UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
S MEXICO

FACULTAD DE PSICOLOGIA

CAMBIOS EN LA MEMORIA VISUOESPACIAL
DEPENDIENTES DE RECEPTORES CB1 EN
RATAS CON SINDROME METABOLICO

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:
LICENCIADA EN PSICOLOGIA

PRESENTA:
CINTHYA ROCIO GARCIA VAZQUEZ

DIRECTOR DE TESIS: DR. DAVID ERASMO GARCIA DIAZ

REVISOR: DRA. ALEJANDRA EVELYN RUIZ CONTRERAS

FACULTAD )
DE PSICOLOGIA MEXICO, D.F. 2014



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.



Esta tesis se desarrollé en el Departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina, de la Universidad
Nacional Autonoma de México, bajo la direccién del Dr. David Erasmo Garcia Diaz.

Gracias al Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacion Tecnolégica (PAPIIT) (Clave del
proyecto IN215813). Agradezco a la DGAPA-PAPIIT-UNAM por la beca recibida.



Reconocimientos

Agradezco al Dr. David E. Garcia por permitirme ser parte de su grupo de trabajo, por el tiempo, apoyo y

experiencia que me brindo durante la realizacion de la tesis.

Muchas gracias a la Dra. Marina Martinez Vargas de la Facultad de Medicina por todo el apoyo, la
experiencia y ensefianza brindada para la realizacién de las pruebas moleculares, perfusiones, asi como la

extraccion de sangre, realizados para este trabajo.

Agradezco la colaboracién de la Dra. Marcia Hiriart Urdanivia del Instituto de Fisiologia Celular y del Dr.
Enriqgue Hong Chong del departamento de Farmacologia Sede Sur del CINVESTAV en las mediciones de

insulina en plasma.

Se reconoce la ayuda de la Dra. Maria de la Luz Navarro Angulo y de la Dra. Leticia Verdugo Diaz del
Departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina por su colaboracion con el equipo de mediciones de la
presion arterial. Gracias al Dr. David Elias Vifias, al Ing. Esteban Ruiz y la Ing. Aime Salazar Anguiano del
Departamento de Ingenieria Eléctrica sede Zacatenco del CINVESTAV los cuales proporcionaron el equipo

de Bioimpedancia.

Se agradece al Dr. Enrique Pinzon Estrada, Jefe del Bioterio de la Facultad de Medicina, por proporcionar a
los roedores utilizados en este trabajo. A la Dra. Irma Zarco Padrén de la Facultad de Medicina por

proporcionar algunas ratas para experimentos.

Ademas, agradezco a Gabino Pérez por proporcionar el equipo para la medicién de triglicéridos y al Ing.

Amado Garcia por el generador de ruido blanco.

Muchas gracias a la Bidloga Isabel Arenas y al Dr. Jorge Bravo Martinez de la Facultad de Medicina por su
gran ayuda y apoyo técnico en este trabajo, y a Guillermo Luna por la valiosa ayuda en la construccion del
laberinto de Barnes y el cuarto experimental, ademas a Luis Martinez, auxiliar de laboratorio por los cuidados

que le dio a cada uno de los animales y el mantenimiento de la limpieza de los materiales del laboratorio.

Por ultimo agradezco a la Dra. Alejandra Ruiz y a mis sinodales Oscar Prospéro, Hugo Sanchez y Rodrigo
Pedroza por sus valiosas correcciones y comentarios para mejorar este trabajo. Al Dr. Victor Rodriguez por

su tiempo, experiencia y asesoria.



Agradecimientos

A mi familia, a mis papas, por estar siempre conmigo, por saberme guiar, por quererme, cuidarme, también
por preocuparse y regafiarme; pero sobre todo por ayudarme a crecer, a cumplir mis metas y a ser una mejor
persona, los quiero mucho. Y mis hermanos Luisito y Paola por estar conmigo, por su apoyo incondicional,
por aguantar el mal humor después de las desveladas y el cansancio, porque hemos crecido juntos
compartiendo experiencia y mucho amor; también a mi tia Nena por estar siempre al pendiente, valoro mucho
tu preocupacion y el apoyo que me has dado toda la vida. Ustedes son las personas mas importantes en mi

vida y las que mas quiero.
A mis comparieros y amigos de laboratorio:

Celes, por convertirte en una amiga y poder compartir contigo no solo esta experiencia de trabajo sino
también ideas, pensamientos y sentimientos. Gracias por tu apoyo personal, moral y académico. Kari, por tus
opiniones y discusiones que me han ayudado en esta formacién y por supuesto, por la colaboracion en el
trabajo y los experimentos. Y Adrian, por la colaboracion en los experimentos y los afios compartidos que me

dejaron conocerte mejor.

Al Dr, David Garcia por adoptarme como parte no solo de su laboratorio, sino también de su familia, por
consentirme y por compartir su experiencia académica y personal conmigo. A Isa, Arturito, Dr. Jorge, Liz,
Héctor, Anahi y la Dra. Julieta, gracias por su familiaridad durante la estancia en el laboratorio, recuerden que
a todos se les quiere! Muchas gracias al Sr. Luis, por siempre recibirme con una sonrisa, por ayudarnos con

tantas cosas, sus animos fueron clave en este trabajo.

De manera especial quiero agradecer a la Dra. Marina Martinez por compartir su conocimiento conmigo y por

toda la ayuda que me brindo, por su tiempo y confianza, sin usted este trabajo no habria sido posible.

A la Universidad Nacional Auténoma de México y la Facultad de Psicologia por permitirme desarrollarme

profesionalmente y darme la oportunidad de dedicarme a lo que més me apasiona.
Agradezco a mis amigos:

Mariana Zufiiga gracias por tu amistad, porque sé que puedo contar contigo siempre y porque con las nifias
siempre me haran sacar una sonrisa, las quiero mucho. Julio, porque gracias a ti di un salto para llegar a

donde estoy; porque desde muy pequefia me ayudaste a darme cuenta que saber es algo que me gusta



mucho, que la curiosidad, el conocimiento y sorprendernos de la vida son de las mejores cosas que pueden

existir, gracias por ayudarme a sacar lo mejor de mi.

A Paola y Joel, por ser como unos hermanos con los que puedo compartir todo, porque en este camino han

estado conmigo siempre y por todo lo que hemos vivido que nos ha hecho crecer.

A Rebeca, por ser mi amiga y porque s€ que eres una persona en la que siempre puedo confiar, porque la
carrera apenas comienza, continuemos con lo que sigue. A Alejandra Pérez, gracias por tu amistad, porque
en estos afios de carrera todas las cosas que pasamos juntas no las cambiaria por nada, contigo comparti

muchas experiencias y aprendizaje y por eso formas una parte importante de mi vida.

Muchas gracias a Tofito y a Mike, porque como ya les he dicho mas que mis vecinos son unos grandes
amigos, y durante la realizacion de este trabajo ustedes estuvieron para escucharme en mis frustraciones,

alegrias y por supuesto en las clasicas, espero que esto continue por muchos afos mas.

Finalmente,...gracias a esos seres que sacrificados por la experimentacion cedieron nuevos horizontes a la
vida, vigjas y nuevas generaciones han visto alejar la muerte y el dolor. Gracias reiteradamente a esos
“conegjillos de indias” que en aras de la ciencia, la ensefianza o la investigacion mitigan la angustia, el dolor y

la agonia del eterno suefio...

A todos muchas gracias por formar parte de mi vida y de este camino académico.



INDICE

[, RESUMEN .cttiiicceeiniccntessecseeesssssnnessssssnnessssssnssssssssnessssssssassssssssesssssnssssssssnsessssssnsesssssanassssssnnans 1
(. ANTECEDENTES....iittiicrtttiicrtttnicsnnnesisessnnessssssnsesssssssssssssssessssssssessssssssssssssssessssssasassssssnsssssssnnans 2
2) SINDROME METABOLICO ..ucvvueerereerreerseessssessssesssssssssssessssssssssssssssensssessssssnssssssssssssssssnsssens 4
Fisiopatologia del sindrome metabOliCo ... 4
Alteraciones MeEtabOlICAS. .......ccveveieieeeires et nesaenaas 8
Alteraciones cognitivas relacionadas al sindrome metabolico..........cccccovvvvececicienieeneene, 10

D) MEMORIA ..o tteecccteesircseeessssseneesssssasessssssnnassssssnnesssssssassssssssessssssnnessssssnsassssssnsesssssnsassssssnnans 13
Modelo de memoria a corto plazo y memoria a largo plazo ..........cccoevevevieieinnencnenne. 14

Memoria declarativa y memoria No declarativa ..............cceceeeerineninencneieieseseseeeen 18

MEMOKA VISUOESPACIAL.......ceveiiiceeiresctcte ettt sttt e ss e sns s s st st s et besena s sae st e s sesenanas 20

Bases anatémicas y neuroquimicas de la memoria visuoespacial..............ccccceevvverrennee. 20

LADENNTIO 8 BAINES ..ottt ettt st s sttt s s ettt esbesen s sesens 23
C) CANABINOIDES ....cttiiitiiieiieeninennstessnatssssassssssssssssesssssesssssesesssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssassnns 26
ADbSOrcion Yy MetaboliSMO.........c.couiiicieeeee ettt st ereens 27
Receptores a CanabiNOIdES ........cc.ocveiiiieieeceeeeee ettt a e b aaas 28
Receptor a canabiN0ides CBL .........ccoiiiiiieiiireeeeses ettt 29
Distribucion de los receptores a canabinoides CBL.........c.cceccevieceeviieececeeeee e 30
Canabinoides ENAOGENOS.........cviciiiieieceeec ettt ettt s te e e st s re et e s beeaesteeraentesreenes 31
CanabinNOIdes SINTELICOS .......coueirieirieiirieiie ettt sttt be e steneas 34
FUNCIONES AEI SISTEIMAL....c.eiieiieiieiieiceeese ettt ettt ae e nas 35
Canabinoides: procesos de aprendizaje, memoria y plasticidad ............cccceeveevrveviennnnnen. 36
Canabinoides y conductas apetitivas, ingestion de alimentos y alteraciones metabdlicas

38
. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ....cuvttttiiittittiiiirerisinisiststststssssstsmsssssssssssssssssssssssssssssssses 41
JUSTIFICACION ..ottt s st st ssssn s st s sasassasssaesansnen 42
OBUJETIVOS ...ttt ettt sttt ettt se e s e e besbe s ae s et et et e neeseenessessensenee 42
(@ o T= 1Y o Jo 1] 1] - TSR 42
ODJEtIVOS PATICUIAIES ....ooviieeiecieeete ettt st st et s be et e s beeraebesrnenes 42
HIPOTESIS wouteveeeterereereessesessesesessessssesesssessesessssessssssessssessssesessesessesessnsssensesesssessnsesensssens 42
[V, METODO e eueeeueueeserieesessssssessessssssastsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 43
S =3 (0 U 43
DiSEA0 EXPEIHMENTAL......coeivieereirete ettt ettt et ses et st ee s e e s ses st st sa s et s sns s snsnsnnns 44
FAIMNACOS ......etieeieieeee ettt ettt sttt e st e st e s s et et e e e s e eseesessestessetenseneeneeneesessessensensens 44

P aArAMEIIOS FISICOS.....uvtiiieeietee ettt ettt et et e s et e e s eaeesereeesereesantesaseesareeesstesareesaseesareeesanes 45



ESTEIEOLAXIA .. .evevenieieiieieet ettt sttt b e bt bt sttt et ettt be bt bentens 49
X0 |0 0T 0153 = Uox o o RS STP 49
Evaluacion de memoria visuoespacial con Laberinto de Barnes ........ccccceveeeeceeeevenveeneenn 50

Extraccion de RNA total de hipocampo y reaccion en cadena de la polimerasa

transcriptasa reVersa (PCR-RT) ..ottt sttt s re ettt sba et e s te et e nesreenes 55
WESEEIN DIOT ...ttt 56
HISTOIOGIA ...ttt et b ettt b ettt b e 58
ANALISIS ESTAAISTICO: ...ttt 58

V. RESULTADOS ... ccetrtiitiiiisisnssteesssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 59
ReSUIA0S METADOIICOS......c.couiiriiieieieeee ettt 59
ResultadoSs CONAUCTUAIES .......c.coiriiriiieieieieet ettt 69
ReSUIAAOS MOIECUIAIES ..ot 71
Correlacion entre resultados conductuales y resultados moleculares...........cccocevvereeenenne. 74

VI, DISCUSION..cccuiiucrienstesesseessesesessassssseessasessssie st sssstssssasssssassssssssssasssssssassssssnsnns 77

VII.  CONCLUSIONES ..cuoiiiiiiiittteetnnnnnnnenenrnnssssssssesss s sssssssssss s s sssssssssss s s 94

VIII.

REFERENCIAS ..ottt csnssssssssssssssssssssssssssssssessssssssesssssnns 95



Abreviaturas

(2-AG)
(5 HT)
(AC)

(Ach)

(AM-251)

(AMPc)
(Anandamida)
(ATP IIl)
(BDNF)
(CBD)
(CBN)
(CREB)
(DA)
(dB)
(DM2)
(DMSO)
(ECV)
(FAAH)
(FOXO)
(GAA)
(GABA)
(GLUT2)
(GPCR)

(HDL)

2-araquidonil-glicerol
5-hidroxitriptamina/ Serotonina
Adenilato ciclasa

Acetilcolina

1-(2,4-diclorofenil)-5-(4-iodofenil)-4-metil-N-1-piperidinil-1H-pirazole-3-
carboxamida

Monofosfato ciclico de adenosina
N-araquidoniletanolamida

Programa de tratamiento para adultos Il
Factor neurotrofico derivado del cerebro
Canabidiol

Canabinol

Proteina de union al elemento de respuesta de AMPc
Dopamina

Decibeles

Diabetes mellitus tipo 2

Dimetil sulféxido

Enfermedades cardiovasculares

Hidrolasa de acidos grasos amidados
Factores de transcripcion forkhead clase O
Glucosa alterada en ayuno

Acido y-aminobutirico

Transportador de glucosa tipo 2
Receptores acoplados a proteinas G

Lipoproteina de alta densidad



(IDF) Federacion Internacional de Diabetes

(ih) Intrahipocampal

(IL-1B) Interleucina 1

(IL-6) Interleucina 6

(IMC) indice de masa corporal

(ip) Intraperitoneal

(LDL) Lipoproteina de baja densidad

(LTP) Potenciacion a largo plazo

(MAGL) Lipasa de monoacilglicerol

(MAPK) Proteina cinasa activada por mitdgenos
(MCP) Memoria a corto plazo

(MLP) Memoria a largo plazo

(MVE) Memoria visuoespacial

(NAES) N-acetil-etanolaminas

(NAPE) N-acil fosfatidiletanolamina

(NMDA) N-metil D-aspartato

(NOM) Norma oficial mexicana

(NPH) Nucleo paraventricular hipotalamico
(OMS) Organizacién Mundial de la Salud

(ON) Oxido nitrico

(PCR) Proteina C reactiva

(PCR-TR) Reaccion en cadena de la polimerasa transcriptasa reversa
(PGAM) Peptidil glicina a-amida monooxigenasa
(PIP2) Fosfoinositol-bis-fosfato

(PKA) Proteina cinasa dependiente de AMPc

(RI) Resistencia a la insulina



(RNA) Acido ribonucleico

(ROS) Especies reactivas de oxigeno

(rpm) Revoluciones por minuto

(SeC) Sistema endocanabinoide/Canabinérgico
(SIDA) Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SM) Sindrome metabdlico

(SNC) Sistema nervioso central

(SNP) Sistema nervioso periférico

(TGA) Tolerancia a la glucosa alterada

(TNF-a) Factor de necrosis tumoral a

(VIH) Virus de la inmunodeficiencia humana

(WIN55 212-2) (R)-(+)-WIN 55,212-2 mesilato de sal

(A9- THC) A9-Tetrahidrocanabinol



CAMBIOS EN LA MEMORIA VISUOESPACIAL DEPENDIENTES DE RECEPTORES
CB1 EN RATAS CON SINDROME METABOLICO

l. RESUMEN

Recientemente la obesidad y el sindrome metabdlico (SM) se han convertido en una
epidemia que estd causando serios problemas de salud. El aumento en el consumo de
refresco es una de las principales causas del desarrollo del SM. EI SM se ha vinculado
con deterioro cognitivo leve que puede progresar a demencia, provocando alteraciones en
la conducta y dafios en las funciones cognitivas, como es el caso de la memoria

visuoespacial (MVE).

Diversos estudios han considerado al sistema canabinoide (SeC) como crucial para hablar
de obesidad y trastornos metabdlicos. Asi mismo en el hipocampo, este sistema juega un
papel importante en la modulacion de la memoria. Los objetivos de este estudio fueron
evaluar las complicaciones que el SM ocasiona en la MVE en un modelo de rata y

relacionarlos con alteraciones en los receptores CB1 en el hipocampo.

Los resultados muestran que una dieta alta en sacarosa conduce al desarrollo de SM y
ocasiona un incremento de errores en una evaluacién de MVE con el laberinto de Barnes,
después de 12 semanas de tratamiento, similar al que se observa cuando se administra
WIN55 212-2; sin embargo, la ejecucion del laberinto de los sujetos con SM no es
significativamente diferente respecto del control. También se muestra, que la inhibicion del
SeC con el antagonista AM-251, revierte el deterioro leve de la curva de aprendizaje en
los sujetos con SM y puede representar una estrategia terapéutica prometedora para el

tratamiento del SM y de dafios en la memoria.

Palabras clave: sindrome metabdlico, memoria visuoespacial, receptores CB1,

hipocampo.




Il ANTECEDENTES

En la actualidad, la obesidad es un problema a nivel mundial que ha incrementado de
manera alarmante, a tal grado que se ha convertido en una epidemia (OMS, 2012;
Grundy, 2004). México se ha colocado en el primer lugar del mundo en padecer obesidad,
tanto en nifios como en adultos, 70% de la poblacién tiene sobrepeso (25-29.9 de IMC) y
un tercio de ellos obesidad (>30 de IMC) (ONU, 2013). La Federacion Internacional de
Diabetes (IDF) reporta que una cuarta parte de los adultos del mundo tienen sindrome
metabdlico (SM) y tienen un riesgo cinco veces mayor de desarrollar diabetes tipo 2
(DM2); esto pone al SM y a la DM2 por encima de las cifras de morbilidad y mortalidad

respecto de VIH/ SIDA (IDF, 2011).

Las principales causas del desarrollo de SM han sido el aumento en el consumo de
refresco, la proliferacion de comida chatarra y la vida sedentaria (Instituto Nacional de
Salud Publica, INSP, 2011), que se ven reflejadas en un desbalance entre el consumo
calorico y el gasto energético, donde las investigaciones se han centrado para estudiar
este problema. Esta epidemia estd causando serios problemas de salud a mediano y
largo plazo, los cuales ya estan siendo reportados y estudiados. La Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) sefala que por afio fallecen al menos 2,8 millones de personas como
consecuencia del sobrepeso o la obesidad. Estas ultimas son unas de las principales
causas de la aparicion de enfermedades cronicas, cardiovasculares y DM2 (Grundy,
2004; Razay, 2007). También se ha relacionado con ciertos tipos de cancer y trastornos

de suefio (Grundy, 2004).

Ademas, se ha vinculado al SM con deterioro cognitivo leve (Razay, 2007; Frisardi, 2012)

gue puede progresar a demencia (Frisardi, 2012), modificaciones en la conducta y dafios




en las funciones cognitivas, como es el caso de la memoria visuoespacial (MVE) (Dinel,

2011; Van der Kommer et al., 2012; Molteni, 2002; Pistell, 2010; Farr, 2008).

De acuerdo con lo anterior, el interés de este trabajo se centra especificamente en las
alteraciones que el SM ocasiona en la MVE. Para este proposito se ha estudiado en un
modelo de rata enfocado al sistema endocanabinoide (SeC). Diversos trabajos han
considerado crucial el estudio del SeC, por su relacibn con los mecanismos de
recompensa y homeostaticos, en la comprension de las alteraciones que producen los
trastornos metabdlicos como la obesidad. Asi mismo, este sistema tiene un papel

relevante en la modulacién de la memoria.

