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Resumen

El sistema endocannabinoide es un complejo de senalizacién lipidica que comprende a
los receptores cannabinoides CB1 y CB2, sus ligandos endocanabinoides y las enzimas
necesarias para su sintesis y degradacion. EI SEC esta compuesto de los lipidos N-
araquidoniletanolamida, también denominado como Anandamida (AEA) y 2-
araquidonilglicerol (2-AG), sintetizados por las enzimas N-araquidonil fosfatidiletalonamina
fosfalipasa D (NAPE-PLD) y Diacil-glicerol lipasa (DAGL) respectivamente; degradados
por las enzimas intracelulares amida hidrolasa de 4acidos grasos (FAAH) vy
Monoacilglicerol lipasa (MAGL), respectivamente. La Diabetes Mellitus es un grupo de
alteraciones metabdlicas, caracterizado por la hiperglicemia cronica resultante de la
insuficiente secrecion de insulina, en su acciéon inadecuada o ambos. La DMT2 es la
primera causa de muerte en México, y por lo tanto, un serio problema de salud publica.
Actualmente se cuentan con varias opciones terapéuticas para controlar el desarrollo de
la diabetes, tales como el cambio en el estilo de vida con dieta y ejercicio, el tratamiento
farmacologico con hipoglucemiantes, e incluso el trasplante de islotes pancreaticos. Aun
asi, continla la investigacion sobren nuevas alternativas terapéuticas que ayuden a
mejorar la calidad de vida del paciente diabético. A mediados de la década pasada, el
antagonista del receptor CB1 denominado rimonabant (SR141716A) fue propuesto como
tratamiento para el sobrepeso y la obesidad, en pacientes con sindrome metabdlico y
DMT2, observandose una reduccion significativa del apetito, de la lipogénesis y un
mejoramiento metabdlico. Existen evidencias sobre los efectos farmacolégicos del
rimonabant sobre la secrecion de insulina, sin embargo, son pocos los estudios que lo
demuestran directamente sobre el tejido pancreatico endocrino. El BAR-1 fue sintetizado
por el Dr Gabriel Navarrete y fue utilizado en ratones cepa CD-1 por tratamientos de 4y 8
semanas en grupos Control, Dieta y BAR-1 para observar los efecto in vivo y para la parte
in vitro se realizaron experimentos de expresidn genética en islotes pancreaticos extraidos
de ratones sanos. El incremento de peso de los ratones no tuvo ninguna diferencia
significativa en el tratamiento de 4 semanas, en el tratamiento de 8 semanas se observd
un aumento en el peso del grupo BAR-1 con respecto al control en la ultima semana. En
las curvas de tolerancia a la insulina en ambos tratamientos (4 y 8 semanas) se observo
una posible resistencia a la insulina debido a la dieta alta en carbohidratos y lipidos. Los
niveles de triglicéridos en sangre se observaron aumentados en los grupos que tenian
dieta alta de carbohidratos y lipidos pero no hubo diferencia entre los grupos tratados con
BAR-1. La dieta alta en carbohidratos y lipidos aumenta la expresion de mRNA de las
preprohormonas y los elementos del SEC. El tratamiento con BAR-1 sugiere un efecto
que contrarresta los cambios en la expresién a las 4 semanas. En el tratamiento de 8
semanas se ve una disminucion de la expresion de todos los genes ya sea dieta con o sin
BAR-1. La secrecion de insulina se observé sin cambios en los niveles basales en los
tratamientos sin embargo en cuanto se estimulaba con glucosa los islotes del grupo BAR-
1 no responden a este estimulo de la forma 6ptima disminuyendo la secrecién de insulina.



Introduccion

1. Sistema Endocannabonoide (SEC)

El sistema endocannabinoide es un complejo de senalizacién lipidica que comprende
a los receptores cannabinoides CB1 y CB2, sus ligandos endocanabinoides y las enzimas
necesarias para su sintesis y degradacién (Hillard, 2000). A partir de que se describio el
receptor de cannabinoides tipo 1 (CB1), una gran cantidad de estudios in vivo e in vitro
han aportado evidencias sobre la funcion del SEC en la neuro-modulacién y otros

procesos fisioldgicos.

El SEC esta compuesto de los lipidos N-araquidoniletanolamida, también denominado
como Anandamida (AEA) y 2-araquidonilglicerol (2-AG), sintetizados por las enzimas N-
araquidonil fosfatidiletalonamina fosfalipasa D (NAPE-PLD) y Diacil-glicerol lipasa (DAGL)
respectivamente; degradados por las enzimas intracelulares amida hidrolasa de acidos
grasos (FAAH) y Monoacilglicerol lipasa (MAGL), respectivamente. La activacion de los
dos receptores de cannabinoides denominados CB1 y CB2, esta ligada con la produccion
de AMPc vy la actividad de canales ionicos. (Netzahualcoyotzi-Piedra et al. 2009). Los EC
modulan procesos fisiolégicos tales como la transmisién sinaptica, la neuroproteccion, la
funcién inmune, la ingesta de alimentos y el metabolismo de carbohidratos y lipidos
(Bermudez et al.,, 2009). Existen evidencias que demuestran que el SEC aumenta su
actividad en personas con obesidad y diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) (Matias et al.,
2007).

1.1 Anandamida (AEA)

La AEA es un derivado del acido araquidonico que se sintetiza en dos pasos enzimaticos
realizados en la membrana (Fig 1); en el primero de ellos, se realiza la activaciéon de la N-
acetiltransferasa, una enzima dependiente de AMPc que se encarga de catalizar la
transferencia del acido araquidonico de la fosfatidilcolina al grupo fosfato de la
fosfatidiletanolamida, formando de esta manera la N-araquidonil-fosfatiletanolamida
(NAPE) que, posteriormente, se hidroliza por accion de una fosfolipasa tipo D (PLD) y

forma AEA. Una vez sintetizada se libera al medio extracelular (aunque aun no se sabe si

2+
esta liberacion es dependiente de Ca o si se realiza por difusién simple) y ejerce su

accion uniéndose al receptor CB1. El complejo AEA-CB1 es internalizado en la terminal



por accion de una proteina transportadora de endocannabinoides; una vez internalizado
se hidroliza por la FAAH formando acido araquidénico y etanolamida, los cuales pueden
volver a formar parte de los fosfolipidos de membrana. La AEA se sintetiza y se libera por
neuronas GABAérgicas o glutamatérgicas, se une y activa a receptores especificos de
membrana y, una vez terminada su accién, se inactiva por recaptacion y la posterior
degradacion enzimatica (Hillard, 2000). Sin embargo, la AEA no puede ser considerada
como neurotransmisor debido a que no se almacena en el interior de vesiculas secretoras
ni se libera de la presinapsis, sino que es el precursor denominado NAPE el que sirve
como deposito de almacenaje y, debido a ello, las concentraciones de AEA en el cerebro
son bajas, aproximadamente 17 pmol/g de tejido. Debido a la sintesis postsinaptica de
este EC y a la localizacion presinaptica del receptor CB1, se propone que la funcién del
SEC pudiera controlar el proceso de neurotransmisiéon en determinadas neuronas del

cerebro (Netzahualcoyotzi-Piedra et al. 2009).
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Figura 1. Mecanismo de sintesis de AEA a partir de Fostatidiletanolamida (Hillard, 2000).



