF5, donde se requiri6 la estabilidad en su conducta, para comenzar con las sesiones del
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programa RP, en el cual nuevamente se requirio de la estabilidad en la conducta para poder
finalizar el entrenamiento y comenzar con las administraciones.

Esta fase consté de 7 sesiones, comenzaba con la simulacién de la inyeccién, que
consistia en realizar el proceso de insertar el catéter en la canula, esperar 3 minutos, sin
administrar ninguna solucion, retirar el catéter y 15 minutos después comenzar con la prueba
conductual, a la siguiente sesion se comenzo con las administraciones programadas siguiendo
el orden de un cuadro latino (Ver Tabla 3) con un dia de descanso entre cada una, el tiempo de
espera entre la administracién y el inicio de la prueba operante fue distinta para cada farmaco,
en la inyeccion del vehiculo (grupo control) y el agonista se esperd 15 minutos para comenzar
con las pruebas operantes, en el caso de los antagonistas (AM630 y AM281) fue un tiempo de
espera de 30 min, las co-administraciones se realizaron de la siguiente manera: inyeccion del
antagonista, 15 minutos después se administré el GW405833 y después de 15 minutos

adicionales se comenz6 con la prueba operante (Ver Figura 10).
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Tabla 3.

Cuadro latino

1° Adm. 2° Adm. 3° Adm. 4° Adm. 5° Adm. 6° Adm.
AM281 + AMG630 +
Vh AM630 AM281 GW405833
GW405833 GW405833
AM281 + AMG630 +
GW405833 AM281 Vh AM630
GW405833 GW405833
AMG630 + AM281 +
Vh AM630 GW405833 AM281
GWwW405833 Gw405833
AMG630 + AM281 +
GWwW405833 AM630 Vh AM281
GW405833 GWwW405833
AMG630 + AM281 +
AM281 GWwW405833 Vh AMG630
GWwW405833 GW405833

Nota. Representacion de la asignacion de administraciones con el criterio establecido en el

cuadro latino.

Al finalizar la prueba conductual, que tenia una duracion variable de acuerdo al

desempefio del sujeto, se les llevd a su caja habitacion individual y se les dio libre acceso al

alimento y agua, previamente se pesaba el alimento y se volvia a pesar una y dos horas

posteriores (datos no mostrados) (Figura 10). Una vez que se completaron las administraciones

los sujetos fueron sometidos a eutanasia por sobredosis de pentobarbital sddico, y se revisaron

histolégicamente los sitios de administracion, como se describe en su apartado.
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Figura 10
Esquema de temporalidad entre la administracion, la prueba conductual y los registros de

consumo libre.

¥ AMB30 0 /‘?f ~Vehiculo o Acceso libre al Primer Segundo
y,
/ﬂy -AM281 7 CW405833 alimento y agua registro registro
W W

. L 4 a

‘ 1 | I I . ’
60 min 0 min 0 min 60 min 120 min

Tiempo antes de comenzar la prueba Tiempo después de finalizar la prueba

Administraciones

- Evaluacion conductual Registro de consumo libre
farmacologicas

Nota. Representacion de los tiempos de espera entre la administracion y el comienzo de la
prueba conductual, asi como la programacién del registro del consumo libre posterior a la

sesién operante.

El segundo grupo, nombrado grupo con reforzador sélido se compuso por 12 ratas
macho, que siguieron el procedimiento de la misma manera que el grupo anterior hasta el
tiempo de recuperacion post-cirugia, no se pudo retomar el entrenamiento conductual debido al
desabasto en los reforzadores sélidos empleados, como alternativa se propuso remplazarlos
por una solucién de sacarosa que pudiera ser preparada en el laboratorio. Para ello se evalué
la preferencia del gradiente de concentracion de sacarosa, se probaron tres gradientes
diferentes (2.5%, 5.0% y 7.5%) dos dias cada uno, con un orden creciente de exposicion, esto

también ayudo a prevenir la neofobia en los sujetos. La concentracion preferida fue la de 7.5%



66

(datos no mostrados), que se eligié como reforzador. Se retomaron las sesiones conductuales,
ahora con el reforzador liquido, se comenz6 con 2 sesiones de operante libre, posteriormente
se aplicé el programa RF5, en donde se busco la estabilidad en la conducta para poder pasar
al programa de RP, en este ultimo se elimind el requerimiento de estabilidad en la conducta en
los sujetos y solo se les sometio a tres sesiones antes de comenzar las administraciones.

