BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA
DE PUEBLA

FACULTAD DE CIENCIA QUIMICAS
LICENCIATURA EN FARMACIA

“participacion de los receptores a canabinoides cbl,
sobre los niveles de glucosa e insulina en un modelo de
sindrome metabdlico en ratas wistar”

TESIS

Para obtener el titulo de:
LICENCIADA EN FARMACIA

Presenta:
BLANCA BEATRIZ VAZQUEZ GONZALEZ

Director de tesis:
D.C. MARIA DE GUADALUPE MUNOZ ARENAS

Asesor:
D.C. LUIS MANUEL DE JESUS VASQUEZ
Comision revisora:

D.C. ALFONSO DANIEL DIAZ FONSECA
M.C JOSE GARCIA TELA
D.C SAMUEL TREVINO MORA

-

Facultad de Ciencias Quimicas BUAP

PUEBLA, PUE. AGOSTO 2025



<< Daria todo lo que sé
Por la mitad de lo ignoro >>
(René Descartes)



AGRADECIMIENTOS

Vicerrectoria de Investigacion
y Estudios de Posgrado

La sustentante del presente trabajo fue apoyada con la beca otorgada por la Vicerrectoria de

Investigacion y Estudios de Posgrado BUAP.

Los sujetos experimentales fueron proporcionados por el bioterio “Claude Bernard” de la

benemérita universidad autébnoma de Puebla.

Un agradecimiento especial a los animales de laboratorio ya que sin su presencia el presente

trabajo no seria posible.



AGRADECIMIENTO ESPECIAL

A la comisidn revisora

D.C. Alfonso Daniel Diaz Fonseca

M.C. José Garcia Tela

D.C. Samuel Treviio Mora

Por el tiempo dedicado a la revision de la presente tesis, y por todas las sugerencias y
comentarios que realizaron, las cuales han sido invaluables y siempre con el fin de mejorar el

presente trabajo. Gracias



AGRADECIMIENTOS

Gracias a mi universidad, por haberme permitido formarme. Son muchas las personas que han

contribuido al proceso y conclusion de este trabajo. En primer lugar:

A mi familia

Gracias por el amor recibido, la dedicacion y la paciencia con la que cada dia se preocupaban mis
padres por mi avance y desarrollo de esta tesis. A mi madre por estar dispuesta a acompafiarme
cada larga y agotada noche de estudio, tus esfuerzos son impresionantes y tu amor es para mi
invaluable. Sin duda alguna, eres quien me sirve de ejemplo dia a dia. Por ti aprendi tanto de la
vida. T4 me ensefiaste valores, me ayudaste a crecer y me mostraste el camino. Te amo, Mama.
Eres una mujer valiente y decidida. Siempre estuviste dispuesta a luchar por sacarme adelante y
darme lo mejor. Eres la persona mas buena y humilde que conozco, por eso fuiste, eres y seras mi
mejor ejemplo a seguir. Junto con mi padre me has educado, me has dado todo y cada que he
necesitado. Quiero darte las gracias, Papa, por haberme ensefiado tanto. Me hiciste una mujer con
suefios y grandes expectativas ante la vida. Me ensefiaste a creer en mi y a no rendirme jamas.
Sus ensefianzas las aplicé cada dia; de verdad tengo mucho que agradecerte aunque ya no te
encuentres agqui con nosotros siempre seguiras estaras en nuestra vida. A mis hermanos por estar

ahi y apoyando moralmente cada paso que doy.



A Dra. Guadalupe Mufioz Arenas

Agradezco por haberme brindado la oportunidad de recurrir a su capacidad y conocimiento
cientifico, asi como también haberme tenido toda la paciencia del mundo para guiarme durante

todo el desarrollo de la tesis.

Agradezco de todo corazon, el conocimiento que introdujo durante el tiempo del desarrollo de la
tesis, la vida me dio una dichosa oportunidad de compartir tiempo valioso con usted, asi mismo le

reitero mi respeto y una gran admiracion.

A Luis Fernando Flores Gomez

Durante mucho tiempo estuvimos juntos, fuimos novios desde la universidad. Me viste madurar y
hacerme mujer. Compartiste todos los momentos conmigo, malos y buenos. Pasamos muchas
cosas uno al lado del otro, siempre tienes esa actitud positiva ante la vida y aunque sucedan cosas
terribles, tienes mucha fe en que todo puede mejorar. Ahora eres mi compariero, mi esposo y
padre del maravilloso hijoque esta a nuestro lado, me contagiaste tu fe, tu esperanza. Agradezco
infinitamente por apoyarme en los momentos que no encontraba salida, y dedicaste tiempo para
que este proyecto concluyera, no fue facil, pero siempre estuviste motivandome y ayudandome

hasta donde tus alcances lo permitian; Por eso y més, te amo.

Muchas gracias mi amor.



A mis amigos

Gracias a todas las personas que me ayudaron en el proceso de mi carrera en apoyarme y
ayudarme, quiero dar las gracias al grupo de matematicos que hicieron que amara las
matematicas en especial a Ivan Sanchez Silva, Ricardo Guzman Fuentes y a Enrique, también
quiero agradecer a David Poblano Paez y a Adrian Gutiérrez Zarate por ayudarme y
orientarme en el proceso de la tesis y por pasar buenos ratos en el laboratorio y en el bioterio.
También quiero agradecer al equipo de voleibol en especial Emma Morales, Andrea de la Rosa y
a Margott Guzman por apoyarme emocionalmente y siempre confiar en mi. Asi como también a

la QFB Angelina por motivarme con su trabajo y amar de nuevo la investigacion.

Gracias a todos los que hicieron posible la conclusion de esta tesis.



CONTENIDO

1. INTRODUCION ..ottt sttt sanaesans 9
1.1.  SINDROME METABOLICO.......cocoiiiuiiieeiieiesiiese et 9

1.2, HISTORIA DE LOS CANABINOIDES .......cccooiiiiiininieeeeeeee e 14

1.3.  SISTEMA ENDOCANABINOIDE........ccccotitrereneeenieeeeeeee et 15

13.1 ENDOCANABINOIDES. ........ooieieete e e 17
1.3.2. BIOSINTESIS Y METABOLISMO DE ENDOCANABINOIDES........ccooviviiieiieiieiennes 17
1.3.3. RECEPTORES A CANABINOIDES ........c.cooiteetieereeese ettt s 20

1.4, NUCLEO PARAVENTRICULAR Y SU IMPORTANCIA EN SU ALIMENTACION .21
1.5. SISTEMA ENDOCANABINOIDE, OBESIDAD Y SINDROME METABOLICO........ 22
1.6. PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES CB1 EN LA DEPRESION Y ANSIEDAD?25
1.7.  ESTRES OXIDATIVO, SINDROME METABOLICO Y RECEPTORES CB1.............. 26
1.8. MODELOS DE INDUCCION DEL SINDROME METABOLICO........ccooevviiiirinnnne. 29

1.8.1. DESARROLLO DEL MODELO DE SINDROME METABOLICO INDUCIDOS POR DIETA

30
1.9. PRUEBAS CONDUCTUALES DEPRESION Y ANSIEDAD.......co.coovvmiveeeeneeesereessssseesseensenns 33
2. JUSTIFICACION. ..o sessees s s s sss s s e sssssesssesssssssnsans 35
3. HIPOTESIS .ottt sttt 37
A, OBIETIVOS....oooeiveeeeeeeeeeeeee e see s ses s s s s s sans s 37

4.1, OBJIETIVO GENERAL ..ottt s 37



4.2, OBJETIVOS ESPECIFICOS.......ciiiiiiiiectetetcteese ettt 37

METODOLOGIA ...ttt ettt st ettt r e s bt r e e s e bt sbeesaesbesae et e sreeanenresneens 38
51. DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO......ccoititeiiiteteereeeeseee e 38
5.2.  SUJETOS DE EXPERIMENTACION......ccosvuiiuiieerieiieieie s sessssse s ssesens 38
5.3, PRUEBAS CONDUCTUALES ..ottt 40

5.3.1.  SUSPENSION DE COLA ..ottt see e ses et ssesans 40

5.3.2.  CAMPO ABIERTO ....ooiiiieietieieert ettt ettt st sttt sttt et bbb s 40
54. TOLERANCIA A LA GLUCOSA ...ttt 41
55.  CUANTIFICACION DE NITRITOS ..ot sessessesssssessssse s sssaens 41
5.6. CUANTIFICACION DE INSULINA .....coooieieieeeieteeteeteeee et 42
5.7.  INMUNOHISTOQUIMICAS........ooiiuiereieeeeeteetess s ses st sas s 42

RESULTADOS ...ttt sttt st s r e e b e s b e s n e sae e e e sresnenresrens 43
6.1. PRUEBAS CONDUCTUALES .......ccioic e 43

6.1.1. LA ACTIVACION DE LOS RECEPTORES CB1 PRODUCE DEPRESION Y ANSIEDAD

EN RATAS CON SINDROME METABOLICO ..ot nee 43

6.2. LA ACTIVACION DE LOS RECEPTORES CB1, INCREMENTA LA GLUCEMIA EN

RATAS CON SINDROME METABOLICO. ......coovueieieeieeieie et 46

6.3. LA ACTIVACION DE LOS RECEPTORES CB1 INCREMENTA LA CONCENTRACION
DE OXIDO NITRICO EN EL HIPOCAMPO Y ESTRIADO DE RATAS CON SINDROME

METABOLICO ...ttt sttt 51



10.

6.4. LA ACTIVACION CONTINUA DE LOS RECEPTORES CB1, INCREMENTA SU

INMUNORREACTIVIDAD EN EL NUCLEO PARAVENTRICULAR DEL HIPOTALAMO DE

RATAS CON SINDROME METABOLICO. ..ot 53
DISCUSION . ..ottt bbb bbbttt sensesaesaeran 57
CONCLUSION ...ttt bbb bbbttt 65
CONGRESO ....iveieeteete ettt st s st s e s st saen s 66

BIBLIOGRAFIA........oooeeieeeeeeete et ee et sttt s s s ssaesaes 67






1. INTRODUCION

1.1.SINDROME METABOLICO

El sindrome metabdlico (SM) es un tema actual y de debate en la comunidad médica, pues
se relaciona con las enfermedades que causan mayor mortalidad a nivel mundial, y su
incidencia va en aumento (Pineda Carlos, 2008). El incremento en la prevalencia del SM
es alarmante a nivel mundial; en la década de 1920, Kylin, describid las alteraciones que se
asocian con el SM (Cordoba Pluma, 2014) como la hiperglucemia e hipertension (Pineda
Carlos, 2008), posteriormente en 1956, Vague (Cérdoba Pluma, 2014) informé que una
distribucion de grasa corporal superior se asocia con ciertas anormalidades metabolicas
(Pineda Carlos, 2008), es decir la obesidad abdominal o el cuerpo en forma de manzana, se

relaciona con alto riesgo de presentar enfermedad cardiovascular (Cordoba Pluma, 2014).

En 1988 Reaven, observéd que varios factores de riesgo como dislipidemia, hipertension,
hiperglicemia tendian a estar juntos. A este conjunto de factores se le denomin6 sindrome
X (Cérdoba Pluma, 2014) y se reconoci6 como factor de riesgo multiple para la
enfermedad cardiovascular. Reaven y otros postularon que la resistencia de insulina (RI) es
la base del sindrome (Pineda Carlos, 2008); en 1998 fue introducido el término sindrome
metabolico por la organizacion mundial de la salud (OMS) como entidad diagnéstica con
criterios definidos (Garcia Zaldivar y cols. 2014). EI conocer el SM desde sus bases
moleculares hasta su presentacion clinica permite un adecuado tratamiento y asi mejorar la
calidad de vida del paciente (Gonzalez y cols, 2019); por consiguiente, el SM es
considerado en la actualidad como una importante forma de evaluar riesgo cardiovascular y
diabetes (Lizarzaburu J.2013); la presencia de SM incrementa hasta cinco veces el riesgo de

desarrollar diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y tres veces el riesgo de enfermedad



cardiovascular (ECV) (Gonzalez y cols, 2019); el SM son una serie de desérdenes 0
anormalidades metabolicas como la hipertension arterial, dislipidemia (Trevifio y cols.
2005), alteraciones metabdlicas de la glucosa y lipidos, obesidad abdominal, disfuncién
endotelial (Carranza Jaime y cols. 2008). EIl principal problema del SM es identificar su
prevalencia integrando diferentes definiciones. De acuerdo a la definicion de OMS, se
considera necesario la intolerancia a la glucosa, alteracion antropométrica, relacion
cintura/cadera > 0,90 cm para el hombre o > 0,85 cm para la mujer o indice de Masa
Corporal (IMC) > 30 kg/m2; Alteracion lipidica ( Triglicéridos > 150 mg/dl o HDL < 35
mg/dl en el hombre o < 39 mg/dl en la mujer); Presion arterial > 140 mm Hg para la
sistolica 0 > 90 mm Hg para la diastolica; Microalbuminuria > 20 pg/min o relacion

albdmina/creatinina > 30 mg/g (DeFronzo RA. 2009).

