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1. ABSTRACT

The cannabinergic system is composed by the endogenous cannabinoids,
anandamide (ANA), oleamida (OLE) and 2-arachidonoyl glycerol (2-AG), the
cannabinoid receptors (CB1 and CB2) and the enzymes involved in biosynthesis
and degradation of these molecules. This system has a wide distribution in the
central nervous system. It is found in structures such as: hippocampus, caudate
nucleus, hypothalamus and nucleus accumbens. The nucleus accumbens (NAc) is
part of the reinforcement system and is divided in two compartments: the shell
(NAcS) and the core (NAcC). The shell participates in the action of drugs of abuse
and has been involved in the hedonic regulation of natural rewards like food.
GABAergic agonists administration into the nucleus accumbens shell increases
food intake and produces an activation of the lateral hypothalamus. These suggest
a dialogue between systems: one related to hedonic regulation (NAcS) and other
associated to homeostatic regulation (hypothalamus). The administration of 2-AG
into the NAcS produces hyperphagia. These data suggest a possible role of the
cannabinergic system in the regulation of food intake. In this study we
administrated ANA and OLE into the NAcS and measured the amount of food
intake during four hours. We evaluated if the administration of these cannabinoids
produces an activation of the hypothalamic areas related with food intake. We
found that ANA and OLE increases food intake and activates the paraventricular

nucleus of the hypothalamus.



2. RESUMEN

El sistema canabinérgico estd compuesto por los canabinoides enddgenos
(anandamida, oleamida, 2-AG, entre otros), los receptores a canabinodes (CB1 y
CB2) y las enzimas encargadas de su biosintesis y degradacién. Este sistema se
encuentra distribuido en estructuras como el hipocampo, el nicleo caudado, el
hipotalamo y el nicleo accumbens. El ndcleo accumbens es parte del sistema de
reforzamiento; se divide en dos compartimentos, el shell (NAcS) y el core (NAcC).
El shell participa en la accién de las drogas de abuso, asi como en la regulacién
hedénica de los reforzadores naturales como el alimento. Se ha observado que la
administracién de agonistas GABAérgicos dentro del NAcS produce un aumento
en el consumo de alimento y una activacién del hipotalamo lateral. Lo que sugiere
un dialogo entre sistemas: uno encargado de la regulacién hedénica (NAcS) y otro
de la regulacién homeostatica (hipotdlamo). El 2-AG administrado en el NAcS
produce de igual forma hiperfagia. Esto hace pensar que el sistema canabinérgico
puede estar implicado en la regulacién de la ingestion de alimento. En este estudio
administramos anandamida y oleamida en el NAcS y medimos la cantidad de
alimento ingerido durante cuatro horas. También evaluamos si la administracién
de estos canabinoides producia una activacion de areas hipotalamicas
relacionadas con la ingestién de alimento. Encontramos que tanto anandamida
como oleamida aumentan el consumo de alimento y producen una activacion del

hipotalamo paraventricular.



3. INTRODUCCION

¢ Qué sabe una persona acerca de su medio ambiente? ;Cémo el medio ambiente
modifica al organismo y viceversa? ;Cémo cambia el cerebro ante las demandas
del medio? Para responder estas preguntas utilizamos aproximaciones que
implican metodologias, conceptos, modelos, técnicas, etc. Constructos como
Memoria, Aprendizaje, Percepcién, Pensamiento, Motivacién, entre otros, han sido
esencialmente desarrollados dentro de la Psicologia, y junto con la neurobiologia
se ha tratado de encontrar sus sustratos anatomo-funcionales. El que nos atare
para este proyecto es el de Motivacién, el cual refiere conducta orientada a metas
o propositos normalmente de caracter adaptativo. Es decir, nos lleva a lo que el
sujeto quiere o “desea’. Aquello que es “deseado” debe cumplir con ciertas
caracteristicas que lo hacen significativo para el organismo. El resultado de la
conducta no siempre es adaptativo como en el caso de las adicciones a farmacos,
pero en este caso lo consideramos patologia. Todo esto nos hace sugerir que la
Motivacion no sélo es una respuesta al desequilibrio del medio interno, sino que es
una respuesta a las demandas del medio ambiente. El negociador entre la
demanda del medio interno y la oferta del medio externo es sin duda el Cerebro
que, como veremos mas adelante, cuenta con un sistema especifico que se
encarga de regular a la Motivacién. Es decir, un complejo de estructuras
trabajando en conjunto y sirviendo de mediador entre el ambiente y las

necesidades del organismo.



4. MOTIVACION: PERSPECTIVA PSICOBIOLOGICA

Vista desde adentro, es decir, desde los estados internos al organismo (por
ejemplo, desbalance energético), la motivacién es un término que se refiere a una
variedad de factores neuronales que inician, sostienen y dirigen la conducta
(Salamone y Correa, 2002). En lo concerniente al medio ambiente se puede decir
que la Motivacion es un conjunto de procesos a través de los cuales el organismo
regula la probabilidad, proximidad y disponibilidad del estimulo. La conducta
motivada se lleva a cabo en fases que incluyen una terminal o consumatoria en la
cual el organismo interactua directamente con el estimulo motivacional, y también
una fase instrumental donde el organismo regula la proximidad u obtencion del
estimulo (Salamone y Correa, 2002; Salamone, 1996; Kupfermann, Kandel y
Iversen, en Kandel, Schwartz y Jessell, 2000). En otras palabras, para que el
organismo consiga el estimulo que desea debe trabajar por él (aunque no siempre

es el caso).

Existe una relacién directa entre los conceptos de Motivacion y Aprendizaje.
Por ejemplo, nos podemos remontar hasta 1911 cuando Thorndike acufid el
término “Ley del Efecto” para describir el proceso involucrado en el
condicionamiento instrumental. La conducta instrumental involucra funciones
perceptiales, motoras y motivacionales. De acuerdo con Thorndike, si una
respuesta ocurre en la presencia de un estimulo, y éste llega a ser “satisfactorio”,

entonces dicha respuesta sera mas probable que ocurra de nuevo ante la



presencia del mismo estimulo. Thorndike sostenia que las respuestas eran
acompanadas por satisfaccién para el animal, asi sugiri6 los términos de
“satisfactores” y "molestadores” para referirse a estimulos que aumentan la
probabilidad de que una respuesta se presente o no se presente, respectivamente

(Domijan, 1999; Staddon, 2001; Salamone et al., 2003, Salamone y Correa, 2002).

En este punto quisiera hacer una distincion entre dos términos que usare
con frecuencia en este escrito: reforzador y recompensa; entendiéndose
recompensa como el efecto fisiolégico y psicoldgico (por ejemplo la experiencia de
placer inducida por la ingestion de un alimento hipercalérico) que provoca un
reforzador sobre el organismo. El reforzador es cualquier estimulo cuya presencia

aumenta la probabilidad de que se presente una conducta..

En gran parte de la investigacion sobre aprendizaje instrumental se usan
como reforzadores estimulos biolégicamente importantes como el alimento y el
agua. A los participantes se les priva de alimento o agua por un periodo breve,
estos sirven entonces como reforzadores. Toda vez que estos reforzadores son
necesarios para el funcionamiento fisioldgico del organismo. Una desviacion del
balance homeostatico motiva al organismo a ejecutar su respuesta instrumental
para obtener el reforzador que lo devolvera a la homeostasis (Domjan, 1999;
Berridge y Robinson, 2003). Uno de los primeros tedricos en aproximarse al
estudio de la Motivacién a través de un mecanismo fisiolégico fue Clark Hull. El
creia que los procedimientos de privacion de agua y alimento crean un estado de

pulsion bioldgica (estado donde el organismo tiene un déficit biolégico); y dado



que los reforzadores —agua y alimento- tienen la caracteristica comun de reducir
este estado de pulsion, a este mecanismo se le llamé teoria de la reduccién de la
pulsién. En consecuencia, de acuerdo con Hull, el grado de pulsién determina el
grado de respuesta (Domjan, 1999; Staddon, 2001). La teoria de la reduccién de
la pulsion deja ver claramente que el analisis del reforzamiento es parte del campo
mas amplio que es la motivacion. A la motivacion inducida por un estado de
pulsién biclégica se le llama motivacion primaria. A la motivacion creada por el

reforzador mismo se le llama motivacién por incentivo (Domjan, 1999).

4.1. Neurobiologia de la Recompensa

En 1953, James Olds y Peter Milner, inspirados por las técnicas de Rudolph Hess,
Penfield y Magoun, descubrieron que las ratas aprendian a regresar a los sitios de
su ambiente en donde se les habia dado estimulacién eléctrica directa al area
septal del cerebro. La observacion de una preferencia de lugar aprendida sugirié a
Olds y Milner que la estimulaciéon era reforzante, lo que subsecuentemente
confirmaron ya que podian entrenar a ratas para presionar una palanca, que era
contingente con la estimulaciéon (pulsos eléctricos) del area septal (Figura 1). A
partir de estas observaciones se postuld que la estimulacién en el area septal
podia servir como un “reforzador operante” y que activaba circuitos cerebrales
relevantes para la busqueda de incentivos naturales como la comida y el contacto
sexual (Olds y Milner, 1954; Olds, 1956; Wise, 1996). Fue la primera demostracién
junto con los estudios de lesién hipotalamica llevados a cabo por Delgado en 1946

de los sistemas cerebrales que controlan la motivacion.



Fig. 1 Rata implantada con
electrodos de estimulacion en el

area septal

Con este gran descubrimiento se abrid6 una nueva rama de las
neurociencias, la neurobiologia de la recompensa. A partir de esto, se ha descrito
un ‘“sistema de recompensa’, constituido por un conjunto de estructuras
mesocorticales, entre las mas importantes se encuentran el Nicleo Accumbens
(NAc), el Area Tegmental Ventral (VTA por sus siglas en inglés), el Hipotalamo
(Hyp por sus siglas en inglés), la Amigdala (Amy por sus siglas en inglés) y la
Corteza Prefrontal (PfCtx por sus siglas en inglés) (Figura 2) Cada una de estas
estructuras desempena una funcién dentro del sistema de la motivacion. La PfCtx
se encarga de la valoracion del reforzador; el Hyp es el receptor de las senales
internas que indican que hay un desequilibrio en la constancia del medio interno.
Pero sin lugar a dudas la estructura que siempre es mencionada cuando se habla
de motivacion es el NAc, el llamado centro del "placer”. Shizgal llama al sistema
neuronal constituido por estas estructuras como el “canal afectivo” para la
recompensa positiva. (Berridge, 2003; Berridge y Robinson, 2003; Fulton et al.,

2000; Wise, 1996, Kelley y Berridge, 2002, Shizgal, 1999).
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Fig. 2. Esquema que muestra las estructuras del sistema de reforzamiento en el cerebro de

la rata con algunas de las moléculas involucradas.

En resumen podemos decir que este sistema detecta el desbalance de la
homeostasis y en consecuencia modula la respuesta ante estimulos
motivacionales (comida, agua, sexo), desplegando una serie de conductas para
llegar a una meta. Aunque también, permite el reforzamiento de conductas que no

tienen valor homeostatico, como el consumo de drogas de abuso (Kelley y
Berridge, 2002).

Estudios en neurobiologia de la recompensa brindan datos sobre el
funcionamiento normal del cerebro y como persigue metas. Asi mismo sobre
psicopatologias, que incluyen adiccion a drogas, desordenes alimenticios,
obsesion y depresién. En los siguientes parrafos se describiran algunos estudios



que se enfocan en una de las conductas motivadas preferidas por los
investigadores, me refiero a la ingesta de alimento y de coémo puede ser regulada

por sistemas homeostaticos y de recompensa.

Los circuitos neuronales que son afectados por las drogas de abuso, y que
se presumen ser los mas alterados en la adiccién, son aquellos que controlan la
ingesta de nuestro mas valioso reforzador natural, la comida. Por este motivo,
resulta de gran importancia conocer cuales son los mecanismos fisiolégicos que

regulan la ingesta de alimento.