Aungque ya se ha estudiado la participacion del SeC con relacién a la obesidad, el SM
(Chen, 2013; Nunn, 2010; Di Marzo, 2001; Bermudez et al., 2009; Pagotto, 2006;
Méndez-Diaz et al., 2010; Fride, 2007; Engeli, 2008) y a la memoria (Lichtman, 1999;
Abush, 2010; Robinson, 2008; De Oliveira, 2008; Davies, 2002; Rueda-Orozco, 2008) por
separado, no existen estudios en donde se describa la relacién que existe entre los
receptores a canabinoides 1 (CB1), el SM y los cambios que se producen en la MVE.

Esta tesis tiene como objetivo analizar los cambios en la MVE en ratas con SM y su
correlacion con modificaciones en la densidad de los CB1. Se evalu6 la MVE por medio
del protocolo de laberinto de Barnes a cinco grupos de ratas Wistar macho. Tres grupos
gue consumieron una dieta control (rat Chow 5001 y agua simple ad libitum. Dos grupos
que consumieron una dieta hipercalérica (rat Chow 5001 y agua al 20% sacarosa ad
libitum) para desarrollar SM con el modelo estandarizado por el grupo de Larqué en el
2011. Para probar la participacién del SeC en estos procesos, se usaron el antagonista y

el agonista a receptores CB1 (WIN 55,212-2 y AM251 respectivamente). Finalmente, los




resultados se correlacionaron con la cuantificacion de la densidad de receptores CB1 a

través de PCR-TR y Western blot.
a) SINDROME METABOLICO
» Fisiopatologia del sindrome metabdlico

El Sindrome Metabdlico (SM) es la conjuncién de varias alteraciones de riesgo en un
mismo individuo que aumentan la probabilidad de desarrollar enfermedades
cardiovasculares (ECV) (angina de pecho, infarto al miocardio, apoplejia, enfermedad
arterial periférica, insuficiencia cardiaca congestiva -IDF, 2012- ), diabetes mellitus tipo 2
(DM2), higado graso, trastornos de suefio y algunos tipos de cancer (Grundy, 2004). En
1988 Reaven y colaboradores observaron que varias alteraciones metabdlicas
(dislipidemia, hipertension, hiperglucemia) tendian a manifestarse en conjunto, a ésta
condicion la llamaron sindrome X. Posteriormente, fue denominado sindrome de
resistencia a la insulina, ya que postulaban que la resistencia a la insulina era la base de
éste sindrome. Finalmente, en 1998 el término SM se introdujo como entidad diagnostica

con criterios definidos por la OMS (Pineda, 2008) (Tabla 1).

La definicion mas utilizada es segun los criterios establecidos en el 2001 por el Programa
de Tratamiento para Adultos Il (ATP Ill) (Tablal), por un conjunto de signos y sintomas
metabdlicos entre los que destacan: obesidad abdominal (central), dislipidemia (alteracion
en las concentraciones de lipidos y lipoproteinas en la sangre), presion sanguinea
elevada (hipertension), resistencia a la insulina (captacion inadecuada de glucosa
dependiente de insulina), intolerancia a la glucosa (valores elevados de glucosa en
sangre), estado preinflamatorio (elevacion de proteina C reactiva) y protrombotico

(aumento de plasma inhibidor del activador del plasminogeno (PAI)-1 y el fibrinbgeno),




colesterol de lipoproteina de baja densidad (LDL) alto o lipoproteina de alta densidad
(HDL) bajo y aumento de triglicéridos (Grundy, 2004). Si se presentan al menos tres de

las alteraciones metabdlicas mencionadas, puede diagnosticar SM.

Tabla 1. Criterios de diagndstico del sindrome metabdlico (tomada y modificada de Grundy, 2004).

Criterios de diagndstico del sindrome metabdlico segin Criterios de diagndstico del sindrome metabdlico segun
el ATP Il (2001) la OMS (1998)

Obesidad abdominal: circunferencia abdominal >102 cm en Alteracion de la regulacion de la glucosa: glucosa en ayunas
varones y >88 cm en mujeres; >110 mg/dL y/o 2 h postcarga 2140mg/dL;
Hipertrigliceridemia: 2150 mg/dL (1,69 mmol/l); Resistencia a la insulina: captacidn de glucosa por debajo del

percentil 25 en clamp euglicémico- hiperinsulinémico;

HDL — colesterol: <40 mg/dL (1,04 mol/L) en vardn y <50 Hipertension arterial: presion arterial 2140/90mg/dL;

mg/dL(1,29 mol/L) en mujer;

Presion arterial: 2130/85 mmHg; Dislipidemia: triglicéridos 2150 mg/dL y/o colesterol HDL <35/39
mg/dL en varén/mujer;

Glucemia basal en ayunas: 2110 mg/dL (6,1 mmol/L). Obesidad: indice cintura/cadera >0,9/0,85 en varén/mujer y/o
IMC >30 kg/m2;

Microalbuminuria: excrecidn urinaria de albldnima >20ug/min.

Tratamiento para adultos Il (ATP IIl), Organizacién mundial de la salud (OMS), lipoproteina de alta densidad (HDL),
indice de masa corporal (IMC).

Dietas altas en sacarosa 0 glucosa, y grasa, acompafiadas de baja actividad fisica
pueden provocar SM. Entre los modelos que se han utilizado para inducir SM esta
modificar la dieta de los roedores, aumentando la cantidad de grasa o azucar. Por
ejemplo, al cambiar en la dieta el suministro de agua simple por agua con sacarosa al
20% (p/v). Los estudios de Larqué y colaboradores (2011) han mostrado que después de
8 semanas con dicha dieta, se observa que en los islotes 3 pancreaticos aumenta la
cantidad total del transportador de glucosa tipo 2 (GLUT2). Cuando esto ocurre entonces
hay una mayor entrada de glucosa a las células y eso se refleja en un incremento en la
secrecion de insulina, lo cual provoca hiperinsulinemia, resultado que representa una de

las primeras respuestas moleculares en el SM.



En el SM la resistencia periférica a la insulina, modificaciones sobre la sintesis y
degradacion de la glucosa y el metabolismo de los lipidos son signos y una advertencia
importante para el desarrollo de la DM2 (Fig 1). Asimismo, las células beta son
continuamente estimuladas y secretan altas cantidades de insulina. Con el paso del
tiempo, se agotan y son incapaces de secretar la hormona suficiente para mantener los
niveles normales de glucosa, entonces, se desarrolla hiperglucemia. Los mecanismos
celulares que conducen a la hipersecrecion de insulina en las primeras etapas de SM
podria implicar la cadena de eventos en el acoplamiento de glucosa estimulada por
secrecion de insulina, tales como un aumento en los transportadores de glucosa, enzimas

o canales io6nicos (Larqué et al., 2011).
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Fig 1. Modelo del desarrollo de SM. El modelo que muestra como las dietas con alto contenido
caldrico inducen al incremento en la secrecidn de adipocitos, cambios en las células beta y en la
expresion de GLUT2 provocando hiperinsulinemia que puede conducir a sindrome metabdlico y
finalmente a diabetes (Tomado y modificado de Larqué et al., 2011).

En el modelo de SM en ratas con la dieta donde se incrementa la sacarosa (Larqué et al.,

2011) se encontré un incremento en los niveles de plasma de insulina y de los niveles de



triglicéridos; ademas, un aumento en la presion arterial sistélica y alteraciones de la
frecuencia cardiaca; cabe sefialar que las investigaciones no reportan datos acerca de la
presion diastdlica y ésta es determinante de hipertension en el humano. Finalmente,
muestran un aclaramiento mas lento en la curva de tolerancia a la glucosa (Larqué et al.,

2011). Dichas alteraciones son uno de los puntos clave de esta investigacion.
Alteraciones metabdlicas

- Obesidad central y sobrepeso: se definen como una acumulacion anormal o excesiva
de grasa que puede ser perjudicial para la salud (OMS, 2012). Se conoce como obesidad
central a la acumulacién excesiva de tejido adiposo en el area abdominal. Esta puede
agravar ciertos factores de riesgo metabdlicos, por ejemplo, causa incremento de
citocinas, y esto puede provocar un estado preinflamatorio (Grundy, 2004). Para identificar
el sobrepeso y la obesidad se utiliza el indice de masa corporal (IMC) o indice de
Quetelet, éste es un indicador de la relacion entre el peso y la talla. Se calcula dividiendo
el peso en kilos de una persona entre el cuadrado de su talla en metros (m?). La

clasificacion de la OMS se puede revisar en la Tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion del estado nutricional

Clasificacion IMC (kg/m2)
Desnutricion <18.5
Peso adecuado 18.5-24.9
Sobrepeso 25.0-29.9
Obesidad | 30-34.9
Obesidad Il 35-39.9
Obesidad Il > 40

indice de masa corporal (IMC)




La principal causa del sobrepeso y la obesidad es un desbalance entre el consumo
calorico y el gasto energético (INSP, 2012). La obesidad es uno de los principales

factores que contribuyen a la alteracion del transporte de glucosa e insulina (Kahn, 2004).

- Resistencia a la insulina (RI) / Hiperinsulinemia: la insulina es la hormona producida
por el pancreas que permite que la glucosa entre en las células del cuerpo, donde se
convierte en la energia necesaria para la vida diaria. La Rl es un trastorno fisiopatologico
gue depende de alteraciones en los receptores a insulina (INSR) y defectos intracelulares
(Carrillo et al.,, 2006). Se produce cuando existe una deficiencia en los efectos que
ocasiona la insulina sobre la captacion, el metabolismo o el almacenamiento de la glucosa
(Kahn, 2004; Ganong, 2006; Martinez de Morentin et al., 2003). La hiperinsulinemia
resulta de la Rl debido a que hay un incremento en la secrecién de insulina, esto con la
finalidad de compensar el desequilibrio que hay en el mantenimiento de la glucosa, y
produce regulacion a la baja de los INSR, por la desensibilizacion de vias pos-receptoras.
Se considera RI cuando HOMA (homeostasis model assessment) es mayor que o igual a
3.8 muUl/dl. Cuando el mecanismo compensador se agota o resulta insuficiente se
desarrolla intolerancia a la glucosa y/o DM2 (Kahn, 2004; Martinez de Morentin et al.,

2003).

La RI y la hiperinsulinemia, asi como la obesidad pueden ser mecanismos
etiopatogénicos comunes que conducen a factores de riesgo de ECV y alteraciones en el
metabolismo tales como la hipertensién arterial (Carrillo et al., 2006; Martinez de Morentin

et al., 2003; Gonzalez Sarmiento et al., 2008).

- Hipertension arterial: es el término que se utiliza para definir a la tension arterial alta.

La presion arterial es producto del gasto cardiaco y la resistencia periférica; a medida que




el corazén bombea sangre a través del cuerpo, se puede ver afectada por trastornos que
modifican uno o ambos factores (Ganong, 2006). Los niveles normales de presion
sistélica son de 120 mmHg y de presion diastdlica estan alrededor de 70 mmHg en
posicion sentada o en decubito. La OMS considera hipertension cuando la tension arterial

sistlica es = 140, o la presion arterial diastolica es = 90.

La presion arterial puede aumentar por diferentes mecanismos activados por la
hiperinsulinemia como son el aumento en la reabsorcion tubular renal de sodio, la
activacion del sistema nervioso adrenérgico, la alteracion de la funcién endotelial y las
modificaciones del intercambio i6nico transmembrana (Carrillo, 2006; Martinez de

Morentin et al., 2003; De Fronzo et al., 1991).

- Tolerancia alterada a la glucosa: las personas que tienen altos niveles de glucosa en
sangre (70 -100 mg/dL), pero que no alcanzan los niveles para diagnosticar DM2 (>126
mg/dL), son denominadas como tolerancia alterada a la glucosa o intolerancia a la
glucosa (IDF, 2011). Esta puede ser medida en dos condiciones, en ayuno o después de

comer (con una carga de glucosa) (Tabla3).

Tabla 3. Criterios diagndsticos de normalidad, prediabetes y diabetes
(Tomada de Friege et al., 2010).

Diagnostico Glucosa Plasmatica (MG/DL)
metabdlico
Ayuno (8 hrs) 2hrs postcarga de glucosa
Normal <100 <140
GAA 100-125 <140
TGA <100 140-199
GAA+TGA 100-125 140-199
Diabetes 2126 >200

Glucosa alterada en ayuno (GAA), tolerancia a la glucosa alterada (TGA)




La intolerancia a la glucosa se asocia generalmente con obesidad y las personas que la
padecen tienen un mayor riesgo de desarrollar DM2, sin embargo, no todas terminan con

esta enfermedad.

- Dislipidemias: se define como dislipidemia a la alteracion en la concentracion normal de
los lipidos en la sangre (Grundy, 2004). Esta se manifiesta con un incremento de
triglicéridos (hipertrigliceridemia), bajas concentraciones de colesterol HDL y alta
proporcion de LDL, asi como elevacion en la alipoproteina B (Grundy, 2004; IDF, 2011).

Los valores promedio son: hipertrigliceridemia = 150 mg/dL; HDL <35 mg/dL.

Las dislipidemias generalmente son producidas o estan acompafiadas de otras
alteraciones metabdlicas. En estudios longitudinales (con sujetos de una media de 65
afnos) se encontrd que niveles elevados de triglicéridos y niveles elevados de inflamacion
se asocian con un nivel més bajo de rendimiento de la memoria (Van der Kommer et al.,
2012). Por esta razon tanto las lipoproteinas como los lipidos y la obesidad han sido
relacionadas con demencia y con deterioro cognitivo (Van der Kommer et al., 2012; Farr

et al., 2008).

Alteraciones cognitivas relacionadas con el sindrome metabdlico

Evidencia reciente muestra una alta incidencia de alteraciones cognitivas que se asocian
con el SM. Distintos estudios experimentales (Dinel, 2011; Van der Kommer et al., 2012;
Molteni, 2002; Pistell, 2010; Farr, 2008) y con humanos (Razay, 2007; Frisardi et al.,
2012; Frisardi et al., 2010; Yaffe et al., 2004) han abordado los mecanismos fisioldgicos
mediante los cuales las alteraciones metabdlicas que conllevan al SM afectan el cerebro,
por lo tanto, los procesos cognitivos como: atencion, aprendizaje y memoria; sin embargo,

no se han entendido del todo los componentes que pueden estar asociados.




Dentro de las investigaciones que se han realizado con humanos (con una media de edad
de 75 afos), los resultados apuntan a que el SM esta relacionado con un deterioro
cognitivo leve que puede progresar hacia demencia (Frisardi et al., 2012; Razay, 2007);
incluso se ha propuesto un término para nombrar a los pacientes con SM mas deterioro
cognitivo de origen vascular; este modelo fisiopatolégico es conocido como “sindrome
metabalico-cognitivo” (Frisardi et al., 2012). Asi mismo, se ha correlacionado el SM con el
Alzheimer (Razay, 2007; Frisardi, 2010); se considera que se debe a alteraciones en los
mecanismos de la insulina que pueden regular la agregacion de proteina B amiloide para
luego formar placas seniles (Razay, 2007) aunque aun no se han establecido bien los
mecanismos que pueden estar involucrados.

Para la evaluacion de las capacidades cognitivas con los pacientes (de 75 afios) se han
utilizado pruebas neuropsicolégicas (The Teng Modified Mini-Mental State Examination
3MS) (Yaffe, 2004; Razay, 2007; Van der Kommer et al., 2012) y estudios longitudinales
con lo que comprueban que los pacientes con SM obtienen un puntaje menor o bien
tienen una incidencia del SM como factor para el desarrollo y diagnoéstico de déficit
cognitivo o demencia (Yaffe, 2004; Razay, 2007, Frisardi et al., 2010).

Por otro lado, se han realizado pruebas en distintos modelos animales con SM (dietas
altas en grasa (Dinel, 2010; Pistell, 2010), dieta alta en azucar refinada (Molteni, 2002) y
ratones knock-out db/db (Dinel, 2010); todos coinciden en sus resultados en que hay un
déficit en funciones cognitivas. Las alteraciones cognitivas pueden estar asociadas a
inflamacion central, neuroinflamacion y activacién de citocinas en ciertas zonas del
cerebro (Dinel, 2011). Las investigaciones sefalan que hay un incremento de citocinas
inflamatorias como interleucina 1B (IL-1p), interleucina 6 (IL-6), factor de necrosis tumoral

a (TNF a), proteina C reactiva (PCR) y una disminucién de factor neurotrofico derivado del




cerebro (BDNF) en hipocampo (Dinel, 2011; Van der Kommer et al., 2012; Molteni, 2002;
Yaffe, 2004; Pistell, 2010). También estan implicados otros factores como el incremento
de lipoproteinas, lipidos e inflamacién (Van den Kommer, 2012), aumento de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que pueden llevar a estrés oxidativo, modificaciones en la
liberacion del oOxido nitrico (ON) y, finalmente, afectan receptores NMDA, ya que
disminuye su activacién porque hay una menor entrada de Ca?* alterando la induccion y el
mantenimiento de la LTP, elementos importantes para los procesos de memoria (Farr et
al., 2008); sin embargo, no es posible determinar que estos son los Unicos procesos y/o
mecanismos y consecuencias que estan implicados.

Aunado a los analisis para determinar los niveles de citocinas, los estudios
experimentales con los modelos en ratas y ratones utilizan paradigmas cognitivos y
conductuales como laberintos (laberinto de Morris, laberinto en T, laberinto Y, laberinto
elevado en cruz) (Farr et al., 2008; Dinel, 2011; Pistell, 2010). Para la evaluacion de
memoria dependiente de hipocampo, la cual parece ser una de los principales funciones
cognitivas que se ven afectadas por el SM, especialmente la memoria visuoespacial

(MVE); este es uno de los objetivos en este trabajo.




b) MEMORIA

El aprendizaje se ha definido como el proceso para adquirir nueva informacion, mientras
que la memoria involucra el almacenamiento de dicha informacion y la capacidad para
usar el conocimiento adquirido como producto de la experiencia (Bermudez y Prado,
2001). Estos procesos se logran a través de cambios persistentes en las relaciones entre
las neuronas, ya sea a través de modificaciones estructurales y/o eventos bioquimicos en
el interior de las neuronas, que determinan cambios en la manera en la cual las neuronas
se comunican (Bear et al., 2001; Kandel et al.,, 2001). Tanto el aprendizaje como la
memoria son propiedades del sistema nervioso que permiten adquirir, retener y evocar

diferentes tipos de informacién (Bermudez y Prado, 2001).

Los estudios cientificos de la memoria comenzaron en 1885 con la investigacion de
Herman Ebbinghaus (Bermudez y Prado, 2001), quien desarrollé un experimento sencillo
en el que utilizé listas de silabas sin sentido, con el que realizé un andlisis sistematico de
la memoria humana. Ebbinghaus encontré que la memoria se establecia gradualmente y
que habia una correlacion directa entre las veces que se realiza una tarea y la cantidad
de informacién que recordaba (Bermudez y Prado, 2001). Estos principios siguen vigentes

actualmente y dieron pie a investigaciones posteriores.

Por ejemplo, un caso que ayudd al entendimiento de la memoria fue el del paciente H.M.,
un hombre a quien le extirparon quirargicamente los I6bulos temporales mediales con el
objetivo de parar las crisis epilépticas que padecia. Este caso ayudd al entendimiento de
la memoria; gracias a los estudios y las pruebas que realizaron Brenda Milner y William
Scoville con H.M (Milner et al., 1998), pudieron establecer que existen distintos tipos de

memoria y que al parecer estan localizadas en diferentes zonas del cerebro.



Encontrar una respuesta a ¢como y en dénde almacenamos la informacion? ha sido
desde hace muchos afios un gran reto y motivo de investigaciones para poder revelar uno
de los procesos mas complejos que podemos realizar. Diversas aproximaciones
experimentales han tratado de contestar a estas cuestiones y se han basado
principalmente en tres preguntas: ¢cuantos tipos de memoria existen?, ¢ qué regiones del
cerebro estan involucradas? Y ¢ cuales son los correlatos fisioldgicos que se encargan de
estos procesos? Una pregunta complementa a la otra y demuestra que la memoria se

puede estudiar desde distintas perspectivas.