Recientemente la federacién latinoamericana de diabetes (ALAD) especifica las medidas
para evaluar obesidad abdominal es decir el aumento y acumulacion de grasa nivel visceral
(DeFronzo RA. 2009) implica formacion de tejido graso de sustancias quimicas Ilamadas
adipoquinas, que favorece estados inflamatorios y protromboticos que al mismo tiempo
contribuyen al desarrollo de la insulinorresistencia, hiperinsulinemia, alteracion en la
fribrinosis y disfuncién endotelial; la adiponectina disminuye, por lo cual, la concentracién
de triglicéridos incrementa, disminuye las proteinas de alta densidad (HDL), elevacién de
lipoproteina B y en presencia de particulas pequefias y densas de lipoproteinas de baja
densidad (LDL), al mismo tiempo contribuyen al estado aterotrombotico que presenta el

perfil inflamatorio de la adiposidad visceral (Lyon y cols. 2003).

El SM es considerado un estado proinflamatorio, caracetrizado por el incremento de

citosinas proinflamatorias como la interleucina, cuyo papel inflamatorio lo hace a través de
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la regulacién del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a ), la activacion de los macrofagos
y el aumento en la expresion de proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1) la
interleucina-6 (IL-6), liberada en gran medida por el tejido adiposo visceral, que a su vez,
estimula en higado el aumento de marcadores inflamatorios como la proteina C reactiva
(PCR). El mecanismo de accion del TNF-o, es a través de la fosforilacion inhibitoria del
sustrato del receptor de insulina tipo 1 (IRIS-1) lo que a su vez impide la captacion de
glucosa estimulada por la insulina e inhibe la vasodilatacion dependiente del endotelio via
Oxido nitrico (NO) de una forma pancreatica o autdcrina, que ejerce su papel en la
resistencia a la insulina disminuyendo la expresion génica del IRIS-1, fosfotidinisitol-3-
kinasa (P13K), del transportador de glucosa 4 (GLU 4) y alterando la fosforilacion de PKB
(Pinzo6n y cols; 2015). La insulina juega un papel importante en el organismo afectado, no
solo en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, sino también en el
crecimiento, proliferacion y la funcion endotelial. La insulina se une a un receptor tipo
tirosina-kinasa (TRK) lo que genera la autofosforilacion de la subunidad B y la consiguiente
del IRIS-1; dicha activacion conlleva a que diferentes enzimas como las PI3K y la protein
kinasa B (PKB) se activen también. Asimismo, se activa la via de las MAP cinasas
(MAPK), caracterizada por una gran accion en la proliferacion celular. Como consecuencia,
dicha via de sefializacién se altera en pacientes con SM por ejemplo en la disminucion de la

expresion de TRK (Pinzon y cols., 2015).

Otro factor importante en el SM, es el aumento del estrés oxidativo, las especies reactivas
de oxigeno (ROS) son producidas como una consecuencia del metabolismo aerébico
fisiolégico normal (Carvajal C.,2019). Estas moléculas de corta duracion son importantes

para los procesos de expresion de genes y transduccién de sefiales; en una condicion
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saludable, las ROS se mantienen en un nivel 6ptimo debido al equilibrio entre su
produccion y eliminacién por los antioxidantes enziméticos (superoxido dismutasa,
glutation, catalasa, peroxidasa) y no enzimaticos (vitaminas C y E). En el SM, un aumento
de la capacidad oxidante junto a la disminucion de los procesos antioxidantes, se crea un
desquilibrio denominado estrés oxidativo. El aumento de las ROS, produce toxicidad en las
células y los tejidos, ya que incrementa la oxidacion de carbohidratos, lipidos y proteinas.

(Hutcheson y cols., 2012).

Las mitocondrias son uno de los organelos mas comprometidos en la produccion de estrés
oxidativo en el SM, principalmente por la hiperglucemia ya que la mitocondria tiene una
alta concentracién de equivalentes reductores (NADH+ H+ y FADH2) provenientes de la
glucolisis y que entran a ella a través de lanzaderas de electrones (LE) y por el aumento de
la actividad del ciclo de los 4&cidos tricarboxilicos (TCA), alimentado por la
descarboxilacion de las grandes concentraciones de piruvato que ingresa a la mitocondria a
través de su transportador (TP) (Calderon y cols., 2013), los cuales alimentaran a la cadena
transportadora de electrones, lo que dara lugar a un incremento de la reduccion del oxigeno
para formar agua, pero también a la reduccion parcial de oxigeno para dar lugar a la

formacién de (O* )y el consecuente dafio oxidativo (Green y cols 2004).

El incremento de la concentracion de glucosa en la célula por si sola impone una presion
importante para producir mayor cantidad de las ROS debido a la entrada excesiva de
glucosa, la célula tiene ahora una presién metabélica inducida por alta concentracion de
sustrato para alimentar en exceso a la cadena respiratoria pero sin un incremento
correspondiente y proporcional en la necesidad de ATP en la célula, lo que hace que el

potencial protomotriz se acumule en exceso Y la cadena respiratoria pueda generar mas O%
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que en condiciones de 6ptimo acople entre la formacién de ATP y la funcion de la cadena
respiratoria, en este caso el incremento de la formacion de ATP o la funcién desacoplante
pueden reducirla, pero no hay condiciones adecuadas, ya que la célula no tiene necesidades

energeéticas incrementadas (Calderon y cols., 2013).

La insulina es una hormona anabdlica secretada por las células B del pancreas en respuesta
a diversos estimulos, siendo la glucosa el mas relevante (Galgani y cols 2012). Su principal
funcion es mantener la homeostasis glicémica y de otros sustratos energéticos. De esta
forma, posterior a cada comida la insulina inhibe la liberacién de &cidos grasos libres
mientras que estimula la sintesis de triglicéridos en el tejido adiposo. Por otra parte, la
insulina inhibe la produccién hepética de glucosa, mientras que promueve la captacion de
glucosa por el tejido muscular esquelético y adiposo (Carrasco F. y cols, 2013).

En la RI, la liberacion de dicha hormona estd incrementada, dando lugar a desérdenes del
metabolismo lipidico que incluye la acumulacion tisular ectopica de lipidos, entre ellos en
el musculo esquelético (McGarry J.D, 2002).

El tamafio de la gota lipidica del citoplasma esta regulado por multiples mecanismos, que
en general incluyen la lipogénesis (formacion de TG) y lipdlisis (degradacion de TG con
salida de acidos grasos libres a la circulacion) (Carrasco F. y cols, 2013). Los adipocitos de
gran tamafio poseen una mayor sintesis y liberacion de productos de secrecion del tejido
adiposo (adipoquinas) que pueden deteriorar el metabolismo lipidico y glucidico, tener
efectos pro-inflamatorios o pro-trombéticos, ademas de inhibir la diferenciacion de pre-
adipocitos en adipocitos (Smith J. y cols, 2006), existen multiples adipoquinas, cuya
secrecion esta aumentada en los adipocitos hipertréficos, entre las que destacan la leptina,

resistina, angiotensina, citoquinas pro-inflamatorias y quemoquinas (Manzu F. y cols
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2010). Paralelamente, estos adipocitos de gran tamafio secretan menor cantidad de
adiponectina, una de las pocas adipoquinas con efectos antagonicos. Producto de este
ambiente auto/paracrino pro-inflamatorio, el TA Es infiltrado por macréfagos, que a su vez
secretan moléculas pro-inflamatorias, alterando ain maés el perfil secretor del TA, (Fain
J.N, 2006). Lo descrito anteriormente sustenta la observacion que el tamafio del adipocito
del tejido adiposo abdominal subcuténeo se relaciona de manera directa con la RI, siendo

también un factor de riesgo de diabetes tipo 2 (Carrasco F. y cols, 2013).

1.2.HISTORIA DE LOS CANABINOIDES

El canabis fue usado con fines medicinales en China 4000 afios a.C. Desde alli, la planta se
extendié por India y el Sudeste Asiatico, llegando a la civilizacion grecorromana. En la
India, en el siglo XV a.C. se usaba el cafiamo por su efecto estimulante del apetito
(Grinspoon y Bakalar, 1993). Durante la Edad Media, los arabes recomendaron el uso
médico de canabis por esa propiedad. En 1842, el empleo del canabis como remedio
medicinal fue introducido en Gran Bretafia con el regreso de un cirujano irlandés que habia
estado en la India y popularizé la utilizacion de la denominada tintura de canabis para
distintos estados patoldgicos, describiendo su efecto sobre el apetito (Ramos y Fernandez,
2000). Sin embargo, fue hasta el descubrimiento de su principal componente psicoactivo, el
A’-tetrahidrocanabinol (THC) (Gaoni y Mechoulam, 1964), que se comenzé con una serie
de investigaciones para esclarecer los mecanismos por los cuales la marihuana ejercia sus
efectos farmacologicos, y que dieron paso al descubrimiento del sistema endocanabinoide
(SEC). Existen principalmente, dos tipos de receptores canabinoides denominados CB1 y

CB2, respectivamente. Ambos receptores son de 7 dominios transmembranales y se
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acoplan a una proteina Gjj; sin embargo, se diferencian en el modo de transmitir la sefial y

en su distribucion en diferentes tejidos (Grotenhermen, 2006).

1.3.SISTEMA ENDOCANABINOIDE

El SEC se define como un complejo sistema enddgeno de sefializacion distribuido en el
organismo de mamiferos e interviene en multiples vias metabolicas en la fisiologia celular,
entre ellos el balance energético, el metabolismo lipidico y glucidico (Ruz Maldonado,
2017). ElI SEC estd conformado por tres tipos de componentes moleculares (Ruz
Maldonado, 2017) los receptores a canabinoides RCB1 y RCB2 (Skaper y Di Marzo 2012),
los ligandos enddgenos de naturaleza lipidica llamados endocanabinoides (Lu y Mackie,
2016), siendo los més conocidos la anandamida (AEA) y el 2-araquidonil-glicerol (2-AG)
(Ruz Maldonado, 2017) y las enzimas de sintesis y degradacién de los mismos (Lu y
Mackie, 2016).

Tanto los receptores CB1 como CB2 pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs), de manera especifica, a una PGj,, cuya activacién, inhibe a la
adenilil ciclasa y proteina quinasa activada por mitégeno (Mechoulam y Parker, 2013).

Los receptores CB1 son ubicuos, expresandose densamente en areas del cerebro que
regulan el apetito y la saciedad, la temperatura corporal, la locomociéon y el humor
(Bisogno,1999) se encuentran principalmente en las neuronas centrales y periféricas
(Mechoulam y Parker, 2013). La principal funcion de estos receptores, es inhibir la
liberacion de neurotransmisores. Se ha demostrado que la activacion de los receptores CB1,
disminuye la acumulacion de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) vy, por lo tanto, la
inhibicion de la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA). Asimismo, La activacion

del receptor CB1 permite la activacion de la proteina quinasa activada por mitdgenos
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(MAPK), mecanismo por el que los canabinoides afectan la plasticidad sinéptica, la
migracion celular y el crecimiento neuronal. En este sentido, se ha demostrado que los
RCB1 modifican la actividad de canales de calcio y potasio (Mechoulam y Parker, 2013).
Por otro lado, los receptores CB2 se expresan principalmente en células inmunes que
incluyen linfocitos, macrofagos, mastocitos, células asesinas naturales (natural killer o NK),
células mononucleares periféricas y microglia. Se sabe menos acerca de los receptores CB2
que de los CB1, aunque hay evidencia de que los RCB2 pueden desencadenar la migracion
de células de la microglia y regular la liberacion de citoquinas. Por lo tanto, los receptores
CB1 y CB2 comparten la capacidad de modular la liberacién continua de mensajeros
quimicos (Grotenhermen, 2006).

Los endocanabinoides pueden actuar de manera paracrina y autocrina, posiblemente
también endocrino; y debido a su naturaleza lipidica son capaces de difundir y atravesar
membranas.

Como se ha mencionado antes, los endocanabinoides mejor estudiados son la N-araquidonil
etanolamina o anandamida (AEA) y el 2-araquidonil glicerol (2-AG), La sefializacion
endocanabinoide estd integrada en redes de modulacion de la fisiologia general del
organismo; regula procesos en todos los estadios de la vida (prenatal, pubertad,
adolescencia, adultez, vejez); tiene una amplia distribucion tisular, celular y subcelular
(Macarrone y cols., 2015; Ligresti y cols., 2016) por lo que participa en numerosos
procesos fisioldgicos centrales y periféricos de vital importancia, tales como el apetito y la
ingesta, la sensacion de dolor, el estado de &nimo, la transmision sinaptica, la
neuroproteccion, la nocicepcién, el control motor, la memoria y el aprendizaje, el miedo, el
desarrollo neuronal, la inflamacion, la liberacion y accion hormonal, la sensibilidad a la

insulina, la funcidn cardiovascular, respiratoria y reproductiva, la modulacion del sistema
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inmune; la formacion dsea, el metabolismo energético y adiposo; las funciones celulares,
como la arquitectura celular, la proliferacion, la motilidad, la adhesion y la apoptosis

(Ligresti y cols., 2016).

