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Merroun.l Obijetivo

En los ultimos veinte afios se ha prestado especial interés al estudio del comportamiento
alimentario, dado que las enfermedades ligadas a alteraciones en la regulacion de la ingesta
son de las principales causas de enfermedad y muerte en la mayoria de los paises. El tracto
gastrointestinal y el SNC estdn conectados mediante multiples conexiones neuronales y
endocrinas, tanto a nivel central como periférico (Solomon y col., 2004). Un hecho relevante
en la regulacion del metabolismo y el balance energético es la existencia de una interaccion
multifactorial entre estimulos aferentes (nutricionales, nerviosos, endocrinos y metabolicos),
provenientes del sistema gastrointestinal, y sefiales eferentes, producidas por el SNC en
respuesta a esos estimulos, que establecen un equilibrio entre el apetito y la saciedad (Tébar y
col., 2003; Broberger, 2005) y contribuyen a ajustar el gasto energético. Deficiencias
genéticas 6 adquiridas en estos mecanismos pueden conducir a muy diversas alteraciones del

comportamiento alimentario con el consiguiente desarrollo de patologias ligadas a la ingesta.

Las investigaciones realizadas han demostrado el papel critico de un sistema de
péptidos hipotalamicos en la regulacion central de la ingesta (Ahima & Osei, 2001), pero
ademads se requiere una precisa coordinacion con las sefiales que actian desde la periferia y
envian informacion a los centros nerviosos (Kojima et al, 2004). Por otra parte, con el
descubrimiento del sistema cannabinoide endogeno en la Gltima década se ha avanzado en el
conocimiento de este complejo mecanismo de regulacion, ya que los receptores cannabinoides
CB1 y CB2 y sus ligandos endogenos estan implicados en numerosos aspectos del
comportamiento alimentario (Harrold & Williams, 2003). Los cannabinoides parecen tener,
por lo tanto, un papel importante en los sistemas que regulan el apetito y el peso corporal y
ejercen una amplia variedad de efectos tanto en el SNC como en otros lugares periféricos: los
sistemas inmunitario, cardiovascular, respiratorio, reproductor y digestivo (Pertwee, 200;
Felder, 2001).

Los receptores cannabinoides CB; estan implicados fuertemente en la regulacion de la
ingesta (Di Marzo y Matias, 2005; Wiley y col., 2005). La activacion de estos receptores por
los endocannabinoides se considera como un factor central en el control neuronal del apetito
(Harrold y col., 2002 a, b). Estos receptores estan presentes en el SNC y en los sistemas
periféricos. En el cerebro, los receptores CB; se han identificado en las estructuras
responsables de la recompensa y del balance energético (Cota y col., 2003; Robbe y col.,
2003; Pickel y col., 2004). Mientras en los sistemas periféricos, se han identificado en el
intestino (Croci y col., 1998; Kulkarni-Narla y Brown, 2000; Coutts y col., 2002), asi como
en los hepatocitos (Osei-Hyiaman y col., 2005) y en el tejido adiposo (Bensaid y col., 2003;
Cota y col., 2003).

La existencia de estos receptores periféricos permite pensar en que los cannabinoides
pueden tener un efecto no sélo sobre la ingesta sino también sobre la utilizacién nutritiva, a
nivel digestivo e incluso metabolico. No obstante, la bibliografia consultada no aporta datos
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en este aspecto, que se puede considerar de importancia esencial para valorar el potencial
papel de los cannabinoides en la terapia de las enfermedades relacionadas con alteraciones de
la ingesta de alimentos y el apetito. El conocimiento de las acciones biologicas asociadas al
sistema cannabinoide abre la posibilidad de desarrollar compuestos farmacoldgicos activos
sobre estos receptores. Desde el punto de vista de modulacion farmacoldgica, existen dos
posibilidades: potenciacion o bloqueo de los efectos asociados a los ligandos enddgenos. La
primera aproximacion pasa fundamentalmente por el desarrollo de agonistas especificos. La
segunda aproximacion, mdas reciente en el tiempo, supone el desarrollo de farmacos
antagonistas.

Teniendo en cuenta lo expuesto, el presente proyecto de tesis doctoral tiene como
objetivos valorar el papel desempenado por el sistema endocannabinoide en la regulacion de
la ingesta, precisar los mecanismos neuroldgicos a través de que los cannabinoides afectan la
ingesta, la interaccion que puede existir entre el sistema cannabinoide, el sistema
serotoninergico y el NPY, sin olvidar estudiar el efecto de los cannabinoides sobre la
utilizacion digestiva y metabdlica de la proteina y de los minerales: calcio, fosforo, magnesio

y zinc.

Este trabajo ha sido financiado con el proyecto AM34/04 de la Consejeria de la
Presidencia de la Junta de Andalucia. Se realiz6 en el marco de una colaboracioén entre el
Departamento de Fisiologia de la Universidad de Granada y el Departamento de Biologia de
la Universidad Abdelmalek Essadi de Tetuan.
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INTRODUCCION

Todo organismo vivo precisa un aporte de nutrientes para el adecuado crecimiento,
desarrollo y mantenimiento de sus tejidos, dicho aporte es obtenido gracias a la ingesta
alimentaria. La ingesta depende basicamente del comportamiento alimentario, y el apetito es
factor principal que influye en ella.

En la conformacion del sistema, las sefiales hormonales, neurales y metabolicas
constituyen la parte bioldgica, mientras que los habitos de alimentacion y los aspectos
socioculturales que rigen y regulan la ingesta alimentaria representan la parte psicoldgica.
Estos mecanismos son vitales, ya que de ellos depende de la supervivencia, y estan disefiados
en particular para proteger al organismo contra la desnutricion y luchar contra la
sobrenutricion.

La ingesta es un factor muy complejo donde influyen mecanismos muy diversos:

- La sensacion de la saciedad en la que intervienen elementos cognitivos y
sensoriales: El olfato y la vista son sefnales que abren el apetito como acto preparatorio a la
ingesta lo que comprende la llamada fase cefalica.

- Los mecanismos fisiologicos intermediarios: a través del nervio vago el cerebro
recibe informacion de los quimio y mecano-receptores del tracto gastrointestinal, que

conforman en su conjunto los mecanismos de control posingesta.

- Las vias cerebrales: en la fase posabsortiva los distintos nutrientes son procesados y
sus niveles en sangre se convierten en sefiales de saciedad al alcanzar al cerebro por via
circulatoria.

Este comportamiento tan complejo nos obliga a proponer preguntas:

¢Cudles son las estructuras que controlan esta funcion fundamental?

¢Qué sinergia de sefiales controla este comportamient?
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I1.1- Regulacion de la ingesta de alimentos

El comportamiento alimentario es un aspecto fundamental en el mantenimiento del peso
corporal, de tal forma que permite que la cantidad de energia ingerida se ajuste de forma
precisa a la cantidad de energia consumida. Aunque el complejo mecanismo que lo regula se
ve influenciado por factores medioambientales que hacen la cantidad de energia ingerida no
se correlacione en muchas ocasiones con el gasto energético diario, la mayoria de las personas
ajustan el aporte energético al gasto con gran precision (Edholm, 1977). Este fendmeno refleja
la existencia de un proceso de regulacion activo, denominado homeostasis de energia, que
promueve la estabilidad en la cantidad de energia corporal almacenada en forma de grasa.

Aumento de la ingesta Nuevo equilibrio
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Figura I;: Homeostasis energética: restablecimiento del balance de energia tras un periodo de
sobreingesta (Tomado de Simoén y Del Barrio, 2002)
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El metabolismo energético se define como el conjunto de procesos y reacciones fisico-
quimicas implicadas en la obtencion y transformacion de energia a partir de la ingesta de
alimentos, para el mantenimiento de las funciones vitales en las células. El organismo destina
esta energia fundamentalmente a tres componentes: metabolismo basal, actividad fisica y

efecto termogénico.

Un hecho relevante en la regulacién del metabolismo y el balance energético es la
existencia de una interaccion multifactorial entre estimulos aferentes (nutricionales, nerviosos,
endocrinos y metabolicos), provenientes del sistema gastrointestinal, y eferentes, producidos
por el SNC en respuesta a las sefiales periféricas, que establecen un equilibrio entre el apetito
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y la saciedad (Tébar y col., 2003; Broberger, 2005) y contribuyen a ajustar el gasto
energético.

El tracto gastrointestinal y el SNC se comunican mediante multiples conexiones
neuronales y endocrinas, tanto a nivel central como periférico (Solomon y col., 2004). Entre
las zonas superiores relacionadas con la regulacion de la ingesta, las mas importantes parecen
ser los nucleos arcuato, paraventricular y dorsomedial y las dreas hipotaldmicas ventromedial
y lateral (Solomon y col., 2004), también participa el tallo cerebral, concretamente el ntcleo
del tracto solitario, que recibe terminaciones nerviosas provenientes del nervio vago
(Yamamoto y col., 2003). La estimulacion de las neuronas correspondientes produce reflejos
viscerales que a través del NTS (Andrews, 2002), regulan tanto funciones gastrointestinales
como la sensacion de hambre y homeostasis energética. Ademas, este nicleo recibe también
informacion de circuitos paralelos que provienen del sistema cardiovascular, pulmonar,
respiratorio y sensorial (Loewy y col., 1990). Desde el NTS, la informacion se disemina a
regiones del cerebro incluyendo el hipotalamo (Michl y col., 2001) produciendo un sistema
complejo de sefiales promovidas por el apetito, la saciedad, la acomodacion y secrecion
gastrica y motilidad (Konturek y col., 2004). El hipotalamo también recoge sefiales diversas a
través del sistema circulatorio que atraviesan la barrera hematoencefalica. El proceso de estos
estimulos modula la expresion de neuropéptidos orexigénicos y anorexigénicos que participan
en la regulacién de la ingesta y el peso corporal. Por lo tanto, la sensaciéon de hambre no sélo
esta controlada a nivel central, sino que también aparecen distintos factores periféricos como
pueden ser las sefales provenientes del estomago, intestino, higado, pancreas, etc (Havel y
col., 1998), incluso esta influenciado por factores emocionales, sociales o de comportamiento
(Kishi y col., 2005).

Ademas hay sefiales periféricas referentes a almacenes de la energia a largo plazo que
son producidas por el tejido adiposo (leptina) y el pancreas (insulina). Estas hormonas se
consideran senales de adiposidad que circulan en la sangre de acuerdo a la cantidad de grasa
y/o energia almacenada (Wilding, 2002), actian a nivel hipotaldmico reprimiendo el circuito
neural anabdlico, que estimula la ingesta e inhibe el consumo de energia, mientras que
simultdneamente activan el circuito catabolico, que inhibe la ingesta e incrementa el consumo
de energia. El descenso de las sefiales de adiposidad incrementa a nivel hipotaldmico la via
anabolica e inhibe la catabolica lo que aumenta la ingesta y disminuye el consumo de energia
almacenada.

El control del balance energético a través del apetito y de la termogénesis, asi como la
estabilidad de la composicion corporal se ha explicado a través de diversas teorias como la del
peso fijo o ponderostato, la glucostatica o glucogenostatica, la metabdlica o de reparto de
nutrientes, a través de la participacion del sistema nervioso y neuropéptidos, asi como por

modelos conductuales (Martinez, 2000). En este sentido, se ha postulado una hipotesis para el
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Merroun.l

control del peso y composicion corporal basada en la existencia de un sistema de regulacion
compuesto por tres factores interrelacionados: la ingesta, la termogénesis y los depositos

grasos (Broberger, 2005).
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Figura I,: Interaccion entre el SNC y el sistema gastrointestinal en la regulacion del
metabolismo energético (Tomado de Badman y Flier, 2005).

La llegada de alimentos al aparato digestivo genera una serie de sefiales neurales,
metabolicas y hormonales, conocidas como sefiales de saciedad que, acopladas con las senales
de adiposidad, activan centralmente la percepcion de saciedad que interrumpe y regula el
tamafio de la comida y modula la cantidad de energia ingerida y acumulada. En resumen, las
sefales nutricionales, nerviosas, endocrinas y metabolicas producidas por los distintos

organos y sistemas que regulan la homeostasis energética se liberan en respuesta a la situacion
nutricional y metabolica en que se encuentra el organismo. La integracion de este
conglomerado de estimulos contribuye al mantenimiento estable del peso y la composicion
corporal a través de la regulacion del balance energético (ingesta y gasto), en el que interactia

el tracto gastrointestinal y SNC mediante sefiales nerviosas especificas.
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I1.1.1- Regulacion hipotalamica de la ingesta de alimentos
I1.1.1.1- Nucleos hipotalamicos implicados

Los mecanismos basicos que regulan el balance energético residen en el SNC a distintos
niveles del encéfalo (Leibowitz y col., 1998). El hipotdlamo forma parte de un sistema en el
cual se integra la regulacion de la composicion corporal con la ingesta y el gasto de energia.
Una serie de estimulos en diferentes sistemas relacionados con el estado metabdlico son
recibidos en el hipotalamo, los cuales modulan la liberacion de péptidos hipotalamicos que
regulan la ingesta alimentaria y el eje hipotadlamo hipofisiario (Leibowitz y Wortley., 2004).

Se ha demostrado que una serie de circuitos o vias neuronales interconectadas operan
localmente en el hipotdlamo para regular la ingesta con la informacion procedente de los
depositos de energia corporal (Woods y col., 1998). Este circuito estd formado
anatomicamente por el nicleo arcuato (ARC), los nucleos ventromedial (VMN) y lateral (LN)
del hipotalamo, el nicleo dorsomedial (DMN), el ntcleo paraventricular (PVN). La idea de
que estas estructuras intervienen en los mecanismos que regulan el apetito, se basé en los
resultados de numerosos estudios que han utilizado lesiones puntuales en el hipotdlamo
(Brobeck y col., 1946; Luiten y col., 1987).

a) Nucleo arcuato (ARC)

Esta region de la base del hipotalamo es posiblemente la zona mds representativa de
integracion del balance energético (Cone y col., 2001), debido a que contiene una alta
densidad de neuronas que producen péptidos orexigenos como el neuropeptido Y (NPY),
proteina relacionada con agouti (AgRP) (Everit y col., 1989), opioides, galanina (Crawley.,
1995) , GABA y glutamato, y anorexigenos como pro-opiomelanocortinas (POMC) y peptido
regulador de la transcripcion de la anfetamina y cocaina (CART) que transmiten al resto de
las areas hipotaldmicas especialmente al VMN y LN, DMN, PVN vy area preoptica, donde se
expresan otros neuropéptidos (Leibowitz y Wortley., 2004), involucrados en la regulacion del
balance energético y, a su vez, todas ellas interconectadas bajo distintas vias neuronales,
controlando asi el apetito y la ingesta (Solomon y col., 2004). Ademas, el ARC descansa
cerca de la barrera hematoencefalica, por lo que las poblaciones neuronales que residen en
dicha area son altamente accesibles a los mensajeros que circulan por ella, como pueden ser la
leptina, insulina y grelina (Solomon y col., 2004), las cuales atraviesan el epéndimo por

difusion desde el fluido cerebroespinal al tercer ventriculo (Elmquist, 1998).

El ARC contiene ambas neuronas de NPY/AgRP, que cuando se activan, estimulan la
ingesta. Estas neuronas son inhibidas por la insulina y la leptina, mientras las neuronas de
POMC, que reducen la ingesta, son estimuladas por la insulina y la leptina. Ambos
subconjuntos neuronales se proyectan a las areas hipotalamicas adyacentes incluyendo el
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PVN, donde se concentran las neuronas que reducen la ingesta (anorexigénicos), y el LN, que
contiene las neuronas que estimulan la ingesta (orexigénicos) (Morton y col., 2006).

En este nucleo, el peptido agouti se expresa en las mismas neuronas que expresan NPY
(neuronas AgRP/NPY). Esta co-expresion en la misma neurona supone un incremento del
feed-back de la leptina: disminuye la sefial orexigena del NPY, y aumenta la accion anoréxica
del peptido AgRP, al competir con la accion del receptor a-MSH. Estas neuronas estan
inhibidas por la leptina, la insulina y el PYY (Blevins y col., 2004), y estimuladas por la
grelina (Flier, 2004).

La ablacion aguda de las neuronas NPY/AgRP indujo una anorexia profunda en ratones
adultos (Luquet y col., 2005; Gropp y col., 2005), pero no en los ratones en los cuales estas
neuronas fueron suprimidas por ablacion durante el periodo neonatal (Luquet y col., 2005).

b) Nucleo ventromedial hipotalamico (VMN)

Fue definido como el centro de la saciedad (Williams y col., 2000), pues su
estimulacién inhibe el apetito, debido a la presencia de gran cantidad de neuronas que
expresan receptores de leptina y CCK (Hillebrand y col., 2002), y las lesiones bilaterales
inducian hiperfagia y obesidad (Powley y col., 1980). E1 VMN también es rico en neuronas
glucosensitivas, que se activan cuando los niveles de glucosa en sangre son altos,
disminuyendo la ingesta. E1 VMN recibe vias procedentes del ARC (NPY, beta-endorfina y
CART) y envia otras hacia el DMN y el PVN. Como el nticleo arcuato, el nucleo
ventromedial hipotalamico se demostrd recientemente que tiene un papel esencial para la
regulacion de la leptina y del balance energético (Dhillon y col., 2006), por lo que identificar
las neuronas sensibles a esta hormona en esta area hipotalamica se ha convertido en una alta

prioridad.

La estimulacion del nucleo ventromedial tiene efecto opuesto a la estimulacion del
hipotalamo lateral y es regulado por la glucosa intracelular. Al aumentar la glucosa
intracelular se activa el centro de saciedad y se inhibe el del hambre.

¢) Nicleo lateral (NL)

El (NL) es la zona de interaccién entre varias zonas cerebrales e hipotaldmicas.
Lesiones en esta region producen afagia, adipsia y pérdida de peso (Bernardis y col., 1996) lo
que permitid sugerir en 1951 que este nucleo era un centro del hambre (Brobeck., 1946;
Anand y col., 1951), su estimulacion inducia la necesidad de comer y se encontraba reprimido
por el VMN. La demostracion de que el NL contiene y produce la hormona concentrada de
melanina (MCH), orexinas, glutamato y neuronas glucosensitivas, que producen un
incremento de la ingesta (Qu y col., 1996; Peyron y col., 1998), apoya la evidencia sobre su
participacion en la regulacion del apetito. Asimismo contiene receptores de leptina, aunque en

10
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una concentracion menor que el nucleo arcuato (kalra y col., 1999). El hipotalamo lateral
promueve la utilizacion de glucosa y la liberacion de insulina.

El centro del hambre se encuentra constantemente activado, por lo que es un hecho
natural el sentir hambre. El centro de la saciedad envia fibras inhibitorias al centro del
hambre, de tal forma que cuando se estimula el centro de saciedad se inhibe el hambre.

d) Nucleo dorsomedial (DMN)

Otra area de interés en el control del metabolismo energético es el ntiicleo dorsomedial,
localizado encima del ARC e importante en la regulacion de la ingesta por la gran cantidad de
circuitos neuronales provenientes del ARC, PVN, area hipotalamica lateral y tallo cerebral y
su alta expresion de receptores de insulina y leptina (Meister, 2000). A su vez, el PVN y el
DMN actiian conjuntamente produciendo la iniciacion y el mantenimiento de la ingesta
(Christophe, 1998). El DMN representa un componente en el circuito que involucra tanto la
estimulacion como la inhibicion de la alimentacién y depende, de manera especifica, de la

leptina.

Las lesiones del nucleo dorsomedial (DMN) producen una disrupcion de la ingesta
menor que las del VMN. Parece que a su nivel reside el area de interaccion entre NPY y
leptina, pudiendo representar un componente del circuito involucrado en la atenuacion o
inhibicién de la ingesta inducida por la leptina (Yokosuka y col., 1998).

e) Nucleo paraventricular (PVN)

El PVN situado en la parte superior del tercer ventriculo en el hipotdlamo anterior, es un
centro integrador donde convergen gran cantidad de rutas neuronales, que estan involucradas
en la homeostasis energética (Broberger, 2005). Esta region estd constituida por gran cantidad
de proyecciones neuronales de NPY/AgRP y POMC/CART provenientes del ARC y por
neuronas de orexina y MCH localizadas en el LN (Forbes y col, 2001).

La microinyeccion de NPY, galanina, orexinas, GABA opioides en el PVN estimulan el
apetito (Schik y col., 1993) lo que indica la presencia de neuronas con receptores para ellos.
El efecto opuesto lo ejercen el CRH y la leptina. La lesion del PVN también provoca
hiperfagia e incremento de peso, esto apunta a que el PVN es una zona crucial en la

regulacion del apetito.
f) Nucleo del tracto solitario (NTS)

El control del apetito y peso corporal también estd regulado por el tallo cerebral y
médula espinal, encargadas de recoger la informacion aferente proveniente del nervio vago,
que informa sobre el estado nutricional de la persona (Broberger, 2005). La comunicacion

11
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entre las rutas metabolicas y el tallo cerebral, en respuesta a sefales de saciedad o inicio del
hambre, son esenciales para la regulacion de la ingesta y la homeostasis energética
(Hillebrand y col., 2002). El nervio vago acoge terminaciones nerviosas provenientes de
quimio- y mecanoreceptores sensibles a cualquier sefial gastrointestinal producida por la
distension, la presencia de nutrientes o metabolitos y la sintesis de péptidos en células
endocrinas de la pared del estdbmago e intestino (Woods, 2004). Toda la informacién
proveniente de los tejidos periféricos termina en la zona del ntcleo del tracto solitario, que
junto con el hipotdlamo mantiene conexiones sinapticas con todo el cerebro (Appleyard y
col., 2005).

El NTS es un ntcleo localizado en el tronco del encéfalo, que integra toda la
informacion aferente mecéanica procedente de las visceras gastrointestinales, la metabolica
procedente del higado, todas ellas mediadas por el vago, las sefales del sentido del gusto
procedente de la cavidad oral y las sefiales humorales periféricas (CCK, enterostatina...), con
las sefiales eferentes de informacion descendente de las areas cerebrales involucradas en la
homeostasis de energia (Schwartz y col., 2000). Las neuronas del NTS tienen interconexiones
reciprocas con areas del cerebro como el NPV y expresan receptores MC4, de leptina y de
POMC, por lo que se admite que es el principal centro integrador de las sefiales de saciedad
que puede procesar informacion independientemente del resto de los centros hipotalamicos
(Emond y col., 1999).

12
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Figura I3: Nucleos hipotaldmicos implicados en la regulacion de la ingesta
(Tomado de Solomon y Martinez, 2006)
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I1.1.1.2- Seiiales aferentes en el hipotalamo que regulan la ingesta de alimentos
I1.1.1.2.1- Monoaminas
a) Noradrenalina

Es sintetizada en areas del tallo cerebral, como el complejo vagal dorsal, estas areas
proyectan al hipotadlamo, talamo y corteza. Varios estudios han demostrado que la inyeccién
aguda de adrenalina provoca un aumento importante de la ingesta. La administracion de
noradrenalina a nivel del PVN induce, a través de receptores de tipo a2, un incremento de la
ingesta de alimentos y ademds una eleccion preferente por los hidratos de carbono frente a
grasas y proteinas (Schwartz y col., 1999). El aumento de noradrenalina en el PVN u otras
areas hipotalamicas en ratones deficientes en leptina (ob/ob) puede contribuir a la hiperfagia
existente, lo que sugiere una acciéon anabolica de la noradrenalina sobre el sistema nervioso
central (Oltmans., 1983).

b) Dopamina

La dopamina es un neurorregulador, que desempeiia un papel fundamental en la
comunicacion entre células. La dopamina, precursor metabolico inmediato de la
noradrenalina y adrenalina, es sintetizada a partir de tirosina. Se puede decir que la dopamina
es la catecolamina mas importante precisamente porque presenta una localizacion encefalica
mas elevada que la noradrenalina. Los cuerpos celulares de las neuronas que contienen

dopamina se localizan principalmente en el cerebro medio.

La ingesta alimentaria depende de las sefnales dopaminérgicas, estas sefiales pueden
estar relacionadas con un profundo déficit en la ingesta alimentaria, este déficit se puede
producir por alteraciones farmacoldgicas y alteraciones genéticas. Los efectos de la dopamina
sobre la alimentacion, son variables dependiendo de la region cerebral estudiada (Schwartz y
cols., 2000) y no se ha demostrado un papel muy claro de ésta en el control de la ingestion de
alimentos, aunque se ha descrito una disminuciéon del tono dopaminérgico en humanos que
parece correlacionado con el grado de obesidad (Arrizabalaga y cols., 2003), la deplecion de
dopamina origina un déficit profundo de la ingesta.

La dopamina ejerce un potente efecto inhibidor de la ingesta a nivel de receptores D2
del NL y VMN. Aumenta mucho su secrecion en el nicleo accumbens cerebral tras la
administracion de un antagonista de la dopamina en el LN o un péptido orexigeno (GAL) en
el PVN, o como respuesta a determinados sabores del alimento (dulces, sobre todo), lo que
indica una via reguladora de la ingesta entre el hipotalamo y el sistema mesolimbico.
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¢) Serotonina

La serotonina es el principal mediador inhibidor del nucleo hipotalamico ventro-medial
que regula ingesta y saciedad. Este efecto es altamente especifico para los hidratos de
carbono, necesitando de cofactores centrales y periféricos para actuar sobre los otros
nutrientes (proteinas y lipidos). La hiperserotoninergia produce anorexia (Blundell., 1984).

El sistema de la serotonina (5-HT), es utilizado por varios farmacos para el tratamiento
de la obesidad que actian centralmente, como sibutramina y dexfenfluramina, debido a que
este sistema esta implicado en la percepcion de la saciedad. Hallazgos recientes sugieren la
posibilidad de que al menos uno de los efectos de la leptina para reducir el peso sea mediado a
través del aumento en la intensidad de la sefal de serotonina (Calapai y cols., 1999), del
mismo modo que este sistema aminérgico parece inhibir el sistema del NPY (Kalra y cols.,
1999).

Por otra parte, el papel del sistema serotoninérgico en la transduccidon de saciedad
parece contener ademds un componente periférico, pues la serotonina intestinal secretada
durante la digestion afecta no solo la motilidad intestinal sino que parece que se une a los
receptores de serotonina del nucleo del tracto solitario para promover la saciedad (Simansky
y cols., 1996).

I1.1.1.2.2- Neuropéptidos con efectos anabdlicos y cataboélicos

Todas las areas hipotalamicas y extrahipotaldmicas sintetizan péptidos que producen
diversas sefales que a través de conexiones neuronales regulan la ingesta y la homeostasis
energética (Broberger, 2005). Los neuropéptidos actiian normalmente por la via de receptores
acoplados a proteina G y pueden variar la actividad neuronal junto con la produccion de

neurotransmisores especificos (Hillebrand y col., 2002).

I1.1.1.2.2.1- Neuropeptidos orexigenos: Comprende un conjunto de
péptidos centrales como neuropéptido Y, peptido relacionada con agouti (AgRP), hormona
concentrada de melanina, orexinas... cuyo efecto final es aumentar la cantidad de energia

ingerida y almacenada.
a) NeuropéptidoY

Es un neurotransmisor de 36 aminoacidos perteneciente a la familia de polipéptidos
pancreaticos (PP), que es uno de los neurotransmisores mas abundantes en el cerebro (Allen y
col., 1983). Se sintetiza en el nicleo arcuato y es conducido al nucleo paraventricular y al
hipotalamo ventromedial (Leibowitz y col., 1992). Ademés de ser un potente agente
orexigeno, también esta involucrado en la activacion del eje hipotaldmico-hipofisiario-adrenal
(HHA), la regulacion del crecimiento y funciones cardiovasculares (Stanley y col., 1986). El
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NPY estimula la ingesta cuando se inyecta en el sistema ventricular del cerebro de ratas
produciendo hiperfagia, hiperinsulinemia y resistencia a la insulina. Estimula preferentemente
la ingesta de carbohidratos a través de receptores Y1 y Y5. Estos dos receptores se expresan
en los sitios hipotalamicos implicados en la regulacion diaria del balance energético y del
comportamiento de la ingesta, en el ARC, PVN, DMN, VMN y LN (Kishi y col., 2005). Se ha
demostrado que la sefializacion de los receptores Y1 juega un papel importante en el estimulo
de la ingesta y de la obesidad, de hecho se ha visto que los cambios en el balance energético
inducen una plasticidad marcada en la funciéon y la expresion de estos receptores en las
regiones especificas del hipotalamo (Eva y col., 2006).

De igual forma, inyecciones repetidas de NPY en el PVN producen obesidad en pocos
dias (Stanley y col., 1996) incrementando la actividad lipogénica en el tejido adiposo blanco y
modificando la actividad del sistema nervioso autéonomo y la funcion neuroendocrina
(Elmquist y col., 1999). El NPY es el principal factor causante de hiperfagia y obesidad en
situaciones con deficiencia de leptina (Erickson y col., 1996).

La principal localizacion de este neuropéptido es el ARC, desde donde se prolongan
fibras nerviosas al PVN, DMN y LN, estableciendo un efecto estimulador de la ingesta. El
NPY interacciona con gran cantidad de neuronas orexigénicas y anorexigénicas, siendo la mas
evidente la relacion con las productoras de proteina relacionada con agouti y su efecto
inhibidor en neuronas productoras de melanocortina (Leibowitz y Wortley, 2004).

Figura I4: Distribucion de las neuronas que expresan el NPY

(Tomado de Eva y col., 2006)
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b) Hormona concentrada de melanina (HCM)

La HCM es otra hormona con accidn orexigena cuya sintesis se realiza en el hipotalamo
lateral y area perifornical (Kawano y col., 2002) donde su ARNm se expresa en situaciones de
ayuno o por la deficiencia de leptina (Viale y col., 1998). Las neuronas de HCM reciben
prolongaciones desde el nucleo arcuado (Elias y col., 1998) estimulando el apetito. Ademas,
presentan gran cantidad de conexiones con otras regiones cerebrales involucradas en la
regulacion del sentido del gusto, olfato y en las sensaciones viscerales (Bittencourt y col.,
1992).

Los ratones transgénicos con bloqueo del gen HCM presentan una menor ingestion de
alimentos y son extremadamente delgados (Shimada y col., 1998) y cuando se inyecta HCM
intraventricularmente en el cerebro estimula la ingesta, pero esta accion no se mantiene de
forma cronica (Rossi y col., 1997). Sin embargo con los datos actuales se piensa que puede
jugar un papel importante en la regulacion del apetito. Aunque su receptor es ain mal
conocido, su accion inhibidora del eje hipotalamo-hip6fiso-tiroideo hace pensar que junto con
los otros factores orexigenos (NPY y AgRP), ademds de regular el apetito sea capaz de

disminuir el gasto de energia (Kennedy y col., 2001).
¢) Orexinas

Son péptidos orexigenos producidos por neuronas situadas en el area lateral y
dorsomedial del hipotdlamo (Milagro y Martinez, 2000). Estas areas proyectan ramificaciones
hacia varias zonas hipotaldmicas relacionadas con el control del apetito y peso corporal,
incluyendo el PVN y el ARC (Peyron y col., 1998), ya que cuando se inyectan en el cerebro
intraventricularmente inducen la ingesta de alimentos. Los niveles de ARNm de orexina estan
regulados por las situaciones de ayuno e hipoglucemia, lo que sugiere un papel fisioldgico,
influenciado por los niveles de glucosa y la presencia de comida en el tracto gastrointestinal
(Delecea y col., 1998; Sakurai y col., 1998). En general, las neuronas productoras de orexinas
parece ser que estdn mas involucradas en el control del apetito como una sefal de corto plazo
que en el control a largo plazo como reguladoras del peso corporal (Havel y col., 1998).

Las orexinas se ligan a dos receptores especificos ampliamente distribuidos en el
sistema nervioso central (SNC) pertenecientes ambos al grupo de los acoplados a proteina G
(Rodgers y col., 2002). El 50% de las neuronas productoras de orexinas expresan receptores
para leptina. Las orexinas se han relacionado también con la ingesta de liquidos y con el
suefio pues la delecion del gen de orexinas en ratones induce narcolepsia (Taheri y col.,
2002).
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d) Péptido relacionado con agouti (AgRP)

Este neuropéptido de 132 aminoacidos fue aislado y clonado por la similitud que
presentaba respecto a la proteina agouti. Este péptido se coexpresa junto con el NPY
unicamente en el nicleo arcuato del hipotdlamo aunque se distribuye hacia el NPV y otras
regiones del SNC. El AgRP presenta, al igual que el NPY, una potente accion estimulante del
apetito y de la ganancia de peso corporal cuando se administra en el SNC. Sin embargo, y a
diferencia de lo que ocurre, la respuesta a una tUnica inyecciéon de AgRP persiste durante
varios dias (Hagan y col., 2000).

AgRP antagoniza la union de la hormona estimulante de los melanocitos alfa (a-MSH)
no solo al receptor 1 de la melanocortina del pelo (MC1), sino tambien a los receptores 3 y 4
(MC3 y MC4) que se encuentra en el hipotalamo evitando la acciéon anorexigena de esta
hormona, y estimulando por tanto el apetito (Huszar y col., 1997; Nijenhuis y col., 2001). El
AgRP también presenta tanto efectos agudos, mediados por el sistema opioide, como a largo
plazo regulando el gasto energético y la termogénesis por el sistema de TRH (Fekete y col.,
2004).

I1.1.1.2.2.2- Neuropéptidos anorexigenos: Comprende los péptidos
derivados de la pro-opiomelanocortina, la hormona liberadora de corticotropina, la
estimuladora de la tirotropina, el peptido regulador de la transcripcion de anfetamina y
cocaina (CART) etc ..., que tienen por fin reducir la cantidad de energia ingerida y consumir
la almacenada.

a- Pro-opiomelanocortinas

Las melanocortinas (MC) son péptidos procedentes de su precursor, la
proopiomelanocortina (Pritchard y col., 2002), expresados principalemente en las neuronas
del nucleo ARC, que se proyectan sobre areas que participan en la homeostasis de energia
tales como el PVN, el nucleo del tracto solitario y en tejido periférico (Williams y col., 2004).
Estas areas cerebrales expresan receptores de MC, concretamente receptores MC3 y MC4.
Los agonistas de estos receptores originan anorexia mientras que los antagonistas tienen el
efecto opuesto (Foster y col., 2003).

La POMC es procesada como la hormona adrenecorticotrépica (ACTH) y finalmente da
lugar a la formacion de la molécula hormona estimuladora de melanocitos (a-MSH). Debido a
la presencia del receptor de leptina en neuronas de melanocortina, cuando los niveles de
leptina estan altos, las neuronas del nucleo arcuato que expresan POMC son estimuladas,
disminuyendo el apetito y aumentando la actividad del sistema nervioso simpatico asociada a
una reduccion en la liberacion de insulina basal y un aumento de la glucemia (Fan y col.,
2000).
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La melanocortina endégena mas implicada en el control de la ingesta y el peso corporal
es la hormona a-MSH, que se une con una gran afinidad a los receptores MC3 y MC4. El
ayuno reduce las concentraciones de ARNm de POMC en el ntcleo ARC (Schwartz y col.,
1997), lo que puede ser consecuencia de una menor sefial de la leptina ya que en las neuronas
POMC del nucleo arcuato se expresan receptores de leptina (Cheung y col., 1997). La
administracion de analogos de MSH han demostrado ser eficaces en la pérdida de peso
(Forbes y col., 2001).

b) Hormona liberadora de la corticotropina (CRH)

Otro neuropéptido catabolico hipotalamico regulado parcialmente por la leptina y la
insulina es la hormona liberadora de corticotropina (CRH), ampliamente distribuida por el
cerebro, siendo el PVN la zona donde es mas abundante.

El CRH regula el eje hipotalamo-hipofisario-adrenal (HHA), ejerciendo un potente
efecto sobre los niveles de ACTH y glucocorticoides (Jacobson L. 1999). Por otro lado, el
CRH esté intimamente relacionada con el proceso de estrés producido por el ayuno (Asakawa
y col., 2001). Dentro de esta familia peptidica existe la urocortina, que se expresa
principalmente en el hipotdlamo lateral. Ambos tienen un efecto inhibidor sobre la ingesta
calorica y de la activacion del gasto energético (Leibowitz y Wortley, 2004), estimulando el
sistema simpatico y la lipolisis (Currie y col., 2001). La administracion central de CRH
reduce la ingestion de alimentos y el peso corporal (Spina y col., 1996) posiblemente por la

activacion del sistema simpatico.

La sobreproduccion de CRH estd implicada en la anorexia asociada a insuficiencia
adrenal y el descenso en la intensidad de la sefial de CRH puede contribuir a provocar un
aumento de peso y obesidad, ya que descienden los niveles de glucocorticoides que tienen
efecto catabdlico (Spina y col., 1996).

¢) Hormona liberadora de la Tirotropina (TRH)

La hormona liberadora de tirotropina (TRH), es otro péptido que cuando se inyecta
intraventricularmente produce un efecto inhibidor de la ingesta de s6lidos y liquidos. Por otro
lado, estudios en ratas con su metabolito His-Pro han dado lugar a una disminucion de la

ingesta y pérdida de peso (Inui. 2000).

Esta hormona de caricter anorexigénico, localizada en el PVN, recibe terminaciones
nerviosas de otras areas hipotalamicas como DMN estimulando el gasto energético a través de
la termogénesis (Hillebrand y col., 2002), e interactuando con el eje HHA.
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d) Péptido regulador de la transcripcion de la anfetamina y cocaina (CART)

El CART se expresa en el nacleo arcuato, en las mismas neuronas que el POMC
(neuronas POMC/CART), en el nucleo paraventricular, en el dorsomedial y area hipotaldmica
lateral (Gautvik y col., 1996), en la hipdfisis y médula adrenal (Kuhar y Yoho, 1999),
produciendo un efecto de inhibicién en la ingesta, en la activacion del eje hipotalamico-
hipofisiario-adrenal (HHA) y termogénesis (Sainsbury y col., 2002). También tiene un
marcado efecto anorexigeno cuando se inyecta en el sistema ventricular del cerebro (Lutheshi
y col., 1999). En el raton ob/ob se encuentra en escasa cantidad pero tras administracion de
leptina se normaliza (Kristensen y col., 1998), lo que demuestra la importancia de estd en su
regulacion.

