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PARTICIPACION DE LOS RCB2 DEL NAC EN LA OBESIDAD

Resumen
La obesidad es una patologia que merma la salud y bienestar de los humanos. Reportes
recientes confirman la participacion de los receptores CB2 (rCB2) en la regulacion de procesos
heddnicos, motivacionales y de conducta alimentaria. Aunque los rCB2 se expresan en el
nucleo accumbens (NAc), centro regulador del procesamiento de las propiedades reforzantes
de los estimulos, a la fecha no se ha descrito con detalle su contribucion en la regulacion del
consumo de estimulos gratificantes. Asi, el objetivo del presente trabajo fue determinar si la
obesidad inducida por dieta (OID) genera alteraciones en la sensibilidad a las propiedades
reforzantes del alimento palatable en términos de motivacion ante una tarea operante y si esto
se asocia a alteraciones en la neurotransmision mediada por rCB2 del NAc en rata. Nuestros
resultados muestran que el efecto de estimulacion de la motivacion por el alimento palatable
tras la activacion de los rCB2 del NAc se pierde tras la exposicion cronica a la dieta alta en
grasas, ademas de que la obesidad disminuye la motivacion por el alimento palatable y produce
cambios de la expresion de los rCB2 en regiones como el NAc. Finalmente, se concluye que
los rCB2 contribuyen con la regulaciéon de los circuitos neuronales responsables de la
motivacion por alimento palatable y que se su funcion estad alterada ante el desarrollo de

obesidad por la exposicion cronica a la dieta con alto contenido de grasas.
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Abstract
Obesity is a condition that undermines the health and well-being of humans. Recent reports
have confirmed the involvement of CB2 receptors (rCB2) in the regulation of hedonic,
motivational, and feeding behaviors. Although rCB2 receptors are expressed in the nucleus
accumbens (NAc), a regulatory center for processing the reinforcing properties of stimuli,
their contribution to the regulation of the consumption of rewarding stimuli has not been
described in detail to date. Thus, this study aimed to determine whether diet-induced obesity
(OID) leads to alterations in sensitivity to the reinforcing properties of palatable food in terms
of motivation in an operant task and whether this is associated with alterations in rCB2-
mediated neurotransmission in the NAc of rats. Our results show that the stimulation effect
on motivation for palatable food following the activation of NAc rCB2 is lost after chronic
exposure to a high-fat diet. In addition, obesity decreases the motivation for palatable food
and alters the expression of rCB2 receptors in regions such as the NAc. In conclusion, rCB2
receptors contribute to the regulation of neural circuits responsible for motivation for
palatable food, and their function is altered in the development of obesity due to chronic

exposure to a high-fat diet.
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Lista de Abreviaturas

(-)-delta-8-trans-tetrahidrocannabinol (A8-THC)
(-)-delta-9-trans-tetrahidrocannabinol (A9-THC)
Anandamida (ANA)
Area tegmental ventral (ATV)
Cannabiciclol (CBL)
Cannabidiol (CBD)
Cannabielsoin (CBE)
Cannabigerol (CBG)
Cannabinodiol (CBND)
Cannabinol (CBN)
Cannabitriol (CBT)
Cannacromene (CBO)
Colecistoquinina (CCK)
Colesterol de alta densidad (HDL)
Colesterol de baja densidad (LDL)
Corteza prefrontal (CPF)
Diacilglicerol (DAG)
Endocannabinoides (EC)
Fosfoinositol trifosfato (PI3K)
Fosfolipasa C (PLC)
Grupo alimentado con dieta alta en grasas (HF)
Grupo control, alimentado con dieta estandar (Ctrl)
Hipotalamo dorsal (HD)
Hipotalamo lateral (HL)

Hipotalamo ventral (HV)
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Hipotalamo ventromedial (VMH)
Inositol trifosfato (IP3)

La amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH)
La fosfolipasa-D especifica para NAPE (NAPE-PLD)
Lipasa diacilglicerol (DAGL)
Modelo de obesidad inducido por dieta (OID)
N-acil-fosfatidiletanolamina (NAPE)
Neuropéptido tipo Y (NPY)
Nucleo accumbens (NAc)
Nucleo arqueado del hipotdlamo (ARC)
Nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN)
Péptido relacionado a Aguti (AgRP)
Pro-opiomelanocortina (POMC)
Proteina quinasa 3 (Akt)
Proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK)
Razoén fija (RF)
Razon fija 1 (RF1)
Razon fija 5 (RF5)
Razén progresiva (RP)
Receptores a cannabinoides tipo 1 (rCB1)
Receptores a cannabinoides tipo 2 (rCB2)
Sistema endocannabinoide (SEC)
Super familia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR)
Transcrito regulador de anfetamina-cocaina (CART)
Trastorno por Atracon (TPA)

Trastornos Alimentarios y de la Ingestion de los Alimentos (TAIA)
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Regulacion Central del Comportamiento Alimentario

Entre 1901 y 1904 el Dr. Ivan Petrévich Pavlov estudi6 la relacion entre los procesos
fisiologicos de la alimentacion con las conductas asociadas, los resultados de sus
observaciones permitieron establecer mecanismos fisioldgicos de la respuesta de ingestion de
alimento y ademas proponer la teoria de condicionamiento respondiente que es la base del
aprendizaje asociativo en Psicologia, en ella se relacionan patrones de aprendizaje entre

procesos fisioldgicos y los estimulos del contexto (Gutiérrez, 1999).

En la actualidad, la conducta alimentaria se concibe como un proceso complejo que
incluye desde la busqueda del alimento hasta las conductas consumatorias que se definen
como episodios de ingesta. Entre estos dos parametros se han establecido patrones
disfuncionales como la compulsion e impulsividad, ademas de procesos cognitivos, toma de
decisiones basadas en sefiales de las propiedades reforzantes de los alimentos y el
componente emocional previo, durante y posterior a la alimentacion, la suma de estos
factores interviene en su topologia (de Araujo, 2011; Petrovich, 2013; Prus et al., 2009).

En humanos y modelos animales la conducta alimentaria se puede definir
operacionalmente por los episodios en los que se ingiere alimento durante el dia (24h) y el
consumo por la diferencia entre el alimento expuesto y el que se deja en el recipiente, esta

cantidad de consumo puede expresarse en gramos o kilocalorias (Travers, 2009).

Otro rasgo importante es que la conducta alimentaria se acompafia por experiencias
gratificantes, por ello, el alimento es considerado un reforzador natural que aumenta la
probabilidad de ocurrencia de las conductas contingentes a su consumo. La magnitud de la
sensacion gratificante o palatabilidad del alimento aumenta con su privacion, las
caracteristicas intrinsecas del alimento, el estado energético del organismo y el procesamiento

neuronal (Schaumberg et al., 2015).
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A nivel del sistema nervioso se integra informacion propioceptiva y sensoperceptiva,
ademas de que se modulan funciones ejecutivas y motoras que generan sefiales energéticas y
heddnicas asociadas al alimento. En conjunto esta informacion determina la preferencia del
tipo de alimento y la cantidad del consumo (Berridge et al., 2009; Kringelbach & Berridge,
2010).

En el encéfalo, las neuronas que regulan la homeostasis energética se encuentran
concentradas en el hipotdlamo, region que integra sefiales de hormonas periféricas en una
intrincada red que también involucra neuropéptidos, purinas, monoaminas y lipidos
(Funahashi et al., 2003).

En la década de los 50s, Hetherington y Ranson demostraron la participacion del
hipotalamo en el metabolismo energético, en esa misma época, se concluyd que la ingesta se
relacionaba con la acumulacion de grasa en el cuerpo. Entre 1970 y 1990 se reportaron los
hallazgos de las sefiales de saciedad relacionadas con la liberacion de glucagon, bombesina y
colecistoquinina resultante de la ingestion de alimento (Singh et al., 2017).

En experimentos donde se lesionaron nticleos hipotalamicos de ratas se encontraron
efectos hiperfagicos o hipofagicos dependiendo del area lesionada, de estos hallazgos se
definio al nucleo ventromedial como el centro del hambre y al hipotdlamo lateral como centro
de la saciedad (Stellar & Stellar, 1985). Este paradigma establecio por alglin tiempo la idea
de un funcionamiento de encendido-apagado, respecto a las sefiales de inicio y paro en el
comportamiento alimentario. En la actualidad esta idea es reduccionista, se acepta
preferentemente la idea de una comunicacion compleja y dindmica en la que intervienen otras
estructuras del encéfalo.

Existe una clasificacion de las conexiones del hipotdlamo con otras regiones
cerebrales que regulan la homeostasis energética, estas incluyen proyecciones provenientes

de regiones ventrales, regiones intermedias del cerebro y fibras provenientes de nucleos



PARTICIPACION DE LOS RCB2 DEL NAC EN LA OBESIDAD
11

monoaminérgicos del tallo cerebral. La region ventral incluye al nicleo arqueado (ARC) y
paraventricular (PVN) del hipotdlamo, sus neuronas se conectan con otras regiones dentro del
mismo hipotalamo. En la region intermedia del cerebro se comunica el hipotalamo lateral con
la amigdala central, habénula, ntcleo parabraquial y nticleo de la cama de la estria terminal.
Por tltimo, los nticleos monoaminérgicos se encuentra el area tegmental ventral (ATV) y el
rafé dorsal que se comunican con el hipotdlamo lateral. Todas las regiones enlistadas
mantienen integrada informacion del estado energético y motivacional del organismo,
funcion indispensable para el procesamiento de los estados de hambre y saciedad (Jeninngs et
al., 2013).

Los nucleos del ARC y PVN son conocidos como centros de entrada por recibir
informacion de regiones ventrales, intermedias y del tallo cerebral, participan en la
homeostasis energética decodificando sefales periféricas de leptina, orexina y grelina para
regular el balance energético (Cone, 2005).

Las neuronas del ARC se clasifican en dos poblaciones en funcion de la expresion
diferencial de los neurotransmisores que sintetizan. El primero expresa al péptido relacionado
a Aguti (AgRP) y el segundo pro-opiomelanocortina (POMC). Las neuronas que expresan
AgRP son orexigénicas por participar en la generacion de sefiales de hambre, razén por la que
se encuentran mas activas en el ayuno, estas neuronas ademas co-expresan el ARN mensajero
del neuropéptido tipo Y (NPY), sintetizan y liberan acido y-aminobutirico (GABA), por lo
que sus terminales axonicas liberan simultdneamente AgRP, GABA y NPY en diferentes
areas del prosencéfalo, del hipotalamo y romboencéfalo, ademas estas neuronas expresan
receptores para melanocortinas, leptina y grelina (Cone et al., 2001).

El segundo grupo neuronal, ademas de sintetizar y liberar POMC, libera al transcrito
regulador de anfetamina y cocaina (CART) y B-endorfinas (metabolitos resultantes de la

proteolisis especifica de la POMC), por lo que a estas neuronas se les denomina como
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POMC/CART y expresan receptores a leptina e insulina. A estas neuronas se les reconoce
por su funcioén anorexigénica, promoviendo hipofagia cuando se activan (Zhan, et al., 2013).

Debido a las funciones opuestas y sinérgicas entre las neuronas AgRP/NPY y
POMC/CART, se ha propuesto un sistema de comunicaciéon complejo y dindmico que esta en
regulacion permanente para mantener el balance energético. En consistencia con este
razonamiento, Li et al. (2013) mostraron el efecto hiperfagico en ratones tras la
administracion sistémica de leptina, sefial que bloquearon con la activacion farmacoldgica de
las neuronas AgRP/NPY. Gran parte de las proyecciones de las neuronas AgRP/NPY y
POMC/CART tienen como objetivo el PVN. Este nucleo es considerado un centro integrador
que regula diversas funciones homeostaticas en el sistema, incluyendo la alimentacion.

Por su parte, Luchtman et al. (2015), bloquearon el efecto hiperfagico de la
administraciéon de NPY en el PVN con melanotan IT (MTII), agonista selectivo de los
receptores MC3 y MC4. A partir de este resultado propusieron que parte de la funcion
regulatoria de la alimentacion del PVN se explica por las conexiones que mantiene con el
ACR por medio de las melanocortinas.

La inactivacion de las neuronas POMC del nticleo ventromedial del hipotdlamo con la
toxina diptheri (inhibidor de la sintesis de proteinas), produce hiperfagia y con ello la
ganancia de peso corporal. El mecanismo propuesto es la inhibicion de la sintesis de la
hormona estimuladora de melanocitos alfa (a-MSH), producida por el metabolismo de la
POMC y que tiene efectos hipofagicos antagonizando a los receptores MC4 lo que disminuye
la sefial inhibitoria de la alimentacioén producida por las neuronas AgRP via la a-MSH
(Michael et al., 2017; Zhan et al., 2013). Mecanismo corroborado con ratones knockout de los
receptores MC4 donde se observo el desarrollarlo de obesidad al cabo de los 224 dias,
confirmando el efecto anorexigénico de la unién de la a-MSH a los receptores MC4 (Huszar

etal., 1997).



PARTICIPACION DE LOS RCB2 DEL NAC EN LA OBESIDAD
13

Chen et al. (2016) proporcionaron evidencia de la relacion entre la actividad de las
neuronas AgRP con la funcion regulatoria de la alimentacion del hipotalamo, ya que tras
estimular con optogenética a estas neuronas en ratones antes de ser alimentados, observaron
un consumo definido por los autores como voraz. Este efecto ademas fue directamente
proporcional al tiempo de la estimulacion optogenética. Adicionalmente, los sujetos
mostraron mayor motivacion por obtener alimento evaluado con programas de reforzamiento
de razén progresiva, lo que sugiere que estas neuronas también participan en el
procesamiento de las propiedades reforzantes de la alimentacion.

Recapitulando, hasta este punto se ha expuesto la evidencia experimental que permite
sugerir la contribucion de las neuronas POMC/CART y AgRP/NPY en la regulacion
hipotalamica de la conducta alimentaria mediante la afectacion de procesos homeostaticos,
hedonicos y motivacionales; ademas de que estas neuronas pertenecen a una red comunicante
con areas del mesencéfalo, prosencéfalo y telencéfalo necesarias para la modulacion de
distintos aspectos de la conducta alimentaria (Rossi & Stuber, 2017).

Por otro lado, el procesamiento de los componentes heddnicos de la alimentacion se
regula en gran medida por neuronas que se relacionan anatomica y funcionalmente con la
corteza cerebral, estriado ventral y mesencéfalo, que forma parte de una red neuronal que
integra el circuito de la recompensa. Especificamente, existe evidencia suficiente de que el
hipotalamo lateral tiene conexiones bidireccionales con el nticleo accumbens, lo que permite
entender la vinculacion del componente hedonico con la regulacion homeostatica (D’ Addario
etal., 2014).

El hedonismo en la alimentacion puede ser considerado como la huella biologica en el
recorrido filogenético de los mamiferos a partir de experiencias positivas, que aumentaban la
probabilidad de repetir una conducta adaptativa. El placer es capaz de promover conductas de

busqueda, en este caso de alimento, pero con caracteristicas particulares, como el contenido
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energético, textura y sabor. Otro factor que guia estas conductas son los ciclos circadianos
(Bainier et al., 2017).

Es por ello por lo que la palatabilidad es uno de los factores mas relevantes en la
alimentacion lo que explica porque los alimentos palatables son ricos en contenido energético
(Berridge & Kringelbach, 2015). El placer no s6lo ha permitido que se recuerde un alimento
que nos ha nutrido y proporcionado energia, sino que nos permite sobrevivir, por ello guia la

conducta alimentaria mediante el desarrollo de preferencias.

Comportamiento Alimentario Patologico

En el Manual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales V-TR (DSM-V
TR) (APA, 2022) se clasifican los trastornos alimentarios y de la ingestion de los alimentos
(TAIA) a partir de los patrones de conducta y sintomas especificos que presentan los datos

epidemioldgicos, que en algunos casos se relacionan con alteraciones homeostaticas.

Aunque la obesidad no se ha incluido en los TAIA del DSM-V TR es considerada una
condicion fisiologica anormal que predispone a desarrollar patologias mas severas, se
caracteriza por compartir patrones conductuales con el Trastorno por Atracon (TPA) como el
consumo desmedido en periodos cortos ante una sensacion de pérdida de control (APA,
2022).

Se sabe que la obesidad y el TPA son entidades nosologicas independientes, sin
embargo, comparten algunos sintomas. Entre el 40 y 70% de los pacientes con diagnostico de
TPA presentan obesidad, esta puede ser originada por el TPA, presentarse como
comorbilidad, o de manera independiente. Hasta el momento no se ha aceptado que una
condicion sea determinante de la otra, es decir, se aceptan que hay factores que promueven la

generacion de obesidad en ausencia de sintomatologia del TPA (Bray et al., 2023).
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Son multiples los factores que facilitan la aparicion de la obesidad, se han clasificado
siguiendo distintos criterios. Archer y Lavie (2022) los dividen en factores adquiridos y
congénitos, los primeros son aquellos que involucran el componente conductual, tanto en la
dimension alimentaria, abuso, como en la actividad fisica, el sedentarismo. En el segundo
grupo, el de los factores congénitos, se encuentran los que predisponen al individuo para el
desarrollo de los primeros (por ejemplo, los factores genéticos).

Aunque la prevalencia de obesidad se relaciona principalmente por componentes
congénitos, las diferencias en la etiologia parten del funcionamiento celular. Por lo que, el
componente congénito es solo una parte de la funcidn celular, mientras que lo genético es
especifico de la funcioén nuclear y mitocondrial. Es por ello por lo que en hermanos
monocigo6ticos puede haber diferencias fenotipicas ante coincidencias genotipicas, que se
explican por mas de un factor: acomodacion fenotipica, splicing alternativo, edicion de ARN,
transcriptos quiméricos, multifuncionalidad protéica, variancia epistatica, efectos maternos,
regulacion metabolica en la transcripcion y modificaciones transcripcionales (Archer et al.,
2018).