4.2. Mecanismos Fisiolégicos de la Ingestion de Alimento

Los sistemas reguladores que controlan las funciones biolégicas (ingesta de
alimento, conducta sexual, ingesta de agua, regulacién de la temperatura) de
todos los organismos se han desarrollado como un resultado de la seleccion
natural. Debido a que la seleccién natural es un proceso lento, la adaptacion de un
organismo a su ambiente cambiante ocurre con cierto retraso. Los sistemas
reguladores actuales en los humanos, particularmente los relacionados al balance
de fluidos corporales y a los almacenes energéticos, reflejan la adaptaciéon a un
ambiente preindustrializado y no se ajustan de forma 6ptima a las demandas del
presente. Para que un organismo se mantenga en homeostasis energética debe
existir un balance entre la ingesta de alimento (energia de entrada) y el
metabolismo (energia de salida). Conforme a este objetivo, el organismo debe

contar con sistemas fisiologicos de regulacion de la energia, sensores que



indiquen un desbalance en el cuerpo. (Schwartz et al., 2000; Strubbe y Van Dijk,

2002; Saper, et al., 2002)

En los mamiferos, incluyendo los humanos, la ingesta de alimento es una
conducta reguladora cuya funcion primordial es la de respaldar la continua
demanda energética de los tejidos corporales. Bajo esta perspectiva la ingesta de
alimento es influenciada por el hambre, la saciedad y los mecanismos biolégicos y
ambientales (factores sociales, hora del dia, costo, entre otros) que hacen que un
determinado organismo reestablezcan la constancia del medio interno. En el caso
de la rata y otros roedores, la mayoria de las actividades conductuales son
organizadas durante la fase oscura, mientras que el suefio se presenta
regularmente durante la fase de luz. Conforme a este patrén de actividad-reposo,
las ratas comen mas durante la fase de oscuridad, registrandose dos picos, uno
en las primeras horas de oscuridad y el otro en las Ultimas (Strubbe y Van Dijk,

2002; Clifton, 2000).

Aunque puede resultar simplista el hecho de reducir una conducta tan
compleja como lo es la ingesta de alimento a una serie de interacciones
moleculares, los descubrimientos que se han realizado en las décadas pasadas
han identificado moléculas sefializadoras que afectan la ingesta de alimento y que
son criticas para el balance energético. Los modelos murinos (modelos en
ratones) han resultado ser sumamente exitosos para estudiar la obesidad humana.
Esto indica que existe una homologia sustancial entre los mamiferos en la

organizacién funcional de los sistemas reguladores del peso corporal. Aunado a
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esto, la identificacion de moléculas que controlan la ingesta de alimento ha
generado nuevos blancos para el desarrollo de drogas que se usan para combatir

la obesidad y otros desérdenes relacionados (Clifton, 2000).

En 1940, Hetherington y Ranson fueron los primeros en proponer a una
estructura cerebral en particular como centro de regulacién homeostatica: se
referian al Hyp. Encontraron que lesiones electroliticas de la porcién ventromedial
del hipotalamo (HVM) causa que las ratas lleguen a ser hiperfagicas y obesas,
mientras que una lesién en el hipotalamo lateral (HL) produce lo opuesto. Mas
tarde, Delgado, Anand y Brobeck confirmarian y extenderian estos resultados
(Tepperman et al., 1943, Delgado y Anand, 1953). Asi, durante afios se postulo al

HL como el centro del hambre y al HYM como el centro de la saciedad (Figura 3).

Estudios mas recientes han demostrado que aunque estos nlcleos son
importantes en la regulacién de la ingesta de alimento, no son los unicos. Pero lo
que es un hecho es que el hipotalamo tiene una funcién indispensable en la
alimentacién, en esta estructura convergen sefales de la periferia y del sistema
nervioso central que regulan la constancia del medio interno (Schwartz et al.,

2000).

11



Fig. 3 Nudleos hipotalamicos relacionados con la regulacion de la ingestion de alimento,
mostrados en un corle coronal de cerebro de rata. PVN, nicleo paraventricular; LHA (HL),
hipotalamo lateral; PFA, érea perifomical; ARC, nicleo arcuato; ME, eminencia media, VMN
(HVM), hipotadlamo ventromedial; DMN, nicleo dorsomedial. Otras areas no involucradas en la
ingestion de alimento: FX, fomix; OC, quiasma 6ptico; CC, cuerpo calloso; CCX, corteza cerebral;

AM (Amy), amigdala; HI, hipocampo; TH, tadlamo (Schwartz, et al., 2000)

En 1953, Kennedy propuso que habia sefiales inhibidoras que se
generaban en proporcion a los almacenes de grasa del cuerpo y que actuaban en
el cerebro para reducir la ingesta de alimento. Veinte afios después, Gibbs y Smith
propusieron que las sefiales que se generaban durante una comida (llamados
factores de saciedad), que incluyen a péptidos secretados del tracto
gastrointestinal que proveen de informacién al cerebro para inhibir la conducta y

lleve al termino la ingesta (Schwartz, et al., 2000).
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En 1979, Porte y Woods observaron que cuando administraban
directamente en el fluido cerebroespinal de primates no humanos una pequefia
cantidad de la hormona metabdlica insulina resultaba en un decremento
significativo de la ingesta de alimento y del peso corporal de los animales. Esta
molécula funciona como una sefal del adiposito (tejido graso) cuyos niveles
cerebrales reflejan el tamafio del mismo. Esto sirve como retroalimentacion
negativa que liga a la conducta alimenticia con el tamafio de los almacenes

adiposos.

A mediados de los 90, un segundo candidato como sefial del adiposito
emergid, la proteina Ob o leptina; cuya funcién en el organismo parece ser la
misma que la de la insulina. Estas dos moléculas actian en el HVM, en donde se
encuentran los receptores de ambas. Se ha observado una obesidad severa en
animales modificados genéticamente que no expresan el gen ob (Figura 4).
Entonces, tanto insulina como leptina desempefian una funcién inhibidora de la

ingesta de alimento. (Saper et al., 2002, Schwartz et al., 2000)

Fig. 4 A la izquierda una rata que no expresa el gen Ob (leptina). A la derecha una rata

normal.
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Las sustancias responsables para que se lleve a cabo la alimentacion
después de un déficit energético, incrementan su sefializacién. Es decir, aumenta
su expresion o su ARNm (molécula encargada de traducir el ADN a proteinas)
después de una privacién de alimento. Cuando el organismo se alimenta, las
concentraciones del neuromodulador decaen. Existen muchos neuroreguladores
que incrementan la ingesta de alimento que incluyen Neuropéptido Y (NPY),
Galanina (GAL), Norepinefrina (NE), Orexinas (ORX), entre otros. (Levine y

Billington, 1997)

En el Hyp, el NPY se sintetiza en el nicleo arcuato (ARC) es conducido
transporte axonal hacia el nicleo paraventricular del hipotalamo (HPV) en donde
es liberado; en este mismo nucleo se ha detectado una gran densidad de
receptores a NPY. Las manipulaciones experimentales en donde se priva de
alimento a las ratas produce un incremento del ARNm del NPY en el ARC. La
inyeccion de NPY directamente en los ventriculos cerebrales o en el Hyp de ratas
estimulan potentemente la ingesta de alimento. Existe una interaccion directa
entre las sefales de saciedad y de hambre, esto queda mucho mas claro con la
relacién entre leptina y NPY. La leptina inhibe la produccion del NPY en el ARC y
en ratones que no expresan NPY se reduce la hiperfagia que se observa en
ratones que no expresan el gen ob. Indicando que existe una relacién bidireccional
entre estas dos moléculas: cuando una aumenta, la otra baja (Levine y Billington,

1997; Di Marzo et al., 2001b).



La hormona estimuladora de melanocitos (MSH por sus siglas en inglés), la
hormona liberadora de corticotropina (CRH por sus siglas en inglés), la proteina
relacionada al gen aguti (AgRP por sus siglas en inglés), la pro-opiomelanocortina
(POMC), el transcrito regulado por cocaina y anfetamina (CART por sus siglas en
inglés) y ORX se han caracterizado como moléculas reguladoras de la ingesta de
alimento. La sintesis neuronal de MSH y de CRH se incrementa en respuesta a
una mayor actividad de las sefiales del adiposito. Cuando se administra el AGRP
de forma intracerebroventricular se produce hiperfagia. En el ARC se encuentran
neuronas que co-expresan NPY/AgRP y POMC/CART (estos ultimos inhibidores
de la ingesta de alimento). En estas mismas células se ha detectado la presencia
de receptores a leptina. En resumen, leptina jugaria una doble funcién en estas
neuronas, inhibiendo a las productoras de NPY/AGRP y excitando a las que
contienen POMC/CART. Ambos tipos de neuronas proyectan al HPV y al HL. El
HL es el sitio de produccién de las ORX, caracterizadas como estimuladoras de la
ingesta de alimento y recientemente relacionadas con el suefio. Asi, cuando se
presente un desbalance energético a la baja, por ejemplo, en situaciones de
privacion de alimento, las sefales del adiposito (leptina e insulina) decaeran, lo
que provocara una desinhibicién de las neuronas productoras de sefales

orexigénicas (NPY/AgRP y ORX) y una consecuente inhibicién de POMC/CART.

Los mecanismos intracelulares que estan involucrados con la regulacion de
la ingesta de alimento han sido poco estudiados. Sin embargo, existen datos de
que la proteina cinasa activada por AMP ciclico (PKA) puede ser clave para el

mantenimiento del balance energético. La administracién in vivo de leptina
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decrementa la actividad de la PKA en el Hyp. Por el contrario, la administracion de
grelina, un estimulante de la ingesta de alimento, estimula la actividad de la PKA.
La inyeccion en el HPV de 5-amino-4-imidazole carboxamida (AICA), un activador
farmacolégico de la PKA, incrementa significativamente la ingesta de alimento
(Schwartz et al., 2000; Saper et al., 2002; Plata-Salaman, 2001; Andersson et al.,

2004)

Si la alimentacion fuera solamente controlada por mecanismos
homeostaticos, muchos de nosotros nos mantendriamos en nuestro peso ideal y
las personas compararian a la ingesta de alimento con la respiracion o la
eliminacion, una parte de la existencia necesaria pero no excitante. Los seres
humanos llegamos a pagar grandes cantidades de dinero por una excelente
comida (un indicador de que la comida per se es reforzante) y casi cualquier
mamifero come mas alld de sus necesidades energéticas si se les presenta
comida altamente apetitosa, por ejemplo, dulces, carbohidratos, entre otros. Este
postulado nos lleva a cuestionar si las moléculas encargadas de mantener el
balance energético interactian con el sistema de recompensa (Figlewicz y Woods,

2000; Figlewicz, 2003).