Ademas, el CART inhibe la secreciéon y el vaciado géastrico, incrementando la
circulacion de acidos grasos, probablemente regulado por la actividad de la leptina (Elefteriou
y col.,, 2005). El CART actta sobre el nticleo PVN regulando funciones autondémicas y
neuroendocrinas relacionadas con la alimentacion pero no modifica el gasto de energia por lo
que su accidn parece ser exlusivamente inhibidora del apetito. Las neuronas del nticleo ARC

que producen CART proyectan a otros nticleos hipotdlamicos como: PVN y LN.
I1.1.2- Regulacion periférica de la ingesta

Uno de los sistemas periféricos que informan de manera relevante al SNC sobre la
situacion nutricional del individuo es el tracto gastrointestinal (Konturek y col., 2004). El
aparato digestivo transforma y degrada los alimentos mediante procesos mecanicos y
quimicos para facilitar la asimilacion de los nutrientes contenidos en ellos (Woods, 2004).
Dichos procesos se acompafian de sefiales nerviosas y de la estimulacion y secrecion de
distintas hormonas y péptidos, que mediante sefializaciones periféricas pueden informar al
sistema nervioso central de la situacion nutritiva y metabdlica (Stanley y col., 2005). Por otro
lado no se pueden excluir ambas conexiones de otro sistema esencial de la regulacion de la
ingesta y balance energético: el tejido adiposo (Erlanson-Albertson, 2005).

Ademas de todas las hormonas descritas, es evidente que los nutrientes ingeridos y las
sefiales nerviosas de distension afectan a la expresion de péptidos que regulan la sensacion de
hambre, el metabolismo energético y el peso corporal (Leibowitz y Wortley, 2004; Erlanson-
Albertson, 2005). Moléculas como la glucosa, los aminodcidos y los acidos grasos producen
sefiales sobre el SNC. Por ejemplo, un estado de hipoglucemia promueve la activacion de
neuronas orexigénicas y glucosensitivas localizadas en el hipotalamo que estimulan la ingesta
de alimentos (Oomura, 1990). Las senales de saciedad generadas por mecano y
quimiorreceptores provenientes del tracto gastrointestinal y oérganos anejos afectan a la
ingesta de alimento (Woods, 2004), influyendo sobre el apetito mediante la activacion de
neuronas del hipotadlamo y del cerebro medio a través del nervio vago (Thorens y Larsen,
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2004), o atravesando directamente la barrera hematoencefalica (Broberger, 2005). Por otro
lado, en las sefiales provenientes del tejido adiposo participan hormonas secretadas al sistema
circulatorio en relacion a la cantidad de grasa almacenada (Williams y col., 2004). Las
hormonas y péptidos periféricos y sefales sensoriales producidas por el sistema
gastrointestinal y tejido adiposo generan sefiales orexigénicas o anorexigénicas con destino al

SNC, que afectan al apetito y la composicion corporal (Badman y Flier, 2005).
I1.1.2.1- Seiiales que regulan la ingesta de alimentos a corto plazo

El ntimero de comidas por dia y los ritmos de alimentacion pueden variar ampliamente
segun la disponibilidad y tipo de comida, oportunidad, situacion social u otras condiciones, v,
sin embargo, la mayoria de personas mantienen estable, a largo plazo, su peso corporal.
Probablemente el control de la ingesta se puede describir mejor considerando, separadamente,
dos sistemas de regulacidén, a corto y a largo plazo, si bien las sefales de adiposidad,
proporcionales al tamafio de reservas grasas (control a largo plazo), funcionan, al menos en
parte modulando la efectividad de las sefales de saciedad ( que regulan el tamafio y la
duracion de las comidas individuales a corto plazo), y la integracion de ambos tipos de

sefiales conecta la regulacion a corto y a largo plazo de la ingesta (Woods y col., 2000).

Tradicionalmente, se ha mantenido que el deseo de comer se iniciaba cuando la
glucemia o los lipidos descendian y la saciedad se producia cuando se reponian sus valores,
pero esta simple vision del problema enmascara, realmente, todas aquellas sefales que,

actuando de “feed-back”, inician o terminan a corto plazo una comida:

11.1.2.1.1- “Feed-backsensorial: Una serie de sefiales sensoriales tales como
la apariencia, olor, sabor, textura y temperatura de los alimentos son transportadas al sistema
nervioso central a través de los pares craneales: I, I, V, VII, IX y X, aportando las posibles
fuentes de localizacion de los alimentos para iniciar la ingesta. En conjunto, comprenden la
denominada fase cefalica en la que la respuesta insulinica parece que media el efecto
estimulante del hambre inducido por la palatabilidad y sabor dulce de los alimentos. Junto a
este “feed-back™ positivo se acopla otro negativo en el que la deteccion por receptores
orofaringeos del total calérico ingerido contribuye a la generacion de sefales para la
terminacion de la comida, jugando un papel primordial la sensibilidad del gusto a la
palatabilidad de los alimentos; de hecho, un alimento ingerido continuamente se hace menos

palatable y es comido cada vez en cantidades menores (Geiselman. 1996).

11.1.2.1.2- Distension del aparato digestivo: Los receptores para el estiramiento
o dilatacion del aparato digestivo pueden detectar el volumen de comida ingerida, y los
situados a nivel orofaringeo, esofagico, gastrico e intestinal pueden aportar sehales para
finalizar una comida a través de un mecanismo de “feed-back™ negativo. Las sefiales para la

terminacion de la comida alcanzan el cerebro por via vagal, aunque solamente parecen
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operativas cuando el volumen ingerido es grande. Por otra parte, la distension duodenal, en
ausencia de distension gastrica puede producir saciedad también a través del vago
(Geiselman. 1996).

La entrada de comida en el tracto digestivo genera una serie de sefiales mecanicas
(distension gastrica) y quimicas (derivadas de nutrientes y de osmosensores situados en el
intestino delgado que responden a los productos de la digestion) que se transmiten desde
receptores vagales del tracto gastrointestinal al SNC, y contribuyen a la regulacion a corto

plazo de la ingesta.

11.1.2.1.3- Nutrientes: La composicion en nutrientes, junto con las
propiedades fisicas del alimento (peso, volumen, textura, aromas y sabores), afecta la
intensidad y duracion de la sensacion de saciedad (Palou y col., 2004c).

Se considera que las proteinas son los macronutrientes con un mayor poder saciante,
que deriva, entre otras cosas, de la capacidad de las proteinas intactas de inducir la secrecién
de CCK (Blundell y col., 2002). Los aminoacidos pueden influenciar la ingesta a través de
acciones directas en el SNC o via receptores localizados en el higado o la vena porta (Niijima
y Seguid, 1995). Algunos aminoécidos (fenilalanina, triptéfano) y péptidos (dipéptido
fenilalanina-aspartato, macropéptido de caseina) tienen un efecto saciante por si mismos
actuando a nivel del tracto gastrointestinal, y algunos son precursores de neurotransmisores
implicados en el control central de la ingesta (el triptéfano, por ejemplo, es precursor de la
serotonina, neurotransmisor que media los efectos de las sefiales de saciedad a corto plazo)
(Rogers y Blundell, 1994). Diversas fluctuaciones en los niveles circulantes de aminoacidos

se han asociado a alteraciones en el apetito (Bray, 1997).

Los carbohidratos tienen un poder saciante parecido al de las proteinas. Su interaccion
con receptores especificos del intestino delgado se traduce en la secrecion de péptidos
saciantes, como el GLP-1 y la amilina, y en retraso del vaciamiento gastrico y del transito
intestinal (Feinle y col., 2002). Por otra parte, es posible que cambios en la concentracion
circulante de glucosa o en su utilizacion puedan ser una sefial de inicio o finalizaciéon de la
comida, de acuerdo con la hipdtesis glucostatica (Mayer, 1953). Asi, se ha demostrado la
presencia de neuronas sensibles a la glucosa en el hipotdlamo y en otras areas del cerebro
implicadas en la regulacion de la ingesta, y parece claro que la concentracion circulante de la
glucosa y los cambios en el metabolismo glucidico podrian ser sefales importantes
reconocidas por el SNC que participarian en la determinacion del inicio de la ingesta
(Campfield y col., 1996).

Las grasas tienen también un poder saciante pero menor que los otros macronutrientes
(Blundell y col., 1996). Se sabe, por ejemplo, que los desayunos ricos en grasa (en

comparacion con los ricos en hidratos de carbono) van seguidos de una ingesta mayor de
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comida durante la mafiana (Blundell y col., 1993). La composicidon en acidos grasos puede
jugar un cierto papel, siendo mas saciantes las grasas ricas en acidos grasos de cadena corta y
en poliinsaturados (Alfenas y Mattes, 2003). La absorcion intestinal de grasas estimula la
produccion en el intestino y en el hipotdlamo de apolipoproteina AIV (apo AIV), una
glicoproteina que podria estar implicada en la inhibicion central de la ingesta (Liu y col.,
2001). El consumo cronico de una dieta rica en grasa reduce la respuesta de la apo AIV a los
lipidos, lo que podria explicar en parte por qué este tipo de dietas predisponen a la hiperfagia
y la obesidad (Tso y col., 2001). Por otra parte, se confiere también cierta relevancia a las
reservas fisiologicas de lipidos (teoria lipostatica) de tal modo que receptores en el sistema
nervioso central detectan y regulan las concentraciones de metabolitos grasos (acidos grasos,
3-hidroxibutitato) que sefializan el tamafio de los depdsitos grasos.

Junto a las dos teorias fundamentales, varios autores han comunicado que,
independientemente del tipo de alimento ingerido, la disminucion de la oxidacion se asocia
con hambre, y su incremento con saciedad (teoria energostatica), ademds de que el calor
generado por el metabolismo de los nutrientes incrementa la temperatura que puede actuar, de

acuerdo con la teoria termostatica, como un supresor de la ingesta (Fried y col., 1986).

11.1.2.1.4- Péptidos gastrointestinales: De las posibles sefales
gastrointestinales que inducen saciedad hay una serie de péptidos liberados localmente
durante o después de la comida, siendo influenciados alguno de ellos por nutrientes
especificos. Estos péptidos pueden actuar localmente de forma auto o paracrina, o pueden ser
liberados a la circulacion y actuar de forma endocrina (Plata-salaman. 1991). Los péptidos de
saciedad informan al cerebro a través de los nervios periféricos (fibras vagales aferentes) y de
los receptores del propio cerebro. Esta informacion es transmitida al ntcleo del tracto solitario
que integra sefiales aferentes que llegan desde la lengua (gusto) y del sistema gastrointestinal,
desde donde pasa al hipotdlamo y otras areas del cerebro. Su accidon se combina con otras
sefales como la distension gastrica que actua sinérgicamente. El bloqueo de estos péptidos
endogenos con antagonistas especificos aumenta la ingesta de comida (Woods. 1998).
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Figura Is: Sefiales implicadas en la regulacion a corto plazo de la ingesta
(Tomado de Palou y col., 2004)

Entre los péptidos intestinales mds relevantes destaca la colecistoquinina (CCK), la
bombesina, la grelina, el GLP-1 y PYY.

a) Colecistoquinina (CCK)

La colecistoquinina (CCK) es una hormona de 33 aminoacidos producida en células
endocrinas del intestino delgado se secreta en respuesta principalmente a la grasa de la dieta y
a aminoacidos y pequefios péptidos liberados durante el proceso de la digestion (Woods y
col., 1998). Se produce también en el SNC y se libera desde las neuronas hipotalamicas
durante la ingesta (Schick y col., 1987). La CCK inhibe la ingesta por activacion del receptor
especifico de tipo A (CCKA) (Moran y col., 1992; Woods y col., 1998). Ademas, la CCK
produce un efecto paracrino, paralelamente con sefiales de distension de la pared estomacal,
sobre neuronas del nervio vago, disminuyendo la sensacion de hambre (Moran y col., 1998).
El efecto anorexigénico del CCK depende de la sefializacion correcta de la leptina (Wang y
col., 2000). Ha sido la mas estudiada desde que Gibas y col, en 1973, comunicaron por
primera vez que su administracion intraperitoneal suprimia la ingesta en la rata y en los
humanos (Gibbs y col., 1973, 1986).
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Parece que la CCK al unirse a su receptor CCKA, origina una contraccion pildrica que
retrasaria el vaciamiento gastrico, generando de esta forma una sefial de saciedad, que se
desplaza a través del nervio vagal hasta el nucleo del tracto solitario produciendo el cese de la
ingesta (Corwin y col., 1991). De hecho, la vagotomia parece bloquear el efecto de la CCK
(Bray y col., 1979). Ademas de esta accion periférica, la CCK ejerce un efecto central a través
de su receptor CCKB, disminuyendo la ingesta e incrementando la actividad simpéatica
(Craweley y col., 1994).

b) Péptido similar a glucagon-1 (GLP-1)

Es un péptido de 21 aminoacidos producido en el estomago, intestino, pancreas e
hipotalamo (Holst, 1997). GLP-1 inhibe el vaciado gastrico, la secrecion de glucagon y
estimula la secrecién de insulina (Flint y col., 2001). Este péptido gastrointestinal afecta
directamente a las areas hipotalamicas del PVN y el ARC a través del tallo cerebral,
disminuyendo la ingesta (Gutzwiller y col., 1999; Kaushik y col., 2005). GLP-1 inhibe
también el apetito en ratas en ayunas (Schwartz y col., 1999) y parece que actia como
mediador de los efectos anorexigenos de la leptina. Estudios han demostrado que la
administracion central del GLP-1 produce disminucion aguda del consumo de alimentos y de
agua (Turton y col., 1996).

¢) Bombesina y Péptido liberador de gastrina (GRP)

La bombesina es un péptido de 14 aminoécidos sintetizado en el tracto gastrointestinal y
el SNC presenta acciones similares a la CCK, ya que inhibe el apetito estimulando la sintesis
y liberacion de otros péptidos anorexigénicos como la CCK y la gastrina (Lu y col., 1986).
Ademas existen estudios que sugieren que la bombesina disminuye el apetito y el coeficiente
respiratorio (Corwin y col., 1992). Un homoélogo de la bombesina es el péptido liberador de
gastrina (GRP), que favorece la sintesis de gastrina disminuyendo la ingesta por procesos de
saciedad (Lieverse y col., 1993).

Cuando llegan los alimentos al estdbmago, lo distienden, lo que estimula la secrecion de
Bombesina/GRP la cual ejerce una accion directamente sobre el hipotdlamo lateral como los
neurotransmisores. Numerosos estudios han demostrado que la bombesina/ GRP participa de
forma importante en el control de la funcion géstrica, actuando tanto a nivel central como
periférico (Martinez y Taché., 2000) y otros han demostrado que reducen la ingestion de

alimentos en animales y humanos (Gutzwiller., 1994).
d) Péptido YY (PYY):

Es una hormona gastrointestinal de 36 aa aislada del intestino del cerdo por Tatemoto
en 1980, perteneciente a la familia del polipéptido pancreatico y NPY (Tatemoto y col.,
1980). Es secretada por las células L del intestino, localizadas fundamentalmente en el
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intestino distal, pancreas y cerebro. Existen dos formas endodgenas, la 1-36 y la 3-36. En
ayuno predomina la forma 1-36 mientras que después de una comida la mayor forma
circulante es la 3-36 que aumenta a los 15 minutos reflejando el tamafio de la comida y su
naturaleza pues la grasa es el secretagogo fundamental (Batterham y col., 2003). El PYY
pertenece a la familia del NPY ejerciendo un efecto inhibidor sobre el apetito y disminuyendo
la ingesta en humanos (Batterham y col.,, 2003). Este péptido afecta principalmente a
neuronas anorexigénicas de melanocortina localizadas en el ARC, sugiriendo que el PYY es

un importante regulador a corto plazo de la ingesta (Small y Bloom, 2004).

Ademas, inhibe la secrecion gastrica estimulada, la secrecion pancredtica exocrina,
regula la secrecion vegetativa de insulina y elentece el vaciamiento gastrico (Freddie y col.,
1991). En los sujetos obesos, el PYY reduce la ingesta en un 30%, reduce significativamente
la secrecion de grelina y sus concentraciones basales y estimuladas son significativamente

menores que en los controles no obesos (Batterham y col., 2003).
e) Grelina

Es un péptido de 28 aminoécidos, y es un importante factor orexigeno (Lazarczyk y
col., 2003), originado fuera del SNC pero que ejerce su efecto a este nivel. Se produce
fundamentalmente en el estdmago, asi como en el duodentim, el ileo y el colon (Hosoda y
col., 2002) y en menor proporcion en el rifion, el corazon y el pancreas. La grelina se implica
directamente en el control a corto y a largo plazo de la ingesta (Wang y col., 2002a). En
contraste con otras hormonas del tracto gastrointestinal, su administracion periférica induce
en ratas un incremento de la ingesta y del peso corporal, y diversos estudios muestran que los
niveles circulantes de grelina son elevados en el ayuno y se reducen en respuesta a la

alimentacion (Palou y col., 2004b).

Su mecanismo de accion es consecuencia de una interaccién competitiva con la leptina
en la regulacion de la ingesta, junto con la estimulacion de la expresion de ARNm y la sintesis
de NPY y AgRP (Nakazato y col., 2001). Puede considerarse, por tanto, como un regulado
positivo del NPY (Seoane y col., 2004). En la poblacién obesa los valores de grelina se
encuentran bajos (Tschop y col., 2001), al igual que ocurre en personas normales tras la
comida. Independientemente de su accion sobre el balance energético, la grelina es un

agonista endogeno de la hormona de crecimiento (Kojimay col., 2001).
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Figura Is: Representacion simplificada de la accion de los peptidos del tracto
gastrointestinal en el hipotalamo (Tomado de Badman y Flier, 2005).

El acceso de agentes circulantes al nucleo arcuato (ARC) del hipotalamo es facilitado
por la barrera hematoencefalica. Las neuronas primarias en el ARC contienen multiples
péptidos neuromoduladores. Las neuronas que inhiben la ingesta contienen los péptidos de
proopimelanocortina (POMC) como la hormona estimuladora de melanocortina (¢MSH), que
acttia sobre los receptores (MC3 y MC4), el péptido CART, mientras las neuronas que activan
la ingesta contienen el NPY que actua sobre los receptores Y1 y Y5, el péptido relacionado
con agouti (AgRP), que antagoniza la actividad de los receptores MC3/4.

La integracion de sefales periféricas dentro del cerebro implica la interaccion entre el
hipotdlamo y las estructuras del cerebro posterior incluyendo el NTS, que recibe aferencias
vagales. Las entradas de la corteza, de la amigdala y de los nucleos del tallo cerebral se
integran también, con efectos resultantes sobre el tamafio y frecuencia de la comida, el
manejo del alimento ingerido por el tracto gastrointestinal y los gastos energéticos (Badman y
Flier, 2005.; Figura I).
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No obstante, en contra de lo que cabria esperar, la administracion repetida de péptidos
de la saciedad no modifica el peso corporal ya que, aunque en las ratas se observa una
reduccion de la cantidad de cada comida, existe una compensacion mediante el aumento del
nimero de comidas espontaneas por lo que estos péptidos tienen una influencia limitada en la
adiposidad. Este hecho implica la existencia de otras sefiales que actian a largo plazo.

I1.1.2.2- Senales que regulan la ingesta a largo plazo

Se han postulado una serie de sefiales humorales que son generadas en proporcion a la
adiposidad, y que actian a nivel del SNC para modular la ingesta y el gasto energético
(Martinez., 2000). El mecanismo de regulacion mediado por estas sefiales se mantendria
durante periodos largos de tiempo interaccionando con sistemas neuronales cerebrales
especificos caracterizados por la sintesis de diversos neuropéptidos y monoaminas (Schwartz
y col., 1999). Todos estos neuropéptidos tienen en comun, una marcada influencia sobra la
ingesta y el gasto energético, y estan regulados por las sefiales endocrinas originadas por la
adiposidad.

La insulina y la leptina se han propuesto como “sefiales de adiposidad” para el control
central y a largo plazo del peso corporal. Los cambios en los niveles plasmaticos de leptina
y/o de insulina reflejarian cambios en el estado energético y la adiposidad, frente a los cuales,
el SNC responde ajustando la ingesta para restablecer el tamafio de los depositos grasos.

I1.1.2.2.1- Leptina

La leptina es un péptido de 146 aminoacidos que se sintetiza mayoritariamente en el
tejido adiposo y también en el estomago (Cancello y col., 2004; Guilmeau y col., 2004) y
circula en sangre en relacion con la grasa corporal, cuyo efecto principal es la inhibicion del
apetito y la regulacion del peso corporal a largo plazo (Flier, 2004; Friedman, 1998). La
leptina atraviesa la barrera hematoencefalica hacia el hipotdlamo estimulando neuronas
anorexigénicas y glucosensitivas, reduciendo la sensacion de apetito y la ingesta a través de
acciones sobre el ARC, PVN, DMN y VMN, y ejerce la mayor parte de sus efectos sobre el
balance energético a nivel central, tras su interaccidon con receptores presentes en neuronas
hipotaldmicas y otras regiones del cerebro (Tartaglia y col., 1995; Cowley y col., 2003).
También se ha demostrado que la leptina estd involucrada en la regulacion del gasto
energético y en procesos de lipdlisis (Fruhbeck y col., 2001; Coppack y col., 2001).

El receptor de la leptina se expresa también en tejidos adiposo blanco y marron, sobre
los que la hormona tiene efectos directos. Aunque el tejido adiposo es la fuente principal, la
leptina también es producida por otros tejidos, incluyendo la placenta (Masuzaki y col.,
1997), el epitelio mamario (Casabiell y col., 1997) y el estdbmago (Bado y col., 1998; Cinti y
col., 2000).
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Figura I;: Modelo de la regulacion de la ingesta por un mecanismo de retroalimentacion

negativo en respuesta a cambios en el contenido corporal de grasa

(Tomado de Morton y col., 2006).

ARC, nucleo arcuato; DMN, nucleo dorsomedial; FX, Formix;
ME, eminencia mediana; VMN, nticleo ventromedial.

La leptina, se produce en proporcion al contenido del tejido adiposo del cuerpo y entran
en el cerebro donde actiian en los neurocircuitos que controlan la ingesta. A través de
acciones directas e indirectas, la leptina disminuye la percepcion de recompensa del alimento-
la palatabilidad del alimento- mientras que aumenta la respuesta a las sefiales de la saciedad,
generadas durante el consumo del alimento, los cuales inhiben la ingesta y conducen a la
terminacion de la comida. El efecto de la pérdida de peso rebajando los niveles de leptina
aumenta las propiedades de recompensa del alimento mientras que disminuye la saciedad, una
combinacion que produce un fuerte aumento de la ingesta (Morton y col., 2006.; Figura I7).

La secrecion de la leptina presenta un ritmo circadiano relacionado, entre otros, en la
pauta de ingesta, aumentando a lo largo del dia en humanos (de habitos diurnos) y
reduciéndose en el caso de roedores (de habitos nocturnos) (Licinio y col., 1997). La
administracion central y periférica de leptina en ratones ob/ob provoca una pérdida de apetito
y una disminucién del peso corporal mediado por una reduccion del deposito de grasa
principalmente (Flier y col., 1998), sin olvidar que inhibe los procesos anabdlicos (inhibicion
de NPY y AgRP) y estimula los catabolicos (POMC y CART) a escala central (Schwartz y
col., 2000). El nucleo arqueado (ARC) es el principal sitio de traduccion de senales de

adiposidad (leptina e insulina) en una respuesta neuronal.
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Por otra parte, la leptina producida por el estomago, y liberada al lumen gastrico en
respuesta a la ingesta de alimentos podria participar, junto con otros péptidos
gastrointestinales como la colecistoquinina (CCK), en el control del tamafio de la ingesta en
un via dependiente de receptores CCKA mediada por vias vagales aferentes. Dichas sefiales,
junto con otras sefales del tracto gastrointestinal (distension gastrica), son procesadas en el
NTS, en relacion con el NPY donde se controla la informaciéon procedente de senales a largo
plazo. Existen evidencias de que la leptina gastrica también puede liberarse a la circulacion
sanguinea, y actuara a nivel central igual que la leptina adipocitaria. A nivel periférico, la
CCK también estimula la produccion de leptina por los adipocitos, implicando receptores
CCKB (Palou y col., 2004).

11.1.2.2.2- Insulina

Esta hormona de 51 aminoacidos, sintetizada en las células beta del pancreas, se
considera como pieza clave en la regulacion de la homeostasis glucostatica y energética
(Stockhorst y col., 2004). Fue propuesta por Woods como un regulador a largo plazo de la
ingesta (Woods y col., 1974).

La insulina tiene un doble efecto sobre la ingesta y el peso corporal a nivel central,
estimulando neuronas del ARC y VMN por la entrada a través de la barrera hematoencefalica,
disminuyendo el apetito y la ganancia de peso (Plum y col., 2005). En cambio, la presencia
periférica de insulina produce la disminucién de los niveles de glucosa en sangre generando
una sefial orexigénica (Fanelli y col., 2004). La sintesis y secrecion de insulina depende de los
niveles de glucosa, aminoéacidos y glucagéon en sangre, de los sistemas simpatico y
parasimpatico y estados de estrés (Hillebrand y col., 2002). Ademas, la insulina regula el
metabolismo energético inhibiendo la gluconeogénesis y estimulando la lipogénesis y el gasto
calorico (Pocai y col., 2005).

La administracion central de insulina determina una reduccion de la ingesta y del peso
corporal proporcional a la dosis y reduce la hiperfagia en modelos animales de diabetes,
mientras que la administracion central de anticuerpos antiinsulina provoca un aumento de la
ingesta y una ganancia de peso (Sipols y col., 1995). Los efectos anorexigenos de la insulina
implican interacciones con diversos neuropéptidos hipotalamicos que forman parte del
sistema lepténico de regulacion del comportamiento alimentario, incluyendo NPY y ligandos

de las melanocortinas y sus receptores.

En general, los individuos obesos secretan mas insulina en respuesta a una determinada
dosis de glucosa que los no obesos, y los niveles circulantes de insulina en un periodo de 24
horas son proporcionales al contenido de grasa corporal y a la ingesta reciente de
carbohidratos y proteinas (Havel y col., 1998).. Y parece existir una relacion entre leptina y
insulina y probablemente esté¢ a nivel del higado; en un organismo que tiene resistencia
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leptinica, la leptina en exceso produce una resistencia a la accién de la insulina a nivel
hepatico, lo cual produce la hiperinsulinemia.

Las interacciones entre la leptina y la insulina han sido exploradas extensamente, debido
por una parte a la coexistencia de estados de resistencia a insulina y a leptina en individuos
obesos y por otra, a la clara asociaciéon entre obesidad y diabetes mellitus no insulino
dependiente (DMNID). La DMNID se caracteriza por un estado severo de resistencia a la
insulina asociado con hiperglicemia, lo que ha permitido postular a la leptina como la
responsable de las relaciones entre obesidad y resistencia a la insulina y entre obesidad y
DMNID (Ceddia y col., 2002). La evidencia demuestra que en los adipocitos de rata, la
leptina disminuye la union de la insulina con sus receptores (Walter y col., 1997). Ademas de
su notoria accion lipolitica sobre estas células, la leptina también inhibe los efectos
antilipolitico y lipogénico de la insulina (Rodriguez y col., 2003), aunque tal efecto atin no se
haya demostrado en adipocitos humanos. La leptina y la insulina se regulan mutuamente. Asi,
la leptina inhibe la produccion de insulina en las células b del pancreas (Seufert, 2004),
mientras que la insulina estimula la produccion de leptina en el adiposito.

I1.1.3- Disfuncion en el control de la ingesta de alimentos

El término de la "disfuncion de ingesta" se utiliza para describir una serie de patologias
asociadas a alteraciones en los mecanismos responsables de la regulacion de la ingesta y del
peso corporal cuyas principales manifestaciones son la obesidad y la anorexia.

I1.1.3.1- Anorexia

La anorexia es una patologia que se caracteriza por una importante pérdida del peso
asociada principalmente con una inhibiciéon permanente de la ingesta. Esta inhibicion de la

ingesta o hipofagia puede deberse a la desaparicion de la sensacion de hambre.
I1.1.3.2- Obesidad

Deficiencias genéticas 6 adquiridas en los mecanismos que regulan el comportamiento
alimentario pueden conducir a un incremento del peso corporal y a la obesidad. La obesidad
es una patologia ampliamente extendida, de elevada prevalencia en los paises industrializados,
y se considera uno de los principales problemas de salud de la sociedad moderna.

La obesidad se caracteriza por un exceso de grasa corporal o tejido adiposo que
generalmente conducird a un deterioro significativo de la salud. Esta situacion aparece como
resultado del balance entre el consumo calérico y el gasto energético del individuo. Las
causas que condicionan un balance de energia consumida frente al gasto realizado, parecen
derivar de la combinacion de factores ambientales y factores neuroendocrinos con una cierta

predisposicion genética, en algunos casos. Existen numerosos factores neuroendocrinos
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encargados de regular la ingesta y el balance energético, la colecistoquinina o el neuropéptido
Y, entre otros. Sin embargo, fue el descubrimiento de la leptina el desencadenante de
multiples investigaciones destinadas a establecer los mecanismos implicados en esta
homeostasis (Martinez y col., 1996; Campfield y col., 1998).

Las interacciones entre genes y sus productos funcionales con los nutrientes parecen
muy importante en el desarrollo de la obesidad (Palou y col., 2002; 2004a), y en varias otras
patologias multifactoriales, incluidas las de mayor prevalencia: enfermedades
cardiovacsulares, cancer o diabetes. Se describen dos tipos de obesidad: la obesidad genética
y la obesidad comun. Cada una de estas situaciones presenta caracteristicas distintas:

La obesidad de origen genético se vincula principalmente con un exceso de la
produccion de la leptina, con una deficiencia en los receptores de la leptina (Sindelar., 1999) o
de la melanocortina (receptores MC4) (Huszar y col., 1997). Se asocia a veces a un

hipogonadismo o a una deficiencia en la hormona de crecimiento.

La obesidad comun: se asocia a las alteraciones metabdlicas, alteraciones que
complican las posibilidades de intervencion sobre el peso. Un estudio realizado en la rata
puso de manifiesto que este tipo de obesidad pone en juego desordenes en el funcionamiento
de la transmision monoaminérgica y el NPY del nucleo hipotalamico ventromédial (Levin y
col., 1996).

Debido a que los mecanismos y las sustancias que se implican en la regulacion del
comportamiento relativo a la ingesta empiezan a ser conocidos, es posible buscar drogas
capaces de corregir estos desérdenes. En el proximo capitulo revisamos la informacion
bibliografica sobre los derivados de cannabis que podrian constituir importantes herramientas

farmacoldgicas para el tratamiento de alteraciones asociados al comportamiento alimentario.
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La historia de los derivados del cannabis, junto a la de los opidceos, constituye un
reflejo fiel de las contradicciones humanas en materia de drogodependencias. Costumbres
antropologicas, desarrollo cientifico, interés econdmico, lucha contra el sufrimiento, la
enfermedad y los hébitos poco saludables, todos ellos se entremezclan en la especie animal

que hace uso de esa planta, los humanos.

El uso de las drogas como el cannabis y la morfina es universal y data de la antigliedad.
Una planta conocida desde milenios y rica en principios activos como el cannabis, suscita la

curiosidad del hombre, que no tard6 en descubrir el potencial terapéutico.
I1.2- Cannabinoides, sistema endocannabinoide e ingesta

Los cannabinoides ejercen una amplia variedad de efectos tanto en el SNC como en
otros lugares periféricos: los sistemas inmunitario, cardiovascular, respiratorio, reproductor y
digestivo (Pertwee, 200; Porter y Felder, 2001). Actualmente, se admite que la mayoria de
estos efectos estan mediados, al menos en parte, por la union de los cannabinoides a
receptores especificos que son lugares de union para una familia de ligandos enddgenos

designados bajo el término de “endocannabinoides” (Di Marzo y col., 1998; Piomelli y col.,
2000).

El sistema cannabinoide endogeno esta implicado en la regulacion de la ingesta y del
apetito por la capacidad de los agonistas de los receptores cannabinoides de inducir
hiperfagia. En efecto, el THC, el principio activo del cannabis, asi como los agonistas
cannabinoides estimulan la ingesta tanto en el hombre como en los animales de laboratorio
(Abel, 1975; Williams y col., 2002).

I1.2.1- Cannabis y cannabinoides
I1.2.1.1- Cannabis:

La marihuana, Cannabis o Céafiamo es una planta anual perteneciente a la pequefia
familia de las Cannabédceas La inflorescencia femenina se caracteriza por segregar
abundantemente una resina amarilla verdosa que contiene entre otros, los principios activos
responsables de sus propiedades farmacologicas (Bruneton.1991).
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Figura I1;: Cannabis sativa

Independientemente del rango taxonomico, estd bien establecida la existencia de dos
fenotipos morfoldgicos que difieren en sus caracteres quimicos (quimiotipos) (Turner y col.,
1980):

- Cannabis sativa subespecie sativa: nombrado asi por Linneo (1753), se aplica a las
formas cultivadas para obtencion de fibra o aceite de semilla, y es pobre en principios

activos.

- Cannabis sativa subespecie indica: debido a Lamarck (1785) se aplica iinicamente a
las plantas cultivadas para el aprovechamiento de la resina, y es rica en principios
activos.

Esta variabilidad en la cantidad de principios activos que produce la planta desde luego
es consecuencia de factores genéticos, pero factores externos como el clima (temperatura, luz

y agua) producen cambios muy importantes en la produccion de principios activos.
I1.2.1.2- Cannabinoides:
11.2.1.2.1- Propiedades

La planta marihuana contiene mas de 360 componentes naturales provenientes del
metabolismo secundario del canamo: aceites esenciales, flavonoides, monosacaridos, acidos
grasos, polifenoles y compuestos nitrogenados (aminas y alcaloides) aunque es probable que
ninguno de ellos contribuya de forma significativa a la actividad farmacoldgica de los
productos derivados de esta planta (Mechoulam y col. 1991; Turner y col. 1980).

Los principios activos de la planta, llamados cannabinoides, derivan de los

terpenofenoles. Aunque estas Ultimas estructuras quimicas estan ampliamente distribuidas en
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la naturaleza, sin embargo hasta el dia de hoy no se han conseguido aislar cannabinoides de
ninguna otra especie vegetal o animal. Los cannabinoides constituyen un grupo de
compuestos de 21 atomos de carbono y suelen tener una estructura carbociclica estando
formados generalmente por tres anillos, ciclohexano, tetrahidropirano y benceno
(Mechoulam. 1970).

Las muestras frescas de cannabis sativa contienen hasta 70 cannabinoides cuyas
concentraciones relativas dependen y varian con la edad de la planta y su origen geografico,

los principales compuestos son:

A’-tetrahidrocannabinol (A’-THC), A®-tetrahidrocannabinol (A®THC), y cannabinol
(CBN). Existen otros cannabinoides como: Cannabicromeno (CBC), Cannabiciclol (CBL),
Cannabigerol (CBG), Cannabitriol (CBT) y Cannabicitrano que aparecen con cantidades
diferentes segln las variedades. El acido cannabidiolico, que tiene actividad antibidtica es un

constituyente importante del cdnamo del tipo fibra (Turner y col. 1980).

El A’-THC fue aislado por Gaoni y Mechoulam en el afio 1964 y es el componente
psicoactivo mas potente de los cannabinoides, presenta propiedades hidrofobicas por lo que es
muy soluble en lipidos. El A>-THC tiene un perfil farmacolégico muy parecido al del A’-
THC, aunque sus efectos son mas débiles. Solo aparece en algunas variedades de la planta y
su concentracién es muy pequefia en comparaciéon con la del A’>-THC (Mechoulam y col.
1992).

El cannabinol (CBN) también tiene propiedades psicoactivas, que son aproximadamente
una décima parte de las descritas para el THC, presenta mayor afinidad para el receptor CB,
que para el CB; Estudios recientes han demostrado que THC, CBN y cannabidiol (CBD) se
pueden acoplar con los receptores CB; expresados por las células gliales y afectan la
patogénesis de las enfermedades asociadas a la neuroinflamacion, tal como esclerosis multiple
(Di Marzo y col., 2000; Pertwee, 2002; Walter y Stella, 2004; Witting y Stella, 2004).

El cannabidiol (CBD) es un compuesto biciclico, al estar el anillo de tetrahidropirano
escindido. Es un cannabinoide practicamente desprovisto de propiedades psicoactivas, por lo
que se estan investigando sus posibles efectos clinicos. Asi el tratamiento con CBD atenua
algunas de las alteraciones psicologicas inducidas por altas dosis de THC, como por ejemplo
los sentimientos de ansiedad y de panico (Zuardi y col. 1982). Se le ha atribuido al CBD un
papel neuroprotector al comprobar su actuacion como antioxidante frente a los efectos
producidos en las neuronas por la liberacion de glutamico (Hampson y col. 1998) y también
ha sido relacionado desde hace tiempo con el sistema inmune.
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Los efectos antiartriticos de este compuesto podrian ser el resultado de su actividad
inmunosupresora, especialmente de la respuesta de los linfocitos Thl y de una accidén
antiinflamatoria que reducira los niveles de TNF en la sinovia (Malfait y col., 2000).

El CBD y el CBN se unen a los receptores cannabinoides expresados por las células
inmunitarias y las del endotelio vascular, y causan una reduccion de la presion sanguinea y de
las respuestas antiinflamatorias (Herring y Kaminski, 1999; Jarai y col., 1999; Malfait y col.,
2000; Costa y col., 2004).

El cannabidiol también ha sido extensamente investigado debido a sus propiedades
antiinflamatorias, antiesquizofrénicas y antiepilépticas (Pertwee, 2005).