Retomando la idea anterior, la estimulacién contextual y los patrones conductuales
resultantes parecen explicar mejor la etiologia de la obesidad lo que también permite generar
intervenciones disefiadas a este nivel. Las condiciones de sedentarismo asociadas al
incremento excesivo de calorias en la alimentacion y gasto energético reducido generan un
balance energético positivo, lo que consecuentemente producira acumulacion de grasa
corporal y probable desarrollo de obesidad (van Strien, 2018).

Una vez desarrollada la obesidad, se ha reportado que ocurren alteraciones que
comprometen el funcionamiento de los tejidos cardiaco, pulmonar, pancreatico, renal y
cerebral. Asi, los cambios en el funcionamiento del sistema nervioso central, particularmente

del circuito de la recompensa (Berridge et al., 2010), ayuda a entender en parte la afectacion
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de la regulacion cognitiva, emocional y conductual reportada en estos pacientes (Konttinen,
2020; Piché¢ et al., 2023).

Una de las alteraciones cognitivas que modifica la conducta alimentaria en personas
con obesidad es el incremento en la actividad somatosensorial de las cortezas gustativas
primaria y secundaria, asociado a la sensibilidad olfativa y gustativa. La corteza gustativa
primaria se comunica con la insula anterior y el operculum frontal, circuito que procesa la
informacion de la percepcion del sabor. La corteza gustativa secundaria se comunica con la
corteza orbitofrontal y prefrontal para integrar elementos sensitivos del alimento, asignando
valores a los sabores y salinidad. Cuando estos procesos estan alterados como en la obesidad
se asocian con sobreingesta de alimento, debido a que las experiencias sensitivas, gustativas y
emocionales en personas normo peso son diferentes ante los mismos estimulos alimentarios,
debido a que las personas con obesidad tienen la percepcion de los alimentos disminuida
(Liu, 2019).

El alimento palatable en humanos y modelos animales aumenta la saliencia de los
estimulos asociados por sus caracteristicas en el sabor, incrementando la probabilidad de
sobreingesta por un consumo compulsivo. Estos componentes conductuales también se han
reportado en trastornos por el consumo de sustancias de abuso y en algunos obesos. Ambas
condiciones presentan alteraciones en los nticleos cerebrales que regulan el procesamiento del
placer (Ziemens et al., 2022).

Los estados emocionales negativos como la ansiedad, la impulsividad, la pérdida de
control y la depresion son mads comunes en pacientes con obesidad y en personas con
trastornos de consumo de sustancias de abuso. La transmision dopaminérgica en el circuito de
la recompensa es considerada como un elemento clave para la regulacion de los procesos
cognitivos y motores necesarios para la expresion de las sensaciones placenteras en el

consumo de alimento y sustancias de abuso (Blanco-Gandia, et al., 2017).
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Las proteinas que participan en la comunicacion celular son capaces de modificar la
topologia conductual, se han propuesto diversas familias de receptores neuronales que
participan en la conducta alimentaria. Por ejemplo, los receptores CD36, pertenecientes a la
familia de los receptores buitres (scavengers) se acoplan a 4acidos grasos y colageno, por lo
que se les relaciona con la preferencia de alimento rico en grasas y en general con el
desarrollo de la obesidad (Kure Liu et al., 2019).

Los receptores a cannabinoides también participan, como se demostrd en un modelo
de rata al que se privo 22 horas seguido de dos horas de acceso a una dieta chow para
saciarlas, le siguid 1 hora de acceso a una dieta palatable, los animales consumieron la dieta
palatable a pesar de que los sujetos ya habian consumido entre el 80-85% de su requisito
energético diario, tras la microinyeccion intra nicleo accumbens (NAc) de ACEA agonista
selectivo de los rCB1 se encontr6 un efecto hiperfagico, mismo que tuvo un efecto dosis
dependiente (Cortés-Salazar et al., 2012).

En conclusion, la topologia de la conducta alimentaria permite estudiar la relacion con
los circuitos neuronales implicados en su regulacién y como en condiciones patoldgicas como
la obesidad, se alteran. Los mecanismos son semejantes a lo reportado en los trastornos por el
consumo de sustancias. Los factores que regulan estos circuitos incluyen la experiencia
perceptiva y emocional, el fenotipo, genotipo y la actividad fisica que modifican los patrones
de alimentacion que a su vez permite comprender el desarrollo de patologias como la

obesidad.

Circuito de la Recompensa

El hallazgo de Olds y Milner (1954) marcé un hito con su modelo de
autoelectroestimulacion intracraneal al encontrar que la aplicacion de gradientes de voltaje en

el tegmentum y el area septal eran reforzantes en una tarea operante, aumentando la respuesta
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en las ratas, incluso en condiciones de extincion experimental. En 1956, cuando Olds y
Milner repiten el experimento, descubren que la autoelectroestimulacion con descargas de
bajo voltaje en el NAc mantenia la tasa de respuesta en el programa de reforzamiento, lo que
permiti6 relacionar los componentes heddnicos de los reforzadores con este nucleo

(Kringlebach et al., 2010).

En una sofisticada serie de experimentos electrofisiologicos realizados por Gallistel et
al. (1981), se describe la actividad de fibras mielinizadas ante estimulos reforzantes,
rastreando su origen en el nicleo de la cama anterior del prosencéfalo medio, que a su vez se
conectaba a una matriz de estructuras subcorticales anteriores del sistema limbico. Dichas
estructuras subcorticales proyectan al hipotdlamo y al area preodptica para descender al ATV y
después ascender directamente a las vias medias del prosencéfalo a un grupo selecto de
estructuras limbicas que incluia el NAc, tubérculo olfatorio y corteza frontal.

Wise y Bozarth en 1984 propusieron una organizacion de los nucleos y tractos en tres
puntos de sinapsis que conforman al circuito de la recompensa. El primer punto conecta
desde el nucleo de la cama anterior del procencéfalo al ATV, el segundo del ATV al NAcy,
por ultimo, del NAc al palido ventral. Para ese momento los principales neurotransmisores
caracterizados en el tercer punto de conexion fueron GABA, sustancia P y encefalina. Por su
parte, la entrada de neurotransmisores al NAc incluy6 acetilcolina, endorfinas, serotonina,
GABA, glutamato, encefalina, dinorfina y sustancia P.

Gallistel et al. (1981) explicaron por qué el circuito era sensible a la administracion de
barbituricos, benzodiacepinas, cannabinoides, etanol, nicotina y opioides en las proyecciones
del ATV, mientras que en las sinapsis asociadas al NAc interactuaban anfetaminas,

cannabinoides, cocaina, opioides y anestésicos disociativos como ketamina y fenciclidina.
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En 1992, Koob denomina el circuito de la recompensa a los nucleos implicados en el
procesamiento de los estimulos reforzantes en modelos de animales con conducta de
consumo compulsivo. Describi6 la presencia de los sistemas en este circuito de dopamina,
opioides y GABA, ademas de resaltar la participacion del NAc, estructura que recibe sefales
y las redistribuye a otras regiones del mesencéfalo, prosencéfalo y del sistema extrapiramidal.

El circuito de la recompensa se compone principalmente por el ATV, el NAcy la
corteza prefrontal (CPF) forma parte de los cuatro circuitos dopaminérgicos encefalicos. Fue
el primer circuito en relacionarse con el procesamiento del placer debido a los efectos
inhibitorios de la autoadministracion de cocaina tras lesionar dichas regiones, lo que se
confirmo con los efectos de las inyecciones sistémicas de antagonistas de los receptores D1y
D2 (Koob, 1992).

Las neuronas del ATV que proyectan a la CPF y al NAc liberan DA ante experiencias
placenteras y procesamiento cognitivo. La entrada de DA a la CPF permite la activacion y
procesamiento cognitivo modulando el estado emocional y la saliencia de los estimulos para
dirigir la conducta dirigida a objetivos, mientras que la entrada de DA al NAc se relaciona
con el consumo de reforzadores naturales y artificiales (D’ Addario, 2014).

El circuito de la recompensa incluye a otras estructuras como el hipotalamo lateral,
amigdala, corteza del cingulo anterior, hipocampo, por mencionar solo algunas. En conjunto,
estas regiones participan con la integracion de informacién cognitiva, emocional, heddnica y
motivacional de los estimulos reforzantes (Koob & Volkow, 2010).

Los conceptos de liking y wanting integran elementos del procesamiento neuronal,
forman parte de las conductas y sensaciones asociadas al consumo de reforzadores. El
primero se relaciona con la experiencia placentera que se experimenta en el consumo de los
reforzadores, acompafiado de gesticulaciones de agrado y la liberacion de DA en el circuito

mesolimbico. El segundo, se asocia al deseo o necesidad por un estimulo determinado
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acompafiado por un aumento en la saliencia de los reforzadores, ademas de involucrar otros
sistemas de neurotransmision como el opioide, endocannabinoide y la serotonina. Los
circuitos neuronales asociados con el /iking son mas robustos, posiblemente porque se
requiere procesar mas informacion en la experiencia hedonica (Berridge, 2009; Berridge et
al., 2010; Berridge & Kringelbach, 2015).

Se ha vinculado al circuito principalmente con el abuso de drogas, sin embargo,
actualmente se sabe que también participa en el consumo y abuso de reforzadores naturales
como el alimento, particularmente del tipo palatable que por sus caracteristicas oro-
sensoriales y energéticas es capaz de aumentar la percepcion del sabor (Berridge, 2018).

Las proyecciones del ATV al NAc podrian ser las responsables de la emision de
conductas adaptativas dirigidas a la obtencion de estimulos apetitivos. Aproximadamente el
75% de las neuronas del ATV que liberan dopamina tienen activacion fasica cuando los
animales tocan un pequefio bocado de comida durante la exploracion en espacios conocidos,
mientras que la poblacidon de neuronas restantes no responde a ningun estimulo fasico, por lo
que se ha propuesto que la expresion de la conducta alimentaria es modulada en parte por el
circuito de la recompensa (Schultz, 1998).

El NAc, el ATV y la sustancia nigra, reciben la informacion cognitiva proveniente de
la CPF que es necesaria para el procesamiento de las propiedades hedonicas del alimento. La
toma de decisiones vinculada a la ingesta de alimento palatable depende de la liberacion de
DA, misma que a su vez permite la expresion conductual de conductas anticipatorias como la
busqueda, el control inhibitorio, monitoreo en el disefio cognitivo, la conciencia sensorial e
interoceptivas, asi como la integracion de la informacion saliente (Gupta et al., 2020). En
funcion de lo anterior, se ha considerado que la alimentacion dirigida a la obtencion de
sensaciones gratificantes antes que energéticas (alimentacion heddnica), depende

principalmente de la actividad del circuito de la recompensa.
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La pérdida del control inhibitorio en el consumo de alimento palatable se relaciona
con la ganancia de peso corporal y el desarrollo de la obesidad, especificamente la que se
relaciona con una fuerte presencia de episodios de sobreingesta, razdn por la cual se ha
propuesto una adiccion al alimento palatable (Gupta et al., 2020).

El concepto de adiccion al alimento fue propuesto en 1956 por Randolph, quien lo
defini6é como el consumo continuo de alimentos altamente palatables que es independiente de
la satisfaccion de los requerimientos energéticos y que ocurre a pesar de conocer las
consecuencias negativas del consumo excesivo de alimento.

Lo encontrado por Melis et al. (2007), refuerza esa idea, ellos evaluaron mediante
microdialisis in vivo la liberacion de DA en el NAc en ratas alimentadas con dietas palatables
o chow, encontraron que la concentracion de DA aumentaba con las dietas palatables a
diferencia de cuando se alimentaban con la dieta chow. Ademas, encontraron que el aumento
en la concentracion de DA del NAc por el alimento palatable se regulaba por los receptores
CBl.

Se encontrd que personas con diagnostico de obesidad y adiccion al alimento tienen
cerebros mas parecidos entre si, a diferencia de personas con obesidad, pero sin adiccion al
alimento. Las alteraciones comprometidas eran en las conexiones que modulan el control
inhibitorio en el circuito de la recompensa, lo que explica los episodios de sobreingesta
(Kalon, et al., 2016).

En modelos animales y en humanos la adiccion al alimento se presentan cambios en
la comunicacion entre la periferia y el circuito de la recompensa, alterando el funcionamiento
de las vias aferentes del nervio vago y el hipotalamo. Estas conexiones procesan la
informacion proveniente de las hormonas de saciedad, estados emocionales que en conjunto
con un acceso facil a alimento palatable, termina por aumentar el craving y las conductas de

busqueda y motivacion de alimento palatable (Simon et al., 2017).
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En conclusion, el placer es complejo en los humanos que, considerando sus
implicaciones, es dificil trasladarlo a la etologia de la rata. Sin embargo, existen
coincidencias neurobioldgicas, especificamente en el circuito de recompensa que procesa
reforzadores naturales y sintéticos. La conducta es sensible al tipo y caracteristicas del
reforzador, los patrones de consumo, las experiencias sensoperceptivas relacionadas con
emociones positivas por la exposicion repetida que aumenta la expresion de conductas
relacionadas a su obtencion, formando nuevos aprendizajes. Es la motivacion guiada por el
placer lo que modifica la biologia de los organismos para desarrollar patologias que a simple
vista parecieran ser exclusivamente metabdlicas, pero que ademas de ello promueven

patrones anomalos que dificultan su remision.

Sistema Endocannabinoide

Antecedentes Historicos del Uso de la Mariguana y su Incorporacion al Estudio
Biomédico

Los cannabinoides se clasifican en tres grupos, el primero esta conformado por las
moléculas que sintetiza la planta de la mariguana (cannabis S. L.), los fitocannabinoides. El
segundo, lo integran las moléculas que se producen de manera endégena en mamiferos, cuya
estructura es analoga a los fitocannabinoides, los endocannabinoides (EC). El tltimo, esta
integrado por las moléculas que se disefian y sintetizan artificialmente en laboratorios para
uso clinico y experimental, los cannabinoides sintéticos (Pertwee, 2014).

Dentro del primer grupo que contiene a los fitocannabinoides, se conocen otras
subespecies de la planta, cannabis indica, cannabis ruderalis y cannabis afghanica. El
concepto cannabinoide no s6lo hace alusion a las sustancias quimicas aisladas de la planta,
las cuales presentan de manera tipica un esqueleto terpenofenolico de Cai, sino que también

involucra a los derivados y productos transformados de la planta (Turner et al., 1980).
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La cannabis S. L., contiene 545 compuestos de los cuales se han aislado 104
fitocannabinoides, clasificados en 11 tipos, cada uno con sus compuestos derivados y sus
respectivas nomenclaturas: (-)-delta-9-trans-tetrahidrocannabinol (A°-THC) [18 compuestos],
(-)-delta-8-trans-tetrahidrocannabinol (AS-THC) [2 compuestos], cannabigerol (CBG) [17
compuestos], cannacromene (CBC) [8 compuestos], cannabidiol (CBD) [8 compuestos],
cannabinodiol (CBND) [2 compuestos], cannabielsoin (CBE) [5 compuestos], cannabiciclol
(CBL) [3 compuestos], cannabinol (CBN) [10 compuestos], cannabitriol (CBT) [9
compuestos] y los cannabinoides del tipo miscelaneos [22 compuestos] (Ahmed, et al., 2008;
Zulfiqar, et al., 2012).

Los fitocannabinoides son moléculas que interactian con sitios de union en el sistema
nervioso de mamiferos, incluyendo al humano. Dichos receptores participan en multiples
procesos, se caracterizan por tener efectos psicotropicos, razon por la cual su uso se relaciona
con practicas magico-religiosas, curativas y recreativas.

La relacion entre el humano y la planta se remonta a su uso en ceremonias de caracter
magico-religiosas desde hace mas de 12,000 afios, se han hallado restos de la planta en
vasijas dentro de tumbas de humanos que vivieron en el noroeste del territorio actual de
China. Se cree que debido a las rutas mercantiles que mantenia China con el resto del mundo,
la planta lleg6 a conocerse hasta la India, ademas de ser usada como parte de su medicina, se
le empled con fines recreativos (Crocq, 2006).

El registro mas antiguo del empleo terapéutico de la planta data aproximadamente de
hace cuatro mil setecientos afios y en la cultura China. En la tradicién oral Shen Nong Ben
Cao Jing, se mencionan sus efectos alucinatorios, estimuladores del apetito, tonicos y
sedativos (Bonini, et al., 2018).

En el afio 1800 a.C., los sumerios emplearon la mariguana contra la epilepsia,

neuralgias y la pediculosis. En el 1,500 a.C. en las notas de Atharva Veda, libro sagrado del
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hinduismo, en el bhanga, se hace referencia a la planta como nos libera de la ansiedad. En
Persia, en el ano 600 a.C. en las notas de Avesta se describe su uso en rituales con
propiedades abortivas (Russo, 2007).

En el segundo centenario de nuestra época, en las notas de Galeno se usa como
ingrediente en un jugo de semillas para tratar la otalgia y el dolor cronico. Los egipcios la
registraron en su libro médico de Fayyum para tratar tumores. En el siglo ocho en la region
de Persia e Irak se registrd su actividad psicoactiva, 50 afios después se registraria en el Ibn
Sahl como un componente médico acompafiado de un jugo de flores intranasal para la
migrafa, los dolores uterinos y en la prevencion de abortos (Russo, 2014).

En el afo 1,000 el fisico y psicdlogo persa, al-Mayusi la menciona en el uso contra la
epilepsia con un jugo intranasal. Desde el siglo once y hasta el 1563 solo existen reportes
acerca del control de dolor, contra reumas, una mencion sobre su uso contra los tumores. Para
1563 en la India se registr6 su uso contra la ansiedad y para incrementar el apetito (Pertwee,
2014).

Aun cuando en la antigiiedad y hasta la edad media se conocia la capacidad curativa
de la planta y sus efectos positivos contra muchas enfermedades, tuvieron que pasar varios
siglos para que el mundo moderno incorporara este conocimiento a la terapéutica
farmacologica.

