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Resumen

El sistema de los endocanabinoides participa de manera importante en la modulacion de la
ingesta de alimento, principalmente via receptores a canabinoides CB1 (CB1R). Los CB1R
se expresan en el nucleo paraventricular hipotalamico (NPH) y se ha propuesto que éstos
participan en la modulacion canabinoide de la alimentacion, aunque el mecanismo
conductual asociado no ha sido plenamente dilucidado. El objetivo del presente estudio
consistio en evaluar el papel que juegan los CB1R del NPH en la expresion de la saciedad
alimentaria mediante el analisis de la secuencia de saciedad conductual (SSC). Ratas macho
Wistar fueron canuladas unilateralmente en el NPH del lado derecho y recibieron una
inyeccion intrahipotalamica del agonista de los CB1R, ACEA (0.25 micro g);
inmediatamente después de la inyeccion, se evalud la SSC durante 2 horas. El analisis de la
SSC mostro6 que la inyeccion de ACEA previno la expresion de la saciedad y el efecto fue
bloqueado por el antagonista de los receptores CB1, AM 251 (0.1 micro g). Los resultados
del presente estudio indican que los receptores CB1 del NPH tienen un papel inhibitorio del
proceso de saciedad, lo que permite sugerir que el mecanismo conductual asociado a los
efectos de los canabinoides sobre la alimentacion involucra a la inhibicion de la expresion
de la saciedad.

Palabras clave: Canabinoides, receptores CB1, nticleo paraventricular hipotalamico (NPH),
secuencia de saciedad conductual (SSC), ratas

Abstract

The endocannabinoid system plays an important role in feeding behavior regulation, mainly
via CB1 receptors (CB1R). The CBIR are expressed in the paraventricular hypothalamus
(PVN) and it has been proposed that these receptors are mediators of the cannabinoid-
induced hyperphagia; however, the behavioral mechanism has not been fully characterized.
The aim of the present study was to assess the role of PVN CBIR on the expression of
satiety using the behavioral satiety sequence analysis (BSS). Male Wistar rats were
cannulated unilaterally in the right PVN, they were injected with the CB1R agonist, ACEA
(0.25 micro g), and the BSS was evaluated during 2 hours. The BSS analysis showed that
ACEA administration prevented the satiety expression and the CB1R antagonist, AM 251



(0.25 micro g), blocked the effect. The present results showed that the CBIR play a
inhibitory role on satiety, which strongly suggest that the behavioral mechanism related to
the cannabinoid-induced effects involves the inhibition of satiety expression.

Keywords: Cannabinoids, CB1 receptors, PVN, BSS, food intake, rats

Introduccién

De acuerdo con la evidencia experimental hasta ahora disponible, el sistema de los
endocanabinoides juega un papel predominante en la regulacion de la ingesta de alimento
(Williams, Rogers & Kirkham, 1998; Di Marzo, et al., 2001; Fride, 2005) y gran parte de
los efectos hiperfagicos de los agonistas canabinoides son mediados por receptores CB1
(Williams and Kirkham, 1999), mismos que se encuentran expresados preferencialmente en
el sistema nervioso central (Herkenham, et al., 1990). Empleando diferentes paradigmas,
los experimentos conductuales han mostrado que la administracion sistémica de agonistas
de los receptores CB1 incrementan la ingesta de alimento (Avraham, et al., 2005; Escartin,
et al., 2009). A pesar de que existe un componente modulador de la alimentacion y del
balance energético mediado por receptores CB1 a nivel periférico (Ravinet Trillou, et al.,
2003; Matias, et al., 2006; Nakata & Yada, 2008), se ha propuesto que los receptores CB1
hipotaldmicos constituyen una pieza clave en la modulacion central de la ingesta de
alimento (DiPatrizio & Simansky, 2008). A este respecto, se sabe que el hipotalamo es el
sitio primario de integracion de diversos procesos homeostaticos; asimismo, las neuronas
localizadas en esta region del cerebro producen mensajeros quimicos, los cuales son
liberados en las terminales nerviosas para estimular o inhibir la conducta alimentaria.
Especificamente el nucleo paraventricular del hipotalamo (NPH), es considerado como uno
de los nucleos donde converge gran parte de la informacion necesaria para el control del
balance del consumo y gasto energético (Mancilla-Diaz et al., 2003; Lopez-Alonso et al.,
2007).