1.3.1. ENDOCANABINOIDES
Los endocanabinoides son sustancias muy lipofilicas, que a diferencia de los
neurotransmisores clasicos no se almacenan en vesiculas antes de liberarse y se sintetizan

segun la demanda. Por consiguiente, sus vias de sefializacion estan finamente reguladas a

0 CH,0H
OH

A) B)

FIGURA 1. A) Estructura quimica del Araquidonil-etanolamida (AEA, anandamida); B) Estructura quimica del
Araquidonil-glicerol (2-AG); Tomada de Grotenhermen Franjo (2006).

través de su sintesis, liberacion, transporte y degradacion (Grotenhermen F.2006). La
familia de los endocanabinoides comprende de araquidonil-etanolamida (AEA) (Figura
1A) el 2-araquidonil-glicerol (2-AG), (figura 1 B). Asimismo, también se han descubierto
a la araquidonil-etanolamina (virodhamina), el éter del 2-AG (éter de noladina) y la N-

araquidonil-dopamina (Vedrana R. Y cols; 2009).

1.3.2. BIOSINTESIS Y METABOLISMO DE ENDOCANABINOIDES

La actividad de los endocanabinoides esta controlada por sus niveles enddgenos y, por
tanto, por el balance entre los mecanismos de biosintesis y degradacién. Los

endocanabinoides no se almacenan en vesiculas clésicas, sino que se sintetizan y liberan “a
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demanda” por medio de la activacion de receptores unidos a proteinas G (GPCR) o por
despolarizacion celular (Katona y Freund, 2012). La AEA se sintetiza a partir de la
fosfatidil-etanolamina (PEA), que gracias a la accion de la N-acetiltransferasa (NAT) da
lugar a la N-araquidonoil-fosfatidiletanolamina (NAPE) por la transferencia de é&cido
araquidonico desde la fosfatidilcolina. A continuacion NAPE es hidrolizada por la
fosfolipasa D, dando lugar a la AEA. EI 2-AG, por el contrario, se sintetiza a partir de
fosfatidil inositol (PI) por accién de la fosfolipasa C (PLC) que da lugar al diacilglicerol
(DAG) que seré hidrolizado por la diacilglicerollipasa (DAGL) para sintetizar el 2-AG

(Fragua y cols., 2014).como se muestra en la figura 2.

Figura 2. La sintesis.- 2- araquidonoilglicerol (2-AG)

Receptor Neurona presindptica

Orexna. | : y anandamida (AEA). El 2-AG puede formarse a
. Expresion / v
9 St - partir del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), por
‘E‘ JAG wessnnnna e Glcerol + AR & . i i
2 ® ’ ¢ accién secuencial de una fosfolipasa C (PLC) y de
L - Degradacién 2-AG )
mﬂﬂ ' una diacilglicerol lipasa (DAGL), La AEA puede

C "“'\ formarse a  partir  del  precursor  N-
/‘\/ araquidonoilfosfatidiletanolamina (NAPE) a través de
g " o la accion de la Naraquidonoil-fosfatidiletanolamina
@ \ Biosintesis 2-AG FAMA Anandamida .
Gaconsoslolpido X " fosfolipasa D (NAPE-PLD), 2) otra en la que una PLC

@eccccccs

B ks N > genera fosfo-anandamida (pAEA) sobre la cual actla

Anandamida

Ghcerolstlgno 5 ; una fosfatasa, y 3) la via de la serina hidrolasa con
@ 3 dominios o/ff 4 (ABHD4) que genera glicero-pAEA

sobre la cual actia la glicerofosfodiester
fosfodiesterasa 1 (GDEL). La degradacion de los endocannabinoides puede darse por su hidrolisis o por su
oxidacion mediante distintas lipooxigenasas (LOX) o ciclooxigenasas (COX). En la hidrdlisis del 2-AG

participan la monoacilglicerol lipasa (MAGL), la serina hidrolasa con dominios o/ 6 (ABHD6) o con
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dominios o/f 12 (ABHDI12), y la acido graso amidohidrolasa (FAAH). La AEA puede ser hidrolizada por la
FAAH, por la amidasa acida que hidroliza N-acetiletanolaminas (NAAA), y por la ceramidasa acida (AC).

Tomada de CLARA PASCUAL., 2014.

La AEA también puede ser sintetizada a partir de acido araquidonico y etanolamina por las
mismas enzimas responsables de su degradacién, la amido hidrolasa de &cidos grasos
(FAAH) cuando ambos sustratos se encuentran en elevadas concentraciones. El 2-AG se
sintetiza también a partir de PI, que por accién de la fosfolipasa A (PLA) da lugar a liso-
fosfolipidos, y estos al 2-AG al ser hidrolizados por la Lyso-fosfolipasa C (Lyso-PLC).
(Fragua y cols., 2014; Pazos y cols., 2017).

En cuanto a la degradacion, cabe decir que la AEA tiene una vida media muy corta, pues es
recaptada de la hendidura sinaptica por un transportador de alta afinidad y degradada en el
interior de la célula por la FAAH, dando lugar a sus dos componentes, etanolamida y acido
araquidonico. El 2-AG una vez liberado puede ser recaptado por el transportador de
anandamida y degradado posteriormente por la enzima monoacilglicerol lipasa (MAGL)
(Fragua y cols., 2014; Pazos y cols., 2017).

Existen farmacos para estudiar la actividad mediada por los receptores canabinoides
principalmente agonistas y antagonistas de estos receptores como por ejemplo:

El ACEA o araquidonil-2-cloroetilamida; el cual es un analogo sintético del ligando
enddgeno canabinoide AEA con una alta selectividad por CB1 sobre CB2 y con una
afinidad de 1.4 nM para el receptor CB1 (Hillard, 1999), actia como un agonista de CB1,
inhibiendo la acumulacion de AMPc inducida por forskolina in vitro e incrementando la

union de [35S]GTPGammaS en membranas cerebrales (Ruz Maldonado, 2017).
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1.3.3. RECEPTORES A CANABINOIDES

Como se ha mencionado, RCB1 y RCB2, tienen siete dominios transmembrana, de los
cuales uno es amino-terminal extracelular y uno, carboxilo-terminal intracelular. El RCB1
contiene 472-473 aminoacidos organizados en una secuencia altamente conservada entre
distintas especies. El receptor CB2 contiene 360 aminoacidos (Fraguas y cols., 2014) y
presenta una homologia global del 44% (68% en las regiones transmembrana) con el RCB1
(Lannotti y cols., 2016).

El RCBL1 es el mas abundante en el cerebro de los mamiferos y su presencia en el
hipocampo, ganglios basales y el tronco cerebral, representan la mayor parte de las
acciones conductuales (Piomelli, 2003) también se han encontrado en varios tejidos
periféricos, en adipocitos donde influye directamente en el metabolismo de los lipidos
(Francesca y cols., 2008), higado, pancreas, y musculo esquelético. Dicho receptor se
acopla a proteinas Gi cuya activacion conlleva al cierre de los canales de Ca?*, la apertura
de canales de K, la inhibicion de la actividad de la adenilil ciclasa (con su consiguiente
disminucion en las concentraciones de AMPc citosélico) y la estimulacion de quinasas que
fosforilan los restos de tirosina, serina, y treoninas en las proteinas (Piomelli,. 2003).

Las interneuronas que expresan receptores CB1 se localizan selectivamente en una
subdivisién de la amigdala llamada complejo basolateral, una estacién clave en el circuito
neural que procesa las emociones y un sitio primario de analgesia con canabinoides
(Piomelli,. 2003). Esta localizacion, y el hecho de que la inhibicion de CB1 causa
respuestas similares a la ansiedad y agresividad en roedores, indican que el sistema
endocanabinoide podria influir en los estados afectivos a través de los cambios en la

actividad de la amigdala , esta idea es respaldada por dos hallazgos: primero, la
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presentacion de estimulos antigénicos aumenta las concentraciones de AEA y de 2-AG en
la amigdala de rata, segundo, los inhibidores de FAAH exhiben propiedades marcadas de
tipo ansiolitico en ratas (Piomelli,. 2003)

Los endocanabinoides pueden disminuir la liberacién de glutamato de las terminales
presinapticas de los axones de la corteza y otras regiones cerebrales. Ademas, al disminuir
la liberacion de GABA de las interneuronas basolaterales, podrian desinhibir a las neuronas
GABAérgicas de los nucleos intercalados adyacentes y, en consecuencia, disminuir la
actividad postsinaptica (Piomelli, 2003)

El receptor CB2 fue descrito por primera vez en el bazo de rata en 1993 (Munro y cols.,
1993), y durante muchos afios se creyd que estaba localizado exclusivamente en células y
tejidos periféricos relacionados con el sistema inmune, como el propio bazo, las amigdalas
y en distintas células del sistema inmune (linfocitos B, aunque también en monocitos y
linfocitos T; Galiegue y cols., 1995). Con el avance de las investigaciones, se ha
demostrado que también se expresan en células de otros tejidos y érganos periféricos como
corazon, endotelio, hueso, higado y pancreas. Asimismo, los RCB2 se expresan en tejido
nervioso, principalmenre en células gliales, sobre todo en células de la microglia tras una
respuesta neuroinflamatoria (Benito y cols., 2008; Di Marzo y cols., 2015; Lu y Mackie.,

2016).

1.4. NUCLEO PARAVENTRICULAR Y SU IMPORTANCIA EN SU
ALIMENTACION

La regulacion de la ingesta alimentaria es mediada por un complejo mecanismo en el que
participa el hipotalamo, el cual es el encargado de regular las sefiales de hambre y saciedad

(Forero Bogotd y cols.,2020). El sistema consiste de una compleja red de circuitos
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neurohormonales, que incluyen sefiales moleculares de origen periférico y central, de corta
y de larga duracién; asi como, otros factores de tipo sensorial, mecénico y cognitivo
(Mercedes E. y cols., 2006). En el cerebro, el hipotalamo es la region que en ultima
instancia estd involucrada en la recepcién e integracion de todas estas sefiales, tanto
periféricas como centrales, el ndcleo paraventricular (NPV) hipotalamico es capaz de dar
respuesta a las necesidades de energia cambiantes del organismo, modulando la velocidad
de la tasa metabolica (Gortari Patricia y cols.,2012). EI NPV estd anatdmicamente
conectado a otras areas hipotalamicas y al tronco encefélico, siendo un nicleo integrador
importante para funciones autonomas y neuroendocrinas. Entre las funciones del NPV se
encuentran la regulacion de la ingesta de alimentos, el reflejo aferente adiposo (AAR), las
respuestas al estrés, la modulacién de la tasa metabdlica, la termorregulacion, la
modulacion de la actividad del nervio simpatico y la funcion cardiovascular (Swanson and
Sawchenko, 1980). EI NPV envia conexiones al ndcleo accumbens, cuya sefializacion es
principalmente dopaminérgica y esta relacionada con la regulacion de los mecanismos de
recompensa o gratificacién que refuerzan positivamente el consumo de alimentos (de

Gortari,. 2009).

1.5.SISTEMA ENDOCANABINOIDE, OBESIDAD Y SINDROME
METABOLICO

El humano es un organismo heterétrofo, que obtiene sus alimentos del medio ambiente, por
lo que requiere de un sistema muy bien organizado que regule la ingestion de alimentos, el

mantenimiento del balance energético y la conservacion del peso corporal. Cuando este
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sistema falla, se presentan patologias como son la desnutricion y la obesidad (Gonzélez

Hita y cols., 2006).

El sistema nervioso central (SNC) recibe informacion del estado energético en que se
encuentra el organismo y en consecuencia envia sefiales hacia los diversos 6rganos y
sistemas periféricos para lograr un balance energético 6ptimo a corto y a largo plazo. Las
maultiples sefiales que integran el sistema de regulacion neuroendocrina de la alimentacion
se han agrupado con base a criterios tales como el sitio donde se originan, ya sea en el SNC
0 en oOrganos Y tejidos periféricos, dividiéndolas en dos grandes grupos: sefiales centrales y

sefiales periféricas. (Gonzalez Hita y cols, 2006)

La regulacion de la saciedad por los carbohidratos esté relacionada con el aumento de la
glucemia que inhibe el hambre a corto plazo. El mecanismo es mediado por la liberacion de
insulina dependiente de glucosa. La insulina a su vez inhibe a los péptidos orexigenos
hipotalamicos (Lebowitz SE, 1992). La insulina es una hormona peptidica de 51
aminoacidos secretada por las células beta del pancreas, tiene un papel fundamental en la
regulaciéon del metabolismo. Al igual que leptina, los niveles circulantes de insulina estan
en relacion directa con la cantidad de tejido adiposo, por esta razén, leptina e insulina se
consideran sefiales de adiposidad. La insulina penetra en el SNC atravesando la barrera
hematoencefalica por medio de un mecanismo de transporte saturable, alcanzando
concentraciones en el liquido cefalorraquideo (LCR) proporcionales a sus valores

plasmaticos (Gonzalez Hita y cols, 2006)

La insulina ayuda a la formacion de tejido graso y aumenta la produccion de leptina, tiene
efecto anorexigeno al disminuir la expresion de Neuropéptido Y (NPY) en el nucleo
arqueado del hipotalamo (NAr); efecto similar al de leptina. (Kieffern T.J y cols., 2000). De
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la misma forma, estimula la saciedad a través de la liberacion de la colecistocinina (CCK) y
de la hormona liberadora de corticotropina (CRH), por lo que constituye una conexién entre

la regulacion del apetito y del metabolismo energético a largo plazo. (Gortari y cols.,2012)

La leptina es una hormona proteica de 16 Kd compuesta de 167 aminoacidos de la familia
de las citosinas y es sintetizada fundamentalmente por el tejido adiposo blanco. Su sintesis
es estimulada cuando existe un aporte y flujo de nutrientes dentro del adipocito que
garantiza la formacion de triglicéridos, pero también por hormonas como la insulina,
glucocorticoides, estrogenos, melatonina y los factores de transcripcion que regulan
positivamente la expresion del gen del adipocito, en tanto que es inhibida por andrégenos,

TNFa y por hormonas tiroideas (Calzada R. Y cols. 2008).