En 1830 los colonizadores ingleses importaron a Europa la planta de la mariguana,
dandole principalmente un uso recreativo. Entre 1838 y 1840 el fisico y quimico Irlandés Sir
W. B. O’Shaughnessy, considerado el padre de la investigacion moderna de los
cannabinoides, se cuestion6 porqué la planta tenia efecto en nuestro organismo, dedicando
gran parte de su vida al estudi6 sistematico de las propiedades medicinales de la planta,

usando como guia los registros de la farmacopea China (Di Marzo, 2006).
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Derivado de sus estudios surgieron los hallazgos para describir el sistema
endocannabinoide. El primer aporte lo realizo Thomas Wood en 1899 aislando el
fitocannabinoide cannabinol desde la resina de la planta. En 1932, Robert Cahn caracteriz6 el
cannabinol, describiendo sus caracteristicas moleculares. Para 1940, el inglés Lord Alan
Todd, un gigante en la quimica orgéanica sintetiz6 por primera vez un cannabinoide, el
cannabidiol (Jacob & Todd, 1940).

Después de algunas décadas, Gaoni y Mechoulam dilucidaron la estructura de la
principal molécula responsable de los efectos psicotropicos de la planta de la mariguana
(A°THC) y en 1964 la sintetizaron. Matsuda y su equipo de trabajo, clonaron al receptor CB1
(rCB1) en 1990 y, a tres afios de este descubrimiento, el inglés Sean Munro report6 la
presencia de un segundo receptor el CB2 (rCB2) (Turu & Hunyady, 2010).

En 1992, Mechoulam y su equipo caracterizaron uno de los endocannabinoides, la N-
araquidonoiletanolamida, molécula a la que se le denominé anandamida (ANA) por la
palabra en sanscrito ananda que significa felicidad. Posteriormente, fue identificado el 2-
araquidonoilglicerol (2-AG) y el noladin ether, en 1995 y en 2001 respectivamente (Howlett,
2002).

A partir de los descubrimientos de las moléculas enddgenas responsables de los
efectos de los cannabinoides sobre el funcionamiento del sistema nervioso, se comenzo con la
investigacion contemporanea del sistema de los EC desde la perspectiva de las disciplinas de
la Neurobiologia, Biomedicina, Biologia molecular, Farmacologia, Neurociencias y la

Fisiologia Celular.
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Receptores a Cannabinoides: Comunicacion, Sintesis y Metabolismo

Los receptores a cannabinoides se encuentran distribuidos de manera ubicua en
mamiferos, sin embargo, se concentran mayoritariamente en tejidos inmune, nervioso,
adiposo y enddcrino (Joshi & Onaivi, 2019).

Los rCBI1, rCB2 y GPR55 son los receptores activados por cannabinoides mas
estudiados. Todos ellos pertenecen a la stiper familia de receptores acoplados a proteinas G
(GPCR). Existen otros receptores que se activan con los cannabinoides como los receptores
de potencial transitorio V1 (TRPV1), V2 (TRPV2), A1 (TRPALI), estos se activan
principalmente por la capsaicina, por lo que no se integran formalmente al sistema
endocannabinoide (SEC). Otro ejemplo son los receptores nucleares activados por
proliferadores peroxisomales (PPARs) que han mostrado ser activados por cannabinoides
(Pertwee, 2015).

Los rCB1 y rCB2 tienen una homologia del 44% entre sus secuencias de aminoacidos
residuales (Mailleux & Vanderhaeghen, 1992), aunque en las regiones transmembrana las
homologias alcanzan hasta un 32% (Cabral & Griffin-Thomas, 2009), no necesariamente
cumplen con las mismas funciones, ni tampoco tienen la misma interaccion con otros
sistemas, aun cuando se expresen en la misma region.

Los EC se sintetizan bajo demanda en respuesta al incremento de Ca? intracelular en las
neuronas mediante la actividad de lipasas especificas sobre precursores lipidicos contenidos
en la membrana. Los endocannabinoides son considerados miembros de otros mediadores de
lipidos asociados al acido araquidénico. El acido araquidonico es un acido graso
poliinsaturado precursor de las prostaglandinas y otros eicosanoides (Lu & Mackie, 2021).

Los EC mas estudiados en Neurobiologia son el 2-AG y la ANA, pertenecen a las
etanolaminas de cadena larga de 4cidos grasos, son moléculas que forman parte de las N-

aciletanolaminas que se clasifican en acidos grasos monoinsaturados y sobresaturados, como



PARTICIPACION DE LOS RCB2 DEL NAC EN LA OBESIDAD
27

los acidos oleico, palmitico y estérico, aunque son mas abundantes que la ANA en el
organismo (Devane, et al., 1992; Sugiura, et al., 1995).

A pesar de que las N-aciletanolaminas no se unen a los receptores a cannabinoides, al
menos no a los clésicos (rCB1 y rCB2), si son capaces de activar a los receptores PPARa,
receptor nuclear involucrado en procesos antiinflamatorios, ademas de inhibir el apetito. En
el caso de la palimitoiletanolamina, ademés de activar a los receptores PPARa, también es
altamente selectivo para el receptor GPRSS5, debido a su activacion por endocannabinoides
(Tsuboi et al., 2018).

En el sistema nervioso, los EC se sintetizan y liberan en todo el encéfalo, en la médula
espinal, tanto por neuronas como en c¢lulas gliales. Ademas, la comunicacidon cannabinoide
en las neuronas es preferentemente presindptica y retrograda, es decir, los EC se sintetizan en
elementos postsindpticos y se difunde a través del espacio sindptico para activar receptores en
la presinapsis (Takako et al., 2005).

Los EC se sintetizan bajo demanda por el incremento de Ca? intracelular asociado a la
activacion de receptores acoplados a proteinas Gq/11 como por ejemplo receptores a
glutamato, mGluR1 y mGIluRS5, asi como los receptores colinérgicos muscarinicos, M1 y M3,
que han mostrado regular positivamente la concentracion de ANA y 2-AG en cultivos de
neuronas de hipocampo de ratas (Schmind et al., 1999).

Seguido de las sefiales que promueven la sintesis de EC en la célula, los precursores
lipidicos de la membrana plasmatica: 2-Araquidonoil-fosfatidillinositol, el acido 2-
araquidonoil-fosfatidico, la 2-araquidonoil-fosfatidilcolina y el 2-araquidonoil-
fosfatidiletanolamida, interactiian con otras enzimas para producir EC. En el caso de la ANA,
en su ruta sintética es necesario que se catalice al precursor N-acil-fosfatidiletanolamina

(NAPE) por la fosfolipasa-D especifica para NAPE (NAPE-PLD), o puede ser por otras rutas
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que no involucran a NAPE-PLD, por ejemplo, como parte de la sintesis de los acidos grasos
(Natarajan, et al., 1983; Schmid, et al., 1990).

El 2-AG se sintetiza a partir de su precursor, el diacilglicerol (DAG) y por la lipasa
diacilglicerol (DAGL), en sus dos isoformas o o . Cabe mencionar que esta molécula se
encuentra densamente expresada en el estriado, ademas que la isoforma DAGLa participa
predominantemente en la sinapsis del cerebro maduro, mientras que la DAGL participa
preferentemente en etapas tempranas del desarrollo del sistema nervioso. La DAGLa, parece
estar regulada por Ca® y cofactores como glutationa, tripéptido conformado por glutamato,
cisteina y glicina, la movilizacion de Ca? es fundamental para la sintesis de los EC. El paso
critico para la produccion de ANA y 2-AG en la célula, se debe principalmente a la
formacion de NAPE y DAG, ambos convertidos desde fosfatidiletanolamina a partir de N-
acetiltransferasa y fosfoinositidos por la interaccion de la fosfolipasa C (Shonesy et al.,
2013).

Los EC se sintetizan en la membrana plasmatica por medio de enzimas especificas, sin
embargo, hasta el momento se han descrito otros endocannabinoides: N-dihomo-y-
linolenoiletanolamina, virodhamida, N-araquidonoildopamina, N-araquidonoilglicina, N-
araquidonoil GABA y el Noladin Eter, los cuales pueden tener otras rutas metabolicas (Cota
et al., 2003; Pertwee et al., 2010).

Las moléculas fosfolipidicas contenidas en la membrana de la neurona constituyen el
precursor de la ANA. La sintesis de ANA inicia con el aumento de los niveles de Ca?
intracelular, de manera que la fosfatidiletanolamina es transformada a N-araquidonoil
fosfatidiletanolamina por la N-aciltransferasa. Posteriormente, la Fosfolipasa D convierte a la
N-araquidonoil fosfatidiletanolamina en ANA, proceso dependiente de Ca? (Hussain, et al.,

2018).
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Para la sintesis del 2-AG se requiere del precursor fosfatildil-inositol (PI, por sus
siglas en inglés), que es transformado en diacilglicerol (DAG) por la Fosfolipasa C-3, que
también es dependiente del flujo de Ca? intracelular. Finalmente, la DAG lipasa produce 2-
AG (Szabo & Schicker, 2008).

La neurotransmision por endocannabinoides finaliza tras su captura e hidrélisis por enzimas
especificas, la ANA es metabolizada por la amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH, por sus
siglas en inglés) en la neurona postsindptica, mientras que el 2-AG es metabolizado por la
lipasa monoacilglicerol en la terminal presinaptica (Howlet et al., 2002).

Receptor CB1: Expresion y Senalizacion

En 1990 se descubrié que el SKR6, un GPCRs que hasta ese momento era un receptor
huérfano, al expresarlo y activarlo farmacolégicamente con A’-THC en células K1 de ovario
de hamster chino (células CHO) mostr6 inhibir la actividad del adenilil ciclasa, permitiendo
establecer un acople especifico con las proteinas Gi,. Estos hallazgos bastaron para que desde
ese momento se le nombrara receptor a cannabinoides tipo 1 (Pertwee et al., 2010).

Al poco tiempo se clono el gen responsable de la codificacion de los rCB1 en
humano, rata y ratén, el CNR1, para caracterizarlo se empeld un oligonucledtido proveniente
del receptor de la sustancia K de vaca, del ADNc de la biblioteca del cerebro de rata, se
secuenciaron 472 aminoacidos identificando el /ocus en la regién 6q14-15, 91.8~96.1 cM
(Cao et al., 1997).

El locus coincide con los marcadores moleculares D6S474 y DS424 relacionados con
la presencia de esquizofrenia y con la onda P300 que aparece en los registros de EEG ante la
toma de decisiones y que esta alterada en pacientes esquizofrénicos de poblacion clinica en
Estados Unidos y Australia. Este /ocus también comparte secuencias de aminoacidos con
personas con dependencia a sustancias de abuso (Levinson, et al., 2000; Martinez, et al.,

1999; Martinez-Gras, et al., 2006).
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Hasta el momento se han caracterizado cuatro exones que se expresan
alternativamente para sintetizar cinco isoformas de ARNm del rCB1 en el encéfalo, la region
codificante est4 preferentemente en el exdn 4, sin embargo, atin no se ha descrito por
completo la actividad transcripcional del exén 5 en la region 57, misma que se ha propuesto
estabiliza al ARNm en localizacion subcelular o eficacia transduccional. Estas isoformas que
se expresan en el tejido encefélico tienen una localizacion diferenciada, expresando los
mensajeros preferentemente en el exon 1y 3 de donde se transcriben las variantes CB1A,
CBI1B, CBIC y CBID, todas las isoformas coinciden en los dos sitios alternativos para la
sefial de inicio de la transcripcion en estos exones, mientras que para la variante CB1E los
transcriptos se expresan en el sitio 5al final del ex6n 3 y en el exdn 4, esta Gltima es la de
menor expresion en el encéfalo (Zhang et al., 2004).

El CNRI presenta al menos 11 polimorfismos de nucleotido simple (SNPs, por sus
siglas en inglés) a lo largo de su secuencia, mismos que se asocian con patologias, de los que
destacan el SNP codificante 1359G/A (rs1049353) que contiene una adenina (A) o guanina
(G) que no ocasiona un cambio de aminoacido en la molécula resultante (treonina 392/453
treonina). En la region 3'UTR (unstraslated region) se han localizado 12kb del extremo 3’
del gen, ademas de un microsatélite que es rico en tripletes de AATn (Martinez-Gras et al.,
2006).

La frecuencia de los alelos con SNPs en el CNR! y del microsatélite AATn, se
relacionan con la diversidad entre las poblaciones norteamericana, japonesa, europea y
africana para presentar diversas patologias, asi como en halotipos del mismo gen. Un
haplotipo es el conjunto de alelos de polimorfismos de un gen que al encontrarse cercanos
entre ellos aumenta la probabilidad de heredarse juntos. Lo anterior tiene implicaciones en la
participacion del CNRI en algunos trastornos que pudieran estar diferenciados en la

poblacion (National Center for Biotechnology Information, 2023).
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Una vez que se codifica y transcribe el CNR/ al rCB1, esta proteina participa en la
modulacion de multiples procesos en todo el organismo, en el encéfalo modula elementos
cognitivos, emocionales y hedonicos, por mencionar solo algunos ejemplos de toda su
participacion en el sistema. El rCB1 pertenece a la clase A de los GPCRs, presenta una
abundante expresion en el encéfalo, principalmente en las balsas lipidicas de membranas
plasmaticas e intracelulares. Se ha descrito mayor presencia de rCB1 en terminales
presinapticas de la médula espinal, cerebelo, estriado, sustancia nigra, hipocampo y corteza
cerebral, este receptor se expresa con menor densidad en el sistema nervioso periférico
(Hebert-Chatelain et al., 2016).

Las terminales axdnicas y segmentos colaterales de las zonas activas de la sinapsis de
las neuronas de la corteza cerebral que inervan al hipocampo son ricas en expresion del rCB1,
aunque también se le encuentra en las interneuronas positivas a colecistoquinina (CCK) y con
menor densidad en neuronas que liberan glutamato. Dentro del estriado dorsal y ventral los
rCBI1 se expresan abundantemente en las neuronas espinosas medianas, expresion
particularmente alta en axones de la via directa que proyectan al globo palido (Katona et al.,
1999).

Dentro del estriado dorsal y ventral, los rCB1 se expresan abundantemente en las
neuronas espinosas medianas, expresion particularmente alta en los axones de la via directa
que proyectan al globo palido (+). En el cerebelo, los rCB1 se expresan en fibras ascendentes,
neuronas tipo canasta y otras neuronas. La expresion funcional incluye astrocitos y microglia,
donde modula negativamente la muerte neuronal en modelos de isquemia o dafio traumatico
cerebral. Se expresa en menor proporcion en oligodendrocitos donde modula la respuesta
celular ante hipoxia isquémica, estrés oxidativo, ataques inmunes y tumorales, mediante
mecanismos anti apoptoticos, como la regulacion a la baja de fosfoinositol trifosfato (PI3K) y

la proteina quinasa 3 (AkT) (Howlet, et al., 2002).
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En el cerebelo, se ha encontrado la expresion de los rCB1 en fibras ascendentes, en
neuronas tipo canasta y en otras neuronas. La expresion funcional incluye astrocitos y
microglia, donde modula negativamente la muerte neuronal en modelos de isquemia o dafio
traumatico cerebral. Se expresa en menor proporcion en oligodendrocitos donde modula la
respuesta celular ante hipoxia isquémica, estrés oxidativo, ataques inmunes y tumorales
mediante mecanismos anti apoptdticos, como la regulacion a la baja de fosfoinositol
trifosfato (PI3K) y la proteina quinasa 3 (AkT) (Robson, 2001).

También se ha descrito la participacion de los rCB1 en la proliferacion, diferenciacion
y migracion en células progenitoras neuronales como neuromodulador retrégrado, regulando
negativamente la liberacion de neurotransmisor y promoviendo la hiperpolarizacion de la
neurona presinaptica. Al transfectar los rCB1 en lineas celulares con la toxina pertusis, toxina
que cataliza la ribosilacion del ADP de la subunidad de las proteinas Gi, Go y Gt, se encontro
una reduccion en la produccion de AMPc, lo que permitio determinar la sefializacion via las
proteinas Gis y con la administracion de ANA en membranas que expresaban al rCB1,
nuevamente se encontrd un efecto inhibitorio sobre el adenilil ciclasa (Jiang & Bajpayee,
2009).

Una vez descrito el acople de los rCB1 con las proteinas Gi/o, se implant6 el receptor
en células CHO y se encontraron efectos diferenciales entre el rCB1 y el rCB2 con la
administracion de ANA, lo que demostr6 diferencias en las vias de sefalizacion de ambos
receptores, aun cuando ambos receptores se acoplan a la misma proteina G (Rueda et al.,
2000).

El 2-AG presenta actividad farmacoldgica como agonista completo, es decir, se
acopla a todos los receptores cannabinérgicos con efecto inhibitorio en sistemas heter6logos
en presencia de la forskolina, molécula responsable de la acumulacién del AMPc (Gonsiorek

et al., 2000).
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Las vias candnicas que también son las mas aceptadas involucran la activacion de los
GPCR’s favorecen la activacion de quinasas asociadas a receptores acoplados a proteinas G
(GRKSs), fosforilando residuos de serina y/o treonina en dominios intracelulares de receptores
activados por agonistas, generalmente en el extremo C-terminal y/o en el tercer loop
intracelular (Reiter & Lefkowitz, 2006).

Los rCB1 y rCB2 se co-expresan con las isoformas de adenilil ciclasa 1, 3,5, 6y 8,
mismas que en ensayos con radioligandos mostraron inhibir la producciéon de AMPc,
mientras que las isoformas 2, 4 y 7 estimulan la produccién de AMPc (Molina-Holgado et al.,
2002). Adicionalmente, se ha reportado que en ausencia de las proteinas Gaiso, estos
receptores pueden sefializar por proteinas Gg, induciendo un decremento en la produccion de
AMPc (Cruz-Martinez et al., 2018).

El acople de los rCB1 con las proteinas Gaio es considerado como la via candnica, en
ella incrementa la fosforilacion de la cinasa reguladora de sefiales extracelulares, pERK 1-2, a
través de vias dependientes de las proteinas G y la chaperona B-arrestina. La via de la
proteina Gai/ participa negativamente en la modulacion de la produccion de AMPc que a su
vez inhibe la actividad de la proteina cinasa A (PKA, Tsuboi et al., 2018), ademas de
estimular la actividad de los canales de K* rectificadores de corriente (GIRKS) ¢ inhibir a los
canales de Ca? dependientes de voltaje tipo N y P/Q, lo que en conjunto genera una
inhibicion en la liberacion de neurotransmisor en la terminal presinaptica (Al-Zoubi et al.,
2019).