Se ha demostrado la existencia de otro cannabinoide habitualmente despreciado es el
tetrahidrocannabivarin (THCV), homologo propil del THC (Thomas y col., 2005), es un
antagonista potente del WIN 55,212-2 y de anandamida. Exhibe al menos cierto grado de
selectividad, pues es mas potente en antagonizar estas agonistas en el conducto deferente que
en las membranas del cerebro. Es también mas potente en antagonizar la inhibicion de las
contracciones eléctricamente evocadas de los conductos deferentes por el WIN 55,212-2 y

anandamida que antagonizar la inhibicion causada por el THC (Mechoulam, 2005).
11.2.1.2.2- Absorcion y metabolismo

La ingestion de los cannabinoides por via oral da lugar a unos niveles plasmaticos de
THC inicialmente mas bajos que cuando se toma por inhalacion. Por via oral su
biodisponibilidad se ve reducida por su sensibilidad a la acidez del jugo gastrico, por el
metabolismo hepatico e intestinal, asi como por su acceso a la circulacion enterohepatica
(Agurell y col., 1986). Por tanto, hay que ingerir una cantidad mayor de THC por esta via
para conseguir el mismo efecto fisioldgico que por la respiratoria y ademés conduce a unos
niveles plasméaticos muchos mas erraticos que los observados después de fumar.

Solo un 3% del THC presente en sangre estd en forma libre. Dada su elevada
hidrofobicidad se une a diferentes componentes plasmaticos. Un 9% esta unido a las células
sanguineas. Otro 60% lo esta a las lipoproteinas plasmaticas y el resto a albumina (Widman y
col., 1974). En humanos, las LDL parecen ser las lipoproteinas principalmente implicadas en
el transporte, mientras que en ratas lo son las VLD y HDL.

Esta misma propiedad explica su rapida penetracion en los tejidos, sobre todo en
aquellos que estan altamente vascularizados: pulmon, higado, rifion, corazon, estomago, bazo,
tejido adiposo marron, placenta, corteza adrenal, tiroides, pituitaria y glandula mamaria.
Posteriormente pasa al tejido adiposo, que junto con el bazo son sus principales depositos tres
dias después de su ingesta. La droga puede tardar varias semanas en ser totalmente eliminada
tras el cese de su administracion (Harvey, 1999). Su retencion en estos reservorios
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hidrofébicos amortigua la penetracion del THC en el cerebro, donde su concentracion y la de
sus metabolitos es mas baja (suele ser un 1% de la concentracion plasmatica maxima)
(Agurell y col., 1986).

El THC y su metabolito, el 11-hidroxi-THC (11-OH-THC) son los que en mayor
proporcion se acumulan en los tejidos. Una parte del THC aparece conjugada con acidos
grasos, sobre todo en la fase final del almacenamiento. La paulatina liberacion del THC,
desde estos almacenes a la sangre, enlentece la caida de los niveles plasmaticos de este
compuesto, tras el cese de su administracion, esto prolonga su presencia en sangre y la
posterior entrada al cerebro, lo que podria explicar las dificultades para identificar un

sindrome de abstinencia a esta droga, tras la suspension de su administracion (Agurell y col.,
1986).

La eliminacién del THC se produce principalmente mediante sus metabolitos en heces
(un 68%) o en orina (12%), aunque también lo hace a través del pelo, la saliva y el sudor. La
mayor parte del metabolismo ocurre en el higado, aunque también puede producirse en otros
organos como el pulmon y el intestino. En orina se detecta la presencia de 11-OH-THC y hay
una elevada concentracién de 4cido A’ —~THC-11-oico, ambos en forma libre o conjugada. La
concentracion de este acido, no muestra una correlacion apreciable con la cantidad presente
en sangre, aunque los resultados son mas precisos cuando lo que se comparan son los
logaritmos de estas concentraciones (Huestis y col., 1996).

La primera enzima que actia en el catabolismo del A’ —~THC es el citocromo P-450 que
lo oxida a derivados mono-di- o trihidroxilados. La primera hidroxilacion suele producirse en
el higado a 11-OH-THC (Matsunaga y col., 1995). Este compuesto tiene una actividad
farmacologica parecida a la del THC y puede oxidarse al acido A’ ~THC-11-oico (THC-11-
COOH) o volver a hidroxilarse. En el segundo caso se convierte en 8,11-dihidroxi A’ ~THC,
que puede ser hidroxilado en la cadena lateral. Estos compuestos hidroxilados son
transformados, posteriormente, en otros metabolitos mas polares, por rotura de la cadena
lateral y oxidacion al correspondiente acido carboxilico. El que se haya encontrado CBN y

sus derivados en orina y bilis de animales a los que se les administré6 THC, parece indicar que
el CBN es un metabolito del THC (Harvey, 1984).

El retraso de la aparicion de los efectos psicologicos y cardiacos del THC con respecto a
la elevacion de sus niveles en plasma puede estar relacionado con la mas tardia aparicion en
sangre de la méxima concentraciéon de OH-11-THC. Al tratarse de un compuesto psicoactivo,
su presencia en cerebro potenciaria los efectos iniciados por el THC (Pérez-Reyes y col.,
1972).

El THC-11-COOH se detecta algunos minutos después de la finalizacion del consumo y

su concentracion crece lentamente hasta que alcanza una meseta durante un periodo
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prolongado de tiempo, pudiendo llegar a superar hasta 5 veces los niveles de THC. El
maximo nivel se alcanza entre 30 minutos y una hora después de haberlo fumado (Huestis y
col., 1992).

El metabolismo del CBD es bastante complejo, habiéndose catalogado unos 83
metabolitos (Harvey, 1999). Se forman derivados mono-, di- y trihidroxilados, y se produce la
oxidacion a acidos y la pérdida de cadena lateral. El metabolismo del CBN es menos
complejo que el de los otros cannabinoides. Predomina en la mayoria de las especies la
hidroxilaciéon en 11, aunque también hay una importante hidroxilacién en la cadena lateral.
Los metabolitos excretados son principalmente 11-hidroxi-CBN, el 4cido CBN-11-o0ico y sus
analogos hidroxilados en la cadena lateral (Brown y harvey, 1990).

Los metabolitos de los cannabinoides son eliminados en forma de acidos libres o
conjugados con glucurénico. Estos ultimos se almacenan en el cuerpo durante periodos
relativamente prolongados de tiempo y pueden llegar a ser detectados en la orina varias

semanas después del consumo de los cannabinoides (Williams y Moffat, 1980).

También se ha podido demostrar en ratas prefiadas que los cannabinoides pueden pasar
a través de la placenta desde la sangre materna a la fetal. Los cannabinoides también son
excretados en la leche materna durante la lactancia, lo que implica la exposicidon de las crias a
este compuesto (Fernandez-Ruiz y col., 1992).

I1.2.2- Sistema endocannabinoide

Los receptores cannabinoides, sus ligandos enddgenos asi como los mecanismos de
transporte y enzimas de sintesis y de degradacion constituyen el sistema endocannabinoide
(Di Marzo y col., 1998; Fride, 2002).

I1.2.2.1- Receptores cannabinoides:

Los multiples efectos producidos por el cannabis sugieren que los cannabinoides,
principalmente A’-THC, actian tanto sobre receptores centrales como periféricos. El
descubrimiento del receptor ocurrié en 1988 en la escuela médica de la universidad de St Luis
donde Allyn Howlett y colaboradores identificaron y caracterizaron un receptor del
cannabinoides en el cerebro de la rata. La blisqueda del receptor del cannabinoide dependid
del uso de un agonista sintético potente, el CP 55-940 que permitiria la observacion del
mecanismo de union. Es un ligando menos lipéfilo que el THC selectivo y con alta afinidad
para sitios de unioén de THC.

Hasta ahora se han clonado dos receptores para cannabinoides: CB; y CB,, se trata de
proteinas que pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteina G

caracterizados por la presencia de siete dominios transmembrana (Matsuda 1990, Joanne y
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col., 2003). La distincidn entre estos receptores se basa en diferencias en las secuencias de los
aminoacidos (figll3), los mecanismos de sefializacion, la distribucion tisular y la sensibilidad
a algunos agonistas y antagonistas (Howlett y col., 2003).
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Figura II,: Representacion esquematica de los receptores CB; y CB,
(Tomado de Rodriguez y col., 2005)

Los receptores tienen siete segmentos transmembrana. Los circulos llenos representan aminoacidos
comunes a los dos receptores; los circulos vacios representan aminoacidos diferentes; y sitios

consensos de glicosilacion. el, e2, e3 son asas extracelulares; il, i2, i3 son asas intracelulares.

I1.2.2.1.1- Receptor CB;:

En 1990 se describio por primera vez la estructura molecular del CB; (Matsuda 1990),
en ratas, en ratones y en humanos. La clonacion del gen en la corteza cerebral de la rata
permitid la caracterizacion de un polipéptido de 472 o 473 amino acidos (Pertwee y col 1995)
organizados en una secuencia tipica, altamente conservada entre las distintas especies
estudiadas, y se expresan preferentemente sobre poblaciones neuronales del cerebro de
mamiferos (Herkenham y col., 1991; Glass y col., 1997a), donde se les atribuye un papel
importante como moduladores de la liberacion de distintos neurotransmisores. En humanos, el
gen se encuentra en la region ql4-ql5 del cromosoma 6, presentando una homologia del
97.3% con el de rata (Hoehe y col 1991). Este receptor media los efectos psicoactivos de los
cannabinoides (Devane y col 1988).
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Los receptores CB; aparecen en etapas tempranas del desarrollo presentando en el
cerebro de rata una distribucion transitoria (Berrendero y col., 1998). La naturaleza transitoria
de este fendémeno podria estar relacionada con eventos del desarrollo como la proliferacion y
la migracion celular, la elongacion axonal y la sinaptogénesis (Fernandez-Ruiz y col., 2000).
El SR 141716 A antagoniza algunos efectos producidos por los agonistas de los receptores
CB,, como la inhibicion de la adenilato ciclasa, la hipotermia, la inmovilidad y la

antinocicepcion.
11.2.2.1.1.1- Distribucion:

Los receptores CB; se han localizado fundamentalmente en el sistema nervioso central
(Ameri., 1999; Howlett, 2002; Freund y col., 2003). Mediante la aplicacion de diferentes
técnicas autorradiograficas y de estudios inmunohistoquimicos se ha descrito de forma
detallada la distribucion de este receptor en el cerebro de rata (Herkenham y col., 1991; Tsou
y col., 1998): al nivel de algunas regiones del cerebro: corteza, ganglios bésales, hipocampo,
hipotalamo.... (Glass y col 1997; Tsou y col 1998; Buckley y col 1998; Harrold y col., 2002;
Shawn., 2004). Su distribucién es heterogénea: su maxima densidad se encuentra en
ganglios basales (sustancia negra, globos pallidus, ntcleo entopeduncular y cuadado- putamen
lateral) (4-6.4 pmol/mg proteina), en capa molecular del cerebro y ciertas partes del
hipocampo (regiéon CA3 del asta de ammon y capas [y IV de la corteza cerebral, mientras
que es escasa (1-2 pmol/mg proteina) en hipotadlamo, tallo cerebral, amigdala y talamo
(Pertwee y col 1997).

De su distribuciéon podemos explorar la estrecha relacion existente con los efectos
farmacoldgicos que producen los cannabinoides:

e La alta densidad de los receptores en los ganglios basales se relaciona con los
marcados efectos motores de la marihuana y que se extrapolan a los efectos toxicos
por la ingesta elevada de dicha sustancia, pudiendo llegar a provocar una verdadera
catalepsia a dosis elevadas (Pertwee y col 1995).

e Su presencia en areas hipocampales y corticales explicaria los efectos de los
cannabinoides sobre el aprendizaje y la memoria asi como las propiedades
anticonvulsivantes de los mismos.

e Su baja densidad en tallo cerebral, area que controla las funciones cardiovasculares y
respiratorias, explica la baja toxicidad y ausencia de letalidad de la marihuana.
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Figura II;: Distribucion de los receptores cannabinoides
(Tomado de Matsuda y col., 1990)

En el cerebro adulto, diversas circunstancias fisioldgicas pueden alterar la densidad de
estos receptores. Asi, la exposicion crénica a cannabinoides produce un fenémeno de
desensibilizacion, lo que sugiere que la aparicion de tolerancia para alguno de los efectos
producidos por estos compuestos puede deberse a una disminucion del nimero de receptores
CB; (Rodriguez y col., 1994a, Romero y col., 1997; Maldonado, 2002). El fenomeno de
desensibilizacion no es igual en todo el cerebro, existiendo regiones particulares sensibles al
tratamiento cronico con cannabinoides, como el hipocampo, y regiones mas resistentes, como
hipotalamo y algunas estructuras de los ganglios basales (Romero y col., 1997).

Los receptores CB,, también son afectados por la variacion de las hormonas sexuales
que se produce durante el ciclo ovarico (Rodriguez y col., 1994b). Los glucocorticoides
también inhiben la expresion del receptor CB1 en cerebro de rata, lo que en situaciones de
estrés podria conducir a una alteracion de la funcionalidad cannabimimética (Mailleux y
Vanderhaegen, 1993).

Los receptores CB; existen también fuera del sistema nervioso central, en sistemas
periféricos como: sistema reproductor (testiculos, uteros) inmunitario y digestivo (intestino
delgado, plexos...) y al nivel de terminaciones nerviosas presindpticas del sistema
parasimpatico (Pertwee y col 1997, Buckley y col 1998, Casu y col., 2003).
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Al nivel periférico, los receptores CB; se han identificado en el bazo, la amigdala
(Galiegue y col., 1995), en el intestino delgado de la cobaya (Pertwee y col., 1996a), en la
vejiga urinaria del ratén (Pertwee y Fernando, 1996), en el nervio simpatico terminal (Ishac y
col., 1996; Vizi y col., 2001), y en los niveles muy bajos en glandula suprarrenal, corazon,
prostata, utero y ovario (Galiegue y col., 1995).

La presencia de los receptores cannabinoides CB; en el aparato gastrointestinal ha sido
demostrada por evidencia anatomica y funcional. En estudios anteriores, la autoradiografia
demostro la presencia de los receptores CB; en la rata, y la immunohistoquimica identificé la
immunoreactividad de los receptores CB; en el plexos neuronal en secciones representativas
del aparato gastrointestinal del cerdo (Kulkarni-Narla y Brown, 2000).

Los estudios recientes (Mascolo y col., 2002; Pinto y col., 2002; 1zzo y col., 2003; Storr
y col., 2004; MacNaughton y col., 2004), han confirmado la localizacion de los receptores
CB; en neuronas colinérgicas en una variedad de especies animales, y esas neuronas
constituyen la mayor proporcion de neuronas en el intestino. En el plexo mientérico de la
cobaya, los cuerpos celulares sensoriales, interneuronales y motoneuronales y las fibras
nerviosas expresan los receptores CB; (Couttis y col.,, 2002), mientras que CB;
immunoreactivos se colocalisan con los péptidos intestinales vasoactivos (non colinérgicos) y
las secremotor neuronas del neuropeptido Y (colinérgicas) en el plexo submucusal. Esta
distribucion confirme el efecto inhibitorio de la activacion del antagonista de los receptores
CB,, SR141716A, sobre la motilidad y los procesos secretorios.

11.2.2.1.1.2- Mecanismos de transduccion de seiiales de los receptores CB;:

Los principales mecanismos de transduccion de las sefiales intracelulares en los que
estan implicados los receptores CB; se basa en el acoplamiento de estos receptores a proteina
Gi/, que da lugar a la inhibicion de la adenilaciclasa (Pertwee y col 1997, Matsuda y col 1980)
lo que produce un descenso en los niveles de AMP, intracelular, y una activacion de proteina
quinasa A, via involucrada en la regulacion de fenomenos de proliferacion y diferenciacion

celular (Bouaboula y col., 1995).

Por otro lado, la proteina Gj, produce una inhibicion de los canales de calcio tipo Ny Q
(Makie y col 1993) y un aumento de la conductancia del canal de potasio.
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Figura I1;: Vias de sefializacion de los agonistas de los receptores cannabinoides CB
(Tomado de Robin Hiley y col., 2004).

El efecto combinado de los cannabinoides sobre ambos tipos de canales parece ser la
base de su efecto antagonista sobre la liberacion de los neurotransmisores. De hecho, los
cannabinoides inhiben via los receptores CBy, la liberacion de acetilcolina en el hipocampo
(Gifford y col., 1997), la noradrenalina en el hipocampo, la corteza, el cerebelo y al nivel de
los terminaciones nerviosos periféricos (Schilcker y col., 1997) y por ultimo parecen estar
relacionados con la inhibicion de la transmision glutaminérgica en el hipocampo (Shen y col.,
1996; Allain y col 1999). Asi, la inhibicidn presindptica de varios neurotransmisores por los

cannabinoides puede resultar ser un efecto neuronal dominante de los cannabinoides.

Los Cannabinoides inhiben las transmisiones GABAergicas y glutamergicas (Gerdeman
y Lovinger, 2001; Huang y col., 2001; Gerdeman y col., 2002; Brown y col., 2003; Ronesi y
col., 2004), las corrientes sinapticas de los niicleos accumbens (Robbe y col., 2001; 2002) con

la activacion presinaptica del receptor CB;.

Sin embargo, Kofalvi y col (2003) y otros (Hajos y col., 2001), han demostrado
recientemente que los cannabinoides todavia disminuyen la liberacién del glutamato en el
hipocampo en los ratones deficientes de los receptores CB;.

La activacion de los receptores CB; atentia la actividad neuronal por la inhibicién
presinaptica de la liberacion de los neurotransmisores y de la hiperpolarizacion postsinaptica
(Freund y col., 2003). El estudio de Kofalvi y col., 2005 permitié una visualizacion directa de

los receptores CB; por primera vez en los terminales catecolaminérgicos en el cuerpo
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estriado. La inhibicion presinaptica de la liberaciéon de los neurotransmisores por los
cannabinoides parece ser mas eficaz debido a dos hechos: 1- los receptores CB; aparecen
estar presentes en una densidad mas alta en el terminal presindptico (Herkenham y col., 1991;
Twichell y col., 1997); 2- la activacion de los canales de potasio por los cannabinoides
pueden amplificar una inhibicidn presindptica de los canales de calcio reduciendo la duracion
del potencial de accion.

11.2.2.1.2- Receptor CB;:

Posteriormente, se caracterizd6 un segundo subtipo del receptor para compuestos
cannabinoides que exhibe una homologia global del 44% (68% en las regiones
transmembrana) con los receptores CB; (Munro y col., 1993), denominado CB,, aislado del
bazo de rata y de una linea leucémica humana (HL60); es un polipéptido de 360 amino
acidos que también es miembro de la stiper familia de receptores acopladas a la proteina G. La
expresion y la dicotomia farmacologica entre los receptores CB, y CB; tienen enorme
potencial farmacéutico, ya como que compuestos que interactiian selectivamente con los
receptores CB; pueden proporcionar drogas antiinflamatorias desprovistas de efectos nocivos
inducidos por los CB;. Desde el punto de vista molecular, la estructura secundaria de los
receptores cannabinoides CB; y CB, comparte las caracteristicas estructurales que definen a
la familia de receptores acoplados a proteina G, es decir, un dominio amino-terminal
extracelular, un dominio carboxi-terminal intracelular, y siete dominios transmembrana.

El receptor CB, actua por los mismos mecanismos que el CB;, puede modular la
actividad de adenilatociclasa y de la proteina quinasa MAPK, con su capacidad de unirse a las
proteinas Gi/o (Kobayashi y col., 2001). Pero a diferencia de los receptores CB; no es capaz

de modificar los corrientes de los canales de calcio y potasio.

Los resultados de Molina-Holgado y colaboradores (2007) sugieren que los
cannabinoides estimulan la proliferacion de las células madres neuronales actiando sobre los
receptores cannabinoides CB; y CB,.

11.2.2.1.2.1- Distribucion

El receptor CB; se localiza fundamentalmente en el sistema inmunitario (Howlett y col.,
2002), en el bazo (Schatz y col., 1997), amigdalas y en distintas células del sistema inmune
(linfocitos B, monolitos y linfocitos T.....) (Munro y col., 1993; Galiegue y col., 1995),
parecen ser los responsables de las propiedades inmunosupresores del cannabis (Pertweey col
1997, 2002; klein y col 1998; De Petrocellis y col., 2004). Estos receptores tambien se pueden
expresar en el sistema nervioso central, en las células microgliales del cerebro bajo
condiciones inflamatorias (Howlett y col., 2002; Nuifiez y col., 2004; Pertwee, 2005).

44



Merroun.l Cannabinoides y sistema endocannabinoide

Los efectos producidos por los cannabinoides condujeron las industrias farmacéuticas a
la sintesis de numerosas agonistas y antagonistas de los receptores CB de los cuales el
objetivo es la puesta a punto de tratamiento farmacologico para las numerosas patologias del
comportamiento alimentario como la obesidad, la anorexia, y sindromes caquécticos
vinculados con el AIDS y para diversas enfermedades, algunas de ellas son el dolor crénico y
ciertos tipos de cancer y enfermedades que cursan con alteraciones del movimiento (Porter y
Felder., 2001).

11.2.2.1.3- Agonistas de los receptores cannabinoides

A partir de la estructura quimica de los cannabinoides naturales se han desarrollado una
serie de cannabinoides sintéticos que han resultado muy importantes para avanzar en el
conocimiento de la farmacologia de estos compuestos (Pertwee, 2001). Se pueden clasificar
en cuatro grupos de compuestos, en funcion de su estructura quimica: Cannabinoides clasicos,
no clasicos, aminoalquilindoles y eicosanoides.

El grupo de cannabinoides clasicos incluye compuestos con estructura de
dibenzopirano, como son los cannabinoides derivados de Cannabis sativa (A’-THC, A®*-THC,
cannabinol y cannabidiol), y los analogos sintéticos del A’-THC, como el HU-210, el HU-243

y la nabilona.

Los cannabinoides no clasicos son analogos biciclicos y triciclicos del A-THC que
carecen el anillo pirano. El principal representante de este grupo es el CP55, 940, cuya forma
tritiada se utilizd para demostrar, por primera vez, la presencia de receptores especificos para
cannabinoides en cerebro de rata (Devane y col., 1988). Otros agonistas cannabinoides no
clasicos son el CP 55,244, CP 50,556 (Levonantradol) y el desacetilevonantradol (DALN)).

El tercer grupo de compuestos cannabimiméticos son los aminoalquilindoles, cuyo
principal representante es el WIN 55,212-2. Esta familia incluye moléculas cuya estructura
quimica deriva de la pravadolina, y difiere bastante de la de los dos grupos de compuestos
anteriormente mencionados. Se ha descrito que los tres tipos de compuestos son capaces de
desplazarse mutuamente de su unién a receptores CB; y CB,; (Pertwee., 2001).

La ultima familia se ha desarrollado a partir del descubrimiento de la existencia de
ligandos cannabinoides enddgenos (Devane y col., 1992). Este grupo incluye una serie de
compuestos estructuralmente derivados del 4cido araquiddnico, cuyo principal representante
es la anandamida, considerada el ligando enddgeno por excelencia del sistema. Otros
componentes de la familia de los eicosanoides son también ligandos cannabinoides
endogenos, como 2-Araquidonil-glicerol (2-AG), y el recientemente descubierto 2-
araquidonilgliceril éter (noladin éter). En el grupo de los eicosanoides se incluyen derivados

sintéticos mas estables a la hidrdlisis enzimatica que los cannabinoides enddgenos, como son
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la. (R)-(+)-araquidonil-1-hidroxi-2-propilamida ~ (metanandamida),  araquidonoyl-2’-
cloroetilamida (ACEA) que son agonistas selectivos de los receptores CB1 (Hillard et col.,
1999).

Varios de los agonistas cannabinoides citados han sido marcados radiactivamente, y
empleados en ensayos de localizacion y cuantificacion de los receptores CB; en sistemas de
expresion homologa y heterdloga. Entre estos compuestos, los mas ampliamente utilizados
para marcar los receptores CB; en membranas y secciones cerebrales son el ["H] HU-243, el
[’H] WIN 55,212-2, y sobre todo, el [’H] CP55, 940 (Pertwee, 1997).

En cuanto a la capacidad de interaccion de los compuestos cannabimiméticos mas
frecuentemente utilizados con los receptores cannabinoides, el (-)-A’-THC se une con
afinidad similar a los receptores CB; y CB,, funcionando como agonista parcial en ambos
casos. Sin embargo, su eficacia es mayor en la interaccion con los receptores CB;, llegando
incluso a comportarse como un antagonista en determinados sistemas CB,. Debido a la alta
afinidad del WIN 55,212-2 y el CP 55,940 para los receptores CB; y CB,, la eficacia de estos
compuestos es relativamente alta observandose efectos a concentraciones que se encuentran
en el rango nanomolar.

El CP 55,940 exhibe una afinidad esencialmente similar por los receptores CB; y CB,,
mientras que el WIN 55,212-2 muestra una ligera selectividad CB2. La anandamida (AEA),
en cambio presenta una cierta selectividad CB1, y se comporta como un agonista parcial de
ambos subtipos de receptores, siendo su eficacia mayor en la interaccidon con los receptores
CB,. Por ultimo, el HU-210 y el HU-243 son potentes agonistas cannabinoides clésicos, cuya
eficacia es similar a la de CP 55,940 y WIN 55,212-2, siendo su afinidad por ambos subtipos
de receptores cannabinoides superior a la de estos compuestos.

11.2.2.1.4- Antagonistas de los receptores cannabinoides

En los ultimos afios se han desarrollado varias moléculas capaces de antagonizar de
forma selectiva los efectos cannabimiméticos mediados por los receptores CB; y CB,, que
han supuesto una herramienta fundamental para la caracterizacién farmacologica de estas
proteinas. Entre estos compuestos, la molécula més potente y mas ampliamente utilizada
como antagonista de los receptores CB; es el SR 141716A (Rinaldi-Carmona y col., 1994).
Este compuesto exhibe una marcada selectividad por los receptores CB; frente a los CB,, de
forma es capaz de prevenir y/o revertir las acciones de los agonistas cannabinoides que actiian
a través de CB; tanto in vitro, como in vivo (Pertwee, 1997).

Algunos autores han puesto de manifiesto que el SR141716A revierte los efectos de la
anandamida con menor potencia que los otros agonistas cannabinoides en determinados

sistemas in vitro, y también se ha sugerido que este antagonista cannabinoide no es capaz de
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bloquear algunos efectos farmacologicos de la AEA en ensayos in vivo, a concentraciones que
revierten totalmente las acciones de otros agonistas. En los sistemas in vivo, esta discrepancia
se ha atribuido a la capacidad de la AEA para activar receptores vanilloides, ademas de
receptores cannabinoides (Smart y col., 2000).

A partir de la estructura del SR 141716A se han desarrollado moléculas como el AM-
251 y el AM-281, que también antagonizan de forma selectiva efectos cannabimiméticos
derivados de la activacion de receptores CB;.Existen ademas antagonistas competitivos de los
receptores CB, que difieren estructuralmente del SR141716A, como es el caso del Ly320135.
Finalmente, el metilaraquidonilfluorfosfonato (MAFP) es un potente inhibidor irreversible de
la degradacion enzimatica de cannabinoides endogenos por la FAAH, que también se
comporta como un antagonista irreversible de los receptores CB1 (Pertwee, 2001).

En cuanto a los efectos cannabimiméticos inversos que pueden producir el AM 251 y el
AM 281 podemos citar:

e AM 251 induce la supresion de la ingesta y el comportamiento reforzado por
la ingesta (McLaughlin y col., 2003), inhibicion de la actividad basal de la
proteina G en las membranas cerebrales de la rata (Savinainen y col., 2003) y
la mejora de la liberacion de glutamato eléctricamente evocada de las

neuronas cerebrelosas de la rata (Kreitzer y Regehr, 2001).

e AM 281 induce un aumento en la actividad locomotora en ratones, en la
presion de la eyeccion peristaltica en el ileo aislado de la rata y en
transmisiones sinapticas glutamatérgicas de la rata (Cosenza y col., 2000;
Izzo y col., 2000; Huang y col., 2001).

e AM 281 aumenta la liberacion de acetilcolina del hipocampo de la rata
(Gifford y col., 1997) y de [*H] D-aspartato en los cultivos primarios de las
células granlosas del cerebro de la rata (Breivogel y col., 2004)

AM 281 inhibe la union de la [*>S] GTPyS a los cultivos primarios de las
células granlosas del cerebro de la rata (Breivogel y col., 2004).

e AM 251 y AM 281 aumentan la liberacion del acido y-aminobutirico de las
neuronas hipocampales (Ohno-Shosaku y col., 2001; Wilson y Nicoll, 2001).

e AM 251 y AM 281 aumentan los corrientes de Ca’" y disminuyen los
corrientes compensatorias de potasio en las células HEK293 (Véasquez y col.,
2003).
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Es significativo que aunque los agonistas inversos AM 251 y AM 281 son muy
similares estructuralmente al SR141716A y comparten su capacidad de bloquear los
receptores CB; y de producir efectos cannabimiméticos inversos, varias diferencias
farmacoldgicas entre SR141716A y cualquiera de las dos, AM 251 o AM 281 se han
detectado in vitro (Hajos y col., 2001; Hajos y Freund, 2002).

Es también significativo que hay algunos informes de que se puede desarrollar
tolerancia rapidamente por lo menos a algunos de los efectos cannabimiméticos inversos de
SR141716A, por ejemplo su capacidad de reducir la ingesta en ratas (Vickers y col., 2003;
Kirkham y Williams, 2004; Verty y col., 2004; Jarbe y DiPatrizio, 2005), y su capacidad de
aumentar el peristaltismo intestinal en ratones (Caria y col.,, 2004). Sin embargo, los
mecanismos que son la base de esta tolerancia no han sido establecidos.

Experimentos con ratones deficientes en los receptores CB; apoyan la hipotesis de que
SR141716A produce por lo menos algunos de sus efectos inversos ligdndose a los receptores
CB,. Asi, por ejemplo, mientras que SR141716A aumenta la liberacién eléctricamente
evocada de noradrenalina en los ratones normales, no produce este efecto en ratones

deficientes en los receptores CB; (Schilcker y col., 2003).

De forma similar, el SR141716A reduce la ingesta en los ratones normales pero no en
ratones deficientes de los receptores CB;. También el efecto de reduccion de ingesta y la
severidad creciente de la colitis inducida, efectos opuestos a los producidos por los agonistas
del receptor CB;, se observan en ratones normales (con receptores CB;) tratados con el
SR141716A y en ratones deficientes no tratados con SR141716A (Di Marzo y col., 2001;
Massa y col., 2004).

En relacion con los receptores cannabinoides CB,, la molécula mas potente y mejor
caracterizada como antagonista selectivo de estas proteinas es el SR 144528. Otros farmacos
utilizados como antagonistas cannabinoides selectivos para los receptores CB2 son el AM 630
y el cannabinoide clasico 6 -zidohex-2"-ine-A*-THC (O-1184).

Ademas de su capacidad para prevenir o atenuar acciones cannabimiméticas, algunas de
estas moléculas desarrolladas como antagonistas de los receptores CB; o CB, son capaces de
provocar efectos contrarios a los evocados por agonistas cannabinoides: agonistas inversos.
La molécula para la que se han descrito y estudiado en mayor detalle repuestas como agonista
inverso de los receptores cannabinoides es el SR141716A (Pertwee, 2001). Otros compuestos
que también han demostrado cierta capacidad como agonistas inversos son el AM-281, AM-
251 y el SR 144528.

La administracion de las agonistas de los receptores CB; como THC, WIN 55,212-2, los

endocannabinoides, anandamida y 2-arachidonilglicerol (2AG), produce un aumento de la
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ingesta en humanos (Hart y col., 2002) y en animales (Williams y Kirkham, 2002; Berry y
Mechoulam, 2002; Gémez y col., 2002), mientras los agonistas inversos dismiuyen la ingesta
y producen un efecto hipofagico, entre ellos citando el SR 141716A (Verty y col., 2003;
McLaughlin y col., 2003; Kirkham y Williams, 2004; Verty y col., 2004; Jirbe y DiPatrizio,
2005) y el AM 251 (Shearman y col., 2003; Hildebrant y col., 2003; Chen y col., 2004;
Chambers y col., 2004; Chambers y col., 2005; Rodgers y col., 2005; McLaughlin y col.,
2005).

11.2.2.2 Endocannabinoides

La identificacion, caracterizacion farmacoldgica y localizacion de receptores especificos
de membrana que mediaban los efectos centrales y periféricos de los cannabinoides exdgenos
conducen a la identificaciéon de compuestos lipidicos enddgenos que se vinculan de una
manera muy selectiva con los receptores CB; y CB; tanto en el cerebro como en otros érganos
periféricos. Estos ligandos propios del organismo y agonistas de los receptores cannabinoides

se denominan cannabinoides enddgenos o endocannabinoides (Di marzo y col., 1998).

Los endocannabinoides son compuestos naturales derivados de 4acidos grasos
poliisaturados y similares al principio activo del cannabis, siendo los mas representativos la
etanolamida del acido araquiddnico, conocida como anandamida (Devane y col., 1992) que se
aislo a partir de un extracto lipidico obtenido de cerebro de cerdo. Posteriormente, a partir de
intestino de perro y cerebro de rata se aislo otro ligando endégeno, el 2-araquidonil glicerol
(2AG) (Mechoulam y col., 1995). Otro miembro de esta familia de lipidos, la
palmitoiletanolamida, comparte con los cannabinoides endogenos diversos efectos
fisioloégicos aunque no es capaz de unirse a ninguno de los dos subtipos de receptores de
cannabinoides (Sugiera y col., 2000). Recientemente se ha aislado un nuevo
endocannabinoide a partir de cerebro porcino, el 2-araquidonil gliceril éter (Hanus y col.,
2001).

No obstante, sobre la base de la localizaciéon de los receptores cannabinoides en el
organismo (Mailleux y Vanderhaeghen, 1993) y de los efectos farmacoldgicos ejercidos por
distintos cannabinoides tanto de origen natural como sintético (Pertwee, 1997), este sistema
parece estar implicado en funciones tales como la coordinacién motora, el aprendizaje y la
memoria, la antinocicepcion, el control de las emociones, el desarrollo neuronal asi como en

la mediacién de diferentes procesos a nivel cardiovascular e inmunologico.

Los principales endocannabinoides: anandamida y 2AG cumplen las condiciones
necesarias de todo neurotransmisor ya que son sintetizados y liberados a partir de las
neuronas, son capaces de unirse y activar receptores de membrana y finalmente son
inactivados por recaptacion y degradacion enzimatico en el interior de la célula. Unicamente,

a diferencia de lo que ocurre en el caso de otros neurotransmisores y dada la naturaleza de
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estos compuestos, los endocannabinoides no son almacenados en el interior de vesiculas
sindpticas quizas debido a su naturaleza hidr6foba que le permite atravesar facilmente las
membranas plasmicas (Felder y Glass., 1998). Su almacenamiento se producira en forma de
un precursor (fosfolipidos de membrana) que se hidroliza después de la activacion de un
fosfolipasa apropiada o una enzima relacionada. La sintesis de estos endocannabinoides se

producird cuando sea necesaria su activacion.

Los endocannabinoides actiian principalmente sobre tres vias de indicacion intracelular:
la modulaciéon de adenilatociclasa, la modulacion de la permeabilidad de algunos canales

16nicos y la activacion de la via de proteinas quinasas activadas por agentes mitogenos.
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Figura Ils: Principales vias de transduccion de sefial modificado tras la accion
de los endocannabinoides via los receptores CB;, VR1 o por accién directa
(Tomada de Venance y col., 2004)

11.2.2.2.1- Anandamida

La anandamida es capaz de unirse a los receptores CB; y CB, (Munro y col., 1993;
Felder y col., 1993) aunque muestra una mayor afinidad por los receptores CB;. Anandamina
mimetiza los efectos del THC pero con una duracion de accion mas corta, Smith y col (1994)
han demostrado que produce antinocicepcion, hipotermia, hipomotilidad y catalepsia en
ratones después de la inyeccion intraperitoneal o intratecal.
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Los estudios del comportamiento han demostrado que la administracion intraventricular
de anandamida induce efectos farmacologicos inmediatos. Sin embargo, estos efectos a
excepcion del antinocicepcion se terminan casi totalmente tras 30 minutos, en contraste THC
produce una duracion de accion mas larga para la hipoactividad y la motilidad (Smith y col.,
1994). Las diferencias en la duracion de accion de anandamida y de THC se pueden atribuir a
las diferencias en el metabolismo de los dos compuestos. La exposicion cronica a anandamida
produce, igual que ocurria con los cannabinoides, la desensibilizacion del receptor CB;. Se ha
descrito la aparicidon de tolerancia para alguno de los efectos producidos por esta amida, que
puede deberse a una disminucion del nimero de receptores CB; (Romero y col., 1995).

La anandamida fue aislada y cuantificada por cromatografia liquida y espectrometria
total en varios tejidos del ser humano y de la rata, y se ha demostrado que se distribuye
extensamente en cerebro y varios tejidos periféricos (Felder y col., 1993; 1996). Dentro del
cerebro, los niveles mas altos de anandamida se corresponden con 4reas que también
presentan una elevada densidad de receptores de cannabinoides tales como el hipocampo,
cuerpo estriado, cerebelo y corteza. La anandamida se detectd también en el bazo humano y
de la rata que expresa altos niveles del receptor cannabinoide CB,. Cantidades pequefias
también fueron encontradas en corazon y tdlamo humano asi como en piel de la rata, mientras
que solamente las cantidades minimas fueron detectadas en suero humano, plasma y liquido
cefalorraquido (Felder y Glass., 1998; Calignano y col., 2000; Ramos y col., 2000). Los
niveles de anandamida en el cerebro son equivalentes a los otros neurotransmisores por

ejemplo: dopamina y serotonina.