Asi pues la memoria se ha categorizado de diferentes maneras. Se han realizado
modelos tedricos que pueden predecir el curso temporal de la memoria, es decir, cuanto

tiempo podemos mantener la informacion que se ha adquirido.

» Modelo de memoria a corto plazo y memoria a largo plazo

El primer modelo hace referencia al tiempo que permanece la informacién con nosotros.
El trabajo de Ebbinghaus anticipé esta primera division de la memoria y fue formalizado
en 1890 con William James, él fue el primero en sugerir la existencia de dos tipos de
memoria, una memoria primaria (la informacion constituye el foco de nuestra atencion) y
una memoria secundaria (conocimientos de eventos pasado). Estas se conocen
actualmente como la memoria a corto plazo (MCP), la cual tiene una duracién limitada,
puede durar desde segundos hasta minutos, y poca capacidad. Y la memoria a largo
plazo (MLP), que tiene una mayor capacidad y puede ser permanente (Bermudez y

Prado, 2001).



La idea de que la MCP y MLP son las dos formas de almacenar la informaciéon la
describieron mas detalladamente Atkinson y Shiffrin en el modelo que propusieron (1968,
citado en Smith y Kosslyn, 2008; Bermudez y Prado, 2001). Lo llamaron modelo modal y
sugiere que la informacién del entorno se registra mediante los receptores sensoriales
(memoria sensorial, guarda una representacion sensorial de un estimulo que persiste
cerca de milisegundos después que desaparece la sefal sensorial), luego ésta pasa a la
MCP vy, por medio de estrategias, como ensayo Yy codificacion, se almacena en la MLP

(Smith y Kosslyn, 2008) (Fig 2).

. . Memoria a largo
Memoria sensorial

plazo

Medio ambiente

Fig 2. Modelo modal de la memoria propuesta por Atkinsony Shiffrin. La informacion ambiental
es procesada por los registros sensoriales en varias modalidades fisicas y entra en el almacén de
corto plazo (MCP). La informacion permanece temporalmente en este almacén, su duracion esta
en funcién de los procesos de control. Mientras la informacién estd en la MCP y es ensayada
puede ser copiada en el almacén de largo plazo (MLP) (tomada y modificada de Atkinson y
Shiffrin, 1971).

El modelo de Atkinson y Shiffrin fue muy criticado porque resultaba ser secuencial y con
pacientes como H.M. se comprob6 que aunque su MCP estaba intacta, tenia la

incapacidad de pasar la informacion al almaceén de largo plazo.



El término memoria de trabajo fue inventado por Milner, Galanter y Pribram, y fue
adoptado por Baddeley y Hitch para enfatizar las diferencias entre el modelo de tres
componentes y los modelos unitarios de la MCP (Baddeley, 2003). EI modelo de tres
componentes de la memoria de trabajo, comprenden un sistema de control de atencion
limitada, llamada ejecutivo central, y dos sistemas de almacenamiento subsidiarios
denominados bucle fonologico (verbal) y el bloc de dibujo visuoespacial (visuoespacial),

los cuales se han ido modificando los ultimos afios (Baddeley, 2003) .

El bucle fonol6gico evolucioné para facilitar la adquisicion de la lengua y para dominar
nuevas palabras, que comprenden secuencias desconocidas de fonemas; el bloc de
dibujo visuoespacial tiene la capacidad de sostener y manipular representaciones visuales
y espaciales. El ejecutivo central funciona como una reserva de capacidad de
procesamiento general. Sin embargo, en el primer modelo propuesto tenia problemas
para interactuar con la MLP y carecia de un sistema por el cual podria ocurrir
‘fragmentacion’, permitiendo complementar recuerdo serial inmediato con la informacion
de la MLP. Por lo que se propuso un cuarto componente, el bufer episédico, un almacén
de capacidad limitada que une la informacién para formar episodios integrados (Fig 3)

(Baddeley, 2003).

Actualmente la memoria de trabajo se conoce como un sistema que mantiene y almacena
la informacion en el corto plazo, ademdas, puede manipular y crear nuevas

representaciones, en lugar de solo activar viejos recuerdos (Baddeley, 2003).




Ejecutivo
central

Bloc de dibujo Bufer Bucle
visuoespacial episodico fonolégico
Semantica MLP -

visual episodica Eetguaia

Sistemas fluidos

Sistemas cristalizados

Fig 3. Modelo de la memoria de trabajo de muiltiples componentes. Las dreas de color purpura oscuro
representan el conocimiento a largo plazo o cristalizado. El buffer episddico proporciona una interfaz entre
los subsistemas de memoria de trabajo y memoria a largo plazo (MLP). (Tomada y modificada de

Baddeley, 2003).

Los modelos tedricos para describir la memoria se realizaron tomando en cuenta distintas
categorias; basados en cuanto dura la memoria se realizaron modelos cuantitativos como
el que ofrecen Atkinson y Shiffrin. Squiere describe una subdivision de la MLP basada en

la naturaleza de la informacion almacenada, de forma que esta perteneces a un modelo

cualitativo (Squire, 2004).




= Memoria declarativay memoria no declarativa

Los tedricos creen que hay mdultiples formas de MLP, que estas tienen propiedades de
procesamiento de la informacion diferentes y que cada una puede depender de
estructuras cerebrales distintas. Larry Squire (1986) propuso que estas formas podian
clasificarse en dos grandes subsistemas, como memoria declarativa y memoria no
declarativa (Bear, 2001; Kandel, 2000; Squire, 2004).

La memoria declarativa (0 memoria explicita) aborda hechos y acontecimientos, se
recuerda con esfuerzo consciente y deliberado, también la han llamado memoria de
personas lugares y objetos (Bear, 2001; Smith y Kosslyn, 2008). El psicologo Endel
Tulving fue el primero en clasificar la memoria explicita en episodica y semantica (Kandel,
2000). La memoria semantica se encarga de recuerdos de hechos particulares, no
involucra ninguna estructura de eventos o0 ubicacion témporo-espacial, por ejemplo datos
concretos como hechos y conocimientos del mundo. La memoria episddica es aquella que
hace referencia a eventos que ocurrieron en un lugar y tiempo especificos, de manera
personal, su recuerdo puede incluir una gran variedad de tipos de informacién: contextual,
visual, auditiva, olfativa, somestésica, temporal, espacial, emotiva. La memoria episodica
es autobiografica (Bear, 2001; Smith y Kosslyn, 2008, Kandel, 2000).

La memoria no declarativa (se conoce también como memoria implicita) se refiere a la
informacion sobre como realizar algo, por ejemplo aprender a manejar o andar en
bicicleta, y una vez que esta se automatiza se puede evocar de manera inconsciente
(Bear, 2001; Smith y Kosslyn, 2008; Kandel 2000). Estas pueden ser de diversas
categorias. Squire las clasifica en el modelo de la taxonomia de la memoria (Fig 4)

(Squire, 2004).
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(tomado y modificado de Squire, 2004).

Fig 4. Taxonomia de la memoria a largo plazo. Esta clasifica las estructuras cerebrales y conexiones
gue se cree son especialmente importantes para cada tipo de memoria, declarativa y no declarativa

Tulving describié que un sistema de memoria se puede dividir en tres mecanismos que

interactdan: adquisicion o codificacion, consolidacién y evocacion (Tulving, 2002). La

codificacion es la forma en que ingresa la informaciébn nueva y se convierte en una

representacion de memoria; la consolidacion es la modificacion de estas representaciones

en la memoria para que se vuelvan estables, esta implica la expresion de los genes y la

sintesis de nuevas proteinas, que inducen a cambios estructurales para que finalmente

podamos manipular y usar esa informacién y si es necesario traer de nuevo al presente

los recuerdos, (evocarlos; Tulving, 2002; Smith y Kosslyn, 2008; Kandel, 2000).

H.M., era incapaz de retener mas de un minuto informacion sobre personas, lugares u

objetos, es decir, sus problemas revelaban una alteracion en la memoria declarativa;




ademas tenia una grave dificultad con la orientacion espacial (Kandel, 2000; Bear, 2001;
Milner et al., 1998), un tipo especifico de memoria declarativa, llamada memoria espacial

0 visuoespacial, que es objeto de estudio del presente trabajo.

= Memoria visuoespacial

La memoria visuoespacial se refiere a la capacidad de recuperar informacién sobre el
entorno o el contexto, para orientarse y ubicarse a través de claves visuales (Sharma et
al., 2010). Su objetivo final es el almacenamiento de la representacion espacio-perceptual
de los lugares a los que se expone un animal (Barnes, 1988; Sharma et al., 2010; Kandel,
2007). La evocacion de esta informacion, para la solucién de tareas, requiere de la
asociacion entre las caracteristicas sensoriales del medio ambiente y las sefiales
visuoespaciales. Este proceso asociativo se complementa con la memoria de trabajo, ya
que permite la recuperacion de la informacion incluso después de que las sefiales ya no

estan.

» Bases anatdmicas y neuroquimicas de la memoria visuoespacial

Los estudios de Penfield, Milner y Scoville, con pacientes que tenian lesiones en los
I6bulos laterales, incluido H.M., mostraron que los dafios en estos causaban deterioro en
el aprendizaje y la memoria (Milner et al., 1998). El trabajo de Milner y colaboradores asi
como recientes investigaciones (Konishi y Bohbot, 2013) proveen evidencia de que la
memoria declarativa y la consolidacion estan relacionadas con el I6bulo temporal medial,
en especial con el hipocampo (Milner et al., 1998). Ademas, se encontrd, en roedores y
con el empleo de laberintos, que dafios en el hipocampo producen un notable deterioro en

el aprendizaje y en la memoria para recordar la informacion espacial -el hipocampo



derecho ha sido relacionado especificamente con tareas de MVE- (Barnes, 1988; Klur et
al., 2009).

El hipocampo se ha distinguido como una estructura fundamental para la memoria
(Barnes, 1988; Klur, 2009; Milner et al., 1998; levglevskyi et al., 2012), este posee tres
vias principales: la via perforante, la via de las fiboras musgosas y la via colateral de
Schaffer (Per Andersen, 1971; Kandel, 2000). Aunado a los estudios comportamentales
con relacion al hipocampo, se encuentran los estudios electrofisiologicos (levglevskyi et
al., 2012).

Bliss y Leamo (1973) descubrieron que cuando se estimulaba tetanicamente (100 Hz) la
via que va del patron perforante hacia el giro dentado, en el hipocampo de conejos,
aumentaba la fortaleza de las conexiones sinapticas. (Kandel, 2000). Dicha facilitacion se
conoce con el nombre de potenciacién a largo plazo (o LTP por sus siglas en inglés;
Long-Term Potentiation). En mamiferos la memoria explicita implica la LTP en el
hipocampo, es decir, que es el reflejo de procesos celulares que ocurren durante la
transmision sinaptica y que subyace a los cambios sinapticos durante la formacién de la
memoria (Bailey et al., 2000; Kandel, 2000).

O’Keefe y Dostrovsky (1971) encontraron que en el hipocampo se forma un mapa
cognitivo del ambiente espacial en el que se mueven los animales. La localizacion del
animal se codifica por el ritmo con que el que se activan las células piramidales del
hipocampo, mismas que experimentan la LTP cuando la via perforante se estimula
eléctricamente (Kandel et al., 2000; Lynch, 2004). Los estudios de Barnes en 1979
demuestran que la LTP esta relacionada con los procesos que ocurren en la memoria

espacial, ya que encontrd una relacion entre las tasas de olvido de la tarea del laberinto




de Barnes y las tasas de decaimiento de la LTP en animales jévenes y viejos (Barnes,
1988; Milner et al., 1998; levglevskyi et al., 2012).

La LTP requiere de dos sucesos, activacion de las sinapsis y despolarizaciéon de la
neurona postsinaptica; emplea como principal neurotransmisor al glutamato, que se libera
de la terminal presinaptica y actia en los receptores N-metil D-aspartato (NMDA) y en los
AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4isoxazol propiénico). Cuando la membrana
postsindptica se despolariza los receptores NMDA se desbloguean (que estaban
bloqueados por Mg?"), esto permite la entrada de Ca?', el cual activa cinasas
dependientes de calcio (cinasa dependiente de Ca*'/ calmodulina y proteina cinasa C)
que juntas inducen la LTP (Bailey et al., 2000; Kandel, 2000). Esto ocurre cuando se
provoca una salva de estimulos. Pero si se provocan cuatro o mas salvas de estimulos
pueden inducir a una fase persistente o tardia de LTP, la cual requiere sintesis de nuevas
proteinas y de ARNm ademas de la activacion de las sefales de Adenosin Monofosfato
ciclico (AMPc), proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA), proteinas cinasas activadas
por mitbgenos (MAPK) y CREB (proteina de union al elemento de respuesta AMPc). Por
ejemplo, estd descrito que cuando un raton carece de CREB, la LTP y el aprendizaje
dependiente de hipocampo se interrumpen; la LTP en rebanadas de hipocampo de
mutantes de CREB decae con el valor basal 90 minutos después de la estimulacién
tetanica, y tienen una peor ejecucion del laberinto de Morris comparado con ratones

control (Bourtchouladze et al., 1994).

Entonces, la LTP es un mecanismo sinaptico con el que se puede mantener a largo plazo
el mapa espacial, se considera un modelo electrofisiolégico que explica el correlato

anatomico funcional de la memoria (Bailey et al., 2000; Kandel, 2000).




Ademas del glutamato, otros neurotransmisores relacionados con la memoria son el acido
y-aminobutirico (GABA) con sus distintas subunidades receptoras, puesto que funciona
como inhibidor en el hipocampo y la acetilcolina (ACh), ya que han observado que
infusiones de agentes muscarinicos agonistas en la banda septum diagonal medial, que
da lugar a la via septohipocampica, aumentan la capacidad de aprendizaje y memoria,
por un aumento en el flujo de impulsos en la via GABAérgica septohipocampica (Wu et
al., 2000). Uno de los paradigmas utilizados en la evaluacion de la MVE de roedores, que
ha sido utilizado para explicar y entender como la LTP esta implicada en este tipo de
memoria es el laberinto circular de Barnes (Barnes, 1979), mismo que se utilizé en este

estudio.

Laberinto de Barnes

El laberinto de Barnes es una prueba de memoria y aprendizaje visuoespacial disefiado
por Carol Barnes para el uso con ratas de edad avanzada (Barnes, 1979). Consiste en
una plataforma circular elevada, con orificios espaciados uniformemente alrededor del
perimetro, (en una habitacién bien iluminada). Uno de estos orificios dirige hacia una caja
oscura, denominada caja de escape, que se encuentra situada debajo de la mesa. El
sujeto se coloca en el centro de la plataforma y, debido a que a los roedores no les gustan
los lugares abiertos ni muy iluminados, tratan de escapar; ya que en este laberinto utilizan
motivadores que inducen a la conducta de escape (la exposicion a un campo abierto, luz
brillante y ruido) (Patil et al., 2009). Los animales deben aprender mediante claves
visuales espaciales, que se encuentran distribuidas en las paredes externas al laberinto,
una trayectoria determinada que los lleve a la caja de escape logrando huir (Troncoso et

al., 2010).




La curva de aprendizaje es una medicion clasica que se utiliza para conocer como un
sujeto ejecuta una tarea de MVE. Entonces, el objetivo final de la evaluacion es que,
posterior a una serie de ensayos, el sujeto encuentre una estrategia que le permita llegar
mas rapidamente a la caja de escape, cometiendo el menor nimero de errores. Es decir,

que finalmente muestre una curva de aprendizaje (Barnes, 1988).

Otros paradigmas que se han utilizado para la evaluacion de la MVE son el laberinto de
Morris y el laberinto radial, sin embargo, se ha visto que producen mayores niveles de
corticosterona en plasma, medido 30 min después de la ultima sesion (Harrison, 2009),
por lo tanto mayor estrés, que puede intervenir en los resultados finales. Por lo cual el
laberinto de Barnes se ha utilizado como una alternativa que no involucra factores
estresantes como la privacién de alimento y la exposicion al agua (Harrison, 2009; Patil,

2009; Sunyer et al., 2011).

La MVE puede verse afectada por diferentes factores internos o externos. La edad
avanzada, asi como dafios en el hipocampo, en roedores, se relacionan con un peor
rendimiento en la ejecucion del laberinto de Barnes (Barnes, 1988; Raber et al, 2004;
Klur, 2009). La interrupcién o manipulacion en la LTP también provoca un mayor o menor
namero de errores en la ejecucion de tareas que evalian MVE (Guerra et al., 2011).
Asimismo, el estrés puede intervenir en la ejecucion de la tarea (Troncoso, 2010;

Harrison, 2009).

Otras sustancias, ademas de los neurotransmisores, que estan implicadas en el proceso
de la memoria y pueden alterar la LTP son los canabinoides enddgenos. Varias
investigaciones (Lichtman, 1999; Abush, 2010; Robinson, 2008; Robinson, 2010; De

Oliveira, 2008; Davies, 2002; Rueda-Orozco, 2008) han examinado los efectos de los




canabinoides (derivados de la planta Cannabis Sativa, o marihuana) en los procesos de
memoria y aprendizaje. Han observado que la aplicacion de estos también interviene en
la MVE. Este es uno de los objetivos del presente trabajo, por lo cual se hace una revision

a continuacion de dichas investigaciones.



c) CANABINOIDES

Los canabinoides han sido utilizados y estudiados desde la antigiiedad por los efectos
que producen. Como se describirA mas adelante, existen canabinoides y receptores a
estos en distintos sistemas fisiologicos, en donde se sabe que tienen una funcidn

moduladora.

Los canabinoides forman un conjunto de compuestos psicoactivos presentes en la resina
secretada a partir de las hojas y flores de la planta del género Cannabis (conocida
comunmente como marihuana). Esta planta contiene aproximadamente 400 compuestos
quimicos distintos de los cuales cerca de 66 corresponden a la estructura denominada
canabinoide (Sharma, 2012; Mendez-Diaz, 2008). Los canabinoides tienen caracteristicas

lipofilicas, lo que hace que permite el paso de la barrera hematoencefalica (Ameri, 1999).

El A%-tetrahidrocanabinol (A%-THC o THC), es el principal y mas potente componente
psicoactivo de la marihuana. Fue aislado por Gaoni y Mechoulam en 1964. Otros
canabinoides presentes en la planta cannabis son el canabinol (CBN) que fue uno de los
primeros aislados de la planta en los cuarentas, el A8-tetrahidrocannabinol (A%-THC) y el

canabidiol (CBD) (Méndez-Diaz, 2008).

Tras el consumo de marihuana, los principales efectos que se producen son un periodo
de euforia y relajacion seguido por un periodo de depresién, estos dependen de la
cantidad consumida y las expectativas de los sujetos (Ameri, 1999). Las personas que
tienen un consumo agudo de marihuana tienen un deterioro en el desempeiio de una o
varias tareas de funcionamiento cognitivo, incluyendo problemas de memoria (Riedel y

Davies, 2005), alteracion de la percepcion del tiempo (Mackie, 2006) y decrementos en




tareas donde evaltuan tiempo de reaccion, aprendizaje, coordinacion motora y la atencion

(Mackie, 2006; Ameri, 1999). Esto también depende de la forma de consumo.
= Absorcion y metabolismo

El consumo de los canabinoides se realiza principalmente de dos formas, por vias
respiratorias y por via oral. Cuando se fuman los cigarros preparados con hojas de
marihuana los componentes activos son absorbidos por los pulmones y la entrada del
THC en sangre, asi como la posterior distribucién en los tejidos tardan de segundos a
minutos después de haberse inhalado el humo, y van de los 30 a 60 minutos después de
ingerirla (Huestis, 2005; Ruiz et al., 2010). Su elevada liposolubilidad permite que alcance

al sistema nervioso central (SNC) (Arévalo-Martin et al., 2002).