1.2. Receptores para cannabinoides

La amplia distribucion de los receptores de cannabinoides en el organismo sugiere un
papel importante en la regulacién de funciones vitales. Los receptores CB1 y CB2
pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR), cuentan con siete
segmentos transmembranales y tienen 3 asas intermembranales y 3 extracelulares (ver
Fig 2) (Rodriguez et al. 2005). Los receptores cannabinoides CB1 son los GPCR mas
abundantes y extensamente distribuidos del cerebro. Los CB1 se encuentran
principalmente en las neuronas del cerebro, la médula espinal y el sistema nervioso
periférico, aunque también estan presentes en ciertos 6rganos y tejidos periféricos, como
glandulas endocrinas, glandulas salivales, leucocitos, bazo, corazén y en determinadas
zonas de los aparatos reproductor, urinario y gastrointestinal. Hay muchos receptores
CB1 en las terminaciones de los nervios, tanto centrales como periféricos, e inhiben la
liberacion de otros neurotransmisores. Los receptores CB1 se hallan en abundancia en
las regiones del cerebro responsables del movimiento (ganglios basales, cerebelo), del
procesamiento de la memoria (hipocampo y corteza cerebral) y de la modulacién del dolor
(ciertas partes de la médula espinal, sustancia gris periacueductal). Los receptores CB2
se encuentran principalmente en las células inmunitarias, entre ellas los leucocitos, el

bazo y las amigdalas.

Una de las funciones de los receptores CB en el sistema inmunitario es la modulacién de
la liberacion de las citoquinas, responsables de la inflamacion y la regulaciéon del sistema
inmunoldgico. Puesto que los compuestos que activan selectivamente los receptores CB2
(los agonistas de los receptores CB2) no causan efectos psicolégicos, se esta
convirtiendo cada vez mas en blanco de la investigacion de las aplicaciones terapéuticas
de los cannabinoides, como pueden ser sus efectos analgésicos, antiinflamatorios y
antineoplasicos. Aumenta la evidencia de la existencia de mas subtipos de receptores
cannabinoides en el cerebro y la periferia (Grotenhermen, 2006). La localizacion de estos
receptores en varias regiones del cerebro influye sobre el placer, la memoria, la
concentracién, la percepcion sensorial y del tiempo, el movimiento coordinado, y la
ingesta de alimentos. Dada la relacion que tiene el SEC con la regulacién del metabolismo
de carbohidratos y lipidos (Scheen et al. 2006), recientemente se han propuesto el uso de
inhibidores y bloqueadores de la actividad de los receptores CB1 y CB2 como un control

de la ingesta de alimentos en pacientes con obesidad y diabetes (Lipina et al., 2012).



Figura 2.- Receptores Cannabinoides, mostrando los 7 dominios transmembranales
(Rodriguez et al. 2005)

1.2.1. Receptor CB1 (CB1)

El CB1 tiene la estructura y las caracteristicas bioquimicas de los GPCR, la activacion del
CB1 tiene como consecuencia una disminucion en la actividad de la adelinil ciclasa, la
disminucion de la apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje y la activacion
de varios tipos de canales de potasio (Hillard, 2000). En el humano y en la rata, este
receptor tiene 61 aminoacidos menos en el extremo amino terminal que el CB1, y de

acuerdo con ello se nombraria CB1b (Rodriguez et al. 2005).

El receptor CB1 regula los efectos psicoactivos de los cannabinoides en la membrana
pre-sinaptica al modular la liberacion de algunos neurotransmisores, como dopamina,
noradrenalina, glutamato, GABA y serotonina. Estudios autorradiograficos han
demostrado que el receptor CB1 se encuentra densamente localizado en nucleos como el
hipocampo, la corteza, los ganglios basales (estriado, globo palido y sustancia nigra) y el
cerebelo, siendo el receptor mas abundante de los acoplados a proteinas G en el cerebro
de los mamiferos. En menor densidad, se encuentra en hipotdlamo y médula espinal, en
el sistema nervioso periférico, los testiculos, el sistema inmune, las glandulas adrenales,

la médula ésea, el corazdn, los vasos sanguineos, el pulmén, la préstata, el timo, las
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amigdalas y el bazo. Este receptor, ademas de disminuir la formacion de AMPc, puede
regular las corrientes de los iones esenciales para el control de la liberacién de
neurotransmisores, debido a que bloquean los canales de Ca?* tipo N y P/Q, y puede
aumentar la accion de los canales de K* independientes de voltaje, ocasionando la
inhibicién en la liberacion de neurotransmisores. Actualmente, existen varias evidencias
que indican al receptor CB1 como regulador negativo a la adenilato ciclasa por medio de
una proteina G inhibitoria: A) La administracion de cannabinoides agonistas del receptor
CB1, como el CP-55940 tanto in vivo como in vitro, disminuye la concentracién de AMPc;
B) En estudios de uniéon a ligando en cerebros de ratas, se ha demostrado que la
distribucion de [3H]-forskolina que estimula la actividad de la adenilato ciclasa al unirse a
ella- es homogénea a la localizacion del [3H]-CP-55940 (58); C) En sinaptosomas de
cerebro de rata, en células GH4C1 de rata y en células NG108-15 de ratén donde se
activa a los receptores CB1 con WIN55212-2, un agonista parcial del receptor CB1, se ha
demostrado que al utilizar SR141716A, un antagonista CB1, disminuye la inhibicién de la
concentracién de AMPc ocasionada por el agonista; D) La habilidad de los cannabinoides
para inhibir la produccién de AMPc es atenuada por la administracion de toxina pertussis,
la cual es una proteina que inhibe a las PGi/o al prevenir la disociacién de la subunidad a
del complejo B/y, bloqueando asi su actividad sobre la adenilato ciclasa

(Netzahualcoyotzi-Piedra et al. 2009).