Por su parte, la via que involucra la fosforilacion y reclutamiento de la B-arrestina
depende de senales alternas dependientes de las proteinas G, que a su vez dependen del
estado en el que se encuentren al momento de la activacion. Los dos subtipos, B-arrestina 1y

B-arrestina 2, cumplen la funcion de mediacion en la desensibilizacion de los GPCRs. Se ha
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encontrado que en ratones knockout de B-arrestina 1 y B-arrestina 2, aumenta la sensibilidad y
actividad de los rCB1 en tratamientos con agonistas selectivos (Reiter & Letkowitz, 2006).

Como ultimo paso en la ruta candnica de los rCB1 se fosforilan la proteina quinasa
activada por mitégeno (MAPK), la p38 MAPK vy la cinasa c-Junk N-terminal, cinasas que
participan como factores de transcripcion (Gabor et al., 2010).

De las vias alternas a la ruta canonica tras la activacion de los rCB1 se da el acople
con otros subtipos de proteinas G, en condiciones especificas se ha reportado la interaccion
con las proteinas Gas y Gog/i11 (Al-Zoubi et al., 2019).

Se ha descrito, aunque en menor proporcion la funcion de la proteina y del transcripto
del rCB1 fuera del sistema nervioso en las glandulas adrenales, tejido del sistema
reproductivo y células inmunes. En estos tejidos se ha propuesto una probable interaccién con
la modulacion del funcionamiento del sistema nervioso central (Fulton, 2010; Tsuboi et al.,

2018; Zou et al., 2019).

Receptor CB2: Expresion y Senalizacion

Aunque la disponibilidad de informacion de los rCB2 en la literatura es
considerablemente reducida en comparacion a los rCB1, se sabe que los rCB2 pertenecen a
los GPCR's de la clase A de los receptores de rodopsina. Se clonaron en una la linea celular
de leucemia promielocitica de humano (HL60) usando el ADNc y desde macréfagos y
monocitos del esplenio. Se describio el gen CNR2, responsable de codificar los 360
aminoacidos de la proteina, con una presencia de siete a-hélices transmembranales, un grupo
amino (N) terminal en la region extracelular glucosilado y un grupo carboxilo C terminal en
la region intracelular (Amin & Ali, 2019).

El gen CNR?2 se identificé en el locus del cromosoma 4 en ratdon y en el cromosoma
1p36 en humanos, tiene una estructura simple con un exon de codificacion simple. Los rCB2

son considerados de baja variabilidad con respecto a los rCB1 a partir de las comparaciones
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entre secuencias de humano, rata y raton. El 81% de sus aminoacidos son homdlogos entre
rata y humano, el 82% entre humano y ratén, mientras que la homologia entre rata y raton es
del 93%. Esta baja variabilidad entre especies se puede deber a la particularidad de la C-
terminal que se presenta en la rata, como resultado de la region intronica del ADN (Karsak et
al., 2009).

El ARNm proveniente del CNR2 mostrd una expresion preferente en el sistema
inmune y en células hematopoyéticas, sin embargo, también hallaron su presencia en otras
estirpes celulares del sistema inmune, de mayor a menor medida en células B > células
natural killer > macrotagos > células polimorfonucleares > células CD8T > células CD4T
(Galiegue, 1995).

La expresion de los rCB2 en el sistema nervioso central se desestim6 durante varios
afios debido a la sefial tan baja que se registraba, por la ausencia de sondas y anticuerpos
especificos de la proteina. Sin embargo, con el avance biotecnoldgico fue posible reevaluar la
expresion de la proteina del receptor y con ello establecer la contribucion de los rCB2 en la
modulacion de la actividad del sistema nervioso central, asi como en el tejido endotelial y en
células gliales (Quraishi & Paladini, 2016).

Con el reporte de Xi et al., en el 2011, se describid la participacion de los rCB2 del
NAc en la modulacién de la liberacion de DA y la conducta operante en un protocolo de
autoadministracion de cocaina en un modelo kockout de raton. Se encontrd que tanto el
efecto de liberacion de DA como los puntos de ruptura requerian de la participacion de los
rCB2, efecto que se confirmo con el uso de antagonistas selectivos.

En el reporte de Zhang et al. (2017), se determind la expresion de los rCB2 por
hibridacion in situ en los somas de neuronas del ATV y en células gliales. También se evalud
la modulacion del receptor en presencia del agonista JWH-133 en el ATV, encontrandose la

inhibicion de los potenciales de accion, efecto prevenido con el antagonista, AM630. Estos
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mismos autores encontraron que el consumo de cocaina aumentaba la expresion de los rCB2
en la CPF, estriado y mesencéfalo, ademas de una tendencia de aumento con el consumo de
sacarosa. Nuevamente encontraron una modulacion negativa en los potenciales de accion y
una caida en los puntos de ruptura ante la activacion farmacolédgica del rCB2 con el JWH-
133.

En el reporte de den Boon et al. (2012) encontraron la presencia funcional de los
rCB2 en membranas intracelulares de neuronas piramidales de la corteza prefrontal, mientras
que Lopez-Ramirez et al. (2019) encontraron la presencia de los rCB2 en neuronas del
estriado que expresaban conjuntamente receptores D2, formando heterodimeros rCB2-D2,
ademas de que sugirieron que los rCB2 se expresan en las proyecciones DAérgicas que llegan
al estriado. Por su parte, Navarrete et al., (2013) reportaron la presencia de los rCB2 en
neuronas que conjuntamente expresan a los receptores nicotinicos a3 y o4, en el NAc y el
ATV.

Hay evidencia experimental demostrada por Aracil-Fernandez et al. (2012) de la
expresion de los rCB2 en astroglia en el NAc y el ATV, misma que se relaciona con el
consumo de cocaina en un modelo mutante. También existe evidencia de la presencia
significativa de los rCB2 en microglia y en menor medida en oligodendocitros en células de
cultivos primarios (Rojo-Bustamente, et al., 2020). En tejido de cerebelo humano se hallo la
expresion de los rCB2 en microglia perivascular (Nufiez, et al., 2004). En conjunto, estos
hallazgos corroboran la presencia funcional del receptor en NAc, tanto en neuronas como en
células gliales.

Con respecto a las vias de sefializacion hay poca informacion disponible y la que hay
converge en la via canonica por acople con las proteinas Gi/Goq, inactivando el adenilil
ciclasa y consecuentemente promoviendo la reduccion de la sintesis de AMPc. Este efecto es

generado por el desacople de las subunidades catalitica y reguladora del complejo PKA,
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modulando asi la fosforilacion de factores de transcripcion que a su vez regulan a promotores
de sobrevivencia, proliferacion y diferenciacion celular (Taylor & Kornev, 2016).

De los pocos estudios que no describen la via canonica, se ha reportado que los rCB2
pueden activar la via de PI3K/Akt que se asocia con la respuesta protectora de neuronas en
apoptosis, ademas de que puede fosforilar a la serina 352 en condiciones basales. Esta
fosforilacion aumenta con la activacion de agonistas selectivos, promoviendo la
desensibilizacion del receptor, ademas de las proteinas que participan en la internalizacion
del receptor, como el residuo P139 en el motif DRY (X)6P resultante de la interaccion entre
el receptor y las proteinas G. Asi mismo, se encontrd que la B-arrestina 2 y la clatrina son
necesarias para la internalizacion y reciclamiento del rCB2 (Dhopeshwarkar & Mackie,
2016).

La activacion de alguna de las dos vias, de la B-arrestina o proteinas Gi/Goq, depende
de las caracteristicas moleculares del ligando con el que interactua el receptor. A este
fendmeno se le conoce como selectividad funcional o agonismo sesgado, el cual consiste en
que dos o mas farmacos selectivos a un mismo receptor generen respuestas diferentes al
interior de la célula, debido a que interaccionan en distintos sitios de union, lo que genera
diferentes cambios conformacionales (DeWire, et al., 2007; Franklin et al., 2013).

Ejemplo de lo anterior es el caso de los agonistas selectivos GW405833 y el
GW833972A, que se ha mostrado que pueden tener distinta selectividad funcional. El primer
agonista muestra una interaccion muy baja con el adenilil ciclasa pero mayor por las [3-
arrestinas, probablemente por su naturaleza de aminoalcaloide, mientras que en el segundo
agonista muestra una actividad preferente por la inactividad del adenilil ciclasa
(Dhopeshwarkar & Mackie, 2016).

Otro de los mecanismos descritos en los que se involucra la activacion de los rCB2 es

en la modulacion de la fosfolipasa C (PLC, por sus siglas en inglés), a través de las
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subunidades Py de las proteinas Gai o directamente por la actividad de los canales CaV2.1
dependientes de Ca?, mediante mediadores como la CAMKII o los receptores ubicuos de
calciomodulin cinasa, que son sensibles al aumento de Ca? (1uM) intracelular (Jiang et al.,
2008). Estos sensores de calcio son capaces de generar una respuesta ionica directa en los
canales CaV2.1. Recientemente se ha descrito que la activacion de los rCB2 es capaz de
modular al subtipo P/Q de los canales de Ca? mediante la subunidad By (Sanchez-Zavaleta et
al., 2018).

En el 2012 den Boon et al., demostraron que los rCB2 que modulan la actividad
eléctrica de las neuronas piramidales de la CPF, dependen del incremento de Ca? intracelular
y una vez activos regulan positivamente las corrientes de Cl" dependientes de Ca? por la
activacion de los receptores de inositol trifosfato (IP3). Poco después se reportd que la
funcion de los rCB2 en el reticulo endoplasmatico de neuronas piramidales de la CPF medial
estaba regulada por la sintesis de endocannabinoide, es decir, la modulacion de las corrientes
de Cl1- se daban por activacion de los rCB2 mediante endocannabinoide sintetizado como
consecuencia de la aplicacion de pulsos despolarizantes de 20Hz (den Boon et al., 2014).

La expresion funcional de los rCB2 en neuronas glutamatérgicas de la region CA2 y
CA3 en el hipocampo involucra al co-transportador de sodio y bicarbonato (NBC) a nivel
postsinaptico, regulando el pH de la neurona y con ello el tono endocannabinoide. Aunque la
expresion de los receptores es baja en estas neuronas, se ha reportado que los rCB2 son
capaces de hiperpolarizar la neurona (Stempel, et al., 2016).

Otro elemento en la via de senalizacion de los rCB2 es la que se caracteriz6 en
neuronas dopaminérgicas del ATV, mediante registros electrofisiologicos y biologia
molecular. Se encontro la expresion de los rCB2 en los somas y, al activarlos
farmacoldgicamente, hiperpolarizaron a la neurona por el acople de proteinas Ggi, via la

inhibicion de la adenilil ciclasa y regulando la actividad de la PKA dependiente de canales M



PARTICIPACION DE LOS RCB2 DEL NAC EN LA OBESIDAD
39

de K, mismos que se proponen como responsables de hiperpolarizar la neurona (Ma et al.,
2019).

La via de senalizacion canonica en células inmunes también es por el desacople del
complejo heterotrimérico de la proteina G, la subunidad Py regula las isoformas de la PLC y
activa las MAPK, como resultado del incremento de Ca? intracelular por la PLC/IP3. Por su
parte, la subunidad a que se une a la adenilil ciclasa para inhibir su actividad, generando la
disminucién de la sintesis de AMPc, lo que se ha asociado como una sefializacion via rCB2
para mantener una homeostasis inmunologica o una alternativa en respuesta a los
fitocannabinoides (A’~THC) o bien a los EC, para sobreponerse a una perturbacion

inmunosupresora (Cabral & Griffin-Thomas, 2009).

Participacion de los Endocannabinoides en el Control Alimentario y en la Obesidad

La participacion del sistema EC en la regulacion alimentaria es compleja y aun en la
actualidad se desconocen procesos moleculares en los que participan. De tal forma, entender
estos mecanismos potencialmente permitird mejorar los actuales tratamientos dirigidos a
condiciones como la obesidad.

La conducta alimentaria tiene dos tipos de regulacion, la homeostatica y hedonica,
ambas son reguladas en el encéfalo por circuitos neuronales que estimulan la generacion de
conductas de busqueda de alimento, mismas que seran capaces de modificar el peso corporal
y en general el estado de salud (Berridge & Kringelbach, 2015).

Los EC también participan en el balance de la regulacion endostésica, la cual permite
completar el consumo energético que se necesita para mantenerse vivo y, en la regulacion
exostasica, mecanismo evolutivo que permite almacenar energia para garantizar la
sobrevivencia de necesidades futuras (Piazza et al., 2017). En ambos casos, el elemento

heddnico esta presente como huella bioldgica para que las conductas adaptativas se repitan.
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La memoria heddnica permite que se jerarquice la busqueda de los alimentos por su
palatabilidad, por esta huella evolutiva. En la época moderna dificilmente habra quien se
alimente cumpliendo exclusivamente con las necesidades energéticas sin considerar el
elemento heddnico, razon que explica en parte la sobreingesta, considerando que la oferta de
alimentos palatables es excesiva, ademas de que tienen un bajo aporte nutrimental (Lau et al.,
2017).

Uno de los circuitos neuronales en los que interviene el SEC en la regulacion
alimentaria homeostatica se encuentra en el hipotalamo, este circuito esta constituido por una
intricada red de conexiones que involucra al PVN, hipotalamo lateral (HL), hipotalamo
ventromedial (VMH) y ARC, estas areas regulan principalmente funciones enddcrinas como
las sefnales de hambre y saciedad (Rossi & Stuber, 2017).

Por su parte, los EC estan presentes en neuronas que regulan directamente la conducta
alimentaria. Hay reportes en los que se realizaron administraciones con THC en ratas con
estimulacion eléctrica en el HL y confirmaron la modulacién orexogénica (Trojnar & Wise,
1991; citado en Lau, et al. 2017). También se demostr6 que la activacion de los rCBI1 facilita
la ingestion alimentaria por una respuesta homeostatica, particularmente aquellos que se
expresan en el hipotdlamo. La regulacién orexogénica provocada por la activacion de los
rCBI1 involucra la regulacion del tono de GABA en el PVN, en esta regulacion participan a
su vez los receptores SHT14 y SHT g (Cruz-Martinez et al., 2018).

Otro hallazgo que es consistente con el efecto hiperfagico de la activacion de los rCB1
es lo reportado por Williams y Kirkham (1999), quienes encontraron que con la
administracion subcutanea de AEA en ratas previamente alimentadas se increment6 la ingesta
de alimento de manera dosis dependiente, efecto que se previno con el SR141716.

En el reporte por Jamshidi y Taylor (2001) hallaron que la activacion de los

receptores a cannabinoides centrales con la administracion de ANA en el VMH fue capaz de
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reproducir un efecto hiperfdgico semejante a lo reportado por Williams y Kirkham en 1999,
pero con administraciones sistémicas. Ambos reportes muestran evidencia de la participacion
del SEC sobre la regulacion de la conducta alimentaria por receptores periféricos y centrales,
pero con la activacion central es suficiente para estimular el consumo de alimento.

Por otra parte, dentro de los efectos positivos en el tratamiento contra la obesidad con
el SR141716, se reportd reduccion en la circunferencia de la cintura, en el peso corporal y en
la acumulacion de triglicéridos en modelos de murinos, lo que llevé a que el tratamiento
alcanzara la investigacion de tercer nivel e incluso la venta abierta para su uso en humanos,
sin embargo, debido a la incidencia en la ideacion suicida de los usuarios se retird del
mercado (Behl et al., 2021).

En otro reporte se mostro el restablecimiento de los valores en la biometria hematica,
ademads de aminorar la resistencia a la glucosa en los ratones que se expusieron a un modelo
de obesidad inducido por dieta (OID), los cuales recibieron el tratamiento con el SR141716.
A pesar de lo anterior, dentro de los efectos conductuales se registré un incremento en la
respuesta ansiosa, semejante a lo que se report6 en los ensayos clinicos con humanos (Verty
etal., 2015).

Aunque el tratamiento en humanos con inhibidores de la actividad de los rCB1 no
avanzo mas, permitio develar en la comunidad cientifica la relevancia de este sistema para
regular elementos metabolicos y cognitivo-afectivos relacionados con la conducta
alimentaria.

Paralelamente se propuso la participacion de los rCB2 en un modelo de obesidad con
manipulacion genética. En el estudio se desarrollaron tres fenotipos de la cepa de raton
C57Bl/6J: heterocigotos (wild type), homocigotos obesos por deficiencia de leptina (ob/ob) y
homocigotos delgados (0b+/0b). Se observo que la expresion de los rCB2 en tejido adiposo e

higado es directamente proporcional con la ganancia de peso corporal, ademas de que la
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deficiencia del gen Cnr2 previene el desarrollo del sindrome metabdlico en los ratones
expuestos a una dieta alta en grasas. Por ultimo, los ratones deficientes del gen Cnr2, no
desarrollan esteatosis por la exposicion a la dieta alta en grasas (Deveaux et al., 2009).

Por otro lado, en ensayos farmacoldgicos se reportd que los rCB2 inhiben la conducta
alimentaria, pues administrando inyecciones i.p., del agonista selectivo JWHO15 a una dosis
de 10mg/Kg en ratones, se observo disminucion en la ingesta y el peso corporal, efecto que se
previno con el tratamiento del antagonista selectivo a los rCB2, el AM630 (Verty et al.,
2015).

Se ha propuesto que los rCB2 del sistema nervioso regulan procesos inflamatorios en
los que coinciden procesos de envejecimiento. En el reporte Amancio-Belmont et al. (2016)
encontraron que el consumo de alimento estandar y palatable disminuye con el incremento de
edad en ratas, asi como los puntos de ruptura por pellets palatables, pero no en la busqueda
por alimento palatable. Al evaluar la expresion de los rCB1 y rCB2, encontraron un
incremento significativo en ambas proteinas en la CPF, NAc e Hipocampo, efecto que los
autores propusieron deberse al envejecimiento de los animales.