Al fumarse, el A>-THC es absorbido por los pulmones, mientras que al ingerirse se
absorbe via hepatica, donde se convierte en el 11-hidroxi-A°-THC, que es el metabolito
activo central, y es mas potente que el A°-THC (Huestis, 2005). Finalmente, el 11-hidroxi-
A°-THC es convertido en el higado en varios metabolitos inactivos incluido en 11-nor-
carboxi-A°-THC; este Ultimo es el metabolito mas abundante en plasma y orina y se
puede detectar hasta 2 o 3 dias después de consumir marihuana (Huestis, 2005; Ameri,
1999). El THC y su metabolito el 11-hidroxi-A°-THC son los que se acumulan en mayor
proporcion en los tejidos, sobre todo en los que estan altamente vascularizados,
posteriormente pasa a tejido adiposo donde puede tardar varias semanas en ser
totalmente eliminada tras la interrupcion de su administracién (Arévalo-Martin et al., 2002;
Huestis, 2005). En el cerebro la concentracién de THC Unicamente alcanza cerca del 1%

de la concentracion plasmatica maxima (Arévalo-Martin et al., 2002).




Durante mucho tiempo se pensé que los canabinoides ejercian sus efectos a través de
interacciones inespecificas con lipidos de membrana. Sin embargo, ahora es bien sabido

que sus mecanismos estan mediados por receptores especificos (Mackie, 2006).
= Receptores a canabinoides

Una vez descubierto el componente psicoactivo de la marihuana, una de las interrogantes
que surgié fue ¢como actia esta molécula en el SNC? Esta pregunta comenzé a
contestarse con los estudios que se realizaron en células de neuroblastoma. A estas
células les agregaron A>-THC y observaron que la adenilato ciclasa (AC) se inhibia, esta
accion sugeria la participacion de proteinas G inhibidoras, ademas de la intervencion de
un receptor metabotropico especifico (Howlet y Felming, 1984; Mackie, 2006).
Posteriormente, se encontré que los efectos del A°-THC eran mediados por un receptor
de membrana especifico; esto lo descubrié el investigador Devane en 1988, cuando
realiz6 estudios con agonistas marcados radioctivamente. Finalmente, el primer receptor a

canabinoides fue descrito y clonado en 1990, este fue denominado CB1 (Pertwee, 2005).

Hasta ahora han sido clonados 2 tipos de receptores a canabinoides, el receptor CB1 y el
CB2. Ambos pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR), que
se caracterizan por tener siete dominios transmembranales. El receptor CB1 tiene una
amplia distribucion en el SNC, mientras que el CB2 tiene una mayor distribucién en
células del sistema inmune y en el sistema nervioso periférico (Pertewee, 2005; Mackie,
2006). En esta investigacion el interés es especifico sobre CB1, por lo cual el receptor

CB2 no sera descrito.




= Receptor a canabinoides CB1

El receptor CB1 es miembro de la familia de GPCR que estan farmacolégicamente bien
definidos (Console-Bram et al., 2012). Esta formado por siete dominios transmembranales
con tres dominios intracelulares y tres extracelulares. Cuando se activa el CB1, se inhibe
la AC (por lo que pertenece a una proteina G de tipo inhibidora) y disminuye la produccion
de AMPc, ademas interviene en la activacion de MAPK (Fig 5). Esta reportado que este
receptor también inhibe la actividad de canales i6nicos como los canales de Ca*

dependientes de voltaje de tipo N, P/Q; y canales de potasio tipo A (Mackie, 2006;

Bisogno, 2005).

Neurona Presinaptica

Fig. 5 Mecanismos de transduccion de sefiales estimuladas por el receptor CB1 en una terminal
nerviosa presinaptica. La activacion del receptor CB1 estimula el acoplamiento a una proteina G.
La proteina G activa la proteina quinasa (MAPK) e inhibe la adenilato ciclasa, atenuando asi la
produccién de AMPc. Debido a la disminucidon en la acumulacion de AMPc, la PKA también es
inhibida (Tomada y modificada de Seely, 2011).
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Cuando un agonista se une al receptor CB1 activa una proteina G que, a traves de la
subunidad a, inhibe la actividad de la AC y reduce los niveles de AMPc modulando la
actividad de la PKA (Seely, 2011). Las acciones inhibidoras de los canabinoides sobre la
neurotransmision son el resultado principalmente de la hiperpolarizacién de las neuronas
presinapticas, debido a la inhibicién del flujo de Ca*" a través de Cay2.2 y la pérdida
intracelular de iones K" a través de la apertura de canales (Seely, 2011). Ademas, inhibe
también la liberacién de GABA, lo que resulta en una disminucion de la neurotransmision
(Seely, 2011; Mackey 2008). Por esta razon, se sabe que los ligandos a
endocanabinoides son importantes en la regulacidon de la funcion sinaptica, pues a traves
del CB1 pueden inhibir la transmision sinaptica en el SNC; esto a su vez se relaciona con

la plasticidad a corto y a largo plazo (Chevaleyre et al., 2007; levglevskyi et al., 2012).
= Distribucion de los receptores a canabinoides CB1

Mediante diferentes técnicas autorradiograficas y estudios inmunohistoquimicos se ha
logrado describir de una forma detallada la distribucién del receptor CB1 en la rata y en
humanos (Mackie, 2005). De esta manera se ha encontrado que los CB1l estan
principalmente en el SNC y también en ciertos tejidos periféricos (Davies et al., 2002;

Mackie, 2005).

Distintos estudios tanto en humanos como en ratas han demostrado que existen altas
concentraciones de receptores CB1 en el cerebro, principalmente en algunas estructuras
como la corteza cerebral, el hipotdlamo, el globo palido y el bulbo olfatorio (Ameri, 1999;
Davies et al., 2002; Mackie, 2005). Mediante el uso de autorradiografia y técnicas de
inmunohistoquimica en el cerebro humano postmortem, se ha encontrado que los

receptores CB1 se distribuyen con alta densidad en sustancia negra pars reticulada, globo




palido, el putamen, el hipocampo (region CA3 y capa molecular del giro dentado; Ameri,
1999; Mackie, 2005) y cerebelo (Burns et al., 2007). Sin embargo, se ha encontrado, in
vivo con ayuda de técnicas de imagen como la tomografia por emision de positrones
(PET), y con el agonista radioactivo especifico para este receptor [\®F] MK-9470, que la
mayor expresion del receptor se observa en el cuerpo estriado, la corteza frontal, y
cingulada posterior. De igual forma, observaron una captacion intermedia en el cerebelo y

la absorcién mas baja fue vista en el talamo y en el hipocampo (Burns et al., 2007).

La alta y especifica distribucion de receptores a canabinoides en el cerebro ha
proporcionado avances en las posibles explicaciones sobre los efectos farmacoldgicos

gue producen los canabinoides en distintas funciones, como el aprendizaje y la memoria.

Ademas de su localizacion en el SNC, los receptores CB1 también estan presentes a nivel
periférico. Se han encontrado estos en diferentes 6rganos y tejidos como: bazo,
amigdalas, corazén, prOstata, Utero, ovarios, glandulas endocrinas, tejido adiposo
(Arévalo-Martin et al., 2002) donde las investigaciones han indagado su funcién pero que

de igual forma los involucra en multiples funciones de distintos sistemas fisiolégicos.
» Canabinoides endb6genos

La presencia de un receptor sugiere la existencia de algun ligando endbgeno. Por esto, la
clonacién del CB1 intensificé la busqueda de un compuesto endégeno que imitara al A®-
THC (Mackie, 2006). Las sustancias que son producidas por el cerebro y que tienen un

efecto parecido al A°-THC son llamadas endocanabinoides.

En 1992 el grupo de Mechoulam, descubrié la primera sustancia enddgena con

caracteristicas farmacoldgicas parecidas a las producidas por los canabinoides (Devane




et al., 1992). La N-araquidoniletanolamida (anandamida), es el primer y mas estudiado
endocanabinoide, fue aislada del cerebro de cerdo. Su hombre proviene de la palabra en
sanscrito “ananda” que significa “bendicion interna” y “amida” por su estructura quimica
(Devane et al., 1992). Unos afios después Cravatt y colaboradores (1995) describieron
otro lipido, el Cis-9,10 octadecenamida, al cual llamaron oleamida, que también produce
efectos parecidos a los del A>-THC cuando se administra sistémicamente (Prospéro-
Garcia et al., 2010). Otro canabinoide que fue identificado es el 2-araquidonilglicerol (2-
AG) que fue aislado de intestino canino y mostraba tener efectos muy parecidos al del A®-
THC (Mechoulam et al., 1995). Los tres endocanabinoides tienen afinidad a los receptores
CB1 y los activan (Murillo-Rodriguez et al., 2006). Existen otros endocanabinoides como
el noladin éter, la O-raquidoniletanolamida también Illamada Virodamina y la N-
araquidonildopamina (NADA) que han sido poco descritos (Tabla 4) (Murillo- Rodriguez et

al., 2006; Prospéro-Garcia et al., 2010).

Tabla 4. Endocanabinoides y compuestos relacionados (Tomado de Prospéro-Garcia et al., 2010).

Nombre Abreviatura Accion
N-araquidonoil-etanolamina Anandamida | Agonista parcial del CB1, agonista débil del CB2
2-araquidonoil-glycerol 2- AG Agonista potente del CB1 y CB2
Cis-9,10 octadecenamida Oleamida Agonista débil del CB1 y del CB2
N-palmitoil etanolamina PEA Agonista del PPAR-a Inhibe la expresién de la FAAH
N-oleoil etanolamina OEA Agonista del TRPV1y del PPARa
2-araquidonoil-gliceril-eter Noladin eter | Agonista del CB1
O-araquidonoiletanolamina Virodhamina | Agonista parcial del CB2 y antagonista del CB1
N-araquidonoil-dopamine NADA Agonista del CB1 y agonista potente del TRPV1

Receptor a canabinoides 1 (CB1), receptor a canabinoides 2 (CB2), receptor alfa activado por el proliferador de
peroxisomas (PPAR-a), aminohidrolasa de acidos grasos (FAAH), receptor de potencial transitorio V1 (TRPV1).




Tanto la anandamida como el 2-AG y la oleamida se han aislado del cerebro asi como de
varios tejidos de humano y rata (Mackie, 2006). Los niveles mas altos de estos
endocanabinoides se encuentran en areas con mas densidad de receptores, en el SNC
incluye regiones como corteza, hipocampo, estriado, cerebelo y tallo cerebral (Ameri,

1999; Murillo-Rodriguez et al., 2006).

Existe una diferencia entre los endocanabinoides y los neurotransmisores clasicos, los
endocanabinoides parecen ser sintetizados “a demanda”, en lugar de ser presintetizados
y almacenados en vesiculas sinapticas, como ocurre con los neurotransmisores clasicos
(Mackie, 2006). Los endocanabinoides se sintetizan y liberan en respuesta al incremento
en la concentracién celular de Ca?* que se produce por despolarizaciones (Ramos y
Martinez, 2005; Mackie, 2006; Méndez-Diaz, 2008). Adema4s, actian como mensajeros

sinapticos retrogrados y se liberan de las neuronas postsinapticas.

Existen ciertas diferencias entre la sintesis de los endocanabinoides. La anandamida, es
un compuesto formado por &cido araquidénico unido por un enlace amida a etanolamina
(Devane et al., 1992). Se sintetiza y libera tras la entrada de Ca®" al interior de la neurona.
Es producida mediante la hidrélisis por una fosfolipasa D especifica (Mackie, 2006;
Ramos y Martinez, 2005) de un precursor fosfolipidico que esta presente en la membrana
celular, la N-araquidonil fosfatidiletanolamina (NAPE). Cuando la anandamida cumple su
funcion es captada tanto por neuronas como por células gliales, donde son degradadas
por la hidrolasa de acidos grasos amidados (FAAH por sus siglas en ingles), que se
localiza postsinapticamente, a etalonamina y el acido araquidonico (Ramos y Martinez,

2005).




Por otro lado, el 2-AG, que esta formado por acido araquidonico unido a glicerol por un
enlace éster, se sintetiza a partir del diacil glicerol, puede formarse a través de la hidrélisis
de fosfoinositol-bis-fosfato (PIP2) por una fosfolipasa C (enzima diacil glicerol lipasa), el
cual libera una molécula de acido graso de la posicion snl del glicerol conservando acido
araquidonico en la posicion 2. La enzima se activa por canales de Ca,2.2. El 2-AG es
degradado a acido araquiddnico y glicerol, por una monoacilglicerol lipasa (MAGL), que
es presinaptica; también se ha visto que puede ser degradado por la FAAH (Ramos y

Martinez, 2005; Mackie, 2006).

La oleamida es sintetizada a partir de acido oleico y amonio, por la accién de la enzima
peptidil glicina a-amida monooxigenasa (PGAM) y también es degradada por la FAAH

(Mckinney y Cravatt, 2005).
= Canabinoides sintéticos

A partir de la disponibilidad del A®-THC en su forma pura, el conocimiento acerca de su
estructura quimica, ademas de otros canabinoides naturales como el CBN y el A.-THC y
su funcion sobre los receptores, algunas compafias farmacéuticas y los laboratorios de
investigaciéon han desarrollado canabinoides analogos con alta estabilidad metabdlica y

potencial que interactiian con el receptor CB1 (Méndez-Diaz, 2008; Ameri, 1999).

De acuerdo con su estructura quimica, los agonistas del receptor CB1 pueden ser
divididos en grupos con comportamiento farmacolégico similar al del A°-THC (Ameri,
1999). A partir de estos farmacos se ha podido determinar, en experimentos, la relacion
entre la estructura y la actividad de los compuestos canabinoides. De igual forma ha
funcionado para poder tener un mejor manejo terapéutico (Méndez-Diaz, 2008). En la

Tabla 5 se muestran algunos de los canabinoides sintéticos que han sido estudiados.




Tabla 5. Canabinoides sintéticos. (Tomada y modificada de Méndez-Diaz, 2008).

Componente Caracteristicas
CP-55940 Agonista a receptores CB1 y CB2. Altamente psicoactivo,
40 veces mas potente que el THC.
HU-210 Agonista de CB1. 100 veces mas potente que el THC.
WINS55,212-2 Agonista CB1
JWH-133 Agonista CB2
URB597 (KDS-4103) Inhibidor selectivo de la FAAH
AM251 Antagonista de CB1
AMA404 Inhibidor de la recaptura de canabinoides enddgenos.

Componentes terapéuticos

Uso

Dronabinol

Andlogo a THC. Prescrito para estimular el apetito en
pacientes con SIDA, quimioterapia y con bypass gastrico.
Antiemético.

Nabilona

Andlogo a THC. Antiemético y analgésico.

SR141716A (Rimonabant)

Antagonista CB1, anoréxico antiobesidad.

Sativex

Analogo a THC y CBD, usado para dolor neuropatico en

esclerosis multiple.

Receptor a canabinoides 1 (CB1), receptor a canabinoides 2 (CB2), hidrolasa de acidos grasos amidados
(FAAH), tetrahidrocananinol (THC), canabidiol (CBD).

= Funciones del sistema

La localizacion cerebral y periférica de los elementos del SeC, han permitido hacer una
aproximacion a las funciones que ejerce este sistema, asi como explicar los efectos que
producen los canabinoides enddgenos y exdgenos. Para poder conocer mejor las
funciones que este sistema desarrolla es importante saber su interaccibn con

neurotransmisores y en qué regiones produce dicha interaccion.

Su patrticipacion en diferentes sistemas se relaciona principalmente con la capacidad que
tienen para modular la actividad neuronal en distintas regiones cerebrales y de ciertos
neurotransmisores. Se ha descrito que interfiere con la liberacion de GABA, glutamato,
dopamina (DA), 5HT y norepinefrina (Mackie, 2008; Prospéro-Garcia et al., 2010). Esto se

ve reflejado en diferentes funciones fisiologicas por ejemplo, en la actividad locomotora




(Martinez, 2012; Ameri, 1999), en funciones reguladoras del suefio (Prospéro-Garcia et
al., 2010; Murillo-Rodriguez, 2006; Navarro et al., 2003), el control nociceptivo (Martin et

al, 1999; Mackie, 2006) asi como en adicciones (Ruiz et al., 2010)

Otras dos funciones donde se ve involucrado el SeC y que son de principal interés para
este trabajo son, la regulacion de conductas apetitivas, particularmente en la ingestion de
alimento, donde puede haber alteraciones y desarrollarse SM u obesidad (Méndez-Diaz
et al., 2010; Fride, 2007; Chen, 2013; Pagotto et al., 2006; Di Marzo, 2001). Y procesos
de aprendizaje y memoria (Lichtman, 1999; Abush, 2010; Robinson, 2008; De Oliveira,

2008; Davies, 2002; Rueda-Orozco, 2008). Que se describiran a detalle en seguida.

= Canabinoides: procesos de aprendizaje, memoriay plasticidad

Por mucho tiempo se ha sabido que los canabinoides tienen efectos sobre la cognicion,
en especifico en los procesos de aprendizaje y memoria, sin embargo, no ha sido posible

dilucidar con precision cuales son los mecanismos a los que se deben estos efectos.

Los estudios acerca de memoria y canabinoides se han descrito en uso humano y animal
(Lichtman, 1999; Abush, 2010; Robinson, 2008; Robinson, 2010; De Oliveira, 2008;
Davies, 2002; Rueda-Orozco, 2008), ademas, se han abordado desde diferentes
perspectivas investigando detalladamente los mecanismos que pueden estar
involucrados; no obstante las conclusiones nos son definitivas puesto que, los resultados
dependen de distintos factores que se deben tomar en cuenta, como las dosis, formas de

administracion y las tareas a las que se somete a los sujetos.

El hipocampo es una de las estructuras donde existe una alta expresion de CB1, esta

razon se considera la principal evidencia para relacionarse con el aprendizaje y la MVE




(Mackie, 2005); asimismo, hay evidencia de que en el hipocampo estan presentes
canabinoides enddgenos como la anandamida y el 2-AG donde se considera que

modulan el aprendizaje y la memoria (Robinson et al., 2008).

Por otro lado, gran niumero de estudios donde se evalla la conducta (Lichtman, 1999;
Abush, 2010; Robinson, 2008; Robinson, 2010; De Oliveira, 2008; Davies, 2002; Rueda-
Orozco, 2008) han investigado la funcion que tiene el SeC en la modulacion de la
memoria. En estos se han probado diferentes canabinoides agonistas y antagonistas, ya
sean sintéticos y/o enddgenos, administrados de forma sistémica o intrahipocampal y
aplicados en distintas dosis. Posteriormente, evallan a los sujetos con tareas de
aprendizaje y memoria espacial. Los resultados muestran, en la mayoria de los casos,
gue los agonistas a los receptores CB1 deterioran la memoria y plasticidad, mientras que
los antagonistas la mejoran (Robinson, 2010; Abush, 2010); aunque no siempre siguen
estos patrones simples, especialmente cuando se habla de memoria emocional (Abush,

2010).

Como se habia mencionado antes, la LTP es un modelo celular de aprendizaje y memoria
(Bailey, 2000; Kandel, 2000). Los resultados de las investigaciones (Abush, 2010; Mackie,
2008) muestran que los canabinoides interfieren con la LTP, ya que son capaces de
inhibir la liberacion de glutamato en las células del hipocampo y también interfieren con la
recaptura de GABA (levglevskyi et al., 2012; Mackie, 2008, Abush, 2010). Ademas, en el
hipocampo cuando los canabinoides se unen con los CB1, inhiben los Cay2.2 proceso
que esta mediado por la accion directa de las subunidades G B/y (Garcia et al., 1998;
Ikeda, 1996; Chevaleyre et al., 2007). Las subunidades, a su vez, modulan la actividad del

AMPc que modula la fosforilacion de PKA. La induccion de LTP en hipocampo depende




de la sefalizacion de AMPc/PKA. Los CB1, a través de la PKA, regulan la secrecion de
GABA por una modulacion de los Cay2.2 (Chevaleyre et al., 2007). Esto también sugiere
que la participacion de los canabinoides y sus receptores en el hipocampo modulan la
fosforilacion de PKA y por lo tanto el aprendizaje y la memoria. De aqui la relaciéon tan
estrecha que se ha descrito de los efectos de los canabinoides sobre los procesos

cognitivos de aprendizaje y memoria.

Asi como existe un considerable numero de investigaciones que abordan la participacion
del SeC en los procesos de aprendizaje y memoria, los estudios acerca de la participacion
de este sistema en la regulacion de conductas apetitivas, ingestion de alimento y en

enfermedades metabodlicas como obesidad es vasta y se aborda a continuacion.