Con los estudios de unién a ligando, ha sido posible determinar la presencia de los
receptores CB1 cuando son activados por agonistas cannabinoides, por compuestos
sintéticos similares o por los endocannabinoides. Se ha demostrado que la administracién
croénica de A9-THC en ratas normales induce tolerancia, y que este efecto farmacoldgico
se debe a una disminucion en la unién del agonista al receptor, lo cual se demuestra en
los estudios de union a ligando. Por otra parte, se ha sugerido que la coactivacién de los
receptores CB1 y D2, dependiendo de las condiciones de experimentacion, puede
ocasionar un cambio en el acople a proteinas G de los receptores CB1, como se
demostré en cultivos de neuronas estriatales estimuladas simultdneamente con HU210
(agonista del receptor CB1) y quinpirole (agonista D2), donde aumentaron los niveles de
AMPc. Estos datos dan indicios de que los receptores CB1 pueden acoplarse también a
proteinas del tipo Gs cuando es activado conjuntamente con los receptores D2, aportando
mas evidencias de la relacion entre el SEC y las neuronas dopaminérgicas.

(Netzahualcoyotzi-Piedra et al. 2009).
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1.2.2. Receptor CB2

El receptor CB2 es una proteina de 360 aminoacidos que también pertenece al grupo de
receptores unidos a proteinas Gi/o, por lo que su activacion esta involucrada en la
modulacion de la adenilato ciclasa. Sin embargo, este receptor no inhibe los canales de
Ca?* ni sobreestimula la salida de K*, como ocurre con los CB1, pero se ha visto asociado
con la activacion de la via de las MAP cinasas. La naturaleza de este receptor se ha
conocido mejor debido a la utilizacion de WIN55212-2, ya que este aminoalquilindol es
mas afin a este receptor que al CB1. Su principal localizacion es en las células inmunes
presentes en organos linfoides como el bazo, el timo, las amigdalas, la médula 6sea, en
células mieloides, macréfagos y monocitos del bazo, y en leucocitos de sangre circulante
(eritroides, macrofagos, mastocitos y linfocitos T y B). También se ha demostrado que
CB2 esta presente en el corazén y en la microglia del sistema nervioso central, asociado
directamente con el proceso de la neuroinflamacién. Al igual que su homologo CB1, su
actividad se minimiza al utilizar toxina pertussis. El estudio de este receptor no ha sido tan
profundo como en el caso del receptor CB1; sin embargo, su presencia en las células
inmunes es importante para llevar a cabo la regulacion de la respuesta inflamatoria

inmune (Netzahualcoyotzi-Piedra et al. 2009).

Ademas de modular el comportamiento del apetito a nivel del sistema nervioso central,
cada vez existen mas evidencias de que el SEC también esta involucrado en varios
procesos que regulan el metabolismo de carbohidratos y lipidos (Matias et al, 2007; Li et
al, 2011). Aunque el SEC se ubica mayormente en el cerebro, se ha descrito la presencia
de los receptores y enzimas asociadas a los endocannabinoides en células del tejido
adiposo, del higado, y en los islotes pancreaticos (Bermudez-Silva et al. 2007). En
diversos modelos animales se ha observado que la activacion de los receptores CB1 y
CB2 participa en la regulacién de la homeotasis de la glucosa, en la actividad de la
lipoproteina lipasa de los adipocitos, y en la lipogenesis en los hepatocitos (Li et al, 2011).
Por otro lado, la alteracion del SEC se ha asociado con el desarrollo de obesidad,
dislipidemia y diabetes, lo que ha conducido a considerar a los antagonistas de los
receptores cannabinoides como un posible tratamiento para estos desordenes

metabdlicos (Bermudez-Silva et al. 2007; Anderson et al. 2013).
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2. Islotes pancreéticos

El pancreas del adulto es un 6rgano retroperitoneal de orientaciéon transversal que se
extiende desde el asa en “C” del duodeno hasta el hilio del bazo. Como promedio, este
6rgano mide 15-20 cm de longitud y pesa de 35 a 50 g. La vascularizacion adyacente

puede utilizarse para dividirlo en cuatro partes: cabeza, cuello, cuerpo y cola.

Esta glandula presenta una doble funcién: la porcién exocrina la conforman las células
acinares y los conductos en donde se secretan enzimas (proteasas, lipasas, amilasas y
nucleasas) necesarias para la digestion y bicarbonato. Las células acinares son de
caracteristicas epiteliales de forma piramidal, que adoptan una orientacion radial
alrededor de una luz central. Contienen granulos de cimoégeno rodeados por una

membrana y cargados de enzimas digestivas.

El pancreas endocrino representa el 2% de la masa total del 6rgano, con alrededor de un
millon de agregados de células llamados islotes de Langerhans. Contienen cinco tipos
principales y dos secundarios de células que se distinguen por las caracteristicas ultra-

estructurales de sus granulos y por su contenido hormonal (Brandan, et al. 2011).
Los cinco tipos celulares que constituyen al islote son:

» Células a: Secretan glucagéon que produce hiperglucemia por su actividad
glucogenolitica en el higado.

* Células B: Producen insulina, hormona hipoglucemiante.

+ Células &: Contienen somatostatina que suprime la liberacion de insulina y de
glucagon.

» Células PP: Contienen un polipéptido pancreatico exclusivo con diversas acciones
digestivas como estimular la secrecion de enzimas gastricas e intestinales e inhibir
la motilidad intestinal.

* Células €: Secretan ghrelina.

+ Células endoteliales (Tejido secundario): Forman parte de los capilares

fenestrados.

La insulina es una hormona peptidica, secretada exclusivamente por las células B del
islote pancreatico, cuya importancia es relevante en la homeostasis de la glucemia y su

relacion con la diabetes mellitus (DM). Esta formada por dos cadenas peptidicas Ay B, de
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21 y 30 aminoacidos respectivamente, unidas mediante enlaces covalentes, por dos
puentes disulfuro, y un puente intracatenario. La insulina se sintetiza a partir de una
molécula precursora, la preproinsulina, procesada en el reticulo endoplasmico rugoso
(RER), donde una peptidasa escinde el péptido sefal de la misma, generando la molécula
de proinsulina. Ocurre entonces un plegamiento que deja alineados los puentes disulfuro
entre las cadenas A y B de la misma. Posteriormente la molécula de proinsulina se
transporta al aparato de Golgi, donde se empaqueta en granulos de secrecion. Durante la
maduracion de éstos, actuan dos endopeptidasas (PC1 y PC2, enzimas dependientes de
calcio que precisan un pH acido) y una carboxi-peptidasa H que escinden la proinsulina
en insulina y péptido C. En el interior del granulo la insulina cristaliza en hexameros, en
presencia de zinc y en un medio acido. El péptido C y otros compuestos también
presentes en el granulo no se cristalizan, formando un halo caracteristico alrededor de un
nucleo compacto compuesto por los hexameros. La insulina es secretada por las células 3
mediante exocitosis en cantidades equimolares con el péptido C, para ello los granulos
tienen que ser transportados a través del citoesqueleto de microfilamentos y microtubulos

existentes en ella hasta la superficie de la célula .