Los receptores CB1 se expresan (principalmente) de manera presinaptica en el NPH en
terminales serotoninérgicas, NPY¢érgicas y GABAérgicas, lo que sugiere que los
canabinoides tienen un papel neuromodulador de las sefiales orexigénicas y anorexigénicas
(Nakazi, Bauer, Nickel, Kathmann & Schlicker, 2000).

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio han mostrado que los agonistas CB1
incrementan sustancialmente la ingesta de alimento en ratas saciadas (Escartin, et al.,
2009). De acuerdo con lo anterior, se ha reportado que los agonistas de los receptores CB1
incrementan las propiedades reforzantes del alimento (Williams & Kirkham, 2002), al igual
que aumentan la reactividad al sabor (Mahler, Smith & Berridge, 2007), lo que ayuda a
explicar del efecto hiperfagico de los agonistas canabinodes. Asi, aunque la evidencia
experimental disponible indica que el sistema de los canabinoides juega un papel
importante en la regulacion de la conducta alimentaria, el mecanismo especifico mediante
el cual la activacion de los receptores canabinoides CB1 estimulan la ingesta de alimento
no ha sido plenamente dilucidado. En consistencia con lo anterior, el objetivo del presente
estudio consistid en evaluar el papel que juegan los receptores CB1 del NPH en la
expresion de la saciedad alimentaria mediante el analisis de la secuencia de saciedad
conductual (SSC).



METODO

Sujetos

Ratas macho de la cepa Wistar (22 en total) pesando entre 200 y 220 g al inicio de las
sesiones experimentales. Las ratas fueron mantenidas en cajas habitacion individuales con
el ciclo de luz/oscuridad de 12 x 12 horas invertido (las luces se apagaban a las 08:00 h) y a
una temperatura de 21 + 2°C. Los animales fueron proporcionados por el Bioterio general
del CINVESTAV. Los procedimientos empleados en el presente estudio son acordes con
las Especificaciones Técnicas para la Produccion, Cuidado y uso de los Animales de
Laboratorio establecidos en la norma oficial mexicana NOM-062-ZO0-1999.

Féarmacos

AM 251 [1-(2,4-diclorofenil)-5-(4-10dofenil)-4-metil-N-1-piperidinil-1H-pirazol-3-carbo-
xamida (Antagonista CB1), ACEA (agonista CB1) (Araquidonil-2-cloroetilamida) (ambos
comprados a Tocris Bioscience, UK). El ACEA se adquiri6 en una solucion con etanol
(5mg/ml), por lo que para su administracion se resuspendio en dimetilsulfoxido (DMSO) y
mientras se sonicaba la solucion, se agregaron gotas de Nitrogeno liquido para la
evaporacion de etanol. La solucion obtenida libre de alcohol, se diluyo6 con solucion salina
al 0.9% para posteriormente realizar la inyeccion (DMSO 5%). E1 AM 251 se disolvié con
DMSO y posteriormente se diluyo con solucion salina al 0.9% (DMSO 5%).

Dieta y programa de alimentacion restringida

Los sujetos experimentales fueron expuestos a un programa de alimentacion restringida (5
dias), que consistid en la presentacion diaria (durante 2 horas) de alimento estandar de
laboratorio (los sujetos solamente tenian acceso al alimento en este periodo de tiempo),
mientras que el agua estaba disponible ad libitum. La presentacion del alimento se realizaba
en el inicio de la fase oscura del ciclo de luz/oscuridad. Este programa tuvo la finalidad de
evaluar el efecto de los tratamientos farmacoldgicos en la ingesta de alimento y la saciedad
con una ingesta basal alta. El alimento fue pesado al inicio y final de cada hora de registro
(hora 1 y hora 2). Posterior a este periodo, se procedio a la cirugia estereotaxica para la
implantacion de canulas. Los sujetos que no se adaptaron al programa de alimentacion
(consumo total durante las 2 horas menor al 80% del promedio de todos los sujetos) fueron
excluidos de las sesiones experimentales.