» Canabinoides y conductas apetitivas, ingestion de alimentos y

alteraciones metabdlicas

El SeC esta vinculado con diversas funciones fisiolégicas, de acuerdo con la evidencia
experimental, el sistema constituye una pieza clave en la en la regulacion de la ingestion
de alimento (Fride, 2007; Cruz et al., 2010; Bermudez et al., 2009). Del mismo modo que
ocurre en el estudio de la memoria, se han encontrado diversos resultados que colocan al
SeC como un sistema de homeostasis energética (Bermudez et al., 2009; Méndez-Diaz et

al., 2010; Pagotto et al., 2006).

El control que ejerce este sistema lo hace a nivel central y periférico, nuevamente esto se
atribuye a la distribucion de la expresion de los receptores. A nivel central uno de los
principales participantes es el hipotalamo, éste tiene una densidad relativamente baja de
CB1 (Mackie, 2005; Bermudez et al., 2009). Se sabe que el hipotalamo es el sitio primario

de integracion de diversos procesos homeostaticos (Kandel, 2001). El nucleo




paraventricular hipotalamico (NPH) es considerado el nucleo donde converge gran parte
de la informacidon necesaria para el control del balance del consumo y gasto energético
(Cruz et al.,, 2010; Mancilla-Diaz et al., 2003). También hay CB1 presentes en células
neuronales hipotalamicas que tienen hormonas reguladoras de la digestion como: la
leptina, el péptido de tiroxina (PYY), orexinas A y B, colecistoquinina (CCK), entre otras
(Fride, 2007; Di Marzo, 2001). A nivel periférico la distribucion de CB1 sigue siendo tema
de investigacion pero hasta el momento se ha encontrado que estan presentes en higado
(donde inducen lipogénesis e inhibicion de la oxidacion de acidos grasos), tracto
gastrointestinal (actian en la potenciacidbn via terminales sensoriales de sefales
proorexigénicas e inhibicibn de sefiales proanorexigénicas), pancreas (aumento en la
secrecion de insulina) y tejido adiposo (aumento de la captacion de glucosa inducida por

insulina) (Bermudez et al., 2009).

Se ha encontrado que la administracion cerebral en el NPH derecho, a ratas, de agonistas
a canabinoides se relaciona con la ingestion de alimento, disminuyendo el tiempo de
descanso y remplazandolo por tiempo de ingesta (Cruz et al., 2010), congruente con esto
se ha visto que una inyeccion intravenosa de leptina (hormona anorexigénica) disminuye
la concentracion de endocanabinoides, que a su vez se relaciona con un menor consumo
de alimento (Di Marzo, 2001); también la inyeccion (intraperitoneal) de oleamida y
anandamida incrementan la ingestién de alimento (Martinez-Gonzélez et al., 2004) y la
oleamida es capaz de inducir condicionamiento de preferencia de lugar que se puede
provocar por comida agradable al paladar, relacionando al sistema canabinérgico con el

valor hedonico de la comida (Méndez-Diaz et al., 2010).




El efecto de los agonistas en el aumento de la ingestion se ha visto inhibido por
antagonistas a los CB1, como el AM-251, produciendo efecto de saciedad en los sujetos
(Droste, 2010; Cruz et al.,, 2010; Méndez-Diaz et al., 2010; Chambers, 2004). Otro
importante antagonista que ha sido ampliamente estudiado es el Rimonabant, pues hace
algunos afios se habia considerado como un tratamiento para la obesidad por los efectos
que producia (la inhibicidon de la ingesta, induccion de la pérdida de peso y mejora de
parametros metabdlicos), sin embargo, se recomendo la suspension de la distribucion de
Rimonabant debido a los efectos secundarios que producia (depresion, irritabilidad,
agitacion, ansiedad, insomnio, dolor de cabeza y otros eventos psiquiatricos adversos)

(Van Gaal, 2008; Bermudez et al., 2004).

Por lo tanto, la obesidad parece ser una condiciébn asociada con una sobre activacion
patologica del SeC (Bellocchio, 2006; Bermudez et al., 2009). Ciertos grupos argumentan
qgue cuando el sistema es disfuncional hay obesidad y/o SM (D'Eon et al., 2008; Nunn et
al., 2010) aunque no se sabe si es una causa o un efecto. Asi mismo, se ha sugerido que
la exacerbacién del sistema esta estimulada por el incremento en las concentraciones de
algunos endocanabinoides (como anandamida y 2-AG) en varios tejidos (Engeli, 2008),
que a su vez se puede asociar con modificaciones en los receptores, regulandose a la

alza o a la baja (Engeli, 2008; Pagotto; 2006; Harrold, 2002; Miller y Devi, 2011).




. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La memoria esta modulada por diferentes sistemas entre los que destaca el SeC; se ha
mostrado que el predominio del SeC se debe a la amplia distribucion del receptor CB1 en

el SNC, en especial en estructuras como el hipocampo.

Asimismo, el SeC también ha sido relacionado con numerosos datos de la literatura sobre
la ingesta de alimento y desordenes alimenticios, incluyendo la obesidad y el SM, gracias
a la vasta distribucion de CB1 en el organismo. Se ha observado que la activacion del
CB1 provoca un incremento en la ingestidn, mientras que el uso de antagonistas

disminuye el apetito al producir saciedad (Fride, 2007; Cruz et al., 2010).

Los cambios en la memoria, especificamente en la de tipo visuoespacial, en ratas con
SM, se han estudiado extensamente; sin embargo, no existen estudios que establezcan

una correlacion entre los CB1, el SM y los cambios que se producen en la MVE.

Los datos anteriores sugieren que cuando se padece SM, el SeC se encuentra
exacerbado debido a una mayor liberacion de ligandos y a una posible hiperactivacion de
receptores (resultado de modificaciones en la expresion de los mismos), y esto puede
relacionarse con déficit en el aprendizaje y la memoria. Por lo tanto, el presente trabajo
busca responder la siguiente pregunta central: ¢los cambios en la MVE que se

observan en ratas con SM se deben a alteraciones en el SeC?

Para responder a esta pregunta se evalué la MVE por medio del protocolo de Laberinto
de Barnes en animales que desarrollaron SM, a través de la -caracterizacion

estandarizada en rata Wistar macho (Larqué, 2011); posteriormente se correlacionaron




estos resultados con la cuantificacion de la expresion de receptores CB1 en hipocampo,

mediante PCR-RT y Western blot.

HIPOTESIS

Si el SM produce hiperactividad del SeC, y éste a su vez causa efectos deletéreos sobre
la MVE, entonces el SM inducido en ratas y la activacion experimental de los receptores

CBL1 se reflejara en alteraciones conductuales consistentes con el deterioro de la MVE.

JUSTIFICACION

Teniendo en cuenta los antecedentes y el elevado nimero de casos de SM que
constituyen un problema de salud en la poblacién general, resulta relevante estudiar en
un modelo de rata uno de los mecanismos fundamentales por el cual se modifica la MVE,

una vez que el SM ya se ha instalado.

OBJETIVOS

Objetivo general
Caracterizar los cambios en la memoria visuoespacial en ratas con SM y su correlacion

con modificaciones en los receptores CB1.

Objetivos particulares
1. Determinar si el SM produce un deterioro en la MVE.
2. Determinar si el SM se correlaciona con cambios en los CB1.

3. Correlacionar las modificaciones en los CB1 con los cambios en la MVE.




V. METODO

Sujetos

Se emplearon 45 ratas macho de cepa Wistar de 250-280 g con ciclo luz oscuridad 12:12,
temperatura entre 18 y 26°C y acceso libre a alimento y agua. Los animales fueron
tratados de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana para el Uso, Cuidado y Reproduccion

de animales de laboratorio (NOM-062-Z0O0-1999).

Dieta: Se replicé el modelo de dieta hipercaldrica en rata Wistar macho realizado por el
grupo de la Dra. Marcia Hiriart (Larqué, 2011). Se manejaron dos tipos de dieta, una dieta

para los grupos controles y una dieta alta en carbohidratos para desarrollar SM.

- Control: alimento estandar chow 5001 en pellet LanDiet (proteina 28.5%, grasas 13.5%,

58% carbohidratos de las calorias proporcionadas) y agua ad libitum.

- Alta en sacarosa (SM): dieta alta en carbohidratos, constituida por alimento estandar
chow en pellet 5001 y el agua simple se reemplaz6 por una solucién de sacarosa al 20%
(p/v) en el agua ad libitum (Larqué et al., 2011). Dieta que se mantuvo durante todo el

experimento.

Los sujetos se distribuyeron de manera aleatoria y se colocaron por parejas en cada caja.
Los animales que se sometieron a cirugia estereotaxica se dejaron en cajas individuales

después de la cirugia de manera permanente.




Disefio experimental

Los sujetos se dividieron en 5 grupos de la siguiente manera:

Ratas macho,

cepa Wistar
(250- 280 gr.)
|
Grupos con Grupos con
orup dieta alta en
dieta control
sacarosa
o
|
R I _ | I I R
N r- N >
Grupo vehiculo Grupo
Grupo control Grupo WIN55 o Grupo con SM
(n=10) 212-2 (n=9) BMUEQSE (n=8) SM+AM251
(n=10) (n=8)

La administracion de

los farmacos se

realiz6 de forma intrahipocampal

(ih),

unilateralmente (hipocampo derecho), con las siguientes dosis: 5ug/4uL de WIN, 4uL de

DMSO al 5%, 1.6ug/4pL de AM-251. Las dosis fueron seleccionadas de acuerdo a

trabajos previos (Abush, 2010; Robinson, 2008; Rueda-Orozco et al., 2006).

Farmacos

¢ (R)-(+)-WIN 55,212-2 mesilato de sal (WIN), en una concentracion de 5 ug/4 uL

(Sigma-Aldrich Quimica, S. de

R.L. de C.V.)

¢ 1-(2,4-diclorofenil)-5-(4-iodofenil)-4-metil-N-1-piperidinil-1H-pirazol-3-carboxamida

(AM-251), en una concentracion de 1.6 pg/4 pL (Cayman Chemical).

4 Como vehiculo se utilizé dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich Quimica, S. de

R.L. de C.V.) diluido al 5% con solucion salina (0.9% NacCl).




Parametros fisicos

Las evaluaciones para los grupos SM se realizaron entre la semana 11 y la semana 13 de
tratamiento, ya que la rata debia tener SM para las evaluaciones conductuales. Para

determinar que el sujeto desarroll6 SM se realizaron las siguientes mediciones:

Peso corporal: se pes6 semanalmente a cada rata para registrar el efecto de la dieta

hipercalorica en el peso corporal.

Ingestiéon de alimento y agua al dia: la ingestion de alimento y agua fueron medidos

diariamente durante 12 semanas con el fin de comparar el consumo entre los sujetos
control y los sujetos con dieta hipercalorica. Asimismo, se relacion6 con el peso de cada

sujeto.

Medida por impedancia del indice de grasa corporal (composiciéon corporal): La

impedancia bioeléctrica es un método no invasivo para evaluar la composicion corporal en
ratas, este mide la resistencia del tejido a través de una corriente eléctrica que analiza la
masa grasa (o tejido adiposo), la masa libre de grasa o tejido magro (que incluye: tejido
0seo, musculos, visceras, proteinas circulantes y fluidos), el agua extra celular (plasma o
volumen vascular e intersticial que incluye linfa y agua de huesos vy tejido conjuntivo) y el
agua corporal total. Con el fin de identificar si habia diferencias entre ambos grupos se
realiz6 esta medicion la decimoprimera semana de tratamiento. Por medio de dos
electrodos se inyecta una corriente no mayor de 800 pA a una frecuencia de 5 kHz y 50
KHz para excitar el tejido de la rata, con otros dos electrodos se mide la respuesta del
tejido con un voltaje en forma sinusoidal a la misma frecuencia que la inyectada.

Conocidos los valores de las resistencias extracelular y total de agua del cuerpo se



obtiene el peso total de agua en el cuerpo, la masa libre de grasa, la masa grasa y el

agua extracelular (Rutter, 1998).

Una vez anestesiada la rata (pentobarbital 40 mg/kg de peso ip), se colocaron los

electrodos de aguja la parte dorsal (Fig 6).
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Pase Excitacian
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NEC:

-

Eleclrc:dos de Electrodos de
Excitacion Medicién

Fig 6. Esquema del aparato de impedancia para medir composicién corporal. 1 perilla para indicar peso,

talla e inicio de la prueba, 2 pantalla de panel de control, 3 interruptores para introducir valores en

centenas, decenas y unidades. Posicion de los cables de colores-electrodos y forma y orden de

colocacidn de los dos electrodos de excitacion y los dos electrodos de medicién en larata.

a) El electrodo de excitacion indicado con color rojo fue colocado en la
intercepcion imaginaria de la linea que va de una oreja a otra con la linea
qgue va de la punta de la nariz hacia la base la cola.

b) El electrodo de medicion indicado de color amarillo fue colocado a una

distancia de 1 cm con respecto al electrodo rojo distalmente de la cabeza



C) El electrodo de excitacion indicado de color azul se coloc6é en la
intercepcidon imaginaria de la linea que viene de la de la nariz a la cola
con la intercepcion que hacen los masculos del muslo.

d) El dltimo electrodo de color verde se coloco a 1 cm de distancia del

electrodo de color azul distalmente de la cola.

Colocados los electrodos de aguja correctamente se engancharon a los cables que

vienen del sistema indicados con el color que corresponde a la posicion de los electrodos.

Medida de los niveles de azlcar en sangre: La curva de tolerancia a la glucosa es una

prueba que mide la capacidad que tiene el organismo para metabolizar la glucosa. En los
sujetos con alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos esta capacidad se
encuentra alterada. Se realiz6 la prueba de tolerancia a la glucosa ip (PTGI). Las ratas
tuvieron un ayuno de 16 hrs, se les retir6 el alimento chow y la solucion de sacarosa y se
sustituyé por agua natural a las 19:00 hrs (la prueba comenzé a las 11:00 am). Esta
prueba se realiz6 el mismo dia que la de composicién corporal por lo cual las ratas
estaban anestesiadas. Se les administré una carga de glucosa (2 g glucosa/Kg de peso
corporal), en una solucién madre de 1 g glucosa/ 2 ml agua desionizada) de manera ip.
Se tomaron muestras de sangre periférica de la cola, la primera justo antes de la
administracion de la glucosa (tiempo 0), y después de la carga inmediatamente a los 10,
20, 30, 60 y 120 minutos. Las mediciones se realizaron con el glucometro y las tiras de la

marca AgaMatrix Keynote.

Medida de los niveles de triglicéridos en sangre: se tomaron muestras de sangre periférica

de la cola a las 12:00 hrs del dia, en este caso no fue necesario ningin ayuno, las



mediciones se realizaron con el aparato de la marca Accutrend GCT vy las tiras reactivas

Accutrend Triglycerides Roche.

Presién arterial: se midié con el monitor no invasivo CODA Estandar (de las 10:00 hrs a

las 16:00 hrs del dia), que calcula la presion en la rata determinando el volumen de
sangre en la cola del animal. Utiliza dos manguillos, uno como sensor de presion y el otro
de oclusion. El sistema arrojoé seis parametros de presion: diastolica, sistolica, media,
velocidad, flujo y volumen de sangre en cola. El software permitia visualizar la informacién

en tiempo real y se almacené directamente en la computadora.

Medida de niveles de insulina: las muestras de sangre para medir los niveles de insulina

fueron tomados al final de todas las pruebas, ya que era necesario sacrificar a la rata. Las
ratas tuvieron un ayuno de 12 hrs, la extraccion de la sangre se realiz6 a las 12:00 hrs del
dia. La sangre se sacé de la vena cava superior, se colocé en tubos Vacutainer con
heparina (tapa verde). Posteriormente fue centrifugada a 2000 rpm durante 15 min, se
obtuvo el plasma y se congelo a —20°C. Finalmente, se procesoé con el kit de ELISA, de la
marca ALPCO, para la determinacion cuantitativa de insulina en plasma de rata. Este es
un inmunoensayo tipo sandwich de 96 pocillos recubierto con el anticuerpo monoclonal
especifico para insulina. El ensayo es de unién de ligando, utiliza una relacién sigmoidal

para el analisis de la concentracion de insulina.



Estereotaxia

La cirugia se realiz6 para administrar WIN55 212-2, AM251 vy el vehiculo

intracranealmente en el hipocampo derecho, especificamente en CAl. Se efectud bajo

anestesia general (mezcla de anestésicos: solucion

salina 6 ml, ketamina 2.5 ml, maleato de acepromazina

1 ml y de una solucion al 2% del hidrocloruro de xilazina
0.5 ml en una dosis de 1 a 1.2 ml). Las coordenadas se
determinaron a partir de Bregma AP= -4.3 mm, L=+ 2.0
mm, D= 2.0 mm (Fig 7) (Paxinos, 1986), en este punto

se perford el craneo para colocar la canula y otros dos

tornillos pequefos se anclaron en el craneo (en puntos

arbitrarios) para apoyar el implante que se hizo con | Fig 7. Fotografia esquematica de la
posicion de la canula. Se muestra la
acrilico dental para mantener la canula en su lugar. La | posicién donde se colocé la canula
segun las coordenadas de Paxinos,

rata tuvo de 3 a 5 dias de recuperacién antes de | 1986, para llegar al area CA1 del
hipocampo.

comenzar las pruebas conductuales (Robinson, 2008;

Fornari, 2012).

Administracion

Los farmacos fueron administrados por via ih yL/min, en las dosis WIN 5ug/4uL, AM251

1.6 yg/4uL y DMSO al 5% 4puL como vehiculo, entre las 13:00 y 16:00 hrs.

Las administraciones se realizaron antes de comenzar el primer ensayo de entrenamiento
en el primero, segundo, tercero y cuarto dias del periodo de aprendizaje en el protocolo

del laberinto de Barnes. El esquema de administraciéon permite observar los efectos de los




farmacos (canabinoides) sobre la adquisicion de la tarea, asi como en los siguientes
procesos de memoria incluyendo la consolidacion, ademas de que simula el efecto de los

canabinoides en el sistema cuando se cursa SM.

Evaluacion de memoria visuoespacial con el Laberinto de Barnes

El laberinto de Barnes consiste en una plataforma blanca circular de 122 cm de diametro,
elevada a 120 cm, con 18 agujeros, espaciados uniformemente alrededor del perimetro
de la plataforma, de un diametro de 9 cm cada uno. Uno de los orificios dirige a la caja de

escape (de 30 cm x 12 cm x 8 cm) que se encuentra colocada debajo.

En este laberinto (Fig 8) las ratas son motivadas a buscar el orificio de escape con luz
brillante y ruido blanco a 90dB el cual se enciende cuando comienza la tarea y se apaga

una vez que la rata logra entrar a la caja de escape (Troncoso et al., 2010).

Debido a que los animales deben aprender mediante claves visuales espaciales una
trayectoria determinada que los lleve a la caja de escape, logrando huir (Troncoso et al.,
2010), el laberinto se encuentra en una habitacion totalmente blanca, con dos claves
visuales en las paredes (una cruz y un tridngulo negros). Todos los ensayos fueron

grabados con una camara de video directo a la computadora.

Los ensayos se realizaron durante el periodo de luz de las ratas, después de las 13:00
hrs, sin un horario fijo, tomando en cuenta las variaciones diurnas en la expresion de

receptores CB1 antes reportadas (Martinez-Vargas et al., 2003).



Fig 8. Laberinto de Barnes. Fotografia del laberinto que fue utilizado para realizar las
evaluaciones conductuales de aprendizaje y memoria visuoespacial. Se muestra la mesa
_giratoria, el cilindro, la caja de escape y una de las claves visuales usadas.

Aprendizaje

- Antes de comenzar con la fase de entrenamiento y después de cada ensayo, la
mesa del laberinto fue limpiada en su superficie y cada agujero, usando una
solucién de alcohol al 10%. Ademas de la limpieza, la mesa se rot6 sobre su eje
central azarosamente y cuidando que no volviera a coincidir con el agujero anterior,

todo esto, con el fin de evitar las sefiales olfativas.