El proceso de secrecion de insulina esta regulado mediante sefales generadas por
nutrientes, neurotransmisores y hormonas. Entre los nutrientes, la glucosa es el principal
regulador fisioldgico de la secrecion de insulina. La glucosa entra en la célula B mediante
un transportador GLUT 2, que permite la entrada rapida de la misma a concentraciones
fisioldgicas. En el interior de la célula se fosforila a glucosa-6-P por la glucocinasa; esta
enzima se considera el verdadero sensor de glucosa de la célula 3, ya que su actividad es
esencial para la estimulacion de la secrecion de insulina mediada por glucosa. El
metabolismo de la glucosa se continta por glucdlisis y ciclo de Krebs hasta la generacion
de ATP. El incremento en la relacién ATP/ADP cierra los canales de potasio dependientes
de ATP, de forma que el potasio se acumula en el interior de la célula, esto conduce a la
despolarizacion de la membrana celular, al cambio de la corriente iénica y a la apertura de
los canales de calcio dependientes de voltaje, Al aumentar la concentracién intracelular de
este cation, se activan varias proteinas asociadas al citoesqueleto que movilizan los
granulos de secrecion de insulina hacia la membrana. Ademas de la glucosa, ciertos
aminoacidos pueden estimulan también la secrecion de insulina, o bien potenciar la
respuesta a glucosa. Muchas hormonas tienen un efecto regulador de la secrecion de

insulina, entre ellas las otras hormonas secretadas por el islote mediante un efecto

14



paracrino y el efecto estimulador mediado por las hormonas gastrointestinales,

denominado efecto incretina (Brandan, et al. 2011).

Los elementos del SEC han sido identificados en las células a, B y & en los islotes
pancreaticos de humano, ratén y rata (Li, et al., 2010, 2011, 2012). Se ha reportado que
agonistas del receptor CB1, tales como el A-9-tetrahidrocannabidol (THC) y sus analogos,
promueven la liberacién basal de insulina e incrementa el estimulo inducido por la glucosa
(Bermudez et al., 2009). A pesar de que existen controversias sobre el efecto en la
secrecién de hormonas, son claras las evidencias que indican el papel fisioloégico del SEC

en el islote pancreatico (Li, et al., 2011).

Un gen primordial es PDX-1 que regula la transcripcién del gen de la insulina y otros
genes involucrados en la deteccion de la glucosa como la glucocinasa o el GLUT2, ayuda
primordialmente a la diferenciacion celular de los tipos celulares del islote pancreatico, se
ha detectado que la carencia de PDX-1 produce una apoptosis temprana de islotes y una
disminucion de la masa del islote, por lo que se infiere que PDX-1 es escencial para
regular la homeostasis del islote (Kaneto y Matsuoka, 2015). PDX-1 esta involucrado
directamente con el SEC ya que este ayuda a la proliferacién y regeneracion de las

celulas que lo componen.

Los niveles intracelulares del calcio y la generacion de AMPc tienen un rol importante en
la modulacién de la secrecién de insulina en respuesta a diversos estimulos. Hay reportes
que asocian la activacion del CB1 con el incremento de la secrecion basal de insulina (Li
et al., 2010, 2011, 2012; Vilches-Flores, 2010), lo cual es consistente cuando la secrecién
de insulina estimulada por glucosa es inhibida por el antagonista Rimonabant (Getty-
Kaushik et al. 2009). La secrecion de insulina estimulada por glucosa se aprecia
disminuida con el agonista selectivo del CB1, ACEA, en islotes aislados de ratén (Li et al.,
2011), sin embargo, otros reportes siguieren un efecto contrario. Con respecto al AMPc
tiene una relacion directa con el calcio ya que a mayores cantidades de calcio hay una
disminucion de AMPc, esto es relevante ya que el Ca? es importante para la secrecién de
insulina y al disminuir la cantidad de AMPc la anandamida que se sintetiza en dos pasos
enzimaticos que se realizan en la membrana postsinaptica: en el primero de ellos, se
realiza la activacion de la N-acetiltransferasa, una enzima dependiente de AMPc que se
encarga de catalizar la transferencia del &cido araquidénico de la fosfatidilcolina al grupo

cabeza de la fosfatidiletanolamida, formando de esta manera la N-araquidonil-
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fosfatiletanolamida (NAPE) que, posteriormente, se hidroliza por accion de una fosfolipasa

tipo D (segundo paso) y forma la anandamida (Nezahualcoyotzi-Piedra. 2009).

El SEC por lo tanto puede modular la secrecion de insulina y por lo tanto ser una
herramienta para el tratamiento de la DM por medio de agonistas y atagonistas de los

receptores y enzimas que lo componen (Li, 2011).

3. Diabetes mellitus (DM)

La DM es un grupo de alteraciones metabdlicas, caracterizado por la hiperglicemia
cronica resultante de la insuficiente secrecion de insulina, en su accién inadecuada o
ambos. Entre la clasificacion se encuentra la DM tipo 1 (DMT1), que consiste en una
destruccién autoinmune de las células beta, resultando en una deficiencia absoluta de
insulina, su incidencia es bastante baja comparada con la de la DM tipo 2 (DMT2) la cual
presentan mas del 90% de los pacientes. La DMT2 se caracteriza por una secrecion
anormal de insulina asociada con varios grados de resistencia a la insulina en diversos
organos. Existe un importante componente genético en el desarrollo de la DM, pero
también se ha demostrado que la influencia de factores ambientales puede ser el
detonante para que inicie la disfuncion gradual del islote, que va de la compensacién con

hiperinsulinemia hasta la deficiencia (Marchetti et al. 2008; Kulkarni, 2004).

La DMT2 es la primera causa de muerte en México, y por lo tanto, un serio problema de
salud publica. Actualmente se cuentan con varias opciones terapéuticas para controlar el
desarrollo de la diabetes, tales como el cambio en el estilo de vida con dieta y ejercicio, el
tratamiento farmacolégico con hipoglucemiantes, e incluso el trasplante de islotes
pancreaticos. Aun asi, continda la investigacion sobren nuevas alternativas terapéuticas
que ayuden a mejorar la calidad de vida del paciente diabético (Arias-Diaz et al. 2001).
Recientemente se ha propuesto el uso de reguladores farmacoldgicos del SEC como una
nueva alternativa de tratamiento en la DMT2 y el sindrome metabdlico. Matias et al.
(2006) observaron la funcion del SEC en un modelo con obesidad e hiperglicemia
observando que el CB1 participa directamente en la acumulacion de grasa y

diferenciacion celular.
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ANTECEDENTES

A mediados de la década pasada, el antagonista del receptor CB1 denominado
rimonabant (SR141716A) fue propuesto como tratamiento para el sobrepeso y la
obesidad, en pacientes con sindrome metabdlico y DMT2, observandose una reduccién
significativa del apetito, de la lipogénesis y un mejoramiento metabdlico. Existen
evidencias sobre los efectos farmacoldgicos del rimonabant sobre la secrecion de insulina,
sin embargo, son pocos los estudios que lo demuestran directamente sobre el tejido
pancreatico endocrino. En islotes aislados de ratas Zucker diabéticas, el rimonabant a
concentracién de 1 pM disminuyé casi 50% la secrecion de insulina estimulada por
glucosa, mientras que en ratas obesas se incrementé un 30% (Getty-Kaushik et al. 2009).
En otro estudio donde se administré una dosis de 10 mg/kg/dia de rimonabant durante 15
dias y 3 meses, no se observaron cambios en los niveles de insulina sérica tras una curva
de tolerancia a la glucosa, sin embargo, se observé una disminucién significativa en la
superficie correspondiente a los islotes, y una menor desorganizacion de éstas

estructuras con respecto al control diabético (Duvivier, et al, 2009).