La interaccion entre la leptina y la insulina ha sido estudiada ampliamente debido a la
simultaneidad a la resistencia entre la insulina y leptina en individuos obesos con SM
(Almanza P. y cols,2008). Se sabe que entre la leptina y la insulina existe una perfecta
homeostasis ya que se regulan mutuamente. Asi, la leptina inhibe la produccion de insulina
en las células B del pancreas, mientras que la insulina estimula la produccion de leptina en
el adipocito (Seufert, 2004). Sin embargo, en un estado de resistencia a leptina
caracterizado por hiperleptinemia, se pierde la homeostasis entre estas moléculas, de tal
manera que la leptina deja de inhibir la produccion de insulina en el pancreas, conduciendo
a una fase de hiperinsulinemia y resistencia a esta hormona. Asimismo, se ha demostrado
que la leptina puede ser capaz de producir resistencia a la insulina en el higado (Almanza P.

y cols, 2008).

El SEC, participa de manera importante en la modulacion de la ingesta de alimento,

principalmente a través de la activacion de los RCB1. Dicho receptor, se expresa en el NPV
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(Di Marzo y cols., 2001). A pesar de que existe un componente modulador de la
alimentacion y del balance energético mediado por RCB1 a nivel periférico (Matias y cols.,
2006), se ha propuesto que los RCB1 hipotaldmicos constituyen una pieza clave en la
modulacion central de la ingesta de alimento (DiPatrizio y cols., 2008). Especificamente, el
NPV es considerado como uno de los ndcleos donde converge gran parte de la informacion
necesaria para el control del balance del consumo y gasto energético (Mancilla Diaz y cols.,
2003). Los RCB1 se expresan en las terminales presinapticas del NPV, de manera
especifica en terminales serotoninérgicas y GABAGérgicas, lo que sugiere que los
canabinoides tienen un papel neuromodulador de las sefiales orexigénicas y anorexigénicas
(Nakazi, y cols. 2000).

1.6.PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES CBl1 EN LA
DEPRESION Y ANSIEDAD

Se ha demostrado que el canabis tiene efectos benéficos en determinados trastornos
psiquicos como la bipolaridad, mania, ansiedad o depresion (Pazos y cols., 2017). Las
alteraciones que se producen durante la depresion en determinadas funciones fisiologicas y
aquellas inducidas por la sefializacion canabinoide sugieren que la activacion del SEC juega
un papel importante en la regulacién de los trastornos del animo. Existen numerosas
evidencias que indican que el SEC se altera en estados de ansiedad y depresion (Uriguen y
cols., 2017). Sin embargo, los resultados obtenidos con agonistas canabinoides son
controversiales, ya que hay estudios que afirman que su administracion disminuye la
ansiedad (Mangiri. 2008; Uriglen y cols., 2017; Fraguas Yy cols., 2014; Benitez, 2017) y
otros mencionan aumento del comportamiento ansioso tras su administracion (Mangiri,

2008; Uriglen y cols., 2017; Benitez., 2017); Esto se debe a las cantidades administradas
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del agonista, las dosis bajas (Manguiri, 2008) y controladas (Benitez, 2017) causan efectos
ansioliticos y en dosis altas causa un efecto ansiogénico (Urigiien y cols 2017; Manguiri
2008).

1.7.ESTRES  OXIDATIVO, SINDROME METABOLICO Y
RECEPTORES CB1

El estrés oxidativo celular es un componente importante en la generacion del dafio celular y
tisular asociado a los procesos como la inflamacion, la formacién de tumores, la
degeneracion relacionada con la edad, y la diabetes (Ruz Maldonado, 2017). El dafio
oxidativo se presenta cuando hay un crecimiento de la concentracion de moléculas
oxidantes, sean endogenas o exdgenas o cuando tienen una condicion de reduccion de las
defensas antioxidantes (Caderon Salinas, Mufioz Reyes y cols, 2013). El estrés
oxidativo resulta del desequilibrio entre la produccidn de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y/o de nitr6geno (RNS) y la neutralizacion de estas por los tampones redox
celulares y la actividad de los otros sistemas antioxidantes. Las ROS como el anion
superdéxido (Oy), el peréxido de hidrogeno (H20,), los radicales hidroxilo (OH") y las
especies reactivas de nitrogeno (RNS) como el 6xido nitrico (NO) y el peroxinitrito
(ONOO"), son moléculas que cuando aparecen en exceso pueden causar disfuncion y
muerte celular por alteracion de vias metabdlicas (Ruz Maldonado, 2017). El desbalance
entre la produccion de ROS vy el sistema de defensa antioxidante en los sistemas vivos
ocasiona una ruptura de la funcion celular (Carvajal, 2018). La formacion de las ROS es
inherente al metabolismo anaer6bico por medio del cual se obtiene energia de las diferentes
moléculas en las células (Caderon Salinas, Mufioz Reyes y cols, 2013). La glucosa es

capaz de auto-oxidarse, lo cual sucede de manera muy abundante en condiciones de mayor
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concentracion de glucosa en la célula. El incremento de la concentracion de glucosa en la
célula por si sola impone una presion importante para producir mayor cantidad de las ROS
(Caderon Salinas, Mufioz Reyes y cols, 2013). La formacién de O%, generado cuando el O?
se reduce tras la adquisicion de un Unico electron, puede ser considerado el paso inicial para
la formacion de otras ROS y RNS por los diferentes sistemas enzimaticos (Ruz Maldonado,

2017).

En el metabolismo de las ROS, los electrones que son donados por reacciones oxido-
reductoras reducen el oxigeno parcialmente como se muestra en la figura 3. La reduccion
del oxigeno en el metabolismo es de indispensable hasta la formacion de agua (Caderon

Salinas, Mufioz Reyes y cols., 2013).

La fuentes principales generadoras de ROS en las células provienen de la cadena
transportadora de electrones mitocondrial la NADH-ubiquinona oxidorreductasa,
ubiquinona reductasa-citocromo ¢ reductasa, citocromo ¢ oxidasa y el complejo enzimatico
de la nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato oxidasa (NADPH oxidasa), ubicado en la
membrana plasmatica (Ruz Maldonado, 2017), estos son producidos mediante una
transferencia de electrones al oxigeno molecular. Las ROS son moléculas mensajeras que
regulan una amplia variedad de procesos fisiologicos celulares incluyendo la proliferacion,
la diferenciacion y la apoptosis. Otra funcion de las ROS es la defensa inmune contra
agentes externos por medio de la inflamacion (Carvajal, 2018). También regulan el
metabolismo de la glucosa, induciendo un incremento en la captacion de glucosa por parte
de los adipocitos y de las células del musculo esquelético. En este caso se da una
translocacion la membrana del transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4) y un incremento

consecuente en la captacion intracelular de glucosa (Widlansky y Cols,2011). El receptor
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CB1 ha sido relacionado con la produccion de ROS en las neuronas, donde se ha visto que
su activacion, disminuye su produccion. El contenido de ROS en islotes pancreaticos a la
estimulacion con una alta concentracion de glucosa activando receptores CB1 fue menor
que en condiciones de baja concentracion de glucosa, sin embargo los islotes de animales

con SM muestran menor contenido de ROS (Ruz Maldonado, 2017).

Figura 3. Modelo propuesto para explicar la participacion de la mitocondria en la induccion de dafio oxidativo debido
a hiperglucemia. La mitocondria tiene una alta concentracion de equivalentes reductores (NADH + H+ y FADH2)
provenientes de la glucolisis y que entran a la mitocondria a través de lanzaderas de electrones (LE) y por el aumento de
la actividad del ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA), alimentado por la descarboxilacion de las grandes
concentraciones de piruvato que ingresa a la mitocondria a través de su transportador (TP). La energia generada por el
paso de electrones en la cadena respiratoria (complejos I, 11, 111 y IV) que termina en la formacion de H20 a partir de 02
es usada para el bombeo de protones (H+) desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembranal generando un
gradiente de protones y un incremento en el potencial de membrana mitocondrial (A¥m). La fuerza del flujo de protones
al entrar puede acoplarse por el complejo de la ATP sintetasa (FO/F1) y permite la formacion de ATP con ADP que
proviene del citoplasma por el intercambiador ADP/ATP, también Ilamado transportador de nucleétidos de adenina
(TNA) y con fosfato inorganico (Pi) que llega a la matriz por medio del acarreador de fosfatos (AF) que también
aprovecha la energia de entrada de los protones. Los protones también pueden entrar en una forma fatil a partir de los
Ilamados desacoplantes quimicos y las proteinas desacoplantes (PD) que permiten el ingreso de H+ a la matriz
mitocondrial generando calor y reduciendo el A¥Pm. El transporte de electrones en la cadena respiratoria inducen
también la formacion del radical superédxido (O2 .- ) como producto secundario indeseable que da lugar a dafio oxidativo
y a una serie de reacciones que pueden generar mas especies reactivas de oxigeno y més dafio oxidativo. EI O2 .-
generado puede seguir las siguientes vias: reaccionar con 6xido nitrico (NO) para formar peroxinitrito (ONOO- );
transformarse por la superoxido dismutasa (MnSOD) en perdxido de hidrégeno (H202); atacar el centro hierro-azufre
FeS de la aconitasa liberando fierro ferroso (Fe2+). El Fe2+ y H202 pueden reaccionar formando el radical hidroxilo (.
OH). Todas estas especies reactivas de oxigeno (02 .- , ONOO- , H202 y .OH) pueden generar dafio oxidativo. La
mitocondria también tiene defensas antioxidantes, las cuales incluyen la propia MnSOD que reduce al O2 .- a H202,
mismo que es reducido a su vez por la glutation peroxidasa (GPX) y peroxirredoxina Il (PRX I11). El glutatién oxidado

(GSSG), se transforma en glutation reducido (GR) por la accion de la glutation reductasa que emplea electrones del
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NADPH + H+ que a su vez se reduce a partir de su forma oxidada (NADP+) gracias a una transhidrogenasa (TH) que
toma energia del gradiente de protones y electrones del NADPH + H+ . IMAGEN TOMADA DE (Caderon Salinas,

Mufioz Reyes y cols, 2013).

Flujo de protones acoplado alasintesis de ATP Flujo de protones desacoplado (fatil)
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1.8.MODELOS DE INDUCCION DEL SINDROME METABOLICO.

El SM es un conjunto de alteraciones bioquimicas, fisiologicas y antropométricas que
ocurren simultaneamente que son factores de riesgo para el desarrollo y progresion de
enfermedades cardiovasculares y diabetes mellitus. (Sollano M. y cols 2022). Hasta la
fecha se han utilizado, ratas, ratones, perros, cerdos y conejos como modelos animales
(Gunawan S. y cols 2021), pero algunos de ellos no presenta todas las caracteristicas de los
componentes del SM en humanos (Lozano WN vy cols, 2019), las ratas y los ratones son los
modelos utilizados con mas frecuencia para replicar el fenotipo y la patogénesis de la
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enfermedad humana, especialmente la hipertension, la diabetes y la obesidad (Gunawan S.
y cols 2021), las ratas Wistar y Sprague-Dawley pueden considerarse los roedores mas
comunes utilizados para desarrollar modelos de SM, ya que son susceptibles a la obesidad
inducida por la dieta y la resistencia con caracteristicas individuales (Marques C, y cols
2015), se ha demostrado que las ratas alimentadas con una dieta alta en grasas (60% kcal)
produjeron SM, es decir, aumento del peso corporal, masa grasa, glucosa plasmaética en
ayunas, hipertrigliceridemia, esteatosis hepatica e hipertension en un periode la duracién de
la induccion del SM también es un determinante fuerte del resultado metabdlico (Preguica |

y cols 2020).

1.8.1. DESARROLLO DEL MODELO DE SINDROME
METABOLICO INDUCIDOS POR DIETA

La dieta desempefia un papel importante en el desarrollo de las manifestaciones clinicas del
desarrollo de SM, se han realizado numerosos estudios relacionados con trastornos
metabdlicos utilizando modelos animales. Se emplearon diversos tipos de dieta y su
composicion especifica, ya sea en forma de monodietas, como la dieta alta en fructosa, la
dieta alta en sacarosa, la dieta alta en grasas, o las respectivas combinaciones de una dieta
alta en fructosa y otra alta en grasas o una dieta alta en sacarosa y otra alta en grasas.

(Gunawan S. y cols 2021)

MODELOS DE DIETA ALTA EN CARBOHIDRATOS: Los carbohidratos son la
principal fuente de energia del cuerpo y se metabolizan con mayor facilidad que las grasas,
Una ingesta de carbohidratos que exceda los requerimientos energeticos aumentara las
concentraciones de glucosa en sangre (Bender D y cols 2018) y activara la secrecion de

insulina del pancreas, lo que permitira que las células absorban glucosa. ElI consumo
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excesivo de carbohidratos a largo plazo puede causar obesidad, lo que afecta la resistencia a
la insulina. Los modelos dietéticos basicos aplicados en condiciones experimentales son el

tipo de carbohidratos, como la fructosa y la sacarosa. (Gunawan S. y cols 2021).