1) El primer dia se realizo la habituacion del sujeto al laberinto, para esto se coloco en
el cilindro durante 10 s, posteriormente se dirigid y se introdujo a la rata a la caja de
escape, y se le mantuvo dentro de esta durante dos minutos, con el fin de
habituarla al lugar donde debia llegar. Todas las manipulaciones se realizaron
durante el periodo de luz de los animales (Fig 9).

2) A partir del segundo dia comenzaba el periodo de aprendizaje. Se colocaba al
sujeto en el cilindro de escape y se dejaba al centro de la mesa; pasados 10 s, se
levantaba el cilindro y se encendia el ruido blanco a 90 dB (utilizado como
reforzador negativo). Se dejaba a la rata explorar 4 min. Durante estos minutos el
namero de errores y la latencia fueron medidos Yy registrados por el
experimentador.

El ensayo terminaba cuando la rata entraba en la caja de escape, o bien después
de que transcurrian los 4 min. Inmediatamente después de que la rata entraba en
el agujero donde estaba la caja de escape se apagaba el ruido. Se contabilizaban
10 s de permanencia dentro de la caja. Si al paso de 4 min la rata no entraba en la
caja de escape, el experimentador debia guiarla hacia ahi, como lo hacia durante

la habituacion.

Se cuantificaron:

Errores: niumero de veces que la rata introducia la cabeza en un orificio que no es el de
la caja de escape, se contaban desde que se levantaba el cilindro y hasta que tenia el

primer encuentro con el agujero meta.

Latencia: tiempo que transcurria desde el inicio hasta el primer encuentro con la caja de

escape.



3) Una vez terminado el ensayo, se regresaba a la rata a su caja hasta la siguiente
prueba, el intervalo entre ensayos era de 15 min y se realizaba 4 veces al dia. Se
repetian estos pasos durante los 4 dias correspondientes al periodo de

aprendizaje.

Evaluacion de memoria 24 hrs después

El dia 5 después de 24 hrs de haberse realizado el ultimo ensayo del dia 4 de
aprendizaje, se realizaba una evaluacion de memoria. En ésta, la caja de escape no se
colocaba en el laberinto. El sujeto se ponia en el laberinto y exploraba durante un
intervalo fijo de 90 s. La prueba se realizaba para determinar si el animal recordaba en
donde se encontraba la caja de escape. Se contabilizaba el nUmero de veces que
introducia la cabeza en el agujero (y 2 agujeros antes o 2 después) en donde habia

estado la caja de escape los 4 dias de aprendizaje.

Evaluacion de memoria 5 dias después

Para esta evaluacion, la prueba se efectuaba el dia 12, sin ningun tipo de sesién de
entrenamiento previo entre los dias 5 y 12. Se repetian los pasos de la evaluaciéon de

memoria 24 hrs después.



Periodo de reversion

Los pasos de la fase de aprendizaje se repitieron durante el periodo de reversion, pero en
esta fase la caja de escape se coloc6 a 180° del agujero original para todos los dias y en
todos los ensayos. Este periodo se realizo siguiendo el protocolo original de O’Leary et al.
(2011), permite verificar que los sujetos se guiaron con las claves visuales y evalla
procesos de flexibilidad y reaprendizaje de los sujetos. Por otro lado, también funciona
como un control positivo con el uso de los farmacos, ya que en este periodo los sujetos no
recibieron administracién de ninguno. Los resultados de esta parte del protocolo no se

muestran.

Grupos:
- Control
-SM
Evaluacion Evaluacid
[ J o Lo (o2 J Lo o[ (5
Aprendizaje Evaluaciones de
memoria

Periodo de
recuperacion
Administracion

Cirugl"a . Evaluacidn Evaluacion
estereotaxica 3 H D1 D2 D3 D4 = u. [ 5 dias

Aprendizaje Evaluaciones de
memoria
Grupos:
- WIN
- DMSO
- SM+AM

Fig 9. Protocolo de laberinto de Barnes. Procedimientos que se llevaron acabo, para cada
grupo por dia, durante la aplicacidn del protocolo del laberinto de Barnes.




Extraccion de RNA total de hipocampo y reaccién en cadena de la polimerasa

transcriptasa reversa (RT- PCR)

La extraccion de RNA total y el PCR-TR son dos ensayos semicuantitativos
estandarizados que se utilizan para la deteccion de RNAm de receptores. Se hacen con la
ayuda de oligonucledtidos especificos para la retrotranscripcion y amplificacion del
mensajero del receptor, en este caso se utilizé para CB1 y para Ciclofilina (CYC), que se
us6é como control. Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion, terminado el ultimo dia
de prueba en el laberinto; se les extrajo el cerebro y se manipuld en frio. Para determinar
si ocurrié una modificacion en la expresion de los receptores CB1 se extrajo el hipocampo
izquierdo de la rata y se prepard para realizar un andlisis RT-PCR (Fig 10) o bien el
hipocampo derecho para el andlisis de Western blot. Estos procedimientos se realizaron
con una muestra (n=5) de cada grupo, una vez que se habia aplicado el protocolo de
laberinto de Barnes a todos los grupos. Parte de este trabajo se realiz6 con la
colaboracion de la Dra. Marina Martinez y la Dra. Luz Navarro en el Laboratorio de
Neuroinmunologia de la Facultad de Medicina. Con el protocolo descrito en Martinez-

Vargas et al., 2003.




 Extraer el hipocampo de la rata en vivo. N\

* Homogenizar las muestras del tejido en trizol (aprox. 100 mg de tejido en
1ml de trizol).

* Tomar una alicuota para medir con UV la absorbancia a 260 nm y a 280
nm.

Y tomar una alicuota para correr gel de agarosaal 1% tefiido con
bromuro de etidio y ver la integridad del RNA. V

Extraccion de
RNA total

» Tomar la muestra con absorbancia a 260 nm para ver RNA y Abs. 280 \
nm para ver DNA.

* Calcular cuantos pL corresponden a 2 uyg de RNA de cada muestra.

» Por cada muestra agregar el correspondiente de transcriptasa reversa
(RT).

(Cuarlii;l]:i-cl::a%%n de B Correr el PCR en el programa CB1.
RNA) * Correr la muestra en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de
etidio.

Fig 10. Procedimiento que se realizd en para la extraccion de RNA total de hipocampo y
reaccion en cadena de la polimerasa transcriptasa reversa (RT-PCR).

Western blot

El Western blot es un ensayo cualitativo in vitro para la deteccion de anticuerpos IgG
contra la proteina CB1. Para realizar el analisis se usé una n=5 por grupo. Se utiliz6 el
hipocampo derecho de la rata, este se extrajo y se colocé en tubos eppendorf y se
congelé inmediatamente a -20°C en hielo seco. Para esta prueba se siguié el
procedimiento estandarizado y utilizado en el laboratorio de Neuroinmunologia de la
Facultad de Medicina con la colaboracion de la Dra. Marina Martinez. El procedimiento
consta de cuatro procesos y estos estan descritos en la Figura 10 (Martinez-Vargas et al.,

2003).




Fig 11. Procedimiento para muestras de Western blot

B

eHomogenizar el tejido con 1 ml de Buffer A + coctel de inhibidores
proteasas.

eCentrifugar a 600 Xg 10 min a 4°C. Separar el sobrenadante (S1) del
precipitado (P1) y desechar el P1.

eCentrifugar el S1 y obtener Sobrenadante 2 (S2) .
eTomar 5 pl de S2 para la cuantificacidn proteica de Lowry.

Extraccion de
precipitado y
sobrenadante

v

eTomar 5 pl de S2 de cada muestra y llevarlo a 250 ul con PBS 1X. Adicionar 1ml
de solucion de Lowry a c/u.

eleer en espectrofotémetro a 600 nm de densidad dptica para obtener la
absorbancia.

eRealizar una curva de albumina como control. Una vez obtenida la absorbancia

Cua_ntlﬁcaCIOn de c/muestra extrapolar los resultados de las muestras a los de la curva para
LGSR REAIAA | pbtener la cantidad total de proteina por muestra. /

*Geles desnaturalizantes de poliacrilamida adicionados con SDS (SDS-PAGE) \

eTomar en pl la cantidad correspondiente a 15 pg de proteina, adicionarle
buffer de cargado, calentar en termolyne a 95°C durante 5min.

e Cargar las muestras en c/u de los pozos en un gel al 12% de poliacrilamida
adicionado con SDS.

eAdicionarle buffer de corrida en la camara completa y correr a 100 V hasta
gue la muestra entre en el gel separador. Aplicar 150 V durante el resto de la

electroforesis. /

Electroforesis

eUna vez realizada la electroforesis, transferir el patrén de proteinas del geh
una membrana de nitrocelulosa. Correr a 150 mA, durante 1 hora a 4°C. Al
finalizar tefiir con rojo de Ponceau para detectar las bandas proteicas sobre
la nitrocelulosa. Cortar las tiras y realizar Western blot.

eIncubar las tiras en sustancia 1+ leche 10%+ suero normal de cabra(SNG) 2%
para bloqueo. Colocar primer anticuerpo para CB1 . Incubar toda la noche a
4°C en agitacion.

Western Blot ® Realizar 3 lavados ¢/5 min, incubar con el segundo anticuerpo (igG de

conejo peroxidado).

eRealizar 3 lavados c/5min. Realizar 1 lavado y revelar con Diamino

Bencidina. /




Histologia

Al finalizar las pruebas conductuales los cerebros de los animales a los que se les realizo
cirugia estereotaxica fueron extraidos y almacenados en una solucion de
paraformaldehido al 4% (en 0,1 M solucién salina amortiguada con fosfatos; PBS). Los
cerebros fueron cortados y montados en un portaobjetos, posteriormente se tifieron con
hematoxilina para verificar la posicion de la canula (Fig 12), se descartaron a los

animales que la canula no fue colocada correctamente (y los que desarrollaron otitis).

Canula |

Fig 12. Sitio de administraciéon en el hipocampo. En la figura se muestra la posicién de
la canula en un corte coronal, representativo, del cerebro de los sujetos utilizados en este
experimento, tefiida con hematoxilina. El sitio de administracion de los fArmacos fue en el
area de CA1 del hipocampo derecho.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente con las pruebas t de student,
ANOVA mixto y ANOVA de una via segun el caso. Ademas, se realiz0 la prueba post hoc
Tukey Honest significant Difference (HDS). También se realizaron andlisis de correlacion
de Pearson entre la densidad de los receptores CB1 y el aprendizaje (medido a través del
namero de errores) en la tarea de MVE. El nivel de significancia fue de p< 0.05 para todas

las pruebas.




V. RESULTADOS

Resultados metabodlicos

En este estudio se utilizé una dieta de sacarosa al 20% en el agua de beber para el grupo
experimental (SM) y una dieta con agua simple para el grupo control. Para diagnosticarlas
con SM se realizaron mediciones de los parametros fisicos y metabdlicos. Con el objetivo
de saber si la dieta influy6é para provocar obesidad y el posterior desarrollo de SM, el peso
corporal de ambos grupos (control y SM) fue medido semanalmente. Durante las primeras
cuatro semanas que las ratas recibieron la dieta hipercalérica mostraron un incremento de
peso igual al de las ratas control. A partir de la quinta semana, el grupo SM se separ6 del
grupo control mostrando un mayor incremento de peso (aprox. 50 g mas) (Fig 1). El
ANOVA mixto indicé diferencias significativas para el factor grupo F (1 26)=6.183 p=0.020,
en funcion de la semana F (2068, 53.776)=201.374 p<0.001 y para la interaccion semana por
grupo F (2.06s, 53.776)= 3.673 p=0.031. Posteriormente, para analizar en qué semanas se
encontraban las diferencias, se realizaron comparaciones planeadas. Se encontrdé que a

partir de la sexta semana el grupo SM muestra diferencias significativas p<0.05.
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Fig 1. Peso corporal. Curva de la media * ES, del peso corporal durante 12 semanas de
tratamiento con sacarosa. Se muestra el peso inicial, el inicio de la dieta y se encuentra
marcada la semana en que se realiz6 la cirugia estereotaxica a los sujetos del grupo SM (por
lo que se observa una disminucion de peso en esa semana S11). ANOVA mixto, grupo control
(en circulos blancos) n= 8y SM (en circulos negros) n=20, * p<0.05.

Con el objetivo de responder si el incremento de peso observado fue debido a las
diferencias en la dieta se cuantificé el consumo de agua con sacarosa y alimento de
ambos grupos. Se calculé el indice de consumo de agua (por sujeto), para saber cuanto
bebia con respecto a su peso. Se observa que las ratas del grupo SM consumieron mayor
cantidad de agua durante las primeras seis semanas de dieta y este consumo disminuyo
en las siguientes semanas (Fig 2a). El ANOVA mostré diferencias para el factor grupo F
(1,0)= 14.613 p=0.004, el factor semana F (3642, 32.782)=11.33 p<0.001, y para semana por
grupo F (3642, 32.782)=3.746 p=0.015. Las diferencias fueron significativas desde la semana

uno a la semana seis.




indice de consumo de agua ( ml/Kg)

26

24

22

También, se muestra que las ratas que recibieron la dieta hipercalérica tuvieron un mayor
consumo de agua que el grupo control, desde la primera semana con la dieta y durante
todo el tiempo que recibio el tratamiento (Fig 2b). Se observa que el grupo SM tuvo un
incremento gradual del consumo de sacarosa que es mayor en la quinta semana, esto
concuerda con el incremento de peso que tuvo el grupo SM en la misma semana (Fig 1).
Nuevamente, el ANOVA arroj6 las diferencias para el factor grupo F (114)=23.119
p<0.001, el factor semana F (3.42,50.986)= 4.762 p=0.003, y para la interaccion semana por

grupo F (3.642,50.986)= 3.082 p=0.027. Estas diferencias ocurrieron en todas las semanas.
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Fig 2. Tratamiento de sacarosa. (a) indice de consumo de agua. Media * ES de cuanto
bebe la rata con respecto a su peso. (b) Consumo de agua al dia. Media del consumo de agua
con sacarosa (en el caso de SM) graficado por semana. Grupo control (en cuadrados blancos)
n= 38y SM (en circulos negros) n=20, *p<0.05.
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indice de ingestion de alimento ( g/kg)

)

Por otro lado, se encontré que las ratas del grupo SM disminuyeron su ingestion de
alimento comprados con el grupo control. Esto ocurrio tanto para el indice, como para el
consumo de alimento (Fig 3a y Fig 3b). El ANOVA indico en el andlisis del indice de
consumo, que hay diferencias significativas en funcién del grupo F (19)= 234.586 p<0.001
y el efecto semana F (2,644, 23.704)= 20.360 p<0.001, pero no hubo interaccioén significativa
(p=0.194). Para el analisis de la variable ingestion de alimento, todos los efectos fueron
significativos con una p<0.001(grupo F (114)= 336.780 p=0.000 semana F (3.280,45.927)=

10.507 p=0.001; semana por grupo F (3.28045.927)= 5.528 p=0.001.

b) 70

11 4

10

—— Control

—e—SM

Semanas

65 -
60 4
55 4
50 -
45
40
35 4

30

Ingestion de alimento ( g)

25 1

20

Semanas

Fig 3. Consumo de alimento. (a) indice de ingestién de alimento. Media * ES de cuanto

come la rata con respecto a su peso. (b) Ingestion de alimento al dia. Media del consumo de

rat chow graficado por semana. Grupo control (en cuadrados blancos) n= 8y SM (en circulos
ﬂros) n=20, * p<0.05.

Debido a que los resultados del peso corporal fueron significativamente diferentes, se

midieron otros parametros fisicos, como la talla, la circunferencia abdominal (cintura) y la




composicion corporal. En la Fig 4 se muestran los datos obtenidos de los parametros
fisicos de los dos grupos. Se observdé que la cintura de los sujetos SM fue mayor
(M=22.21; SD=1.61) que la de los controles (M=20.40; SD=1.19); t (29)=-3.35, p=0.002.
Esto mismo ocurrié con la grasa masa (tejido adiposo) que fue menor para el grupo
control (M=163.34; SD=14.68) y mayor para el grupo SM (M=194.47; SD=31.58); t (29)=-
3.18, p=0.003; y la masa libre de grasa (control, M=230.86; SD=7.44 y SM, M=248.42;

SD=19.90); t (29)=-2.91, p=0.007 segun el andlisis estadistico realizado.
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Fig 4. Composicion corporal. a) Media * DE de la talla y cintura medida en cm. b) (MG) Masa
grasa, (MLG) Masa libre de grasa, (AEC) Agua extracelular y (ACT) agua corporal total medida
en gramos, t de student para grupos independientes, Control n=12 y SM n=20, *p<0.05.

Esto también se puede observar en la Fig 5 donde se muestran dos ratas de peso similar
que fueron sacrificadas y diseccionadas, la cantidad de grasa acumulada perirrenal es

mayor en la rata tratada a simple vista (no fue medida).




No se observaron diferencias entre los grupos en las medidas de talla, agua extracelular y

agua corporal total.

A Rata control

Fig 5. Grasa corporal. Fotografia de la diseccion a la altura de los rifiones, de dos ratas, con
pesos similares. Obsérvese la cantidad de grasa acumulada alrededor de los rifiones; de lado
izquierdo en margen azul rata control y del lado derecho en margen rojo rata con SM.

La hipertrigliceridemia es otra manifestacion de los sujetos que padecen SM, cuando hay
altas cantidades de grasa en el cuerpo los triglicéridos se pueden ver alterados o
incrementados. Con el objetivo de analizar si los triglicéridos revelan alguna diferencia

entre el grupo control y el grupo SM se realizé su medicién en sangre de la cola de la rata.

Los niveles de triglicéridos incrementaron significativamente en los sujetos del grupo SM
(M=257.50; SD=40.48) y las ratas control presentaron niveles normales (M=145.25;

SD=40.48), t (24)=-3.61, p=0.001 (Fig 6).
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Fig 6. Triglicéridos. Media + DE del nivel de triglicéridos, t de student, control n=8 y SM
n=18, * p<0.05
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Fig 7. Curva de tolerancia a la glucosa. Prueba intraperitoneal, se muestra la media de los
niveles de glucosa en sangre del min cero (antes de la carga de glucosa) y hasta 120 minutos
después de la carga; grupo control n=8y SM n=17, *p<0.05.




Se realizé la curva de tolerancia a la glucosa (prueba ip). La curva del grupo control
presentd el maximo punto glucémico a los 20 minutos posterior a la administracion de
glucosa, que continué con una baja gradual en la glucemia hasta alcanzar los niveles
basales al minuto 120. Por otro lado, el grupo SM mostré el punto mas alto en los niveles
en el minuto 60 después de la administracion de la glucosa, con una disminucion mas
lenta y sin llegar a alcanzar los niveles basales (Fig 7). EIl ANOVA mixto muestra que
hubo diferencias para el efecto tiempo F (3,008, 69.178)= 26.864 p<0.001, para la interaccion
tiempo por grupo F (3.00s, 69.178)=3.836 p=0.013. Pero no para el efecto grupo (p=0.181).
Los puntos del minuto 60 y el minuto 120 del grupo SM fueron diferentes

significativamente con respecto del grupo control.

La insulina rige un estrecho control del equilibrio que debe haber entre la produccién de
glucosa y su absorcion, por esto una curva de tolerancia a la glucosa alterada sugiere una
modificaciéon en la secrecién normal de insulina. Con el fin de analizar si se modificaron
los niveles de insulina por la dieta hipercaldrica se realizd6 su medicion. Los niveles de
insulina de las ratas control no se vieron alterados mientras que los de las ratas SM
aumentaron hasta 7 ng/ml, de acuerdo con la prueba t de student se determiné que los
niveles de insulina del grupo SM fueron més altos (M=6.57; SD=4.46) que los del grupo
control (M=1.84; SD=1.87); t (14)=-2.76, p=0.015 (Fig 8). La hiperinsulinemia severa
puede conducir a DM2; sin embargo, los niveles que presenta el grupo SM aln no se

consideran suficientemente altos para diagnosticarla.




Insulina (ng/ml)
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Fig 8. Niveles de insulina. Media + DE de los niveles de insulina en sangre (prueba a las 13
semana de tratamiento) grupo control n=8 y grupo SM n=8, t de student, * p<0.05.