Debido a sus efectos secundarios, tales como ansiedad y depresién, el rimonabant
fue retirado del mercado farmacéutico (McLaughlin, 2012). Buscando una alternativa, en
nuestro grupo de trabajo se sintetiz6 un analogo del rimonabant al cual denominamos
BAR-1 (1-(4-cloropfenil) —2- (2, 4—diclorofenil) —N- (1—piperidinil) —1H-benzimidazole -5-
carboxamida). En una evaluacién preliminar realizada en islotes pancreaticos de rata se
observé que el tratamiento por 1 hora con 1 yM de BAR-1 a 3 mM de glucosa, bloquea
parcialmente los efectos de anandamida sobre la abundancia de mRNA de insulina,
ademas de potenciar la secrecion de insulina en respuesta a 16 mM de glucosa (Vilches-
Flores et al., 2010). Recientemente obtuvimos un andlogo sintético de palmitoil-
etanolamida denominado HD y se evalu6 su posible uso como farmaco analgésico (Roa-
Coria, 2012). A pesar de ser inhibidor competitivo débil de la enzima FAAH, es posible

que module indirectamente la actividad de los receptores CB1 y CB2.

Es evidente que el SEC presenta una funcién fisiolégica en el islote pancreatico,
relacionada tanto con la expresion como con la secrecion de insulina en respuesta a
glucosa. En el presente proyecto evaluaremos el papel que desempefia el SEC en la
fisiologia de islotes pancreaticos aislados de ratones, tanto sanos como dentro de un
modelo de sindrome metabdlico, empleando como estrategia el uso de agonistas y

antagonistas sintéticos de algunos de los receptores y enzimas que lo integran.
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HIPOTESIS:

En los islotes pancreaticos, la actividad del SEC modulada por agonistas y
antagonistas sintéticos modifica la expresion genética de los mismos elementos del SEC,

de genes especificos del islote, y la secrecion de insulina en respuesta a glucosa.

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto de agonistas y antagonistas sintéticos del sistema endocannabinoide
sobre la expresion genética y la secrecion de insulina, en islotes pancreaticos aislados de

raton.
OBJETIVOS PARTICULARES.

e Analizar los efectos de anandamida, el inhibidor sintético de FAAH (HD),
Rimonabant y su analogo sintético BAR-1, sobre la secrecion de insulina
estimulada por glucosa, en cultivos primarios de islotes pancreaticos de raton.

o Deteminar la expresion genética de preproinsulina, preproglucagon, PDX-1, CB1r,
CB2r, DAGL, MAGL, NAPE-PLD y FAAH del islote pancreatico, tratado bajo
diferentes condiciones de glucosa, en presencia o ausencia de anandamida, el
inhibidor sintético de FAAH (HD), BAR-1 y Rimonabant.

e Examinar los efectos en secrecion de insulina y expresion genética, de islotes
aislados de ratones bajo un modelo de sindrome metabdlico, con la administracion

farmacoldgica de BAR-1.
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MATERIALES Y METODOS.

Sintesis y purificacion de rimonabant, BAR-1 y HD. Estos compuestos se sintetizaron

y purificaron en la Facultad de Farmacia, de la Universidad Auténoma del Estado de

Morelos, bajo los procedimientos establecidos previamente por el Dr. Gabriel Navarrete.

Aislamiento _de islotes pancreaticos de ratén CD-1 sano. Se trabajo con ratones

macho de la cepa CD-1, de 4 a 6 semanas de edad, mantenidos en el bioterio de la FES
Iztacala en condiciones controladas, con alimento y agua ad libitum. Los animales fueron
sacrificados con una sobredosis de anestesia, y se removié el pancreas inyectando una
solucion de colagenasa tipo IV a través del conducto biliar-pancreatico. El tejido fue
digerido a 37°C y los islotes se aislaron empleando un gradiente discontinuo de
Histopaque-1077. Después de una seleccién manual, los islotes fueron mantenidos en
medio de cultivo DMEM con glucosa 5 mM, suplementado con SBF al 10% y antibi6ticos
al 3%, en una incubadora a 37°C con 5% CO? por 24 h. El manejo de desechos y residuos
biolégico-infeccioso de animales fue dispuesto de acuerdo a las especificaciones de la

Comision de Etica y Bioseguridad, y del bioterio, de la FES Iztacala de la UNAM.

Expresion_genética. Los islotes se dividieron en grupos de 150 a 200, y se trataron

durante una hora, con anandamida, rimonabant, BAR-1 y HD, solos y en combinaciones,
a concentraciones de 10 uM, en condiciones de baja (5 mM) glucosa en el medio. EI RNA
total de los islotes se obtuvo con reactivo de Trizol y precipitacion con cloroformo /
isopropanol / etanol, y se cuantificd por espectrofotometria a 260/280 nm. ElI cDNA se
obtuvo por la reaccion de reverso transcriptasa (RT) a partir de 2 ug de mRNA total, y con
20 ng de muestra se evaludé por PCR en tiempo real (QPCR), la expresion relativa de
preproinsulina, preproglucagon, PDX-1, CB1r, CB2r, DAGL, MAGL, NAPE-PLD y FAAH,
empleando rRNA 18s como control endégeno. Los resultados fueron analizados por el
método de doble-delta CT (AACT) (Livak y Schmittgen, 2001).