Simultaneamente se ha reportado que los rCB2 modulan procesos inflamatorios
(Zoppi et al., 2014) y conductas impulsivas (Navarrete et al., 2012). Estas tltimas alteran la
toma de decisiones implicadas en la ingesta y la seleccion del alimento, por lo que se ha
propuesto que los rCB2 cumplen una funcion de freno o equilibrio de conductas reforzantes
(Onaivi, 2017), la cual se va perdiendo con el desarrollo de las adicciones y patologias
neurodegenerativas, lo que sugiere que en algunos casos de obesidad potencialmente podrian

ocurrir fendmenos semejantes a los reportados en procesos adictivos.
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Planteamiento del Problema

Los rCBI1 del diencéfalo y mesencéfalo contribuyen con la regulacion de la
alimentacion homeostatica, su activacion estimula el consumo de alimento mediante la
modulacion de la liberacién de GABA y glutamato en el hipotalamo. También participan en
la regulacion de la alimentacion heddnica estimulando la liberacion de DA en el NAc,
especialmente estimulando la ingesta de alimento palatable, incluso en sujetos saciados
(Cortés-Salazar et al., 2014; Guegan et al., 2013; Escartin-Pérez et al., 2009).

Las caracteristicas que hacen que el alimento sea palatable promueve que se consuma
mas que el alimento estdndar o con bajo aporte caldrico. Al respecto se ha propuesto que los
mecanismos neuronales que pueden generar el consumo compulsivo de alimento podrian ser
compartidos con aquellos responsables de otros procesos adictivos (Mateo et al., 2017).

En el NAc, cuando se activan los rCB1 de los somas de las espinosas medianas, se
registra una reduccion en el tono de GABA¢érgico, lo que a su vez promueve la activacion
cortical y liberacion de glutamato a las neuronas del ATV. Ante esta sefal, se libera DA en
regiones del circuito mesocorticolimbico, incluyendo el NAc. Este circuito orquesta
movimientos y cogniciones relacionadas a experiencias placenteras en adicciones y conducta
alimentaria (Mateo et al., 2017).

Los EC participan en la génesis de la obesidad asociada a la sobreingesta de alimento
hipercalorico, como se demostr6 en ratones deficientes de los rCB1 que no desarrollaron
obesidad aun con la exposicion continua a una dieta alta en grasas (Ravinet Trillou et al.,
2004). En otro reporte en el que emplearon un modelo de OID en ratones con agotamiento
selectivo de los rCB1 en neuronas del prosencéfalo, hipotdlamo y neuronas preganglionares
de la médula espinal, encontraron atenuado el efecto anorexogénico clésico del tratamiento
con el SR141716A, a diferencia de los ratones con agotamiento total, que no expresaron el

efecto anoréxico clasico del tratamiento (Quarta et al., 2010).
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Por otro lado, la evidencia experimental de la participacion de los rCB2 sobre la
regulacion de la alimentacion hedonica y la regulacion del peso corporal incluye el empleo de
fitocannabinoides como tratamientos. Se ha descrito un efecto anorexogénico en animales
alimentados con dieta chow con tratamientos cronicos y sistémicos con CBD, efecto
prevenido parcialmente con el agonista inverso el AM630 (Ignatowska, Jankowski &
Swiergiel, 2011).

Aunque el mecanismo de accion del CBD no estd completamente esclarecido, se ha
propuesto que funciona como un modulador alostérico negativo o como agonista inverso de
los rCB2 (Mlost et al., 2020). De la misma forma, el tratamiento crénico y sistémico con el
agonista de los rCB2, el JWH-133, mostr6 un efecto anoréxico en ratones alimentados con
una dieta alta en grasas, efecto revertido con la coadministraciéon del AM630 (Wu et al.,
2020). Estos reportes muestran la participacion de los rCB2 en la regulacion del peso
corporal en animales alimentados con dietas estandar y altas en grasas. Cuando se activaron

estos receptores, se previno la ganancia de peso corporal en rata y raton.

Justificacion

En México es bien conocida la crisis sanitaria asociada a la obesidad. En adultos se
calcula que la prevalencia alcanza el 30.5% en hombres, un 40.2% en mujeres y combinando
las prevalencias los casos de sobrepeso para ambos sexos alcanzan un 75.2%. En niflos y
adolescentes llegan a un tercio de la poblacion nacional. Con respecto a los gastos asociados
a esta condicion, estos ascienden a mas de 85 mil millones de pesos al afio entre tratamientos
médicos (73%), pérdidas en el desempefio laboral (15%) y muertes prematuras (12%).
Alrededor de 400 millones de horas laborales se pierden tratando las consecuencias de la
obesidad, sobrepeso y diabetes, lo que equivale a 184,851 empleos de tiempo completo

(Instituto Mexicano para la Competitividad A.C., 2015).
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Por otro lado, como ya se mencion6 el SEC contribuye con las sefales de la
comunicacion y procesamiento de la informacion en el circuito de la recompensa, elemento
neuronal que participa en la expresion de la conducta alimentaria homeostatica y hedénica. El
SEC también participa en la toma de decisiones, procesos inflamatorios y en las alteraciones
que forman parte de la propuesta adiccion al alimento (Gupta et al., 2020).

Particularmente los rCB2 del circuito de la recompensa regulan la actividad eléctrica
en neuronas corticales y del mesencéfalo, promoviendo la hiperpolarizacién de neuronas
piramidales y liberadoras de dopamina, respectivamente (den Boon et al., 2012; Zhang, et al.,
2014), en el NAc regulan la liberacion de DA (Xi et al., 2011) e inhiben a las neuronas
dopaminérgicas del ATV (Ma et al., 2019).

Como se ha mencionado, el incremento en la liberacion de DA en el NAc se relaciona
con la autoadministracion de cocaina, efecto en el que contribuyen los rCB2 (Aracil-
Fernandez et al., 2012; Navarrete et al., 2013; Xi et al., 2011) y en la ingesta de alimento
palatable (Melis, 2007) mediado por los rCB1.

A pesar de que la expresion presindptica de los receptores CB1 en el NAc est4 bien
caracterizada en neuronas que liberan glutamato y en los somas de neuronas que liberan
GABA, falta evidencia de las probables estirpes neuronales y gliales en las que se expresan
los rCB2.

De forma paralela, el consumo compulsivo de alimento hipercaldrico se relaciona con
el aumento de peso corporal, generando sobrepeso y en algunos casos obesidad (Berridge et
al., 2010). La obesidad es una condicién de acumulaciéon anormal de grasa e inflamacion
crénica que se caracteriza por alteraciones moleculares en el sistema inmune, como el
incremento de la proteina reactiva C y citocinas proinflamatorias (Cox, West & Cripps,
2015). En ratones deficientes de rCB2 se ha observado inflamacion exacerbada y mayor

expresion de citocinas proinflamatorias (Turcotte et al., 2016), por lo tanto, estos receptores
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pudieran participar en alteraciones que expliquen los desajustes que promueven la
sobreingesta de alimento palatable en la obesidad (Piché et al., 2023).

La participacion de los rCB2 del cerebro y su relacion con la ganancia de peso
corporal a la fecha ha sido poco estudiada, pues principalmente se ha investigado mas su
participacion en otras patologias. No obstante, se ha observado que su activacion esta
relacionada con la liberacion de DA en el NAc, que a su incrementa conductas consumatorias
orientadas a la obtencion de estimulos gratificantes como la cocaina (Xi et al., 2011).

De acuerdo con la evidencia disponible hasta el momento, la participacion de los
rCB2 en la actividad de las neuronas es inhibitoria, pues se ha reportado que en neuronas
positivas a TH del ATV decrementan su actividad eléctrica tras la activacion farmacologica
de los rCB2 (Zhang et al., 2014), mediante la apertura de canales de K tipo M (Ma et al.,
2019).

En la CPF, los rCB2 se expresan en membranas intracelulares de neuronas
piramidales y, tras su activacion, hiperpolarizan a la neurona mediante corrientes de Cl” (den
Boon, 2012), mientras que en el hipocampo en neuronas de las regiones CA2 y CA3
hiperpolariza mediante el transporte de Na?/K", regulando asi las oscilaciones de ondas teta y
omega (Stempel et al., 2016).

Debido a la actividad inhibitoria de los rCB2, se les considera como e/ freno de conductas
impulsivas y compulsivas. Aunado a lo anterior, se ha reportado la reduccion de la expresion
del rCB2 en ratones con obesidad inducida. Asi, es posible hipotetizar que las alteraciones
asociadas a la obesidad inducida por una dieta alta en grasas pudieran modificar la expresion
funcional de los rCB2 en el NAc. En consecuencia, evaluar la participacion y cambios de
expresion de los rCB2 en la obesidad podria coadyubar a proponer terapias dirigidas a
entender y tratar parte de la circuiteria neuronal implicada en la motivacidon y consumo

compulsivo del alimento palatable.
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Preguntas de investigacion

1. (La obesidad inducida en ratas por el consumo crénico de una dieta hipercaldrica (alta
en grasas) genera alteraciones en la motivacion por el alimento palatable evaluada mediante
una tarea operante?

2. (Las alteraciones conductuales son explicadas por cambios en la neurotransmision

cannabinoide mediada por los rCB2 del NAc de la rata?

Objetivos

General:

Determinar si la obesidad inducida con una dieta hipercaldrica con alto contenido de
grasas genera alteraciones en la motivacion (evaluada con una tarea operante) por alimento
palatable, ademas de evaluar la participacion los rCB2 del NAc y sus probables alteraciones
en rata.

Especificos:

I.  Establecer un modelo de OID en ratas macho de la cepa Wistar de 20 dias posnatales

(DPN) mediante la exposicion durante 41 dias a una dieta hipercalérica alta en grasas
(60% de calorias de grasas). El modelo serd validado mediante la evaluacion de los
siguientes parametros: i) un incremento en la ganancia de peso corporal superior al
15% con respecto a los controles, i7) alteraciones en la quimica sanguinea evaluada
mediante la medicion de las concentraciones de triglicéridos, colesterol total,
colesterol de alta y baja densidad, iii) incremento de la acumulacion de tejido adiposo
inguinal, gonadal, retroperitoneal, mesentérico y total, y iv) que la dieta no
comprometa la actividad locomotora.

II.  Estandarizar un protocolo de condicionamiento operante para evaluar la motivacion

por alimento palatable, mediante tres fases: preentrenamiento, entrenamiento y
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prueba. Los parametros para las fases de entrenamiento y prueba se establecieron en
términos de la estabilidad en la tasa de respuesta en los programas de reforzamiento
de razon fija y en la fase de prueba se cuantificaron los cambios en la motivacién con

los puntos de ruptura en un programa de reforzamiento de razén progresiva.

III.  Determinar si el modelo OID produce cambios en los puntos de ruptura asociados al
alimento palatable.

IV.  Evaluar la participacion de los rCB2 del NAc en la regulacion de la motivacion por
alimento palatable (pellts de sacarosa con sabor a chocolate) con un programa de
reforzamiento de razon progresiva tras la exposicion al modelo de OID.

V.  Determinar si el modelo de OID produce alteraciones en la expresion de los rCB2 del
NAc.
VI.  Evaluar la participacion de los rCB2 en la liberacion de DA en el NAc.
Hipatesis

Con base en la evidencia experimental actualmente disponible, los efectos esperados

son: i) La exposicion cronica a una dieta alta en grasas por 41 dias generara incremento en la

ganancia de peso corporal, alteraciones en la quimica sanguinea (triglicéridos, colesterol

total, colesterol de alta y baja densidad) e incremento de la acumulacion de tejido adiposo.

Paralelamente, se esperan cambios en la sensibilidad a las propiedades del alimento palatable,

especificamente un incremento en los puntos de ruptura, acompanados de cambios en la

respuesta a la activacion de los rCB2 del NAc y en la expresion de estos receptores en la

misma region cerebral de las ratas.
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Método

Animales

Se emplearon 24 ratas macho de la cepa Wistar generadas en los bioterios donde se
realizaron los experimentos. Para los procedimientos conductuales, los animales fueron
entregados por el Bioterio General de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala (FES-I) con
una talla de entre 50 a 60g y con una edad de entre 20 y 24 DPN. Para las evaluaciones
neuroquimicas las ratas se suministraron por el bioterio del Centro de Investigaciones y
Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAYV) sede Zacatenco, con el
apoyo del Dr. Benjamin Floran, los procedimientos llevados a cabo con todos los animales se

apegaron en todo momento con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999).

Aparatos

Para evaluar la motivacion por alimento palatable se emplearon 8 cajas operantes tipo
Skinner, automatizadas y desarrolladas por Med Assossiates Inc. (Standard Modular
Chamber, MED-008-B2). Cada caja estaba equipada con dos palancas retractiles, dispensador
para reforzadores solidos y liquidos, luces para cada palanca, luz general y bocina para emitir
un tono ajustable. Se empled el sofiware MED-PC-IV® para registrar las respuestas de la rata
y el nimero de reforzadores dispensados en cada sesion. Se disefiaron y escribieron los
codigos de todos los programas con el software Trans IV®, personalizando los requisitos de
cada configuracion experimental. Las cajas operantes estuvieron conectadas a una interfase
que las enlazaba a un computador en el que se ejecutaron los programas y se compilaron las
respuestas de los animales.

Para cuantificar la liberacion de DA [H?], se us6 un contador de centellometria
automatizado Beckman Coulter ®, ademés de una bomba peristaltica de 24 canales en los que

por goteo se capturaban las soluciones que contenian el ligando radioactivo.
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Para evaluar la expresion de los receptores a cannabinoides se empled la técnica de
Western Blot, con una fuente de poder de 4 canales de la marca BioRad®, una camara de
electroforesis y otra de transferencia de la misma marca. Las membranas en las que se
incubaron a los anticuerpos fueron de PVDF.

Se emplearon cajas de actividad de campo abierto de la marca Med Assossiates Inc.,
con el software MED, para determinar la actividad locomotora de los sujetos.

Las mediciones del peso del tejido adiposo se realizaron con una balanza

semianalitica y la biometria hematica fue procesada por un laboratorio comercial.

Dietas

Como parte de los experimentos para estandarizar el modelo OID, la dieta que se
desarrollé en un primer momento tuvo la composicion de almidon de maiz, caseina, dextrosa,
sacarosa, aceite de soya, celulosa, mineral mix, vitaminas mix, L-Cistina, colina, TBHQ,
inulina y manteca de cerdo. El aporte calorico era de 4.74 kc/g y 45% de aporte lipidico, esta
dieta se le denomind DAGS. La dieta control tuvo la composicion de almidon de maiz, caseina,
dextrosa, sacarosa, aceite de soya, celulosa, mineral mix, vitaminas mix, L-Cistina, colina y
TBHQ, con un aporte calorico de 3.84 kc/g y 10% de aporte lipidico, conocida como AIN 93
(por las siglas de la institucién que recomend¢ la formula en 1993).

Ambas dietas fueron desarrolladas a partir de las recomendaciones nutrimentales para
roedores por la American Institute of Nutrition en 1993 (Reeves, Nielsen & Fahey, 1993) y se
elaboraron en la planta piloto de las instalaciones del Instituto Nacional de Ciencias Médicas
y de Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ), se prepar6 una vez por semana y se transporto
al bioterio del laboratorio de Neurobiologia de la Alimentacion de FES-I donde se realizaban

los experimentos conductuales.
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Sin embargo, debido a problemas con la comercializacion de la caseina por restricciones
de la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), en
experimentos posteriores se empled una dieta comercial (TestDiet ®). Con la primera dieta
permiti6 se establecieron los parametros en talla, tiempo de exposicion, volumen, manejo para
evitar su descomposicion, los materiales de almacenaje y la cronicidad de lavado. También se
pudo determinar la edad optima para favorecer la ganancia de peso corporal y la manipulacién
para evitar el estrés innecesario de los animales.

Se usaron dos dietas comerciales desarrolladas por TestDiet®. La dieta alta en grasas
(HF) (Rodent Purified Diet w/60% Energy From Fat-Blue, 58Y 1), con un perfil nutricional de
23.6% de proteina, 34.9% de grasa, 25.9% de carbohidratos, 6.5% de fibra y un aporte calorico
de 5.16 Kcal/g (0.924kcal proteinas, 3.140 kcal grasas y 1.036 kcal carbohidratos). La dieta
control fue empleada como control a la anterior (Rodent Purified Diet w/10% Energy From
Fat-Yellow (58Y2), con 16.9% de proteina, 4.3% de grasa, 67.4% de carbohidratos, 4.7% de
fibra y un aporte calorico de 3.76 Kcal/g (0.678kcal proteina, 0.384kcal de grasa y 2.697 kcal
de carbohidratos). Mediante el uso de estas dietas se obtuvieron todos los resultados del modelo
OID.

Para la evaluacion de la motivacion por alimento palatable se emplearon dos dietas
como reforzadores, una estandar para las fases de entrenamiento y una palatable para las fases
de prueba de motivacion, ambas dietas fueron suministradas por BioServ (Dustless Presision
Pellets®). El perfil nutricional de la dieta estandar por cada pellet de 45 mg fue de 18.7% de
proteina, 5.6% de grasa, 4.7% de fibra, 6.5% de ceniza, <10% de humedad y 59.1% de
carbohidratos. La dieta palatable fue manufacturada a base de sacarosa y tenia sabor a
chocolate, con un perfil nutricional por cada 45mg, de 0%, de proteina, 0.0% de grasas, 5.8%

de fibra, 0.8% de ceniza, <10% de humedad y 87.4% de carbohidratos.
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Cirugia estereotaxica

Posterior a los 41 dias del modelo OID a las ratas se les implantd unilateralmente
(hemisferio derecho) una cénula guia de microinyeccion en el NAc, las coordenadas se
calcularon con el Atlas Estereotdxico del cerebro de rata de Paxinos y Watson (2002), las
coordenadas fueron anteroposterior +1.52mm; lateromedial -0.7mm; y dorsoventral -6mm.