Cirugia

Los sujetos fueron anestesiados con hidrato de cloral (350 mg/kg via intraperitoneal, ip y
posteriormente se implant6 unilateralmente una canula de inyeccion en el area suprayacente
del NPH. Las coordenadas estereotaxicas que se emplearon fueron (relativo a bregma):
Antero-posterior (AP) -0.04, latero-medial (LM) -0.045, dorso-ventral (DV) -0.65 (Paxinos
& Watson, 1998). Las canulas implantadas se fijaron al craneo mediante tornillos de acero
y cemento acrilico. Los animales tuvieron un periodo de 5 dias para recuperarse de la
cirugia.

Analisis de la secuencia de saciedad conductual
Para el analisis de la secuencia de saciedad conductual, cada una de las 2 horas de registro
fueron divididas en 12 segmentos (5 minutos c/u) y se cuantifico la duracion (s) de 5



categorias conductuales mutuamente excluyentes: alimentacion, ingesta de agua,
acicalamiento, actividad y descanso. Al no encontrarse diferencias significativas (por efecto
de los tratamientos) en las duraciones de las categorias conductuales de beber agua y
acicalamiento, estas duraciones fueron incorporadas a la categoria actividad, mostrandose
en la seccion de los resultados unicamente las categorias alimentacion, actividad y
descanso. Los datos fueron expresados en términos de medias + el error estandar de la
media (EEM) de las duraciones (s) de las categorias conductuales de cada registro (hora 1y
hora 2). La SSC esta definida como la progresion ordenada de la alimentacion al descanso
(McGuirk, Muscat & Willner, 1992; Halford, Wanninayake & Blundell, 1998), de tal forma
que inicialmente se determino el periodo promedio en el que los sujetos dejan de
alimentarse para descansar, este momento se representa graficamente con una linea vertical
en la SSC. Para el analisis cuantitativo de la secuencia de saciedad conductual, a partir de
los datos de las duraciones de cada una de las 3 categorias conductuales, se calcul? el area
bajo la curva (ABC) y se expreso en términos de medias + el EEM.

Disefio experimental

Los sujetos fueron asignados aleatoriamente a grupos independientes de 5-7 ratas y se
habituaron de acuerdo al paradigma de restriccion alimentaria descrito anteriormente. El
disefio experimental que se emple6 para determinar los efectos de los diferentes
tratamientos incluy¢ a los siguientes grupos: 1) Vh + Vh (Salina 0.9 %, DMSO 5%) (n=5),
2) Vh + ACEA (0.25 micro g) (n=7), 3) AM 251 (0.1 micro g) + ACEA (0.25 micro g) (n=
5), 4) AM 251 (0.1 micro g) + Vh (n=5). El volumen de inyeccion fue de 0.5 micro 1
infundido a una velocidad de 0.25 micro 1/minuto en 2 minutos (el inyector permanecié un
minuto adicional dentro de la canula guia). Posterior a las inyecciones, los sujetos fueron
colocados de nuevo en sus cajas habitacion donde el alimento pre-pesado se encontraba en
el comedero y, simultaneamente con el inicio la fase oscura del ciclo de luz, se realizaron
los registros de duracion continua (hora 1 y hora 2).

Histologia

Al final de las sesiones experimentales los animales fueron anestesiados y sometidos a
perfusion intracardiaca de solucion salina al 0.9% y posteriormente solucion fijadora
(formaldehido en solucion al 10%). Los cerebros fueron removidos y permanecieron en la
solucion fijadora durante un dia para su fijacion. Cortes coronales de 200 micro m fueron
realizados para verificar que el sitio donde se implant6 la canula de inyeccion haya sido el
NPH (Figura 1).