Secrecién de insulina. Grupos de 10 islotes se pre-incubaron una hora en solucién de

Krebs-Singer con 3 mM de glucosa. Posteriormente se dividieron en grupos de 5 islotes
para ser tratados durante una hora con anandamida, rimonabant, BAR-1 y HD, solos y en
combinaciones, a concentraciones de 10 uM, en condiciones de concentraciones baja (5
mM) y alta (20 mM) de glucosa. Se recuperaron 50 yL del medio para la cuantificacion de
insulina empleando un kit comercial ALPCO Mouse Insulin ELISA 80-INSMS-E01 E10.
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Evaluaciones en el modelo de sindrome metabdlico, in vivo y ex vivo. Sesenta

ratones de la cepa CD-1 fueron divididos en seis grupos de diez sujetos para su
tratamiento por cuatro y ocho semanas: dos grupos tratados via oral con 10 mg/kg/dia de
BAR-1 en DMSO al 10% (vehiculo), bajo una dieta con 30% de grasa y solucién de
sacarosa al 20%; dos grupos bajo la misma dieta hipercalérica con la administracion del
vehiculo; y dos grupos control en condiciones estandar de bioterio mas vehiculo. Al
término de las 4 y 8 semanas se realizaron curvas de tolerancia a la glucosa empleando
un glucédmetro One-Touch UltraMini (LifeScan Johnson&Johnson), se determinaron
triglicéridos en sangre con un glucometro Accutrend GCT (Roche) y se cuantificd la
insulina sérica a tres ratones de cada grupo por medio de un kit de ELISA (ALPCO). Los
animales fueron sacrificados al dia siguiente, obteniendo los islotes pancreaticos para el
analisis de la expresion genética y la secrecion de insulina in vitro. La nomenclatura de los
grupos experimentales es BAR-1. organismos tratados con Bar-1 y una dieta
hipercalorica; Dieta: organismos tratados con una dieta hipercalorica y el vehiculo;

Control: organismos tratados con el vehiculo.

Estadisticos _de prueba. Se calcularon promedios y errores estandar de los datos

obtenidos, y se utilizé un analisis estadistico de ANOVA vy t-student, con un nivel de
significancia de p<0.05, para evaluar las diferencias entre los tratamientos con respecto a

los controles.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

En la Figura 3 podemos apreciar una diferencia de peso entre los ratones tratados con
BAR-1 y Dieta con respecto al control hasta la semana tres, donde a partir de este punto
se igualan entre los tres grupos experimentales. En la Figura 4 se observan los
incrementos de peso de los ratones en un periodo de ocho semanas, los tres grupos
presentan un incremento similar sin diferencia significativa, salvo hasta la ultima semana
donde el grupo tratado con BAR-1 tiene un mayor aumento de peso comparado con el
grupo control; Duvivier (2009) reporta cambios similares con diferencia significativa desde
la semana dos, pero empleando un modelo de ratas Zucker, mientras que Starowicz
(2008) obtuvo resultados mas significativos en ratones bajo una dieta alta de grasas. En
nuestro modelo hay que considerar la edad con la que inici6, ya que los animales aun
estan en una etapa de crecimiento. Por otro lado es posible que la solucién de sacarosa
de los grupos con dieta sea suficiente para satisfacer la demanda energética, ya que
observamos que la ingesta de nutricubos con grasa era aparentemente menor. A pesar de
que no observamos diferencia en la longitud (cabeza—cola), si apreciamos un tamafio mas

grande en los ratones con la dieta hipercalérica (Figura 13).
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Figura 3 Aumento porcentual de pesos de los ratones del experimento a cuatro semanas

de tratamiento, datos expresados en promedio con error estandar (n=10) (P = 0.05 t

student).
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Figura 4 Grafica de aumento porcentual de pesos de los ratones del experimento ocho
semanas de tratamiento, datos expresados en promedio con error estandar (n=10) (P =
0.05 t student).
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Las curvas de tolerancia a la glucosa de los ratones tratados por cuatro semanas (Figura
5), el grupo con BAR-1 mostré una diferencia significativa con respecto al control al
minuto 60, esto nos indica un posible defecto en la secrecion de insulina, aunque en el
minuto 90 este se homogeniza con los otros dos grupos. A las 8 semanas (Figura 6) la
curva de tolerancia a la glucosa de los ratones tratados con dieta mostré una alteracién en
la fase sostenida de la curva glucosa (minuto 60) por lo que se puede sugerir un problema
en la secrecion de insulina; en el grupo BAR-1 también observamos un incremento en
este punto, lo que podria sugerir un principio de resistencia a la insulina causado

principalmente por la dieta alta en carbohidratos y lipidos a la que fueron sometidos los

organismos.
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Figura 5 Curva de tolerancia a la glucosa (mg/dL) de ratones bajo tratamiento de cuatro

semanas, datos expresados en promedio con error estandar (n=3) (P = 0.05 t student).
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Figura 6 Curva de tolerancia a la glucosa (mg/dL) de ratones bajo tratamiento de ocho

semanas, datos expresados en promedio con error estandar (n=3) (P = 0.05 t student).

Los niveles de trigliceridos en sangre de los ratones a las cuatro semanas (Figura 7) no
presentan diferencia significativa entre los grupos, sin embargo a las ocho semanas
(Figura 8) se aprecia una diferencia significativa (P < 0.05) del grupo Dieta y BAR-1 con
respecto al control debido a la gran cantidad de carbohidratos y lipidos de lo que constaba
la dieta, aunque entre grupos no se aprecia ninguna diferencia significativa (P= .096) lo
cual indica que no hay efecto del tratamiento con BAR-1, posiblemente debido a que la
medicion estos haya sido con particulas grandes ya que como muestran los estudios RIO
(Rimonabant in Obesity) no se observan cambios significativos; sin embargo los pacientes
que recibieron el tratamiento de rimonabant mostraron una reduccion en la resistencia a la
insulina, que puede estar aunado a un aumento en la adiponectina y una disminucion de
la leptina, la secrecion de insulina se mantuvo con el rimonabant pero la sensibilidad era
mayor gracias a la adiponectina (Banerji y Tiewala. 2006). Para proyectos futuros es
recomendable hacer una cuantificacion de leptina y la resistencia que tiene ésta con BAR-

1 para elucidar su interaccion.
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Figura 7, Niveles de trigliceridos en suero (mg/dL) de ratones de cuatro semanas de

tratamiento, datos expresados en promedio con error estandar (n=3) (P = 0.05 t student).
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Figura 8, Niveles de ftrigliceridos en suero (mg/dL) de ratones de ocho semanas de
tratamiento, datos expresados en promedio con error estandar (n=3) (P = 0.05 t student).
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Podemos observar una tendencia hacia el incremento de peso de los ratones (figura 6 y
8) aunque no de forma significativa (Imagen 13) también estos cambios los podemos
apreciar en la grafica de trigliceridos, esto puede ser consecuencia de la dieta, ya que
durante los tratamientos se observo que los ratones con dieta bebian mas que los ratones
control, aunque la ingesta de alimento era muy similar. La ingesta excesiva de
carbohidratos promueve el metabolismo de lipidos y éstos se acumulan en la parte viseral
de los organismos, esta grasa extra en los organismos tiene un peso pero es menor que
el de la masa muscular, por lo que en cuanto a peso no hubo gran diferencia pero se
puede apreciar en la imagen 13 que en volumen si se presenta una diferencia. Podria
sugerirse que seria interesante determinar el porcentaje o la proporcion de tejido muscular

magro con respecto al adiposo.