La anandamida se sintetiza y se libera tras la entrada de Ca’ a la interior de las
neuronas, tras la estimulacion de la membrana por un agente de despolarizacion. La sintesis
de anandamida se produce mediante la hidrdlisis, catalizada por un fosfolipasa D, de un
precursor fosfolipidico presente en la membrana celular, el N-araquidonil-
fosfatidiletanolamina, liberando 4cido fosfatidico y anandamida (Di Marzo y col., 1994), este
compuesto sirve como depoésito de almacenaje para la anandamida que va a ser sintetizada y

liberada cuando sea necesaria su activacion.
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(Tomado de Piomelli y col., 2000).

La anandamida nuevamente formada, se lanza inmediatamente al espacio extracelular
donde puede activar los receptores cannabinoides acoplados a proteina G. Una vez que la
anandamida ha sido transportada al interior de la célula puede ser sustrato de la FAAH,
enzima intracelular cuya funcion es hidrolizar el enlace amida dando lugar a 4cido
araquidonico y etanolamina, y produciendo asi la inactivacion del endocannabinoide. La
FAAH ha sido clonada y secuenciada en diversas especies animales (Cravatt y col., 1996;
Ueda y col., 2000) y se clasifica como pertenicientes a un grupo de enzimas hidroliticas
denominado familia de las amidasas.
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Los inhibidores de los procesos de inactivacion de los endocannabinoides podrian
representar una interesante y novedosa estrategia para el tratamiento de diversas alteraciones
tales como la nocicepcion, siendo aplicable tanto al dolor inflamatorio como al neuropatico, y
también del shock hipotensivo, debido a sus acciones en el sistema cardiovascular (Giuffrida
y col., 2001). También la FAAH puede constituir una prometedora diana terapéutica para el
tratamiento del dolor y de ciertas enfermedades neuropsiquidtricas (Cravatt y col., 2001)
mientras que su adecuado funcionamiento parece implicado en la correcta implantacion y
desarrollo embrionarios en las primeras etapas del embarazo (Maccarrone y col., 2000b;
Maccarrone y col., 2002). El importante papel que la FAAH desempefia y que se deduce de
todos estos datos esta siendo confirmado en la actualidad con la reciente obtencion de ratones
que carecen de la enzima (ratones knockout o FAAH™). Los resultados obtenidos con estos
ratones indican que la FAAH juega un papel clave en la regulacion de los procesos mediados
por anandamida siendo la responsable del mantenimiento de un tono cannabinoide endoégeno,
el cual esta implicado en la percepcion del dolor (Cravatt y col., 2001).

11.2.2.2.2- Araquidonil-glicerol (2AG)

Araquidonil-glicerol (2AG), es el segundo endocannabinoide identificado en el cerebro,
se ha aislado del intestino del perro (Mechoulam 1995). Su afinidad para los receptores CB; y
CB; es también tan baja como la de anandamida pero sus concentraciones cerebrales son 170
veces mayor que las de anandamida (Stella y col., 1997), y su liberacion se estimula por
inomycina via la activacion de fosfolipasa C (Allain .1999). A parte se encuentra sobre todo
en el SNC vy el intestino. En el SNC hay concentraciones elevadas en el tronco cerebral, el
nucleo estriado y el hipocampo, y concentraciones mds bajas en la corteza cerebral y el
cerebelo (Bisogno y col., 1999). Se han identificado diversas funciones, como por ejemplo
que participa en la regulaciéon de la sensacion de hambre y de la temperatura corporal
(Mechoulam y col., 1998).

En los mismos tejidos en los cuales se ha aislado 2AG (sobre todo intestino y cerebro),
se han encontrado, 2 linoleilglicerol y palmitoilglicerol. Aunque estos compuestos no se unen
al receptor cannabinoide, se ha sugerido que podrian inhibir la actividad de las amidasas y
potenciar el efecto del 2AG por un mecanismo que se ha llamado efecto de entorno
(Mechoulam y col., 1998). Ambos compuestos potencian algunos efectos producidos por el 2-
araquidonilglicerol, como la inhibicion del comportamiento motor, la inmovilidad y la
hipotermia (Ben-Shabat y col., 1998). Esta activacion podria deberse a su capacidad de inhibir
la hidrolasa que degrada el 2AG, lo que prolongaria la permanencia de este compuesto en el
organismo.

En cuanto los posibles funciones del 2-araquidonilglicerol en el organismo, ademas de
los efectos sobre el comportamiento motor y la regulacion de la temperatura corporal, inhibe
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la potenciacion a largo plazo en hipocampo de rata (Stella y col., 1997). También participa en
las respuestas proliferativas de los linfocitos T a los mitogenos By T (Lee y col., 1995).

Los endocannabinoides son mensajeros retrogrados que, en respuesta a una
despolarizaciéon postsinaptica, reducen durante algunas decenas de segundos la liberacion de
neurotransmisores, contra corriente de la transmision sindptica inhibidora o excitadora.
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Figura II;: La senalizacion retrograda de los endocannabinoides
(Tomado de Wilson y Nicoll., 2002)

La despolarizacion postsinaptica abre los canales voltaje-dependientes de Ca’*, el Ca*"
postsindptico después activa las enzimas que sintetizan los endocannabinoides a partir de los
precursores lipidicos. La activacion de los receptores postsinapticos mGLuR puede también
generar endocannabinoides, posiblemente por la activacion de la fosfolipasa C, generando el
diacilglicerol, que entonces se hidroliza por la diaglicerol lipasa para dar lugar al 2-
araquidonilglicerol. Los endocannabinoides después abandonan la célula postsinaptica y
activan los receptores presindpticos CB;. La activacion de la proteina G libera la Gg,, que
entonces inhibe directamente la entrada presinaptica de Ca®*, esto disminuye la probabilidad
de la liberacion de una vesicula del neurotransmisor (Wilson y Nicoll, 2002).

Los cannabinoides ejercen una amplia variedad de efectos tanto en el SNC como en
otros lugares periféricos y su uso clinico es limitado debido a dos razones importantes.
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Primero, los cannabinoides causan efectos secundarios centrales, tales como sedacion, la
debilitacion temporal de la memoria, y efectos psicotropicos (Iverson, 2003; Mariscano y
Lutz, 2006). En segundo lugar, la eficacia analgésica de los cannabinoides disminuye
progresivamente durante el uso repetido, un fenémeno designado a la tolerancia (De Vry y
col., 2004; Martin y col., 2004; Gonzalez y col., 2005; Rubino y col., 2005).

I1.2.3- Efectos de los cannabinoides y de los endocannabinoides
I1.2.3.1- Efecto inmunomodulator y antiinflamatorio

Los cannabinoides han demostrado diferentes efectos inmunomoduladores; a dosis
bajas, son inmunoestimulantes, y a dosis altas, inmunosupresores (Guzman y col., 2002;
Duran y col.,, 2004). Estos efectos requieren la intermediacion de receptores CB,, y
probablemente también VRI1, pero igualmente pueden ser independientes de receptores
(Klein, 2005). Se ha demostrado un aumento de la produccion de endocannabinoides, asi
como de la expresion de receptores CB,, en células inmunitarias estimuladas por bacterias o
por lipopolisacaridos, diversos estudios sugieren que los endocannabinoides serian

importantes moduladores de la quimiotaxis (Duran y col., 2004; Klein, 2005).

Por otra parte, los cannabinoides han demostrado un potente efecto antiinflamatorio en
diversos modelos de enfermedad, como neurodegeneracion, neuroinflamacion, enfermedad
inflamatoria intestinal o artritis. Este efecto antiinflamatorio se debe especialmente a la
inhibicion de la liberacion y la sintesis de citocinas (especialmente IL-1 y factor de necrosis
tumoral alfa [TNF-a]) (Duran y col.,, 2004; Klein, 2005), e incluye la inhibicion de la
expresion génica. Ademads, los cannabinoides ejercen efecto modulador sobre linfocitos T
helper (Guzman y col., 2002; Duran y col., 2004; Klein, 2005).

Evidencias recientes muestran también los efectos beneficiosos de los cannabinoides en
modelos experimentales de inflamacion aguda (Conti y col., 2002) y cronica como la artritis
reumatoide (Malfait y col., 2000) o en el caso de la diabetes autoinmune (Li y col., 2001).

El tipo de regulacion ejercida por los cannabinoides sobre la red de citoquinas parece
ser dependiente del grado de activacion celular, como lo indica el hecho de que el cannabinol
aumenta la liberacién de IL-2 en situaciones de activacion subdptima y la disminuye en los
casos de activacion maxima en linfocitos de bazo (Jan y col., 2001). Por otro lado, es
importante tener en cuenta que las acciones de los cannabinoides sobre la red de citoquinas
pueden ser vitales no s6lo a nivel del propio sistema inmune, sino también en multiples
patologias del sistema nervioso central (SNC) que cursan con alteraciones en la barrera
hematoencefalica y con procesos de inflamacion.
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Los cannabinoides actlian a través de los distintos mecanismos de los receptores CB; y
CB; para suprimir la hipersensibilidad mecéanica después del establecimiento de la
inflamacion crénica a dosis que producen cambios modestos en la hiperalgia termal. Los
efectos antihiperalgésicos aditivos fueron observados después de la co-administracion
profilactica de los agonistas selectivos de los receptores CB1 y CB2. Estos resultados
sugieren que las acciones antihiperalgésicas de los cannabinoides se puedan explotar para el
tratamiento de los estados inflamatorios del dolor (Gutierrez y col., 2007).

11.2.3.2- Efecto cardiovascular

Aunque los datos no son absolutamente concluyentes, parece que los cannabinoides
producen disminucion de la presion arterial en sujetos normotensos y también en animales
con hipertension  inducida por estimulos ambientales, esto ha dado pie al ensayo de
compuestos cannabinoides en el tratamiento de la hipertension inducida por el estrés.

El efecto més claro de la ingesta de THC o similares es el leve aumento del ritmo
cardiaco (Beaconsf y col., 1972) no perjudicial para una persona normal. E1 THC produce
vasodilatacion con tolerancia rapida y taquicardia refleja.

Los efectos sobre el sistema cardiovascular, como con cualquier sustancia, dependen de
la dosis, la via de administracion y la duracion del consumo. La presion sanguinea aumenta
ligeramente con el consumo ocasional. No hay indicios de que el THC tenga efectos directos
sobre la circulacion cerebral. Tampoco se producen cambios electrocardiograficos
sustanciales (Hardman y col., 1976), habiéndose observado taquicardias sensuales, si bien a
dosis elevadas pueden producir ligera hipotension ortostatica (Benowitz y col., 1979) aunque
por poco tiempo, alteracion electrocardiografica inespecifica del segmento ST y onda T y
extrasistoles ventriculares. También pudiera ocurrir la vasoconstriccion cutdnea y sensacion
de frio en extremidades por efecto reflejo compensador de los cambios hemodinamicos
(Cami, 1988).

Los cannabinoides son vasodilatadores, por un doble mecanismo: en primer lugar, por
modular la liberacion de catecolamina (Duran y col., 2004) y, en segundo lugar, por accion
directa sobre los receptores vanilloides (VR1) y posiblemente sobre otros receptores aiin no
definidos, que inducen la relajacion de la fibra muscular vascular mediante un mecanismo
dependiente de calcio y que conduciria a la hiperpolarizacion de dicha fibra muscular en
virtud de la apertura de canales de potasio (Begg y col., 2005).

El hecho de que este mecanismo vasodilatador sea especialmente potente en las arterias
mesentéricas ha hecho suponer a algunos autores que los endocannabinoides podrian
participar en la vasodilatacion esplacnica posprandial, que se pondria en marcha tras el
aumento de calcio extracelular que conlleva la absorcion de nutrientes (Begg y col., 2005).
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11.2.3.3- Efecto sobre la actividad motora

Unos de los tipos de patologias que mayor interés suscita en relacion a la posible
utilidad de los cannabinoides, son las enfermedades motoras, ya que se ha demostrado que el
sistema endocannabinoide participa en el control del movimiento, como lo hacen otros
neurotransmisores mas clasicos como la dopamina, el GABA o el glutamato (Consroe. 1998;
Safiudo-Pefia y col., 1999; Fernandez-Ruiz y col., 2002). Dos de las enfermedades motoras de
mayor incidencia, como son la enfermedad de Parkinson y el corea de Huntington, han
centrado la mayor parte de los estudios acerca de una posible utilidad de los cannabinoides
(Fernandez-Ruiz y col., 2002).

Los efectos motores provocados por la activacion de los receptores CB; con los
diferentes tipos de cannabinoides vegetales, sintéticos o enddgenos, son el resultado de la
capacidad de estas sustancias de interferir en la actividad de los tres principales
neurotransmisores implicados en la funcionalidad de los ganglios basales: dopamina, GABA
y glutamato.

Una de las enfermedades neurologicas donde los cannabinoides podrian tener una
prometedora accion terapéutica es la esclerosis multiple. Esta enfermedad es un desorden de
origen inmune que provoca diversas alteraciones a nivel neurologico, sobre todo al nivel
motor (espasticidad, temblor y ataxia), que se producen como consecuencia de una profunda
desmielinizacion y pérdida axonal (Riechman y Smith, 2001). Se ha visto que tanto la
activacion de los receptores CB; como de los CB; reduce la espasticidad de ratones con esta
enfermedad (Baker y col., 2000a). También origenan esta reduccion los inhibidores de la
recaptacion de los endocannabinoides (Baker y col., 2000b). Este dato junto con Ia
observacion de que estos ratones tienen niveles altos de endocannabinoides en el cerebro y la
médula espinal (Baker y col., 2003) y de que el desarrollo de la enfermedad en ratas produce
alteraciones de la densidad y/o activacion de los receptores CBj, ha sido interpretado como
indicativo de que la enfermedad provoca un aumento del tono enddégeno cannabinoide como

un mecanismo de proteccion frente al dafio neuroldogico.

También hay descritos efectos farmacologicos de los cannabinoides en otras patologias
motoras como son la disquinesia, la distonia (Ferndndez-Ruiz y col., 2002), Alzheimer, y
Parkinson (Consroe, 1998).

En la tabla se recoge un resumen de los efectos motores producidos por la
administracion de diferentes tipos de cannabinoides en animales de experimentacion. Estos
datos, en su conjunto, apoyan la idea de que el sistema endocannabionoide desarrolla un
importante papel a nivel de los ganglios basales, de forma que aquellas sustancias vegetales,
sintéticas o endogenas que activan directa o indirectamente los receptores CB; producen

efectos inhibitorios a nivel motor que se manifiestan por un aumento de la inactividad
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llegando incluso a la catalepsia (Romero y col., 1995; Gonzélez y col., 1999; Fernandez-Ruiz

y col., 2002).

Compuestos

Efectos motores

Cannabinoides vegetales A’-tetrahidrocannabinol

Cannabinol y cannabidiol

4 Actividad esponténea y estereotipada en ratas.

T Inactividad en ratas.

T Hipoquinesia inducida por reserpina en ratas.

{ Hiperactividad inducida por anfetamina en ratas.
Deterioro del control motor fino en ratas.
Induccion de catalepsia en ratones.

T Actividad motora a dosis bajas.

Producen inhibicion motora aunque de menor
magnitud.

Cannabinoides sintéticos CP55,940 y WIN55,212-2

Marcada inhibicién motora en ratas.
Induccion de rotaciones a dosis bajas en ratones.

Endocannabinoides Anandamida Inmovilidad en ratas.
(también analogos sinté- | Estereotipias en ratas.
ticos) 1 Actividad esponténea en ratas.
T Catalepsia inducida por muscimol en ratas.
Induccion de rotaciones a dosis bajas en ratones.
Metanandamida T Inactividad en ratas.

L Actividad espontinea y estereotipias en ratas.

Inhibidores de la recapta- AMA404, UCM707 y VDMI11
cion

 Actividad espontanea y T inactividad en ratas.

Antagonistas de los SR141716A

receptores

Bloquea los efectos motores de los agonistas CB;,
Produce estereotipias e hiperlocomocion.

Tabla 1: Efectos mas representativos a nivel motor de diferentes tipos de cannabinoides

en animales de experimentacion (Tomado de Fernandez-Ruiz y col., 2002).

Los agonistas de los receptores CB; también son capaces de potenciar el efecto de otras
sustancias que también reducen el movimiento, como el muscimol o la reserpina, o de atenuar
el efecto hiperlocomotor de sustancias como la anfetamina (Fernandez-Ruiz y col., 2002). Por
el contrario, el bloqueo de estos receptores con antagonistas produce hiperlocomocion. No
obstante, se debe mencionar que existen variaciones en cuanto a la magnitud y/o la duracion
de los efectos de los distintos tipos de cannabinoides vegetales, sintéticos o enddgenos,
variaciones que estan relacionadas con sus diferencias en cuanto a afinidad por los receptores,

potencia farmacologica y/o estabilidad metabolica.

Numerosos estudios desarrollados principalmente en la tltima década permiten realizar
la siguiente afirmacion:” el sistema endocannabinoide actlia como modulador a nivel de los
ganglios basales y participa, por tanto, en el control de la actividad motora”. Esta afirmacioén
deriva de las siguientes observaciones:
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e Los cannabinoides son capaces de producir importantes cambios en la
actividad motora en humanos y animales de experimentacion (Consroe, 1998;
Fernandez-Ruiz y col., 2002).

e Los cannabinoides alteran la funcionalidad de los tres neurotransmisores que
tienen una participacion mas destacada a nivel de los ganglios basales, es decir,
la dopamina, el GABA vy el glutamato (Safiudo-Pefia y col., 1999; Fernandez-
Ruiz y col., 2002).

e Los diferentes elementos que forman parte del sistema endocannabinoide, es
decir tanto los ligandos enddgenos como sus receptores, se encuentran
presentes de forma abundante en los ganglios basales (Bisogno y col., 1999;
Fernandez-Ruiz y col., 2002).

Otra de las evidencias a favor de que la actividad endocannabinoide juega un papel en el
control de la actividad motora es la importante presencia, en cantidad y calidad, de elementos
de este sistema, principalmente de los receptores CB; y de sus ligandos enddgenos, en las
diferentes estructuras que forman los ganglios basales, lo que explica el por que de los
marcados efectos motores de los agonistas CB;.

En relacion a la presencia de ligandos endocannabinoides en las estructuras motoras,
puede decirse que también estdn en concentraciones superiores a las que se miden en otras
regiones cerebrales, siendo particularmente abundantes en dos estructuras, el globo palido y la
substancia negra (Bisogno y col., 1999; Di Marzo y col., 2000).

11.2.3.4- Efecto antinociceptivo

Los agonistas de los receptores cannabinoides CB; y CB;, tienen -efectos
antinociceptivos en especies animales diferentes (raton, rata, conejo, perro y mono) (Pertwee,
2001). Estos efectos antinociceptivos de los cannabinoides se han puesto de manifiesto en
muchos modelos de comportamiento de nocicepcion: los modelos mecanicos que miden las
respuestas motrices, las pruebas quimicas de dolores abdominales inducidos por
fenilbenzoquinona (Welch y col., 1995). Estudios -electrofisiolégicos han confirmado

ampliamente estos efectos antinociceptivos (Chapman y col., 1999).

Los cannabinoides han sido igualmente efectivos en diferentes modelos de dolores
inflamatorios, como la hiperalgia inducida por carragenina (Mazzari y col., 1996), capsaicina
(Li y col., 1999), formalina (Calignano y col., 1998) y la inflamacién de la vejiga inducida
por turpentina (Jaggar y col., 1998). Los agonistas cannabinoides han demostrado también
una gran eficacia en los dolores de origen neuropatico, como el dolor inducido por la ligadura
unilateral del nervio ciatico (Mao y col., 1995; 2000).

59



Merroun.l Cannabinoides y sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide constituye un mecanismo de defensa biolodgico importante
contra el dolor agudo y patologico (Calignano y col., 1998; Rice, 2001). Los efectos
neuronales de los cannabinoides son mediados sobre todo por los receptores cannabinoides
(CB1), que son receptores acoplados a la proteina G (GPCRg) (Rice, 2001; Walter y
Hohmann, 2005; Mackie, 2006). Los cannabinoides atentian con eficacia la hipersensibilidad
nociceptiva en modelos de animales con dolor cronico (Rice, 2001; Walter y Hohmann, 2005;
Mackie, 2006).

Los receptores implicados en la actividad antinociceptiva de los cannabinoides pueden
ser cannabinoides y no cannabinoides (vanilloides) (Pertwee, 2001).

Basicamente, la antinocicepcion se debe a la activacion de los receptores cannabinoides,
sobre todo los CB;. De esta manera, se puede establecer una alta correlacion entre la potencia
antinociceptiva de una seric de agonistas cannabinoides, su capacidad para desplazar
radioligandos del receptor CB, y para inhibir la sefial de traduccion.

La actividad antinociceptiva cannabinérgica central se debe a la presencia de receptores
a nivel supraespinal y espinal. La administracion de agonistas cannabinoides permite la
disminucién de la intensidad de entrada del impulso nociceptivo en el cerebro al alterar el
sistema de control ascendente y descendente. Por lo tanto, se reduce la percepcion central del
dolor y el descenso de la actividad espontanea y evocada de los centros supraespinales por la
actuacion de un sistema descendente (Meng y col, 1998; Hohmann y col., 1999). La actividad
antinociceptiva de los cannabinoides es reducida aunque estd preservada en ratas
espinalizadas, lo que demuestra la participacion de los mecanismos espinales en esta
respuesta antinociceptiva (Hohmann y col., 1999). Una actividad antiniciceptiva de los
agonistas cannabinoides ha sido igualmente demostrada en conejos espinalizados (Clarke y
col., 2001).

La accion cannabinérgica periférica se confirma comprobando la antinocicepcion tras
la administracion intradérmica de agonistas CB; y CB; (Richardson y col., 1998; Malan y col,
2001). Existen sistemas de modulacion nociceptiva regulados por la accidon agonista-receptor
cannabinoide. La relacion mas importante es la que implica al sistema opioide (Manzanares y
col.,, 1999). Los mecanismos bioquimicos que explican la interaccion sinérgica entre el
sistema cannabinoide y opioide pueden relacionarse con la interaccion a nivel de la traduccion
de las sefiales causadas por el agonista opioide y cannabinoide y la liberacion o no de diversos
mediadores relacionados con la modulacién de la nocicepcion e inflamacion.

Es interesante mencionar que los cannabinoides y opioides inducen una inhibicién
gabaérgica de las neuronas que se proyectan desde la sustancia gris periacueductal y bulbo
ventromedial rostral al no permitir su liberacion (Vaughan y col., 1999), y facilitan la

liberacion de noradrenalina en neuronas descendentes (Lichtman y Martin, 1991; Pertwee,
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2001). Por otro lado, la administracién de cannabinoides aumenta la liberacion y sintesis de
péptidos opioides endogenos (Manzanares y col., 1999). De esta manera, la administracion de
agonistas del receptor cannabinoide CB; estimula la transmision opioidérgica
(fundamentalmente encefalinas, dinorfinas y [-endorfina). Este mecanismo implica la
potenciacion de la antinoocicepcion mediante la accidn sinérgica de opidceos y cannabinoides
y/o mediante la asociacion de agentes cannabinoides con inhibidores selectivos de la
degradacion de opioides (Fuentes y col., 1999).

Otras relaciones entre el cannabis y las sustancias moduladoras de la nocicepcion
implican al neuropéptido CGRP (péptido relacionado con el gen de la calcitonina), un
neuropéptido con funciéon algica (Richardson y col., 1998). Los cannabinoides modulan la
inflamacion neurogénica al inhibir la neurosecrecion del CGRP en las terminaciones centrales
y periféricas de fibras aferentes primarias. Los cannabinoides inhiben la produccion de
eicosanoides por lo que facilitan la antinocicepcion al actuar sobre mediadores de la
inflamacién (Martin, 1986).

I1.2.3.5- Efecto sobre el sistema nervioso central (SNC)

Los efectos de los cannabinoides sobre el SNC son los mas relevantes ya que
constituyen la base de su abuso y se asocian a algunas de las complicaciones mas frecuentes

tras el consumo agudo y crénico.

Efecto Consecuencia clinica

Efectos psicolégicos Euforia, bienestar, relajacién, somnolencia

Efectos cognitivos Alteracién de la memoria a corto plazo,
dificultad en la concentracién

Efectos sobre el rendimiento Empeoramiento tiempo reaccién y atencién.

psicomotor Incoordinacién motora

Efectos sobre la conduccién Empeoramiento conduccién.

de vehiculos Mayor riesgo de accidentes

Efectos sobre el suefio Somnolencia

Efectos sobre el apetito Aumento del apetito

Analgesia Disminucién del dolor

Tabla 2: Efectos centrales agudos del cannabis
(Tomado de Ministerio de Sanidad y Consumo, Comision Clinica de la Delegacion del
Gobierno para el Plan Nacional Sobre Drogas. Cannabis 2006).
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11.2.3.5.1- Efectos psicologicos agudos

Los preparados del cannabis se han utilizado desde hace mucho tiempo por sus
propiedades psicoactivas. El principal responsable de la actividad farmacoldgica psicoactiva
es el THC y su administracion produce efectos similares al cannabis en humanos (Wachtil y
col., 2002).

El consumo de cannabis produce generalmente un efecto bifasico. Tras una fase inicial
de estimulacion, euforia, bienestar, aumento de la percepcion, ansiedad (Maykut, 1985), le
sigue una fase donde predomina la sedacion (relajacion, somnolencia, suefio). Se produce una
agudizacion de las percepciones visuales, auditivas y tactiles, asi como una ligera distorsion
del espacio y tiempo. También aparece risa facil y locuacidad e incremento de la sociabilidad
en un entorno social. Paralelamente se altera la memoria reciente, y existe dificultad en la
concentracion, disminucion de la atencion e incoordinacion motora (Ahston, 2001; Abanades
y col., 2005).

El uso aislado en sujetos sensibles, inexpertos o predispuestos produce episodios breves
de ansiedad, panico, depresivos o maniformes, despersonalizacion y desrealizacion, conductas
bizarras y autoheteroagresivas, delirios o alucinaciones (Fehr y Kalant, 1983; Negrete, 1984;
Hollister, 1988; Adams y Martin, 1996).

También ha sido descrito un estado psicotico con sintomas esquizofrénicos y maniacos
con una duracidon de semanas o meses, la llamada “psicosis cannabica” (Ghodse, 1986), cuya
existencia esta en discusion (Thomas, 1983), aunque estudios recientes parecen confirmar su
existencia (Nufiez Dominguez y Gurpegui, 2002), que puede cronificarse con la esperanza de
que esta sustancia le libre de los sintomas que padece.

Actualmente disponemos de varias revisiones sistematicas de los estudios publicados
sobre la asociacion entre consumo de cannabis y psicosis (Arseneaut y col., 2004; MacLeod y
col., 2004; Smit y col, 2004; Semple y col., 2005; Henquet y col., 2005; Fergusson y col.,
2005). Globalmente estos estudios muestran que el consumo de cannabis puede aumentar en
2-3 veces el riesgo de aparicion psicosis a lo largo de la vida.

Se han descrito una serie de mecanismos biologicos que pueden explicar todo esto. Los
mas probables implican los efectos del THC en la regulacion de la dopamina en el cerebro. La
hipdtesis dopaminérgica de la esquizofrenia propone que los sintomas psicoticos estan
causados, al menos en parte, por un aumento en la transmision dopaminérgica por las
terminales nerviosas que proyectan en el sistema limbico y en el neocortex. Hay evidencia
que la estimulacion de los receptores cannabinoides por el THC pueden aumentar la
liberacion de dopamina (Cheer y col., 2004).
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Otro mecanismo implicado puede ser la sensibilizacion dopaminérgica inducida por el
consumo regular de cannabis, en la que los sujetos se hacen progresivamente mas vulnerables
a las alteraciones cognitivas y perceptivas inducida por la dopamina y progresan a sintomas
psicoticos completos (Howes y col., 2004). En general se puede afirmar que los estudios
neurobiologicos sobre los efectos del cannabis en el SNC sugieren claramente que esta
sustancia afecta el sistema dopaminérgico, el cual tiene un papel clave en el desarrollo de los
sintomas psicoticos (Fergusson y col., 2006).

I1.2.3.5.2- Efectos cognitivos

Uno de los efectos comportamentales mas comuinmente informados de los
cannabinoides es el deterioro que estas sustancias producen en procesos de aprendizaje y
memoria. Existen muchos datos en la literatura que demuestran que los cannabinoides
perjudican los procesos cognitivos (aprendizaje y memoria) tanto en humanos como en
primates y en roedores.

El uso diario y durante periodos prolongados de cannabis puede producir deficiencia en
la memoria, en la atencion, la capacidad psicomotora y la velocidad de procesamiento de la
informacion (Iverson, 2003). Estas alteraciones parecen relacionarse con cambios funcionales,
del flujo sanguineo, y metabolicos en regiones prefrontales y cerebrales que se observan en
estudios de neuroimagen en usuarios cronicos de cannabis (Pope y col., 1995; Rogers y col.,
2001; Verdejo-Garcia y col., 2004; Lundqvist, 2005).

Los efectos agudos de los cannabinoides sobre la memoria se cree que son debidos a sus
efectos directos sobre el hipocampo. Diversos estudios comportamentales indican que existe
una conexion entre el déficit de memoria mediado por cannabinoides y el deterioro de la

funcién del hipocampo.

Una explicacion alternativa para los efectos negativos de los cannabinoides sobre
procesos cognitivos implica al sistema colinérgico septohipocambal. Se considera que este
sistema juega un papel central en la adquisicion y almacenamiento de informacion. Hay datos
que sugieren que los cannabinoides interaccionan con el sistema colinérgico septohipocampal.
Asi, los cannabinoides inhiben la liberacion de acetilcolina en el hipocampo de rata tanto en
vitro (Gifford y Sabih, 1996) como in vivo (Gessa y col., 1997). Por contraste, la liberacion de
acetilcolina hipocampal es aumentada por el antagonista del receptor CB; asi como en ratones
deficientes en receptor CB; (Kathmann y col., 2001). Estos datos sugieren que la actividad

hipocampal colinérgica puede mediar los efectos de los cannabinoides sobre la memoria.

Hay datos que demuestran que la liberacion del neuropéptido CCK en el hipocampo se
relaciona con la adquisicion de la memoria espacial en ratas. Un estudio mas reciente indica
que el agonista cannabinoide WIN 55,212-2 induce una fuerte inhibicion de la liberacion

63



Merroun.l Cannabinoides y sistema endocannabinoide

(inducida por potasio) de CCK por neuronas hipocampales (Beinfeld y Connolly, 2001). Por
tanto, la inhibicion de la liberacion de CCK mediada por el receptor CB; en el hipocampo
podria también contribuir a los defectos de aprendizaje y memoria producidos por los

cannabinoides.

Existen también datos que indican que el sistema dopaminérgico estd implicado en el
déficit cognitivo inducido por cannabinoides (Chaperon y Thiébot, 1999). Se ha encontrado
que el sulpiride, un antagonista del receptor D, de dopamina, bloqueaba tanto la inhibicion de
la concentracion de acetilcolina hipocampal como el déficit de memoria (Laberinto en T)
inducido por el THC. Segun estos resultados, el deterioro de la memoria y la inhibicion de la
concentracion de acetilcolina extracelular en el hipocampo estarian mediados por la
activacion concomitante de los receptores D, dopaminérgicos y CB; cannabinoides. También
se ha propuesto que durante un tratamiento cronico con THC, la hiperactividad del sistema
dopaminérgico en areas limbicas y corticales podria ser responsable del déficit de memoria
persistente que se observa durante un tratamiento crénico con THC o en abusadores de

cannabis.

Los ratones deficientes en receptores CB1 (Knockout) muestran una PLP aumentada,
(concepto de potenciacidon a largo plazo que se refiere al aumento y facilitacion de larga
duracion de la transmision sindptica producida tras una estimulacion breve pero de alta
frecuencia), (Bohme y col., 2000), asi como una mejor retencion de memoria en un test de
reconocimiento de objetos. Ademads, muestran un aumento significativo en las respuestas
condicionadas producidas en un modelo de evitacién activa, lo que también sugiere una
mejora en los procesos de aprendizaje y memoria (Martin y col., 2002). Por tanto, estos
estudios con ratones deficientes en receptor CB; apoyan la hipotesis de que en condiciones
fisiologicas esta presente un tono cannabinoide endogeno que estd implicado en la
modulacion de los procesos de aprendizaje y memoria.

I1.2.3.5.3- Efecto neuroprotector

Diversos estudios en los ultimos afios sugieren que los cannabinoides podrian
desarrollar un importante papel en la neuroproteccion, tanto ante los procesos
neurodegenerativos agudos como el dafio cerebral hipoxico-isquémico o el traumatico, como
antes procesos cronicos como la esclerosis multiple, la enfermedad de Parkinson o la de
Alzheimer (Mechoulam y col., 2002; Baker y col., 2003).

Varios efectos fisiologicos de los cannabinoides justificarian su posible papel en la
encefalopatia hipoxico-isquémica neonatal (EHIN). Es conocido que tras un episodio
hipoxico-isquémico, la disfuncion de las bombas idnicas, con la consiguiente alteracion de la
polaridad transmembrana, permite la entrada de masivas cantidades de calcio en la neurona, lo

que activa diferentes enzimas destructivas (Martin y Martinez- Ogrado, 2000), la disfuncién
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de las bombas permite asimismo la acumulacion de neurotransmisores excitotoxicos, como el
glutamato, que diversos estudios (Fernandez-Lopez y col., 2005), han sefialado como una
pieza de extraordinaria importancia en la cascada neurotdxica (Martin y Martinez-Ogrado,
2000; Fernandez-Lopez y col., 2005).

La acumulacion de glutamato crece progresivamente, como causa y efecto de un
aumento de la entrada de calcio en la célula, asimismo, el glutamato coadyuva a la activacion
de la sintesis de citocinas, como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), asi como a la
induccién de la sintetasa de 6xido nitrico inducible (NOS) (Fernandez-Lopez y col., 2005),
que conduce a la produccion de masivas cantidades de NO (Martin y Martinez-Orgado,
2000), tanto citocinas como NO resultan lesivos para la neurona. Finalmente, durante la fase
de reperfusion la llegada de grandes cantidades de radicales libres de oxigeno inicia un
proceso de estrés oxidativo, ampliado y agravado por el NO, asi como por la llegada de
células inflamatorias activadas que liberan mas radicales libres y mas citocinas (Martinez-
Orgado y col, 2005).

En este escenario, los cannabinoides aportan, como primer efecto positivo, el de reducir
sustancialmente la entrada de calcio en la neurona (Freund y col., 2003; Howlett y col., 2004;
Stella, 2004), Ademas, los cannabinoides son antioxidantes, vasodilatadores,
inmunomoduladores y potencian la actividad de los astrositos (Stella, 2004; Mechoulam y
col., 2002; Baker y col., 2003). Estos datos explican resultados que demostran que el agonista
de los receptores cannabinoides WIN 55,212-2 ejerce un potente efecto neuroprotector en
ratas recién nacidas (Martinez-Ogrado y col, 2003).

Los endocannabinoides, anandamida y 2-araquidonoilglicerol ejercen también un papel
neuroprotector in vivo en modelos de dafo cerebral por excitotoxicidad o trauma mecanico,
respectivamente (van der Stelt y col., 2001b; Panikashvili y col., 2001). Ademads, como ocurre
en los procesos de lesion cerebral, la sintesis de endocannabinoides se activa por un aumento
en la concentracién citoplasmatica de Ca®", lo que podria ejercer una funciéon neuroprotectora
(Piomelli y col, 2000; Hansen y col., 2001). Todos estos hallazgos han conducido a la
propuesta de que una de las funciones biologicas maés relevantes del sistema
endocannabinoides seria la neuroprotectora (Piomelli y col, 2000, Porter y Felder, 2001;
Mechoulam y col., 2002). Las caracteristicas de los endocannabinoides han conducido a
varios autores a postular que el cannabinoide podria constituir un sistema natural de
neuroproteccion (Mechoulam y Lichtman, 2003).

El THC y el WIN 55,212-2 protegen las neuronas hipocampales contra la
excitotoxicidad inducida por un patrén aberrante de la actividad sindptica glutamatérgica. La
exposicion prolongada al WIN 55,212-2 o al THC desensibiliza la inhibicion de la actividad
sinaptica mediada por los receptores CB1, y disminuye la neuroproteccion producida por
cualquier droga. El efecto de la eficacia del agonista y la desensibilizacion del receptor CB1
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en la supervivencia neuronal son factores importantes a considerar en la modulacion de la
sefalizacion de los receptores cannabinoides (Gilbert y col., 2007).

Los cannabinoides desempefian un papel neuromodulador como mensajeros retrogrados
inhibiendo presinapticamente los canales de Ca®" sensibles a voltaje dependiente y con ello la
liberacion de diversos neurotransmisores (Wilson y Nicoll, 2001), entre ellos el glutamato,
que cuando se produce en exceso posee efectos neurotoxicos bien demostrados (Piomelli y
col., 2000; Schlicker y Kathman, 2001). Aparte de este efecto sobre las propias neuronas, los
cannabinoides podrian ser neuroprotectores por su propia naturaleza antioxidante (Hamspon y
col., 1998) o por sus acciones sobre las células de glia, que modulan la funcién neuronal en el
cerebro. Entre estas ultimas acciones podriamos destacar la inhibicion de la produccion de
6xido nitrico y citoquinas proinflamatorias, el bloqueo de la sefializacion de Ca*" a través de
las uniones en hendidura, y el aumento en el aporte de nutrientes a las neuronas (Guzman y

col., 2001), asi como el propio efecto glioprotector.

Los cannabinoides han demostrado un efecto inductor de apoptosis en células en
cultivo, especialmente en precursores gliales (Guzman y col., 2002). Este efecto, relacionado
con la estimulacion de la produccion de ceramida y la expresion de genes de respuesta rdpida,
parece muy dependiente del grado de diferenciacion celular, lo que ha motivado la
investigacion del posible uso de los cannabinoides en el tratamiento de tumores de baja
diferenciacion, como los gliomas o el adenocarcinoma de mama (Guzman y col., 2002; Duran
y col., 2004).