En esta ocasidn posterior a la inyeccion de simulacién, se programaron cuatro
administraciones para cada sujeto, bajo el orden pre-asignado de un cuadro latino, con un dia
de descanso entre cada una, repitiendo los tiempos de espera entre la administracion y el inicio
de la prueba operante que se manejaron en el grupo anterior (Figura 10). Los sujetos fueron
asignados a uno de dos grupos, ambos recibieron inyeccion de vehiculo y GW405833, el grupo
gue evaluaba la participacion de rCB2, recibi6 la administracion de AM630 y
AM630+GW405833, mientras que el grupo de rCBL1 recibio AM281 y AM281+GW405833.
Como con el grupo anterior, al finalizar la prueba conductual se evalué el consumo libre, unay
dos horas posteriores a su acceso, en esta ocasion de agua. Una vez terminadas las
administraciones los sujetos fueron sacrificados y se realizé la revision histologica de los sitios
de administracion.

El grupo con reforzador liquido se conformo por 14 ratas macho, en todas las sesiones
tuvieron como reforzador la solucién de sacarosa al 7.5%, el entrenamiento en los programas
de reforzamiento positivo se llevo a cabo como se explica en el apartado con el mismo nombre.

En la fase de administraciones, se realiz6 la simulacion de la inyeccion, mas cuatro
inyecciones siguiendo el orden pre-establecido en un cuadro latino (Vh, GW405833, AM630,
AM630+GW405833), con dos dias de descanso entre cada inyeccion, repitiendo los tiempos de
espera manejados en los grupos anteriores. Al finalizar cada una de estas sesiones el animal
fue llevado a su caja habitacion en condiciones ad libitum y se evalu6 su consumo de agua

corriente una y dos horas posteriores a su libre acceso (Figura 10).
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Se realiz6 un segundo experimento con este grupo, pues se decidié comparar los
cambios en la motivacion por el alimento palatable con dos diferentes intervalos de espera
entre la administracion y el inicio de la evaluacion conductual, 1 y 8 horas, con dos
administraciones cada uno, vehiculo y GW405833. La designacion del farmaco y el tiempo de
espera se hizo con base a un cuadro latino (Vh-15, GW405833-1 hora, vh-8 h, GW405833-8h).
Todas las administraciones se realizaron al inicio de la fase de luz, por lo que las evaluaciones
conductuales se realizaron durante la primera u octava hora de este ciclo, segun el caso. Al
tener programadas las administraciones se cuidé que los sujetos fueran restringidos de su
consumo liquido 24 horas antes de su prueba conductual, manteniendo su peso al 90% del
reportado en condiciones ad libitum y asi no alterar los resultados por diferencias en el estado
de privacion.

Al finalizar cada prueba se evalué el consumo de agua una y dos horas posteriores a su
acceso, agregando el registro del consumo total de agua 24 horas posteriores a la

administracion del farmaco, como lo muestra en la figura 11.



Figura 11

Esquema de temporalidad para diferentes ventanas de espera.
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Nota. Representacion del protocolo experimental con latencia de 1 y 8 horas entre la
administracion y el comienzo de la prueba conductual, en ambos casos se evalu6 el consumo
libre de liquido una y dos horas posteriores al acceso libre que fue cuando finalizé la prueba

conductual, y a las 24 horas de la administracion.

Una vez terminadas las administraciones los sujetos fueron eutanizados y se realiz6 la

revision histolégica de los sitios de inyeccion.
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5. Resultados
5.1 Establecimiento del paradigma operante para evaluar la motivacion por el
alimento palatable en ratas por medio de programas de reforzamiento de razon fijay
progresiva
Durante el desarrollo del paradigma se monitoreo el peso corporal de los sujetos (Ver
Figura 12), para verificar que la restriccién de alimento o agua se estuviera realizando

adecuadamente, se observa un crecimiento paulatino y constante en cada uno de los grupos.