Se anestesio a las ratas con una mezcla de Xilazina y Ketamina + solucion salina (s.s.),
en una proporcion de 1:3 entre anestésico y sedante, la proporcion fue de 1:1 entre el coctel y
la s.s., se empled en una dosis efectiva de 100mL/10kg de peso corporal via i.p. Para el periodo
de recuperacion posterior a la cirugia se concedieron 5 dias, en ese periodo se dio un
tratamiento profilactico con un antibidtico de amplio espectro a una dosis de 100mL/10kg via

i.m., con alimento y agua corriente ad libitum.

Drogas

Como sedante se uso el clorhidrato de xilacina desarrollada por PiSA Agropecuaria®,
un agonista betaadrenérgico con una dosis de 8mg/kg, como anestésico se usd ketamina
desarrollada por PiSA Agropecuaria®, antagonista de los receptores NMDA, con la dosis de
70mg/kg. En el tratamiento profildctico postoperatorio el antibidtico que se empled fue
Enroxil® al 5% de enrofloxacina.

Para conocer la participacion de los rCB1 se uso6 el agonista selectivo Arachidonyl -
2’chloroethylamide hydrate (ACEA), con una Ki de 1.4 nM para los receptores CB1 y >1
400nM para el rCB2. Para el bloqueo de los rCB1 se empleo el antagonista 1-(2,4-
Dichlorophenyl)-5-(4-iodophenyl)-4-methyl-N-4-morpholinyl-1H-pyrazole-3-carboxamide
(AM 281), con una Ki de 12 nM para los rCB1 y 4 200nM para los rCB2.

Para evaluar la participacion de los rCB2 se emplearon el agonista CB2 2-[(3-

chlorophenyl) amino]-N-(4-pyridinylmethyl)-4-(trifluoromethyl)-5-Pyrimidinecarboxamide
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hydrochloride (GW 833972A), con una Ki de 7.8nM, >1 000nM para los rCB1, ademés del

agonista inverso 6-lodo-2-methyl-1-[2-(4-morpholinyl)ethyl]-1H-indol-3-yl](4-
methoxyphenyl) methanone (AM 630), con una Ki 31.2nM para los rCB2 y >150nM para los
rCB1. Ambos farmacos se diluyeron en dimetil sulféxido (DMSO) al 50%, después se
realizaron diluciones con s.s. para alcanzar la dosis de 0.5ug/ulL de farmaco + 0.05% de
DMSO + 99% de s.s., la solucion de vehiculo tuvo un volumen de 0.05% de DMSO y

99.95% de s.s.

Modelo de Obesidad Inducido por Dieta (OID)

A los dos dias del arribo de los animales a nuestro bioterio, se pesaron y distribuyeron
a uno de los dos grupos con los que se trabajd, cuidando que el peso corporal promedio fuera
semejante. A los animales del grupo control se les alimentd con la dieta control y al grupo HF
se alimento con la dieta alta en grasas (HF), se les expuso por 41 dias a las dietas registrando
diariamente el consumo de alimento, liquidos (agua corriente) y peso corporal, lo que
permitio rastrear el estado de salud de los animales y evitar alteraciones en su desarrollo.

Al término del modelo, 5 ratas de cada grupo fueron seleccionadas aleatoriamente, se
colect6 la sangre troncal y la cantidad de tejido adiposo. Con la muestra de SmL de sangre
troncal se evaluo la quimica sanguinea donde se determinaron los niveles de leptina, glucosa,
colesterol de alta densidad (HDL, por sus siglas en inglés) y colesterol de baja densidad
(LDL, por sus siglas en inglés). Los analisis clinicos se realizaron en una clinica veterinaria,
misma que recogid las muestras en el laboratorio y envié los resultados por correo
electronico. Para colectar el tejido adiposo se diseco el area inguinal, retroperitoneal,
mesentérica y gonadal, el analisis también incluyo el calculo de la grasa total que incluy6 las

cuatro areas.
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Por ultimo, se midi6 la actividad locomotora de las ratas para descartar que la dieta

generara dafios en la motricidad gruesa de los sujetos expuestos a la dieta HF.

Evaluacion de la Motivacion por Alimento Palatable

Este procedimiento consistio en el entrenamiento de las ratas para que asociaran la
operante de presionar una palanca con la contingencia del alimento palatable como estimulo
reforzador. El protocolo se dividio en tres fases, preentrenamiento, entrenamiento y prueba.

La fase de preentrenamiento consistid en que los animales asociaran la operante con
el reforzador, para conseguirlo se sometieron a un programa de asociaciones emergentes
mediante una operante libre, donde se mostraron aleatoriamente los estimulos
incondicionados como el alimento, las luces asociadas a las palancas, el sonido del
dispensador del reforzador y la presencia de las palancas por medio de su exposicion y
retraccion. Para la emision de las respondientes hasta ese momento, se presentd el reforzador
como estimulo incondicionado. Previo a comenzar la primera sesion se entregaron 5
reforzadores que funcionaron como priming, se realizaron 3 sesiones de 20 minutos con 5
ensayos cada una, tiempo suficiente para que se formaran las contingencias en la mayoria de
las ratas.

En el caso de que la rata no formara las contingencias con la operante libre, se les
aplico un programa de encadenamiento en el que se fragmentd la operante en subsistemas de
conductas basicas, conforme aumentaban los ensayos completados, se iban haciendo mas
complejas, aproximando a la rata a la operante mediante reforzamiento continuo.

En la fase de entrenamiento, las ratas fueron expuestas a programas de reforzamiento
positivo en la configuracion de razon fija (RF). La emision del reforzador dependio del
requerimiento de respuesta establecido previamente, en el de razon fija 1 (RF1) se dio una

relacion de 1:1 entre la respuesta y el reforzador, se continud con razén fija 5 (RF5) con una
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relacion de 1:5, esté tltimo ademas de mantener la asociacion entre el reforzador y la
operante, incremento la tasa de respuesta. En ambos programas, los animales debian

mantener una estabilidad de respuesta calculada a partir del promedio de respuestas de al
s . .. , Xaxk
menos 20% de las Gltimas 5 sesiones, con la siguiente férmula, % =< 20, donde a es ¢l

promedio de las ultimas 5 sesiones, b el promedio de las ultimas 3 sesiones, k es una
constante.

En la fase de prueba, se determin6 la motivacion de las ratas por el alimento palatable
usando como unidad de medida los puntos de ruptura que se obtuvieron con el programa de
razon progresiva (RP), los puntos de ruptura se definieron como el valor maximo de
operantes que realizo la rata para obtener un reforzador. El programa de RP consistié en
aumentar progresivamente el requerimiento de respuesta con cada reforzador otorgado. Los
valores se establecieron a partir de la ecuacién P = (x1°), donde P corresponde al valor del
requerimiento de respuesta y x es el nimero de ensayo. Los puntos de ruptura se calcularon
del ultimo ensayo de cada sesion para conocer el valor méximo de la operante por conseguir
el reforzador. Se buscod que la serie permitiera calcular la motivacion sin desgaste de la
operante por el costo de demora y que fuera principalmente por el costo de esfuerzo en la
tarea. LLas sesiones no tuvieron una duracion establecida, finalizaban transcurridos 10 min de
omision de la operante.

En esta fase se realizaron las pruebas farmacologicas para conocer los efectos de la

activacion de los rCB2 del NAc sobre la motivacion por alimento palatable.

Evaluacion de los Efectos de 1a Activacion de los rCB2 del NAc en la Motivacion por
Alimento Palatable
Para evaluar la motivacion por alimento palatable tras la activacion de los rCB2 del

NAc se implant6 unilateralmente una canula guia en el drea suprayacente del NAc a un total
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de 10 ratas expuestas al modelo OID, se les administraron los tratamientos farmacologicos con
una diferencia de dos dias entre cada tratamiento, se emple6 un cuadro latino en el que todos

los sujetos recibieron todos los tratamientos de manera aleatoria.

Determinacion de la Expresion de los rCB2 del NAc

Se empleo la técnica de Western Blot para evaluar la expresion de los receptores del
NAc en ratas expuestas al modelo OID. Para lo anterior, se sacrificaron 8 ratas por
dislocacion cervical para obtener los tejidos encefalicos y realizar cortes cerebrales coronales
en frio, se disecaron los nucleos de interés. Posteriormente, se colectaron las muestras en
viales de S0mL con PBS, una vez terminada la colecta se derram¢ el excedente de la solucion
y se agrego solucion RIPA, para homogenizar el tejido con un homogeneizador motorizado,
se prosiguio a fraccionar la muestra por medio de una centrifugacién de 15 000 rpm para
obtener la fraccion sinaptosomal. Se colecto el sobrenadante y se desecharon las pastillas que
se formaron en el fondo de los tubos tipo Falcon.

El siguiente paso fue desnaturalizar las proteinas por baiio Maria a 70°C durante
Smin., se agreg6 solucion muestra, la cual contenia inhibidores de proteasas. El siguiente
paso fue determinar la absorbancia de la muestra por espectrofotometria, apoyandose de una
curva de saturacion con una muestra conocida, determinada la concentracion de la muestra se
homogenizo el volumen de carga y se almacenaron en microtubos de 2mL a una temperatura
de -70°C.

Con las muestras procesadas y listas, se polimerizaron los geles de poliacrilamida con
un 20% de acrilamida, se vertio al interior de los casetes de vidrio, se adiciono el peine para
formar los pocillos. Se cargaron los pocillos con el marcador de peso molecular y las

muestras de interés, seguido, se monto en las cajas de electroforesis y se cargaron con la
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solucion amortiguadora para electroforesis, se conect6 a una fuente de poder para agregar una
carga de 80 volts durante 20 min. y luego se aumenté a 120 volts durante 120 min.

Se extrajo el gel de poliacrilamida y se monté en una preparacion tipo sandwich con
los geles que contenian las membranas de PVDF en las cajas de transferencia, a la que se le
vertio la solucion amortiguadora de transferencia. Transcurridas 2h, se obtuvieron las
membranas y se activaron con metanol, para después bloquear con BSA a 0.25% durante
24h, se realizaron 3 lavados en agitacion de 26 rpm en un agitador orbital por Smin., para
retirar el excedente de la solucioén de bloqueo.

Se incubo el anticuerpo primario para el rCB1 de la casa comercial ABCAM a una
dilucion de 1:1000, para el rCB2 se empleo el anticuerpo ACR-002 de la casa comercial
Cayman® a una dilucién de 1:2000. El primero de los anticuerpos secundarios se desarrollo
en hospedero de ratén y el segundo de cabra, las diluciones fueron de 1:15000 para el
primero y 1:10000 para el segundo, las placas se revelaron usando una reaccion de
quimioluminiscencia con luminol, se registro la sefial con un fotodocumentador o placa
fotografica.

Para determinar por inmunofluorescencia la expresion de los rCB2 en el fenotipo
neuronal, astriglial y microglial en el NAc, se obtuvieron los cerebros de las ratas del grupo
HF y Ctrl al término del modelo de OID, se sumergieron en una solucion de alta sacarosa al
80% durante 4 dias, después se trasladaron a una solucion de PFA al 4% por 3 dias, para
seccionar los cerebros en cortes sagitales de 30um con un criotomo Beckman ®.

Los cortes se almacenaron en una placa de 48 pocillos con PBS filtrado, se
seleccionaron las rebanadas con los niicleos mejor conservados, para realizar la recuperacion
antigénica. Las muestras se mantuvieron en agitacion con el buffer de citratos a una
temperatura constante de entre 90-100°C durante 10min., para continuar con 3 lavados de

PBS, 5 min. C/u. Posteriormente se llevo a cabo la permeabilizacion y bloqueo de los tejidos
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incubandolos por 2 horas a temperatura ambiente y en agitacion con BSA al 1% y Tritéon X-
100 al 0.2% en PBS.

Después de la incubacion se montaron los tejidos en microtubos de 2ul. en una
solucidn que contenia el anticuerpo primario en una dilucion de 1:100 (Alamone lab ACR-
002) en BSA al 1% diluido en PBS durante 24h y en agitacion orbital, al término se lavaron 3
veces (Smin./c.u.) los tejidos con PBS para incubar el anticuerpo secundario (Neum 1:100;
GFAP 1:100; CD68 1:100) durante 3h a temperatura ambiente, se continud con dos lavados
de Smin y uno de 10 min con PBS, los cortes histologicos fueron montados en porta objetos
esterilizados con medio vectachield y DAPI, se sellaron con cubre objetos y barniz comercial.
Las imagenes se procesaron por microscopia epifluorescente.

Por ultimo, el analisis cuantitativo del campo Optico de la inmunrreactividad de los
rCB2 en las microfotografias de las preparaciones NeuN, GFAP y CD68, se empleo el
programa ImageJ®, los parametros en resolucion, saturacion y area de captura fueron los
mismos para todas las imagenes de todas las preparaciones, se calcul6 el porcentaje de area

para realizar la cuantificacion en términos de medias.

Liberacion de [*H]-dopamina de Explantes del NAc

Grupos de 10 ratas macho de la cepa Wistar fueron sacrificados por decapitacion para
obtener el tejido encefalico y luego obtener cortes coronales de 300 pm mediante un
vibratomo. De los cortes cerebrales obtenidos diseco el tejido del NAc y se le mantuvo en
una solucion Krebs-Henseleit (KH) a 4°C y con perfusion constante de una mezcla de O2/CO»
(95:5 volumen:volumen). La composicion del KH (mM) incluy6 NaCl (118.25), KCL (1.75),
KH>PO4 (1.25), MgSOq4 (1), D-glucosa (10), NaHCOs3 (25) y CaClz (2).

Se incubaron los tejidos durante 30 min en 2mL de fluido cerebro espinal artificial

que se prepard con 77 nM [*H]-dopamina (40 Ci/mmol), 10 uM de pargilina (inhibidor del
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metabolismo de la DA) y 0.57 mM de acido ascorbico en una solucién de 0.03 nM de EDTA,

solucion que se uso hasta el término del experimento.

Posteriormente se depositaron 3-4 secciones del NAc en cada cdmara de un sistema de
perfusion vertical (la solucion K-H se perfundi6 a una velocidad de 0.5 mL/min) controlado
con una bomba peristéltica multicanal (Brandel PP120). Como linea base se colectaron 4
muestras con estas condiciones, para posteriormente estimular la liberacion de [°’H]-DA con
la adicion de una solucion de K de 30mM en K-H y se tomaron 6 colectas. Los farmacos se
agregaron en la fraccion 3 para registrar los efectos ante el estimulo despolarizante del K*
(Sanchez-Zabaleta et al., 2018; Lopez-Ramirez et al., 2020).

La radioactividad se determin¢ agregando a cada muestra SmL liquido de centelleo de
una solucién de 1L con la composicion de 667 mL de tolueno, 333mL de triton X-100,
POPOP 200 mg. Se recuperd el tejido de cada camara y se agrego liquido de centelleo para
posteriormente colocar las muestras en un contador de centelleo (Beckman Coulter) y se
determind el nimero de desintegraciones por minuto. Para normalizar los resultados se
obtuvo un cociente de la radioactividad presente en cada fraccion entre la radioactividad del
tejido (Sanchez-Zabaleta et al., 2018; Lopez-Ramirez et al., 2020).

Los experimentos se realizaron de manera secuencial y ordenada. Primero, las ratas
fueron sometidas al protocolo de OID y simultdneamente a las fases de preentrenamiento y
entrenamiento operante para posteriormente evaluar la motivacion por el alimento palatable.
Finalizado el periodo de 41 dias del modelo OID, se realizaron las cirugias para implantar las
canulas guia en el NAc y después del periodo de recuperacion, se obtuvieron los puntos de
ruptura en la fase de prueba con el programa de RP y se realizaron las pruebas
farmacologicas intra-NAc. Cabe mencionar que se tomaron 8 ratas sin cirugia de cada grupo
y se excluyeron del estudio para realizar las pruebas de locomocién mediante la prueba de

campo abierto.
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Después de realizadas las evaluaciones conductuales tras las manipulaciones
farmacologicas, los animales fueron decapitados para obtener los tejidos encefalicos y luego
se realiz6 el analisis histologico de los sitios de inyeccion y el analisis de expresion del rCB2.
Cinco de estos sujetos fueron seleccionados aleatoriamente para evaluar la quimica sanguinea
troncal y el tejido adiposo, de esos sujetos también se realizo el andlisis histologico
encefalico.

Paralelamente, se decapitd un grupo independiente de 8§ ratas experimentalmente ingenuas
para extraer los cerebros y disecar el NAc para evaluar Liberacion de [’H]-dopamina de

explantes del NAc.

Figural
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Nota. Se muestra esquematicamente las fases por las que pasaron los animales con base a los DPN y como se
evaluaron las variables dependientes.