MODELOS DE DIETA ALTA EN FRUCTOSA: azucar de fruta (Gunawan S. y cols
2021; Lozano WN vy cols, 2019), es un monosacarido similar a la glucosa y la galactosa, se
utiliza como potencializador de sabor para hacer alimentos mas apetitosos (Bray G y cols
2007; Choo V vy cols 2018; Gunawan S. y cols 2021; Lozano WN y cols, 2019), un gran
flujo de fructosa en el higado causa la acumulacion de triglicéridos y colesterol debido a los
efectos estimulantes de la lipogénesis (Bender D y cols 2018) reduciendo la sensibilidad a
la insulina y produciendo resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa (Basciano y
cols 2005) una dieta que contiene un 60% de fructosa causa hipertension , aumenta el
azUcar en sangre en ayunas, el aumento de peso y la dislipidemia, y es un factor esencial

en el desarrollo de higado graso en un periodo de 8 semanas (Gunawan S. y cols 2021).

MODELOS DE DIETA EN SACAROSA: La sacarosa, también llamada azucar, es un
disacéarido compuesto por una molécula de fructosa y una molécula de glucosa (Murray R y
cols, 2012). Al ingerir azGcar, ambas moléculas de glucosa y fructosa se absorben a traves
de sus mecanismos de transporte especificos. La captacion de glucosa en el metabolismo de
la glucosa esta regulada negativamente por la fosfofructoquinasa, lo que conduce a la
entrada continua de fructosa en la via glucolitica. El exceso de fructosa se convertira en
grasa en el higado porque la fructosa es un buen sustrato para la sintesis de acidos grasos en
comparacion con la glucosa. Por lo tanto, la fructosa se convierte en uno de los
componentes que influyen en el desarrollo del SM, que es inducido principalmente por el
consumo de sacarosa (Wong S y cols 2016).
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MODELOS ALTA EN GRASAS: Las grasas son algunas de las principales
macromoléculas que suelen incluirse en las dietas (Brow M y cols 2010). Las grasas
contienen el mayor contenido calérico 9 Kcal/g de todas las macromoléculas. La grasa es
un éster que suele conocerse como un triglicérido compuesto por tres cadenas de acidos
grasos y glicerol. Grandes cantidades de glicerol y acidos grasos se movilizan libremente
por el torrente sanguineo. Los acidos grasos circulan libremente en el plasma y son el
principal sustrato para la produccion de VLDL y LDL en el higado (Nielsen S, 2012;
Lozano WN vy cols, 2019), La acumulacién de triglicéridos en el higado puede causar
resistencia a la insulina (Wong S y cols 2016). La administracion de una dieta alta en grasas
también afecta los niveles de acidos grasos no esterificados (NEFA), como resultado de la
descomposicion de los triglicéridos ingeridos en la dieta. En la obesidad, los niveles
circulantes de NEFA estan elevados y los niveles aumentados se correlacionan

inversamente con la sensibilidad a la insulina (Nascimento y cols 2019).

COMBINACION DE MODELOS DE DIETAS EN GRASAS Y CARBOHIDRATOS:
Esta dieta combinada ofrece varias ventajas. El aumento de triglicéridos se produce
principalmente debido a dietas altas en fructosa, mientras que la obesidad se produce
debido a dietas altas en grasas. Esta dieta combinada se asocié con un aumento en los
niveles de colesterol plasmatico, una disminucion del colesterol HDL y un aumento del

doble del peso del higado en ratas (Moreno F Y Cols 2018.)
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1.9. PRUEBAS CONDUCTUALES DEPRESION Y ANSIEDAD

La prueba de suspension de la cola es una prueba conductual en ratones datil para la
deteccion de posibles farmacos antidepresivos o la evaluacion de otras manipulaciones que
se espera que afecten a los comportamientos relacionados con la depresion. (Can A. y cols
2012), La prueba de suspension de la cola fue aplicada por primera vez en 1985 por Steru
para examinar la eficacia de los antidepresivos en ratones, el aspecto principal de la prueba
es la evaluacién conductual del sentimiento de desesperanza o impotencia ante la pérdida
de motivacion (Sahin Z. y cols 2021). Los ratones se suspenden de la cola con cinta
adhesiva, en una posicion que les impide escaparse ni agarrarse a superficies cercanas. Esta
prueba, que suele durar seis minutos, se cuantifican los comportamientos de escape
resultantes. (Can A. y cols 2012). Dicha prueba pretende determinar el comportamiento de
permanecer quieto o soltarse, lo cual es un reflejo de la desesperanza conductual, la
inactividad se asocia con la desesperanza debido a la pérdida de defensa o motivacion para
huir, en lugar de hipoactividad debido al gasto de energia. Esto se puede demostrar
evaluando la frecuencia, amplitud y relacién temporal de los movimientos individuales
probados, o mediante analisis bioquimicos relacionados con el metabolismo energético.

(Sahin Z. y cols 2021).

El campo abierto es una prueba muy conocida y aplicada en el laboratorio animal (Garua
Adriana 1985), la cual se utilizé inicialmente para medir el comportamiento emocional en
roedores, mientras que mas tarde se utilizo para medir los cambios de comportamiento
inducidos por drogas psicotropicas y choques electroconvulsivos. (Hiamanshu y cols 2020).
La prueba de campo abierto se utiliza ampliamente para evaluar el comportamiento

exploratorio y el comportamiento relacionado con la ansiedad (Tatem KS y cols 2014). Este

33



test proporciona una evaluacion fécil y justa de los comportamientos (Seibenhener My cols
2015) El test consiste en una arena rodeada de muros altos para evitar escapes, y el suelo
del campo abierto esta dividido en cuadrados (Samira s. y cols 2017), cada animal debe
colocarse en el centro del aparato. La persona que coloca a los ratones no debe realizar
movimientos bruscos ni ruidos, ya que pueden afectar gravemente los resultados. La
duracién de la sesion de prueba debe ser de 5 minutos para una evaluacion novedosa, pero
para examinar la habituacion a un entorno cada vez mas familiar, se recomienda una sesion
de 30 minutos (Azeez T. 2015), el nimero de lineas o cuadrados cruzados se registrara
automaticamente y al final del experimento se accedera al resultado para verificar el

comportamiento exploratorio (Hiamanshu y cols 2020).
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2. JUSTIFICACION

Uno de los principales problemas de salud puablica que se presenta actualmente, es el
denominado sindrome metabolico (SM), el cual se reconoce como una entidad patologica,
que se caracteriza por diferentes marcadores fisioldgicos y bioquimicos, tales como la
hipertension arterial (> 160/90 mmHg), dislipemia (triglicéridos >150 mg/dl); colesterol
unido a lipoproteinas de alta densidad [cHDL]< 35MG/dl), obesidad (indice de masa
corporal [IMC] >30), obesidad abdominal (circunferencia de cintura > 102 cm en varones
y >88 cm en mujeres ) e hiperglucemia en ayunas (> 110 mg/dl) (Laclaustra y cols., 2005).
Hasta nuestros dias, no se ha determinado los factores por las que ocurre el sindrome
metabolico, sin embargo, se propone que los factores genéticos y sobre todo, los habitos
alimenticios y el sedentarismo, juegan un papel determinante en su aparicion.

Uno de los marcadores principales del SM, es la resistencia a la insulina (RI), la cual es la
responsable del exceso de &cidos grasos libres (AGL) circulantes que se derivan de
triglicéridos (TG) del tejido adiposo. Existen otros factores que pudieran estar involucrados
en la aparicion del SM y que ayuden a explicar los diferentes eventos patolégicos que se
presentan en dicho sindrome. Se ha demostrado que los receptores CB1 se localizan en
islotes pancreaticos en ratas y que el agonista selectivo Araquidonil-2”-cloroetilamida
(ACEA), produce intolerancia a la glucosa de manera especifica e incrementan la ingesta de
alimentos en animales saciados donde la motivacion para comer es minima (Arias H.,
2007); dicha intolerancia a la glucosa disminuye después de la administracion del
antagonista CB1, N-(piperidin-1-il)-5-(4-iodofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-
3-carboxamida (AM251) (Bermudez-Silva.,, 2006). Asi como también disminuye la

motivacion para la ingesta de alimentos (Arias H., 2007).
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Asimismo se ha demostrado que la activacion de los receptores CB1, incrementa la
secrecion de insulina en los islotes pancreéticos (Horvath B y cols, 2012); mientras que su
antagonismo con AM251, disminuye la resistencia a la insulina en ratas obesas de la cepa
Zucker (Merroun., 2013).

Sin embargo, hasta ahora no se ha estudiado la accion de los receptores CB1 en un modelo
de SM inducido por los habitos alimenticios, es por ello que se propone estudiar a los
receptores del sistema endocanabinoide en un modelo de SM y sus repercusiones en cuanto

a la concentracion de glucosa e insulina de dichas ratas.
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3. HIPOTESIS

La activacion de los receptores CB1, incrementa la intolerancia a la glucosa e incrementa la
concentracion de insulina, aumenta el estado de ansiedad y el estado depresivo en un

modelo de sindrome metabdlico en ratas wistar.

4. OBJETIVOS.

4.1.OBJETIVO GENERAL
Estudiar el efecto de la activacion de los receptores CB1 sobre las concentraciones de

glucosa e insulina, ansiedad y depresion en un modelo de SM en rata Wistar.

4.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

v Establecer el sindrome metabolico en ratas Wistar

v Evaluar los efectos de la activacion del receptor CB1 en la conducta alimenticia y
peso en ratas con sindrome metabdlico.

v Evaluar los efectos de la activacion del receptor CB1 sobre la conducta de ansiedad
y depresidn en ratas con sindrome metabolico.

v Medir la concentracion de glucosa e insulina en ratas con sindrome metabdlico
después de la activacién de los receptores CB1.

v Medir la expresion de los receptores CB1 en el ndcleo paraventricular del

hipotalamo de ratas con sindrome metabdlico.
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5. METODOLOGIA

5.1.DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO

Nitritos
cuantificacion de

) insulina
Dieta:

CiealsE -> inmunohistoquimicas
(S'?)er) por 90 dias % {,j ]/ \I
en 16 ratas =

32 ratas I I l I.I

bioquimicas
Dieta:
normocalérica. W @ o @ 6

(5050) en 16 ratas

X%

sacrificio

Suspension de cola: Se evalla depresion, los dias -2,6 y 13 del Administraci6n: Diaria

‘ SSI (1 milkg)
experimento - ACEA (0.25mg/kg)
- AM251 (0.1 mg/kg)

Campo abierto: Cubo de madera, cuya base se encuentra dividida en 9 ACEA + AM251
cuadros de 20*20 cm. El cual evalla la respuesta de ansiedad, los dias
-1, 7 y 14 del experimento

(

5 s Conducta alimenticia: peso del alimento
Curva de tolerancia de glucosa (CTG): Se administra glucosa a un -

_~— diario con peso inicial de 30 g
dosis 2 g/kg via intraperitoneal los dias 0 y 15 del experimento *Hipercalorica (5053) en 16 ratas

*Normocaldrica (5050) en 16 ratas.

e D

-~

L=

Peso: Registro diario del peso

FIGURA 4. Diagrama general de trabajo. Se indica el procedimiento realizado, asi como las etapas en los sujetos de
experimentacion

5.2.SUJETOS DE EXPERIMENTACION

Se emplearon ratas macho (Rattus norvegicus) de la cepa Wistar (n=32) de 190 a 230g de
peso, provenientes del Bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad Autonoma
de Puebla. Las ratas se mantuvieron en cajas a temperatura de 24°C, con un ciclo

luz/obscuridad de 12-12 horas y libre acceso a agua y alimento, hasta llegar al peso
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requerido; todo con base a los protocolos de cuidado y manejo de animales de laboratorio
del Bioterio de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla y con fundamento en la
NOM-062-Z00-1999 (Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los
animales de laboratorio).

Se formaron dos grupos (n=16 ), cada grupo se dividié en 4 subgrupos (n=4), el primer
grupo de 16 ratas se sometio a una dieta hipercaldrica/hiperglucémica por 90 dias con
alimento 5053 el cual tiene la siguiente composicion: cada 10 gramos contiene 7.14 g de
carbohidratos con un aporte de 28.6 Kcal, 0.73 g de proteinas con un aporte de 2.92 Kcal ,
0.58 g de lipidos con un aporte de 5.22 Kcal , 0.0 g de fibra y 0.35 de cenizas dando un
aporte total de 36.74 Kcal para favorecer el SM.

El segundo grupo se someti6 a una dieta normocalérica con alimento (5050).

Una vez transcurrido el tiempo para inducir el SM, ambos grupos se subdividieron en 4
grupos con n=4, al primer subgrupo se le administr6 solucién salina isotdnica (SSI) con una
dosis de 0.1ml/10g, el segundo subgrupo fue administrado con
Araquidonil-2-cloroetilamida (ACEA) con una dosis de (0.25 mg/kg), el tercer subgrupo
fue administrado N-(piperidin-1-il)-5-(4-iodofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-
3-carboxamida (AM251) con una dosis de (0.1mg/kg), el cuarto subgrupo fue administrado
con ACEA (0.25mg/kg) + AM251 (0.1mg/kg); la administracion fue diaria en el periodo
del experimento.