Figura 12

Registro de peso corporal
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Nota. Peso corporal de los sujetos, comparando los grupos de estandarizacion, con reforzador

sélido y liquido n=23, (Datos expresados en términos de media y desviacién estandar).

Como parte de las modificaciones que se realizaron en la estandarizacion, hubo
algunos ajustes del entrenamiento conductual, a la fase de adquisicion de la conducta operante
se agregaron sesiones de aproximaciones sucesivas para los sujetos que no lograban asociar
la presion de la palanca con la recompensa, esta estrategia encadena la conducta inicial a

conductas progresivamente mas cercanas a la operante requerida hasta asociarla con la
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emision del reforzador. También se propuso agregar sesiones de RF3 entre los programas RF1
y RF5 pre-cirugia, en el restablecimiento de la conducta operante post-cirugia, se comenz6 con
una sesion de RF1, otra de RF3 y después una serie de sesiones con RF5. Por ultimo, se
eliminé el requerimiento de respuesta para los programas RF5 pre-cirugia y post-cirugia en el
programa de RP (Ver Figura 9). Respecto a las administraciones farmacolégicas, se decidié
evaluar exclusivamente la participacion de los rCB2, eliminando la evaluacion de los rCB1.

Otro elemento que se modificé en concordancia con la privacion fue el registro del
consumo libre de comida, cuando se privé de alimento y posteriormente al cambiar al
reforzamiento liquido, se restringi6é el consumo de agua corriente y por lo tanto se registré el
consumo libre de agua posterior a la prueba conductual. Con respecto a la frecuencia de las
sesiones conductuales, en las primeras dos fases se realizaron los 7 dias de la semana,
mientras que, en la tercera fase, las evaluaciones se realizaron de lunes a viernes, permitiendo
gue las ratas tuvieran un periodo de descanso.

Por ultimo, se logro reducir la duracion del modelo aumentando la eficiencia en los
periodos de entrenamiento conductual logrando con ello maximizar los recursos y mantener a
las ratas el menor tiempo posible en experimentacion. Al inicio de la estandarizacion, la
duracion promedio del modelo era de 74 dias, mientras que para el grupo con reforzador sélido
se logré reducir a 58 dias, aungque en esta parte de la estandarizacion se tuvieron menos
sesiones de entrenamiento, al realizar el andlisis de la duracion para cada programa se
encontré que solo el programa de RP tenia menor nimero de sesiones. El grupo con reforzador
liquido tuvo la cifra méas baja en el nimero de sesiones de entrenamiento, con 36 dias de
duracion, es decir que se redujo poco mas del 50% en comparacion con la primera fase, y 38%
menos con la segunda fase, la duracion de cada programa también fue menor en comparacion
con ambas fases. En la figura 13 se muestra la comparacién del nUmero de respuestas en cada
programa de reforzamiento que requeria el cumplimiento del criterio estabilidad en la conducta,

para cada grupo.



Figura 13

Registro de la respuesta conductual para cada programa conductual
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Nota. Numero de respuestas obtenidas en los diferentes programas operantes del periodo de

entrenamiento A) Estandarizacién (n=5), B) Grupo con reforzador sélido (n=7) y C) Grupo con

reforzador liquido (n=11), (Datos expresados en términos de media y desviacion estandar).

Referente a los programas que requerian estabilidad en la conducta para los tres

grupos (Ver Figura 14), la comparacion mostré que, bajo RF1 el grupo con reforzador liquido
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redujo significativamente el nimero de sesiones en comparaciéon con los grupos de
estandarizacion y el grupo con reforzador solido [F,20=8.261; p=0.0024], mientras que en el
programa RF5 post-operatorio hubo una reduccién significativa en el nUmero de sesiones del

grupo con reforzar liquido frente al que tuvo reforzador soélido [F,20=7.035; p=0.0049].