Un nuevo papel de los cannabinoides es su implicacion en la fiebre inducida por los
lipopolisaccharidos (LPS) bacterianos. Los resultados de Benamar y colaboradores (2007)
han demostrado que los cannabinoides interaccionan con la inyeccion sistémica de los LPS
bacterianos e indican un papel del receptor CB; en la patogénesis de la fiebre inducida por los
LPS.

I1.2.3.6- Efecto sobre el aparato digestivo
I1.2.3.6.1- Efecto sobre la ingesta

El THC y otras agonistas cannabinoides producen sensacion de apetito y un efecto
antiemético que pudiera ayudar en el incremento de ingesta en personas con algun grado de
anorexia, de interés en los casos de sida, de anorexia nerviosa 6 cancer terminal ampliamente
demostrado desde los trabajos de Hollister (1971) hasta los de Randall (1990).

Los receptores cannabinoides CB; estan implicados fuertemente en la regulacion de la
ingesta (Di Marzo y Matias, 2005; Wiley y col., 2005). Estos receptores estan presentes en el
SNC y en los sistemas periféricos. En el cerebro, los receptores CB; se han identificado en las
estructuras responsables de la recompensa y del balance energético (Cota y col., 2003; Robbe
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y col., 2003; Pickel y col., 2004). Mientras en los sistemas periféricos, se han identificado en
el intestino (Croci y col., 1998; Kulkarni-Narla y Brown, 2000; Coutts y col., 2002), asi como
en los hepatocitos (Osei-Hyiaman y col., 2005) y en el tejido adiposo (Bensaid y col., 2003;
Cota y col., 2003).

La administracion de las agonistas de estos receptores CB; como THC, WIN 55,212-2,
los endocannabinoides, anandamida y 2-arachidonilglicerol (2AG), produce un aumento de la
ingesta en humanos (Hart y col., 2002) y en animales (Williams y Kirkham, 2002; Berry y
Mechoulam, 2002; Gémez y col., 2002), mientras los antagonistas dismiuyen la ingesta y
producen un efecto hipofagico, entre ellos el SR 141716A (Verty y col., 2003; McLaughlin y
col., 2003; Kirkham y Williams, 2004; Verty y col., 2004; Jarbe y DiPatrizio, 2005) y el AM
251 (Shearman y col., 2003; Hildebrant y col., 2003; Chen y col., 2004; Chambers y col.,
2004; Chambers y col., 2005; Rodgers y col., 2005; McLaughlin y col., 2005). Este efecto es
dosis dependiente (Vickers y col., 2003; Bensaid y col., 2003).

Recientemente, un andlogo de A’-tetrahidrocannabinol, con una alta afinidad para los
receptores cannabinoides CB;, fue desarrollado, este "antagonista silencioso" llamado O-
2050 inhibe la ingesta y también la actividad locomotora (Gardner y Mallet, 2006).

El antagonista SR141716A disminuye el consumo de alimento con buenas propiedades
organolépticas en ratas (Rinaldi-Carmona y col., 1994; Arnone y col., 1997; Carai y col.,
2004), atenua el consumo de alcohol en ratones (Wang y col., 2003), e inhibe el efecto
orexigénico de anandamida en ratas (Williams y Kirkham, 1999). El SR141716A es
particularmente potente en la inhibicion de la ingesta en animales genéticamente obesos tales
como ratones ob/ob, ratones db/db, ratas fa/fa Zucker y animales alimentados con dietas altas
en grasas (Di Marzo y col., 2001; Vickers y col., 2003). Un estudio reciente mostro que el
tratamiento agudo y cronico con SR141716A (10mg/kg, i.p.) activa la termogénesis en
ratones obesos, segin lo revelado por un aumento en el consumo de oxigeno (Liu y col.,
2005). Este efecto estaba acompafiado por un aumento en la absorcion de la glucosa inducido
por el SR141716A en el musculo esquelético aislado, sugiriendo un efecto de este antagonista
en la homeostasis de la glucosa.

Recientes evidencias en ratas sugieren que el antagonista SR141716A puede inducir la
evitacion del gusto condicionado, que es una disminucién del consumo de alimento después
de asociar el alimento con un estimulo potencialmente aversivo (De Vry y col., 2004).
Ademas, Parker y Mechoulam (2003) han encontrado que la inyeccion de la dosis de 2.5
mg/kg de SR141716A reforzaron las reacciones condicionadas del rechazo a la sacarina que
fueron producidas por la coadministracion del litio. Estos resultados sugieren la posibilidad de
que el efecto anoréxico del SR 141716A se debe a la induccion de nduseas.
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La deplecion del gen que codifica los receptores CB; se ha asociado a una disminucion
de la ingesta en ratones knokout privados de comida (Ledent y col., 1999; Zimmer y col.,
1999) que comen menos que los ratones controles (Di Marzo y col., 2001; Cota y col., 2003),
asi como una disminucion de la masa de grasa y del peso corporal (Cota y col., 2003).
Actualmente, los ratones knokout son el tnico roedor genético dirigido para expresar un
fenotipo magro. La pérdida del peso en estos animales se asocia a una reduccion de la ingesta
diaria, y de la sintesis y el almacen de grasa (Cota y col., 2003; Ravinet-Trillou y col., 2004;
Jbilo y col., 2005; Osei-Hyiaman y col., 2005).

También se demostré un efecto de la administracion cronica de las agonistas y
antagonistas de los receptores CB;. El efecto hipofagico del antagonista AM 251 fue descrito
por Chambers y colaboradores (2004; 2005) a dosis de 1.25, 2.5, 1 y Smg/kg, y Hildebrandt y
colaboradores (2003) a dosis de 3 y 30mg/kg, los cuales observan una disminucioén
significativa de la ingesta dosis dependiente tras la administracion cronica del farmaco. Otros
autores (Colombo y col, .1998; Bensaid y col., 2003; Ravinet-Trillou y col., 2003; Vickers y
col., 2003) han confirmado este efecto inyectando el antagonista de los receptores
cannabinoides SR 141617 a dosis de 2.5 y 10mg/Kg. Este efecto hipofagico produce una
pérdida del peso corporal de los animales sugierendo que este antagonista pueda tener cierta
utilidad en el tratamiento de la obesidad (Van Gaal y col., 2005).

Los endocannabinoides parecen tener un papel importante en los sistemas que regulan
el apetito y el peso corporal. La activacion de los receptores CB; por los endocannabinoides
se considera como un factor central en el control neuronal del apetito (Harrold y col., 2002 a,
b). Un trabajo mas reciente, sin embargo, ha implicado fuertemente un papel del sistema
endocannabinoide en el comportamiento alimentario en roedores (Ravinet Trillou y col.,
2003; 2004) asi como en ser humano. La implicacion de los endocannabinoides en la
regulacion de la ingesta esta vinculada a la presencia de la leptina en plasma (Di Marzo y col.,
2001). Los resultados obtenidos por Di Marzo y col., 2001 han demostrado que las senales
defectuosas de leptina se relacionan con la presencia de niveles elevados de
endocannabinoides en el cerebro de los ratones obesos db/db y ob/ob.

Williams y Kirkham han demostrado que la anandamida, via receptores CB;, produce
hiperfagia en ratas y que su efecto sobre el apetito puedo ser variable dependiendo de la dosis
y de las circunstancias experimentales (Williams y col., 1999). Otro estudio puso en evidencia
que la anandamida a dosis bajas provoca una disminucion significativa en la concentracion en
téjido de noradrenalina, dopamina y de serotonina a nivel del hipotalamo en ratas sometidas a
un régimen de consumo de alimento restringido (40%) (Hao y col., 2000) sin olvidar que su
administracion en el hipotdlamo y precisamente en el VMH, estimula la ingesta (Jamshidi y
col., 2001).
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El mantenimiento de la homeostasis energética y del peso corporal implica la regulacion
coordinada del comportamiento en relacion al apetito y al metabolismo energético periférico
(Seeley y Woods, 2003), tal como se demuestra la capacidad de la leptina de reducir el apetito
para regular el metabolismo de la grasa en el higado (Cohen y col., 2002). Los
endocannabinoides son mediadores lipidicos que modulan el comportamiento en relacion al
apetito a través la activacion de los receptores CB; (Williams y Kirkham, 1999; 2002).
Estructruras hipotdlamicas, y terminales de nervios sensoriales periféricos han estado
implicados en mediar el efecto orexigénico de los endocannabinoides, que es reforzado por el
hambre o en la hiperfagia asociada a la obesidad (Di Marzo y col., 2001; Kunos y col., 2002;
Vickers y col., 2003) y antagonizado por el bloqueo de los receptores CB;. De hecho, los
antagonistas del receptor CB; demuestran capacidad en el tratamiento de la obesidad (Vastag,
2003).

Los ratones deficientes en receptores CB; son resistentes a la obesidad inducida por la
dieta aunque su ingesta caldrica total sea similar al grupo control, que llegan a ser obesos con
la misma dieta (Ravinet-Trillou y col., 2004), esto sugiere que los endocannabinoides y los
receptores CB; regulan el metabolismo energético. De hecho, los adipocitos expresan los
receptores CBy, el estimulo de los cuales puede afectar el metabolismo de la grasa regulando
el nivel de la adiponectina (Bensaid y col., 2003), hormona derivada de los adipocitos, o
aumentando la actividad de la lipoproteina lipasa (Cota y col., 2003).

Recientemente, otros autores han demostrado que los endocannabinoides también tienen
el higado como su tejido diana, donde la activacién de los receptores CB; produce un
aumento en la sintesis de acidos grasos con la induccion del factor de transcripcion
lipogénica SREBP-1c y de su grupo de enzimas dianas ACC1 y FAS (Osei-Hyiaman y col.,
2005). Los resultados también sugieren que la activacion de esta via por el agonista endogeno
anandamida en el higado tiene un papel dominante en el desarrollo de la obesidad inducida
por la dieta y en el higado graso. Las mismas vias moleculares son inducidas por la activacion
de CB; en el hipotalamo, donde la inhibicién de FAS se ha demostrado previamente para dar
lugar a una anorexia profunda (Loftus, 2000; Kim y col., 2002). Asi, éstos resultados sugieren
que la misma via molecular estd implicada en los efectos apetitivos centrales y los efectos

anabolicos periféricos de los cannabinoides.

Se han presentado varias lineas de la evidencia de que los endocannabinoides actuan
directamente en el higado para estimular la sintesis de la grasa, y se demostrd por primera
vez, la presencia de los receptores CB; en los hepatocitos usando una combinacion de
técnicas (Osei-Hyiaman y col., 2005).

Estos datos, junto con el papel neuromodulator de los endocannabinoides establecido a
través de los receptores CB; (Di Marzo y col, 2004), sugirieron que el sistema

endocannabinoide del cerebro controla la ingesta en dos niveles: Primero, refuerza
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tonicamente la motivacion para encontrar y para consumir los alimentos, posiblemente
obrando reciprocamente con las vias mesolimbicas implicadas en el mecanismo de la
recompensa. En segundo lugar, se activa a demanda en el hipotalamo después de la privacion
a corto plazo del alimento y después regula transitoriamente los niveles y/o la accion de otros
mediadores orexigenicos y anoréxicos para inducir el apetito.

Se ha sugerido que tras la privacion del alimento, un nivel elevado de los
endocannabinoides estd ligado a los niveles elevados de grelina en la circulacion sanguinea.
Esto puede ser la base de algunos de los efectos orexigenicos de este péptido cuando se
inyectada en el hipotdlamo de la rata, efectos que estdn en hecho bloqueados por el
antagonista de los receptores CBj, el SR141716A (Tucci y col., 2004).

El sistema endocannabinoide puede influenciar la ingesta regulando la expresion y/o la
accion de varios mediadores anoréxicos y orexigenicos hipotalamicos. Los receptores CB; se
colocalizan con la hormona CRH en el ntcleo paraventricular (PVN), con la hormona
concentrada de la melanina en el hipotdlamo lateral, y con la orexina en el hipotdlamo
ventromedial (Cota y col., 2003; Horvath, 2003). La deplecion genética de los receptores CB;
aumenta la expresion de CRH, sefialando a una inhibicién tonica de la expresion de este
mediador anoréxico por los endocannabinoides. Adicionalmente, en el PVN, los
endocannabinoides postsinapticos inhiben retrogradamente la liberacion glutamatergica de las
neuronas presinapticas, asi mediando la inhibicion rapida, inducida por la corticosterona, y de
la hormona CRH en este nucleo (Diy col., 2003).

Poco se sabe del mecanismo de accion a través del cual los cannabinoides producen su
conocido efecto orexigénico. Al ser el neuropéptido Y es uno de los factores orexigénicos
mas potentes y un mediador principal en el control hipotalamico de la ingesta. Gamber y
colaboradores (2005) han examinado el efecto de la inyeccion del agonista de los receptores
cannabinoides el CP55, 940 y el agonista inverso AM 251 sobre la liberacion del NPY, sus
resultados han demostrado que los cannabinoides aumentan la liberacion del NPY por el
hipotalamo lo que podria tratarse de un mecanismo potencial para explicar la actividad
orexigénica de los cannabinoides.
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Presynaptic neuron
CRH, CART
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QOrexin-1 receptor

Postsynaptic neuron

Figura I1,5: El sistema endocannabinoides en las neuronas
(Tomado de Di Marzo y Matias, 2005)

CRH: Hormona liberadora de corticotropina

CART: Peptido regulador de la Transcripcion de la anfetamina y cocaina
MAGL: monoacilglicerol lipasa

DAGL: Diacilglicerol lipasa

NAPE-PLD: N- acetil fosfatoetanolamina

NATrPE: N-araquidonil- fosfatidil etanolamina

6-PUFAS : Acidos grasos 6 polisinaturados derivados de la dieta

El estimulo de los receptores CB; también causa la sensibilizacion de los receptores
orexina-1 cuando las dos proteinas se expresan en la misma célula, con la mejora subsecuente
de la posible accion inductora del apetito de las orexinas (Hilairet y col., 2003). No se
encontré ninguna co-expresion de los receptores CB; y del neuropeptido Y, pero parece que
la activacion de los endocannabinoides a consecuencia de NPY media algunos de sus efectos
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orexigénicos, que, por consiguiente, estdn atenuados por la inhibicion farmacologica o
genética de los CB;. En contraste, el antagonista SR141716A es eficaz como agente
anoréxico tanto en el grupo control como en ratones deficientes de NPY (Di Marzo y col.,
2001).

Finalmente, los receptores CB; parecen inhibir también el efecto anoréxico de los
receptores melanocortina-4 (Verty y col., 2004). Referente al sistema mesolimbico, la
evidencia apoya la hipotesis de que los endocannabinoides aumentan el deseo para comer
aumentando la liberacion de la dopamina en los ntcleos accumbens, o sinergizando la accién
de los opiodes a través de mecanismos no definidos hasta ahora (Rowland y col., 2001;
Williams y Kirkham, 2002; Chen y col., 2004).

El sistema endocannabinoide del cerebro parece ser muy importante en el control de la
ingesta en roedores jovenes y ain mas en los ratones recién nacidos, donde el bloqueo
farmacoldgico de los receptores CB; en el primer dia postnatal (PND1) conduce a la
supresion de la ingestion de la leche de las crias y eventual a la muerte (Fride, 2004). Los
ratones recién nacidos que carecen a los receptores CB; también ingieren menos leche, pero
con consecuencias menos mortales (Fride, 2004). Esta observacion es particularmente notable
porque los niveles 2-AG se aumentan en el cerebro de la rata en PNDI y se encuentran en
leche altas concentraciones de 2AG (Di Marzo, 1998).

Otro punto de comprobacion en el cual el sistema endocannabinoide actiia sobre la
ingesta ocurre en el nervio vago que conecta el aparato gastrointestinal con los nucleos de la
médula y del tallo cerebral implicados en el control de la saciedad. En la rata, la privacion del
alimento aumenta los niveles de anandamida en el duodeno. Aqui el endocannabinoide puede
reducir la saciedad actuando sobre el nervio vago, segiin lo sugerido por la accidon anoréxica
de la administracion periférica del SR141716A y por la desaparicion de esta accion después
de la destruccion de los nervios vagales sensibles a la capsaicina que también media saciedad
inducida por la colecistokinina (CCK) (Goémez y col., 2002).

Existe una relacion entre la sensacion de saciedad producida por el CCK y los
receptores endocannabinoides. La privacion del alimento aumenta la expresion de los
receptores CB; en las neuronas del ganglio nodular de la rata, que expresan receptores CCK-1
y que se proyecta al duodeno. La realimentacion o el tratamiento con CCK reestablece los

niveles altos de los receptores CB; en estas neuronas (Burdyga y col., 2004).

Burdyga y colaboradores (2004) sugieren que la CCK disminuye los niveles de
receptores CB; en las neuronas aferentes del vago, y asi disminuyendo la capacidad de los
endocannabinoides a mejorar el apetito. Estos autores también sugieren que el ayuno

suprimiria la sensacion de saciedad al aumentar los niveles de los receptores CB1 en las
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neuronas intestinales y desbloqua el efecto inhibidor que causa la CCK sobre dichos
receptores, asi desinhibiendo el sistema endocannabinoide en el nervio vago.

Finalmente, al encontrar los niveles alterados de endocannabinoides en la sangre de
mujeres con anorexia nerviosa y desorden en la ingesta, pero no la bulimia nerviosa
(Monteleone y col., 2005), la investigacion futura debe también tratar el papel y la regulacion
posibles del sistema endocannabinoide en estos desordenes. Un estudio reciente (Sipe y col.,
2005), demostrdé que el exceso sobre peso en seres humanos estd asociado a un
malfuncionamiento de una de las enzimas que degradan los endocannabinoides, postulando la
hipoétesis de un sistema endocannabinoide hiperactivo como posible causa de la obesida.

11.2.3.6.2- Efecto sobre las secreciones gastrointestinales

Los receptores CB; se han encontrado en el sistema digestivo (Pertwee, 2001), donde
median varias funciones, incluyendo la inhibicion de la secrecion del acido gastrico (Coruzzi
y col., 1999; Adami y col., 2002), la contractilidad y el vaciado gastrico (Izzo y col., 1999;
Krowicki y col., 1999), la motilidad intestinal (Landi y col., 2002; Casu y col., 2003), y la
secrecion (Izzo y col., 2003), asi como aumento de la defensa mucosal géstrica (Germano y
col., 2001).

En distintos estudios, se ha demostrado que la immunoreactividad a los receptores CB,
estaba presente en los elementos neuronales que inervan el musculo liso, la mucosa y los
vasos sanguineos submucosales (Adami y col., 2002). De acuerdo con esto, el receptor CB;
fue localizado en neuronas periféricas del plexo mientérico en diversas especies animales
(Griffin y col., 1997; Kulkarni-Narla y Brown, 2000; Pinto y col., 2002).

Se ha demostrado el efecto inhibidor de la secrecion gastrica de las agonistas de los
receptores CB; inducido por la pentagastrina y 2-deoxi-D-glucosa in ratas anestesiadas
(Adami y col., 2002; 2004), mientras no se observo este efecto cuando la secrecion gastrica
esta inducida por la histamina. Estos datos confirman y amplian los estudios anteriores que
indican que los agonistas de los receptores CB; redujeron los efectos secretores tras una sola
administracion de la pentagastrina (Coruzzi y col., 1999; Adami y col., 2001). La ausencia del
efecto sobre la secrecion gastrica inducida por la histamina excluye la presencia del receptor
CB, en las células parietales. Esto apoya la posibilidad de un control de la secrecion acida
estimulada vagalmente modulado por los receptores CB;.

Sin embargo, el papel significativo del sistema nervioso central en la regulacion de la
secrecion gastrica que se debe de una parte a la presencia de los cannabinoides enddgenos en
el cerebro y también, a la distribucion de los receptores CB; en las areas del cerebro que
controlan las funciones gastrointestinales, tales como el complejo vagal dorsal (Taché, 1987;
Wenger y Moldrich, 2002), sugiere la posibilidad que los cannabinoides puedan influir en la
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secrecion  géstrica también por los mecanismos centrales. La administracion
intracerebroventricular de las agonistas WIN 55,212-2 y HU-210 podia modificar la secrecion
gastrica inducida por la pentagastrina (Adami y col., 2001).

El agonista de los receptores CBj, el WIN 55,212-2 reduce las ulceras gastricas
inducidas por el stress en ratas (Germand y col., 2001). Este efecto esta contrarrestado por el
antagonista SR141716A pero no por el SR144528 (antagonistas de los receptores CB; y CB;
respectivamente), eso indica la implicacion de los receptores CB;. El efecto antiulcerativo del
WIN 55,212-2 se podria relacionar con su efecto antisecretorio (Izzo y col., 2001; Di Carlo y
Izzo, 2003).

Los agonistas de los receptores cannabinoides también reducen la acumulacion del
fluido intestinal in vivo (Izzo y col., 1999a; Tyler y col., 2000; Pertwee, 2001). Sin embargo,
no se sabe si este efecto de los cannabinoides sobre la acumulacion del fluido implicé una
accion inhibitoria directa sobre el transporte mucosal, produciendo cambios en la motilidad
intestinal, o era debido a los cambios en el flujo intestinal sanguineo. Todo esto podia

producir la inhibicion significativa de la acumulacion del fluido intestinal.

Los resultados de Tyler y colaboradores (2000), sugieren que los agonistas de los
receptores cannabinoide puedan producir sus efectos antisecretorios a través de un mecanismo
neuronal, que con toda probabilidad, implican la inhibicion de la secrecion del acetilcolina de
las neuronas del plexo submucosal.

Recientemente se ha demostrado que anandamida, a través de la activacion de los
receptores CBj, inhibe la secrecion intestinal en ratones tratados con la toxina de célera (Izzo
y col., 2003). La administracion por via oral de la toxina de colera aumenta la acumulacion
del fluido intestinal en ratones y este aumento se asocia con el aumento de los niveles de
anandamida y la expresion de la mRNA de los receptores CB;.

El WIN 55,212-2 redujo tanto la secrecion intestinal producida por el estimulo del
campo eléctrico, mediada principalmente por la liberacién de la acetilcolina de las neuronas
secremotoras submucosales, como la secrecion inducida por la capsaicina, causada por la
liberacion evocada del neurotransmisor de los aferentes primarios extrinsecos en el ileo de la
cobaya que actuan directamente en el epitelio para mejorar la secrecion (MacNaughton y col.,
2004).

11.2.3.6.3- Efecto sobre la motilidad gastrointestinal

Diversos estudios de experimentaciéon animal sugieren que el sistema cannabinoide
tendria un papel en la inhibicion del vaciado gastrico y el peristaltismo intestinal (Vigna,
2003). Los efectos sobre la motilidad gastrointestinal y la modulacion de la motilidad
intestinal estarian mediados también por los receptores CB; (Izzo y col., 2001; Pertwee,
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2001). Los receptores CB; se han localizado en el sistema nervioso entérico (Griffin y col.,
1997; Kulkarni-Narla y Brown, 2000) y su activacion por los cannabinoides enddgenos asi
como los agonistas sintéticos disminuy6 el peristaltismo intestinal (Calignano y col., 1997,
Colombo y col., 1998; 1zzo y col., 1999b; 2000; Krowicki y col., 1999).

In vitro, los agonistas de los receptores CB; inhiben las contracciones de los musculos
lisos longitudinales y circulares de tiras aisladas del tejido iléico de seres humanos (Croci y
col., 1998) y de roedores del laboratorio (Pertwee, 1992; 1996).

Los agonistas cannabinoides actlian sobre los receptores presinapticos CB; reduciendo
la contractilidad y el peristaltismo del musculo liso en diferentes regiones del aparato
gastrointestinal (Izzo y col., 2001) como el ileo y el colon humanos (Simoneau y col., 2001;
Van Sickle y col., 2003). Se han propuesto mecanismos por los cuales la activacién de los
receptores CB; reduce la contractilidad, como la reduccion de la liberacion de acetilcolina de
los nervios entéricos, aunque se han propuesto otros mecanismos, tales como la inhibicion de
la transmision excitatoria no adrenérgica no colinérgica NANC, la modulacion de la
liberacion de la adenosina y la activacién de canales K™ sensibles a la apamina (Begg y col.,
2002; Manara y col., 2002). Un informe reciente sugirié que la activacion de los receptores
CB; pudiera reducir la apamina componente de la transmision inhibitoria NANC (Store y
col., 2004).

Varios agonistas de los receptores CB;, como la anandamida, cannabinol, WIN 55.212-
2, CP 55-940, pero no JWH-133 (agonista selectivo del receptor CB,), inhiben la motilidad
gastrica e intestinal en ratas y ratones, este efecto se inhibid por el antagonista SR141716A,
que en si mismo produce un aumento en la motilidad (Di Carlo y 1zzo, 2003). En ratones, las
pruebas immunohistoquimicas y farmacologicas apoyan un papel de los endocannabinoides y
de los receptores mientéricos CB; en la regulacion de la motilidad intestinal in vivo (Pinto y
col., 2002).

La adicion del SR141716A a las preparaciones in vitro aumenta la liberacion del
acetilcolina eléctricamente evocada de los nervios mientéricos (Coutts y Pertwee, 1997), y
evocO eléctricamente las contracciones del musculo longitudinal del plexo mientérico
(Pertwee y col., 1996; Izzo y col., 1998; Coutts y col., 2000). Ademads, la administracion
aguda de SR141716A estimula el paso de una comida no absorbible en el intestino delgado
(Caligano y col., 1997; Colombo y col., 1998; 1zzo y col., 1999b; Carai y col., 2004), y la
defecacion (Izzo y col, 1999a) en ratones.

Algunos endocannabinoides como anandamida han mostrado efecto antidiarreico en
modelos animales al inhibir la secrecion de acetilcolina desde las neuronas mientéricas
mediante la activacion de los receptores CB; (Izzo y col., 2003). También se han implicado en
procesos de inflamacion intestinal (Izzo y col., 2001). En modelos animales de enfermedad
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inflamatoria intestinal se ha visto que los endocannabinoides son més activos al inhibir la
motilidad gastrointestinal que en las ratas control. Se ha sugerido que durante la inflamacion
se produciria una aumento de la expresion de los receptores CB; en el intestino (Izoo y col.,
2001). Durante la inflamacién, se aumenta la expresion de los receptores entéricos CB; y los

niveles de los endocannabinoides intestinales lo que aumenta el efecto de los cannabinoides.

Massa y col (2004) demostraron que la ablacion genética de los receptores CB; hizo los
ratones mas sensibles a la colitis inducida por el dinitrobenceno interacolonico o el dextrano
sulfato, mientras que los ratones deficientes de FAAH, que se espera que tengan niveles mas
altos de anandamida (Weber y col., 2004), demostraron una proteccion significativa contra la
inflamacién intestinal. Croci y colaboradores (2003) demuestran que el antagonista
SR141716A previno la inflamacién intestinal inducida por la indometacina en ratas y ratones.

Mc Vey y colaboradores (2004) han demostrado que la anandamida y 2AG estimulan
las neuronas sensoriales primarias intestinales via los receptores vanilloides (VR1) para
liberar la sustancia P, dando por resultado ileitis en ratas, y que los endocannabinoides
pudieron mediar los efectos inflamatorios de la toxina. Asi, los endocannabinoides pudieron
tener un papel protector (via la activacion de los receptores CB;) y perjudicial (via la
activacion de los receptores VR1, probablemente en concentraciones mas altas) en la mucosa
intestinal.

Mathison y col (2004) proporcionan una evidencia farmacoldgica de que la reduccion
del transito gastrointestinal mediada por los receptores CB; estaba ausente en las ratas tratadas
con un agente inflamatorio endotoxico, pero se reestablece por una inhibicién del transito
mediada por los receptores CB;.

Se presume que los cannabinoides actiian sobre los receptores CB, expresados por las
células inflamatorias, inmunitarias y/o las células epiteliales para inhibir la liberacion de los
mediadores inflamatorios, que estimulan el peristaltismo intestinal. Thenetu y sus colegas
(2003) han demostrado recientemente que la liberacion de las interleucinas-8 inducida por
TNF-a fue inhibida por los cannabinoides a través la activacion de los receptores CB; en las
células epiteliales intestinales humanas, que ejercen una influencia importante en el

mantenimiento de la homeostasis inmunitaria intestinal.

El valor terapéutico potencial de tales resultados parece ser relevante. La activacion de
los receptores CB, representa un mecanismo nuevo para el re-establecimiento del transito
gastrointestinal normal después de un estimulo inflamatorio y para reducir el aumento de la
motilidad intestinal inducido por un endotdxico inflamatorio (Izzo, 2004).

La estrategia para utilizar los agonistas selectivos del receptor CB, para el tratamiento
de la hipermotilidad durante las enfermedades inflamatorias del intestino es altamente
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prometedora porque es probable evitar los efectos indeseables de los cannabinoides, bien
conocidos, que son debidos a la activacion de los receptores del cerebro CB;.

I1.2.4- Fenémenos de tolerancia y dependencia

La mayoria de estos efectos observados tras la administracion de cannabinoides
desarrollan un fenémeno de tolerancia cuando la administracion se repite durante varios dias,
esto se ha visto tanto en humanos como en animales de experimentacion, tal y como se ha
demostrado en estudios realizados en diferentes especies animales: ratones, ratas, palomas,
perros y monos (Abood y Martin, 1992). Estos estudios han demostrado la aparicion de
tolerancia a los efectos inducidos por los cannabinoides sobre las respuestas al dolor,
actividad locomotora, control de la motricidad, temperatura corporal, respuestas cognitivas,
motilidad gastrointestinal, evolucion del peso corporal, funcion cardiovascular, actividad
anticonvulsivante y respuestas endocrinas (Maldonado y Rodriguez de Fonseca, 2002).

El desarrollo de la tolerancia es extremadamente rapido para la mayor parte de las
respuestas y una importante disminucion del efecto farmacoldgico ya fue observada tras la
segunda administracion de una dosis elevada de cannabinoide (Abood y Martin, 1992). El
maximo grado de tolerancia cannabinoide se obtiene también con cierta rapidez durante la
administracion cronica de estos compuestos (Bass y Martin, 2000). Otros estudios han
demostrado que puede existir tolerancia cruzada entre los diferentes agonistas cannabinoides
exodgenos sobre los efectos analgésicos, de hipolocomocion e hipotermia (Pertwee y col.,
1993).

La tolerancia al efecto analgésico a los cannabinoides in vivo podria estar causada por la
regulacion baja y la endocitosis de los receptores cannabinoides inducidas por el agonista de
estos receptores. Se ha demostrado que el receptor cannabinoide (CB;) interactia con la
proteina 1 asociada a la proteina G (GASP1) (Heydorn y col., 2004; Simonin y col., 2004;
Barlett y col., 2005). La interacciéon CB;-GASP1 se ha observado, se requiere la regulacion
baja del receptor CB1 inducida por el agonista en las neuronas espinales €X Vivo bien como in
vivo. Sorprendentemente, el desacoplamiento del receptor CB1 de la proteina GASP1 en
ratones in Vivo mejor6 la tolerancia hacia la analgesia inducida por los cannabinoides. Estos
resultados sugieren que GASP1 sea un regulador principal del destino del receptor CB1 tras la
exposicion del agonista en el sistema nervioso y determine criticamente la tolerancia al efecto
analgésica de los cannabinoides (Tappe-Theodor y col., 2007).

Diversos mecanismos de tipo farmacocinético han sido sugerido que pudieran participar
en el desarrollo de la tolerancia cannabinoide, tales como cambios en la absorcion,
distribucion, biotransformacion y excrecion de estos compuestos. Sin embargo el papel
desempefiado por el conjunto de estos mecanismos farmacocinéticos parece muy secundario o

incluso inexistente (Martin y col., 1996). Diversas modificaciones farmacodinamicas que
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afectan la expresion, caracteristicas de fijacion y actividad funcional de los receptores
cannabinoides CB; desempefian un papel importante en el desarrollo de la tolerancia
cannabinoide. De hecho una disminucion significativa del namero total de los receptores CB;
se ha observado en varias estructuras del cerebro, tal como el striatum, sistema limbico,
corteza y el cerebelo durante la administracion crénica de las agonistas cannabinoides
(Rubino y col., 2000).

Diversos estudios han demostrado claramente que esta tolerancia estd relacionada
mayoritariamente con reducciones de la disponibilidad de los receptores para cannabinoides
en el cerebro (Maldonado,. 2001), aunque puedan existir algunos cambios a nivel del
metabolismo de estos compuestos (Rodriguez de Fonseca y col., 1991; Costa y col., 1996) o
una pérdida significativa, variable segiin regiones cerebrales, de los receptores a la que se

unen tanto los cannabinoides vegetales, sintéticos o los endogenos.

Algunos estudios en animales sugieren que la administracion cronica de agonistas
cannabinoides induce una disminucion del nimero total de los receptores cannabinoides CB;
en diversas estructuras cerebrales, como el cuerpo estriado, sistema limbico, corteza y el
cerebelo (Rodriguez de Fonesca y col., 1994; Fan y col., 1996; Rubino y col., 2000; Sim-
Selley y Martin, 2002). También se ha visto que los niveles de mRNA que codifica el receptor
cannabinoide CB; también resultaron disminuidos en diversas areas del sistema nervioso
central durante el tratamiento cronico con cannabinoides, sobre todo en la porcion anterior del
cerebro (Rubino y col., 1994; Romero y col., 1998). Esta disminucion en la densidad y
expresion de los receptores cannabinoides CB,; parece jugar un importante papel en el
desarrollo de la tolerancia.

Recientemente, se ha demostrado que la administracion cronica del THC modula la
activacion del (ERK) (miembro de la subfamilia de las proteinas quinasa responsables de la
regulacion de la sefial extracelular) en el cerebelo y el nucleo caudado sin afectar otras
estructuras cerebrales (hipocampo, corteza prefrontal, etc...) (Rubino y col., 2004).

Se parece haber una relacion entre el estado del receptor CB; y los niveles de los
endocannabinoides. En las ratas tolerantes a THC, hay alteraciones en el contenido de los
endocannabinoides en varias estructuras cerebrales. Especificamente, la concentracion de
anandamida se aumenta en el sistema limbica y disminuye en el cuerpo estriado, cerebro

medio y diencéfalo en ratas tolerantes a THC (Gonzélez y col., 2004).

Diversos estudios clinicos también han demostrado el desarrollo de la tolerancia a
diversas acciones farmacologicas del THC en humanos (Compton y col., 1990; Haney y col.,
1997). En este sentido, se ha demostrado que el consumo repetido de THC da lugar a una
disminucioén de sus efectos subjetivos, cardiovasculares y de sus acciones sobre la presion
intraocular y la actividad electroencefalografica (Gibbins y col., 1976; Jaffe, 1990).
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En paralelo a estos estudios que explican como6 el fenomeno de tolerancia a cannabinoides
tiene una base farmacodindmica, consecuencia de la disminucién en la densidad, expresion
génica y capacidad de activar mecanismos de transduccion de sefales de receptores CB;
(Rodriguez de Fonseca y col., 1994), asi como en la disponibilidad de los ligandos endégenos
para estos receptores (Di Marzo y col., 2000), en diversas regiones cerebrales, otros autores
han puesto de manifiesto, aunque de forma controvertida, que el consumo crénico de
cannabinoides podria conllevar la aparicion de elementos de dependencia fisica. Es decir, se
podria desarrollar un fenomeno de abstinencia, con respuestas adaptativas, comportamentales
y/o moleculares disparadas por la ausencia de la droga (Aceto y col., 1995), que serian
parecidas a las que aparecen en la adiccion a otras drogas de abuso como los opiaceos o la
cocaina (Wise, 1996; Koob, 1996).

No se han observado signos somaticos de abstinencia espontanea tras la administracion
cronica de THC, incluso con la utilizacion de dosis muy elevadas en roedor, paloma, perro o
mono (Diana y col., 1998; Aceto y col., 2001). Esta abstinencia se caracteriza en roedores por

la presencia de varios signos somadticos y la ausencia de signos vegetativos.

Los signos caracteristicos de la abstinencia en roedores son movimientos esterotipicos,
temblores en patas, ataxia, temblores generales, postura anormal, masticacion, ptosis,
arafiamiento, frotamiento vigoroso y lameteo (Tsou y col., 1995; Ledent y col., 1999; Tzavara
y col.,, 2000; Aceto y col., 2001). En este sindrome de abstinencia hay que subrayar la
incidencia importante de signos asociados a problemas de coordinaciéon motriz, sin aparicion
de signos vegetativos (Tzavara y col., 2000).

En perros, se han descrito tanto signos somaticos como vegetativos durante el sindrome
de abstinencia cannabinoide desencadenado por el SR 141716A. Asi, la abstinencia
cannabinoide en esta especie animal incluye signos tales como diarrea, vomitos, salivacion,
temblores e incremento del periodo de vigilia (Lichtman y col., 1998). La administracién de
SR 141716A es igualmente capaz de interrumpir un comportamiento operante en ratas
dependientes del THC, lo que podria ser un manifestacion de un estado de malestar y disforia
en caso de abstinencia (Beardsley y Martin, 2000).

Los receptores cannabinoides CB; son responsables de las manifestaciones somaticas de
la abstinencia cannabinoide. En este sentido, la administracion de SR141716A en ratones
Knockout deficientes en receptores cannabinoides CB; que recibieron un tratamiento cronico
con THC no desencaden6 ningun signo de abstinencia (Ledent y col., 1999). La posible
capacidad del cannabinoide enddégeno anandamida para inducir dependencia fisica no ha sido
aun completamente clarificada y diversos resultados contradictorios han sido publicados sobre
este tema (Costa y col., 2000; Aceto y col., 2001).
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Diversos estudios clinicos indican que los grandes consumidores de cannabis no
padecen un sindrome de abstinencia con sintomatologia severa (Abood y Martin, 1992;
Haney y col., 1999a, b). Esta observacion clinica estd en concordancia con los resultados
obtenidos en el animal de experimentacion, en el cual no se observan manifestaciones
somaticas de abstinencia incluso tras la administracién de dosis masivas de THC. Algunos
autores han descrito la aparicion de un sindrome de abstinencia moderado en consumidores
habituales de preparaciones de cannabis con elevadas concentraciones de principios activos
(Hollister, 1986; Kouri y col., 1999; 2000). El signo mas prominente y frecuente en esta
abstinencia fue la irritabilidad. Otros signos prominentes fueron anorexia, ansiedad y aumento
de la vigilia. Sin embargo, el sindrome de abstinencia no fue lo suficientemente severo como
para alterar significativamente la vida cotidiana del individuo (Kouri y col., 2000).
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I1.3- Utlilizacion nutritiva de la proteina y de los minerales
I1.3.1- Utilizacion nutritiva de la proteina
I1.3.1.1- Aspectos generales

Las proteinas son moléculas muy abundantes en los organismos vivos, constituyendo,
aproximadamente, el 50% del peso seco de las células. Son los principales elementos
estructurales de las células y actian como catalizadores bioquimicos y reguladores
importantes de la expresion de los genes. Por tanto, cualquier exposicion sobre la nutricion de
las proteinas y los aminoacidos implica practicamente a toda la bioquimica y fisiologia de los

mamiferos.