Durante el experimento se evalud la conducta alimenticia; durante el periodo de la
experimentacion, se colocaron 30 g de alimento a cada rata de acuerdo a cada grupo; el
grupo ( n=16) de la dieta hipercalorica se colocé a cada rata 30g de alimento 5053 cada 24

horas se registrd el peso restante para determinar el consumo diario de las ratas; al grupo
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(n=16) de la dieta normocalorica se coloco a cada rata 30 g de alimento 5050 cada 24 horas
se registro el peso restante para determinar el consumo diario de las ratas.
Se les realizaron medidas zoométricas a ambos grupos (circunferencia abdominal, talla)

cada 3 dias, el peso se registré diario durante el experimento.

5.3.PRUEBAS CONDUCTUALES

5.3.1. SUSPENSION DE COLA

La suspension de cola permitio evaluar el estado depresivo de los animales; el modelo
consistié en una caja de madera con una cuerda donde las ratas fueron suspendidas de la
cola durante 5 minutos, se registraron los tiempos de inmovilidad y de movimientos
bruscos; Entre mayor movilidad, se presume que la rata esta en estado de ansiedad, en caso
contrario si la rata presenta mayor tiempo de inmovilidad se presume que la rata se

encuentra en depresion. Se evaluaron los dias -2, 6 y 13 del tiempo de experimentacion.

5.3.2. CAMPO ABIERTO

El modelo consiste de un cubo de madera de 60*60*50 cm, cuya base se encuentra dividida
en 9 cuadros de 20*20 cm el cual evalia la respuesta de ansiedad de los sujetos de
experimentacién la cual consiste en la respuesta incondicionada de la ansiedad al
encontrarse en un ambiente ajeno a ellos, las rata se colocé en el cuadro central del modelo,
se dibujé la trayectoria y se cuantificé el nUmero de veces que pas6 por el centro en un
periodo de 10 min. Se evaluaron los dias -1,7 y 14 del periodo de experimentacion como se

muestra en la figura 7.
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5.4. TOLERANCIA A LA GLUCOSA

Se realiz6 una curva de tolerancia a la glucosa en los dias 0 y 15 del periodo de
experimentacion, los sujetos de experimentacion de los diferentes grupos se administraron
con glucosa a una dosis de 2 g/kg via intraperitoneal; se obtuvieron muestras sanguineas a
partir de una pequefa incision en la cola y se realiz6 la determinacion de glucosa por el
método enzimatico de glucosa oxidasa-peroxidasa, a través de un glucémetro digital
(ACCU-CHECK Brand active). En los siguientes tiempos 0, 5, 10, 15 y 45 min posteriores
a la administracion de glucosa.

Se realizaron las siguientes pruebas bioquimicas después del sacrificio de los sujetos de

experimentacion:

5.5. CUANTIFICACION DE NITRITOS

En los tejidos de cerebro (hipocampo y estriado), higado y péancreas se determind la
concentracion de nitrito utilizando la reaccion de Griess. El reactivo de Griess se prepard
una solucidn de dihidrocloruro N-(1-Naftil)-etilendiamina al 0.1% diluido en agua destilada
y la solucion de sulfanilamida al 1% en &cido fosforico al 5%. Ambas soluciones son
estables a 4°C protegidas de la luz.

Las muestras se realizaron por triplicado, los tejidos se colocaron en eppendorfs agregando
1000 microlitros de Buffer de fosfatos salinos (PBS) 1X previamente refrigerado y se
homogenizaron cuidadosamente, se mantuvieron en refrigeracion a 4°C.

Las muestras se centrifugaron a 12500 rpm durante 30 minutos a 4°C, se retird el
sobrenadante colocandolos en eppendorfs nuevos. La reaccion colorimétrica se obtiene
agregando 50 microlitros de sobrenadante,50 microlitros de sulfanilamida, 50 microlitros

de NED obteniendo un total de 150 microlitros. Estableciéndose su absorbancia a 546 nm.
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Como estandar se utilizO6 NaNO2 0.1 mM. La concentracion se estableci6 como
micromoles de nitrito/L.

La reaccién de Griess se basa en la formacién de un cromoforo por la reaccion de
sulfanilamida con nitrito en medio acido, seguido de un acoplamiento con aminas bisiclicas

como el NED. (Adarmes H y cols., 2009).

5.6.CUANTIFICACION DE INSULINA

Las muestras sanguineas se obtuvieron por puncion cardiaca, se centrifugarona 2 x g por 5
min para obtener el plasma, el cual se procesd para medir la concentracion de insulina a
través de un inmunoensayo por ELISA y por reaccién antigeno-anticuerpo la cual se

estableciéndose su absorbancia a 415 nm (WinerLAb group).

5.7. INMUNOHISTOQUIMICAS

Brevemente, los animales se anestesiaron mediante administracion intraperitoneal de
pentobarbital. Se llego al térax, en donde se practic una puncion en el dpex cardiaco con
una canula y se realizd una incision en la auricula derecha del corazon para facilitar el
drenaje de sangre, que luego fue sustituido por solucién salina (0.9%) a temperatura
ambiente. Cuando se observo el blanqueamiento de los érganos de detuvo la perfusion, se
extrajo el cerebro y se almacen6 en una solucién fijadora de paraformaldehido 4X.

Posteriormente los tejidos se deshidrataron con alcohol en forma gradual y se incluyeron en
parafina, posteriormente se cortaron en pequefias laminas de 6 micras con ayuda del
micrétomo (para localizar el nucleo paraventricular) colocando las laminas en portaobjetos
previamente gelatinizados para fijacion de las muestras. Se tomaron 3 muestras donde se
localizé el nacleo paraventricular y se procedid a desparafinar las muestras con xilol y

alcohol en forma gradual, se enjuagaron con PBS 1X previamente refrigerado, se realizo
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una inmersién en solucién de albumina bovina (BSA) al 2% en PBS 1X. Se incubd con el
anticuerpo primario (anti-CB1) 1:100 a 4°C con una dilucion de BSA al 1% en PBS 1X.
Después de la incubacion con el anticuerpo primario, se prosiguié con la incubacion del
anticuerpo secundario conjugado con FITC (Jackson ImmunoResearch Laboratories) 1:200
diluido en BSA al 1% en PBS 1X en un lugar oscuro durante 2 horas a temperatura
ambiente.

Transcurrido el tiempo se montd con Vecta Shield-DAPI; se coloc6 10 microlitros por cada

muestra y se sellé con barniz.

6. RESULTADOS
6.1.PRUEBAS CONDUCTUALES

6.1.1. LA ACTIVACION DE LOS RECEPTORES CB1 PRODUCE
DEPRESION Y ANSIEDAD EN RATAS CON SINDROME
METABOLICO

La prueba conductual que se realizd para conocer el estado de depresion de los sujetos de
los diferentes grupos. Se sujet6 la cola de la rata (desde la base) y se suspendi6 durante 5
minutos; se registro el tiempo de inmovilidad.

La disminucion de movilidad es variable en los grupos como se muestra en la grafica 1, los
grupos alimentados con una dieta normocalorica tienen mas movilidad en comparacion con
los grupos de dieta hipercaldrica con un valor de p< 0.05, también se puede observar que
los grupos donde se activd a los receptores CB1 y que fueron alimentados con dieta
hipercaldrica, presentan mayor tiempo de inmovilidad con una media de 2.2 y 2.6 min en
comparacion con el grupo de dieta normocalérica con una media de 1.08 min. Sin

embargo, cuando se realizd la administracion del antagonista de los receptores CB1, el
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AM251, el tiempo de inmovilidad disminuy6 de manera significativa, pues se registré una
media de 1.550 para el grupo tratado con DNC y de 1.702 para el administrado con DHC.
Finalmente, se determind una media de 1.988 para el grupo de DNC, donde se coadministrd
el agonista y el antagonista CB1; mientras que se registrd una media de 2.478 para el grupo

con la misma coadministracién, pero de DHC.

TABLA 1. Media #+ ESM de los minutos de inmovilidad de los sujetos de experimentacion en el modelo de

suspension de cola.

SUSPENSION DE COLA

GRUPO SSI ACEA AM251 ACEA+AM251
DNC 1.08040.2859 2.2641+0.2674 1.55040.3196 1.98840.2998
DHC 1.702+0.2998 2.620+0.2674 1.702+0.2610 2.478+0.2998

w
|

N
1

-
1

Tiempo de inmovilidad (min)

o
1

Grafica 1. El incremento del tiempo es notable en los grupos que Figura 5. Muestra el erguimiento de la rata, el cual intenta

donde se activa el receptor CB1 con dieta hipercalérica y Ilberarsg,y es el tiempo que se cuenta para la prueba de
normocalorica. suspension de cola.

ANOVA de una via con test de comparacion multiple de Bonferroni,
*p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001, ****p<0.00001
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El campo abierto, es un modelo que permite evaluar la ansiedad de los sujetos de
experimentacion al exponerse a un sitio no explorado. Como se puede observar en la
gréafica 2, el grupo SSI DNC, present6 una media de 2.8 cuadros visitados, mientras que los
animales alimentados con DHC, registraron una media de 1.857. la activacion de los
receptores CB1 en animales con DNC, incremento la ansiedad en ellos, ya que registraron
una media de 2.286, mientras que la misma activacion en animales con DHC incrementd
mas este proceso, pues los animales registraron 1.286. Interesantemente, el antagonismo de
los receptores CBL1, disminuy0 la ansiedad en los animales alimentados con DNC y DHC,
pues estos incrementaron su paso por el centro (DNC= 3.500; DHC= 4.167 ); mientras que
este incremento se mantiene al administrar el ACEA y AM251 (DNC= 3.667; DHC=

3.714). Dichos resultados se pueden observar en la tabla 2 y en la grafica 2.

TABLA 2. Media # ESM de las veces que los animales alimentados con DNC y DHC pasan por el centro del

campo abierto, después de haber sido activados o inactivados los receptores CB1

Grupo SSI ACEA AM251 ACEA+AM251
DNC 2.8 £0.5329 2.286 £ 0.5329 3.5+ 0.5510 3.667 £ 0.5510
DHC 1.857+0.5329 1.286 + 0.5329 4.167 £ 0.5510 3.714 £ 0.5329
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Grafica 2. Muestra la cantidad de veces que la rata pasa por el La rata realiza una exploracion sobre los costados de la caja
centro de los diferentes grupos. para encontrar un lugar seguro
ANOVA de una via con test de comparacién maltiple de
Bonferroni,

*p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001, ****p<0.00001.

6.2.LA ACTIVACION DE LOS RECEPTORES CB1, INCREMENTA

LA GLUCEMIA EN RATAS CON SINDROME METABOLICO.
Se realiz6 una curva de tolerancia a la glucosa. Para ello, se adminitré glucosa a una dosis

de 2 g/kg via intraperitoneal. La gréfica 3 muestra los resultados obtenidos; los sujetos
alimentados con dieta normocal6rica, no muestra cambios significativos con respecto al
tiempo (P<0.001). Sin embargo el grupo de ACEA + AM251 DNC presenta una media
menor con valor de 229.8 mg/dL al inicio de la curva de tolerancia de glucosa en
comparacion con el grupo control de SSI DNC con una media de 278.1 mg/dL como se
muestra en la tabla 3. la grafica 3B muestra la curva de tolerancia de glucosa con grupos
con dieta hipercaloria con un valor de p<0.0001 el cual no tiene valor significativo queda

mencionar que el grupo de ACEA + AM251 DHC presenta a los 10 minutos de haber
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administrado la glucosa presenta una media de 346.5 mg/dL de concentracién de glucosa en
sangre y a los 15 minutos de haber administrado la glucosa muestra un incremento de una
media de 383.75 mg/dL donde alcanza su punto maximo de concentracidn en sangre , sin
embargo, los grupos de SSI DHC,ACEA DHC,SSI DHC y AM251 DHC presentan su
punto mé&ximo de concentracion de glucosa en sangre a los 10 minutos de haber
administrado la glucosa, cabe mencionar que el grupo de AM251 DHC presenta una baja
concentracion de glucosa en sangre con respecto a al grupo control de SSI DHC, como se
muestra en la tabla 4 el grupo con menor concentracion de glucosa en sangre es el AM251
DHC con una media de 211.6 mg/dL y el grupo que presenta mayor concentracion de
glucosa en sangre es el grupo de ACEA DHC con una media de 285.8 mg/dL.

TABLA 3. Media + ESM de la curva de la tolerancia de glucosa en sangre en ratas con

DNC y DHC, después de haber sido activados o inactivados los receptores CB1

Figura 7. Se realiza toma de muestras sanguineas a partir de una pequeiia incision en la cola y se realizo la

determinacion de glucosa por el método enzimdtico de glucosa oxidasa-peroxidasa, atreves de un glucometro digital
(ACCU-CHECK Brand active).

Grupo SSI ACEA AM251 ACEA+AM251
DNC 278.1 £ 53.29 278 £52.99 231.2£4181 229.8 +£40.73
DHC 258.9 +48.74 285.8 £ 54.77 211.6 £ 34.16 282.3+54.74
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Grafica 3. Curvas de tolerancia a la glucosa en los animales alimentados con dieta normocalérica e
hipercalorica, después de haber administrado 2g/kg de glucosa (vip) y haber activado o bloqueado a los
receptores CBL1.