Figura 14

Comparativa del nUmero de sesiones en cada programa conductual que requeria estabilidad en

la conducta.
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Nota. A) numero de sesiones bajo RF1, B) nUmero de sesiones bajo RF5 post-operatorio,
comparando los grupos de estandarizacion, con reforzador sélido y liquido n=23. *p<0.05,

**p<0.01, (Datos expresados en términos de media y desviacion estandar).
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5.2 Evaluacién de la motivacién por el alimento palatable en ratas que recibieron la
administracion intra-CCA del agonista selectivo de los rCB2, GW405833.

Los resultados operantes obtenidos de las administraciones farmacolégicas intra-CCA
en la estandarizacion (datos no mostrados), no arrojaron diferencias significativas debido al
bajo niumero de sujetos.

Los resultados de los estudios operantes donde se evaluaron los efectos de la
activacion farmacolégica de los rCB2 sobre la motivacion por el alimento palatable con el nuevo
modelo estandarizado, mostr6 que la administracion intra-CCA de GW405833 produjo una
tendencia a disminuir el nimero de respuestas para obtener el alimento palatable en
comparacion con el grupo control, tendencia que se previno con la administracion de AM630.
En concordancia con lo anterior, el nUmero de reforzadores obtenidos también tendi6 a
disminuir con las microinyecciones del agonista de los rCB2. De la misma forma, el analisis de
la tasa de respuesta mostré consistentemente la tendencia a disminuir sus valores cuando se
activd farmacoldgicamente a los rCB2 en comparacién con la administracion del vehiculo (Ver

Figura 15).
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Figura 15

Indicadores conductuales en el programa de razén progresiva.
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Nota. A) Numero de respuestas, B) nimero de reforzadores, C) tasa de respuesta, obtenidos
durante el programa de razén progresiva posterior a la administracion de diferentes tratamientos,

n=9. * p<0.05, ** p<0.01, (Datos expresados en términos de media y desviacion estandar).

El segundo experimento en donde se evalud la motivacion por el alimento palatable,
una y ocho horas después de administrado el farmaco (Ver Figura 16), especificamente en el
periodo de una hora no se encontré una disminucion significativa en el nimero de respuestas,
ni de reforzadores, solo una tendencia a disminuir con la activacion de los rCB2, patron que se
repite al evaluar la tasa de respuesta. Para el periodo de ocho horas se observaron diferencias
significativas con la administracion del agonista de los rCB2 en el nimero de respuestas
[Fu12=5.484; p= 0.0132] y de reforzadores obtenidos [F4,12=5.667; p= 0.0118] en comparacion

con el grupo control.
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Figura 16

Indicadores conductuales en el programa de razdn progresiva, con diferente ventana de

espera.
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Nota. A) Numero de respuestas, B) numero de reforzadores, C) tasa de respuesta obtenidos
durante el programa de razén progresiva posterior a la administracién de diferentes tratamientos
con latencias diferentes, n=6. *p<0.05, (Datos expresados en términos de media y desviacion

estandar).

5.3 Evaluacién del consumo libre de agua con la activacion farmacolégica de los CB2
en la CCA en ratas.

Se evalu6 el consumo libre de agua dos horas posteriores al fin de las sesiones de RP
(Ver Figura 17), se observaron valores similares en el consumo durante la primera hora, por lo
gue el tratamiento con GW405833 no produjo efectos sobre el consumo de liquidos. El
consumo de liquidos en la segunda hora disminuy6 con respecto a la primera, aunque no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos.
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Figura 17

Consumo libre de agua posterior a la prueba conductual.
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Nota. A) Consumo de agua la primera hora, B) Consumo de agua la segunda hora, obtenidos
posterior al fin de la prueba conductual bajo diferentes tratamientos, n=9, (Datos expresados en

términos de media y desviacion estandar).

Cuando se realiz6 la evaluacion del consumo libre de liquidos posterior a las
administraciones y las evaluaciones conductuales en la primer y octava horas (Ver Figura 18),
se encontré que el tratamiento con GW405833 no modificé significativamente el consumo libre
de agua una hora posterior al acceso al liquido. Por el contrario, durante la segunda hora de
consumo libre de liquidos con la administraciéon de GW405833 se observo un aumento
estadisticamente significativo en comparacion con el grupo control [F18=7.278; p= 0.0021]. Al
evaluar el consumo total de 24 horas después de la inyeccién en el grupo de espera de una
hora, no se encontraron diferencias significativas.