Fig. 5 Expresion de receptores a leptina (rojo)
en el VTA de cerebro de rata. (Figlewicz et al., 2003)




Se ha sugerido que leptina puede mediar el valor hedénico del alimento a
nivel periférico a partir de los datos que muestran que esta hormona inhibe las
respuestas a lo dulce en la lengua. Bajo esta linea de investigacion Shizgal usé el
modelo de autoestimulacién intracraneal para evaluar si leptina afecta la conducta
reforzada. El observé que la privacion de alimento crénica incrementa la conducta
de autoestimulacion y la administracién de leptina bloquea este efecto. Esto
sugiere que la leptina esta actuando directamente en el sistema de recompensa, y
el hecho de que se haya detectado la presencia de receptores a leptina e insulina
en el VTA favorece dicha interpretacion. (Fulton et al, 2000; Figlewicz, 2003;

Figlewicz y Woods, 2000) (Figura 5)

Hasta aqui hemos visto cémo sefales de la periferia (leptina, insulina)
interactian con sefales centrales (NPY, POMC) para la regulacion de la ingesta
de alimento, aparte de que el sitio de accion de dichas moléculas es el Hyp, el non
plus ultra de la homeostasis. Sin embargo, como ya vimos, el sistema
homeostatico y el sistema de recompensa parecen tener una relacion directa en
su funcionamiento. A continuacién se describird a uno de los participantes mas
importantes y con mas historia del sistema de recompensa, el NAc, lo cual
ayudara a esclarecer como distintas moléculas interactian en este nicleo para la

modulacién de la motivacion.
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4.3. Fisiologia del Nucleo Accumbens

Los nucleos de la base del cerebro constituyen estructuras cerebrales que
desempenian una funcion prominente en las acciones motoras, en particular en la
planeacion, iniciacion y ejecucion del movimiento. También se ha aceptado que
mas alla de sus funciones motoras, estos nucleos estan regulando conductas
motivadas (Carelli, 2002; Fernandez-Espejo, 2000; Kelley, 2004, Zahm, 2000)
Este sistema de nucleos de la base esta presente en aves, reptiles y mamiferos,
también se ha observado aunque de forma menos organizada en los peces y
anfibios. En los mamiferos los nucleos de la base son subdivididos en dos
componentes, que comprenden las estructuras estriatales y palidales. Es decir, los
sistemas dorsal y el ventral El sistema dorsal consiste del estriado dorsal (nucleo
caudado y putamen en felinos y primates, caudado-putamen en otros mamiferos
como la rata) y el palido dorsal. El sistema ventral se constituye por el estriado

ventral (el NAc) (Figura 6) y el palido ventral (Marin et al., 1998)

Fig. 6 lzquierda: localizacion del NAc
(marca azul) en un corte sagital de cerebro de humano. Derecha: localizacion del NAc en un corte
coronal de cerebro de rata (CC cuerpo calloso, CPu caudado-putamen, S septum, NAc nicleo

accumbens)



El NAc posee dos territorios diferentes tanto en sus conexiones como
neuroquimicamente: el core (centro o nuicleo) (NAcC) y la shell (corteza) (NAcS).
La shell presenta conexiones de abierto caracter limbico: recibe importantes
entradas glutamatérgicas desde el hipocampo y la amigdala centromedial, asi
como dopaminérgicas desde el area tegmental ventral. También presenta
aferencias glutamatérgicas de la PfCtx (infralimbica) y recibe entradas
serotoninérgicas desde el nicleo Rafe medial. El core, de acusado caracter motor,
recibe aferencias glutamatérgicas de la corteza motora y dopaminérgica de la
sustancia negra. Las neuronas principales en la shell y el core son las espinosas
de mediano tamafio que contienen el neurotransmisor inhibidor GABA. Estas
células GABAérgicas contienen sustancia P (SP) y dinorfina (DYN), asi como
encefalina (ENK). En el NAc, al igual que en el estriado restante, existen

interneuronas colinérgicas y GABAérgicas (Marin et al., 1998; Zahm, 2000).

Una rapida observacion de la anatomia del NAc nos indica que su funcién
mas probable es la de la integracién limbicomotora (Figura 7). Numerosos
estudios neurobiologicos han destacado su papel en la emergencia de respuestas
motoras ante la presencia de estimulos tanto apetitivos como aversivos y se sabe
que participa en procesos diversos como la ingesta de alimento, conducta sexual y
la autoadministracion de drogas (Albertin, 2000; Fernandez-Espejo, 2000; Zahm,
2000; Hernandez et al.,, 2002; Baldo y Kelley, 2001, Cabeza de Vaca y Carr,

1998).
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LH Thalamocortical modulation

Fig. 7 Esquema que muestra al NAC (shell y core) como una posible interfase limbico-motora.
Integra sefiales limbicas y sométicas del hipocampo, amigdala, corteza prefrontal, entre otras
estructuras, y las traduce en acciones a través del la corteza motora, el estriado dorsal y el giobo
palido. Las flechas rojas indican transmision GABAérgica o glutamatérgica. Las flechas azules
indican transmision opioidérgica. (Kelley, 2004)
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5. LAS MOLECULAS DE LA MOTIVACION

5.1. Dopamina

El encéfalo humano tiene relativamente pocas neuronas dopaminérgicas, y estas
se reparten por igual entre la via nigroestriatal y las proyecciones
mesocorticolimbicas que se originan en el VTA (Nicola y Malenka, 2000;
O’Donnell, 2003) este ultimo sistema es el que esta implicado en la regulacién de
la motivaciéon. Por varias décadas se ha sugerido que la dopamina (DA),
especialmente la liberada en el NAc, media las respuestas reforzadas evocadas
por los estimulos naturales como la comida, al igual que las evocadas por las
drogas de abuso. Por este motivo, la DA frecuentemente ha sido nombrada el
neurotransmisor del placer. Las evidencias actuales sefalan a la DA como
mediadora en la modulacién de la conducta instrumental, el aprendizaje, la
relevancia de los estimulos y la responsividad al ambiente. Sin embargo, estos
descubrimientos no respaldan la idea desarrollada por Roy Wise que sugiere que
la DA tiene una funcién selectiva en regular la motivacion. La hipétesis
dopaminérgica del reforzamiento se postulé para explicar los mecanismos
neuronales subyacentes a la autoestimulacién intracraneal (en la actualidad se
sabe que hay solamente una actividad neuronal débil de las proyecciones
dopaminérgicas cuando se presenta la autoestimulacién) y fue extendida
eventualmente para incluir a los reforzadores naturales y a las drogas de abuso.

Esta hipotesis se conoce como el Modelo de Anhedonia Generalizada. (Berridge y
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Robinson, 1998; Cannon y Palmiter, 2003; Wise, 1996; Salamone y Correa, 2002;

Ikemoto y Panksepp, 1999)

Los antagonistas dopaminérgicos y la deplecion de la DA del NAc no
reducen el apetito. Sin embargo, la falta de accién dopaminérgica en el NAc
parece reducir el esfuerzo que realiza un organismo para conseguir su alimento.
Esto se ha observado en tareas donde el animal, en este caso la rata, tiene que
elegir entre trabajar (presionar una palanca a un determinado intervalo) por un
alimento apetitoso y el alimentarse de forma libre con uno menos apetitoso.
Posterior a que la rata aprende a palanquear por el reforzador se le administra
intra accumbens antagonistas a los receptores D1 y D2 dopaminérgicos y lo que
se observa es que el animal deja de trabajar por el alimento apetitoso mientras
que el consumo del alimento menos apetitoso, pero mas facil de conseguir,

aumenta. (Salamone et al., 2002)

Al parecer, la funcion de la DA en el NAc sobre la modulacion de la
motivacion depende de la regién donde se este liberando. Es decir, en el shell o
en el core del NAc. Un estudio realizado por Bassareo y Di Chiara indica que la
DA esta involucrada en la regulacion de la ingesta de alimento, en este caso, un
alimento apetitoso (Fonzies; un alimento con alto contenido energético). Utilizando
la técnica de microdialisis, midieron las concentraciones de DA en los dos
compartimentos del NAc, NAcS y NAcC, durante las dos fases (que son comunes
a todas las conductas motivadas) de la ingesta de alimento, la fase apetitiva y la

fase consumatoria en ratas alimentadas ad libitum. Observaron un aumento en la
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concentracion de DA en el shell, en comparacién con el core, en la fase
consumatoria de la ingesta de alimento. Es decir, cuando el animal ingiere el
alimento. También registraron un aumento en el core, comparado con el shell, en
la fase apetitiva de la ingesta de alimento. Es decir, cuando el animal detecta el
estimulo apetitivo y se aproxima al mismo. Estas observaciones fortalecen la
participacién del NAc en el estado motivado, asignando a sus componentes
estructurales diferentes funciones con relacién a dos distintas etapas secuenciales

de las conductas motivadas. (Bassareo y Di Chiara, 1999)

Estos datos hacen suponer que la DA en el NAc ejerce una funcion
facilitadora de la ingesta de alimento. El grupo de Ann Kelley se dio a la tarea de
investigar el efecto de un antagonismo dopaminérgico en el NAc sobre la ingesta
de alimento. Estos autores administraron antagonistas selectivos a los receptores
D1y D2 (SCH23390 y Raclopride, respectivamente) en el NAcS y en el NAcC de
ratas y posteriormente midieron la ingesta de alimento durante 30 minutos. El
bloqueo de los D1 y D2 en el shell y en el core no madificéd la cantidad de alimento
ingerido por los animales. Sin embargo, la conducta motora se vio afectada a la
baja. A pesar de que no se modificé la cantidad de alimento ingerido, hubo un

aumento en la frecuencia de alimentacion (Baldo et al., 2002).

La activacion del NAc y la liberacion de DA también son provocadas por
reforzadores secundarios, tales como estimulos condicionados (estimulos visuales
o auditivos) que han sido pareados con la comida, drogas o sexo (Pontieri et al.,

1995; Bassareo y Di Chiara, 1999; lkemoto y Panksepp, 1999).
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El grupo de Kent Berridge, guiados por la hipotesis de que DA es igual a
placer, midieredn las diferentes reacciones conductuales (expresiones faciales de
placer que son comunes en la escala evolutiva) de las ratas ante estimulos
alimenticios. Se esperaria que en los animales que tuvieran un déficit en la
transmisién dopaminérgica, principalmente la que ocurre en el NAc, este tipo de
reacciones tenderia a anularse. Sin embargo, esto no ocurre; ni la deplecién de
DA en el NAc ni el bloqueo de D1 y D2 en la misma estructura, deterioran el
impacto hedénico, evaluado por las reacciones faciales. (Berridge y Robinson,

1998)

Existen datos que indican que en sujetos humanos que ingieren una droga
placentera (por ejemplo, cocaina) a los cuales se les suprime la transmision
dopaminérgica, su reporte placentero no se modifica aun cuando su deseo por la

droga se reduce. (Salamone y Correa, 2002)

Todos estos datos apuntan a la DA en el NAc como la encargada de regular
los aspectos motores de la motivacion, relacionados con la aproximacion al
estimulo motivante asi como con la relevancia del estimulo o “wanting”, mas que
con el placer o el impacto hedénico. (Correa et al., 2002; Berridge y Robinson,

1998; Berridge y Robinson, 2003; Zhang et al., 2003)
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5.2. Opioides

Otra familia de moléculas posiblemente involucradas en la regulacién de la
motivacion, especificamente la relacionada con la ingesta de alimento, es la de los
péptidos opioides (Op). Entre los miembros de esta familia se encuentra las
encefalinas (ENK) y las endorfinas (END). A diferencia de la DA, los Op parecen
estar modulando la parte placentera, el impacto hedoénico del alimento. Esta
sugerencia se formuld principalmente por el grupo de Ann Kelley y de Kent
Berridge. Se ha visto que la administracién de morfina (opiaceo, agonista
opioidérgico) de forma intracerebroventricular y sistémica favorece el consumo de
agua azucarada y los patrones de reactividad gustativa que se presentan ante el
consumo del liquido, dichos estudios se realizaron en ratas (Pecifia y Berridge,
1995). Los patrones de reactividad son conjuntos de conductas hedénicas y
aversivas que pueden ser usadas para medir el impacto hedénico de un sabor.
Existen datos en humanos que apoyan la funcién de los Op en el impacto
hedénico. Por ejemplo que la naltroxona (antagonista opioidérgico) administrada
de forma sistémica en humanos suprime las calificaciones subjetivas de la
palatabilidad de un alimento apetitoso (alimento de alta energia como los que
contienen grasa y azucar). Kelley y Berridge se dieron a la tarea de encontrar el
sustrato fisiolégico en el sistema nervioso central de la funcién de los opiocides
sobre la modulacién de la ingesta de alimento, en su parte hedénica. Entre los
candidatos se encontraban la amigdala y el NAc. Se realizaron administraciones
de agonistas opiodergicos directamente en estas dos estructuras y lo que se

encontré fue un incremento significativo de la ingesta de alimento,
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especificamente de un alimento apetitoso, asi como un incremento en las
reacciones conductuales placenteras (Soderpalm y Berridge, 2000; Kelley et al.,
2002; Pecifa y Berridge, 2000). Dicho efecto parece ser mediado por los
receptores p opioidérgicos. (Tanda et al., 1997) Bajo esta linea de investigacion se
sometié a ratas a una dieta a base de chocolate y posteriormente se midié la
expresion genética de las ENK. Los resultados se compararon con los de ratas
alimentadas con su dieta normal. Esta expresion se vié reducida en el estriado
ventral (NAc), hecho que refleja una habituacién del sistema opiocidérgico a la
comida altamente energética (Kelley et al., 2003). Toda esta evidencia fortalece la
hipotesis sobre la participacion del sistema opioidérgico en la regulacion del

impacto hedoénico del estimulo alimenticio.