Al término del experimento, las ratas fueron administradas con el agonista o antagonista de
los receptores CB1 o con la coadministracién de ambos farmacos, y fueron sacrificados por
sobredosis con pentobarbital. Se extrajo 1 mL de sangre por puncion cardiaca, la cual fue
centrifugada para obtener el plasma y medir la concentracion de glucosa en los animales;
resultados que se pueden observar en la tabla y grafica 4 . La concentracion de glucosa en
las ratas del grupo alimentado con DNC y administrado con SSI, mostré6 una media de
85.00 mg/dL de glucosa, mientras que el grupo alimentado con DHC, mostré un
incremento, ya que la media fue de 144.3 mg/dL. La activacion de los receptores CB1 en el
grupo con DNC, present6 una media de 115.7 mg/dL de glucosa, mientras que esta misma
activacion, pero en el grupo alimentado con DHC, produjo una concentracion media de
glucosa de 188.7 mg/dL. Por otro lado, la administracion del antagonista CB1, disminuyo

la concentracion de glucosa a 104 mg/dL en el grupo alimentado con DNC, mientras que en
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el grupo con DHC, este bloqueo produjo que la concentracion de glucosa bajara a 94
mg/dL. La coadministracion del agonista y antagonista de los receptores CB1, produjo que
la concentracion de glucosa fuera de 108.5 mg/dL en el grupo DNC, mientras que en el
grupo DHC, se presentara una concentracion media de 106.3 mg/dL.

TABLA 4. Se muestra la media + ES de la concentracion de glucosa en el plasma de ratas

alimentadas con DNC o DHC mas la activacién o bloqueo de los receptores CBL1.

GRUPOS SSI ACEA AM251 ACEA+AM251
DNC 85 +9.279 115.7 £9.279 104 £ 9.279 108.5 + 8.680
DHC 144.3 +£9.279 188.7 £9.279 | 94 +8.680 106.3 + 8.680
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Gréfica 4. Efecto de la activacion o bloqueo de los receptores CB1 en ratas alimentadas con DNC o DHC,
sobre la concentracién de glucosa en sangre. Se observa que la activacion de los receptores CB1, incrementa la
concentracion de glucosa, mientras que el antagonismo de los CB1, disminuye la concentracion de la misma.
ANOVA de una via con test de comparacion multiple de Bonferroni,

*<0.05, ¥¥p<0.001, ¥**p<0.0001, ****p<0.00001.
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Se midi6 la concentracion de insulina en el plasma de las ratas de los diferentes grupos
experimentales. El grupo de SSI DHC desarroll6 resistencia a la insulina, pues se midié un
incremento del 256.3% con respecto a ratas del grupo SSI DNC. En este mismo sentido, las
ratas con DHC mas la activacién de los receptores CB1, presentaron un incremento de
insulina del 35.56 % con respecto al grupo de SSI DHC , un 383.03% con respecto al grupo
SSI DNC. En la tabla 5 se muestran las medias de las concentraciones de insulina donde se
observa que los grupos AM251 DHC, y AM251 DNC no presentan diferencia significativa
con un promedio de 15.01.

TABLA 5. Se muestra la media + ES de la concentracién de insulina en ratas alimentadas

con DNC o DHC mas la activacion o bloqueo de los receptores CBL1.

GRUPOS SSI ACEA AM251 ACEA+AM251
DNC 9.75+0.5573 | 9.575+0.6343 | 12.8£0.4491 12.13 £ 0.3705
DHC 34.65+3.745 | 46.98 +4.229 17.23+£0.3705 | 12.13 +£0.3705

50




604 T
_EI skakkk skkkk
~ 40_ ............
=] T
(4]
£
2 20 -
£
J 0

Gréfica 5. Efecto de la activacién o blogueo de los receptores CB1 en ratas alimentadas con DNC o DHC, sobre
la concentracion de insulina en sangre. Se observa que la activacion de los receptores CB1 en ratas alimentadas
con dieta hipercal6rica, incrementa la concentracion de insulina, mientras que el antagonismo de los CB1,
disminuye la concentracién de la misma. ANOVA de una via con test de comparacién maltiple de Bonferroni,
*p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001, ****p<0.00001.

6.3. LA ACTIVACIQN DE LOS RECEPTORES CB1 INCREMENTA
LA CONCENTRACION DE OXIDO NITRICO EN EL HIPOCAMPO Y
ESTRIADO DE RATAS CON SINDROME METABOLICO

Esta prueba es un medio indirecto de comprobar que hay dafio a nivel celular
principalmente en la mitocondria y reticulo endoplasmico. La grafica 6A muestra que el
grupo administrado con ACEA presenta una concentracion mayor en la region del estriado

con una media de 8.137 NO./g tejido (tabla 6), mientras que la administracion del AM251
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presenta una concentracion menor con una media de 1.31 NO-/g tejido con una diferencia
del 5.44 NO,/qg tejido al grupo control. En la gréafica 6B se observa que los grupos AM251
y ACEA + AM251 en la regién de hipocampo presentan menor concentracion de NO en la

region de estriado con un promedio de 2.27 NO,/g tejido con respecto al grupo control.

TABLA 6. Se muestra la media + ES de la cuantificacién de nitritos en ratas alimentadas

con DNC mas la activacién o bloqueo de los receptores CB1.

GRUPOS SSI ACEA AM251 ACEA+AM251
ESTRIADO 6.753 £0.4081 | 8.137+0.2281 |1.31+0.1874 |4.664 +0.4368
HIPOCAMPO | 3.787 £ 0.4197 | 11.64 +1.228 1.872 £0.1132 | 6.674 £0.3755

TABLA 7. Se muestra la media + ES de la cuantificacién de nitritos en ratas alimentadas

con DHC mas la activacion o blogqueo de los receptores CB1.

GRUPOS SSI ACEA AM251 ACEA+AM251
ESTRIADO 2.516 £0.1547 | 3.463 £0.0762 | 2.507 £0.1587 | 2.31 + 0.2847
HIPOCAMPO | 1.229 + 0.2673 | 2.424 +0.3774 | 0.3442 £0.0173 | 0.2795 £ 0.0052
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Gréfica 6. Efecto de la activacién o blogueo de los receptores CB1 en ratas alimentadas con DNC o DHC, sobre
la concentracion de nitritos en el estriado e hipocampo. Se observa que la activacion de los receptores CB1 en
ratas alimentadas con dieta hipercaldrica, incrementa significativamente la concentracion de nitritos, mientras
que el antagonismo de los CB1, la disminuye. ANOVA de una via con test de comparacién multiple de Bonferroni,
*p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001, ****p<0.00001.

6.4. LA ACTIVACION CONTINUA DE LOS RECEPTORES CB1,
INCREMENTA SU INMUNORREACTIVIDAD EN EL NUCLEO
PARAVENTRICULAR DEL HIPOTALAMO DE RATAS CON SINDROME
METABOLICO.

Al realizarse la eutanasia de los animales, se obtuvieron cerebros completos y se colocaron
en paraformaldehido para posteriormente realizar cortes coronales y realizar la técnica de
inmunofluorescencia, para poder observar si existen cambios en la expresion de los
receptores CB1 en el nucleo paraventricular del hipotdlamo, clave en la regulacion de la
conducta alimentaria. Las imagenes fueron tomadas con el objetivos de 20 X y 40 X , una
vez que se obtuvieron las imagenes para su observacion se utiliz6 el software ImageJ para

obtener la cuantificacion de las células expresadas.
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TABLA 8. Media # ESM de la cuantificacion del porcentaje de células con la expresion de

receptores CB1 en ratas con DNC y DHC.

Grupo SSI ACEA AM251 ACEA+AM251
DNC 32+1 63.5+2.5 28 +2.646 515+25
DHC 25+1 53.67 + 8.373 33.5+25 55+1
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Gréfica 7. Efecto de la activacién o blogueo de los receptores CB1 en ratas alimentadas con DNC o DHC, sobre
la inmunorreactividad de los receptores CB1 en el nlcleo paraventricular del hipotdlamo. Se observa que la
activacion de los receptores CB1 en ratas alimentadas con dieta hipercalérica, incrementa la inmunorreactividad
de los receptores, mientras que el antagonismo de los CB1, la disminuye. ANOVA de una via con test de
comparacion miltiple de Bonferroni,

*p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001, ****p<0.00001.
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AM251 CB1 SSI

ACEA + AM251

DAPI CB1 CO-LOCALIZACION

Figura 8. Expresion de los receptores CB1 en nlcleo paraventricular en ratas con dieta normocalorica. Esquema de
corte coronal de cerebro de rata (Paraxinos y Watson 1998). Las fotomicrografias tomadas con el objetivo 20X de
cada grupo experimental con los diferentes tratamientos farmacolégicos, la primera columna se muestran los nucleos
en DAPI (marca azul), en la segunda columna la expresion de receptor CB1 (marca roja) en el ndcleo paraventricular
y en la tercera columna la co-localizacion de los nlcleos y el receptor CB1
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DAPI CO-LOCALIZACION

AM251 CB1 SSI

ACEA + AM251

Figura 9. Expresion de los receptores CB1 en nlcleo paraventricular en ratas con dieta hipercalorica.
Esquema de corte coronal de cerebro de rata (Paraxinos y Watson 1998). Las fotomicrografias
tomadas con el objetivo 20X de cada grupo experimental con los diferentes tratamientos
farmacolégicos, la primera columna se muestran los ndcleos en DAPI (marca azul), en la segunda
columna la expresion de receptor CB1 (marca roja) en el nlcleo paraventricular y en la tercera
columna la co-localizacion de los nicleos y el receptor CB1

56



7. DISCUSION

El proposito de esta investigacion fue evaluar el efecto producido por la activacion de los
receptores CB1 en los procesos de ansiedad y depresion en las ratas con SM; los resultados
reflejaron que las ratas que fueron alimentadas con una DNC presento una media de 2.8 en
los cuadros visitados mientras que las ratas alimentadas con una DHC presentaron una
media de 1.857, esto nos indica que las ratas desarrollan un mayor estado de ansiedad s6lo
por su alimentacion; la ansiedad y la alimentacidn estan relacionadas con el SM ya que es
resultado de varios factores como el estrés cronico, la obesidad, la dieta rica en grasas y
azUcares, esto puede influir en la regulacion del metabolismo llevando a un aumento en la
produccién de cortisol (Kyrou y col, 2009) lo cual influye en el aumento de la resistencia a
la insulina, acumulacion de grasa visceral, incremento de la presion arterial y en el riesgo
de enfermedades cardiovasculares (Grundy, 2008). Sin embargo, las ratas que fueron
alimentadas con una DHC+ACEA, presentd un estado mayor de ansiedad con un 42.8% en
cuadros vitados, con respecto a las ratas con una dieta DNC, este resultado nos arroja que al
activar a los receptores CB1 estimula al hipotalamo, donde esta involucrado en la
regulacion del apetito (Verty y col, 2009), dicha activacion libera a la hormona grelina que
aumenta el apetito mediante su accion en varios ndcleos hipotalamicos, como el nicleo
arcuato, NPV e hipotalamo lateral. (Tucci, 2008), la activacién del NPV libera la hormona
corticotropina (CRF) (Tschopm, y col, 2000) iniciando la actividad del eje hipotalamo-
hipofisario-adrenal (HPA) a través de la liberacion de la CRF como parte de la respuesta
neuroendocrina, autbnoma y conductual coordinada por el estrés. (Jiang, 2018). Sin
embargo, las ratas que llevaron una DNC+AM251 tienen una reduccion notable con un