En el grupo con periodo de espera de ocho horas se observé que durante la primera y

segunda hora posterior al acceso a liquido no se hallaron diferencias entre la administracion del
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vehiculo y GW405833. Unicamente al evaluar el consumo acumulado de liquidos a 24 horas
después de la administracion del farmaco, se hallé una disminucién estadisticamente

significativa al activar a los rCB2 en comparacion con su control [F,18=3.727; p= 0.0303].

Figura 18

Consumo libre de agua posterior a la prueba conductual, con diferentes ventanas de espera

A) Consumo de agua 1 hora B) Consumo de agua 2 hora C) Consumo acumulado de agua
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Nota. A) Consumo de agua la primera hora, B) Consumo de agua la segunda hora, ambas
después de la prueba operante C) Consumo acumulado de agua desde su acceso hasta las 24
horas de la administracion del farmaco, obtenidos bajo el tratamiento de vehiculo y GW405833,

n=6. * p<0.05, ** p<0.01, (Datos expresados en términos de media y desviacion estandar).
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6. Discusion y conclusiones

6.1  Discusion

Los experimentos del presente estudio fueron disefiados para determinar, mediante un
procedimiento operante, la contribucion de los receptores CB2 de la CCA de la rata en la
regulacién de la motivacién por el alimento palatable. Nuestro hallazgo principal indica que la
activacion de los receptores CB2 de la corteza cingulada anterior puede alterar el valor
reforzante de una solucion de sacarosa, disminuyendo el nimero de presiones a la palancay la
motivacién por la solucion endulzada ocho horas después de la inyeccion intracerebral del
agonista de los receptores CB2, el GW405833. Este resultado es consistente con la hipétesis
inicial de que la transmisién cannabinoide en la corteza prefrontal, particularmente de la CCA,
tiene una funcion inhibitoria sobre los procesos neurobiol6gicos que promueven el consumo de
alimento de agradable sabor.

En consistencia con otros reportes, nuestros resultados sugieren que la transmision
cannabinoide mediada por receptores CB2 podria inducir la activacién de un mecanismo
neuromodulatorio que produce cambios en el comportamiento en el mediano plazo, ya que las
manipulaciones farmacolégicas dirigidas a los receptores CB2 s6lo muestran efectos sobre el
consumo de alimento en un periodo de entre cuatro y doce horas posteriores a la
administracion de los farmacos. Tal es el caso del estudio de Werner y Koch (2003), quienes
observaron un aumento del consumo de alimento cuatro y hasta seis horas posteriores a la
administracion intracerebroventricular de AM630 (un antagonista de los receptores CB2). De la
misma forma, Onaivi et al. (2008), mostraron que ratones C57 con privacién de alimento no
presentan cambios significativos del consumo de alimento durante las primeras horas
posteriores a la administraciéon de AM630 y el efecto se observa hasta las doce horas
posteriores al inicio de la prueba conductual. En conjunto, estos resultados sugieren que la
accion modulatoria de los receptores CB2 sobre la motivacion por el alimento palatable podria

iniciar procesos, aln no descritos, en los que la inhibicion de las células que expresan al
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receptor modifica la actividad del circuito de la recompensa en su totalidad. Investigaciones
posteriores deberén establecer si los receptores CB2 inducen cambios que toman mas tiempo
en expresarse (i. e. cambios en la sintesis de proteinas) o bien si se trata de efectos indirectos
mediados por blancos como el receptor activado por el proliferador de peroxisomas-y (PPAR-y)
o bien produciendo cambios en la via de sefializacion de la insulina en el cerebro (Youssef, et
al., 2019).