Debido a que la hipertension se conoce como un signo del SM se evalu6 si se veian
alteraciones en la presion arterial de las ratas que recibieron la dieta alta en sacarosa.
Para esta prueba los sujetos fueron habituados durante 15 dias en un inmovilizador para
evitar que el estrés que provoca el aparato interfiriera en las mediciones. Se observé que
las ratas del grupo SM mostraron una mayor presion diastolica (M=102.54; SD=8.83) y
una mayor presion sistolica (M=139.72; SD=11.04) a la del grupo control (diastole
M=77.30; SD=10.57; sistole M=114.01; SD=13, diastole t (17)=-5.66, p<0.0001 y sistole t
(17)=-4.57, p<0.0001; Fig 9). Segun los resultados se puede considerar que las ratas que

recibieron la dieta son hipertensas.
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Fig 9. Presion arterial. Promedio + DE de la presion diastélica y sistdlica, los valores se
presentan en unidades de milimetros de mercurio (mmHg). Control n=8 y SM n=17, t de
student para grupos independientes, *p<0.05.

En resumen, el grupo SM fue diferente al control significativamente en todos los
parametros metabdlicos que se necesitan para diagnosticar el sindrome (obesidad central
(con peso y grasa), curva de tolerancia a la glucosa alterada, hipertrigliceridemia,
hiperinsulinemia e hipertension). Por lo tanto, los sujetos que recibieron la dieta alta en
sacarosa desarrollaron SM y, basados en ese diagnéstico, se analizaron el resto de los

resultados.



Resultados conductuales

Una vez comprobado que el grupo que recibio la dieta de sacarosa desarrollo SM, se
evaluo el aprendizaje y la MVE de todos los grupos en el laberinto de Barnes y se

analizaron las curvas de aprendizaje.

Los datos obtenidos en las curvas de aprendizaje muestran que la curva del grupo WIN
es similar a la del grupo SM, ambos grupos se separan del resto con un mayor niumero de
errores en el primer dia de evaluacion, siendo mas notorio el cuarto dia de aprendizaje, a
diferencia del grupo control que los disminuyd. Se observé también, que la administracion
de AM-251 a los sujetos que desarrollaron SM (grupo SM+AM), reduce el nimero de
errores, ya que mostraron una curva de aprendizaje sin alteraciones, el nimero de errores
disminuy6 desde el primer dia y durante toda la ejecucion de la tarea; en este caso el dia

cuatro no presentan el incremento de errores como lo hacen las ratas SM.

De acuerdo con el ANOVA mixto los resultados fueron significativos para el factor dia F
(312)= 24.462 p<0.001, y para grupo F (441)= 5.197 p=0.002; la interaccion no fue
significativa (p=0.692). El post hoc de Tukey HDS indica que el grupo SM y WIN difieren

significativamente con el grupo SM+AM (la curva no se muestra).

También, se hizo una comparaciéon de la media total de errores de cada grupo, con el
propdsito de conocer las consecuencias del SM y de los farmacos que actuaron sobre el
SeC (CB1). Para saber si ocasionaron las diferencias en los procesos de aprendizaje y
MVE entre los diferentes grupos. Se observé que el grupo que presenté el menor numero
de errores fue al que se le administro el antagonista AM-251 aun cuando estas tenian SM.
Estos resultados fueron analizados con ANOVA y la prueba post hoc de Tukey los cuales

indican que esta diferencia es estadisticamente significativa con respecto de los grupos




SM y WIN. Los grupos WIN y SM tuvieron una tendencia similar a presentar un mayor
namero de errores; sin embargo, Unicamente el grupo WIN fue estadisticamente diferente

del control (p<0.05) (Fig 10).
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Fig 10. Media total de errores primarios. Comparacion de la media total de errores primarios *
ES, durante el periodo de aprendizaje. Estan graficados el grupo control en barra negra (n=11), el
grupo SM en barra roja (n=8), el grupo que recibio WIN en barra verde (n=9), el grupo vehiculo de
DMSO en barra azul oscuro (n=10) y el grupo con SM+AM en barra azul claro (n=8). ANOVA mixto,
post hoc Tukey HDS, *p<0.05.

De igual forma, se cuantifico la latencia de ejecucion de la prueba, con el fin de identificar
diferencias. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ninguno

de los grupos (p>0.05).




Resultados moleculares

Posterior a analizar los resultados conductuales, se investigo si cambiaba la expresion de
los CB1 en los sujetos que mejoraron la ejecucion del laberinto de Barnes. Lo primero que
se realizé fue la extraccion total de RNA del hipocampo de las ratas para detectar los
cambios en el RNAm del CB1. Se evalud su integridad en un gel de agarosa al 1% y se
observé con luz UV (no se muestra). Se amplifico el RNAm del CB1 con RT- PCR, y como
control, se utilizd Ciclofilina (CYC). Se observo en un gel de agarosa al 2%, tefildo con
bromuro de etidio, donde distinguimos que la intensidad del grupo control es menor
comparada con la de los grupos SM y WIN (Fig 11a). Para comprobar esta observacion,
se efectud un analisis densitométrico de los geles, con el programa Quantity one, para
determinar si la cantidad de RNAm se vio modificada y se graficaron los datos (Fig 11b).
Los resultados que arrojo el andlisis densitométrico muestran que el RNAm del CB1 en
hipocampo aumenta en los grupos SM y WIN. De acuerdo con el ANOVA, existieron
diferencias significativas (F (4,20)= 4.190 p=0.013), entre el grupo control y el de WIN; pero

el grupo control no difirié significativamente con el grupo SM.
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Fig 11. Deteccion y cuantificacion de RNAm del CB1. (a) RT-PCR (RNAm). Amplificacion
del RNAm de CB1 en hipocampo, con oligonucleétido especifico para proteina CB1 y con CYC
como control, con RT-PCR (n=5 para cada grupo. (b) Promedio de intensidad de RNAm de
CB1. Datos obtenidos del analisis densitométrico. En morado ratas control, SM en rosa, WIN
en verde, DMSO en naranja y SM+AM en Azul. Media + ES, ANOVA de un factor, *p<0.05.

Se realiz6 un Western blot para probar si la cantidad de proteina habia cambiado y
conocer como fue la codificacion del RNAmM en hipocampo. Los datos que obtuvimos se
muestran en las bandas de Western blot que corresponden a la proteina CB1, con un
peso aproximado a 55KDa que es el reportado que corresponde al receptor CB1
(Martinez-Vargas et al., 2003). Los resultados fueron arrojados nuevamente por un
analisis densitométrico, no se observaron cambios estadisticamente significativos

(p>0.05) (Fig 12).
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Fig 12. Western Blot para CB1 en hipocampo. (a) Intensidad neta del receptor CB1 en
hipocampo. Fotografia de Western Blot de la proteina CB1 en hipocampo de rata en grupos
con diferentes tratamientos. (b) Densitometria del Western Blot. Grafica de la
densitometria obtenida. n=5 excepto grupo WIN con una n=4. En barra morada se muestra
grupo control, barra rosa grupo SM, barra verde grupo WIN, barra naranja grupo DMSO y
SM+AM en barra azul. Media * ES, ANOVA de un factor, *p<0.05.

Adicionalmente, se midi6 con Western blot la expresion de CB1l en el hipotalamo.
Nuevamente se muestran las bandas que corresponden a la proteina CB1. Se encontrd
qgue los grupos control y SM presentan el porcentaje de inmunoreactividad mas alto. Se
muestra también, que el grupo SM+AM es el que tiene menor expresién de CB1 (Fig 13).
De acuerdo con el ANOVA de un factor, estos resultados fueron significativos F (414)=
19.423 p<0.001. El post hoc Tukey indic6 que los grupos control y SM difirieron
significativamente con todos los grupos (p<0.05). De igual forma, el grupo WIN es mas

alto que el grupo SM+AM significativamente.
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Fig 13. Western Blot para CB1 en hipotalamo. (a) Intensidad neta del receptor CB1 en
hipotalamo. Fotografia de Western Blot del CB1 en el hipotdlamo de rata en grupos con
diferentes tratamientos. (b) Densitometria del Western bolt. Grafica de la densitometria
obtenida. n=2 para grupo control y grupo SM y n=>5 para el resto de los grupos. En morado
ratas control, SM en rosa, WIN barra verde, DMSO en naranja y SM+AM en Azul. Media * ES,
ANOVA de un factor, post hoc Tukey HDS, *p<0.05.

Correlacién entre resultados conductuales y resultados moleculares

Finalmente, para determinar si existia una relaciobn entre las modificaciones de los
receptores CB1 y los cambios en la MVE, se realiz6 una correlacion de Pearson entre la
densidad de CB1 en el hipocampo y el aprendizaje (medido a través del nimero de

errores del D4).




El coeficiente de correlacion de Pearson fue de 0.551 (p= 0.006). El coeficiente de
determinacion fue R?=0.248, que indica que hay una correlacién baja, aproximadamente

de 24.8%, tomando en cuenta los tratamientos de todos los grupos (Fig 14).
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Fig 14. Correlacion entre la densidad de receptores CB1 y el aprendizaje para todos los
grupos. Diagrama de dispersion de la correlaciéon entre la densidad de receptores CB1 en el
hipocampo y el aprendizaje (r=0.551, p=0.006), R? Lineal =0.248.

Esta dispersion es congruente con la heterogeneidad en la densidad de receptores CB1
de los grupos considerados. Con el propésito de estudiar la correlacion con cada uno de
los grupos, a continuacién se muestra un diagrama de dispersion en funcion del grupo en

relacién con el resto de los grupos, para el cual R? difiere entre cada uno. De acuerdo con




el coeficiente de determinacion, se muestra que estos son para el grupo control R?=0.003,
para el grupo SM R?=0.776, para el grupo WIN R?= 0.017, para el grupo DMSO R?=0.838

y para el grupo SM+AM R?= 0.468 (Fig 15).
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Fig 15. Correlacion entre la densidad de CB1 y aprendizaje de cada grupo. Diagrama de
dispersion por grupos, de la correlacion entre la densidad de receptores CB1 en el hipocampo
y el aprendizaje. Control R2=0.003, grupo SM R2=0.776, grupo WIN R2= 0.017, grupo DMSO
R2=0.838y grupo SM+AM R?= 0.468.




VI. DISCUSION

El objetivo de administrar una dieta alta en sacarosa fue el de reproducir en un modelo
animal el exceso de carbohidratos de la dieta a la cual estamos expuestos actualmente.
El incremento del consumo de refrescos y otras bebidas con alto contenido calérico, como
jugos o tés no naturales, sin incluir los alimentos ricos en grasa, predisponen a la
poblacién a padecer SM, DM2 o ECV. Debido a esto la obesidad sigue incrementando y

los problemas que ésta conlleva también han aumentado.

Uno de los primeros parametros que se ven modificados cuando los sujetos desarrollan
SM es el peso corporal (Grundy, 2004). Sin embargo, existe evidencia de que una dieta
alta en sacarosa en algunos casos no produce obesidad o diferencias en el peso (Avena,
2008; Kanazawa, 2003). Las diferencias en el consumo de la dieta no siempre coinciden
con un incremento de peso. En este trabajo se encontrd que los cambios en el peso total
se observaron después de cinco semanas de consumir la dieta. Esto se relaciona

directamente con su consumo de agua.

En los resultados se muestra que las ratas a las que se les dio el agua azucarada tuvieron
una preferencia por consumirla, incluso disminuyeron el consumo del alimento. Debido a
gue las ratas tienen un sistema de homeostasis muy dificil de romper, tienen la capacidad
para hacer una regulacion adecuada entre la ingesta caldrica y el gasto energético
llamado punto de ajuste. Por esta razén, disminuyen el consumo de comida, esto
compensa las calorias adicionales obtenidas a partir del aztucar (Avena et al., 2010;
Avena et al., 2008). Sin embargo, como la dieta se administré por un largo periodo esa
regulacion finalmente se vio alterada, lo que ocasion6 que la dieta de sacarosa, aun con

el decremento en la ingestion de comida, conceda a las ratas un mayor consumo calorico.



Esto provocd el incremento de peso que determina la etiopatogenia de las otras

alteraciones metabdlicas que conducen al SM.

En los resultados se mostré que las ratas del grupo con SM, tuvieron un mayor consumo
de agua las primeras semanas de dieta, aun cuando en ambos grupos tenian el mismo
peso. Posteriormente, el consumo lo hicieron con respecto a su peso, por lo cual, el
consumo de agua al dia en el grupo SM siempre fue mayor que el del grupo control; estos
datos sugieren que las diferencias que se observaron en el consumo de agua son

dependientes del tamafio de la rata, cuando estas llevan seis semanas de tratamiento.

Esta reportado que las ratas pueden desarrollar signos conductuales de adiccion tras
tener una dieta alta en sacarosa, uno de estos signos es el incremento de ingesta diaria
de azucar (Avena et al., 2010). En la quinta semana de tratamiento fue evidente que los
sujetos presentaron un aumento en el consumo de agua con azUcar donde tomaron
aprox. 60 ml més de agua al dia que el grupo control. Esto podria tomarse como un signo
para decir que las ratas se volvieron adictas a la sacarosa; sin embargo, se puede deber
a otros factores como dependencia hepatica a la sacarosa o bien, retomando el indice de
consumo de agua, que lo hacen debido a que son mas grandes y requieren de mayores
cantidades de agua. Para determinar que se debe a una adiccién serian necesarias otras
caracteristicas, asi como otras pruebas conductuales por ejemplo, la prueba preferencia

de lugar o el craving.

Aun con la regulacibn homeostatica de estas ratas, la composicion corporal se vio
afectada finalmente, tras consumir la dieta hipercaldrica. Este resultado concuerda con
otros estudios donde encontraron que la cantidad de grasa total en el cuerpo de los

sujetos que recibieron una dieta alta en sacarosa es mayor que la del grupo control, a



estos se les ha llamado “sujetos con obesidad abdominal y peso normal” (Cao, 2012,

Rutter, 1998).

También, se observo un incremento en los niveles de triglicéridos ocasionado por la dieta
alta en sacarosa. Esto se ha descrito en diversos trabajos, en humanos y con roedores,
donde observan que la dieta hipercaldrica (especialmente alta en sacarosa) induce
hipertrigliceridemia (Carvalho, 2012; Soares et al., 2013). Se piensa que la dieta provoca
un defecto en la accion de la lipoproteinlipasa pero el mecanismo por el que esta dieta

aumenta los triglicéridos aun no ha sido descrito (Kanazawa, 2003).

Asi mismo, los sujetos con SM tienen disminuida la capacidad de metabolizar la glucosa,
esto se ve reflejado en un nivel de glucemia mas alto y un aclaramiento de la curva de
tolerancia a la glucosa mas lento; por esta razén a los sujetos con SM les lleva mas
tiempo llegar a los niveles basales después de la carga de glucosa (Larqué, 2011,
Grundy, 2004). La alteracion en la curva de glucosa del grupo con SM concuerda con
otros datos reportados donde indican que ésta dieta induce intolerancia a la glucosa, sin

gue necesariamente se llegue a los niveles de DM2 (Larqué, 2011; Soares et al., 2013).

La hiperinsulinemia esta descrita en nhumerosos estudios con roedores, ésta se refiere a
niveles de insulina en la sangre mas elevados de lo normal y se debe a un problema
subyacente que causa que las células beta del pancreas produzcan mucha insulina,
ademas estad establecido que dietas altas en sacarosa promueven el desarrollo de RI
(Ribeiro et al., 2005; Soares et al., 2013; Sumiyoshi et al., 2011). El grupo que recibio la
dieta alta en sacarosa presentd un aumento en los niveles de insulina, lo que represent6
un resultado importante para este estudio, porque el SM se ha caracterizado

fundamentalmente con la Rl y la hiperinsulinemia.




La hipertensibn como efecto del consumo de azucar en estudios con roedores ha sido
poco reportada. En la mayoria de las investigaciones la presion arterial de las ratas se
eleva con dietas altas en grasa o bien con incremento de sal en la dieta (Kang et al.,
2004; Sharma et al., 2008). Por otro lado, los trabajos que fueron revisaron reportan
Ganicamente incremento de la presion sistdlica por dieta alta en sacarosa (Larque, 2011;
Sharma et al.,, 2008); la presion diastolica no ha sido registrada en otros trabajos.
Probablemente porque el software que se utilizd en otros estudios no arrojo dicha
medicion. La presion diastolica es determinante de hipertension en el humano, indica el
grado de resistencia periférica, por lo tanto, que los sujetos SM presenten un incremento

en ésta, sugiere que su corazoén requiere de mayor esfuerzo en cada latido.

En resumen, el grupo con dieta alta en sacarosa dio positivo a todos los parametros
metabdlicos necesarios para diagnosticar SM, por lo tanto la dieta de sacarosa al 20%
condujo al desarrollo de SM. Para futuras investigaciones se sugiere medir la ingesta de
agua y alimento a los grupos a los que se les administré WIN y AM-251, ya que en este

trabajo no fueron evaluados.

Los canabinoides naturales como el THC, en humanos y en ratas, aumentan el apetito y
el consumo de alimentos, principalmente de los dulces (De Luca et al., 2012). Por otro
lado los antagonistas como el Rimonabant y el AM-251, reducen la ingesta de alimentos o
soluciones dulces (De Luca et al., 2012; Cruz et al., 2010). Esos hallazgos mantenido la
hipotesis de que el SeC participa en la regulacion del apetito y la ingestion de comida,
ademas este sistema esta implicado en procesos de recompensa, en el valor positivo 0

hedonico de los alimentos (Méndez-Diaz et al., 2010; De Luca et al., 2012).




Del mismo modo, se ha mostrado que el THC incrementa la actividad dopaminérgica en
circuitos de recompensa en la via mesolimbica que proyecta al area tegmental ventral y al
ndcleo acumbens (De Luca et al.,, 2012). También, la ingestiébn de alimentos que son
apetitosos también estimulan la transmisién de dopamina en el nicleo acumbens y en la
corteza prefrontal (De Luca et al., 2012; Earlson-Albertsson, 2005). Esto se puede
interpretar como un refuerzo positivo que debilita la respuesta de la sefales de saciedad y
activa el circuito de recompensa. Esto sugiere que por ello las ratas consumian cada vez
mas sacarosa (sumado a la expresion de receptores en el hipotdlamo que se describe

mas adelante).

Es relevante mencionar que hay receptores CB1 presentes en células neuronales del
hipotadlamo que tienen hormonas reguladoras de la digestion como: la leptina, el péptido
de tiroxina PYY, orexinas A y B y colecistoquina CCK (Fride, 2007; Di Marzo, 2001). Esta
descrito que los canabinoides excitan y, con ello, mejoran la actividad de neuronas de la
hormona concentradora de melanina e inhiben a las de orexinas en el hipotalamo (Huang
et al., 2007), lo que orienta a algunas de las acciones orexigénicas reportadas de los
canabinoides. Otra relacion que esta descrita sobre la modulacion de la alimentacion
mediante canabinoides, es con la inhibicién de la proopiomelanocortina que éstos causan

en el ndcleo arqueado (Huang et al., 2007).

Es importante mencionar que esta reportado que los receptores de orexinas pertenecen al
grupo de GPCR. Estos interactian con otros receptores de este tipo, como son los CB1,
ambos forman complejos heteroméricos y oligoméricos. La interaccion entre los dos
receptores provoca liberacion de 2-AG que forma una sefial importante de la regulacion

de la transmision sinaptica mediada por orexinas. Por esta razon, proponen como



tratamiento para la obesidad, una aplicacion de orexina A combinada con agonistas a
CB1 o la aplicacion de antagonistas al receptor de orexina 1 combinada con antagonistas

CB1 (Xu et al., 2013).

Sin duda, la relacidon que existe entre la sefalizacion de los receptores a orexinas y los
receptores CB1 provee informacion relevante para futuros trabajos relacionados con

problemas de balance energético como la obesidad y el SM.