*** Insertar Figura 1 ***

Analisis estadistico

El analisis cuantitativo de los datos correspondientes a la SSC se llevo a cabo mediante el
calculo de las areas bajo la curva (ABC) de cada una de las categorias conductuales,
mismas que posteriormente fueron tratadas estadisticamente con diferentes ANOVA de dos
vias. Para dicho analisis estadistico se considero el tratamiento (factor grupo) y la hora de
registro (Hora 1 y Hora 2, factor hora registro). Posterior al ANOVA significativo, se
realizo la prueba post hoc de Bonferroni para las comparaciones multiples. El software
empleado para el analisis estadistico fue el Graph Pad Prism 5.0. El criterio para determinar
la significancia estadistica de las diferencias fue p<0.05.



RESULTADOS

Analisis de la secuencia de saciedad conductual

El analisis de la SSC, mostro que en los sujetos que recibieron la inyeccion del vehiculo
(Salina 0.9%, DMSO 5%, la expresion de la saciedad (posprandial) se presenté alrededor
de los 95 minutos (periodo 19) posterior a la inyeccion, donde los sujetos dejan de comer
para descansar (Figura 2 B). Por su parte, la administracion de ACEA (0.25 micro g) en el
NPH provoco que los sujetos no dejaran de alimentarse en las dos horas de registro,
inhibiendo la expresion de la saciedad (Figura 2 C y D). El efecto de la inhibicion de la
expresion de la saciedad por la administracion de ACEA fue totalmente bloqueado por el
pretatamiento con el antagonista de los receptores CB1, AM 251 (0.1 micro g), ya que la
transicion de la alimentacion al descanso ocurre en el periodo 16 de la segunda hora (Figura
2 F), ademas de que durante la primer hora de registro se observa una tendencia a
incrementar el tiempo de descanso (Figura 2 E). Finalmente, se observo que la
administracion de AM 251 por si misma no altera el patréon conductual de la secuencia de
saciedad, sin embargo, la transicion de la alimentacion al descanso aparece mas temprano
(periodo 15) (Figura 2 H), incluso se observa la tendencia a incrementar el tiempo de
descanso durante la primer hora de registro (Figura 2 G).

*#% Insertar Figura 2 ***

Mediante el calculo del area bajo la curva (ABC) fue posible analizar cuantitativamente los
datos correspondientes a las duraciones de la SSC. De tal forma, se observé que las
inyecciones intrahipotaldmicas produjeron cambios significativos dependientes del factor
tratamiento (F(240)= 14.98; p<0.001) y del factor hora de registro (F(; 40)= 24.29; p<0.001).
Posteriormente, las comparaciones multiples evidenciaron que en el grupo tratado con
ACEA se increment6 significativamente el tiempo que los sujetos emplean para alimentarse
en comparacion con el grupo Vh + Vh durante las dos horas de registro (Figura 3 A);
ademas, la duracion del descanso disminuy6 significativamente en los sujetos tratados con
ACEA (Figura 3 C). El consumo por unidad de tiempo (tasa local de alimentacion) y la
duracion de la actividad no fueron afectados por las inyecciones intrahipotalamicas (Figura
3ByD).

*** Insertar Figura 3 ***
DISCUSION Y CONCLUSIONES

El presente estudio fue disefiado para proporcionar evidencia que ayude a dilucidar el
mecanismo conductual mediante el cual los canabinoides via los receptores CB1 producen
sus efectos hiperfagicos. A este respecto, mediante el analisis de la SSC fue posible evaluar
el efecto de la activacion de los receptores CB1 del NPH sobre el proceso saciatorio de la
ingestion de alimento, de tal forma que el perfil conductual asociado a la ingesta de
alimento estimulada por la inyeccion de ACEA en el NPH, se caracterizo por la ausencia de
la expresion de la saciedad, disminuyendo sustancialmente el tiempo de descanso durante la
segunda hora de registro. Al realizar una cuantificacion del tiempo que emplearon los