Hasta donde tenemos conocimiento, nuestro grupo de trabajo es el primero en
encontrar una relaciébn modulatoria entre los receptores CB2 de la CCA y la motivacién por
alimento palatable, ya que los reportes previos Unicamente habian mostrado que la activacion
sistémica de los receptores CB2 reduce significativamente la motivacion por una solucién de
etanol (Navarrete et al., 2018). A diferencia del efecto estimulador inducido por la activacion de
receptores CB1 en nucleos del circuito de la recompensa sobre las sefiales hedonicas y
reforzantes de la informacion sensorial del alimento palatable (Cortés-Salazar, et al. 2014;
Guegan et al, 2013), los receptores CB2 de la CCA parecen tener una funcién antagonica, es
decir, inhiben el consumo y la motivacion por el alimento de agradable sabor.

La capacidad de la CCA para vincular a una experiencia reforzante (recompensa en el
sentido amplio del concepto) con el componente emocional de valencia positiva se fundamenta
en sus relaciones anatémicas y funcionales con regiones limbicas como la COF, la amigdala, la
corteza insular y el estriado dorsal (Rolls, 2008, 2019). De tal forma, la activacién de los
receptores CB2 en la CCA podria reducir la capacidad de los sujetos para emitir el
comportamiento adecuado para recibir un estimulo reforzante (Brockett, et al., 2020), lo que
explica en gran parte nuestro hallazgo de que los sujetos tratados con GW405833 presionan
menos la palanca asociada a la entrega de la solucién endulzada y, en consecuencia, tienen
puntos de ruptura menores.

Existen reportes que apoyan la idea de que los receptores CB2 cumplen con una

funcién inhibitoria del consumo de alimento y en la ganancia de peso corporal. Tal es el caso
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del estudio de Ignatowska et al. (2011) donde mostraron que la activacion sistémica y crénica
de los receptores CB2 reduce significativamente el peso corporal en animales con alimentacion
libre de una dieta estandar de laboratorio. Paralelamente, lo anterior es consistente con los
estudios con animales que no expresan receptores CB2, los cuales consumen mas alimento
con alto contenido de grasas, ademas de tener mayor peso corporal y mas tejido adiposo

(Agudo, et al., 2010).

6.1.1 Consideraciones sobre los procedimientos operantes para evaluar la motivacién

En nuestro modelo se tomaron algunas consideraciones importantes sobre los
procedimientos operantes para evitar variabilidad en el consumo del reforzador, por ejemplo, se
establecio que todas las sesiones conductuales se realizaran dentro de las primeras horas de
la fase de luz en el ciclo luz/oscuridad (12x12h). Adicionalmente, se establecié la condicién de
gue los sujetos se mantuvieran en privacion de alimento o agua, segun el reforzador, durante la
fase oscura. Con estas medidas se favoreci6 la saliencia del reforzador que ayudé a mantener
la estabilidad de la tasa de respuesta en los programas de reforzamiento positivo (Reynolds,
1968), ademas de favorecer la ingesta en el modelo de alimentacion libre que se aplicaba
posterior a las sesiones de entrenamiento operante (Siegel, 1961).

De la misma forma, se tomaron en cuenta las recomendaciones metodol6gicas
propuestas por Garcia y colaboradores (2017) para los programas de RP, como contemplar
fases en la asociacion de la operante, comenzando con la de adquisicién de la respuesta 'y
culminando con el mantenimiento de la conducta. Fue importante usar como criterio de cambio
la estabilidad de la operante, evitando la variabilidad en la tasa de respuesta mayor al 20% en
las dltimas tres sesiones (Killeen, 1978).

Al emplear como reforzador una solucién azucarada (H.O+7.5% de sacarosa), las ratas

inicialmente mostraron dificultad para emitir la respuesta operante, retardando la aparicién de la
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estabilidad en la conducta, lo que ocasiond que se alargara el reentrenamiento post-cirugia.
Basados en esta experiencia, se molde6 mediante aproximaciones sucesivas, como lo reporta
Ferreira (2009) y también se re-entrend a lo sujetos con intervalos en los requerimientos de
respuesta mas cortos entre un programa y otro, adicionando un programa intermedio entre RF1
y RF5, quedando de la siguiente manera, previo a la cirugia las ratas debian pasar por RF1,
RF3 y terminar en RF5. En la post-cirugia se implementé el mismo orden, permitiendo que con
el incremento escalonado la demanda no fuera tan abrupta y el nivel de esfuerzo no
representara una dificultad adicional (Ferreira, 2009), ademas permitié que los sujetos se
prepararan para las demandas crecientes del programa RP (Lecca, et al., 2020).