La amplia distribucion tanto de ligandos como de receptores a canabinoides ha
relacionado al SeC con diversos sistemas fisiolégicos. Los estudios que se han realizado
con antagonistas como el Rimonabant y el AM-251 aportan informacién relevante acerca
de su participacion en la regulacion de diferentes mecanismos metabodlicos (Merroun et
al., 2012; Chen, 2013). En este trabajo se propone que el desarrollo del SM ocurri6 como
consecuencia de la dieta alta en sacarosa y por accién de los mecanismos antes
mencionados. De esta forma, la desregulacién del SeC podria estar también involucrada

en las alteraciones metabdlicas que provocan SM.

El SM dafa la salud de diferentes maneras y ahora forma parte de uno de los factores
que predisponen a padecer déficit de memoria y que pueden llevar a desarrollar
Alzheimer. Por esta razén, resulté de gran importancia investigar los mecanismos que
estan implicados, con el objetivo de encontrar estrategias para el tratamiento de la

obesidad, el SM y los dafos en la memoria que estos puedan traer.

Distintos grupos de investigacion reportan que dietas hipercaldricas, ya sean altas en
grasa 0 altas en sacarosa, inducen déficit cognitivo que causa alteraciones en la
ejecucion de tareas que involucran aprendizaje y MVE (Farr, 2008; Molteni, 2002; Pistell,

2010; Ross, 2009; Soares et al., 2013; Kosari, 2012). En este trabajo se encontré que los




sujetos con SM, mostraron cambios minimos en la ejecucion del laberinto de Barnes que
aungque no son significativos, permiten proponer que los sujetos que desarrollan este
sindrome pueden mostrar alteraciones cognitivas reflejadas en la ejecucion de tareas que
evallan MVE. EIl tiempo de tratamiento al que estuvieron expuestos estos sujetos (12
semanas) puede ser una causa por la que las diferencias que se muestran no son
significativas; ya que esta reportado que el SM se desarrolla después de 8 semanas con
esta dieta (Larqué et al., 2011). En este caso los sujetos tenian alrededor de 4 semanas

con SM instalado.

Las investigaciones que estudian las alteraciones en la MVE proponen que los dafios que
ocasionan la obesidad y el SM sobre los procesos cognitivos estan relacionados con la
neuroinflamacién, el aumento de citocinas (IL-6, IL-1B, TNF- a y CRP) y la disminucion de
BDNF en hipocampo (Dinel, 2011; Van der Kommer et al., 2012; Molteni, 2002; Yaffe,
2004; Pistell, 2010); sin embargo, este estudio se enfocd en investigar en el SeC, otro

sistema que esta estrechamente relacionado con ambos procesos.

Esta descrito que los sujetos que padecen obesidad presentan una desregulacion del
SeC ya que este se encuentra hiperactivo (Bellocchio, 2006; Bermudez et al., 2009), asi
mismo, sujetos expuestos a dietas hipercaldrica tienden a padecer déficit cognitivo y
presentan un mayor numero de errores en tareas donde se evalla MVE (Farr, 2008;
Valladolid-Acebes et al., 2010). La administracion de agonistas a canabinoides deterioran
la memoria (Abush, 2010, Robinson, 2008), incrementando la incidencia de errores en
estas tareas (Wegener, 2008). Por esta razon se utilizd un agonista de los receptores CB1

(WIN) para sobreactivar al sistema y observar los cambios que producia en la memoria.




Se observéd que la hiperactivacion del SeC, con la administracion de un agonista en el
hipocampo, provoco un incremento en el numero de errores durante de ejecucion del
laberinto similar al de ratas con SM. Lo que sugiere que los sujetos con SM puede estar
alterado el SeC de manera similar a cuando se sobreactiva por un agonista sintético,
representando un deterioro en la adquisicion de la tarea. Esto ultimo esta relacionado con

alteraciones en tareas de aprendizaje visuoespacial (Lichtman, 1995; Robinson, 2010).

El resultado que se mostré en este trabajo no habia sido descrito antes. A pesar de que
existe una amplia literatura que reporta los efectos de los canabinoides sobre el
aprendizaje y la memoria (Lichtman, 1999; Abush, 2010; Robinson, 2008; De Oliveira,
2008; Davies, 2002; Rueda-Orozco, 2008), y la relacibn que tienen también en
alteraciones metabdlicas (Chen, 2013; Nunn, 2010; Di Marzo, 2001; Bermudez et al.,
2009; Pagotto, 2006; Méndez-Diaz et al., 2010; Fride, 2007; Engeli, 2008) ninguno de

estos trabajos relaciona al SeC con el déficit cognitivo que se ve en el SM.

También, se reportd que la inhibicién del SeC con el antagonista AM-251 en ratas que ya
tenian SM ayudd a mejorar la ejecucién del laberinto de Barnes, revirtiendo el deterioro en
la memoria que se vio en las ratas con SM. Por lo tanto confirma que el SM altera al SeC

y a su vez ambos interfieren con la MVE.

En otros trabajos se ha visto que el AM-251 facilita la memoria en tareas de
reconocimiento de objetos en sujetos controles (Bialuk, 2011; Clarke et al., 2011).
Asimismo, reportan que este antagonista se ha usado en tareas conductuales para inhibir
el efecto de los agonistas a canabinoides (Bialuk, 2011; Rueda-Orozco, 2008) y también
para bloquear algunos problemas con la ingesta ocasionados por canabinoides; ademas,

puede revertir diversas alteraciones metabdlicas producidas por la administracion de




dietas hipercaldricas (Cruz et al., 2010; Méndez-Diaz, 2010). Una de las primeras
observaciones que estan descritas es la disminucion de ingesta y de la motivacion
positiva que se tiene por el alimento después de la administracion de AM-251 (Cruz et al.,
2010; Diaz-Méndez et al., 2010). Este trabajo por primera vez describe el efecto de este

antagonista relacionando ambos procesos (memoria e ingestion).

Tomando en cuenta lo anterior, un punto importante a discutir, es si la activacion del SeC
mimetiza u ocluye las alteraciones cognitivas que se producen en el cuadro clinico del
SM. En la curva de aprendizaje lo que se observd es que la activacion sintética con el
agonista WIN (en un grupo con dieta control) produjo un resultado similar al del grupo que
tenia SM, con base en ese resultado se puede interpretar que la activacion del SeC
mimetiza la exacerbacion fisioldgica que produce el SM; sin embargo, una prueba que se
propone para futuros trabajos es la activacion del SeC con un agonista sintético en
sujetos con SM, ya que no se sabe si el efecto del agonista en este caso puede ocluir la

activacion producida por el SM.

Recientemente han descrito que la prevalencia de la obesidad es, paraddjicamente,
menor en los consumidores de marihuana comparado con quienes no la consumen (Le
Foll et al., 2013). Le Foll y colaboradores proponen que el THC puede actuar como un
antagonista funcional en situaciones donde existen niveles altos de endocanabinoides, tal
como es el caso de la obesidad. De manera que surge una nueva hipoétesis, donde es
probable que el uso de un agonista del SeC, entonces, ocluya la hiperactividad que se

presenta cuando se tiene SM.

Por otro lado, esta reportado que el uso cronico de THC produce hiperfagia pero no

provoca un incremento de ni de peso ni de grasa (Le Foll et al., 2013). Ademas, el uso




repetido de este provocaria regulacion a la baja o desensibilizacion de los receptores
ocasionando un efecto paralelo al que se observa con un antagonista. Con lo anterior, la

pregunta que surge es ¢ qué efecto tendria sobre la memoria el uso continuo de THC?

Retomando los resultados, los trabajos que relacionan la obesidad con el SeC describen
que este esta hiperactivado, tal como ocurre cuando se consume marihuana. Entonces,
esto sugiere, siguiendo el mecanismo de los canabinoides, que su activacion inhibe la AC
y disminuye el AMPc. Esto inhibe la fosforilacion de PKA en el hipocampo y se ve
reflejado como una interferencia de la LTP que a su vez se muestra como un deterioro en
la MVE (Fig 16). Asi pues, el uso cronico de un agonista a canabinoides probablemente
actuaria en contra del SM pero provocaria déficit en la memoria, como el que se observo

en el desempefio de las ratas a las que se les administré WIN.

Como se describié en los antecedentes, existen resultados discordantes respecto a si los
canabinoides afectan o mejoran el aprendizaje y la MVE. En su mayoria se concluye que
dosis altas y el uso cronico de canabinoides dafian la memoria (Abush, 2010; Ameri,

1999). Asi se puede explicar el resultado que mostramos con el grupo que recibio el WIN.

El SeC se ha propuesto como un sistema modulador, puesto que no seria natural ni
adaptativo que tuviéramos un sistema que ocasione déficit. Existe la probabilidad de que
el SeC module de alguna forma la hiperactivacion en el hipocampo, de manera que al
desarrollar SM logre mantener la memoria sin un dafio grave en etapas tempranas. Es
decir, que los canabinoides puedan actuar como neuroprotectores en un principio y en un
estado fisiopatolégico, intentando mantener la homeostasis del sistema; sin embargo, a
largo plazo el sistema ya no es capaz de mantener el equilibrio y termine por causar el

déficit tal como se ve en el grupo con WIN.



Con el efecto del AM-251 que se observo en la memoria de las ratas que tenian SM, se
probé que existe una relacién entre el déficit cognitivo ocasionado por el sindrome y
alteraciones en el SeC. Para confirmar estos resultados, ademas de estudiarse en un
nivel conductual, con el laberinto de Barnes, se extrapold al nivel molecular y se midio el

RNAm y la expresion del CB1 en el hipocampo.

Se encontré que el RNAm del CB1 en el hipocampo no muestra cambios significativos; sin
embargo, se observé un incremento en el de las ratas con SM, esto mismo ocurrio con las
ratas del grupo WIN. Por otro lado las ratas con SM a las que se les suministré el
antagonista tenian una disminucién del RNAm. Estos datos sugieren que el SM puede
estar ocasionando un cambio en el SeC, aumentando el RNAm de los CB1, de la misma
forma que lo hace un aumento en la cantidad de canabinoides con el agonista WIN. En un
estudio previo se habia reportado que una dieta alta en grasa incrementa ligera pero
significativamente el RNAmM de receptores CB1 en CAl y CA3 (Massa et al., 2010), las
diferencias entre las dietas utilizadas, en ese trabajo y esta tesis, para producir obesidad
puede ser una razén por la cual en este estudio no se observaron diferencias

significativas.

Con respecto a la expresion de la proteina, se mostrdé que hay una sincronizacién de la
codificacion de RNAm a proteina en hipocampo ya que, los receptores CB1 también
aumentaron en los grupos con SM y con WIN y disminuyeron en el grupo que tenia
SM+AM tal como ocurrié con el RNAm. Dichos resultados contrastan con un estudio que
revel6 que una dieta que induce obesidad, se asoci0 con una menor densidad de
receptores CB1 en varias regiones extrahipotalamicas, por ejemplo el hipocampo y la

capa VIl de la corteza. Los autores sugerian que la regulacion a la baja de los receptores




CB1 se debia a un incremento en las cantidades de endocanabinoides los cuales no
midieron (Harrold, 2002); sin embargo, en ese trabajo existen varias diferencias con el
realizado por nuestro grupo de investigacion en cuanto a la dieta, el tiempo que se

administré y las técnicas que se utilizaron para medir el RNAm y la proteina.

Por otro lado, un estudio con el que los resultados que se obtuvieron concuerdan, es el de
Massa y colaboradores (2010). En este reportaron que la dieta que induce obesidad
efectivamente incrementa las cantidades de 2-AG y anandamida en el hipocampo, sin
embargo, ellos encontraron que hay una regulacion en ascenso tanto en el RNAmM como
en la expresidn de receptores CB1 utilizando las técnicas de inmunohistoquimica e

hibridacién in situ.

Tomando en cuenta los datos que se obtuvieron, la literatura ha reportado que como
consecuencia del aumento o la disminucién en la cantidad de ligando o moléculas, los
receptores de membrana pueden originar una respuesta celular. Si la activacion es
frecuente y continua es posible que se produzca la desensibilizacion conocida como down
regulation (regulacion en descenso o hacia la baja), en cambio ante la utilizacion continua
o frecuente de antagonistas o0 en la ausencia de agonistas ocurre lo contrario, el
fendbmeno de super sensibilidad llamado up regulation (regulacion hacia arriba o hacia la
alta) (Malgor-Valsecia, 2000). Siguiendo este mecanismo se esperaba encontrar una
disminucién en los CB1 del hipocampo; sin embargo, aunque ya se encuentra reportado
que la obesidad y el SM se relaciona con la presencia de abundante cantidad de
canabinoides, en este estudio no se realiz6 una medicion de estos, por lo tanto, no se

puede confirmar si en realidad existia una mayor cantidad canabinoides en los sujetos



tratados con la dieta o si la cantidad que presentaban era suficiente para provocar down

regulation.

Ademas, es posible que la regulacion que se observo en la proteina CB1 este dada por el
tiempo que recibieron el tratamiento los sujetos, es decir, que era necesario que
consumieran la dieta durante un tiempo mas prolongado para ocasionar los cambios de
desensibilizacion del receptor. Con esto mismo puede estar relacionado que el cambio
conductual que se mostré no sea significativamente diferente con respecto del control, y
estas diferencias se manifiesten hasta que el receptor CB1 presente down regulation.
Tampoco se descarta que exista una disminucion de la actividad del receptor que causa
un defecto en la captacion de ligando, que haya ocurrido internalizacion del receptor o
bien, se encuentre involucrada alguna alteracién en la enzima FAAH que provoque que

haya una aumento en la degradacion del endocanabinoide.

Por otro lado, en este estudio se sigui6é un protocolo de laberinto de Barnes que abarcaba
un periodo de reversion en el cual no se realiz6 suministro de ningun farmaco, ya que, se
administré Unicamente durante el periodo de aprendizaje, por lo que se sugiere para
estudios futuros y con el objetivo de evitar factores como la degradacién del farmaco, que
la extraccion de la estructura se realice posterior al Ultimo dia de aprendizaje, el cual
coincide con la dltima inyeccion de los farmacos. Puesto que, en este trabajo la extracciéon
se realizé hasta que los sujetos terminaron el protocolo completo del laberinto de Barnes,
aproximadamente 10 dias después de la ultima administracion del farmaco y puede

considerarse un factor por el cual los datos no resultan significativos.

Adicionalmente a los resultados ya descritos, se midié con Western blot la cantidad de

receptores CB1 en el hipotdlamo. Se mostré que en esta estructura la expresién de los



receptores difiere entre los grupos SM y WIN. En el grupo que desarrolld6 SM hubo una
alta expresion de CBL1 en el hipotalamo, mientras que en el grupo WIN se vio disminuida.
Se ha descrito que en el NPH la expresion de los CB1 tienen un papel inhibitorio de la
saciedad (Cruz et al., 2010). Esto sugiere que la alta expresion de CB1 en hipotalamo que
se mostrg, aunada a otros factores, esta relacionada con que los sujetos aumentaran el
consumo de la dieta hipercaldrica. Aqui también se observo que el efecto del agonista
aumenta la expresion del CB1 y la administracion del antagonista la disminuye. Cabe
sefalar que el nUmero de sujetos que se presentaron para este dato es reducido y puede

no ser representativo para hacer las comparaciones necesarias.

Aunque este trabajo se interesé en estudiar los cambios que ocurren en los CB1 en el
hipocampo por la relacién que tiene con el aprendizaje y la memoria, se tom6 en cuenta
que el hipotalamo es una estructura relacionada a la conducta de ingesta, por esta razén
también se midié la cantidad de proteina en este lugar. Los resultados que se obtuvieron
permiten interpretar, y sugerir, por un lado que no es igual la respuesta y la expresion
fisiolégica que la respuesta en un modelo con una manipulacion experimental. Por otro
lado, que el WIN fue suministrado en el hipocampo y no se puede precisar qué cantidad
se difundié por todo el cerebro y cuanto llego especificamente al hipotadlamo. Con este
resultado se puede inferir que la regulacién del SeC difiere entre estructuras de SNC asi

como sucede en organos periféricos.

Finalmente, se considera importante en este trabajo, que la explicacion de los resultados
se abordé desde distintos niveles. Por un lado se realizé una evaluacion conductual con el
laberinto de Barnes y por otro lado los resultados de la tarea conductual se

correlacionaron a nivel molecular con las técnicas de PCR-TR y el Western blot. Este



estudio describe por primera vez las modificaciones de CB1 en hipocampo ocasionadas

por el SM y se relacionan con una tarea conductual para evaluar aprendizaje y MVE.

Los resultados de la correlacién entre los cambios en la MVE vy la densidad de receptores
CB1, muestran que no hay una correlacién entre ambas variables y esto puede deberse a
la variabilidad de resultados que se obtuvieron en la cantidad de receptores. Se toma en
cuenta el tiempo que transcurrio desde la udltima aplicacion del farmaco, hasta la
extraccion de la estructura. Se sugiere, como perspectivas incrementar la n y usar un
protocolo de memoria mas corto, o que la aplicacion del farmaco sea muy cercana a la

extraccion de la estructura.

Evidencia creciente muestra que el SeC desempefa un papel importante en varias
funciones cognitivas (Pattij, 2008). Por lo tanto, la relevancia de este estudio se encuentra
en su participacion con relacion a los procesos de memoria incluyendo la codificacién, la
consolidacion y la extincion. El SeC interviene en las funciones ejecutivas las cuales
comprenden procesos cognitivos como la atencion, flexibilidad conductual, toma de
decisiones, control inhibitorio, planificacién, estimacion de tiempo y memoria de trabajo
(Pattij, 2008). En este sentido, abordar el papel que juega este sistema dentro de
patologias invita a continuar investigando en los mecanismos neurobiol6gicos que median

los posibles efectos que ocasiona el uso de agonistas y antagonistas a canabinoides.

Seria interesante que futuras investigaciones se enfocaran no solo en la inhibicion o
activacion del receptor sino que se centraran en las enzimas como la FAAH y MAGL,
donde se ha puesto menor atencion y también podrian encontrarse respuestas
relacionadas a los problemas del SM. Aun cuando en la actualidad se ha ampliado

enormemente el conocimiento acerca de las funciones del SeC, continlla siendo un



sistema en donde falta seguir investigando sobre los beneficios, mas que sobre los dafios,

gque implica tener en nuestro cuerpo este sistema.

O Adenilato ciclasa

Sistema

canabinérgico __.

Refuerzo positivo

Ingesta de
dieta —>
hipercaldrica

Revierte - -
Disminucion
O e
Sistema
canabinérgico

Déficit

Memoria
visuoespacial

Disminuye

Fig 16. Modelo explicativo. La ingestiéon de una dieta hipercaldrica induce SM, este provoca la
activacion del SeC. Cuando el SeC est4 activado incrementa la actividad dopaminérgica en el circuito
de recompensa aumentando el apetito lo que lleva a consumir mas la dieta hipercalérica. A su vez, el
SM cuando activa el SeC inhibe la AC que disminuye el AMPc y la fosforilaciéon de PKA, también inhibe
neurotransmisores lo que ocasiona interferencia en la LTP y un déficit en la MVE. La inhibicién del
SeC revierte el SM, disminuye el consumo de dieta hipercaldrica y mejora la MVE.




VII.

CONCLUSIONES

El modelo de dieta hipercalérica con agua al 20% (p/v) sacarosa condiciona el

desarrollo del SM.

El SM tiene una relacion con deterioro en la MVE, evaluados con el laberinto de

Barnes, a las 12 semanas de tratamiento.

El SM esta relacionado con una tendencia en el incremento en RNAmM y la

expresion de los receptores CB1 en hipocampo e hipotalamo.

Las alteraciones en la MVE tienen una correlacién baja positiva, dependen 25% de
las modificaciones que ocurren en la densidad de los receptores CB1 en el

hipocampo.

Los resultados indican que el SeC se ve alterado cuando se desarrolla SM, sin
embargo, del mismo modo que en otros trabajos, en esta tesis se propone que SeC
funciona como un regulador o modulador de la memoria, aun en presencia de

cambios fisiopatoldgicos.

La inhibicion con el antagonista AM-251 y la modulacion del SeC pueden
representar una estrategia terapéutica prometedora para el tratamiento del SM y de
dafios en la memoria. Asimismo, un avance en la comprension de la etiologia y

patogenia que subyace a los trastornos del sobrepeso y la obesidad.
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