5.3. GABA (acido gama aminobutirico)

El 95% de las células principales del NAc son GABAérgicas y reciben
proyecciones glutamatérgicas de la Amy, hipocampo (Hipp por sus siglas en
inglés) y PfCtx. Es probable que tanto la DA y los Op’s en el NAc, que comparten
propiedades inhibitorias, puedan ejercer su efecto positivo sobre la ingesta de
alimento a través de una potenciacién de la actividad GABAérgica o de un blogueo
de las aferencias glutamatérgicas (Martin et al., 1998). A partir de este supuesto,
se abrié una nueva linea de investigacién para averiguar cudl es la funcién del
GABA en el NAc sobre la ingesta de alimento. Se han realizado administraciones
de agonistas GABAérgicos, tanto para el receptor GABAA y GABAB, en el NAcS

de ratas como el muscimol, lo que produce es un aumento en la ingesta de
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alimento (Stratford y Kelley, 1997; Soderpalm y Berridge, 2000). El muscimol
hiperpolariza a las neuronas espinosas de mediano tamario en el NAc a través de
receptores postsinapticos. El aumento producido en la ingesta de alimento por el
musimol depende del sitio de inyeccion en el NAc (Hanlon et al., 2003). Por
ejemplo, si se administra rostralmente aumenta la ingesta de alimento y conductas
apetitivas, asi como una facilitacién del condicionamiento de lugar, lo contrario se
ve cuando se administra caudalmente, lo que produce conductas aversivas. Esta
bivalencia en los efectos del muscimol nos habla de la diferenciacion del NAcS en
la regulacién de conductas motivadas, tanto apetitivas como aversivas (Reynolds y

Berridge, 2002).

Para probar si la inhibicion del NAcS es necesaria para que se presente un
aumento en la ingesta de alimento, Maldonado-Irizarry en 1995 (Maldonado-
Irizarry et al. 1995) observaron que el bloqueo de receptores a glutamato (AMPA y
kainato) por medio de farmacos como el DNQX produce un aumento significativo

en la ingesta de alimento (Maldonado-Irizarry et al., 1995).

El efecto de los agonistas GABAérgicos y antagonistas glutamatérgicos
sobre la ingesta de alimento parece ser mediado por una activacion del HL que,
como ya se habia mencionado es una estructura clasicamente relacionada con la
regulacion homeostatica de la ingesta de alimento. Por ejemplo, la administracion
de MK-801 en el NAcS mas una infusién de muscimol en el HL reduce el efecto
del antagonista glutamatérgico. Otro dato que apoya fuertemente la relacion

funcional entre el NAcS y el HL el hecho de que la infusion de musimol en el NAcS
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produce una activacion de c-Fos (ver anexo) en neuronas orexinérgicas del HL

(Maldonado-Irizarry et al., 1995; Baldo et al., 2004). (Figura 8)

Fig. 8 Expresion de c-Fos en el HL de ratas administradas con muscimel (G) en el nucleo

accumbens shell y de ratas administradas con vehiculo (C) (Maldonado-lIrizarry et al., 1995).



6. CANABINOIDES

6.1. Cannabis Sativa (Marihuana)

La Cannabis Sativa, mejor conocida como marihuana, es la droga ilegal de uso
mas frecuente en nuestra sociedad. Su consumo ha despertado todo tipo de
polémicas, desde politicas hasta filosoficas, pasando por la moral y la religién. La
Cannabis se ha estigmatizado o divinizado, de acuerdo con la época y las
circunstancias, y sigue despertando ardientes discusiones. Sin embargo, dicha
planta ha servido de ayuda médica durante cientos de generaciones (Brailowsky,

1995).

La primera descripcién que encontramos de la planta data del 2737 a. C.,
por el emperador chino Shen Nung, quien prescribia la marihuana para el
tratamiento de la gota, la malaria, algunos dolores y la falta de concentracion. En
lo relativo a la quimica de la cannabis se han identificado mas de 400 sustancias
sintetizadas por la planta, de las cuales mas de 60 son canabinoides. Los tres mas
abundantes son el canabidiol, el canabinol y varios derivados del
tetrahidrocanabinol (A9 THC o THC), que es el principal componente psicoactivo
de la planta. Fumado el THC se absorbe rapidamente hacia la sangre, que la
transporta al cerebro y de ahi al resto del organismo. La vida media del THC es de

aproximadamente 19 horas, pero varios de sus metabolitos son detectados
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durante dias a semanas después de la dltima administracién. Esta elevada
persistencia del THC y sus metabolitos se debe a su gran solubilidad en las
grasas, con la consecuente tendencia a acumularse en el tejido adiposo del
cuerpo para después liberarse lentamente (Brailowsky, 1995, Ameri, 1998;

Prospéro-Garcia et al., en Lydic y Baghdoyan, 1999).

En consumidores habituales de la marihuana, la memoria a corto plazo se
encuentra deteriorada y la capacidad para realizar tareas que requieren
secuencias precisas de movimientos se deteriora. El balance y el equilibrio
también se alteran. Los fumadores de marihuana reportan frecuentemente mas
apetito, sequedad de la boca y garganta, aumento de la frecuencia cardiaca,
enrojecimiento de los ojos y mayor agudeza sensorial. Otro problema, ligado al
uso crénico de marihuana, que ha recibido mayor confirmaciéon es el llamado
sindrome amotivacional. Este se ha descrito como un cuadro de apatia
generalizada (Brailowsky, 1995; Prospéro-Garcia et al., en Lydic y Baghdoyan,
1999 )

6.2. Fisiologia de los canabinoides

El principal componente psicoactivo de la cannabis, el A9 THC, fue aislado

en forma pura hace mas de 30 afios, en 1964, por el quimico Rafael Mechoulam

(Mechoulam, 1970). Sin embargo, las bases bioquimicas de la actividad

canabinérgica permanecié como un enigma por algunas décadas, hasta que a
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finales del los ochentas, en 1988, se logra identificar el receptor por el cual el THC
ejerce su efecto en el cerebro (Devane, 1988). A este receptor se le llamé receptor
a canabinoides 1 o CB1 (Martin et al., 1999). Este receptor es metabotropico de
siete dominios transmembranales acoplado a una proteina G inhibitoria (Gi), la
cual inhibe a la adenilato ciclasa y bloquea los canales de calcio importantes para
que se presente la despolarizacion y una posible liberaciéon del neurotransmisor
(Ameri, 1998; Mechoulam et al, 1998; Wilson y Nicoll, 2002; Schickler y

Kathmann, 2001) (Figura 9).

El CB1 es uno de los receptores mas abundantes en el sistema nervioso
central y se expresa en altos niveles en el hipocampo, el cerebelo, hipotalamo,
corteza cerebral y los nucleos de |la base. De importancia para este trabajo es que
el CB1 se expresa en el estriado ventral, mejor conocido como Nucleo Accumbens
(Petit et al., 1998; Moldrich y Wenger, 2000; Hermann et al., 2002) (Figura 10).
Esta localizacion hace suponer que los efectos del THC sobre la memoria y la
motricidad, asi como en la motivacién, sean mediados a través de este receptor
(Ameri, 1998). Un segundo receptor a canabinoides (CB2) acoplado a proteina Gi
parece estar ausente en el sistema nervioso central pero se encuentra en

concentraciones altas en el sistema inmunolégico.
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Fig. 9 Esquema que muestra al receptor a canabinoides 1 (CB1) y las moléculas que
activa. Gi proteina G inhibidora, AC adenilato ciclasa, ATP adenosin trifosfato, CAMP adenosin
monofosfato cidico, Kir canales de potasio, N Q canales de calcio.

NAc

Fig. 10 CB1 en el NAc detectado por inmunohistoquimica en un corte sagital de cerebro de
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A partir de la caracterizacién del CB1 se han descrito varios ligandos
endégenos de naturaleza lipidica, los llamados endocanabinoides. Entre ellos se
encuentran la anandamida (ANA), cuyo nombre en sanscrito significa “el que trae
bendicién y tranquilidad eterna”; aislada en 1992 (Devane et al., 1992) y el 2
araquidonil glicerol (2-AG) en 1995 (Mechoulam et al., 1995). ANA fue aislada del
cerebro del cerdo y el 2-AG de intestino canino. La oleamida (OLE) fue
caracterizada como un factor inductor de suefio ya que fue aislada de gatos
privados de suefio en 1995 (Cravatt et al.,, 1995). Asi, existen otros lipidos con
propiedades canabimiméticas como el noladin eter, virodamina y el N-araquidonil
dopamina (Mechoulam et al., 1998; Matsuda et al., 19980). Estos ligandos nos son
almacenados en vesiculas como otros neurotransmisores (GABA, ACh) sino que
son producidos a demanda (Wilson y Nicoll, 2000). Esto quiere decir que se
producen al instante en el que el sistema lo requiera; se sintetizan en respuesta a
la despolarizacién y a la consecuente entrada de calcio (Schlicker y Kathmann,
2001). Es importante decir que se sintetizan a partir de acido araquidénico, un
elemento constituyente de la membrana celular que como recordaremos es una
bicapa lipidica. La ANA se produce de la hidrélisis de N-araquidonil-
fosfatidilethanolamida catalizada por una fosfolipasa D. El 2-AG tiene dos vias de
sintesis, una independiente de la accion de fosfolipasa C y posiblemente a través
de la accion del diacilglicerol (DAG). La otra via involucra directamente a la
fosfolipasa C (Mechoulam et al, 1998). Los endocanabinoides fueron
considerados principalmente como mensajeros retrégrados, es decir, se sintetizan
en la postsinapsis y tienen su accién en la presinapsis, aunque ahora se sabe que

también ejercen efectos en la postsinapsis. Dependiendo del circuito neuronal, los
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endocanabinoides pueden activar o inhibir la neurotransmisién. Se piensa que la
despolarizacion de la membrana postsinaptica de las neuronas es clave para la
sintesis y liberacién de los endocanabinoides, los cuales difunden a la membrana
presinaptica en donde se unen al CB1, lo que causa una inhibicién de las sefales
glutamatérgicas o GABAérgicas (Wilson y Nicoll, 2001). La vida media de los
endocanabinoides en el espacio extracelular es limitado por un rapido proceso de
eliminacién que consiste de una recaptura especifica dentro de la célula a través
de un transportador y una subsiguiente degradacion por la amida hidrolasa de los
acidos grasos (FAAH). Los receptores a canabinoides, los endocanabinoides y las
proteinas necesarias para sus biosintesis y degradacion constituyen el sistema
endocanabinérgico. (Ameri, 1998; Mechoulam et al., 1998; Martin et al., 1999)

(Figura 11)

Fig 11 Esquema del sistema canabinérgico y de su mecanismo de accion a nivel celular. Vaughan,
2001
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La ANA es la que posee mayor afinidad al CB1 pero no es tan potente
como el 2-AG (Di Marzo et al., 2001). Estos dos endocanabinoides han sido los
mas estudiados y de los que se puede encontrar mayor bibliografia. Por otro lado,
la OLE no ha recibido la atencién merecida, perdiéndose en discusiones sobre si
debe o no ser catalogada como endocanabinoide. Sin embargo, se sabe que se
une al CB1 (Leggett et al., 2004) y comparte muchas de las caracteristicas de
canabinoide endégeno tipificado por anandamida (Fowler, 2004). La OLE tiene
efectos sobre receptore.s serotoninérgicos (5-HT2 y 5-HT7) (Cheer et al., 1999;
Thomas et al., 1999) y sus mecanismos de accién asi como su funcién potencial
aun esta por dilucidarse, aunque se ha postulado que puede estar interactuando
directamente con las proteinas G (Fedorova et al., 2001). De la ANA se conoce
que aparte de pegarse al CB1 tiene efectos a través del receptor Vaniloide (VR1),
cuyo ligando es la capsaicina (molécula que se encuentra en los chiles) (Di Marzo
et al., 2001) y se ha demostrado su pegado a receptores colinérgicos
metabotropicos, los llamados muscarinicos, especificamente al M1 y M4
(Christopoulus y Wilson, 2001). A los endocanabinoides (ANA y 2-AG) se les ha
adjudicado un papel neuroprotector dentro del sistema nervioso central. Es decir,
como un mecanismo de defensa contra los insultos ambientales, aunque existe
evidencia en contra, esto es, como posibles neurotéxicos (Ameri, 1998; Iversen,

2003).