46% en cuadros visitados con respecto a las ratas con DHC S.S. Los resultados obtenidos
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son controversiales, Mangiri (2008), Uriguen y Col. (2017) afirman que al administrar
canabinoides reducen el estado ansiogénico y otros estudios mencionan un aumento del
mismo (Benitez, 2017); esto se debe a las cantidades administradas del agonista, las dosis
bajas (Manguiri, 2008) y controladas (Benitez, 2017) causan efectos ansioliticos y en dosis
altas causa un efecto ansiogénico (Uriguen y Cols. 2014, Manguiri, 2008). Ademas, es
importante tomar en cuenta que en este estudio, se realiz6 una administracion diaria durante
16 dias del agonista CB1, lo que puede explicar los datos ansiogénicos y depresivos. Dicho
de otra manera, al tener solo la dieta alta en calorias incrementa el estado ansiogénico como
se observa en la tabla 1 y al activar a los receptores CB1 incrementa ain mas el estado de
ansiedad, en caso contrario al antagonizar a los receptores CB1 disminuye
considerablemente dicho estado. Los resultados mostraron que la depresion en ratas con
DNC, presentan mas movilidad que las ratas con DHC, esto es considerando que la
depresién es un padecimiento ocasionado por la alimentacion, existe literatura que
menciona que la depresion podria estar asociada a mayor indice de masa corporal (IMC)
ocasionada por la gran ingesta cal6rica y menor calidad en la dieta sumado al sedentarismo
con todos los factores que incrementan el riesgo a padecer SM (Marquez, 2016). Los
estudios refieren que en los roedores que fueron sometidos a una dieta alta en grasa se
exacerba la depresion (Ontiveros, 2016). También se encontré que al activar a los
receptores CBL1 en ratas con DHC presentan mayor tiempo de inmovilidad en comparacion
con las ratas con DNC. El canabis ha sido utilizado desde hace siglos por diferentes
culturas por sus efectos y mejora del estado de animo (Islas y cols. 2023), y que el SEC
afecta principalmente a la comunicacion sinaptica neuronal, y por ello, incide en un
importante nimero de funciones bioldgicas (Gémez y col. 2002). Hay evidencia que

sugiere que el SEC esta alterado en el trastorno depresivo mayor (TDM) y que el SEC es
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un sistema neuromodulador generalizado que involucra una combinacion de
endocanabinoides, enzimas y receptores que regulan numerosas funciones, incluidas las
emociones y la cognicién. (Bright Uri y cols; 2022), estudios realizados con roedores
sugieren firmemente que la activacion del SEC produce respuestas similares a las de los
antidepresivos en una variedad de pruebas de comportamiento, estos efectos dependen de la
dosis, la via de administracion y otros factores (Ebrahimi-Ghiri y cols; 2021). Los grupos
donde se antagoniz6 a los RCB1 (DNC+AM251, DHC+AM251) no muestran diferencia
significativa en la inmovilidad con respecto a las ratas con DNC + SSI, los estudios de
Beyer y col (2010) menciona que las ratas que fueron sometidas a tratamiento crénico con
un antagonista de los receptores CB1 produce trastornos del estado de &nimo debido a la
reduccion de los niveles de serotonina del sistema nervioso central (SNC), donde es
suficiente para evocar sintomas depresivos (Rosenweig-lipson y cols, 2007). Ademas la
administracion en ratas con DHC+ACEA tiene una media de 188.7 mg/dL de glucosa, esto
nos indica que el grupos presentan un incremento de glucosa asi como también un
incremento en la concentracion de insulina con una media del 46.98 pU/mL en ratas con
DHC+ACEA, esto puede parecer contradictorio, ya que algunos estudios han mostrado
que la activacién de los receptores CB1 puede incrementar la secrecion de insulina desde
las células B pancreaticas lo que es beneficioso para la regulacién de glucosa en sangre
(Pico y col, 2006). La resistencia de insulina ocurre cuando el exceso de glucosa en sangre
reduce la capacidad de las células de absorber y utilizar la glucosa para obtener energia
(Flores, 2020), como se sabe la insulina es una hormona anabdlica secretada por las
células B del pancreas en respuesta a diversos estimulos, siendo la glucosa el mas relevante
(Carrasco y Col, 2013) su principal funcion es mantener la homeostasis glicémica y de

otros sustratos energéticos, de esta forma, posterior a cada comida, la insulina suprime la
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liberacion de acidos grasos libres mientras que favorece la sintesis de triglicéridos en el
tejido adiposo. (Galgani y col, 2020) Por otra parte, la insulina inhibe la produccién
hepética de glucosa, mientras que promueve la captacién de glucosa por el tejido muscular
esquelético y adiposo (Carrasco y Col, 2013). Al estimular a los receptores CB1 que se
encuentran en los islotes pancreaticos modulan la secrecion de insulina (Starowicz y col,
2008) y los receptores CB1 hepéticos inhiben la captacion de glucosa y potencia la
gluconeogénesis (Mazier y col, 2015). Numerosos estudios en modelos animales indican
que los agonistas de los receptores a CB1 promueven el consumo de alimentos sabrosos
que estimulan la adipogénesis y la preservacion de energia mediante la inhibicién del gasto
energético y la termogenesis, la sobreactivacion de los receptores CB1 favorece la obesidad
y otros desérdenes metabdlicos (Suarez y col 2017), asi como también comenzara por
desencadenar una resistencia a nivel hipotaldmica de la leptina, y un aumento en la via de
sefializacion de la lipogénesis hepética, que con el tiempo se convertird en factores
primarios para el desarrollo de SM, debido a que estas proteinas regulan de manera
indirecta la glucemia (Soria y col, 2019). Bermudez en 2008 y Matias en 2006 coinciden
en que la activacion o inhibicién de los receptores canabinoides en la célula B provoca
cambios en el flujo de Ca= intracelular afectando la secrecion de insulina estimulada por
glucosa (Ruz Maldonado, 2017). Existen referencias donde nos menciona que en particular
el SEC ejerce un papel modulador en el metabolismo, al estimular los receptores CB1 se
incrementa la expresion de lipoproteina lipasa en los adipocitos, lo cual estimula a la
lipogenia donde reduce la expresion y la secrecion de adiponectina (Di Marzo y col.2005)
esta proteina es circulante especifico del tejido adiposo, que desempefia un papel regulador
en el metabolismo graso y de glucosa (Costa y Col, 2003). La administracion del

antagonista CB1, disminuye la glucemia en ratas con DHC con un valor del 94 mg/dL; esto
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se debe a que el antagonista AM251 disminuye la produccion de glucosa en el higado
(Kola, 2005) y la reduccion de la glucosa en sangre (Sherman, 2003); gracias a que el
AM251 bloquea a los receptores CB1 ocurre una disminucion en la gluconeogénesis, que es
el proceso por el cual el higado produce glucosa (Kola, 2005) esto se debe a que disminuye
la expresion de la glucosa-6-fosfatasa (G6PC) e inhibe la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
(PEPCK) y disminuye la produccion de AMPc (Herling y col, 2012) también la activacion
del antagonista AM251 aumenta la produccion de GLUT 4 mediante la activacién de la via
de sefalizacion de PI3K/Akt, lo que lleva a un aumento en la produccion de GLUT4 (Tam,
2011), como también puede disminuir la cantidad de acidos grasos para la lipogénesis, (Liy
col 2015), no obstante al antagonizar a los receptores CB1 mejora la sensibilidad a la
insulina como se muestra en nuestros resultados las ratas con DHC+AM251 se obtuvo una
disminucion de insulina con una media de 17.23 pU/mL de insulina, esto se respalda
mediante al aumento a la sensibilidad a la insulina regulando la expresion de insulina
receptor sustrato 1 (IRS-1) que es clave para la sensibilidad de la insulina (Tam, 2011),
otro factor que puede influir es la disminucion del estado inflamatorio donde al antagonizar
al receptor CB1 disminuye la concentracion de citoquinas proinflamatorias como el TNF-«
y el IL-1B ayudando a la sensibilidad de la insulina (Herling y col, 2012). La exposicion a
concentraciones elevadas de glucosa induce una respuesta inflamatoria en las células, lo
gue implica un aumento en la produccién de 6xido nitrico (NO), un mediador clave para la
inflamacion y el estrés oxidativo.(Schmindt y col, 2016).La inflamacidn crénica es es un
proceso que se mantiene por largo tiempo, la produccion de TNF-« , el IL-18 y IL-6 que
perpetda en las enfermedades metabdlicas, estas citoquinas reducen la sensibilidad de la
insulina en los tejidos y a su vez promueven la inflamacién en el tejido adiposo y pancreas

(Hotamisligil, 2006); al activar a los receptores CB1 aumenta la produccion de citoquinas
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por las diferentes vias de sefializacion; la activacion de la via de proteina quinasa activada
por mitégenos (MAPK) se desencadena gracias a que al activar al receptor CB1 a traves de
eventos moleculares que involucran la activacion de la proteina G desencadenando la
activacion de la proteina quinasa C (PKC) que regula la expresion de los genes de
inflamacién, la proliferacion celular y la supervivencia celular( Parcher y col, 2006). La
activacion del receptor CB1 en condiciones de inflamacion crénica se asocié con un
aumento significativo en la produccion de NO en ratas con DHC+ACEA con un valor
promedio de 8.137 NO./g en regidén de estriado y un 11.64 NO.,/g en la regién del
hipocampo, este hallazgo sugiere que la activacion del receptor CB1 puede desencadenar
una respuesta inflamatoria adicional caracterizada por la liberacion de NO y que a la vez
potencia la expresion de la enzima 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS). (Hofmann y
col, 2006). La produccion de NO es un proceso complejo que involucra la activacion de la
enzima oxido nitrico sintasa (NOS) que cataliza a la L-arginina produciendo citrulina y
NO; la liberacion de NO en el hipotalamo tiene varios efectos como la relajacion de los
vasos sanguineos, regulacion de la temperatura corporal , modulacion de la respuesta al
estrés (Garthwaite, 2008) los resultados mostraron que la concentracion de NO es
significativamente mayor en el estriado que en el hipocampo, esta diferencia regional en la
concentracion de NO sugiere que el estriado puede ser méas sensible a la modulacion de
NO, lo que puede estar relacionado con su papel en la regulacion del movimiento y
coordinacion motora (Kashihara y col, 2010). Como se observa en la tabla 6 la activacion
de los receptores CB1 en ratas con DNC+ACEA y DHC+ACEA induce un aumento
significativo en la concentracion de nitritos en plasma, este aumento en la concentracion de
nitritos sugiere una mayor produccion de NO en respuesta a la activacion de los receptores

CB1, lo que esta relacionado con la modulacion de la funcién vascular y la regulacion de la
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inflamacién en condiciones de obesidad y resistencia a la insulina (Verty y col, 2009), este
incremento de NO es ocasionado por la activacion de varios mecanismos empezando por la
activacion de la proteina G y la sefializacion de MAPK donde ambos mecanismos
incrementan la produccion de NO. (Pacher, 2006), sin embargo al antagonizar a los
receptores CB1 en ratas con DNC S.S hay una disminucion significativa de 1.31 NO./g en
region de Estriado y 1.872 NO.,/g en regién de hipocampo, el antagonismo de los
receptores canabinoides CB1 con AM251 induce la disminucion significativa en la
concentracion de nitritos , esta reduccion se origina al bloquear la sefializacion de la
proteina G originando la reduccidn de la adenilciclasa , la PKA y las NOS conduciendo a la
disminucion del NO (Maccarrone, 2008) que a su vez modifica la actividad y la expresién
de los receptores CB1. EI NO activa la guanilato ciclasa, aumentando los niveles de GMP
ciclico (GMPc), lo que afecta la fosforilacion de proteinas en la célula y, puede cambiar la
sensibilidad o la densidad de los receptores CB1. ( Di marzo y col 2015). La concentracién
de los receptores CB1 se encuentran mayormente en el sistema nervioso central donde se
involucra una variedad de funciones desde la modulacion de neurotransmisores hasta la
regulacion emocional (Maccarrone, 2008). En el NPV los receptores CB1 estan
involucrados en la modulacién de la liberacién de varias hormonas y neurotransmisores,
como la oxitocina, la vasopresina y el cortisol, que estan asociados con respuestas de estrés
y funciones metabolicas. (Mato y col 2015) como se observa en la tabla 8 la expresion de
los receptores CB1 tiene un incremento en la densidad de los receptores CB1 esto se
origina a través de la activacion de la via de sefializacion intracelular que, a su vez,
incrementan la expresion de mas receptores CB1 en ciertas células del NPV. (Di Marco,
2004) como las cascadas de MAPK, que estan involucradas en la regulacion de la

transcripcion génica. Esta activacion podria llevar a un aumento en la expresion de los
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receptores CB1 (Schlicker y col 2001), sin embargo; al antagonizar a los receptores CB1 en
las ratas con DHC+AM251 y DNC+AM251 se observo una disminucion en su expresion,
el bloqueo de los receptores CB1 puede llevar a una desensibilizacion del sistema
endocannabinoide. La desensibilizacion se refiere a una disminucion de la respuesta de los
receptores CB1 ante la sefializacion, incluso si los ligandos estan presentes es a la
reduccion en la cantidad total de receptores CB1 en la membrana celular como parte de un
proceso adaptativo. Si los receptores CB1 no se activan regularmente debido a su bloqueo,
la célula puede disminuir la cantidad de receptores CB1 en su superficie para evitar una
sefializacion innecesaria 0 excesiva. La regulacion puede ocurrir como respuesta a la
ausencia de activacion o a una sefializacion sostenida que no produce los efectos esperados
lo que impide la activacion de factores de transcripcion y cascadas de sefializacion

necesarias para aumentar la expresion de receptores (Pertwee,2006).
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8. CONCLUSION

Los resultados muestran que la activacion de los receptores CB1, incrementa la
concentracion de glucosa e insulina, por lo que se considera, desempefian un papel crucial
en la alteracion de la homeostasis metabolica en modelos de sindrome metabolico, también
su activacion indujo estrés y ansiedad en los animales, que son las alteraciones
neuroendocrinas tipicas del sindrome metabolico. EI aumento en la expresion de los
receptores CB1 en el ndcleo paraventricular refuerza la idea de que esta regién del cerebro
juega un papel central en la respuesta al estrés, el aumento en la concentracion de 6xido
nitrico y esta asociado con la disfuncion vascular y otros efectos metabdlicos negativos
observados en el sindrome metabdlico, estos resultados respaldan la hipotesis de que la
activacion de los receptores CB1 influye de manera compleja en el metabolismo de la
glucosa e insulina en modelos de sindrome metabdlico, ademas de afectar la regulacién
emocional y la funcién vascular. Estos efectos podrian ser relevantes para comprender los

mecanismos patofisioldgicos subyacentes al sindrome metabdlico.
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