animales para alimentarse y para descansar, se observo que los sujetos tratados con ACEA
pasaron mas tiempo consumiendo alimento que descansando y este efecto fue bloqueado
por el pretratramiento con el antagonista selectivo de los receptores CB1, el AM 251. En
conjunto, estos hallazgos sugieren fuertemente que los agonistas de los receptores a
canabinoides CB1 del NPH estimulan la ingesta de alimento por medio de la inhibicion de
la saciedad. Asimismo, los resultados del presente estudio son acordes con los reportes que
sugieren que los receptores CB1 localizados en el NPH desempefian un papel importante en
la modulacién canabinoide de la ingesta de alimento, estimulando la ingesta de alimento e
incrementando las propiedades reforzantes del alimento y/o aumentando la reactividad al
sabor (Williams et al., 1998; Di Marzo et al., 2001; Fride, 2005, Di Marzo & Matias, 2005;
Williams & Kirkham, 2002; Mabhler, et al., 2007).

El hallazgo de que el ACEA estimul6 la duracion de la ingesta de alimento es consistente
con los resultados de otros estudios donde se muestran que la administracion
intrahipotalamica de THC (nucleo ventromedial, hipotalamo lateral y el nicleo
paraventricular) estimula la alimentacion (Anderson-Baker, McLaughlin & Baile, 1979;
Verty, McGregor & Maller, 2005). El mecanismo probable mediante el cual los
canabinoides y los endocanabinoides producen este efecto puede involucrar la participacion
de péptidos orexigénicos, especificamente facilitando la transmision NPYérgica via la
inhibicion de sefales saciatorias como las de serotonina. En efecto, como ya se ha
mencionado el NPH es un centro integrador en el cual convergen vias neurales que
modifican la alimentacion (King & Williams, 1998; Yun, et al., 2005; Hagemann, et al.,
1998; Williams & Kirkham, 1999; Verty, et al., 2005).

El uso preclinico del antagonista de los receptores CB1, Rimonabant (SR141716), para el
tratamiento de la obesidad mostré su utilidad terapéutica al disminuir la ingesta de alimento
y el peso corporal (Van Gaal, Rissanen, Scheen, Ziegler & Rossner, 2005). Resulta
interesante, sin embargo, que los mecanismos conductuales y neuroquimicos por los cuales
el Rimonabant produce dicho efecto aun no hayan sido plenamente esclarecidos. Los
presentes resultados sugieren que el NPH desempefia un papel importante en la regulacion
de la conducta alimentaria y que el mecanismo conductual asociado a la activacion de los
receptores CB1 esta relacionado con la inhibicion de la saciedad. En consecuencia, es
posible hipotetizar que el efecto estimulatorio de los receptores CB1 sobre la ingesta de
alimento puede involucrar la facilitacion de la transmision de sefiales orexigénicas (como la
del NPY), pues se ha observado que la activacion de los receptores CB1 incrementa la
liberacion de NPY en el hipotalamo; si bien es cierto que los receptores CB1 estan
acoplados a Gi, la liberacion de NPY podria ser modulada positivamente por receptores
CB1 de manera indirecta por efecto del GABA, ya que se sabe que al ser activado los
receptores CB1 disminuyen la liberacion de neurotransmisores incluyendo GABA
(Schlicker & Kathman, 2001). Asimismo, los endocanabinoides podrian inhibir otras vias
anorexigénicas como la de serotonina, pues existen estudios que han identificado el ARNm
que codifica para el receptor CB1 en células serotoninérgicas en el nucleo del rafe (Héring,
Marsicano, Lutz & Monory, 2007). Otros mecanismos mediante los cuales los receptores
CBI1 podrian estimular el apetito incluyen a los glucocorticoides (Di, Malcher-Lopes,
Halmos & Tasker, 2003), las orexinas (Cota, et al., 2003; Hilairet, Bouaboula, Carriere, Le
Fur & Casellas, 2003) y la alfa-MSH, ya que los receptores CB1 se encuentran
colocalizados con péptidos anorexigénicos como la CRH y la CART (Cota, et al., 2003). A
partir de la propuesta anterior, resulta necesario considerar también la influencia de las