La OLE es ambientalmente ubicua, se encuentra en una gran variedad de
aceites vegetales y es usada como lubricante industrial. Existe evidencia de la

sintesis de novo de OLE por parte de los microsomas cerebrales. Se ha propuesto
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que OLE puede inhibir competitivamente el catabolismo de ANA que lleva a cabo
la FAAH. La oleamida tiene claras propiedades hipnéticas, se ha observado que la
latencia al suefio se reduce con OLE sin modificar el tiempo total del suefio de
movimientos oculares rapidos (Murillo-Rodriguez et al., 1998). A pesar de todos
estos datos, aln no queda claro si su Unica funcion es la de inductor de suefio. En
este trabajo nosotros postulamos a OLE como un posible regulador de la ingesta

de alimento debido a sus propiedades canabiméticas.

6.3. Canabinoides y el sistema de reforzamiento: evidencias

electroquimicas y conductuales

Como ya se menciond, el sistema canabinérgico estd ampliamente distribuido en
todo el cerebro. Esta presente en estructuras involucradas con la motivacién,
memoria y control motor. A continuacién se explicara a partir de los datos
existentes como este sistema puede estar regulando ciertas conductas motivadas,
en especifico la ingesta de alimento. Se iniciara por una breve descripcion de los
datos electrofisiolégicos de la interaccién entre los endocanabinoides y las
estructuras del llamado sistema de reforzamiento (NAc, VTA, PfCtx) (Kelley y

Berridge, 2002).

Las drogas de abuso, como el THC, actian a través del sistema de
recompensa que regula a la motivacion por incentivo de los reforzadores
naturales, como la comida y el sexo (Kelley y Berridge, 2002). Lo que reportan

sujetos que han ingerido THC es un aumento en el apetito, entre otros tantos
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efectos. Todo parece indicar que al momento de actuar, el THC modifica al
sistema de tal forma que también afecta a los reforzadores naturales (Gardner y
Lowinson, 1999; Van der Stelt y Di Marzo, 2003). Es de esperarse entonces, que
como contamos con un sistema endégeno de canabinoides, una de las funciones
que desempenarian seria la regulacién de la ingesta de alimento (Mechoulam y

Fride, 2001).

Debido a sus caracteristicas fisiolégicas, la modulacion de la motivacion por
parte del sistema endocanabinérgico tendria que estar ocurriendo a través de la
interaccion con otros sistemas de neurotransmision; por ejemplo, DA, GABA,

glutamato (GLU), Op y acetilcolina (ACh).

Es generalmente aceptado que todas las drogas de abuso aumentan la DA
extracelular en el NAc y que esta accion contribuye a sus propiedades reforzantes.
(Pontieri et al., 1995). Los canabinoides (exégenos y endégenos) también tienen
efectos sobre la actividad electroquimica del NAc (Chen et al., 1993; Szabo et al.,
1999). Se ha demostrado que los canabinoides activan la liberacion de DA en la
PfCtx y el NAc, esto a través de la excitacion del VTA (French et al.,, 1997),
aungue permanece en controversia si este efecto es mediado por el CB1 o por
receptores opioidérgicos pu (French, 1997; Tanda et al., 1997; Gessa et al., 1998).
Sin embargo, se ha propuesto que la interaccién entre canabinoides y DA podria
explicar el factor adictivo que tiene el THC, aunque falta por aclarar cual es la

fisiologia de esta interaccién (Van der Stelt y Di Marzo, 2003; Maldonado y
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Rodriguez de Fonseca, 2002). Otro dato que apoya esta relacion es que el
tratamiento crénico con THC facilita la formacion de ANA en estructuras limbicas.
Esta respuesta puede ser mediada por DA a través de los receptores D2 (Patel et

al., 2003).

El sistema canabinérgico también interacttia con la transmision GABAérgica
en el NAc. El CB1 se encuentra presente en las prolongaciones colaterales de las
células espinosas de mediano tamaro del NAc (células GABAérgicas) que inervan
a otras células principales del mismo nucleo. Se ha observado en preparaciones in
vitro del NAc y VTA de ratén y de rata es que la administracién de canabinoides
reduce las corrientes inhibitorias producidas por GABA, lo que sugiere una posible
funcién desinhibitoria por parte de los canabinoides en el NAc. (Szabo et al.,
2002; Manzoni y Bockaert, 2001, Hoffman y Lupica, 2000). Tomemos como
ejemplo a dos células principales del NAc: MSNa y MSNb. La funcién de MSNa es
inhibir por medio de sus colaterales a MSNb. La activacion del CB1 presinaptico
en MSNa la hiperpolariza, lo que trae como consecuencia una reduccién en la
liberacion de GABA en dicha célula y una excitacion de MSNb que proyecta a

otras estructuras (p. e. Hyp) (Lupica et al., 2004)

El CB1 esta ampliamente distribuido en regiones que brindan innervaciones
excitadoras al NAc, tales cémo la Amy, el Hipp y la PfCtx (Glass et al., 1997). Se
ha observado que los canabinoides, en comun con otras drogas de abuso, inhiben

la excitabilidad de las neuronas de la PfCtx (Pistis et al., 2001, Lupica et al., 2004).

38



En resumen, los canabinoides inhiben la liberacion de glutamato y GABA en
el NAc. Sin embargo, aun esta por determinarse de que depende que sea uno u
otro. Independientemente de esto, el resultado sera una prevalencia en la
actividad GABAérgica que, posiblemente traiga como consecuencia una inhibicion
de las estructuras a donde proyecten las células del NAc. Figura 12 (Lupica et al ,

2004)

Cannabinoid Effects on NAc Circuitry

Fig. 12 Esquema que muestra la localizacién del CB1 en el NAc (Lupica et al., 2004)

Estos datos nos sirven para entender como los canabinoides (exégenos y
endogenos) afectan fisiologicamente al sistema de reforzamiento, y pueden
explicar el efecto farmacolégico del THC por lo que tiene propiedades adictivas al
interactuar con ofros sistemas de neurotransmision. Pero sélo los datos
conductuales nos serviran para verificar la funcién de los canabinoides endégenos

en la regulacién de los reforzadores naturales, como el alimento.
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La combinacién de mecanismos centrales y periféricos modulan la ingesta
de alimento y el consumo de energia para mantener el metabolismo y la
composicion corporal en los mamiferos. Se necesita al menos dos sistemas para
su regulacion: el primero, encargado de la deteccién de un déficit, a este sistema
también podemos llamarlo Sensor Homeostatico; el segundo, encargado de la
ejecucion de conductas dirigidas hacia una meta que le permite al organismo
buscar, aproximarse y consumir el alimento; funciona también como un Sensor
Hedobnico, éste es el llamado sistema de reforzamiento o recompensa. Como
veremos adelante, las estructuras cerebrales involucradas en estos sistemas

pueden ser claramente diferenciadas.

Como se ha mencionado, uno de los efectos del THC sobre la conducta es
el estimular la ingesta de alimento. Con el descubrimiento de los canabinoides
endoégenos se abrié un campo de estudio relacionado a la funcién potencial de
estas moléculas en la regulacién de la ingesta de alimento. Asi, se ha tratado de
dilucidar el mecanismo por el cual el THC y los endocanabinoides ejercen su

accion sobre la alimentacion.

Mucho de nuestro conocimiento del sistema endocanabinérgico es debido a
reportes de los efectos de la marihuana en los humanos. El primer reporte de que
la marihuana incrementaba el apetito data del afio 300 a. C. (Brailowsky, 1995).
Existe evidencia considerable que indica que el principal componente activo de la

marihuana, el AS-THC, incrementa la ingesta de alimento, y su uso fue aprobado
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en 1992 por la Food and Drug Administration de los Estados Unidos de

Norteamérica para el tratamiento de la anorexia que acompara al cancer.

Actualmente se ha tratado de dilucidar cual es la funcidon fisioldgica del
sistema endocanabinérgico sobre la modulacién de la ingesta de alimento. Para
esto se han realizado distintos estudios con el uso de agonistas y antagonistas
canabinérgicos, asi como el uso de animales modificados genéticamente y en
distintos paradigmas conductuales (Kirkham, 2003; Higgs et al., 2002; Kunos y

Batkai, 2001; McGregor et al., 1998).

La conducta alimenticia se puede dividir en dos fases: la fase apetitiva,

donde el animal trabaja por el alimento; y la fase consumatoria, donde el animal

consume o ingiere el alimento. (Figura 13)

Fig. 13 Fases de la ingestion de alimento. lzquierda: fase de aproximacion. Derecha: fase de

consumacion.
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En 1999 Williams y Kirkham mostraron por primera vez que la
administraciéon aguda de ANA de forma sistémica producia una marcada
hiperfagia en ratas, dicho efecto es mediado por el CB1 (Williams y Kirkham,
1999). Este dato junto a otros como que el AS-THC produce un aumento en el
consumo de alimento en humanos y en animales de laboratorio y que el
SR141716A, un antagonista del receptor CB1, provocaba el efecto inverso, es
evidencia clara acerca de la potencial funcién de los endocanabinoides en la
ingesta de alimento (Williams y Kirkham, 2002). Sin embargo faltaria por descubrir

el sitio donde estas moléculas ejercen su efecto orexigénico.

El Hyp es la estructura en el sistema nervioso central que originalmente se
demostré estar relacionada con la ingesta de alimento. En esta estructura
convergen sefiales orexigénicas como el NPY, MCH, ORX, entre otras; y de
saciedad como leptina y CART. El sistema endocanabinérgico ha sido descrito en
esta misma regién. EI ARN mensajero del CB1 ha sido detectado en el Hyp co-
expresandose con neuropéptidos como el CART, MCH y la preproorexina (Cota et
al., 2002). En ratones que no expresan el CB1 se ha observado una marcada
hipofagia que va en conjunto con una alta tasa de mortalidad, asi como un
incremento significativo en los niveles del ARN mensajero de CRH en el HPV, y
una marcada reduccién en el mensajero de CART en el HL, comparados con la
cepa silvestre (Cota et al., 2002; Di et al., 2001). Entonces, pareceria légico que si
el efecto hiperfagico de los canabinoides fuera mediado por el sistema nervioso

central, la estructura candidata seria el Hyp. Se ha observado que la restriccién
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alimenticia por 24 horas, estado donde las sefiales de saciedad se encuentran a la
baja, produce un aumento en las concentraciones de 2AG pero no de ANA en el
Hyp, lo que sugiere un efecto diferencial de ambos endocanabinoides y una

posible interaccién con sefiales de saciedad (Kirkham et al., 2002).

Para comprobar esta hipotesis el grupo de Di Marzo se dio a la tarea de
estudiar la interaccion entre el sistema endocanabinérgico y leptina. Ellos utilizaron
ratones que no expresaran los genes que codifican para leptina y su receptor
(ob/ob y db/db, respectivamente) para observar como se encontraban las
concentraciones de ANA y 2AG. Lo que encontraron fue un aumento de estas dos
moléculas en el hipotadlamo, especificamente en el ventromedial. Posterior a este
experimento administraron distintas dosis de leptina y midieron de igual forma a
los dos endocanabinoides, dando como resultado una baja en sus
concentraciones. Esto sugiere fuertemente una regulacion a la baja de los
endocanabinoides a causa de leptina (Di Marzo et al., 2001). Jamshidi y Taylor en
el 2001 encontraron que la ANA administrada directamente en el VMH, que es el
principal sitio de accién de leptina, producia un incremento en la ingesta de
alimento (Jamshidi y Taylor, 2001). Esta fue la primera evidencia de una
interaccion entre sefiales de saciedad y los endocanabinoides. Adicionalmente da
la primera localizacién a nivel del sistema nervioso central de los efectos de la
ANA sobre la ingesta de alimento. Sin embargo, la presencia del sistema
canabinérgico en estructuras del llamado sistema de reforzamiento sugeria a los

investigadores que la regulacién homeostatica de la ingesta de alimento mediada
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por el Hyp pareceria no ser la nica forma en la que estos lipidos ejercieran su

accion.