El requerimiento de estabilidad en la conducta se eliminé en el programa de RF5 pre-
cirugia al considerarse poco necesario, ya que la comprobacién de la asociaciéon entre el
estimulo reforzante y la operante, se buscaria mediante la estabilidad en la tasa de respuesta
(Garcia, et al., 2017), bajo el programa RF5 post-cirugia. También se eliminé el requerimiento
de estabilidad en la tasa de respuesta en el programa de RP, se decidi6 asi, porque la prueba
conductual no deberia tener una estabilidad, sino simplemente expresar la conducta de
acuerdo a la suma de factores del modelo, ya que el objetivo de este programa es evaluar el
estado motivacional del sujeto y los posibles cambios que indujera la manipulacién
farmacoldgica (Bradshaw y Killeen, 2012). Sin embargo, para que los datos fueran
comparables, se decidi6 dejar tres sesiones previas a las microinyecciones para el
reconocimiento del programa.

Nuestros resultados confirmaron que las modificaciones antes mencionadas en el
proceso de aprendizaje de la operante fueron efectivas, reduciendo tiempo del experimento y
facilitando la consecuente evaluacion de la motivacion por el alimento palatable. Cabe
mencionar que este reporte, funcionara para hacer mas eficientes los modelos de

autoadministracion conductual reforzado por pellets o por una solucion azucarada.
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6.1.2 Limitaciones

No tenemos informacién de que el bloqueo farmacolégico de los receptores CB2 de la
CCA previene el efecto del GW405833 cuando se hace la evaluacion conductual a las 8 horas
de la administracion intracerebral. Lo anterior implica que experimentos posteriores deberan
aportar evidencia adicional de que el efecto aqui reportado cuenta con suficiente selectividad

atribuible al receptor CB2.

6.2 Conclusiones

En suma, nuestros resultados nos permiten llegar a la conclusién de que la transmision
cannabinoide mediada por receptores CB2 de la corteza cingulada anterior cumple una funcién
neuromodulatoria de caracter inhibitorio de los procesos que promueven la motivaciéon de
alimento palatable, particularmente de una solucién endulzada. Debido a que no observamos
efectos de la activacion de los receptores CB2 de la CCA en la primera hora posterior a la
administracion del farmaco, es necesario disefiar estudios que permitan establecer los
mecanismos, vias y regiones del circuito de la recompensa que son susceptibles de

modulacion por los receptores CB2.

6.3 Perspectiva y sugerencias

Las respuestas a los objetivos planteados en esta investigacion, permiten plantear
nuevas interrogantes referentes a la participacion de los rCB2 en la regulacion de la conducta
alimentaria, para poder ampliar el conocimiento que favorezca la manipulacién farmacologica
como tratamiento para las conductas andmalas en torno a la alimentacién, es necesario realizar
experimentos en donde se evalle farmacolégicamente la participacion de los rCB2 de la CCA,

en diferentes momentos, es decir, después de la microinyeccion evaluar el efecto a los 15, 30,
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60, 120, 240, 360, 720, y 1,440 minutos, en alimentacion libre, para conocer el efecto de la
farmacodindmica sobre la ingesta, ademas de observar la secuencia de saciedad conductual.
Otro elemento que deberia considerarse es evaluar procesos asociados a la motivacion, como
la impulsividad evaluada con la prueba del laberinto elevado en T, o con la prueba de
condicionamiento por preferencia del lugar. Para el caso del circuito que creemos que esta
activandose desde la CCA, podria rastrearse la participacion de los CB2 en ndcleos en los que
interviene el procesamiento de la saliencia de los reforzadores, como es el hipotédlamo, el ATV,

el Nac, y la amigdala.
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