Los aminoacidos también son utilizados para obtener energia, de hecho las proteinas
constituyen el segundo almacén més importante de energia del organismo después de la grasa
del tejido adiposo. Los aminodcidos pueden convertirse en glucosa y aseguran la
disponibilidad constante de ésta cuando los depdsitos de glucdgeno se han consumido por el
ayuno. Sin embargo, los depositos de proteinas deben conservarse por sus numerosas
funciones vitales para el organismo (Sanz ML, 2006).

Existe una clasificacion nutricional y metabolica de los aminoécidos. La distincidon entre
aminoacidos no esenciales (dispensables) y esenciales (indispensables), es estrictamente
nutricional, ya que un aminodcido indispensable debe formar parte de la dieta, mientras que
uno no esencial no debe necesariamente existir en los alimentos. Sin embargo, los términos
nutricionales de esencial y no esencial, pierden nitidez cuando el interés se centra en el nivel
metabolico (Womack y Rose 1947; Steele y Harper, 1991; Reeds, 2000). Por definicion, el

organismo en cuestion no puede sintetizar un aminoacido que sea esencial para el.

Existen ademas, un tercer grupo de aminoacidos para los que se ha acufiado el término
condicionalmente esenciales (Laidlaw y Kopple, 1987), como la glutamina, la arginina,
glicina y la prolina porque no parecerian ser sintetizados en la proporcion requerida Para
satisfacer las necesidades celulares bajo determinadas condiciones fisioldgicas o patologicas
(Jaksic y col., 1991; Reeds y col., 2000).

Segun estudios sobre el recambio proteico de todo el organismo, la alimentacion y el
aumento de la ingesta de proteinas inhiben la degradacion proteica (Waterlow, 1995), aunque
no esté claro que organo y tejidos favorecen mas esta declinacion, y tampoco este dilucidado
el efecto relativo de los aminoacidos respecto de los carbohidratos y otras fuentes energéticas.
Por ejemplo, los aminoacidos ingeridos no parecen alterar por si la tasa de destruccion
proteica en el vasto externo (Volpi y col., 1999), mientras que una comida mixta demostro

inhibir la degradacion proteica muscular en el antebrazo (Tessari y col.,, 1996). Por
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consiguiente, es posible, al menos en el musculo, que los aminoacidos refuercen la inhibicién
de la proteolisis debido a la mayor disponibilidad de insulina inducida por los carbohidratos.
A su vez, la insulina disminuye la protedlisis, posiblemente al limitar la actividad
proteosomica mediada por la ubicuitina (Bennet y col., 2000). El intestino podria ser un sitio
importante de la disminucidn de la destruccion proteica en todo el organismo (Tessari, 2000)

inducida por la comida.
I1.3.1.2- Digestion y absorcion

La digestion de las proteinas comienza en el estdmago con la accion de pepsina, ya que
en la saliva no existen enzimas proteoliticas, y contintia en el intestino delgado con enzimas
pancreaticas como tripsina, quimiotripsina, aminopeptidasas y carboxipeptidasas (Gitler,
1964). En su mayoria estas enzimas se encuentran en forma de precursores (zimogeno o
proenzima), pasando a la forma activa al perder una pequefia parte de sus cadenas peptidicas
gracias a una proteolisis limitada. Las proenzimas pancreaticas se activan al entrar en contacto
con el jugo gastrico, que contiene la enterocinasa, una enzima del borde en cepillo, encargada
de activar el tripsindgeno (Kwong y col., 1982), liberada de la membrana por la accion de los

acidos biliares.

El tripsindgeno se divide para formar tripsina y ésta se une a las proteinas de la dieta
para comenzar la hidrolisis. Cuando ésta termina, aumenta el contenido de tripsina libre en el
intestino, lo que constituye una sefial para cesar la secrecion de tripsindgeno. Posteriormente,
las oligopeptidasas y aminopeptidasas del borde epitelial del enterocito completan la
digestion, cada una de estas enzimas tiene una accion especifica.

La mayoria de los péptidos de mas de tres aminodcidos son hidrolizados
extracelularmente por las enzimas del borde en cepillo de los enterecitos, mientras que los
dipéptidos y los tripéptidos pueden ser absorbidos intactos. La absorcion de péptidos y
aminoacidos ocurre, principalmente, en el intestino delgado proximal, generalmente por
transporte activo, proceso que acumula sustrato contra gradiente de concentracion y que por
lo tanto, requiere un aporte energético para que pueda llevarse. El proceso requiere una
sustancia transportadora especifica para los diferentes tipos de aminodcidos que estaria

ubicada en la membrana del eritrocito.

Este transporte tiene dos lugares receptores, uno para el aminoacido y otro para el ion
Na. En el proceso de absorcion se formaria, pues, en la cara externa de la membrana un
complejo trimero transportador-Na-aminoacidos, el cual difundird por la membrana al interior
del enterecito. Una vez en la cara interna, el trimero se disocia en sus tres componentes, y
posibilita la entrada del aminodacido al interior de la célula intestinal el aminoacido se acumula
en el interior de la célula intestinal y a los capilares intestinales, estos confluyen en la vena
porta por lo que los aminodcidos van al higado.
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Figura II1,: Mecanismo de hidrdlisis de distintos oligopéptidos por enzimas
del borde en cepillo (Tomado de Mataix y Sdanchez de Medina, 2002).

Tras la digestion de proteinas, los aminoéacidos son transportados al higado, donde se
regula el flujo de aminoacidos de la dieta que entra en la circulacion sistémica. El higado
transamina y oxida los aminoé4cidos sobrantes. El exceso de proteinas en la dieta de un sujeto
sano da lugar a un aumento de la eliminacion urinaria de nitrogeno. El higado es el lugar
principal de metabolizacion de aminoacidos esenciales, con excepcion de los aminoacidos
ramificados, que apenas se degradan en el eje enterohepatico y son mas bien metabolizados
por otros tejidos periféricos, por ejemplo solo 2% de la leucina de la dieta es oxidada en el
higado.

I1.3.1.3- Factores que afectan la absorcion de la proteina

Los factores que afectan la utilizacion nutritiva de la proteina se pueden clasificara en:
dietarios y no dietarios. Entre los factores dependientes de la dieta podemos destacar, su
composicion en aminodcidos de la proteina dietaria. En este sentido, Harper y kumpta. 1964
demuestran que para que un animal use una proteina con una eficacia maxima, es necesaria
una adecuada proporcion de aminoacidos esenciales, una digestion correcta, junto con una

relacion iddnea entre aminodcidos esenciales y no esenciales.

Segun Erbersdobler. 1972 la digestibilidad de una proteina depende, en parte, del tipo y
secuencia de aminoacidos en la cadena peptidica, de su configuracion espacial y de la

presencia de enlaces cruzados entre grupos funcionales.
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Estudios llevados a cabo por Eggum. 1973 con dietas de distintos contenido proteico,
ponen de manifiesto que la concentracion de proteina no afecta la excrecion de nitrégeno, por
la que digestibilidad verdadera de la proteina no depende del contenido de ésta en la dieta,
aunque si se afecta la digestibilidad aparente de la misma. Por otra parte, Hove y col. 1974 no
encuentran diferencias en la digestibilidad aparente de la proteina utilizando dietas con

distintos niveles proteicos.

Numerosos autores han demostrado que el incremento en la ingesta de fibra dietaria esté
asociado con una elevacion en los niveles de nitrogeno fecal (McCance y walsham, 1984).
Este efecto tiene mas posibilidad de ser reflejo de los procesos que tienen lugar en el colon,
que de los del intestino delgado (Stephen y Cummings, 1979).

Ciertas fibras dietarias pueden contener inhibidores de las enzimas proteoliticas, que
pueden alterar la utilizacion de la proteina. El analisis de los efectos de varios derivados de
fibras en la actividad de las enzimas proteoliticas in vitro (Schneeman, 1982; Gagne y Acton,
1983) sugiere la posibilidad de que la fibra dietaria también puede ejercer efectos en la
biodisponibilidad de la proteina in vitro.

Es importante tener en cuenta el papel que ejerce la proteina en la utilizacion mineral.
En un principio conviene recordar que la absorcion de la mayor parte de los minerales tiene
lugar a nivel duodeno, donde todavia el pH acido favorece su solubilidad, ya que a medida
que descienden hacia el yeyuno e ileon el incremento de pH los puede hacer precipitar,
evitando su absorcion. El papel de la proteina reside en que algunos productos resultantes de
la digestion proteica, pequefios péptidos y aminodcidos, se unen y estabilizan los iones
metalicos, evitando la ulterior precipitacion al aumentar el pH, asi como la posibilidad de que
reaccione con otros compuestos que pueden impedir su absorcion. La quelacion tiene lugar
cuando el catiéon se une por enlace i6nico y covalente a la misma molécula (ligando). Dos
aminoacidos pueden quelar a un catiéon polivalente dando lugar a una estructura biciclica,
similar a un dipéptido que resiste la hidrolisis acida y la accion de los enzimas intestinales. El
metal asi quelado es absorbido por transporte activo en el yeyuno, donde radican los lugares
de absorcion de dipéptidos y mejorar, de esta forma, la absorcion de los minerales ingeridos
como sales inorganicas (Ashmead y col., 1985). Ensayos isotdpicos in vivo comprueban que
el quelato pasa intacto al torrente circulatorio produciéndose una mayor retencion del
elemento que el correspondiente a su sal inorganica, como se aprecia por los contenidos de
diversos metales en distintos érganos (Ashmead, 1989).

11.3.1.4- Metabolismo

La regulacion de la homeostasis de la proteina durante la alimentacion resulta de una

interaccion compleja entre factores numerosos, incluyendo las fuentes de energia no proteicas
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(Pellet y Young, 1992) y el estado fisioldgico o patologico de los individuos (Mansoor y col.,
1996; Boirie y col., 1997).

Una vez las proteinas estdn hidrolizadas los aminoacidos resultantes via torrente
circulatorio, llegan hasta todas las células y una vez dentro de ellas los aminoacidos se
utilizan para la sintesis de nuevas moléculas proteicas necesarias para el normal
funcionamiento de dichas células. Todos aquellos aminoacidos esenciales o no esenciales no
necesarios para la construccion de nuevas proteinas por ninguna célula de la economia son

transportados hasta el higado, en cuyas células experimentan la reaccion de:

e Transminacion: El grupo amino se cede a un cetoacido que se convierte
respectivamente en alanina, aspartato y glutamato. En este momento la mayoria
de los grupos NH; de los aminodacidos, estan en la molécula de glutamatos, y los
aminoacidos estdn como cetoacidos, que seguirdn diversas vias glucogénicas,

cetogénicas, etc.

e Desaminacion oxidativa: el glutamato por accion de la enzima glutamato
deshidrogenasa, y utilizando como coenzima al NAD, se convierte en
alfacetoglutarato y se produce amoniaco libre que es altamente tdxico y se
elimina de las células (Krebs, 1964; Kaplan y Pitot, 1970).

Una caracteristica muy especial del metabolismo proteico es la existencia conjunta de
procesos de sintesis y degradacion de proteinas. Se produce asi un recambio o turnover. Este
recambio es mas rapido para las proteinas de la mucosa intestinal, higado, pancreas y
eritrocitos, y mucho menos para las proteinas del tejido conjuntivo o del encéfalo, por
ejemplo. En cualquier caso, se puede considerar que el recambio proteico alcanza diariamente
hasta un dos por ciento del total de las proteinas del organismo, lo que se llama proteina
corporal 1abil (Mataix y Sanchez de Medina F, 2002).

Los lugares principales del catabolismo de los aminoacidos son: intestino delgado,
higado, musculo y rifion. Se cree que la mayor parte de los aminoacidos que el higado extrae
de la sangre portal son catabolizados, y que sélo una pequefia proporcion se destina a la
sintesis proteica hepatica. Sin embargo, los estudios isotdpicos realizados en el hombre y en el
cerdo indican que los aminoacidos extracelulares aportan alrededor del 70% de los
precursores de la sintesis proteica hepatica, y que 50% de ellos proceden de los aminoacidos
de la sangre portal (Reeds y col., 1992; Berthold y col., 1995).

El higado desempefia un papel primordial en el metabolismo, modificando las
cantidades y proporciones de aminoacidos de la sangre portal que son distribuidos al resto del
organismo. Es el unico organo capaz de catabolizar todos los aminoacidos, aunque el
metabolismo hepatico de los que tienen cadenas ramificadas es mas lento que el de otros
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aminodcidos no esenciales (Harper y col., 1984). Parece que solo 25% de los aminoacidos que
penetran en el higado con la sangre portal salen nuevamente de €l, y que una porcion
nutricionalmente significativa de los aminoacidos portales son extraidos por el higado y
dirigidos directamente hacia el catabolismo (Elwynn, 1970).

El musculo esquelético metaboliza gran parte de los aminoacidos ramificados, cuyo
nitrogeno es exportado en forma de glutamina y alanina. Junto al higado, el rifion es el
encargado de mantener el equilibrio 4cido-base mediante la conversion de glutamina en

glutamato o mediante la conversion de glicina en serina (Curthoys y Watford, 1995).

La mayor parte del nitrogeno se excreta bien por la orina o por heces. El nitrégeno
urinario puede dividirse en endogeno, reflejado por la excrecion de creatinina y exdgeno,
reflejado por la excrecion de urea. También una pequena parte del nitrégeno corporal se
pierde en la respiracion, descamacion de células epiteliales, cabello, ufias etc, pero estas
cantidades son tan pequefias en comparacion con el nitrégeno urinario que se puede afirmar
que, en situaciones normales no afectan a la validez de los resultados obtenidos en los

estudios de balance de nitrégeno.

El higado dispone de dos mecanismos para deshacerse del nitrégeno (iones amonio):

formar urea o glutamina y glutamato. En este 6rgano, los dos sistemas estan separados:

- Génesis de urea: se da en los hepatocitos periportales.
- Génesis de glutamina: en compartimento perivenoso (Haussinger y
col., 1992).

Esta separacion permite al higado transformar la mayoria de amonio en urea, pero
conservando la posibilidad de sintetizar glutamina si la velocidad de sintesis de una urea
resulta insuficiente para eliminar el amonio hepatico. Kato y Saito. 1980 al trabajar con ratas a
las que se les restringe la comida encuentran que los mayores niveles de urea en sangre se
producen después de ingerir el alimento y que en periodos de ayuno la uremia permanece
baja.

I1.3.2- Utilizacion nutritiva de calcio
I1.3.2.1- Aspectos generales

El calcio es el quinto elemento mas abundante en la tierra después del hierro, aluminio,
silice y oxigeno (Weaver y Heaney, 1999), es un mineral necesario para el ser humano,
especialmente en etapas de crecimiento para su depdsito a nivel 6seo, siendo a nivel
bioquimico necesario para la regulacion de diversas respuestas celulares donde actia
principalmente como un segundo mensajero. Es importante suplir las necesidades fisiologicas
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del mineral sobre todo en la gestacion y la adolescencia donde sus requerimientos estdn

aumentados y en los ancianos con estados carenciales y riesgo de osteoporosis.

Alrededor del 99% del calcio corporal se encuentra en el esqueleto, el 1% restante esta
en la sangre y en el tejido graso (adiposo) (Weaver, 2001). El calcio en sangre y liquidos
corporales puede encontrarse de 3 formas: calcio unido a proteinas, calcio ionizado y calcio
difusible formando complejos con acidos orgénicos como citratos, o con inorgdnicos como
sulfato o fosfato.

El calcio participa en numerosos procesos biologicos de tal importancia que se ha
desarrollado un complejo sistema de regulacion homeostidtica para mantener sus
concentraciones séricas en unos limites muy estrechos. Interviene en la conduccién nerviosa,
la contractilidad muscular, el mecanismo de secrecion y accién de diversas hormonas y
enzimas citosolicas, la permeabilidad de membranas, el proceso de coagulacion de la sangre y
la mineralizacion de hueso (Wasserman., 1988).

El calcio es uno de los minerales investigados, numerosos estudios han demostrado la
importancia del calcio en el desarrollo y el mantenimiento de la integridad del hueso (Ali y

Siktberg, 2001; Weaver, 2001), asi como en casi el resto de los procesos del organismo.

Segiin Rassmussen (1986), el calcio tiene cuatro propiedades principales de segundo
mensajero:

1- Es un mensajero universal en las células animales

2- Es toxico en alta concentracion en el citoplasma y provoca la muerte celular

3- Transmite un mensaje breve. El aumento de calcio en el citoplasma después de una
estimulacion no perdura.

4- Actla en forma armonica con otro segundo mensajero: AMP ciclico.

Los datos epidemiologicos y experimentales limitados apoyan la posibilidad de que la
ingesta dietética del calcio desempefia un papel en la regulacioén del peso del cuerpo humano
(Parikh y Yanovski, 2003). Zemel y col. (2001,2002), describieron la evidencia de un efecto
de la ingesta del calcio sobre el peso corporal de los animales obesos, resaltan los efectos de
la suplementacion del calcio en la absorcion de la grasa dietética (Shahkhalili y col., 2001), y
presentan evidencia de un papel del calcio intracelular en la regulacion de la lipogénesis y
lipdlisis (Zemel, 1998; Xue y col., 2001).

El calcio desempefa un papel importante en la regulacion del metabolismo energético
porque las dietas altas en calcio atenuan la ganancia de peso y la captacion de lipidos por los
adipocitos durante el consumo excesivo de una dieta alta en energia, mientras aumentan la
lipdlisis y preservan la termogénesis durante la restriccion calorica, lo que acelera de modo
marcado la pérdida del peso (Causey y Zemel 2003; Zemel, 2004).
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I1.3.2.2- Absorcion y transporte

Las células epiteliales del intestino tienen numerosas estructuras especializadas en la
absorcion de Ca y otros nutrientes. La superficie luminar externa estd cubierta de
microvellosidades y las células epiteliales adyacentes tienen uniones compactas que

obstaculizan el movimiento de Ca entre células.

El calcio se absorbe por el epitelio intestinal bien a través de la célula (via transcelular)

o bien entre las células (via paracelular) (Bronner y col., 1986).

S

paracéik.i.lalr pathway -
e 1,2.5{0!*{)20

»
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Figura III,: Modelo molecular de la absorcion intestinal del calcio
(Tomado de Bouillon y col., 2003)

11.3.2.2.1- Transporte transcelular

El transporte transcelular es un proceso activo saturable, tiene lugar en su mayor parte,
en el intestino proximal, duodeno y parte superior de yeyuno y requiere energia y una proteina
obligatoria llamada calbindina (Groff y Gropper, 2000). Este proceso esta regulado por
calcitriol y vitamina D (Weaver y Heaney, 1999).

En presencia de vitamina D, el calcio se transporta desde la mucosa a la serosa contra
un gradiente de concentracion. Como todo transporte activo requiere proteinas
transportadoras y energia metabdlica, en relacion a las proteinas transportadoras en el borde
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en cepillo intestinal se han descubierto 3 proteinas relacionadas con la absorcion (Aranda y
Llopis., 1993).

El movimiento transcelular de calcio implica tres pasos importantes: la entrada a través
el borde en cepillo, mediada por una estructura molecular CaTl, la difusion intracelular,
mediado por la calbindina pox (CaBP), y la salida de la célula (Bronner, 2003a, b), por medio
de transporte activo contra el gradiente electroquimico procesado principalmente por una
bomba de Ca** dependiente de ATP e del intercambio de Na“/Ca*" (Hoendrerop y col., 2005).

La entrada del calcio a la interior del enterocito implica dos procesos: un transporte
facilitado que se satura en la concentracion luminal del calcio interior a 5SmM, y un
movimiento tipo canal que presenta la mayoria de calcio que entra y atraviesa la célula en
mayores concentraciones luminales (Slepchenko y Bronner, 2001). Se ha descrito que el 90%
de la entrada de calcio depende de la vitamina D (Van Cromphaut y col., 2001; Word y col.,
2001).

Existen dos canales ECaCl (TRPVS5) y ECaC2 (TRPV6) en el duodeno que facilitan la
entrada de calcio al interior del enterocito a través el borde del cepillo (Bouillon y col. 2003;
Parekh y Putney, 2005). Los experimentos han demostrado que TRPV6 se expresa en la linea
de la célula Caco-2 asi como en el aparato gastrointestinal humano, incluyendo el yeyuno,
exhibiendo una expresion inducida por la vitamina D (Song y col., 2003; Peng y col., 2003).

Este transporte estd en proporcion directa a la cantidad de la CaBP, y es
particularmente importante en bajas ingestas de calcio y durante periodos de altas necesidades
de calcio como son el crecimiento, embarazo y lactacion. Sin embargo, la absorcion de calcio
es una funcidon exponencial de la ingesta, cuando disminuye la ingesta de calcio de la dieta la
absorcion activa es alta, y cuando la ingesta es alta, la absorcion activa es baja (Kaup y col,
1990).

Cuando los niveles de calcio en el suero disminuyen, aumentan la PTH, causando la
liberacion del calcitriol. La absorcion del calcio inducida por el calcitriol implica unos
cambios en los lipidos de la membrana del enterocito e inicia la sintesis de la calbindina, una
proteina que transporta el calcio a través del citoplasma del enterocito hasta la membrana
basolateral. Al llegar a esa membrana, el calcio debe pasar del entericito hacia el liquido
extracelular. Este proceso requiere energia en la forma de ATP y enzima regulada por la
vitamina D (Ca2+Mg2+ATPasa) (Kass-Wolft, 2004).
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Figura IlI;: Transporte transcelular
(Tomado de Wasserman y col., 1992)

11.3.2.2.2- Transporte paracelular

El transporte pasivo no es saturable (Wasserman y Taylor; 1969), esta basado en la
difusion del mineral y se relaciona con la concentracion de éste en el lumen intestinal. Este
proceso parece ser independiente de la vitamina D y no estd relacionado con el contenido
intestinal de Ca BP. El transporte paracelular tiene lugar a lo largo del intestino (Bhear y
Kerstein, 1976), dominando este tipo de transporte en altas ingestas de calcio.

La absorcion del calcio que se efectiia a través de este proceso, tiene lugar por un
sistema de intercambio entre el calcio y el sodio de tal manera que tres moléculas de Na' se
intercambien para una de Ca>". A bajas ingestas de calcio, el transporte activo es el que actia
promoviendo la absorcion del cation, pero cuando la ingesta aumenta y el citado mecanismo
esta saturado, el sistema utilizado es el paracelular. Algunas sustancias que incrementan la
absorcion de calcio como lactosa y aminodcidos, actuan a través de esta via paracelular.

I1.3.2.3- Factores que afectan la absorcion de calcio

La biodisponibilidad de calcio depende de muchos factores, incluyendo factores
fisiologicos, medicaciones, etapa de vida del individuo (Need y col., 2002), género (Anderson

y col., 2001), y condiciones patoldgicas coexistente (Krebs, 2001).

El efecto de los componentes del alimento sobre la biodisponibilidad mineral puede
producirse en el lugar de absorcion, a nivel de la célula intestinal o membrana celular, asi
como también en algun lugar postabsortivo como el rifion. En el intestino delgado la ingesta
mineral total es el elemento contribuidor mas importante a la biodisponibilidad mineral, pero
algunos componentes (macromoléculas, aniones, otros minerales) de la dieta pueden formar

complejos solubles o insolubles con los minerales, aumentando o disminuyendo su
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disponibilidad para la absorcion. La solubilidad de los suplementos minerales, el pH del
lumen intestinal determinado por secreciones gastricas, pancreaticas e intestinales, asi como el
tiempo de presencia en el lugar de absorcion, puede también puede producir un potente efecto
sobre la eficacia de la absorcion.

El principal regulador de la absorcién de calcio es la vitamina D. Estd claramente
demostrado que el metabolito activo de la vitamina D (1,25-(OH) ,-Ds) regula el transporte
activo de calcio en el intestino delgado del lumen hacia el enterocito (Zerwekh y col; Bikle y
col., 1979). La union entre la proteina CaBP y 1,25-(OH) ,-Ds se deriva de su participacion en
la regulacion del transporte activo de calcio. Sin embargo, en condiciones en las que la
sintesis de 1,25-(OH) ,-D; disminuye mucho, no hay evidencia de que la transferencia de
calcio esté suprimida por completo (Martin y col., 1969; Bronner, 1986). 1,25(OH) ,D; esta
influido por los almacenes intercelulares de calcio (Forsell y col., 2006).

Asimismo algunos componentes dietéticos (fitatos, oxalatos, fracciones dietéticas de la
fibra, acidos grasos saturados con cadena larga) pueden formar complejos insolubles en el
lumen intestinal que hacen el calcio indisponible para la absorcion. Muchos autores afirman
que la fibra dietética interviene de forma negativa en los procesos de absorcion y digestion de
minerales debido a la propiedad de actuar como resina de intercambio i6nico, reduciendo la
biodisponibilidad de los minerales (Weaver y Heaney, 1999). Otras han descrito que la
ingesta de diferentes fructanos aumenta la absorcion intestinal del calcio en humanos y
animales (Ohta y col., 1995; Younes y col., 2001).

Por otra parte, otros componentes dietéticos pueden estimular la absorcion intestinal
pasiva de calcio aumentando la solubilidad en el ileo; la lactosa incrementa la absorcion y
retencion de calcio (Koo y Tsang., 1993), inulina (oligosacarido no digestible) y
fructooligosacarido aumentan también la absorcion de calcio (van den Heuvel y col., 1999;
Mann, 2001; Kevin y Cashman, 2006).

11.3.2.4- Metabolismo

El adulto tiene de 1000-1500 gramos de calcio, del cual un 99% se encuentra en el
esqueleto. Una parte del calcio plasmatico (40%), se encuentra unido a proteinas
(fundamentalmente albumina), un 10% a bicarbonato, citrato 6 fosfatos y el 50% restante
como calcio libre i6nico, que es el unico fisioldgicamente activo y puede sufrir variaciones
importantes con cambios en el pH: en situaciones de acidosis disminuye su unidn a proteinas
y en alcalosis aumenta. Los cambios en la concentracion de proteinas pueden inducir a errores
en la valoracion del calcio plasmatico, siendo necesario corregir su concentracion en funcion
de los valores de proteinas o albumina (restar 0.8 mg/dl por cada gramo de albumina que
exceda de 4 g/dl y sumar la misma cantidad por cada gramo de albumina por debajo de dicho
nivel) (Gomez y col., 2004).
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La concentracion de calcio plasmatico se mantiene dentro de unos limites estrechos
(aproximada de 2.5 mM (9-10 mg/dl)) por la compleja e integrada regulacion hormonal de la
absorcion intestinal de calcio, excrecion urinaria de calcio y turnover del hueso (formacion y
resorcion). Esta homeostasis estd controlada principalmente por la parathormona (PTH),
vitamina D y calcitonina (Guyton y Hall, 2000), aunque también contribuyen a estas
funciones la insulina, la hormona del crecimiento, la tiroxina, los estrégenos, los corticoides
suprarrenales y el fosfato inorganico (Avioli, 1980).

El cortisol afecta la homeostasis de calcio reduciendo su absorcion, aumentando la
resorcion y la desmineralizacion del hueso y también inhibiendo la formacion de colageno.
Los estrogenos circulantes aumentan los niveles de transcalciferina (proteina transportadora
de la vitamina D) con una subida paralela del nivel total de calcitriol pero sin un cambio en la
fraccion libre bioldgicamente activa (Hartwell y col., 1990; van Hoof'y col., 2001).

El calcio sérico regula la secrecion de PTH a través de un mecanismo de
retroalimentacion: la hipocalcemia estimula la liberacion de PTH mientras que la
hipercalcemia la suprime. La vitamina D se absorbe a través de los alimentos y se sintetiza en

la piel tras la exposicion solar; su metabolito activo es el Calcitriol que aumenta el calcio

sérico y ademas aumenta la absorcion de fosfato por el intestino (Garcia y col., 2004).
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Figura IIl,: Balance diario corporal del calcio
(Tomado de Mataix y col., 2002)

Dado que la mayor parte de calcio esquelético se encuentra en una forma no
rapidamente difusible, para evitar la hipocalcemia y mantener la homeostasis, es necesario
que el calcio sea movilizado por procesos de resorcion activa. La respuesta osteocitica y
osteoclastica a la PTH es el mejor mecanismo de control que facilita la resorcion 6sea. La
accion reguladora de la hormona se efectia a través de su continua secrecion inversamente
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proporcional a la concentracion de ion calcio en el liquido extracelular (Aranda y Llopis.,
1993). Los osteoclastos son responsables de la resorcion del hueso y juegan un papel
importante en el desarrollo esquelético, en la mantenencia de su integridad durante la vida y
también en el metabolismo de calcio (Liy col., 2006).

La PTH y el calcitriol previenen de la hypocalcemia. La PTH moviliza rapidamente el
calcio del hueso, mientras que el calcitriol tiende para aumentar su absorcion. En caso de la
ingesta baja de calcio, el calcitriol lo moviliza del hueso y asi aumenta la desmineralizacion
iniciada por el PTH (Kurbel y col., 2003).

La calcitonina produce una inhibiciéon de la actividad del osteoclasto maduro y del
reclutamiento de sus precursores, lo que lleva una disminucion de la resorcion Osea. La
calcitonina causa también una rapida perdida del borde en cepillo del osteoclasto, reduciendo
también el numero de células. A muy pequefias concentraciones paraliza la movilidad
citoplasmica y produce una retraccion gradual del aparato citoesquelético de la célula,
disminuyendo su area de contacto con la superficie 0sea y, consecuentemente, la resorcion
Osea. Aunque tradicionalmente se ha considerado que los osteoblastos carecen de receptores
para la CT, en algunos experimentos se ha comprobado cierta accion de la misma sobre estas
células, consiste en un efecto anabolico, con estimulacion de la formacion 6sea y de la
produccion de factores de crecimiento (Zaidi et al., 2002).
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I1.3.3- Utilizacion nutritiva de fosforo
I1.3.3.1- Aspectos generales

Después del calcio, el fosforo es el segundo mineral que abunda en nuestro cuerpo y en
la mayoria de los alimentos. Es esencial para la formacion del hueso y el metabolismo
energético celular. En todo momento, existe en el organismo humano adulto un maximo de
alrededor de 850g de fosforo elemental, un 85% se encuentra en el esqueleto, 14% en los
tejidos blandos, y solo un 1% esta en el liquido extracelular, las estructuras intracelulares y las
membranas celulares. De la lactancia a la edad adulta, el porcentaje del contenido de fosforo
corporal total aumenta desde 0.5% hasta 0.65-1.1%. Se encuentra dentro del organismo en
forma de fosfato en una cantidad de 700-800 gr. Su concentracion sérica se expresa como
masa de fosforo, las cifras normales son entre 3 a 4,5 mg/ml, apreciandose cifras mayores en

nifios y posmenopausicas.

En el cuerpo humano, el fosforo solo se encuentra en forma de sales de fosfato, tanto en
forma inorgénica como combinada con otros minerales o compuestos organicos. Los fosfatos
son muy importantes para el metabolismo humano. Aproximadamente, el 80-90 % de fosforo

se combina para formar fosfato célcico utilizado para el desarrollo de los huesos y los dientes.

Al igual que con el calcio, los huesos son la mayor reserva de sales de fosfato del
organismo. Otras sales de fosfato, como el fosfato sddico, intervienen en el equilibrio 4cido-
base. Los fosfatos restantes del organismo se encuentran en diversas formas organicas, entre
ellas los fosfolipidos, que intervienen en la formacion de las membranas celulares y el ADN.
Otros fosfatos organicos son de primordial importancia para los individuos activos, por
ejemplo, los fosfatos orgédnicos son esenciales para el funcionamiento normal de la mayor
parte de las vitaminas B del cuerpo implicadas en los procesos energéticos en el interior de la
célula. También forman parte de las células musculares necesarias para la contraccion
muscular. La glucosa también necesita ser fosforilada para entrar en el proceso de la
glucolisis.

Su principal papel junto con el calcio es en el mantenimiento de los huesos y dientes.
Ademas de su alta distribucion en el tejido dseo, participa en casi todas las reacciones
metabolicas y estd relacionado con los aspectos del metabolismo y utilizacion de
carbohidratos, lipidos y proteinas. Asimismo, el fésforo es un mineral que tiene un rol
importante en el aumento de la masa muscular, sintesis de los componentes de la leche,
formacion de huevos y crecimiento de la lana (Arnaud and Sanchez, 1990).

Ademas de ser unos de los componentes fundamentales del hueso, los fosfatos son una
parte esencial de los 4cidos nucleicos (ADN y ARN) y son un constituyente de numerosos
compuestos intracelulares activos, ayuda a mantener el pH de la sangre ligeramente alcalino,

94



Merroun.l Utilizacion nutritiva de la proteina y de los minerales

forma parte de todas las membranas celulares sobre todo en los tejidos cerebrales. Es
substrato necesario para la formacion de enlaces de alto nivel energético, del ATP y
fosfocreatina, que mantiene la integridad celular, posibilitando la contraccion muscular, las

funciones neurologicas, la secrecion hormonal y la division celular.
I1.3.3.2- Absorcion y transporte

Los iones de fosforo inorganico (Pi), provenientes de formas inorganicas de los
alimentos o de la liberacion digestiva de moléculas orgénicas, son absorbidos por las células
epiteliales del intestino delgado, sobre todo mediante la difusion facilitada mas que por un
proceso activo (Breslau, 1996). La absorcion es sumamente eficaz, del orden de 60 a 70% en
los adultos y para una amplia variedad de ingestas (Anderson, 1991). La relacion lineal entre
la absorcion y la ingesta se mantiene en toda la amplia gama de ingestas y, dentro de la hora
que sigue a la ingestién, aumentan las concentraciones sanguineas de fosfato inorganico,
como se ha observado en un modelo animal con el fosfato radiactivo (Breslau, 1996).

El fosfato es absorbido a lo largo del tracto intestinal siendo el yeyuno el lugar mas
activo. Se ha sugerido la existencia de dos mecanismos para la absorcion intestinal de
fosfatos. Estudios realizados in vitro han puesto de manifiesto la existencia de un transporte
activo de fosforo dependiente de sodio, asi como la regulacion de este mecanismo por la
vitamina D y sus metabolitos (Rizzoli y col., 1977; Peterlik y Wasserman, 1978). Este
mecanismo se da principalmente en el intestino proximal.

La capacidad del intestino para absorber iones de fosfato inorgdnico mediante un
proceso de transporte activo solo se pone en marcha cuando la ingesta de fosforo es baja o la
demanda se halla enormemente aumentada (Peterlik y Wasserman., 1978). El segundo
mecanismo pasivo opera principalmente en el yeyuno e ileon y se encuentra directamente
relacionado con la concentracion de fosfato en el lumen intestinal.

Los distintos estudios coinciden en que el flujo paracelular de fosforo representa un
proceso de difusion pasivo que es conducido por un gradiente quimico y fisico transepitelial,
mientras que el flujo de fosforo transcelular representa un proceso de transporte activo
dependiente de energia.

Borowitz y Grishan (1989) describieron una captacion de fosfato mediada por un
transportador dependiente de sodio a través del borde en cepillo de la membrana del yeyuno
humano. Este transporte es sensible al pH. Sin embargo, se ha comprobado que con una
ingesta normal de fosforo, la absorcion de este mineral esta en funcion de la concentracion de
fosforo luminal, mientras que la absorcidn fraccional permanece constante.
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I1.3.3.3- Factores que afectan la absorcion de fosforo

Una gran proporcion de fosforo en la dieta es absorbido, aproximadamente del 60 al
70%; en general su biodisponibilidad es buena, tanto el procedente de fuentes organicas como

el de fuentes inorganicas.

Se acepta por regla general que el fosforo procedente del acido fitico es menos
biodisponible (Jarivalla y col., 1990), es también poco biodisponible el fésforo de algunos
aditivos que se afiaden a los alimentos tales como polifosfatos y pirofosfatos usados en la
industria alimentaria. Sin embargo, en adultos la contribucion de estas fuentes a la ingesta
total de fosforo es escasa y el impacto en su biodisponibilidad puede ser considerado
pequetio. Por otra parte, la baja biodisponibilidad del fosforo del fitato puede ser una cuestion
importante en nifios que consumen formulas infantiles basadas en la soja o poblaciones con

una alta ingesta de fosforo en forma de acido fitico.

El calcio tiene un efecto directo mediante la formacion de compuestos insolubles con el
fosfato en el intestino y, asi un incremento de la concentracion de calcio en el intestino con
una relacion Ca/P superiores a dos disminuye la absorcion de fosforo a la mitad y por tanto su
concentracion en plasma (Clark, 1969). Por otra parte, el calcio presenta un efecto indirecto,
debido a la accion del mismo sobre el metabolismo de la vitamina D; en este sentido la
sintesis de 1,25 (OH), D; disminuye al elevarse los niveles de calcio sérico.

Hardwick y col. (1990) sefialan que una alta ingesta de magnesio disminuye la
absorcion de fosforo en mayor grado que una ingesta elevada del mismo, aunque no se

afectaria significativamente el balance de fosforo inorgéanico.

En los alimentos vegetales el fosforo se encuentra fundamentalmente como acido fitico
y su absorcion requiere de la presencia de una enzima, la fitasa. El fosforo de alimentos de
origen animal tiene mayor biodisponibilidad.