Existe evidencia donde se indica que el agonismo y antagonismo del CB1
produce un efecto en los aspectos apetitivos y consumatorios del proceso de
reforzamiento. El uso de agonistas favorece la conducta de busqueda de alimento,
es decir, aumentando el esfuerzo que tiene que realizar un animal para conseguir
alimento. Pareciera ser que la activacion del sistema endocanabinérgico modifica
el valor del reforzador. Los datos anecdotarios de consumidores de marihuana
apoyan esta hipotesis, ellos reportan un aumento en la palateabilidad de los
alimentos, en otras palabras se puede decir que los alimentos les parecen mas
“sabrosos”, favoreciendo asi el consumo de alimento con alto valor energético

como chocolates, dulces y galletas.

Las moléculas que clasicamente han estado relacionadas con el consumo
de alimentos altamente energéticos son los opioides. Se ha observado que la
administracién de agonistas opioidérgicos en humanos y rodeores produce un
aumento en el consumo de alimentos como el chocolate. El sitio de accién de este
efecto parece ser el nucleo accumbens en su porcién shell. Este tipo de datos son
de gran importancia ya que la hiperfagia se ha visto que se presenta en animales
saciados, lo que sugiere que el valor homeostatico no parece intervenir en este
proceso, sino mas bien seria el solo placer producido por el consumo de esa clase
de alimentos. Existen reportes que mencionan una interaccién entre los sistemas

opioidérgico y canabinérgico, necesaria para la regulacion de la ingesta de
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alimento, como por ejemplo que hay un sinergismo entre la naloxona y el
SR141716A para la reduccién de la ingesta de alimento (Kirkham y Williams,

2001).

Se ha reportado que agonistas GABAérgicos y antagonistas
glutamatérgicos administrados independientes en el NAcS producen hiperfagia. El
mecanismo de estos farmacos es potenciar la actividad inhibitoria de este nicleo.
Estos son datos electroquimicos que apoyan los estudios conductuales que
relacionan a los endocanabinoides con el sistema de reforzamiento (Gallate et al.,

1999)

En un estudio realizado en el 2002 (Kirkham et al., 2002) se reportan los
cambios en los niveles cerebrales de endocanabinoides (ANA y 2-AG) en
diferentes estructuras cerebrales como el Hyp, el cerebro basal anterior
(conteniendo al NAc) y el cerebelo como control. Estas mediciones se realizaron
en distintas fases de la ingesta de alimento: en privaciéon de alimento y en
saciedad, mientras que las ratas estaban comiendo un alimento sabroso y en ratas
control. Los cambios que se observaron fueron los siguientes: en el cerebro basal
anterior los niveles de anandamida y 2-AG aumentaron cuando las ratas estaban
privadas de alimento. En el Hyp solo se registré un alza en los niveles de 2-AG
pero no de ANA durante el mismo estado. El cerebelo se mantuvo sin cambios. En
la condicién donde las ratas comian algo sabroso, el unico cambio significativo
que se encontré fue en el Hyp y fue una baja en los niveles de 2-AG comparados

con el control. Estos resultados indican que los endocanabinoides regulan la
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ingesta de alimento en su fase inicial, es decir, parece que estan influyendo en la
generaciéon de conductas apetitivas lo cual produciria un aumento en el consumo
de alimento. En este mismo estudio, se administré 2-AG directamente en el NAcS
de ratas saciadas y se midié el consumo de alimento. Encontraron un efecto
estimulante de la ingesta de alimento, es decir, un aumento en el alimento ingerido
comparado con ratas a las cuales se les administro vehiculo. Dicho efecto fue
bloqueado por el SR141716A (Kirkham et. al., 2002). En nuestro laboratorio
hemos seguido esta linea de investigacion y observamos que ANA y OLE cuando
se administra en el NAcS producen una marcada hiperfagia. Dicho efecto parece

ser mediado por una coactivacion de areas hipotalamicas.

En este momento existe una considerable evidencia que respalda los datos
anecdotarios acerca de los canabinoides (exégenos y endégenos) y su posible
regulacién de la ingesta de alimento. El sistema endocanabinérgico esta presente
en el sensor homeostatico y en el sensor hedénico que en conjunto forman el
sustrato de la motivacién. El mecanismo exacto por el cual estas moléculas
afectan a este sistema aln esta por aclararse. Es también necesario, delimitar la
fase de la conducta alimenticia a la que afectan los endocanabinoides. Pero algo
si es seguro, son necesarios para modular la alimentacion. Y se puede sugerir que
un sistema canabinérgico disfuncional puede contribuir a que se presenten

desordenes psiquiatricos como la anorexia nerviosa.
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7. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque aun esta por determinarse la funcion del sistema endocanabinérgico en la
regulacion de la motivacién, en este caso la relacionada con la ingesta de
alimento, existe bastante evidencia que respalda el papel de los endocanabinoides
como moléculas potenciales involucradas en los aspectos apetitivos vy
consumatorios de la alimentacién. Se ha sugerido que su participacion esta
mediada por estructuras del sistema de reforzamiento o recompensa o por
estructuras clasicamente relacionadas con la ingesta de alimento como el Hyp.
Hay datos que apoyan ambas hipétesis, sin embargo falta por aclarar si el efecto
de los endocanabinoides sobre la ingesta de alimento depende de la interaccién

de ambos sistemas y si este efecto es exclusivo de un solo endocanabinoide.

Por esta razén nos planteamos la siguiente hipotesis:

7.1. Hipotesis

La Anandamida y la oleamida administradas en el Nucleo Accumbens Shell

producen un incremento en la ingesta de alimento y una activacién de areas

hipotalamicas relacionadas con esta conducta en ratas.
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Para probar la hipétesis se plantearon los siguientes objetivos:

7.2. Objetivos

Administrar ANA y OLE en tres diferentes dosis (0.1, 1.0 y 10.0 pg) en el NAcS y
evaluar la ingesta de alimento durante 4 horas, midiendo cada hora la cantidad de

alimento ingerido.

Administrar ANA y OLE el NAcS en una determinada dosis y contar células
inmunoreactivas a c-Fos en el nlcleo arcuato, hipotalamo paraventricular e

hipotalamo lateral para tratar de establecer una relacién funcional entre el NAc y el

Hyp.
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8. METODO

8.1. Sujetos

Se utilizaron 100 ratas macho de la cepa Wistar de 250 a 300 gramos de peso.

Se mantuvieron en ciclo invertido 12/12 (las luces se encienden alas 8 pm.)y a

una temperatura constante de 22° C.

8.2. Farmacos

¢ Araquidoniletanolamida o anandamida (ANA), en tres diferentes
concentraciones: 0.1, 1.0y 10.0 pg/pl.

o cis-9,10-octadecenoamida u oleamida (OLE), en tres diferentes
concentraciones: 0.1, 1.0 y 10ug/ul.

o Se utilizé como vehiculo (VEH) etanol al 5% en solucién salina.

Ambos endocanabinoides fueron obtenidos de la casa comercial Sigma
Aldrich, St Louis MO. EUA.
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8.3. Aparatos

Bomba de Infusién KD Scientific.
Jeringas Hamilton de 10ul.
Cridstato Leica.

Bascula Ohaus CS-200.

Aparato estereotaxico

8.4. Procedimiento

Las ratas fueron sometidas a cirugia estereotaxica e implantadas bilateralmente
en el NAcS (AP:+2, L:-1 y DV:-6); las coordenadas fueron obtenidas del atlas
estereotaxico de Paxinos y Watson. Las canulas (acero inoxidable de 23 gauge
(diametro interno) y de 1 cm) quedaron colocadas en la parte superior del NAcS y
solo hasta el dia de la administracién hicimos contacto con este nucleo bajando el
inyector 1.5 mm desde la punta de la canula. Posterior a la cirugia las ratas-
fueron alojadas en cajas individuales de acrilico transparente y mantenidas con
agua y alimento ad libitum. Los experimentos se realizaron después de 10 dias de
recuperacion. Los farmacos se administraron (0.2 pl / min. en 5 min.) al inicio de la
fase de obscuridad (8 a.m.), que es el periodo de mayor actividad de la rata y

donde se registra el mayor consumo de alimento.
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El estudio constd de dos experimentos:

Experimento 1
Evaluacion de la ingesta de alimento con la administracion de

endocanabinoides.

GRUPOS DOSIS pg/pl

ANA 0.1 (N=10) 1.0 (N=10) 10.0 (N=10)
OLE 0.1 (N=10) 1.0 (N=10) 10.0 (N=10)
VEH 1.0 pl (N=10)

Se realizd una curva dosis respuesta para determinar la dosis efectiva. Las dosis
de los farmacos fueron administradas directamente en el NAcS de las ratas en
forma bilateral. El orden de las administraciones fue de forma contrabalanceada.
Posterior a la administracion, a cada rata se le pesé alrededor de 50 gramos de
alimento en forma de pellets (Rat Laboratory Chow), los cuales se le colocaron en
la reja de su caja. La primera medicion se realiz6 una hora después de la
administracion de cada rata, y asi sucesivamente durante cuatro horas, midiendo
hora por hora. Al final de las cuatro horas se conté el alimento total ingerido por la

rata.
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Para verificar la posicion de las canulas las ratas fueron perfundidas con
200 ml de paraformaldeido al 4% y con buffer de fosfatos (PBS 0.01M). Los
cerebros fueron extraidos y colocados en refrigeracién para posteriormente ser
cortados, con ayuda de un criéstato. Se tomaron rebanadas de 50y cuando el
tracto de la canula era visible. Los cortes se tifieron con violeta de cresilo. Las
ratas que no estaban implantadas en el sitio correcto fueron desechadas del

experimento y sustituidas hasta alcanzar la N de 10 correspondiente a cada grupo.

Experimento 2

Activacion de areas hipotalamicas con la administracion de

endocanabinoides.

Utilizamos la dosis de 1.0 pg para los dos endocanabinoides porque fue la

concentracion mas efectiva durante la primera hora de medicién.

GRUPOS DOSIS pgl/ul

ANA 1.0 (N=5) Con alimento 1.0 (N=5) Sin alimento
OLE 1.0 (N=5) Con alimento 1.0 (N=5) Sin alimento
VEH 1.0 pl (N=5) Con alimento 1.0 pl (N=5) Sin alimento

Los grupos se dividieron de esa forma (con alimento y sin alimento) para
reducir las variables que pudieran afectar la expresion de c-Fos. En este caso, el

alimento mismo pudiera causar una activacion de c-Fos La forma de
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administracién fue idéntica a la del experimento 1. Después de una hora y media
de la administracién las ratas fueron perfundidas con el procedimiento ya descrito.
Los cerebros fueron extraidos y seccionados en rebanadas a 50u. Los cortes
fueron seleccionados con el objetivo de observar la posicion de las canulas y las
areas hipotaldmicas de interés (ndcleo paraventricular, nudcleo arcuato e

hipotalamo lateral) para posteriormente hacer inmunohistoquimica para c-Fos .

Inmunohistoquimica para c-Fos

Los cortes ya seleccionados se colocaron en pozos para cultivo celular (Corning
Incorporated COSTAR®) y fueron lavados tres veces (10 minutos cada lavada) en
Triton-PBS al 3%. Enseguida de esto se incubaron por 48 horas a 4° con el
anticuerpo primario; c-Fos H-125 rabbit polyclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology)
mas Tritén-PBS y suero normal de cabra. La dilucién fue de 1:1000. Los cortes
fueron lavados tres veces con Tritén-PBS e incubados por una hora a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario; anti-rabbit IgG anticuerpo biotinilado
(Vectastain®). Las secciones se lavaron tres veces mas y se colocaron en el
complejo AB (Vectastain®). Se lavan nuevamente y se revela con 3,3-
diaminobencidina (Sigma Aldrich®) disuelto en TRIS-HCI pH 7.4 y agua
oxigenada. Cuando los cortes adquieren un color café intenso se detiene la
reaccion lavando con PBS 0.1M, dos veces. Posteriormente, los cortes se montan
en portaobjetos y se deshidratan con alcohol acido para ser cubiertos y

observados al microscopio.
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El conteo de células inmunoreactivas a c-Fos se realizé con un microscopio

Olympus y una camara lucida.

Analisis estadistico

En el primer experimento se midi6 el consumo de alimento en ratas y se

realizd un anadlisis de varianza (ANOVA) de dos vias. Los factores fueron:

Farmaco (ANA vs. OLE vs. VEH) por hora de medicién (1, 2, 3, 4).