Analisis Estadistico

Para la comparacion de los grupos sometidos al protocolo de OID, se empled
ANOVA de dos entradas para medidas repetidas, considerando el factor tiempo (dias de
exposicion) y el factor grupo (dieta HF o control), ademas de la prueba post hoc de post hoc
Siddk. Para la comparacion del peso de los depositos de grasa corporal de los sujetos de
ambos grupos se aplico la prueba U de Mann-whitney debido a que no se cumplian los

supuestos de la estadistica paramétrica (distribucion normal y homogeneidad de varianzas).
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Por su parte, para la comparacion de los parametros de la quimica sanguinea y de los
parametros de la prueba de campo abierto entre los grupos (HF vs control), se aplico la
prueba ¢ de student. Asimismo, el nimero de respuestas a la palanca activa en los programas
de reforzamiento RF1 y RF5 a lo largo del entrenamiento, asi como en las 5 sesiones
analizadas en las que se evaluaron los puntos de ruptura, fueron comparadas entre los grupos
alimentados con la dieta alta en grasas y sus controles empleando un ANOVA de dos
entradas de medidas repetidas considerando en factor tiempo (dias o sesiones) y el factor
grupo, esto seguido de la prueba post hoc de Siddk cuando fue apropiado. Las comparaciones
en los puntos de ruptura de los sujetos tratados farmacoldgicamente con los ligandos de los
rCB2 se realizaron con ANOVAs de 2 entradas considerando el factor tratamiento y el factor
dieta, ademas de que también se aplico la prueba post hoc de Siddk cuando fue apropiado. El
porcentaje del area con inmunoreactividad contra rCB2 + proteinas de neuronas (NeuN), de
astroglia (GFAP) o microglia (CD68) se compar¢ entre los grupos con la dieta alta en grasas
y sus controles aplicando pruebas t y mediante un ANOVA de 2 entradas considerando el
factor dieta (alta en grasas, control) y el factor estirpe celular (Neun para neuronas, GFAP
para astrogia y CD68 para microglia), seguido de la prueba post hoc de Siddk. La
significancia estadistica de las diferencias en todas las comparaciones estadisticas se

establecid con un nivel de significancia de a=.05.
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Resultados

Modelo de obesidad inducido por dieta (OID)

El primer objetivo particular del presente estudio fue estandarizar el protocolo para
inducir obesidad mediante la exposicion a una dieta hipercalorica con alto contenido de
grasas. Para lo anterior se consideraron los parametros de la ganancia de peso y la
acumulacion de grasa corporal, asi como los cambios en las concentraciones séricas de
triglicéridos, colesterol total y colesterol de baja densidad. Los sujetos del grupo HF ganaron
en promedio 35% mads peso corporal que el grupo control al final de los 41 dias de exposicion
con una edad de 65 DPN (factor tiempo F (40,320)= 372.6, p< .001; factor dieta F' (1,8)- 9.619,
p< 0.05; factor interaccion F (a0320)= 10.97, p<.001). El peso corporal de los sujetos que
consumieron la dieta HF fue significativamente mayor desde el DPN 44 y hasta el 49 (p<.05)

y del dia 51 hasta el 60 (p<.001) (Fig. 2).

Figura 2

Ganancia de peso corporal en el modelo de OID
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Nota. Ganancia de peso corporal de los sujetos expuestos a la dieta alta en grasas (HF) y sus controles (Ctrl), se
encontré un incremento significativo en el grupo HF desde el DPN 44 v hasta el 49 (p<.001) y del DPN 51 hasta el 60
(p<.001). Datos expresados en términos de medias + el error estandar (S.E.M.) ***p<.001, n=10.
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Asimismo, la cantidad (g/kcal) de alimento s6lido consumido por los sujetos del
grupo HF increment6 significativamente (F (1,8)= 60.54, p<.001, post hoc p<.001) en
comparacion con el grupo control, en el consumo de liquidos se encontrd un incremento
significativo en los DPN 20 al 30 (post hoc p<.001). Se calcul6 el area bajo la curva (AUC)
y se encontrd que el grupo HF consumié mas kcal/g con respecto a los controles (= 7.750, p<
.001), aunque el consumo de liquidos no difirié entre los grupos. Se observaron variaciones
en los patrones de consumo, mismos que coincidieron con los dias de privacion de alimento
que necesarios para mantener la conducta operante de las ratas durante las evaluaciones de

motivacion por alimento palatable (Fig. 3).

Figura 3

Consumo de alimento solido vy de liquidos en el modelo de OID
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Nota. Consumo de alimento solido (superior) e ingestion de liquido (abajo) de los sujetos expuestos a la dieta alta
en grasas (HF) y sus controles (Ctrl), se encontréd un incremento significativo en el consumo de alimento en el
grupo HF (p<.001) en los DPN del 20 al 30 (post hoc p<.001), ademas de encontrar un incremento significativo en
la prueba post hoc (p<.001) en la ingesta de liquidos en el grupo control. Datos expresados en términos de medias +
el error estandar (S.E.M.). ***p<.001 dieta HF vs dieta Ctrl, n =10.

Por otro lado, encontramos que la acumulacion del tejido adiposo en las ratas

alimentadas con la dieta alta en grasas aumento significativamente en las areas
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retroperitoneal, perirrenal, inguinal, mesentérica y en el tejido graso total (= 2.672, p<.05; =
2.277, p< .05; t=2.642, p< .05; t= 6.824, p< .001; = 6.563, p< .001, respectivamente) (Fig.

4), pero no en las regiones gonadal ni escapular.

Figura 4
Acumulacion del tejido adiposo por regiones
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Nota. Se muestra la acumulacion retroperitoneal (arriba-izquierda), perirrenal
(arriba-centro), inguinal (arriba-izquierda), y total (abajo-derecha) de los
sujetos expuestos a la dieta alta en grasas (HF) y sus controles (Ctrl). Datos
normalizados al peso corporal de cada sujeto y expresados en términos de
medias +el error estandar (S.E.M.). ¥*p<.05 dieta HF vs dieta Ctrl, n=10.
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En consistencia con lo anterior, encontramos en los sujetos alimentados con la dieta
alta en grasas aumentos significativos en las concentraciones plasmaticas de colesterol de
baja densidad (= 2.939, p<.01), en el colesterol total (== 3.023, p< .01) y en los triglicéridos
(= 3.040, p< .05) (Fig. 5). Coémo se esperaba, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la determinacion de la glucosa, lo que nos permitié determinar que no eran

ratas diabéticas.

Figura 5

Comparaciones en las concentraciones plasmdaticas de metabolitos
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Nota. Comparacion de colesterol de alta densidad (arriba-izquierda),
colesterol de baja densidad (arriba-centro), colesterol total (arriba-
derecha), glucosa (abajo-izquierda), v triglicéridos (abajo-derecha) de
los animales expuestos a la dieta alta en grasas (HF) y sus controles
(Ctrl). Datos expresados en términos de los promedios de mg por
decilitro (mg/dL) =S E.M. *p<.05, p<.01 dieta HF vs Ctrl, n=5.



PARTICIPACION DE LOS RCB2 DEL NAC EN LA OBESIDAD
66

Finalmente, mediante la evaluacion de los pardmetros de la prueba de campo abierto
(episodios ambulatorios, distancia ambulatoria, promedio de velocidad y tiempo de
descanso), se determind que la motricidad gruesa no se afect6 significativamente entre los

sujetos expuestos a la dieta alta en grasas (Fig. 6).

Figura 6

Parametros de locomocion en prueba de campo abierto
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Nota. Episodios ambulatorios (arriba-izquierda),
distancia ambulatoria (arriba-derecha), velocidad
promedio (abajo-izquierda), y tiempo de descanso (abajo-
derecha) de los sujetos expuestos a la dieta alta en grasas
(HF) y sus controles (Ctrl). Datos expresados en términos
de medias £S.E.M.., n=10.



PARTICIPACION DE LOS RCB2 DEL NAC EN LA OBESIDAD
67

Evaluacion de la Motivacion por Alimento Palatable

En funcién de que el segundo objetivo particular del presente estudio consistio en
estandarizar las condiciones del entrenamiento operante para asegurar la evaluacion valida de
la motivacion por el alimento palatable, en la fase de entrenamiento se establecieron los
pardmetros de estabilidad de la respuesta como criterio de cambio para cada una de las fases.
Asi, encontramos patrones de adquisicion y desempefio operante uniformes en ambos grupos,
ya que la emision de la respuesta en la palanca activa no se encontraron diferencias
significativas entre grupos ni en el nimero de ensayos completados en los programas de

razon fija 1 y 5, por lo que se establecid un aprendizaje estable (Fig. 7).
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Presiones a la palanca activa en los programas de razon fija
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Nota. Presion a la palanca activa en el programa de razon fija 1 (arriba-izquierda) y 5 (izquierda-
abajo), y ensayos completados (RF1 arriba-derecha; RF5 abajo-derecha) de los animales
expuestos a la dieta alta en grasas (HF) y sus controles (Ctrl). Datos expresados en términos
medias + SEM., n=10.
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Motivacion por el Alimento Palatable en Sujetos Sometidos al Protocolo de OID

Para cumplir el tercer objetivo particular del presente trabajo, se determinaron los
efectos de la exposicion a la dieta alta en grasas sobre el procesamiento de las propiedades
reforzantes del alimento palatable. Asi, encontramos que en cinco sesiones en las que se
aplico el programa de reforzamiento de RP, las ratas del grupo HF disminuyeron
significativamente sus puntos de ruptura (factor sesiones F (132)= 3.639, p<.05; factor dieta F’
(1,8)= 5.862, p< .05; interaccion sesiones x grupo F (s32)=4.200, p<.01), especificamente se
encontraron diferencias significativas del factor grupo en las sesiones 1 (HF vs control, p<
.01) y 2 (HF vs Control, p<.05). De la serie de cinco sesiones consecutivas en las que se
calcul¢ el area bajo la curva (AUC) para conocer la magnitud acumulada del efecto,
encontramos que el grupo alimentado con la dieta alta en grasas presenté menor motivacion
por el alimento palatable (1= 2.333, p<.05) (Fig. 8).

De la misma forma, encontramos que el nimero de respuestas a la palanca activa
también disminuy¢ significativamente en el grupo alimentado con la dieta alta en grasas
(factor sesiones F (2.721,21.77)= 5.540, p< .01; factor dieta F (18)= 7.174, p< .05, factor
interaccion F (432)= 3.528, p<.05), en las sesiones 1 (p<.01) y 2 (p<.05). Por el contrario, el
nimero de ensayos completados y presiones a la palanca inactiva no fueron diferentes entre
los grupos (Fig. 8). El efecto de disminucion de la motivacion por el alimento palatable a
consecuencia de la exposicion a la dieta se confirm6 desde la comparacion de los puntos de

ruptura de la primera sesion de la serie de cinco sesiones (= 3.396, p< .05) (Fig. 8).
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Figura 8

Parametros de respuestas operantes
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Nota. Respuestas operantes de los animales expuestos a la dieta alta en grasas (HF) y sus controles (Ctrl),
obtenidos con la aplicacion del programa de RP, incluyendo los puntos de ruptura (arriba-izquierda), las
presiones de la palanca activa (abajo-izquierda), los ensayos completados (abajo-centro), las respuestas a la
palanca mactiva (abajo-derecha), asi como el area bajo la curva de los puntos de ruptura de las 5 sesiones
evaluadas (arriba-centro) y los puntos de ruptura de la sesion 1 (arriba-derecha). Datos expresados en
términos medias + S.EEM. *p<.05, **p<.01 dietas HF vs Ctrl, n=10.
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Efectos de la Activacion de los rCB2 del NAc Sobre la Motivacion por Alimento
Palatable en Ratas Sometidas al Protocolo de OID

Como cuarto objetivo de la tesis se determind conocer la participacion de los rCB2
sobre la motivacion por alimento palatable tras la exposicion del modelo OID. Encontramos
que la administracion intra-accumbens del agonista selectivo de los rCB2 (GW405833,
0.5png/0.5uL) no modifico significativamente los puntos de ruptura de las ratas del grupo HF.
Contrario a lo anterior, si encontramos que el mismo tratamiento con el agonista de los rCB2
produjo un incremento significativo (factor tratamiento F' (3,12)= 2.227; p< .05; factor dieta F
(1.4)=4.210, p<.05, interaccion entre tratamiento x dieta F (3,10)= 1.878, p<.05) en los puntos
de ruptura de las ratas del grupo alimentado con la dieta control (vh vs GW, p<.05), ademaés
de que dicho efecto fue prevenido por el antagonista AM 630 (Fig. 9).

En los ensayos completados por sesion, observamos diferencias significativas en el
grupo tratado con el agonista de los rCB2 de los sujetos alimentados con la dieta HF (factor
tratamientos F (3,12)= 4.626, p< .05; factor dieta F' (14)= 5.528, p< .05, interaccion tratamiento
x dieta F' (3,100= 0.7213, p< .05), especificamente aumento el nimero de ensayos completados
en los sujetos alimentados con la dieta HF con el tratamiento del agonista de los rCB2 (p<
.05) (Fig. 9).

Por su parte, el nimero de presiones a la palanca activa aumento significativamente
por el tratamiento con el agonista de los rCB2 en el grupo alimentado con la dieta control (Vh
vs GW, p<. 05), pero no en el grupo HF la palanca inactiva (grupo HF) y en la tasa de
respuesta (grupo HF) no se encontraron diferencias significativas entre los grupos o

condiciones (Fig. 9).
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Parametros de la conducta operante en el programa de RP con los tratamientos farmacologicos
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Nota. Conducta operante en los programas de RP

en términos de ensayos completados (arriba-izquierdo),

puntos de ruptura (arriba-centro), presiones a la palanca activa (arriba-derecha), presiones a la palanca
inactiva (abajo-izquierda), y tasa de respuesta (abajo-derecha) de los animales alimentados con la dieta alta

en grasas (HF, barras rojas) o con la dieta control

(Ctrl, barras azules) que recibieron los tratamientos

farmacologicos con los ligandos de los rCB2. Datos expresados en términos de medias = E.S. M. *p<.05;

ns=no significativo , n=10.
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Determinacion de la Expresion de los rCB2 del NAc en Ratas Expuestas al Protocolo de

01

El quinto objetivo particular del presente trabajo se consistid en determinar si la
expresion de los rCB2 se modificaba con la exposicion a la dieta HF. Para lo anterior, se
evaluo en cinco nucleos del circuito de la recompensa de la rata la densidad de expresion del
receptor mediante la técnica de Western Blot. Las regiones de interés incluyeron a la corteza
prefrontal (CP), al nicleo accumbens (NAc), al hipotalamo ventral (HV) y dorsal (HD) y al
area tegmental ventral (ATV), ademés de que se incluy6 como control negativo (-, linea
HEK) en ambos grupos, los alimentados con la dieta alta en grasas (HF) y la dieta control
(Ctrl). De tal forma y con base los parametros previamente descritos (Ashton et al., 2006), se
realizd un analisis cualitativo de la expresion del rCB2, en el que se observo que los sujetos
alimentados con la dieta alta en grasas tenian una mayor expresion del rCB2 en la fraccion
sinaptosomal del tejido de la CP, HD y VTA del grupo expuesto a la dieta HF, mientras que

en NAc y el Hv disminuyo (Fig. 10).

CP CP NAc NAc HV HV HD HD ATV ATV
Ctl HF Cwul HF Cul HF (-) Ctrl HF Cul HF

MPM (-)

40 kDA = 40 kDA

Fig. 10. Fotografias del inmunoblot en el que se muestra la expresion de los rCB2 de la fraccion sinaptosomal en las regiones de interés
de los sujetos alimentados con la dieta alta en grasas (HF) o con la dieta control (Ctrl). CP= corteza prefrontal, NAc= nucleo
accumbens, HV= hipotalamo ventral, y HD= hipotalamo dorsal, VTA= 4rea tegmental ventral. Las bandas reveladas corresponden a los
40kDA (flecha negra), peso molecular de los rCB2.

Adicionalmente, se determind si los rCB2 se expresan en distintas

estirpes celulares del NAc (neuronas, microglia y astroglia) y si dicha expresion se
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modificaba por efecto de la exposicion a la dieta alta en grasas mediante una técnica

inmunohistoquimica.

Asi, encontramos que los rCB2 se expresan en las tres estirpes celulares, neurona (NeuN),
astroglia (GFAP) y microglia (CD68), ademas de que los patrones de expresion parecen
modificarse por efecto de las dietas que consumian los sujetos. Se muestran las imagenes
obtenidas con la superposicion inmunorreactiva contra rCB2 + NeuN + DAPI para el grupo
HF (Fig. 11e-h) y grupo Ctrl (Fig. 11a-d) en la misma region. Las imdgenes que muestran
simultaneamente la inmunorreactividad contra rCB2 + GFAP + DAPI del grupo HF (Fig.
12e-h) y al grupo Ctrl (Fig. 12a-d). Finalmente, aunque no identificamos sitios con
inmunorreactividad contra rCB2 + CD68 + DAPI en el grupo HF (Fig.13e-h), si lo
encontramos en el grupo Ctrl (Fig. 13a-d).

Al realizar la cuantificacion de la densidad optica de los rCB2 en las fotomicrografias de las
preparaciones de NeuN, GFAP y CD68, encontramos un decremento significativo (= 4.719,
p<.001) del grupo HF con respecto al grupo control y se hallaron diferencias
estadisticamente significativas entre los factores dieta (factor dieta Fi120= 13.95, p<.001) y
al tipo de estirpe celular que se evaluo (factor grupo F229= 2.29, p< .05) y una interaccioén
entre factores (interaccion dieta X grupo F229)= 8.626, p< .001). Especificamente, se observo
que en los sujetos alimentados con la dieta alta en grasas disminuyd significativamente la

inmunorreactividad contra rCB2 + GFAP con respecto al grupo control (p<.001) (Fig. 14).
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rCB2 NeuN DAPI Merge

Fig. 11. Se muestra en a) y e) la nmunorreactividad de los sitios de reconocimiento para el rCB2 en el NAc de ratas Ctrl y HF
respectivamente, en b) y f) se muestra la mmunorreactividad de células de estirpe neuronal positivas a NeuN del grupo Ctrl y HF
respectivamente, en ¢) y g) se muestra la inmunorreactividad de los nucleos celulares positivos a DAPI del grupo Ctrl y HF respectivamente,
en d) y h) se muestran las superposiciones (cabezas de flecha) de los canales de CB2+NeuN+DAPI para determinar la presencia de los rCB2
en neuronas del Nac en las ratas expuestas al modelo OID. Escala en 100pum.
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CB2 GFAP DAPI Merge

a) b)
Ctrl

9)
HF

Fig. 12. Se muestra en a) v €) la mmunorreactividad de los sitios de reconocimiento para el rCB2 en el NAc de ratas Ctrl y HF respectivamente, en b) y
f) se muestra la mmunorreactividad de células de estirpe neuronal positivas a GFAP del grupo Ctrl y HF respectivamente, en c) y g) se muestra la
mmunorreactividad de los nucleos celulares positivos a DAPI del grupo Ctrl y HF respectivamente, en d) y h) se muestran las superposiciones (puntas
de flecha) de los canales de CB2+GFAP+DAPI para determinar la presencia de los rCB2 en neuronas del Nac en las ratas expuestas al modelo OID.
Escala en 100pm.
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(B2 CD68 DAPI Merge
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Fig. 13. Se muestra en a) y e) la inmunorreactividad de los sitios de reconocimiento para el rCB2 en el NAc de ratas Ctrl y HF respectivamente, en b) y
f) se muestra la mmunorreactividad de células de estirpe neuronal positivas a CD68 del grupo Ctrl y HF respectivamente, en c) y g) se muestra la
mmunorreactividad de los niicleos celulares positivas a DAPI del grupo Ctrl y HF respectivamente, en d) y h) se muestran las superposiciones (cabezas
de flecha) de los canales de CB2+CD68+DAPI para determmar la presencia de los rCB2 en microglia del Nac en las ratas expuestas al modelo OID.
Escala en 100pum.
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Figura 14

Cuantificacion del porcentaje del area del rCB2 por campo dptico
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Nota. Cuantificacion del porcentaje de area del rCB2 por campo
optico de las microfotografias de las tres preparaciones para NeuN
(arriba-izquierda), GFAP (arriba-derecha), v el resumen (debajo) de
todas las estirpes celulares que se evaluaran en ambos grupos
alimentados con la dieta alta en grasas (HF, barras azules), y el
alimentado con dieta control (Ctrl, barras rojas). Datos expresados

en términos de medias = E.S. M. ***p<.05; ns=no significativo, n=6.
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Evaluacion de los Efectos de la Activacion de los rCB2 sobre la Liberacion de [*H|DA

en el NAc

Como ultimo objetivo particular se establecid evaluar un mecanismo efector de la
activacion de los rCB2 en el NAc, considerando que ante el consumo de reforzadores
naturales y sintéticos se libera DA en el este nucleo cerebral (Xi et al., 2011; Melis et al.,
2007). Asi, en un primer momento se evaluaron los efectos de la activacion de los rCB1 sobre
la liberacion de [PH]DA en tejidos de NAc de la rata y encontramos un aumento significativo
de la liberacion de DA marcada como resultado de la adicion al medio del agonista de los
rCB1, ACEA (100nM). Dicho efecto fue completamente prevenido por la adicion del
antagonista selectivo de los rCB1, AM 281 (100nM). A partir de lo anterior, establecimos un
sistema in vitro valido y sensible, para posteriormente determinar si los rCB2 también
contribuyen con la regulacion de la liberacion de DA inducida por el aumento de la
concentracion de K* en explantes del NAc.