11.3.3.4- Metabolismo

La concentracion circulante de fosforo es dependiente de la ingesta dietética de dicho
mineral inorganico, absorcion intestinal, filtracion y reabsorcion renal, y el intercambio entre

depositos intracelulares y del hueso.
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Figura Ills: Metabolismo del fosforo
(Tomado de Schiavi Y Kumar, 2004)

La figura explica el metabolismo de fésforo en humanos. Un ser humano normal ingiere
aproximadamente 1.5 a 2 gramos del fosforo por dia (20 mg/kg/dia). De este 1 a 1.2 gramos
(16 mg/kg/dia) se absorben en el intestino proximal y aproximadamente 200mg (3 mg/kg/dia)
se secretan al lumen intestinal, lo que da una absorcion neta de aproximadamente 1gramo (13
mg/kg/dia). El fosforo absorbido entra en el compartimento extracelular y se transporta dentro
y fuera del hueso en respuesta a las distintas necesidades (3mg/kg/dia). Aproximadamente
lgramo es excretado por los rifiones de manera que se absorben y excretan cantidades
equivalentes de fosforo (Schiavi y Kumar, 2004).

El intestino, hueso y rifion constituyen los principales 6rganos involucrados en el
mantenimiento del balance de fésforo. El equilibrio corporal general de fosforo se mantiene
merced a la actividad de dos componentes principales de entrada y salida —el intestino
delgado y los rifiones- en tanto el hueso se comporta como reservorio del fésforo total.
Ademas de dos componentes principales y el hueso, los niveles de Pi plasmaticos se hallan en
equilibrio con los tejidos blandos. Ambos minerales estan en equilibrio cuando la salida
(pérdidas urinarias, sudorales y fecales endogenas) es igual al ingreso absorbido (absorcion
intestinal neta).
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La regulacion de la homeostasis del fosfato en el rifion ocurre sobre todo en el tubulo
proximal y es controlada por una variedad de factores que aumentan o disminuyen la
reabsorcion de Pi (Biber y col., 1998; Kumar, 2002a y b). Aproximadamente 80% del fosfato
filtrado se reabsorbe junto con el sodio a través del cotransportador especifico, NaPi Ila,
situado en el tubulo proximal. NaPi Ila es un miembro de una de las tres familias distintas de
cotransportadores de fosfato y sodio (Segowa y col., 2002; Tenenhouse y Murer, 2003)

El sistema homeostatico, que evolucion6 para mantener las concentraciones sanguineas
de calcio y Pi dentro de sus respectivos limites, es un clasico sistema endocrino con circuito
de retroalimentacion que fundamentalmente incluye dos hormonas, la PTH y la 1,25- (OH);
D. Ambas hormonas modulan los procesos de la absorcién gastrointestinal, la reabsorcion
tubular renal y la resorcidon y acrementacion dseas cuando las concentraciones sanguineas de
calcio y Pi salen de los limites normales (Garner, 1996).

La 1,25- (OH), D aumenta la absorcion intestinal y la reabsorcion del Pi (Kumar, 1990).
La formacion del metabolito activo de vitamina D, 1,25- (OH), D, esta regulado por el Pi
dietético, la concentracion del Pi circulante y la parathormona PTH. El Pi extracelular regula
la actividad y la sintesis de la enzima 25(OH) Ds;lo-hidroxilasa de manera que las

concentraciones bajas de Pi aumentan mientras que las concentraciones altas la inhiben
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(Kumar, 1990; 1991; 1997; Zhang y col., 2002). Esta regulaciéon ocurre por un mecanismo
independiente de PTH asi como del transportador del fosfato del sodio, NaPi Ila (Tenenhouse
y col., 2001).

La administracion crénica de 1,25(OH) y PTH modulan los niveles de mRNA y
proteina de NaPi Ila. Los niveles de PTH elevados reducen rapidamente el nimero de los
transportadores de NaPi Ila induciendo la endocitosis de la superficie de la membrana y la
degradacion lisosomal (Biber y col., 2000; Murer, 2002). El mecanismo del endocitosis
inducida por el PTH implica el estimulo por lo menos de dos sefiales de transducciéon que
convergen en la proteina quinasa (MAP), y (ERK) (Lederer y col., 2000; Bacic y col., 2003).

Ademas de la PTH y la 1,25(OH); D, la insulina, la hormona del crecimiento y las
hormonas esteroideas regulan los iones Pi en los liquidos corporales. Todas ellas obran sobre
el rifion, el principal 6rgano regulador de la homeostasis del Pi extracelular, para aumentar o
disminuir la capacidad renal para reabsorber el Pi filtrado (Tenenhouse, 1997). El rifion
recupera alrededor de 80% de la carga filtrada de Pi, con 60% reabsorbido en el tabulo
contorneado proximal, de 15 a 20% en el tibulo recto proximal y <10% en los segmentos mas
distales de la nefrona (Tenenhouse, 1997).

Ademas, se ha postulado la existencia de un nuevo factor que influira sobre la
homeostasis del Pi. La fosfatononina parece ser responsable de modular la excrecion urinaria
del fosfato en una serie de desdrdenes que cursan con hipofosfatemia (Drezner, 2000; Schiavi
y Moe, 2002; Tenenhouse y Murer, 2003). Existe un grupo de patologias en las que los
niveles del fosfato se alteran sin cambios netos significativos de la concentracions en suero de
calcio, PTH y 1,25 (OH), Ds;. Estas enfermedades son caracterizadas por hipofosfatemia,
hiperfosfatemia, y la mineralizacion defectuosa del hueso (Kumar, 2000; Rowe, 2000;
Yamamoto, 2001; Collins, 2001; De Beur, 2002).

El FGF-23 (factor 23 del crecimiento del fibroblasto), parece tener todas las
caracteristicas biologicas mencionadas para la fosfatonina. Los estudios in vivo establecen
que FGF-23 integral es una hormona fosfatarica (Yamashita y col., 2002; Saito y col, 2003) y
puede tener un papel en la modulacion de la reabsorcion renal del fosforo y también en la
produccion de 1,25 (OH), Ds.

Los estudios in vivo demostraron que la proteina NaPi Ila se reduce tras la
administracion cronica de FGF23, apoyando la posibilidad, de formar similar a la PTH, de
que el FGF23 pueda inducir la internalizacion y la degradacién de NaPi Ila (Shimada y col.,
2001; Saito y col., 2003).
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I1.3.4- Utilizacion nutritiva de magnesio
I1.3.4.1- Aspectos generales

El magnesio es el cuarto cation mas abundante en el cuerpo humano vy, tras el K, es el
segundo en el espacio intracelular. El hueso sirve como depdsito de este elemento, donde se
encuentra aproximadamente el 50-60% del total, de manera que en situaciones de déficit es
liberado a la sangre para conservar su concentracion. Del resto, aproximadamente un 35% se
distribuye en el musculo y los tejidos blandos y un 1% en el liquido extracelular (Cashman y
Flynn, 1999).

El magnesio corporal total es de aproximadamente de 21 a 28 gramos, su concentracion
en plasma estd en torno a 0.85% mmol/L y el nivel se mantiene de forma bastante constante
en individuos sanos a través de homeostasis. Se puede encontrar libre ionizado (55%), forma
de complejos (15%) o unido a proteinas (30%) principalmente a albumina (Saris y col., 2000).

La investigacion actual ilustra la importancia del magnesio en la salud humana y las
enfermedades (Saris y col., 2000; Rayssiguier y col., 2001). El magnesio es un mineral
esencial que juega un papel fundamental en los principales procesos biologicos (Coudray y
col., 2002). Actia como cofactor de mas de 300 enzimas, entre los que destacan los
involucrados en reacciones en las que se forma o utiliza ATP y forma parte de la bomba de
membrana que mantiene la excitabilidad eléctrica de las células musculares y nerviosas. Juega
un papel significativo en la permeabilidad celular y en la funcion neuromuscular con su
participacion en la actividad de la creatin quinasa (Shils; Bengoa y Woord., 1984). Es esencial
para muchos procesos biosintéticos, glucodlisis, formacion de AMP ciclico, transporte de

membrana con consumo de energia y transmision del codigo genético (Rude, 1998).

La estabilizacion de las membranas celulares mediante la formacion de complejos con
los fosfolipidos, constituye una de las funciones mas importantes del magnesio. El déficit del
16n incrementa la permeabilidad de la membrana plasmatica aumentando los niveles
intracelulares de Ca”" y Na, y disminuyendo los de K' y fosfatos (Baehler y col., 1980;
Planells y col., 1993) ya que ademas de los cambios estructurales que ocasiona (Aranda y
col., 1989; Lerma y col, 1995), el magnesio es esencial para la actividad de la bomba de Na" y
Ca®". Recientemente se ha puesto de manifiesto que regula el cotransporte de Na*, K*, CI' y

KCl e influye en el trafico de iones a través de los canales de Ca**, K™y Na" (Flatman, 1991).

A nivel mitocondrial, Mg mantiene la permeabilidad de la membrana y el acoplamiento
de la fosforilacion y produccion de ATP. Juega también un papel importante en la regulacion
de la sintesis de proteinas y por lo tanto del inicio de la sintesis de la DNA (Rubin, 2005).
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I1.3.4.2- Absorcion y transporte

La mayoria de los autores (Chutkow, 1964; Brink, 1992) aceptan que el magnesio se
absorbe mas en el intestino distal (ileon y colon) y en menor proporcién en el intestino
grueso. Diversos estudios metabolicos ponen de manifiesto que, en condiciones normales, el
magnesio se absorbe en una proporcion que oscila entre el 45 y 70 %. Actualmente se admite

la existencia de dos sistemas de transporte intestinal para el cation:

Difusion pasiva: La fuerza motriz es el gradiente quimico de un lado a otro del epitelio
intestinal, por tanto la absorcion variard en funcidon de la concentracion existente de Mg (Fine
y col., 1991). Normalmente se da a altas concentraciones de mineral.

Transporte activo: Transporte saturable. Este tipo de transporte ocurre,
fundamentalmente, en el intestino delgado y el colon descendente, puede ser estimulado por
la vitamina D y es importante en ingestas bajas de magnesio.

Todavia hay una gran incertidumbre referente a los mecanismos exactos de la absorcion
intestinal del magnesio y si hay una subida adaptativa compensatoria en la fraccion del
magnesio absorbida en caso en que la ingesta de este mineral se disminuya (Schweigel y
Martnes, 2000).

Sin embargo, otros datos sugieren que la absorcion de Mg ocurre principalmente por
difusion pasiva y por un mecanismo de arrastre de solvente bajo ingestas habituales de este
mineral (kayne y Lee, 1993).

La fraccién absorbida del magnesio ingerido estd influenciada por su concentracion en
la dieta, por su solubilidad en los liquidos intestinales y por la presencia de componentes
inhibidores o sus precursores. En estudios realizados con **Mg en la sangre después de la
ingesta oral, en humanos, se ha comprobado que la absorcién se inicia antes de una hora, se
estabiliza a una tasa de 4 a 6% desde la segunda hasta la octava hora y, luego, disminuye con
rapidez y cesa en la décima hora (Grahan y col., 1960).

I1.3.4.3- Factores que afectan la absorcion de magnesio:

La ingesta es un factor fisioldgico que tiene mucha importancia en la buena absorcion
de magnesio, estd disminuira fraccionalmente a medida que aumenta la ingesta del mineral
debido al aumento de la excrecion urinaria del mismo. En caso contrario de un bajo aporte
dietético de magnesio, se produce un aumento de la absorcion, que irda acompanada de una

menor eliminacién urinaria (Brink y col., 1991).
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En dietas de alto contenido proteico se ha comprobado el incremento de la absorcion
aparente de Mg, seguida del incremento de la excrecion urinaria, no solo debida al exceso de
absorcion sino también al efecto de los aminoacidos asufurados (Brink y Beynen, 1992).

El aumento de la ingesta lipidica favorece la absorcion del Mg, aunque inicialmente
podria pensarse lo contrario como consecuencia de la formacion de jabones. El efecto
depende de las concentraciones dietéticas de calcio y magnesio (Kaup y col., 1990).

Yonekura y col. (2004) observaron que tras la introduccion de fructooligosacaridos
(inulina) o de almidoén resistente en una dieta que contenia 4cido fitico, se producia un

incremento en la absorcion de Mg asi como un mejor estatus esquelético de Mg.

Pallauf y col (1998) observaron un importante efecto inhibidor del acido fitico sobre la
absorcion y retencion de Mg, siendo esta reduccidon mads significativa conforme se
incrementan los niveles de fitico que se adiciona a una dieta de caseina-metionina en ratas en
crecimiento. Ekholm y col. (2003) observaron que el magnesio presenta una baja afinidad
por el &cido fitico.

11.3.4.4- Metabolismo

A nivel intracelular, el magnesio se encuentra en todos los compartimos y el contenido
celular total varia entre 5 y 20 mmol/l. Se asocia principalmente con aniones y se liga al ATP
en porcentajes que oscilan entre 80 y 90% (Frausto y Williams., 1991). Por esta razon, el
contenido de magnesio celular total se asocia positivamente con la actividad metabolica de las
células, por ejemplo, los eritrocitos contienen 75% menos magnesio que los hepatocitos. La
proporcion del magnesio intracelular libre es de 1 a 5% del magnesio celular total (0.3-0.6

mmol/l) y puede constituir un importante regulador metabdlico.

Una vez absorbido, el magnesio es transportado a los distintos tejidos, siendo en el
tejido 6seo donde se encuentra en mayor proporcion. El magnesio d6seo se encuentra
localizado en los cristales de hidroxiapatita, al menos en dos formas quimicas, siendo el
hidréxido la porcion soluble. De un 20-30% en la superficie de los cristales, es facilmente
intercambiable y se encuentra afectado por los niveles séricos. El resto se encuentra
intimamente incorporado y no es intercambiable, da un indice mas real de la cantidad del
catibn que existe en el organismo ya que es mas facilmente modificable a efectos
homeostaticos (Aranda y col., 1989; Planells y col., 1993).

El tracto gastrointestinal y el rifion juegan un papel muy importante en el metabolismo y
en la regulacion de la homeostasis del magnesio (Rude, 1998). El balance se regula
primariamente a través de cambios en la excrecion renal y principalmente esta influenciada
por la concentracion del magnesio sérico. Parece no existir un mecanismo homeostatico

hormonal eficaz para la regulacion del magnesio sérico. Los valores normales resultan de un
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equilibrio entre la absorcion gastrointestinal y la excrecion urinaria. Varios estudios han
mostrado que cuando se inyecta magnesio existe un aumento lineal en la excrecion urinaria,
paralela al aumento de los niveles séricos en individuos sanos. Quamme y de Rouffignac
(2000) describieron la existencia de un umbral de filtracion de magnesio en el rifidén por
debajo del cual el Mg es avidamente conservado y que cuando el umbral es superado el

magnesio es excretado completamente.

La reabsorciéon de magnesio ocurre en los rifiones, los cuales proporcionan un
mecanismo muy sensible para mantener la homeostasis en la sangre (Quamme, 1993).
Normalmente, los rifiones filtran aproximadamente 2500 mg/dia y excretan 100 miligramos
en la orina diariamente, reabsorbiendo 2400 miligramos o el 95% del magnesio filtrado. La
reabsorcion y excrecion urinaria son perfectamente balanceadas bajo condiciones de
almacenamientos normales. Sin embargo, bajo condiciones de deficiencia, los rifiones son
capaces de conservar magnesio, y la eliminacién urinaria puede disminuir a menos de 12

mg/dia.

DIETA
(300 mg/dia)

SECRECIONES
DI 18
(30 mg/dia)

e LIQUIDO ESQUELETO Y
ABSORCION EXTRACELULAR TEJIDOS BLANDOS
(130 mg/dia)
= GH -
ADH |—> : P PTH
1 : CI
elc.

HECES
(200 mg/dia)

PTH: parathormona

CT: calcitonina

GH: somatotropina

ADH: hormona antidiurética

ORINA
(100 mg/dia)

Figura IIlg: Metabolismo del magnesio
(Tomado de Mataix y Llopis, 2002)

En los rifiones, el magnesio primariamente se reabsorbe en 2 sitios a lo largo del nefron,
aproximadamente 30% se reabsorbe en el tibulo contorneado proximal a través de un sistema
de transporte pasivo dependiente de la reabsorcion del sodio y del liquido del fluido tubular.
Aproximadamente 50% a 60% de la reabsorcion ocurre en la rama ascendente del Asa de
Henle, la cual esta en contraste con la reabsorcion de otros electrolitos cuya reabsorcion
ocurre en la porcion proximal del Asa de Henle. Aproximadamente 5% se reabsorbe en el

tubo contorneado distal.
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Respecto a la excrecion, el rindén es la mayor via de eliminacion de magnesio y el
proceso de reabsorcion tubular controla la homeostasis del Mg (Rude, 1998). Del 95-97% del
Mg filtrado es reabsorbido y s6lo de un 3-5% es excretado.

Se ha demostrado que sin influencias hormonales, el transporte de magnesio es un
proceso pasivo que ocurre en el espacio paracelular y estd controlado por el transporte de
CINa y la diferencia de potencial a través de la célula. Cuando se afiaden arginina,
vasopresina, glucagon, calcitonina, PTH e insulina a un bafio con los segmentos separados de
la rama ascendente gruesa cortical del asa de Henle del rifion de un ratén, aumenta de manera
significativa la absorcion de magnesio (Kayne y Lee, 1993). Otras hormonas que influyen de
un modo directo o indirecto sobre la excrecion renal son: La hormona del crecimiento, la
antidiurética, las suprarrenales, androgenos y estrogenos, todas ellas aumentan la excrecion
urinaria. Igualmente la eliminacion renal esta aumentada por otras sustancias como la glucosa,
galactosa, etanol, etc (Shils, 1988).

I1.3.5- Utilizacion nutritiva de cinc

I1.3.5.1- Aspectos generales

El cinc es el elemento traza intracelular mas importante, mas del 95% del cinc presente
en el cuerpo se encuentra en las células, de un 60-80% se encuentra en el citosol. El cinc esta
presente en todos los oOrganos, tejidos y fluidos corporales, participando en numerosas
funciones cataliticas, estructurales y reguladoras indispensables para muchos sistemas
bioldgicos (Aranda y Llopis., 1993).

El contenido total de este mineral en el individuo adulto oscila entre 1.4 y 2.5g y la
mayor parte esta repartida entre el hueso y el esquelético. Entre los tejidos con un mayor
contenido destacan los fluidos prostaticos (650 mg/g), el hueso (100-250 mg/g), el higado
(199 mg/g) y el rindn (163 mg/g). En el plasma acumula s6lo del 0.1 al 0.5%, lo que permite
afirmar que es un cation intracelular (Cousins y Hempe., 1991; Shrimpton, 1994).

La mayoria de las funciones bioquimicas del cinc, evidencian su participaciéon como
elemento estructural de numerosas enzimas o su condicién de estabilizador de estructuras
moleculares a nivel de los constituyentes subcelulares y sus membranas (Bettger y col., 1981;
Cunningham y col., 1990). Es parte fundamental de numerosas metaloenzimas y activador de
otras, como la fosfatasa alcalina, el alcohol deshidrogenasa, la anhidrasa carbonica, la
deshidrogenasa glutamica, la carboxipeptidasa, la ARN y ADN polimerasas y otras (Amador
y col., 1996; Moya, 1998).

El cinc es un antioxidante (Zalewski y col., 2005). Algunos de los efectos antioxidantes
de este mineral son debidos a la estabilizacion de grupos sulfhidrilos y de lipidos de la

membrana (Powell, 2000; Carter y col., 2002), y al supresion de la produccion del 6xido
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nitrico (Cui y col., 1999). Taylor y col. (1997) han demostrado que in vivo la deficiencia del
cinc causa un aumento del stress oxidativo en los pulmones. Sin olvidar el papel
antiinflamatorio y inmunoregulador del cinc (Zalewski y col., 2005). En primer lugar, las
mastocitos, que son componentes dominantes en las reacciones alérgicas y antiinflamatorias,

son extremadamente ricas en el Zn , la mayor parte esta contenido dentro de sus granulos (Ho
y col., 2004).

Una diana importante del cinc puede ser NF-KB, un factor de la transcripcion
citoplasmica que en células activadas se desplaza al nicleo y es critico para la expresion de
muchas citokinas pro-inflamatorias (Aggarwal y col., 2004).

Aunque todavia se sabe relativamente poco sobre su influencia sobre el sistema
respiratorio, este mineral tiene una serie de caracteristicas que potencialmente le permiten
modular la funciéon no solamente del epitelio de la via aérea pero también de las células que
median la produccion del coldgeno y de otras proteinas extracelulares de la matriz (Sacco et
al., 2004), células inmunoreguladoras (macréfagos, linfocitos B, T, células dendriticas)
(Stumbles, 1999), y células inflamatorias tales como eosinofilios, neutrofilos y células del

mastil.
11.3.5.2- Absorcion y transporte

La homeostasis del cinc se mantiene mediante la regulacion de la absorcion digestiva de
este mineral y el control de la secrecion enddgena de cinc dentro del tracto intestinal
(Sandstrom, 1995). El intestino es el 6rgano clave para mantener este balance. Si se aisla de
las influencias sistémicas y de las secreciones pancredticas, el intestino conserva signos de
adaptacion de la absorcion programada por la ingesta alimentaria previa (Smith y Cousins,
1980), lo que sugiere que el control de la adaptacion de la absorcion a la ingesta alimentaria
de cinc se encuentra en el propio intestino.

El contenido de cinc del cuerpo humano de 1.5 a 2.5g es parecido a de hierro
(Hambidge, 1986) y se mantiene gracias a la absorcion de unos Smg/dia. El cinc se absorbe en
el intestino delgado en una cantidad aproximada del 35%, el lugar de maxima absorcién es
para unos investigadores el duodeno (Foster y col., 1979) y para otros el yeyuno (Lee y col.,
1989), aunque también en ileon se puede absorber (Antonson y col., 1979). Tras la ingestién
de los alimentos, las cantidades intraluminales de cinc aumentan de 1.5 a 3 veces el valor de
la ingesta en el duodeno distal, probablemente debido a las secreciones de jugos digestivos
que contienen cinc. El contenido intraluminal de cinc disminuye sustancialmente en el yeyuno
(Matseshe y col., 1980).

La absorcion de cinc a través de la superficie en cepillo ocurre por medio de un
mecanismo de transporte y uno de difusion (Cousins y Hempe., 1991). Cuando la ingesta de
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cinc es alta se establece un mecanismo de transporte no saturable, este mecanismo puede
darse por medio de difusion pasiva o movimiento entre las células mucosales. A bajas
concentraciones luminales de cinc predomina el mecanismo mediado por un transportador, el

cual no requiere energia.

La absorcion de cinc por medio de transportador se estimula cuando la concentracion de
cinc en la dieta es baja (Hoadley y col., 1988). La afinidad del transportador por el cinc no
varia en una ingesta reducida del mineral, pero la capacidad de transporte mediada por

receptor si lo hace, lo cual sugiere un aumento en el nimero de receptores.

El cinc intercelular puede ser utilizado por la célula para procesos propios, puede unirse
fuertemente a la metalotionina y conservarse dentro de la célula, o puede transportarse fuera
de la célula unida a la CRIP (proteina intestinal rica en cisteina). El transporte transcelular del
cinc da como resultado una liberacion de este al lumen intestinal o a la circulacion sanguinea.
El cinc que queda atrapado en la célula por su unidon a la metalotioneina (una pequefia
proteina con grupos azufrados que se une al cinc y puede representar una forma intracelular
de almacenamiento), se perderd eventualmente en las heces en el transcurso normal del
turnover intestinal. El papel de la metalotioneina en el metabolismo del cinc es similar al de
la ferritina en el metabolismo del hierro. La citada metalotioneina regula la homeostasis del
cinc y previene su absorcion excesiva (Hoadley y col., 1988). El transporte de cinc a través de
la membrana serosa estd mediado por un transportador y ocurre por un mecanismo

dependiente de energia (Cousins, 1986).

Se han caracterizado recientemente nuevos transportadores involucrados en la absorcion
y transporte de cinc. Un grupo es la proteina hZIP: 14 genes que codifican ZIP se han
identificado en el genoma humano, tiene 8 dominios transmembrana, también una regioén
citoplasmatica rica en histidina y regién anfipatica entre el dominio III y V que puede formar
la pared del canal i6nica del Zn (Kambe y col., 2004).

Fue demostrado que las proteinas del hZIP funcionan para importar el Zn en las células
a través de la membrana del plasma. La desregulacion del funcionamiento del transportador
del Zn puede provocar el desarrollo de ciertas enfermedades. Por ejemplo, la expresion de
LIV1 (hZIP6) aumenta en caso de cancer de mama y se regula por los estrogenos (Taylor et
al., 2003). Otro ejemplo es hZIP4, que se localiza en la membrana apical de enterocitos y
contiene una estructura en forma de lazo rico en histidina y que sobre sale hacia el lumen del
intestino. Su expresion esta regulada al alza en caso de deficiencia del Zn (Wang et al.,
2002).

Otro grupo de transportadores de Zn es la familia de los facilitadores de la difusion del
cation (CDF, también conocido como ZnT y recientemente como SLC30A) (Seve et al.,
2004). Este grupo de transportadores de cinc (ZnT1, ZnT2....) guardan ciertas caracteristicas
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comunes, como la presencia de 6 regiones transmembrana y la presencia de los grupos amino
y carboxilo terminales dentro del espacio intracelular. También tienen un dominio rico en
histidina conservado entre los segmentos transmembrana IV y V, que ata el zn y los
segmentos anfipaticos de la transmembrana que pueden alinear el canal id6nico del Zn (Kambe
et al., 2004).

El ZnT1 se encuentra implicado principalmente en la salida del cinc a través de la
membrana y también regula la salida del Zn al plasma por la membrana basolateral de los

enterocitos que cubran el duodeno y el yeyuno (Cousins y McMahon, 2002).

El transportador ZnT3 es una proteina especifica del cerebro y secuestra el cinc en
granulos presindpticos secretorios que contienen glutamato bajo la influencia del canal
clorhidrico dependiente de voltaje CIC-3 (Salazar et al., 2004).

El ZnT5 se localiza en la membrana de los granulos de las células pancredticas
secretorias de insulina ricas en Zn (Kambe et al., 2002), y también en otros tejidos (Cragg et
al., 2002).

El ZnT6 y ZnT7 se localizan en el aparato de Golgi pero poco se sabe sobre sus

funciones y sus distribuciones en los tejidos (Huang et al., 2002; Kirschke y Huang, 2003).

El ZnT8 es especifico de pancreas endocrino (Seve et al., 2004) y el ZnT10 estd
restringido en el higado y el cerebro fetales (Seve et al., 2004).

Recientemente, diversos autores Hara y col. (2000) han hecho énfasis en la capacidad
del ciego y colon para absorber limitadas concentraciones de cinc en experimentos in vivo € in
vitro, sugieren que el ciego y colon pueden tener un papel importante en la absorcion de cinc
cuando se dan condiciones de malabsorcion de este mineral. Condamina y col. (2002) indican
que el transporte de cinc en el intestino grueso se basa en la difusion pasiva y por tanto tienen
especial importancia los factores que tienden a mejorar la solubilidad de este cation, tal es el
caso de la fibra soluble que al ser fermentada en el intestino grueso causa un descenso del pH
y un aumento de la solubilidad y por tanto de la absorcion de cinc (lopez y col., 1998;
Yonekura y col., 2004).

I1.3.5.3- Factores que afectan la absorcion de cinc

Bajo condiciones fisiologicas y dietéticas normales, los factores que afectan a la
cantidad de cinc disponible para su absorcion por parte del tracto digestivo determinan la
biodisponibilidad de este mineral. La solubilidad del cinc en los lugares preferentes de
absorcion intestinal tiene un impacto mas que probable sobre su disponibilidad. El cinc de los
alimentos se extrae con relativa facilidad en el pH 4cido presente en el estdmago, uniéndose
posteriormente a diversos componentes organicos en el pH mas basico presente en el intestino
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delgado. Esto se refleja en una menor utilizacion digestiva de cinc presente en un alimento
cuando se compara con la misma dosis en una solucién acuosa (Sandstrom, 1997).

Entre los factores dietéticos mas importantes para la absorcion de cinc cabe destacar:

El contenido de cinc de la dieta es un factor importante para la cantidad de cinc
absorbida, una mayor cantidad en valores absolutos se absorbera tras una ingesta alta de cinc,

pero al aumentar la ingesta disminuira la absorcion fraccional.

Existen indicios de una relacion significativa entre los niveles de proteina de la dieta y
la absorcion de cinc en el tracto digestivo, niveles bajos de proteina provocan una menor
absorcion de cinc en el intestino delgado y una mayor excrecion de cinc enddgeno (Van
campen y House. 1974). La utilizacion digestiva de cinc aumenta ligeramente con los niveles
de proteina en la dieta (Lonnerdal, 2000) y algunos autores encuentran absorciones muy
reducidas de este mineral o incluso nulas con niveles proteicos del 4 o 5% (Urbano y col.,

comunicacion personal).

Uno de los agentes més importantes en la disminucion de la absorcién de cinc es el
acido fitico presente en leguminosas y cereales. La absorcién de cinc en una dieta rica en
acido fitico puede ser mejorada al aumentar el contenido proteico de la dieta (Sandstrom y
col., 1989).

Coudray y col. (2005) demostraron claramente que el producto de la inulina aument6 la
eficacia de la absorcion y de la retencion intestinal del Zn.

Los mecanismos de transporte de cationes al interior de la célula estan determinados en
parte por su configuracion y propiedades de coordinacion. Por tanto, elementos con
caracteristicas fisicoquimicas similares compiten por vias comunes. La afinidad por una
proteina transportadora mutua también puede provocar competencia con distintos metales
como el calcio, hierro, cobre...

Hay otros factores: La edad del individuo tiene influencia sobre su capacidad de
absorber cinc. Los animales recién nacidos absorben cinc en una proporcion mayor que los
animales de mas edad, quizas porque su sistema de transporte tiene mas afinidad por el cation
(Lonnerdal, 1989). La absorcion de cinc disminuye con la edad.

Las influencias hormonales asociadas al stress (corticosteroides y citokinas
relacionadas) pueden aumentar la eficacia de absorcién de cinc (Cousins, 1985), asi mismo,
aumentan significativamente la absorcion de cinc en la rata la endotoxemia y la infeccién
bacteriana aguda.
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El pH intestinal no parece influir en la absorcion de cinc, sin embargo, una acidez
reducida por baja secrecion de HCL en el estdmago, si puede dar lugar a un descenso en la
absorcion del mineral (Hara y col., 2000). Las prostaglandinas intraluminales si parecen tener
influencia en la absorcion, la PGE2 aumenta la absorcion y la PGF2 la inhibe (Hoadley y col.,
1988).

I1.3.5.4- Metabolismo

La homeostasis del cinc esta regulada en parte por cambios en la absorcion y excrecion
en respuesta a cambios en la ingesta dietética. Durante los periodos de bajas ingestas el
mantenimiento de la homeostasis se debe tanto al incremento de la absorcion como de la
retencion, mientras que, frente a altas ingestas, en la regulacion de la homeostasis juega un
papel primordial el aumento de la excrecion (Cousins y Hempe, 1991).

El control homeostéasico del metabolismo de cinc se mantiene sobre todo a través de la
excrecion fecal de cinc enddgeno (King y Tunlund, 1989). Con ingestas de cinc de 7, 15y
30mg/dia, las pérdidas fecales humanas son de 6.8, 14.4 y 30.lmg/dia, respectivamente
(Jackson y col., 1984). Las pérdidas endogenas proceden de la mezcla de las secreciones
pancredtica e intestinal. Las comidas estimulan la secrecion de cinc endogeno, y més de la
mitad del que existe en la luz intestinal puede proceder de esta fuente (Matseshe y col., 1980).
La pérdida renal de cinc es escasa y la ingesta alimentaria del elemento ni influye de forma
significativa sobre ella (Jackson y col., 1984). El cinc urinario responde a los cambios del
catabolismo muscular (Fell y col., 1973) y el glucagén podria regular la reabsorcion de cinc
en el tibulo distal renal (Victery y col., 1981).

El estado fisiologico del organismo tiene asimismo una fuerte influencia en la
regulacion de la homeostasis del cinc. Las citocinas, sobre todo las interleucinas 1 y 6,
influyen en el metabolismo del cinc. Se cree que un estrés, por ejemplo, una infeccion aguda
en la que se producen exotoxinas, determina la secrecion de citocinas que tienen efectos
multiples, entre ellos la activacion de las células inmunitarias. La interleucina 1 aumenta la
captacion de Zngs en el higado, la médula ésea y el timo, siendo menor la cantidad llegada al
hueso, a la piel y al intestino mientras la interleucina 6 aumenta directamente la captacion de

zinc por los hepatocitos (Schroeder y cousins, 1990).

El cinc en hueso que normalmente tiene una velocidad de turnover baja, puede
movilizarse en casos extremos como una deficiencia de cinc durante el embarazo (Hurley y
Tao, 1972). Altas ingestas de cinc inducen la sintesis de metalotioninas (Richards y Cousins,
1976). Se ha sugerido que la metalotionina est4 involucrada en el “control fino” de los niveles
intracelulares de cinc activo.
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Respeto a la excrecion, en circunstancias dietéticas normales, las heces son la via
principal de excrecion de cinc (Hambidge y col., 1986), mientras que la urinaria es una via
secundaria de eliminacion. Otras vias de excrecion son pelo, sudor, descamacion de la piel,
menstruacion, semen, fluido prostatico y, en situaciones de embarazo y lactancia, cantidades

importantes se transfieren diariamente de la madre al feto o al lactante.

PERDIDAS

—P URNARIO

TEJIDOS CORPORALES BLANDOS fa s R - DERMICO

Figura IIly: Homeostasis y metabolismo del cinc corporal
(Tomado de King y Keen, 1994)

La cantidad de cinc en orina se origina principalmente de la proporcion ultrafiltrable de
cinc en el plasma. En condiciones normales hasta el 95% del cinc filtrado es reabsorbido en la
porcién distal del tabulo renal (King y Keen, 1994). La cantidad de cinc que se excreta en
orina se correlaciona con la tasa de produccién de orina y excrecion de creatinina. El
catabolismo del musculo, como en caso de quemaduras graves, cirugia mayor, otros
traumatismos, € inanicidén, causan un aumento clinico en la pérdida urinaria de cinc. Una
marcada disminucion o aumento en la ingesta de cinc causard el consiguiente cambio en las
pérdidas de superficie (Milne y col., 1984).
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III.1- Animales:

Todos los animales fueron alojados en jaulas individuales de metabolismo que
permiten el control de la ingesta de alimento y la recogida separada de heces y orina. Los
animales tuvieron acceso a la comida y al agua ad libitum excepto en los periodos en que eran
sometidos a ayunas. Las jaulas estdn colocadas en una habitacion termo regulada y aireada
(22 + 2°C) con fotoperiodo controlado (21h a 9h luz, 9h a 21h oscuridad). El fotoperiodo se
invertio con objeto de facilitar el control de la ingesta debido a que la rata es un animal
nocturno que realiza la ingesta de alimento preferentemente en la oscuridad.

Todos los procedimientos experimentales se han desarrollado cumpliendo estrictamente
la normativa europea de experimentacion animal (Directiva del 24 de Noviembre de 1986
(86/609/EEC)).

Figura 1: Jaulas individuales de metabolismo disefiadas para el control de la ingesta y
de la bebida
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II1.2- Dieta:

Todos los estudios se realizaron en ratas Wistar macho de 200-220g de peso,
alimentadas con pienso estdndar de laboratorio que cubre las ingestas recomendadas para
estos animales (NRC, 1995) y que procedian del Servicio de Animales de Laboratorio de la
Universidad de Granada.

Energia (kj/ kg) 12.99
Nitrogeno (g/kg) 26.1
Proteina 163.1
(N x 6.25) (g/kg)
Grasa(g/kg) 41.0
Hidratos de C 690.0
(g/kg)
Fibra(g/kg) 45.1
Cenizas (g/kg) 60.8
Magnesio (mg/100g SS) 167
Fosforo (mg/100g SS) 674
Cinc (mg/100g SS) 16.6
Calcio (mg/100g SS) 1350

Tabla 1: Composicidon quimica de la dieta en sustancia seca

I11.3-Farmacos ensayados:

Los farmacos utilizados son: WIN 55,212-2 y AM251, se adquirieron en Tocris
Cookson (Bristol UK). El vehiculo utilizado para diluir los farmacos fue dimetilsulfoxido
(DMSO) y se administré en proporcion 60%DMSO: 40% NaCl 9%o.
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Compuesto AM251 WIN 55,212-2

Nombre quimico N-(piperidin-1-yl)-5-(4- (R)-(+)-(2.3-Dihydro-5-methyl-3-
idophenyl)-1-(2 dichlorophenyl)-4- | (4-morpholinylmethyl) pyrrolo (1.2.3-de)-
methyl-1H-pyrazole-3-carbaxamide. | 1.4-benzoxazin-6-yl)-1-

naphthalenylmethanone mesylate.

Formula molecular Cy,H, CL,IN,O C27H26N,03.CH;SO3H.1/2H,0
Solubilidad DMSO a 100 mM DMSO a 100 mM
Accién Biolégica Agonista inverso de los Agonista de los receptores
receptores CB1 CB;y CB;

Tabla 2: caracteristicas quimicas del AM251 y del WIN 55,212-2.

II1.4- Administracion de los farmacos

I11.4.1- Administracion intraperitoneal: Los farmacos se administraron
intraperitonealmente a dosis de 0.5, 1, 2 y 5 mg/kg peso. Los resultados obtenidos se
compararon con un grupo control inyectado con el vehiculo (60%DMSO: 40% NaCl 9%o).