Para el segundo experimento se midio la activacion de c-Fos y se empled

un ANOVA de una via. La prueba Post Hoc que se aplicé fue LSD. Nivel de

significancia p<0.05.

Todas las pruebas fueron realizadas con el programa Statistics para

Windows.
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9. RESULTADOS

Interaccion entre ANA (0.1, 1.0 y 10 ug) y el vehiculo durante las cuatros

horas de medicion de la ingesta de alimento.

Como se observa en la figura 12 la ANA en la dosis de 0.1 pg produjo un aumento
significativo en la ingesta de alimento comparado con el VEH hasta la tercer hora

después de su administracion (4.7 + 0.2 p<0.05)

La dosis intermedia de ANA (1.0 ug) produjo un aumento significativo en la ingesta

de alimento sélo durante la primera hora (4.2 + 0.5 p<0.05)

La dosis mas alta (10.0 ug) no tuvo efecto sobre la ingestion de alimento en

ninguna hora.

Al momento de contabilizar el total del consumo de alimento durante las cuatro
horas, todas las dosis de anandamida fueron significativamente diferentes
comparados con el vehiculo. ANA 0.1 pg (11.5 + 1.0 p<0.05), ANA 1.0 ug (9.5 +

1.0 p<0.05) y ANA 10 pg (9.9 + 1.1 p<0.05). (Figura 14)
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Fig. 14. Ingestién de alimento posterior a la administracién de anandamida en el NAcS. Medias +

error estandar.

Interaccion entre OLE (0.1, 1.0 y 10 pg) y el vehiculo durante las cuatros

horas de medicion de la ingesta de alimento.

Las dosis de 0.1 pyg y de 1.0 ug de oleamida no produjeron cambios significativos
en la ingesta de alimento. Sin embargo la dosis de 10 pg produjo un aumento
significativo en la ingesta de alimento en la segunda hora (3.9 + 1.0 p<0.05)

(Figura 15)
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Fig. 15. Ingestion de alimento posterior a la administracién de oleamida en el NAcS. Medias +

error estandar.

Al momento de contabilizar el total del consumo de alimento durante las cuatro
horas, solo la dosis de 10 pg de oleamida fue significativamente diferente

comparado con el vehiculo. (10.3 + 2.0 p<0.05) (Figura 15)
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c-FOS

La ANA y la OLE en la dosis de 1.0 ug administradas en el NAcS solo produjeron
una activacion del PVN en las dos condiciones: alimento disponible y alimento no
disponible (p<0.05) (Figuras 16, 17 y 18). No se observaron cambios en el HL ni

en el ARC.

c-Fos en PVN

30
25
20

15
cc: con comida

sc: sin comida

10 -

células inmunoreactivas

o 4+ s |

veh cc veh sc anacc ana sc ole cc ole sc

Fig. 16. Promedio de células positivas a c-Fos en el PVN.
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Fig. 18. PVN de ratas administradas con oleamida en el NAcS (izq) y con vehiculo (der)
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10. DISCUSION

De acuerdo a la extensa literatura que hay sobre el tema, podemos concluir que el
sistema canabinérgico esta involucrado en la regulacibn de procesos
cognoscitivos como la memoria, el aprendizaje y la motivacion. Grandes avances
se han hecho en este campo. Por ejemplo, estudios de manipulacién genética,
produciendo ratones que no expresan el CB1; administracion de
endocanabinoides, antagonistas, inhibidores de las enzimas involucradas en la
sintesis asi como en su degradacién. Sin embargo, estos datos no serian de
trascendencia si no existiera una conducta que observar. En nuestro proyecto, la
conducta investigada es la de la ingestion de alimento, una de las conductas

preferidas por los investigadores interesados en la motivacién.

Como se mencioné en la introduccion, la ingestién de alimento se puede
dividir en distintas fases: fase de detecciéon de un déficit energético o de la
presencia de un alimento apetitoso, fase de aproximacién al estimulo deseado,
consumo del estimulo y fase de saciedad. Se cree que en esta secuencia de
conductas participa el sistema de reforzamiento, también llamado de recompensa
o comunmente como sistema del placer. Este sistema esta conformado por el Hyp,
el VTA, el NAc y la PfCtx. Distintos sistemas de neurotransmision también se han
asociado especificamente con cada una de las fases. Podemos decir que la DA
esta involucrada en la deteccién de la relevancia del estimulo y con el trabajo que

tenga que realizar el organismo para conseguir el alimento, el “wanting” en el
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modelo de Berridge y Robinson (Berridge y Robinson, 2003). Los opioides estan
involucrados con el consumo de alimentos apetitosos, mientras que los
neuropéptidos como el NPY y el AgRP funcionan como sefializadores del hambre.
Asimismo entre las sefiales de saciedad estan la leptina y la CCK (Schwartz et al.,

2000).

Con todo, la funcién del sistema canabinérgico en la regulacién de la
ingestion de alimento ha sido poco esclarecida. Se sabe que la administracién de
anandamida en el VMH induce hiperfagia (Jamshidi y Taylor, 2001) y que cuando
se administra 2AG en el NAcS produce el mismo efecto (Kirkham et al., 2002).
Ahora, nuestros resultados muestran que la ANA y la OLE cuando se administran
en el NAcS producen un aumento en el consumo de alimento y una activacion del
PVN. Lo que estos hallazgos indican es la cooperacién entre sistemas; uno
heddénico y otro homeostatico, y su potencial regulacion por el sistema

canabinérgico.

A continuacioén se discutiran los datos obtenidos:

Anandamida

En general podemos decir que el efecto de la ANA cuando se administra en el
NAcS, independientemente de la dosis, produce una marcada hiperfagia. Dicho

efecto sélo se vio a lo largo de las tres horas siguientes a la administracién. Sin
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embargo, el NAcS parece ser susceptible a las distintas dosis de ANA ya que

observamos un efecto diferencial a lo largo de las cuatro horas de medicion.

La dosis de anandamida 0.1 pg sélo tuvo efecto sobre la ingestion de
alimento hasta la tercera hora de medicién, produciendo un aumento de mas del
300% en el consumo de alimento; manteniéndose igual que el grupo control
durante las dos primeras horas. En |a cuarta hora, la ingestion de alimento volvié a
sus niveles basales, ya que fue comparable con la ingestién de las ratas

administradas con el vehiculo.

La latencia para observar el efecto sugiere una interaccién con otros
sistemas de neurotransmisiéon como por ejemplo los péptidos opioides. Se ha
observado que el A9-THC induce liberacion de dopamina en el NAc y que este
efecto es bloqueado cuando se administra un antagonista opioidérgico que se

refleja en la ingesta de alimento.

La dosis de ANA 1.0 ug tuvo su efecto durante la primera hora de medicién.
El aumento en la ingesta de alimento fue de un 100% comparado con el vehiculo.
Aunque este aumento no fue tan robusto como el de la dosis de 0.1 ug en la tercer
hora. Este resultado coincide con el encontrado por Kirkham (Kirkham et al., 2002)
con el 2 AG administrado en el NAcS donde ellos encuentran un aumento similar

en la ingestion de alimento.
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En la segunda hora de medicion se registré una caida en la ingestion de
alimento inclusive por debajo del control pero sin alcanzar significancia. Esto nos
puede indicar que la administracién exégena y masiva de ANA produce un
desbalance en la homeostasis de los sistemas, por lo que se intenta restituir dicho

balance.

En la tercera y cuarta hora de medicién el consumo se mantuvo constante

sin diferencias respecto al control.

La dosis de ANA 10.0 pg no tuvo efecto significativo sobre la ingestion de
alimento en ninguna de las cuatro horas de medicién. Sin embargo, el consumo de
alimento se mantuvo arriba del control. De tal forma que si contabilizamos el total
del alimento ingerido durante las cuatro horas podemos observar un efecto

hiperfagico que alcanza significancia estadistica.

Asimismo, en las dosis de 0.1 ug y de 1.0 pg se observa un efecto
significativo sobre la ingestién de alimento si contabilizamos el total del alimento
ingerido durante las cuatro horas en comparacién con el VEH. Siendo la dosis de
0.1 pg la mas potente produciendo un aumento de casi el 100%. Sin embargo
estas diferencias debemos atribuirselas a las primeras tres horas ya que para la
cuarta todos los grupos se estabilizan. Lo que sugiere que la anandamida es

catabolizada en un tiempo maximo de tres horas.
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Oleamida

La participacion de la OLE en la regulacion de la ingestion de alimento ha sido
poco estudiada. Solo existe un trabajo, realizado en nuestro laboratorio (Martinez-
Gonzalez, 2004), en donde se muestra que la administraciéon sistémica de esta
molécula produce hiperfagia. Nuestros resultados son los primeros en mostrar un
efecto orexigénico de esta molécula cuando se administra de forma central, en
este caso en el NAcS. Al igual que sucedi6 con la ANA, las distintas dosis de OLE

produjeron cambios diferenciales en el consumo de alimento.

La dosis de OLE 0.1 pg no tuvo efectos significativos sobre la ingestién de
alimento. Inclusive en las primeras dos horas de mediciéon se mantuvo abajo del
control sin alcanzar significancia y el consumo de alimento se reestablecié en las
dos horas siguientes. Con la dosis de 1.0 pyg se observé una tendencia a aumentar
la ingestion solo durante la primera hora, al igual que la misma dosis de ANA.
Posiblemente si aumentamos el numero de sujetos en este grupo puede llegar a

alcanzar significancia.

La dosis de OLE que tuvo un efecto hiperfagico significativo solo en la
segunda hora de medicién fue la de 10.0 pg, con un aumento de la ingesta de mas
del 100% aunque durante las cuatro horas se mantuvo arriba del control. Fue la
Unica dosis que alcanzé significancia si contabilizamos el total de las cuatro -

horas, donde podemos observar un claro efecto dosis dependiente teniendo a la
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dosis de 0.1 pg como la menos efectiva, seguida de la de 1.0 pyg y la de 10 pg

como la mas efectiva.

Anandamida vs. Oleamida

Si comparamos los efectos sobre la ingesta de alimento de estos dos
endocanabinoides cuando se administran en el NAcS podemos observar que de
forma general ANA tiene un efecto hiperfagico mayor independientemente de la
dosis utilizada. Esto es légico si recordamos un poco sobre la fisiologia de los
canabinoides. ANA tiene mayor afinidad y selectividad por el receptor CB1
comparado con OLE, que ya se ha demostrado que también se une a este
receptor (Leggett et al., 2004). Debido a esto se esperaria, como se observo en
este estudio, que para que OLE pudiera tener un efecto sobre la ingestién de
alimento es necesario una dosis mayor que la utilizada para ANA que fue lo que
se observo en el consumo total. Cuando comparamos el efecto de ambos
endocanabinoides en la primera hora observamos que siguen la misma tendencia.

Sin embargo, solo ANA causa una marcada hiperfagia.
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Interaccion entre el NAc y el HPV: Regulacién canabinérgica

En este estudio hicimos la medicion durante cuatro horas bajo el siguiente
razonamiento: la medicién de la primera hora nos da como informacién el efecto
agudo de ANA y OLE en el NAcS sobre la ingestion de alimento. Hay que tomar
en cuenta que las primeras horas de la fase de oscuridad que es la fase de mayor
actividad de los roedores, es donde se puede registrar el mayor consumo de
alimento de las ratas. Es decir, estamos observando qué sucede si potenciamos la
actividad GABAérgica en una parte esencial del sistema de recompensa cuando el
organismo despliega conductas necesarias para su supervivencia como lo es la

ingestion de alimento.

Ahora bien, si pensamos que el sistema canabinérgico esta involucrado en
la regulacion de la ingestién de alimento podemos suponer que este sistema se
encuentra en su mayor pico de actividad durante la fase de oscuridad en las
estructuras relacionadas con esta conducta como el Hyp y en este caso el NAc.
Existen estudios donde se reportan las variaciones diurnas de la ANA en el NAc
indicando que esta molécula se encuentran en sus niveles mas altos en la fase de
oscuridad comparados con la fase de luz (Valenti et al., 2004). En trabajos de

nuestro laboratorio se observa la misma tendencia en el hipotalamo.