Entre cuatro y ocho semanas se reduce la expresion genetica de la mayoria de los genes
por una adecuacion a la dieta y es un proceso adaptativo a la dieta por los periodos de
estimulacién, como puede ser la resistencia de insulina en compensacion de una
hiperinsulinemia (Kulkarni. 2004). Se sugiere que en un proyecto posterior se realicen

cortes histologicos para estudiar los cambios morfologicos.

La administracién farmacoldgica de BAR-1, no induce cambios significativos en los
parametros asociados al desarrollo de sindrome metabdlico determinados en nuestro
modelo experimental. Debido a la interaccion sistémica y a los cambios adaptativos que
ocurren, no podemos descartar efectos mas discretos en diferentes 6rganos y tejidos. Sin
embargo, los resultados (Vilches-Flores et al. 2010) y varias evidencias previas (Roa-

Coria, 2012) sugieren un efecto directo sobre la funcién del islote pancreatico.

Podemos observar en la Figura 9, con respecto a la expresion de insulina, en los ratones
con dieta el aumento en la expresion genética puede ser una respuesta de compensaciéon
del islote pancreatico provocado por la dieta para mantener los niveles de glucosa
normales. El BAR-1 estd modulando la secrecién de insulina tendiendo a la normalizacion
comparable al control bajando los niveles de expresién, posiblemente el BAR-1 disminuye
el deterioro que se produce en el pancreas, también provoco una reduccién en la
resistencia a la insulina, que puede ser resultado de un aumento en la adiponectina y una
disminucion de la leptina, la secrecion de insulina se mantuvo con el rimonabant pero la
sensibilidad era mayor gracias a la adiponectina; por otro lado, el gen de glucagon en los
islotes de los ratones con dieta, presenta un efecto como contraregulador lo que sugiere

que posiblemente el efecto de BAR-1 también tiene incidencia sobre las células alfa, el
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BAR-1 aumenta directamente a la expresion de insulina, sin embargo fue menos evidente
que el grupo con solo la dieta alta en carbohidratos y lipidos, sin embargo, esta dieta

disminuye la expresion de glucagon.

La expresion del mRNA del receptor CB1 aumenta por la dieta alta en lipidos y
carbohidratos, mientras que BAR-1 la disminuye, posiblemente por un mecanismo de
autoregulacion negativa; la expresion de CB2 en los islotes es dificil de medir, existen
antecedentes que sugieren que la expresion de mRNA de CB2 y de algunas de las
enzimas de sintesis y degradacion son muy bajas en el islote pancreatico (Vilches-Flores,
2013, Starowicz, 2008). BAR-1 disminuye la expresién de CB2 mientras que el de NAPE
se eleva, lo que implicaria un aumento en la sintesis de AEA que a su vez esta asociado a
la expresién de insulina (Scheen et al. 2006), el BAR-1 bloquea el CB1/CB2 regulando la
accioén y posiblemente la sintesis de AEA; los altos niveles de FAAH indican altos niveles
de AEA ya que la FAAH se encarga de la degradacion de AEA y ésta promueve la
secrecion de insulina en el sistema, pero al mismo tiempo este aumento retroalimenta a
FAAH para la degradacién de la AEA. Un aporte interesante, para futuros proyectos seria
la posibilidad de medir AEA por medio de un PCR punto final. BAR-1 tiende a disminuir la
expresion de CB1 sin embargo no es significativo con respecto al control, pero con
respecto al tratamiento se aprecia una diferencia donde el bloqueo de CB1 afecta todo el
SEC, se realizaron los experimentos para ver la expresiéon de DAGL y MAGL, pero la
expresion es muy baja en ambos; PDX-1 tiende a aumentar con la dieta sin ser
significativo esto indica en un proceso de modificacion en la expresion diferencial del
islote, con BAR-1 se presentd una disminucion significativa como se observa en el trabajo
de Vilches-Flores (2010).

En un inicio, la dieta aumenta la expresion de las preprohormonas y de los elementos del
SEC, excepto el receptor de CB2, lo cual han reportado otros (Kulkarni, 2004) donde
también ocurren cambios adaptativos. El tratamiento con BAR-1 sugiere un efecto
contrario 0 que contrarrestra los cambios en la expresién. A las ocho semanas, esta

respuesta se pierde, o bien es mas predominante la influencia crénica de la dieta.

La administracion de BAR-1 por via oral probablemente no permite que se absorba
completamente, pero por otro lado, administrar via canula implica el riesgo de lesionar al
ratén, también esta la posibilidad de una administracién ab libitum por medio del agua del
bebedero pero la alta variabilidad de ingesta de organismo a organismo resultaria en una

dosificacion diferente. Podemos observar que BAR-1 promueve cambios en la expresion
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genética de cuatro y ocho semanas donde a cuatro semanas se ve una alta en la
expresion de la mayoria de los genes, esto provocado por el estrés de una dieta alta en
lipidos y carbohidratos, pero a las ocho semanas solo se ve disminuido, esto puede ser
provocado por una adecuacion del metabolismo del organismo, donde se busca llegar a
una homeostasis; esto es evidente ya que por mucho que se esté estimulando el SEC
eéste tiene que llegar a un punto de equilibrio.

3.5

mC 4 SEM
mD 4 SEM
B 4 SEM

1.5 A

Abundancia Relativa de mRNA

0.5 -

INS GLCGN CB1 CB2 NAPE FAAH PDX
Gen del islote

Figura 9 Abundancia relativa de mRNA de prepronsulina (INS), preproglucagon (GLCGN),
CB1, CB2 FAAH, NAPE y PDX-1 (veces de incremento, normalizado con 18s) de raténes
tratados por cuatro semanas bajo condiciones control (C), dieta hipercaldrica (D) y con
BAR-1 (B), Datos expresados en valores normalizados con el rRNA 18s. Promedios con
error estandar (n=3) (P = 0.05 ANOVA).
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En la Figura 10 se aprecia una disminucion en la expresion de todos los genes en la
condicion de dieta con o sin tratamiento de BAR-1; la dieta créonica de ocho semanas
basada en aporte de lipidos y carbohidratos en exceso disminuye la expresién de varios
genes en el islote pancreatico; se observa que los datos del tratamiento a ocho semanas
no muestran diferencia entre Dieta y BAR-1 desde los cuadros clinicos hasta en la
expresion genética por lo que seria interesante evaluar los efectos de BAR-1 a tiempos
mas cortos. Cabe resaltar que la extraccion de los islotes pancreaticos de los ratones
tratados por ocho semanas tuvo mayor dificultad ya que la dieta alta en lipidos hace que
se acumule una mayor cantidad de grasa en el pancreas y esto dificulta la extraccion de
los islotes, posiblemente esto sea causado porque la grasa disminuye la efectividad de la
colagenasa que se utiliza para digerir el tejido acinar y dificulta la obtencion de islotes por