De acuerdo con nuestros resultados, la liberacion de [°’H]DA inducida por el pulso
despolarizante con K" en el NAc fue estimulada por la presencia del agonista farmacologico
de los rCB2, GW833972A (100nM). Este incremento fue significativo (F(1,6= 9.565, p<.001;
n= 6) respecto a la condicion vehiculo. En la misma serie de experimentos incluimos una
condicidn en la que los rCB2 fueron bloqueados con el antagonista AM 630 (100nM) y
encontramos que el efecto estimulatorio del GW833972A fue completamente prevenido por
la adicion del antagonista. Los hallazgos anteriores proporcionan la evidencia de la

selectividad farmacologica del GW833972A sobre los rCB2 del NAc (Fig. 15)
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Figura 15

Liberacion fraccional de [3H] DA en tejidos del NAc
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Nota. Liberacion fraccional de [3H]DA inducida por el pulso despolarizante de la
adicion de solucion con alto K™ (15nM) a partir de la fraccion 5 en las diferentes
condiciones farmacologicas de las manipulacion de los rCB1 (arriba-izquierda), rCB2
(abajo-izquierda). Los insertos de la derecha muestran el calculo del area bajo la
curva expresado en porcentajes de la liberacion fraccional basal de [3H]DA (colectas
de las fracciones 1-4) en las distintas condiciones farmacologicas de la manipulacion
de los rCB1 (arriba-derecha), rCB2 (abajo-derecha). Datos expresados en términos de
medias = E.E.M. La linea punteada horizontal sefiala el promedio porcentual de
referencia de la liberacion basal de [3H]DA. **p<.01 vs la situacion control, n=6.
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Discusion

El presente estudio tuvo como principal objetivo establecer si en los sujetos con
obesidad inducida por la exposicidon cronica a una dieta con alto contenido de grasas se
producian cambios en la motivaciéon por alimento palatable, ademds de conocer si esta
condicion se acompaia de alteraciones en la respuesta a la activacion de los rCB2 del NAc de
la rata. Asi, nuestro principal hallazgo consiste en que los sujetos a los que se les indujo
obesidad fueron menos sensibles a las propiedades reforzantes del alimento palatable, pues
cuando se evaluaron con el programa de RP tuvieron puntos de ruptura menores. Este efecto
que no se explica por una capacidad motora disminuida ya que, aunque los sujetos eran
significativamente mas pesados y con mayor grasa corporal acumulada, la prueba de campo
abierto no evidencié alteraciones motoras. Asimismo, después de que los sujetos fueron
expuestos cronicamente a la dieta obesogénica, la activacion de los rCB2 fallé en producir el
aumento en los puntos de ruptura en el programa de reforzamiento de RP observado en los
sujetos alimentados con la dieta control cuando se les administré el agonista de los rCB2 en el
NAc. Finalmente, los resultados descritos se asociaron a una menor densidad de expresion de
la proteina de los rCB2 en el NAc y en el hipotdlamo ventral.

De acuerdo con los parametros de Hariri y Thibault (2010), el modelo de OID
implementado en este estudio es equivalente a una obesidad moderada, ya que la ganancia de
peso corporal entre el grupo expuesto a la dieta alta en grasas fue en promedio 25% mayor que
los controles (se considera obesidad severa cuando la diferencia alcanza el 40%). Lo anterior
permitié emular las condiciones iniciales del desarrollo de la obesidad para identificar los
cambios en la motivacion por alimento palatable y en la expresion funcional de los rCB2 que
potencialmente podrian contribuir con el mantenimiento de la ganancia de peso hasta llegar a

estadios mas avanzados de la obesidad.
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Aunque nosotros no evaluamos todos los parametros antropométricos equivalentes para
el diagnodstico de la obesidad en humanos, si se incorporaron otros indicadores como la
acumulacion de grasa corporal y la evaluacion de la quimica sanguinea. De tal forma, nuestros
resultados son consistentes con otros reportes que muestran que las dietas altas en grasas
facilitan la adipogénesis (principalmente en regiones retroperitoneal, perirrenal, inguinal,
mesentérico y total), asi como el incremento de las concentraciones plasmaticas de glucosa,
triglicéridos y colesterol (Hariri & Thibault, 2010).

Por otro lado, la evaluacion de la motivaciéon mediante los puntos de ruptura usando
programas de RP es ampliamente reportada en la literatura para determinar preferencias de la
ingestion de azucar, leche endulzada, soluciones alcoholicas y no alcohoélicas en términos de
liking y wanting (Kissileff & Herzog, 2018). El uso del programa de reforzamiento de RP
permitid evaluar el costo de esfuerzo que estd dispuesto a realizar un sujeto por un estimulo
reforzante, lo que ofrece informacion experimentalmente valida sobre la motivacion por el
alimento palatable con base en la respuesta operante. Asi, el modelo de OID que se empled en
este trabajo permitid establecer las condiciones idoneas para caracterizar las alteraciones
conductuales en términos de motivacion a la vez que se evalud la respuesta a la manipulacion
farmacoldgica de los rCB2.

Aunque el desempefio operante de los sujetos durante la fase de entrenamiento (previo
a la cirugia, con programas de RF) no difiri6 significativamente por efecto de la dieta, cuando
los sujetos se evaluaron con el programa de RP, se observo desde la primera sesion que las
ratas del grupo alimentado con la dieta alta en grasas tuvieron menores puntos de ruptura que
el grupo control. Este efecto negativo de la dieta alta en grasas sobre el desempefio en la prueba
que evaltia la motivacion por alimento palatable es consistente con los hallazgos reportados en
modelos animales de anhedonia en primates no-humanos y ratones (Alexander et al., 2019;

Ferenczi et al., 2016). Tal es el caso de los primates no humanos que tras ser sometidos a
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protocolos de induccidon de depresion por sobreestimulacion de receptores a glutamato en la
corteza cingulada anterior, disminuyeron su motivacion por agua dulce aun ante una privacion
de liquidos.

En concordancia con lo anterior, en el experimento de Ferenczi et al. (2016),
encontraron que ratones a los que se les aplico sobre excitacion de la CPF y el silenciamiento
de las fibras dopaminérgicas en el ATV, disminuyen la bisqueda de alimento y son menos
sensibles a las propiedades reforzantes de los estimulos, semejante a lo que sucede ante al
aumento cronico del tono dopaminérgico en el NAc sumado a la sobre excitacion en la CPF.

Por otro lado, nuestro resultado de que la activacion de los rCB2 con GW 405833 en el
NAc tnicamente estimul6 la motivacion por alimento palatable en el grupo control, a pesar de
que durante la fase de entrenamiento ambos grupos tuvieron un desempeio operante semejante,
confirma la idea de que el SEC esta alterado en la condicion de obesidad. Este hallazgo es
compatible con los estudios que han encontrado cambios en las concentraciones plasmaticas
de endocannabinoides (humanos y animales), asi como de la expresion de rCB1 (Schultz et al.,
2021), aunque hasta donde sabemos, este es de los primeros reportes que encuentran que la
obesidad no sélo estd asociada a la disminucion de respuesta a la activacion de los rCB2, sino
que también se producen cambios en la expresion de estos receptores en el NAc.

El efecto especifico sobre la respuesta a la activacion de los rCB2 que encontramos en
los sujetos sometidos al protocolo de OID es consistente con reportes previos que mostraron
que la obesidad disminuye la expresion funcional de los rCB2 en tejidos periféricos (Deveaux
et al., 2009), aunque nosotros extendimos este hallazgo al encontrar que en el sistema nervioso
y particularmente en el circuito de la recompensa disminuye la respuesta a los agonistas de los
rCB2, ademas de que la expresion de la proteina del receptor también disminuye. Lo anterior
sugiere que, en condiciones normales, los rCB2 podrian cumplir una funcién protectora contra

la ganancia de peso excesivo, pero con el consumo constante de la dieta hipercalérica y con la
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resultante disminucion de la expresion de estos receptores, eventualmente los sujetos
desarrollan obesidad. Lo anterior estd sustentado en los reportes que muestran que la
administracion cronica con agonistas selectivos de los rCB2 previene la obesidad en modelos
de OID en raton (Verty et al., 2015). Adicionalmente, cabe sefialar que la expresion funcional
de los rCB2 en el NAc naturalmente cambia durante las distintas etapas del desarrollo, pues
por ejemplo en la vejez, se ha observado que la expresion de estos receptores disminuye y esto
se correlaciona con disminucion de la motivacion por alimento palatable (Amancio-Belmont
et al., 2016).

La exposicion a dietas altas en grasas y dietas ricas en azlicares a edades tempranas han
mostrado promover alteraciones epigenéticas, principalmente en células somaticas en las que
el transcriptoma es susceptible de modificaciones por la informacion del ambiente, incluso hay
disponible un banco de CpG (5'-C-fosfato-G-3"), residuos de dinucleotidos, que metilan al
ADN en la secuencia de una citosina seguida por una guanina que se correlacionan con el
incremento del IMC, en humanos y murinos (Ling & Roénn, 2019).

Con los experimentos que realizamos para determinar si la OID produce cambios en la
expresion de los rCB2 en distintos nucleos del circuito de la recompensa, mediante Western
Blot encontramos que el rCB2 se expresa en la fraccion sinaptosomal de las distintas regiones
analizadas y, mas importante atin, que tiende a disminuir en el NAc cuando los sujetos son
alimentados con la dieta alta en grasas. Especificamente, encontramos que la exposicion a la
dieta alta en grasas produce disminucion de la proteina del receptor en el NAc y en el Hv,
mientras que, en la CPF, HD y en el ATV tiende a aumentar. Paralelamente, con el analisis
inmunohistoquimico logramos determinar que los rCB2 se expresan tanto en neuronas como
en células gliales y, particularmente la inmunorreactividad contra rCB2 + GFAP (astroglia)
disminuyo su significativamente en los sujetos que fueron alimentados con la dieta alta en

grasas.
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Con base en los resultados de los analisis de expresion de los rCB2, estudios posteriores
deberian establecer en qué tipo de neurona se expresan estos receptores y especificamente el
compartimento celular en el que se encuentran. Particularmente importante es nuestro hallazgo
de que los rCB2 se expresan en astroglia, ya que esto es compatible con la idea de que los
cannabinoides modulan el tono glutamatérgico de regiones especificas del cerebro. Lo anterior
se fundamenta en los hallazgos de que los rCB2 en células gliales pueden modular la actividad
neuronal en la CPF (Serrat et al., 2021), asi como en el hipocampo (Li & Kim, 2017), pues
también es conocido que los rCB2 pueden modular potenciales de accion (Atwood et al., 2012;
de Boon et al., 2012; de Boon et al., 2014; Stempel et al., 2016).

Por otro lado, se ha establecido que la densidad de expresion de los rCB1 en el NAc es
mayor que la de los rCB2 (Joshi & Onaivi, 2019), ademds de que los agonistas de los rCB1
producen consistentemente aumento de la liberacion de DA (Oleson et al., 2013; Sperlagh,
2009). Con base en los resultados de nuestros experimentos de liberacion de [’H]DA del NAc,
confirmamos el efecto estimulatorio de los rCB1 sobre la liberacion [PH]DA en el NAc y lo
tomamos como referencia para establecer la contribucion de los rCB2 en la modulacion de la
liberacion de DA. Asi, encontramos que con la activacion de los rCB2 también se estimula la
liberacion de la DA marcada, aunque el efecto fue de menor magnitud de lo observado con el
agonista de los rCB1. Cabe sefialar que los experimentos de liberacion de [PH]DA en explantes
del NAc fueron realizados en sujetos que no fueron expuestos a la dieta con alto contenido de
grasas. Dado el patron de expresion de ambos receptores, es posible que, aunque el efecto es
cualitativamente semejante, los mecanismos que lo producen sean independientes. Con base
en la evidencia conocida, la regulacion cannabinoide de la liberacion de DA mediada por el
rCB1 podria ocurrir en la presinapsis de las espinosas medianas y probablemente en la post
sinapsis de neuronas glutamatérgicas (Joshi & Onaivi, 2019), mientras que los rCB2 podria

gjercer su accion moduladora probablemente sobre la DA modificando la actividad
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glutamatérgica via rCB2 en células gliales (Atwood et al., 2012; de Boon et al., 2012; de Boon

et al., 2014; Li & Kim, 2017; Stempel et al., 2016; Serrat et al., 2021).

Considerando en conjunto los efectos de la exposicion continua a la dieta alta en grasas
sobre la motivacion, asi como en la expresion de los rCB2 en el NAc y su sensibilidad a la
activacion farmacoldgica, es posible sugerir que al disminuir la funcionalidad de los rCB2
también disminuye la sensibilidad a las propiedades reforzantes del alimento palatable, por lo
que se pierde la accion inhibitoria de la alimentacion de estos receptores, favoreciendo las
condiciones para establecer un patron de alimentacion que facilitara la generacion de obesidad
(Frank et al., 2019). Esta hipotesis es compatible con la idea de que los rCB2 actian como el
freno de conductas asociadas a la impulsividad, la hiperlocomociéon y con en el abuso de
consumo de reforzadores que incluye el alimento palatable y/o el alto en grasas (Canseco-Alba
etal., 2019; Liu et al., 2017). De tal forma, la exposicion cronica a una dieta con alto contenido
de grasas y carbohidratos (en este estudio con la sacarosa en solucion) en etapas tempranas del
desarrollo podria favorecer los cambios que posteriormente configuren un patrén conductual
que mantiene la ganancia excesiva de peso, acumulacion de grasa corporal y un circuito de la
recompensa menos sensible, ademas de los cambios metabolicos caracteristicos de la obesidad

que precede a otras condiciones como la diabetes tipo Il y el sindrome metabolico.

Limitaciones
Es pertinente mencionar que la tarea de RP no logra controlar el costo de demora en los
ensayos al prolongar el requerimiento de respuesta, lo que puede desgastar la emision de la
operante, incluso tener un efecto de extincion. Asi, desde la perspectiva de la economia
conductual, se puede considerar el desgaste temporal de la respuesta (Cordony et al., 2018;
Epstein et al., 2007). Sin embargo, atn con esta limitacion metodoldgica en la tarea de RP, es

posible aproximarse a los elementos de motivacion tal y como se establecid en el presente
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estudio, ya que el constructo punto de ruptura definido como el mayor costo de esfuerzo de
un sujeto por un estimulo reforzante, es valido y permite evaluar cuantitativamente un criterio
subjetivo presente en la conducta alimentaria en humanos y ratas, con ello, conocer una
variable que es parte del modelo biopsicosocial de la obesidad (Wiss et al., 2020).

Conclusiones

Tomando en conjunto los resultados del presente estudio, concluimos que la obesidad
inducida por la exposicion cronica a una dieta con alto contenido de grasas genera que el
circuito de la recompensa sea menos sensible a las propiedades reforzantes del alimento
palatable, ademas de que disminuye la respuesta a la activacion farmacoldgica de los rCB2 del
NAc, efecto asociado a la disminucion de la expresion de estos receptores en neuronas y células

gliales (astroglia) en el NAc.

Perspectivas

Futuros estudios podrian integrar la participacion de los rCB1 y rCB2 de neuronas y
células gliales en un circuito local en el NAc. Dado que la liberacion de DA en este nucleo
determina en gran medida si una conducta se consuma o no, es necesario explicar como el
procesamiento de la informacién en el NAc modifica la actividad de la CPF y viceversa,
ademas de incorporar en la informacion de areas infralimbicas, prelimbicas y la corteza
cingulada anterior, que en su conjunto permiten la seleccion y emision de un determinado
comportamiento. Adicionalmente, es necesario conocer si hay cambios epigenéticos ante la
exposicion cronica de una dieta alta en grasas en edades tempranas y, de ser asi, describir cudles
son. Por ultimo, se pueden mejorar las tareas que evaluan motivacion agregando en un
programa de condicionamiento concurrente reforzadores dulces y salados, para conocer si los
sujetos a los que se les induce obesidad estdn més motivados por alimentos palatables con

diferentes propiedades organolépticas.
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