Con estos resultados se plantean varias preguntas acerca de los
mecanismos que estan siendo afectados por los endocanabinoides. Se han

realizado estudios acerca de cémo la inhibicion del NAc afecta la ingestion de
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alimento, utilizando agonistas GABAérgicos, agonistas opioidérgicos vy
antagonistas glutamatérgicos. Todos estos farmacos producen un aumento en el

consumo de alimento, al igual que los canabinoides endégenos.

Dentro del NAc, los endocanabinoides pueden interactuar con otros
circuitos neuroquimicos que se han ligado con la motivacién, como el sistema
dopaminérgico mesolimbico. La liberacién de DA en el NAc tiene una funcién
crucial en los aspectos apetitivos de la alimentacion. Se ha observado que
determinadas dosis de marihuana que inducen hiperfagia también promueven la
liberacion de DA en el NAc. Aparte de estimular la formacién de ANA en el cerebro

limbico anterior.

Entonces, el punto es conocer codmo la participacion de un sistema inhibidor
como lo es el canabinérgico en el nicleo accumbens puede regular una conducta

tan importante para la vida de los organismos como la ingestién de alimento.

La ingestion de alimento, como otras conductas motivadas, se puede dividir
en dos fases, la de aproximacion al estimulo motivante y la de consumacién de
dicho estimulo. Como ya hemos mencionado, el NAc, junto a otras estructuras, ha
sido involucrado en la regulacién de estas dos fases. Se ha observado que la
actividad del NAc esta asociada a la fase de aproximacion y la inhibicion del
mismo se relaciona con la consumacién. Este ciclo podria presentarse de la
siguiente manera: el NAc debe de estar activo, (actividad producida por las
entradas glutamatérgicas provenientes de la PfCtx, Amy e Hipp, en conjunto con

una modulacion dopaminérgica del VTA) para buscar el reforzador; cuando el
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organismo lo consigue el sistema se debe inhibir para que este 6ptimo a
responder ante cualquier otro estimulo relevante en su entorno. Otros sistemas
homeostaticos funcionan de esta manera. Asi que podemos dar el siguiente
ejemplo: las neuronas que detectan glucosa en el HL aumentan su frecuencia de
disparo cuando detectan un déficit de glucosa, y se inhiben cuando la glucosa esta

en sus niveles normales.

Ann Kelley demostré que la potenciacion de la actividad GABAérgica
administrando muscimol en el NAcS produce una activaciéon del HL (Maldonado-
Irizarry et al., 1995), dando asi los primeros indicios sobre la comunicacion entre
sistemas hedonicos y homeostaticos. Al momento de activar la transmision
GABAérgica en el NAc se inhiben las neuronas de salida que producen de igual
forma GABA. Como resultado de dicha inhibicién el HL, el cual es inhibido por el
NAc, se activa. Infiriendo entonces que las manipulaciones del NAc traen como
consecuencia una activacion del hipotalamo lateral. Sin embargo esto solo se ha
visto cuando se administran agonistas GABAérgicos y antagonistas
glutamatérgicos en el NAcS, dejando al margen la participacion de otros sistemas

inhibidores, como el canabinérgico, que estan presentes en este nucleo.

La activacion del sistema canabinérgico en el NAc puede incidir en las dos
fases de la ingestion de alimento dependiendo del sitio de accién. La activacion
del CB1 que esta presente en las entradas provenientes de la PfCtx produce una
inhibicion de la liberacién de GLU en el NAc. Esto da como resultado una baja

actividad del NAc (las MSN se silencian). Esta actividad esta relacionada con la
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fase consumatoria de la ingestién de alimento. La activaciéon del CB1 que esta en
las neuronas principales del NAc produce una hiperpolarizacién de estas células,
que como recordamos son neuronas GABAérgicas e inhiben a otras MSN, y estas

a su vez proyectan a otras estructuras como el palido ventral y el Hyp.

Por esta razén, nosotros tratamos de inducir la misma activacion de los
nucleos hipotalamicos después de la administracion de ANA y OLE en el NAcS
con las dosis que tuvieron efecto durante la primera hora de medicién de la

ingestion de alimento.

Los nucleos hipotalamicos que analizamos con c-Fos (proteina nuclear que
nos indica actividad celular) fueron el HL, el ARC y el PVN. Tres nucleos de gran

importancia en la regulacion de la ingestion de alimento.

Esta documentado que sefiales de la periferia como grelina estimulan al

ARC produciendo la liberacién de NPY, y este a su vez estimula al HPV (que

libera OXY), que trae como consecuencia un aumento en el consumo de alimento.

Tanto ANA como OLE a la dosis de 1.0 pg en el NAcS producen una

activacion del HPV sin encontrarse cambios en el HL ni en el ARC.
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Una de las explicaciones que se puede dar con estos datos es que la
inhibicién producida por los endocanabinoides en el NAc es diferente a la
producida por agonistas GABAérgicos. Es decir, posiblemente ANA y OLE estén
inhibiendo o activando un tipo de células que no sean las que proyectan al HL. No
pocdemos descartar una via de salida del NAc que proyecte directa o

indirectamente al HPV.

La activacion del HPV puede inducir la ingestion de alimento cuando en
este nucleo convergen sefiales de la periferia como la GAL o centrales como el ya
mencionado NPY; pero también es posible inducir saciedad debido a la activacion
de receptores para la POMC y el CART, inhibidores de la ingesta de alimento
(Schwartz et al., 2000). Nuestros resultados sélo nos indican que el HPV esta
activo. Lo que esperariamos, de acuerdo a la conducta, es que dicha actividad sea

de las neuronas que producen las sefiales orexigénicas.

Una posible explicacion es la siguiente: en el HPV se encuentra una
poblacién de interneuronas GABAérgicas que le marcan un tono inhibidor a las
neuronas principales del HPV, que como recordaremos producen OXY,
vasopresina y CRH, las tres inhibidoras de la ingestion de alimento. Entonces, si
estimulamos la actividad GABAérgica dentro de este nicleo se producira un
aumento en el consumo de alimento, ya que se estarian inhibiendo las sefales de

saciedad.
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Si el NAc esta conectado con el HPV, esperariamos que las neuronas a las
que esta inervando sean las interneuronas GABAérgicas. Al inhibir la transmisién
GABAérgica de las células principales del accumbens (debido a la activacion del
CB1 en las entradas de la PfCtx), con los canabinoides ANA y OLE estamos
provocando una desinhibicién de las interneuronas GABAérgicas del HPV. Esto se

puede entender mejor si observamos la figura 19 (Figura 19a)

También existe la posibilidad de que la conexién entre el NAc y el HPV no
sea directa, sino que haya una estructura de relevo como el palido ventral, cuyas
neuronas son GABAérgicas. Al activarse el CB1 que esta en las colaterales de las
MSN se produce una desinhibiciéon de otras MSN que probablemente inhiban al
palido ventral y este a su vez desinhiba a las interneuronas GABAérgicas del HPV

(Figura 19b).

Falta por dilucidar si el efecto orexigénico de los canabinoides es a través
de la activacién del CB1, porque como podemos recordar tanto ANA como OLE
pueden tener accion en otro tipo de receptores. Asi, ANA se une a receptores
vaniloides y OLE se une a receptores serotonérgicos. Otra cosa que es importante
aclarar es sobre que fase de la ingestiéon de alimento los endocanabinoides
participan, ya sea en la de aproximacion (el “wanting” en el modelo de Berridge) o

en la de consumacion (el “liking”) (Berridge y Robinson, 2003)
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Fig. 19 Esquema que muestra la posible regulacién canabinérgica entre el NAc y el HPV
que trae como resultado un aumento en el consumo de alimento. En 19a el canabinoide
se libera de la postsinapsis en el NAcS y actua en la presinapsis de la PfCtx, produciendo
una inhibicién de la liberaciéon de GLU y por consiguiente una baja en la actividad del
NAcS. Poniéndolo en contexto, el NAcS ya no inhibe a las interneuronas GABAérgicas del
HPV. En 19b el canabinoide actia en la presinapsis de una MSN inhibiendo la inhibicién
de otra MSN. Es decir, la actividad del NAcS aumenta y puede inhibir a otras estructuras
como el palido ventral, que también es GABAérgico. Sin embargo, el palido ventral puede
tener conexiones con las interneuronas GABAérgicas del HPV, pero al ser inhibido por el
NAcS estas interneuronas se activarian y por consecuencia inhibiran a las neuronas

principales del HPV.
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11. CONCLUSIONES

Anandamida y oleamida administradas en el nicleo accumbens shell producen
una marcada hiperfagia durante las cuatro horas de medicién, que corresponden
al inicio de la fase de oscuridad. Este efecto depende de la dosis utilizada de cada
molécula. Se observd una clara curva dosis respuesta con oleamida, no asi con

anandamida.

Estos endocanabinoides producen una activacion del hipotalamo
paraventricular cuando se administran en el accumbens shell. Lo que sugiere una
cooperacion entre el sistema del reforzamiento (nucleo accumbens) y el sistema
encargado de la regulacién homeostatica (hipotalamo) para la modulacién de la
ingestién de alimento. Estos resultados también nos hablan de la potencial funcién
del sistema canabinérgico en un proceso tan importante como lo es la motivacion
por el alimento en este caso, pero se puede hacer extensivo a las conductas

motivadas en general, como la conducta sexual y la adiccidon a farmacos de abuso.
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ANEXO

C-Fos

c-fos es un miembro de la familia de genes de expresion temprana. Estos genes
estan presentes en muchos tejidos pero en condiciones basales usualmente son
muy bajos. Estimulos variados inician el incremento en los niveles del ARN
mensajero que van de minutos a semanas. La proteina Fos producida por el gen
c-fos es una proteina reguladora que forma dimeros complejos con otros genes de
expresién temprana que son producidos por el gen c-jun. Estos dimeros activan un
factor de trascripcion llamado AP1 que se une al ADN que controla la expresion
genética. Este mecanismo es por el cual los estimulos externos se convierten en
cambios a largo plazo dentro de la célula. El gen c-fos es activado rapidamente
por neurotransmisores o drogas que estimulan el AMP ciclico o la entrada de
calcio. Ambas vias producen la fosforilizacién del factor de transcripcion CREB.
Debido a su rapida inducciéon desde los niveles basales en respuesta a la
despolarizacion neuronal (siendo la entrada de calcio la sefal critica) y a la
segunda mensajeria, algunos genes de expresion temprana han sido usados
como marcadores celulares de activacién neuronal, permitiendo aproximaciones
novedosas a la neuroanatomia funcional (Curan y Morgan, 1994; Curran y Franza,

1988; Chiu et al., 1988).
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ABREVIATURAS

A9 THC: Delta 9 Tetrahidrocanabinol.

2-AG: 2 araquidonil glicerol.

ACh: Acetilcolina.

AgRP: Gen Relacionado a la Proteina Agouti.
Amy: Amigdala.

ANA: Anandamida.

ARC: Nucleo arcuato.

CART: Transcrito Relacionado a Cocaina y Anfetamina
CB1: Receptor a canabinoides 1.

CB2: Receptor a canabinoides 2.

CRH: Hormona liberadora de corticotropina.
DA: Dopamina.

DAG: Diacilglicerol.

DYN: Dinorfina.

END: Endorfinas.

ENK: Encefalina(s).

FAAH: Amida hidrolasa de los acidos grasos.
GABA: Acido gama amino butirico.

GAL: Galanina.

GLU: Glutamato.

HL: Hipotalamo Lateral.

75



HPV: Hipotalamo Paraventricular.
HVM: Hipotalamo Ventromedial

Hyp: Hipotalamo.

MSH: Hormona estimuladora de melanocitos.
MSN: Espinosas de mediano tamario.
NAc: Nucleo Accumbens.

NAcC: Nucleo Accumbens Core.
NAcS: Nucleo Accumbens Shell.

NE: Norepinefrina.

NPY: Neuropeptido Y.

OLE: Oleamida.

Op: Opioides

ORX: Orexina.

OXY: Oxitocina.

PfCtx: Corteza Prefrontal.

PKA: Proteina cinasa activada por AMP ciclico.

POMC: Pro-opiomelanocortina.
SP: Sustancia P.
VR1: Receptor vaniloide 1.

VTA: Area Tegmental Ventral.
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