hormonas sexuales en los efectos hiperfagicos de los canabinoides, ya que la evidencia
actualmente disponible apunta a que los efectos de los canabinoides sobre la ingesta de
alimento puede ser diferente en machos y hembras (Craftt, 2005); en apoyo a esta idea se
ha reportado que la modulacion canabinoide de la alimentacion involucra a la inhibicion
presinaptica glutamatérgica en el hipotalamo (Malcher-Lopes, 2006), especificamente en
las neuronas que sintetizan proopiomelanocortina (POMC, péptido con efectos inhibidores
de la ingestion de alimento) (Ho, Cox & Wagner, 2007) y dicho efecto esta relacionado con
las corrientes de K tipo A (I) en las neuronas positivas a POMC del niicleo arqueado,
mismas que son moduladas diferencialmente en funcion del sexo por receptores CB1
(Tang, Tran & Wagner, 2005).

Finalmente, en concordancia con estudios previos, el tratamiento con ACEA no produjo
cambios significativos sobre el nivel de actividad de los animales (Verty, et al., 2005), lo
que muestra que el efecto del agonista esté relacionado con una modificacion de la relacion
entre la ingesta de alimento y el descanso que involucra la inhibicion de la saciedad. La
SSC es una herramienta que ayuda a distinguir el efecto hiperfagico o hipofagico de los
farmacos sobre la conducta alimentaria. Ademas, el analisis de la SSC puede contribuir a
aclarar si la hipofagia inducida por un farmaco se debe al desarrollo de la saciedad o a
reacciones colaterales adversas como nausea, sedacion, hiperactividad y/o paladeabilidad
del alimento (McGuirk, et al., 1992; Gao, Harvey, Mook & Zeigler, 1998; Halford, et al.,
1998; Vickers, Clifton, Dourish & Tecott, 1999; Lopez-Alonso, Mancilla-Diaz & Escartin-
Pérez, 2002).

La conclusion derivada de los resultados del presente estudio consiste en que la activacion
de los receptores CB1 del nicleo paraventricular hipotalamico incrementan
consistentemente la duracion de la ingesta de alimento (sin alterar la tasa local de
alimentacion) y previenen la expresion de la saciedad alimentaria (demorando la secuencia
de saciedad conductual). Los presentes resultados proporcionan evidencia de que los
receptores a canabinoides CB1 del nucleo NPH participan en el efecto estimulatorio de los
agonistas canabinoides sobre la ingesta de alimento.
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PIES DE FIGURA
(colocar al pie de cada figura)

Figura 1. Esquema de corte coronal y fotografia de cerebro de rata donde se muestra el sitio
en el que se realizaron las inyecciones intracerebrales. NPH= Nucleo paraventricular.

Figura 2. Duracién media del tiempo + EEM que emplean los sujetos en las categorias
conductuales de ingesta (circulos llenos), descanso (circulos vacios) y actividad (tridngulos
vacios) en las distintas condiciones; Vehiculo, Vh +Vh (A, B; n=5); Vh + ACEA (0.25
micro g; C, D; n="7); AM 251 (0.1 micro g) + ACEA (0.25 micro g; E, F; n=5); AM 251
(0.1 micro g) + Vh (G, H). La linea vertical gris continua representa la transicion de la
ingesta al descanso (expresion de la saciedad), cuando es discontinua dicha transicion no se
presenta durante el tiempo de registro.

Figura 3. Media + EEM del area bajo la curva (ABC) de las duraciones de las diferentes
categorias conductuales (A ingesta, B actividad y C descanso) y tasa local de alimentacion
(D) de los periodos de registro (hora 1 y hora 2). ** p<0.01 vs Vh + Vh.
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