medio del gradiente diferencial.
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Figura 10 Abundancia relativa de mRNA de prepronsulina (INS), preproglucagon
(GLCGN), CB1, CB2 FAAH, NAPE y PDX-1(veces de incremento, normalizado con 18s)
de raténes tratados por ocho semanas bajo condiciones control (C), dieta hipercalérica (D)
y con BAR-1 (B), Datos expresados en valores normalizandos con el mRNA 18s.
Promedios con error estandar (n=3) (P = 0.05 ANOVA).
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La Figura 11 muestra la expresion de genes in vitro de islotes pancreaticos aislados de
ratones sanos, pero se observo que la abundancia de mRNA de preproinsulina aumento
con Rimonabant y disminuyé con HD. Algunas evidencias previas (Banerji y Tiewala,
2006) proponen que el efecto del Rimonabant al bloquear el CB1 decrementa la cantidad
de AMPc y por lo tanto la expresion de insulina . Por otro lado, el HD al ser un inhibidor de
la FAAH, disminuye la degradacion de AEA por lo que no se encuentra el acido
araquidonico en el medio y ya que éste también participa en la secrecion de insulina;
posiblemente el HD también inhiba o bloquee al CB1 y por lo tanto podria producir la
misma respuesta que el Rimonabant (Roa-Coria, 2012). La expresion de mRNA para
preproglucagon aporta evidencia de que los elementos del SEC también estan presentes
en las células alfa, y que su regulacién es diferente al de las células beta. NAPE y FAAH
son las enzimas involucradas en la sintesis y degradacion de AEA, el principal agonista
de los receptores CB1 (Bermudez-Silva, 2009). Un exceso de AEA promueve la expresiéon
de glucagon en las células alfa, aunque es baja su afinidad puede que interactie con CB2
pero para observar esto se requiere de una estrategia de bloqueo con un inhibidor al
receptor. Otro punto a evaluar es que el BAR-1 causa cambios a nivel expresion genética
pero sin que la célula esté produciendo la proteina. En el caso de insulina se puede
cuantificar el contenido de insulina en el islote, y a través de western-blot o
inmunoflourecencia, se aportarian evidencias de modificaciones estructurales del islote

pancreatico.

A la fecha no se ha estudiado sobre la interaccion BAR-1 y Rimonabant en los receptores
ni en su afinidad, esto se puede corroborar con un estudio de afinidad o de binding con el

CB1 ya que también existe la posibilidad de que BAR-1 tenga una afinidad por el CB2.

Estructuralmente se han observado pocos cambios de los islotes pancreaticos pero se ha
visto una diferencia entre los grupos experimentales esto aunado a que PDX-1 es un
factor de transcripciéon fundamental para la expresion de muchos elementos propios del
islote, para su diferenciacion y proliferacion (Kaneto y Mastuoka, 2015). Nosotros
observamos que los niveles de RNAm de PDX-1 se elevaron a las 4 semanas lo cual
podria asociarse con una proliferacion de los islotes pancreaticos o un crecimiento de
éstos. En el desarrollo del sindrome metabdlico, existen también cambios estructurales en
islote como resultado de procesos de hiperplasia e hipertrofia de las células (Marchetti et

al. 2008). Resulta entonces interesante evaluar el futuro los posibles efectos de BAR-1
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sobre la organizacion histoldgica de los islotes bajo el modelo de sindrome metabdlico y

en otras condiciones.

Abundancia Relativa de mRNA

3.5

2.5

Gen del islote

m Control
L AEA
“RB

& HD

« AEA+RB
& AEA+HD

Figura 11. Abundancia relativa de mRNA de prepronsulina (INS), preproglucagon

(GLCGN), FAAH y NAPE (veces de incremento, normalizado con 18s) en islotes

pancreaticos de ratones sanos cultivados en 5 mM de glucosa y tratados una hora in vitro

con agonistas y antagonistas sintéticos, valores normalizados con el mRNA 18s.

Promedios con error estandar (n=4) (P = 0.05 ANOVA).
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La secrecion de insulina (Fig. 12) es una forma sencilla de ver el funcionamiento de los
islotes pancredticos, a baja glucosa los islotes tratados con AEA tuvieron una secrecion
basal similar a los del control, sin embargo no responden a la estimulacién con glucosa,
los islotes tratados con BAR-1 disminuyeron su secrecién basal de insulina pero no
muestran cambios en su respuesta, lo que coincide con lo previamente reportado con
islotes de rata (Vilches-Flores, et al. 2010), pero la AEA aunada al BAR-1 disminuyo
significativamente la secrecion de insulina casi a la mitad, lo cual no coincide con los
resultados obtenidos en rata. Esta reportado el efecto del rimonabant de disminuir la
resistencia a la insulina mejorando su efecto sin embargo, no promueve su secrecion
(Banerji y Tiewala, 2006). En islotes de rata esta reportado que el rimonabant disminuye
la secrecion de insulina in vitro (Getty-Kaushik, 2009), lo cual coincide con las

observaciones en raton.

Los islotes tratados con HD presentaron un efecto similar al BAR-1, lo que sugiere que la
modulacion de los receptores CB1 o CB2 en funcidon de la cantidad de AEA presente
participa en la respuesta secretora. Ya que, estructuralmente HD es muy similar a la AEA
pero sus efectos son parecidos a los del rimonabant (Roa-Coria, 2012), es probable que
también reduzca la resistencia a la insulina a través de mejorar su efecto, que en el caso

del islote, podria ser promoviendo su efecto autocrino (Leibiger 2001).
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Secrecion de Insulina (ng/ml) por Islote por Hora de estimulacién

Control AEA BAR-1 Rimonabant
Tratamiento

HD

AEA+BAR-1

&5 mM

ul6mM

Figura 12. Secrecion de Insulina (ng/ml) de islotes pancreaticos aislados de raton,

sometidos a una hora de estimulacion a 5 mM y 16 mM de glucosa, promedios con error

estandar (n=4) (P = 0.05 ANOVA).
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Figura 13.- Fotografia de los ratones de diferentes grupos experimentales a las ocho
semanas mostrando una fotografia representativa de un islote pancreatico aislado de

cada grupo. Amplificacién a 40x.
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CONCLUSIONES

La anandamida vy los inhibidores sintéticos de FAAH (HD), Rimonabant y BAR-1
modificaron la secrecion de insulina estimualda por glucosa, en cultivos primarios
de islotes pancreaticos de ratén.

La expresion genética de preproinsulina y otros genes del islote pancreatico,
cambié en funcién de las diferentes condiciones de glucosa, en presencia o
ausencia de anandamida, el inhibidor sintético de FAAH (HD), BAR-1 vy
Rimonabant.

La secrecion de insulina y la expresion genética, de islotes aislados de ratones
bajo un modelo de sindrome metabdlico no se afectaron por la administracion

farmacologica de BAR-1.
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