I11.4.2- Administracion intracerebroventricular. Cirugia

Se pesaron a las ratas luego se anestesiaron con hidrato de cloral (400 mg/kg; i.p). A
continuacion se fijo la cabeza del animal en un aparato estereotdxico para roedores (David
Kopf Instrumentos, EE.UU) (fig 2). Se realiz6 una incision longitudinal de 2 cm sobre la piel
del craneo y se descartd la piel para descubrir el hueso parietal. Después de haber retirado
cuidadosamente todo rastro de sangre, se practicaron orificios en el hueso parietal con ayuda
de una taladradora fina. Estos orificios sirvieron para la implantacion de la canula guia de la

sonda, del inyector y para la instauracion de minitornillos de acero inoxidable.
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Figura 2: El aparato estereotaxico adaptado a los roedores
(David Kopf Instruments, USA)

Se establecido un inyector en el tercer ventriculo (3V) seglin los siguientes datos

estereotaxicos (Atlas Paxinos et Watson, 1986):

- Eje anteroposterior (AP):  -0.28cm
- Eje medio lateral (ML) : 0cm
- Eje dorsoventral (DV) -0.94 cm

La canula guia se establecio en el hipotdlamo ventromedial VMN (Fig.3) en el punto de

interseccion de los datos estereotaxicos siguientes:

- Eje anteroposterior (AP):  -0.28 cm
- Eje medio lateral (ML) : -0.06 cm
- Ejedorsoventral (DV) : -0.76 cm
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Figura 3: Localizacion de la sonda en el hipotdlamo ventromedial VMN

Estos datos se determinaron refiriéndose al punto bregma (fig 4). Se pega el cemento
dental a continuacion cuidadosamente sobre la union de estos elementos con el fin de obtener

una buena fijacion.

Edge of incision in skin
Coronal suture -

W W

Figura 4: Localizacion del punto Bregma
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Estas dos implantaciones se efectuaron con una gran precaucion y con el fin de evitar
posibles dafios de los tejidos organicos. Se volvio a poner al animal en su jaula una vez que se
solidifico el cemento dental. El animal recibié exactamente después de la operacion una
inyeccion de una solucidon glucosa (Img/ml) y se sometié a una vigilancia post operativa

continua.

La intervencion quirtrgica dur6 alrededor de 1 hora. La microdidlisis se realizd una
semana después de la operacidon quirurgica, esta duracion permite al animal recuperarse del

traumatismo potencial que podria haberse producido por la operacion.
II1.5- Microdialisis intracerebral

La microdialisis cerebral es una técnica de extraccion neuroquimica potente por la cual
diferentes compuestos del fluido extracelular, incluidos los neurotransmisores y sus
metabolitos, pueden controlarse continuamente. Esta técnica se utiliza generalmente para
evaluar los efectos de tratamientos farmacologicos sobre la liberacion de los
neurotransmisores y ofrece asi indices importantes que se refieren al funcionamiento
sinaptico. El principio de la didlisis se basa en la difusiéon molecular entre dos compartimentos
separados por una membrana semipermeable. Es un fendmeno pasivo que obedece a la ley de
Fick.

La dialisis cerebral wutiliza un sistema cerrado y consiste en implantar
estereotaxicamente una sonda de didlisis con membrana semipermeable de Cuprophane en
una superficie precisa del cerebro. Las sondas utilizadas presentan las siguientes
caracteristicas: didmetro exterior: 0,24 mm., longitud de la membrana: 2mm y didmetro de
poro 6.000 DA. Esta implantacion esta bien descrita en la pagina (50). El protocolo utilizado

es el que fue publicado por El ayadi y col., 2001.

Canula de entrada L | ‘._1, Canula de salida

="

f.-’

| Cuerpo metalico de la
sonda

Membrana
semipermeable

Figura 5: Imagen de una sonda concéntrica CMA/11
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II1.5.1- Preparacion de soluciones

Las perfusiones se efectian con el liquido cefalorraquideo sintético LCRs cuya
composicion es la siguiente:

- NaCl 140 mM
- KCI 3,0 mM

- CaCl; 1,2 mM
- MgCl,; 1,0 mM

El pH se ajusta a 7,4 con el NaOH a 0.1 N; el LCRs se filtra a continuacioén sobre un
filtro estéril de una porosidad de 0,22 pm.

II1.5.2 - Realizacion de la microdialisis

El dia de la experiencia, la sonda de microdidlisis se introduce delicadamente dentro de
la cénula guia. La posicion de la cadnula guia permite la localizacion de la extremidad de la
sonda en el VMH.

La entrada de la sonda se conecta mediante un catéter de polietileno a un selector de
jeringuillas o switcher de tipo CMA 11 (CMA Microdialysis, Suecia). Este ultimo se conecta
a su vez a una bomba de microinyecciones CMA/100 (CMA Microdialysis, Suecia) donde se
colocan algunas jeringuillas Hamilton llenadas por el LCRs (Fig. 6). Un catéter fijado en la
salida de la sonda permite recoger el dializado. Cuando los protocolos experimentales
incluyen la administracion local de un agente farmacologico, el selector permite controlar el
momento de esta perfusion.

Flux: 2ul/min

B s o 2

S witcher —

o o 0O}

Micro-pom pe

Bol

Inter valle de collecte: 15 min

Figura 6: Sistema de microdidlisis
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A lo largo de la experiencia, el LCRs circula a un flujo de 2 pl/min. Experiencias
preliminares nos permitieron comprobar que un equilibrio dindmico entre el liquido del
espacio extracelular y el liquido que circula al interior de la sonda se instala 90 minutos
después del inici6 de la perfusion. Fracciones de 30 ul, se recogen cada 15 minutos y se
inyectan directamente en el sistema cromatografico o inmediatamente se congelan hasta su
analisis.

Las cuatro primeras fracciones recogidas exactamente después del periodo para alcanzar
el equilibrio corresponden a las fracciones control y nos permiten determinar el nivel
extracelular basico medio del neurotransmisor o su metabolito.

IT1.5.3- Protocolo experimental

8 ratas se repartieron en dos grupos, el primer grupo sirvié de control y recibid una
inyeccion intraventricular del LCRs; El segundo grupo se prefundio con el farmaco. Hay que
sefalar que los animales estaban en ayunas 24 horas antes de empezar el experimento, pero
tenian libre acceso al agua.

Después del periodo de equilibrio y estabilizacion, se recuperan 4 dializados (30ul en
intervalos de 15 minutos) en el animal todavia en ayuno. La media de los cuatros primeros
dializados representa el nivel basico de serotonina (SHT) y de su metabolito (SHIAA).

Después, el animal tiene libre acceso a la comida durante una hora en la que se recogen
cuatro nuevos dializados, se retira a continuacion la comida durante 30 minutos y se recoge
otros dos dializados. Los efectos de la ingestiéon de alimentos y la infusion de las drogas se
calculan con relacion a este nivel basico.

La comida de nuevo se presenta al animal durante 180 minutos. Hay que subrayar que a
principios de esta ultima fase, cada rata recibe una inyeccion central de 5 pl de LCRs
(1pl/min) (animales controles), de AM 251 o de WIN 55 (1pg/5ul DMSO/Nacl 9%o). La
comida consumida se pesa al cabo de una hora, las dos horas y las tres horas después de las
inyecciones centrales de la droga o del LCR en paralelo a la recuperacion de los dializados.
Asi pues, la perfusion del animal dura las 8 horas. Al final de cada experimento, el nimero
total de dializados recuperados por animal es de 22 que son directamente inyectados en el
sistema cromatografico o inmediatamente se congelan a -18 ° C hasta su andlisis.

Para la estimacion de la eficacia de dialisis de las sondas, se calcula el rendimiento de

la sonda antes y al final del experimento, que corresponde al porcentaje de la concentracion

de una sustancia en el dializado y su concentracion en el medio que rodea la sonda, asi se
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sumergen las sondas en una mezcla de soluciones normales de 5-HT y SHIAA a

concentraciones conocidas, y son perfundidas con el LCRs a un flujo de 2 ul/min y a
temperatura ambiente.

I11.6- HPLC: Cromatogrifia liquida de alta resolucion

II1.6.1- Sistema cromatografico utilizado

El sistema cromatografico utilizado en el presente estudio implica principalmente seis
componentes: una bomba, un inyector, una precolumna, una columna cromatografica, un

detector electroquimico y finalmente un registrador o integrador que permite procesar y
guardar los cromatogramas.

JUAL

Détecteur

Enregistreur

Débit: 1 mI/mm
Colonne
7] ©
[ o mbre Pré-coolonne

d'injection

Pompe

ﬁ Phase mobile

Figura 7: Sistema chromatografico
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a- Bomba

La bomba (SHIMADZU LC-6A) permite distribuir el solvente en modo isocratico con
un flujo de pulsacién minimo. Esta bomba permite trabajar en método de flujo o presion

constante. En nuestras experiencias la bomba se ajust6 a un flujo de 1 ml/min.
b- Inyector

El inyector de muestras utilizado es manual, es una valvula RHEODYNE 7125 con un

cierre de 20 pl que utiliza jeringuillas modelo Hamilton con un dngulo derecho.
c- Precolumna

Se trata de una columna de guardia de pequeiio tamafio (4 mm. de didmetro por 10 mm.
de longitud) con las mismas caracteristicas que la columna. Se sitia antes de la columna y

sirve de proteccion a ésta.
d- Columna

Es una columna analitica de tipo C18 VARIAN de fase invertida. Esta columna esta
formada por granos de silice recubiertas por cadenas alifaticas de 18 carbonos, de ahi la

denominacion de columnas C18.
e- Detector electroquimico

Se trata de un detector amperométrico (L-ECD-6A; SHIMADZU, Japan) equipado de
una célula de 4 pl vinculado a un electrodo en carbono vitreo mantenido a un potencial de 0.7
V con relacion a un electrodo de referencia en Ag/AgCl. La corriente generada es producida

por las reacciones de oxido-reduccion que se efectiian en la célula.
f- Integrador

El integrador utilizado es de tipo SHIMADZU CR4A; es un sistema de tratamiento de
datos que incluyen una impresora grafica que permite, previa peticion, el trazado continuo de
los cromatogramas sobre papel térmico.

111.6.2- Fase movil

La fase movil polar, contiene el contra ion (octil sulfato NH;") que permite la

s 7 . oy e ., . . +
separacion de las aminas, al formar un par i6nico con su funcioén ionizada NH; "

En el detector las aminas se exponen a un campo eléctrico. Se oxidan las moléculas que

contienen una agrupacion hidréxilo mévil y los electrones perdidos por la molécula generan
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una corriente eléctrica. La integracion del pico de corriente registrado nos da la cantidad de
amina.

La composicion de la fase mévil que utilizamos en el presente trabajo es la siguiente:

- 0,05 M acetato sodico anhidro
- 0,05 M acido citrico

- 0,15mM EDTA

- 0,4 mM octil sulfato

- 1,1 mM n-dibutilamina

8 % metanol

El pH de la fase movil se lleva a 3.5 con 4cido acético, se filtra la fase moévil al vacio a
través de filtros de 0,22 um (millipore) luego es desgasificada en un bafio de ultrasonidos
(Branson 2200, UK). Los productos utilizados son de calidad analitica o especial para HPLC.
El agua utilizada es un agua bidestilada y desmineralizada.

I11.6.3- Soluciones estandar

Las soluciones de referencia de SHT y SHIAA se preparan en la fase movil o bien LCRs
que contiene un antioxidante (el acido ascorbico a una concentracién de 5.6 10*M) y se
almacenan a - 18 C°.

Algunos estandares externos de 25, 50,100, y 500 pg/20ul son preparados cada dia por
diluciones de las soluciones de referencia en la fase moévil e inyectados bien separadamente,
lo que nos permite obtener curvas de calibracion para cada compuesto, o inyectados en forma
de una mezcla permitiendo comprobar diariamente el rendimiento del detector y la columna
antes de la inyeccion de un dializado.

IIL.7- Técnica de inmunohistoquimica
a- Principio

Las técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) permiten la identificacidon, sobre muestras
tisulares o citologicas, de determinantes antigénicos caracteristicos de distintas lineas de
diferenciacion y funcionalismo celular. La aplicacion directa de anticuerpos policlonales o
monoclonales sobre secciones tisulares permite la localizacion microanatoémica de su
expresion y su correlacion con los parametros morfologicos, aumentando la sensibilidad y
especificidad del estudio y proporcionando informacién adicional esencial en muchos casos.

La inmunohistoquimica se basa en la utilizacion de un anticuerpo especifico,

previamente marcado mediante un enlace quimico con una sustancia que se puede transformar
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en visible, sin afectar la capacidad del anticuerpo para formar un complejo con el antigeno. El
complejo antigeno anticuerpo, mediante la utilizacion de alguna de las técnicas especificas
(peroxidasa antiperoxidas, fluoresceina, etc) permite ser localizado e identificado dentro de la
muestra a estudiar.

Coupe de cerveau de rat
recouverte d'une solution
contenant des anticorps

Anticorps marqué

complexé a une

protéine-cible ‘

antigéne, dans une Elimination par ringage des
cellule du cerveau anticorps non complexés,
rendant le marquage visible

Cellules marquées du‘
hoyau paraventriculalre_ ‘
ayant synthétisé la protéine-cible

Figura 8: Técnica de inmunohistoquimica

b- Inyeccion estereotaxica de los animales

Todos los estudios se han realizado sobre ratones hembras de tipo C57BI1/6, de peso de
25 gramos. Los ratones se anestesiaron con inyeccion intraperitoneal (i.p) de avertina
(250mg/kg) luego se colocaron en un aparato estereotaxico. Después de la incision de la piel,
el hueso del craneo se perfora y 2.5 ul de los farmacos disueltos en el vehiculo se inyectaron
al nivel del tercer ventriculo segun los datos estereotdxicos siguientes: AP: -0,94 mm, ML:
0,20 mm, DV: 1,80 mm. Estos datos se determinaron refiriéndose al punto Bregma.
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c- Preparacion del material histologico

90 minutos tras la inyeccidn intracerebroventricular de los farmacos, los animales se
sacrificaron por inyeccion de una dosis de hidrato de cloral 6%. Un catéter se colocd en el
ventriculo izquierdo del corazon con el fin de perfundir los tejidos por via intraadrtica. Se
efectud inicialmente un lavado por perfusion de 150 ml de cloruro de sodio (NaCl 9%o) con el
fin de eliminar los eritrocitos de los vasos sanguineos. Posteriormente, 200 ml de una solucién
de paraformaldehido al 1% se perfundidé para garantizar la fijacion de los tejidos. A

continuacion se sacrificaron los animales y se les extrajeron el cerebro.

Los cerebros se meten en una solucion crioprotectora de sacarosa 30% a 4°C durante
una noche. El dia siguiente, los cerebros se colocan sobre la platina del microtomo,
congelados en nieve carbonica y cortes frontales de un espesor de 40 um se recogieron en
una solucion salina de tampoén Tris (TBS 0.05M, pH 7.6) en 3 series para los distintos

tratamientos inmunohistoquimicos.
d- Protocolo inmunohistoquimico

Todas las reacciones inmunohistoquimicas se efectuaron sobre cortes flotantes en una
solucion de TBS. Primero los cortes se lavaron en una solucion de TBS (3x15min), luego la
saturacion de los sitios antigénicos no especificos se realizd con una solucién de bloqueo
(Bovine Serum Albumin 3%, Triton 0.3%, TBS) durante 1h30 a temperatura ambiente. Los
cortes se pusieron en presencia del anticuerpo primario diluido en el suero de saturacién
(Bovine Serum Albumin 3%, Triton 0.3%, TBS) (1/3000% 2ul de anticuerpo en 6ul de BSA)
durante una noche a 4°C. La identificacion de las neuronas que expresan el NPY se revela con
la ayuda del anticuerpo anti-NPY (fabricado en el conejo). El dia siguiente, se efectuaron 3
nuevos lavados de 15 minutos antes de poner los cortes a incubar, durante 1h30 en
temperatura ambiente, en presencia del anticuerpo secundario anti-conejo (anti-rabbit)
acoplado a la biotina y diluido en el TBS (1/250°). Los cortes se lavan 3 veces durante 15
minutos para eliminar el exceso del anticuerpo segundario antes de ponerse en presencia del
complejo ABC acoplado al HRP (Avidin Biotin Complex, Horse Radish Peroxydase, 1/100°,
TBS). El principio es ampliar la sefal utilizando la especificidad de la avedina para la biotina
acoplada al anticuerpo secundario. Tras 3 lavados de 15 minutos, los cortes se pusieron en
presencia de una solucion de diaminobenzidina tetrahidroclorida 0,05 % (DAB) y agua

oxigenada 0.01%.
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peroxydases

Complexe

Avidine-biotine DAB (diaminobenzidine)

biotine + Ni + H,0,
ACII précipité noir + H,0
biotinylé

avidine

Antigéne

Figura 9: Protocolo inmunohistoquimico
e- Montaje de los cortes

Los cortes se situaron sobre cuchillas gelatinizadas segun el orden rostro-caudal o medio
lateral, y fueron cubiertas a continuacion por una placa con ayuda del medio de montaje
DePex. Las cuchillas se observaron por microscopio fotoénico (Olympus BX60) y se

cuantificaron las neuronas.
II1.8- Disefio experimental para el estudio de la ingesta
I11.8.1- Experimentos a corto plazo
I11.8.1.1- Estudio de la ingesta en 24 horas

Para valorar los efectos de los farmacos cannabinoides sobre la conducta alimentaria se

utilizé el modelo experimental siguiente:

Los estudios sobre control de ingesta se realizaron en animales presaciados (24h de
ayunas, una hora con acceso libre a la comida antes de administrar el farmaco) (Williams et
al., 1998).

Los animales se alojaron en jaulas individuales de metabolismo durante un periodo de
adaptacion, al fotoperido y condiciones experimentales, de 10 dias o mas, posteriormente se
registré el peso de las ratas (peso inicial) al principio del experimento, iniciandose el periodo
de 24h de ayunas con acceso ad libitum al agua, tras este periodo de ayuno se registro de
nuevo el peso de los animales (peso tras ayuno 24h). En este momento se les permitié6 comer
y beber durante una hora y se registr6 la cantidad de bebida y de comida ingerida. Se inyecto
a los animales el farmaco objeto de estudio y de nuevo se les dejo acceso libre a la comida,
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registrandose las cantidades consumidas después de 1 hora, 2, 4 , 6 y 24 horas. Al final del

experimento se registrd de nuevo el peso de los animales (peso final).

a- Disefio experimental

DIA 12345678910 11 | 12 | 13

PA: PERIODO DE ADAPTACION.
PE: PERIODO EXPERIMENTAL
AY: 24H DE AYUNO

CP: CONTROL DE PESO DE LAS RATAS.

00000

CI: CONTROL DE INGESTA

I11.8.1.2- Experimentacion sobre el control motor (open field)

Los animales destinados al estudio de la actividad motora, se distribuyeron en dos

grupos: uno control y otro que recibi6 la administracion periférica del WIN 55,212 (5mg/kg).

Antes de la inyeccion, se adaptaron los animales a la habitacion donde se realizo la
experimentacion durante 10 minutos. Exactamente tras la inyeccion, se colocaron en campo
abierto (open field) que consiste en una caja transparente de plastico que tiene las
dimensiones siguientes: anchura 45cm, longitud 30 cm., altura 23 cm. La caja se divide por

una linea en dos compartimentos iguales.

La actividad locomotora se midi6 durante 60 minutos. Cada 10 minutos se
contabilizaron el nlimero de crossing (el nimero de veces que el animal cruza la linea que
separa los dos compartimentos de la caja) y rearing (el niimero de veces que el animal se pone
de pie para explorar el medio ambiente).
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I11.8.2 Experimentos a largo plazo en 10 dias
I11.8.2.1 Estudio de la utilizacion digestiva y metabdlica

Para valorar el aprovechamiento nutritivo de una dieta hay que hacer una serie de

grupos experimentales, generalmente ratas, de la misma raza, sexo y peso aproximado.

Un grupo se utiliza como control, sirve de referencia, para comparar frente a el los
resultados obtenidos en el resto de los grupos en los que se realiza una intervencion dietética

y/o farmacolégica.

Durante el periodo experimental las ratas se alojaron en jaulas individuales de
metabolismo, que permiten un perfecto control y separacion de comida, heces y orina. A su
vez estas jaulas estan situadas en una camara termorregulada a 22+2°C, convenientemente
ventilada y con fotoperiodo controlado de 12 horas. La dieta fue ingerida por los animales ad
libitum, al igual que el agua bidestilada debido al estudio del balance mineral de los animales.

Diagrama 1: Disefio de las experiencias

1234567891011 |12 13|14 15|16 17 18|19 |20

PE

CP

CL

C

@ PA: PERIODO DE ADAPTACION.

@ PE: PERIODO EXPERIMENTAL

 CP: CONTROL DE PESO DE LAS RATAS.
@ CI: CONTROL DE INGESTA

@ C:RECOLECCION DE HECES Y ORINA
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El periodo experimental es de 20 dias de duracion. De los cuales los 10 primeros dias
corresponden al periodo de adaptacion a la dieta y a las condiciones experimentales, y los 10
dias siguientes constituyen el periodo principal en el que se recogen por separado heces y
orina, para su posterior analisis, controldndose durante este periodo la ingesta de sélidos y
liquidos y el peso corporal (Diagrama 1).

Las heces homogeneizadas, se conservaron congeladas a -20°C en bolsas de plastico y
la orina, acidificada, ya que se recoge sobre agua bidestilada + acido clorhidrico al 35%, se

, . . . . 0
llevo a volumen conocido y se almacend en camara fria a temperatura de 4 °C.

Al final de los mismos se sacrificaron los animales y se extrajo sangre y los 6rganos
que posteriormente iban a ser analizados.

Los experimentos se llevaron a cabo siguiendo las directivas comunitarias concernientes
al alojamiento y cuidado de los animales de laboratorio y las recomendaciones sobre
idoneidad de procedimientos de experimentacion animal del Comité Etico de la Universidad
de Granada.

II1.9- Técnicas analiticas
Los métodos analiticos utilizados son los siguientes:
I11.9.1- Humedad (materia seca)
Se realizé por desecacion en estufa a 105 + 1°C hasta peso constante.
Se determiné en dieta y heces
I11.9.2- Proteina

Determinacion de Nitrégeno: Por el método de Kjeldhal, usando como catalizador
aproximadamente 5 gramos de mezcla: Sulfato potasico (100 partes), Sulfato clprico (6
partes) y Selenio (1 parte). Se utilizo el factor 6.25 para la conversion del nitrégeno en
proteina.

Se determiné en dieta, heces y orina.
I11.9.3- Minerales totales

Se obtienen par calcinacion de una parte de la muestra en horno a 450°C, hasta su
perfecta calcinacion, el residuo se diluyd con solucion de 4cido clorhidrico 6N y se enrasé con

agua bidestilada a un volumen determinado, para posterior analisis.

Se midieron en dieta, heces y sangre.
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I11.9.3.1- Calcio, Magnesio y Cinc

Las concentraciones de calcio, magnesio y cinc de la dieta, orina y sangre, se
determinaron mediante espectrofotometria de absorcion atémica, utilizando un
espectrofotometro PERKIN-ELMER 100B (Perkin-Elmner, Norwalk, CT, USA), con llama
de gas acetileno y usando una longitud de onda de 422.8 nm para el calcio, 285 nm para Mg,
y 213.9 para Zn. A las muestras de calcio y magnesio se afiadié Cloruro de lantano hasta una
concentracion final de 0.1 a 1%, para prevenir la formacion de compuestos entre el fosforo y
el calcio o el magnesio.Las muestras de cinc se diluyeron con agua bidestilada. Para la
realizacion de la Curva de calibrado se utilizaron Soluciones Patron Comerciales (Merck,
Panreac Quimica). Los resultados analiticos de magnesio y cinc se validaron utilizando un
estandar de referencia de harina de Trigo (# CRM-189, Community Bureau of Referente.

Comision of the European Communities).
I11.9.3.2- Fosforo inorganico

Las concentraciones de fosforo en la dieta, heces, orina, sangre y plasma, se
determinaron por espectrofotometria visible mediante la técnica colorimétrica de Chen y col
(1956), realizada a partir de las muestras de dieta, heces y sangre ya calcinadas y disueltas en
CIH 6N y orina y plasma que se miden sin previo tratamiento.

III.10- Parametros e indices biolégicos utilizados
¢ Ganancia de peso
e Ingesta de alimento

e Excrecidn fecal y urinaria de nitrogeno, calcio, fosforo, magnesio asi como excrecion
fecal de cinc.

e Determinacion de la composicion quimica de plasma, sangre y 6rganos extraidos al
animal de la experimentacion.

Para valorar el crecimiento de los animales, se calcularon los siguientes indices
biologicos segun lo descrito por Urbano y colaboradores (2005):

e Coeficiente de Eficacia en Crecimiento (C.E.C): Expresa la ganancia de peso de los
animales en gramos, por gramo de proteina ingerida.

Ganancia de peso

C.E.C=
g proteina ingeridos
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e Coeficiente de Digestibilidad Aparente (C.D.A): Es la relacion porcentual entre la
cantidad absorbida de la ingerida, sin tener en cuenta las pérdidas endogenas. Se
utiliza para valorar el aprovechamiento digestivo de la proteina.

I-F
C.D.A= x 100
I

e Balance o Retencion: Se determina por diferencia entre el absorbido y el urinario. Se
utiliza para valorar el aprovechamiento metabdlico.

Balance= 1I-(F+U)

e R/A (%): Expresa el tanto por ciento de la cantidad retenida de la absorbida. La
cantidad retenida se determina por diferencia entra la cantidad absorbida y la excretada
por orina. Se utiliza para valorar el aprovechamiento metabolico.

I-(F+U)
R/A = x 100
I-F

I: Ingerido
F: Excrecion fecal

U: Excrecidn urinaria

II1.11- Tratamiento estadistico

Para cada parametro estudiado se ha calculado el valor medio y el error estandar de la
media (EEM). Se aplicd a los datos el Andlisis de la Varianza de Una Via (ANOVA)
utilizando el programa Statgraphics, Statistical Graphics System 2.1 (Statestical Graphics
Corporation, Rockville, MD, USA). Posteriormente al analisis de la varianza, si este era
significativo se estudid el grado de significacion de las diferencias entre los parametros e

indices utilizados mediante test de Duncan para P< 0.05.
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En este trabajo, hemos podido caracterizar las acciones de farmacos activos en
receptores cannabinoides (WIN 55,212-2 y AM 251), mediante inyecciones central y
periférica, sobre la ingesta de solidos y liquidos, sobre la concentracion extracelular en el
hipotdlamo de la serotonina y de su metabolito y la inmunoexpresion de neuropeptido Y.
También se ha estudiado la influencia de estos farmacos sobre la utilizacién digestiva y
metabolica de la proteina y de los minerales: calcio, fosforo, magnesio y cinc.

Las tablas (1-15) correspondientes a las graficas que se incluyen a continuacion figuran

en las paginas 173-179.

IV.1 Efecto de la administracion intracerebroventricular del agonista y del
antagonista/agonista inverso de los receptores cannabinoides

La administracién del agonista de los receptores cannbinoides, el WIN 55.212-2
(1png/5ul), en el tercer ventriculo estimula la ingesta de alimento y provoca una hiperfagia
(Figura 1 y Tablal) con respecto al grupo control de ratas inyectadas con el vehiculo (60%
DMSO: 40% NaCl 9 %o). Este efecto estimulador es méaximo 24 horas tras la inyeccion del
WIN 55,212-2 respecto al control (18.98 + 3.27 y 7.23 + 0.99 g/100g peso rata,

respectivamente; p<0.05).

Al contrario la administracion central del agonista inverso de los receptores CB; el AM
251 (0.1pg/5ul), en ratas presaciadas provoca una disminucion significativa de la ingesta
(Tabla 1, Figura 1) con respecto al grupo control (2.99 + 0.51 y 7.23 + 0.99 g/100g peso rata,
respectivamente; p<0.05). La disminucion tras 24 horas es de 41%, (p<0.05).
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Figura 1: Cambios en la ingesta de alimentos en respuesta a la administracion
intracerebroventricular de WIN 55,212-2 y AM 251 sobre la ingesta en ratas presaciadas. Los
resultados se expresan en gramos de comida ingerida por 100 gramos de peso de rata + EEM

(n=10). Letras iguales indican que no existen diferencias significativas (p< 0,05).
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IV.2 Efecto de la administracion periférica a corto plazo (inyeccion aguda)
IV.2.1 Ingesta de solidos

En nuestras condiciones experimentales, la administracion periférica de WIN 55.212-2
estimula la ingesta de alimento y provoca una hiperfagia con respecto al grupo control (Figura
2 y Tabla 2):

- La inyeccion de la dosis 0.5 mg/kg tiene un efecto ligero aumentando la ingesta de
alimento que es estadisticamente significativo 1 hora tras la inyeccion en comparacion al
control (1.03 = 0.29 y 0.11 + 0.06 g/100g peso rata, respectivamente; p<0.05), siendo el
efecto mas atenuado posteriormente (Figura 2).

- La inyeccion de una dosis de 1 mg/kg y de 2mg/kg aumenta la ingesta de alimento y
promueve una hiperfagia significativa desde 1 hora hasta 6 horas tras la inyeccion (1h tras la
inyeccion, control: 0.11 + 0.06; Img/kg: 1.12 £ 0.17; 2mg/kg: 1.30 + 0.15, mientras tras 6
horas, control: 2.95 + 0.24; Img/kg: 4.58 + 0.33; 2mg/kg: 4 = 0.33 g/100g peso rata). A las 24
horas no se observa ningtin efecto significativo con respecto al control (10.57 + 0.36; 9.43 +
0.36; 10.11 £ 0.3 g/100g peso rata), respectivamente.

- A dosis elevadas, Smg/kg se observa una reaccidon contraria, una disminucion
significativa de la ingesta de alimento a partir de 2h tras la inyeccién y se mantiene hasta 24h
tras la inyeccion, aunque se observa una tendencia a la recuperacion de los niveles de la
ingesta (2h tras la inyeccion, control: 0.62 + 0.11; Smg/kg: 0.18 = 0.11; 6h tras la inyeccion,
control: 2.95 + 0.24; Smg/kg: 1.63 £ 0.27 g/100g peso rata) (Figura 2).

Se observa que la inyeccién periférica aguda de AM 251 a diferentes dosis de 1, 2 y
Smg/kg en ratas presaciadas provoca una disminucion significativa de la ingesta de alimentos

con respecto al grupo control de ratas inyectadas con el vehiculo (Figura 3 y Tabla 3):

La inyeccion de AM 251 a todas las dosis ensayadas disminuye significativamente la
ingesta a partir de 2h de la inyeccion, las ratas inyectadas no ingieren alimento practicamente
en 1h tras la inyeccion ya que no existen diferencias significativas a ninguna dosis ensayadas
(2h tras la inyeccién, control: 1.2 £ 0.18; 0.5mg/kg: 0.28 + 0.21; 1mg/kg: 0.14 £ 0.09;
2mg/kg: 0.36 + 0.15; Smg/kg: 0 g/100g peso rata). No hay relacion dosis efecto entre 0.5, 1y
2mg/kg en la hipofagia observada a partir de las 2h.

El efecto més agudo es el que se consigue a dosis de S5Smg y se obtiene desde 2h tras la
inyeccion (24h tras la inyecciéon control: 11.91 + 0.2; 0.5 mg/kg: 10.33 £+ 0.46; 1 mg/kg: 9.29
+ 0.2; 2mg/kg: 9.03 £ 0.29; 5 mg/kg: 7.65 + 0.14 g/100g peso rata). (Figura 3).
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Figura 2: Cambios en la ingesta de alimentos en respuesta a la inyeccion intraperitoneal
aguda de distintas dosis de WIN 55,212-2 en ratas presaciadas. Los resultados se expresan en
gramos de comida ingerida por 100 gramos de peso de rata =+ EEM (n=10). Letras iguales

indican que no existen diferencias significativas (p< 0,05).
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Figura 3: Cambios en la ingesta de alimentos en respuesta a la inyeccion intraperitoneal
aguda de distintas dosis de AM 251 en ratas presaciadas. Los resultados se expresan en
gramos de comida ingerida por 100 gramos de peso de la rata = EEM (n=10). Letras iguales

indican que no existen diferencias significativas (p< 0,05).
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IV.2.2 Ingesta de liquidos

Con respecto a la ingesta de agua por parte de los animales inyectados con WIN 55,212-2,
no parece estar claramente relacionada con la ingesta de alimento excepto la primera hora tras
la inyeccion en la que si se observa una correlacion (R= 0.59) entre estos dos parametros
(Figura 4): A dosis de 1 y 2 mg/kg, lh tras la inyecciéon la ingesta de liquido es
significativamente mayor al igual que ocurre con la ingesta de alimentos (control: 1.05 +0.11;
Img/kg: 1.94 £ 0.3; 2mg/kg: 1.68 + 0.29 g/100g peso rata), mientras que a dosis de Smg la
ingesta de liquido es menor respecto al control (0.23 £ 0.07 y 1.05 = 0.11 g/100g peso rata,
respectivamente; p< 0,05) (Figura 4 y Tabla 4). Después de la primera hora no hay diferencias
apreciables.
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Figura 4: Cambios en la ingesta de agua en respuesta a la inyeccion intraperitoneal
aguda de distintas dosis de WIN 55,212-2 en ratas presaciadas. Los resultados se expresan en
gramos de comida ingerida por 100 gramos de peso de la rata + EEM (n=10). Letras iguales

indican que no existen diferencias significativas (p< 0,05).

La administracion periférica aguda de las dosis ensayadas de AM 251 provoca también
una disminucion significativa de la ingesta de agua. Al igual que ocurre con la ingesta de
alimento, el efecto mas agudo se obtiene también con la dosis Smg (tras 2h, control: 3.32 +
0.3; 0.5mg/kg: 2.31 = 0.12; Img/kg: 1.54 £+ 0.3; 2mg/kg: 2.73 + 0.29; Smg/kg: 2.17 £ 0.28
g/100g peso rata). El efecto mas agudo es el que se consigue a dosis de Smg y se obtiene
desde la 2h tras la inyeccion (24h tras la inyeccion, control: 18.03 = 0.47; 0.5 mg/kg: 16.66 £
0.24; 1 mg/kg: 15.52 + 0.48; 2mg/kg: 16.58 £ 0.52; 5 mg/kg: 13.63 £ 0.52 g/100 peso rata)
Existe, por lo tanto, una correlacion entre la ingesta de alimento y la ingesta de agua en 2h
(R=0.56), 4h (R=0.59) y en 24h (R=0.49) posteriores a la inyeccion (Figura 5 y Tabla 5).
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Figura 5: Cambios en la ingesta de agua en respuesta a la inyeccion intraperitoneal
aguda de distintas dosis de AM 251 en ratas presaciadas. Los resultados se expresan en gramo
de comida ingerida por 100 gramo de peso de la rata £+ EEM (n=10). Letras iguales indican

que no existen diferencias significativas (p< 0,05).

IV.2.3 Efecto de la administracion periférica de WIN 55,212-2 sobre la
actividad locomotora y la exploratoria: Open field

La administracion periférica de WIN 55.212-2 a dosis de 5Smg/kg produce una
reduccion significativa de la actividad locomotora y la actividad exploratoria con respecto al
grupo control (Tabla 6 y Figura 6).
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Figura 6: Efecto de la administracion periférica de WIN 55,212-2 sobre la actividad
locomotora y la actividad exploratoria en ratas. Los datos de las actividades exploratorios y
locomotores fueron recogidos durante 60 minutos cada 5 minutos en un campo abierto (open

field) Im”. Letras iguales indican que no existen diferencias significativas (p< 0,05).
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IV.3 Efecto de los cannabinoides sobre la liberacion de la serotonina y su
metabolito y la inmunoexpresion de neuropéptido Y

IV.3.1 Serotonina (5-HT)

El efecto de la administracion intracerebroventricular (icv) de WIN 55,212-2 y AM 251
sobre los niveles extracelulares de 5-HT se muestran en la figura 15. Se observa que los
niveles de serotonina se encremetan progresivamente después del inicio de la ingesta en
animales privados de comida durante 24 horas comparando con los valores basales en los tres
grupos experimentales. En el grupo inyectado con el vehiculo la serotonina se mantiene
elevada hasta 270 min, en que vuelve a los valores basales. Se observd que la administracion
de WIN 55,212-2 disminuye significativamente los niveles de serotonina hasta 270 min en
relacion al control. Entre la inyeccion del farmaco y 270 min la disminucién media observada
es de 38.1 %.

Mientras La administracion de AM 251 produce un incremento significativo de los
niveles de 5-HT en relacion al control inmediatamente después de la inyeccion, observandose
una tendencia a recuperar los valores basales mas lentamente que con el WIN 55,212-2, en el
min 330 los valores de serotonina siguen siendo mas altos que los basales. Entre la inyeccion
del farmaco y 270 min el aumento medio observado es de 35.9 % (Figura 7; Tabla 7).

IV.3.2 Metabolito de la serotonina (SHIAA)

Resultados similares a los de la serotonina se obtienen tras el estudio del efecto de la
administracion icv de WIN 55,212-2 y AM 251 sobre los niveles extracelulares de SHIAA
(Figura 8 y Tabla 8): los niveles basales de SHIAA aumentaron aproximadamente 45 min
después de permitir libre acceso a la comida a los animales (105 min) comparando con los
valores basales en los tres grupos experimentales. Cuando se inyect6 el WIN 55,212-2 hubo
una fuerte reducciéon de los niveles extracelulares del metabolito SHIAA, que ocurrid
rapidamente (min 165) igualdndose de nuevo a los basales y persistio a lo largo del tiempo de
experimentacion. Hasta el minuto 240 los valores fueron menores que en el grupo control.
Entre la inyeccion del farmaco y 270 min la disminuciéon media observada fue del 46.8%.
Tras la inyeccion de AM 251 se produjo un drastico aumento de SHIAA en comparacion con
los niveles basales y con el vehiculo y a continuacion experimenta un fuerte descenso hasta
igualarse al vehiculo y alcanzar los valores basales. El aumento medio es del 57.6 % (Figura
8; Tabla 8).
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Figura 7: Efecto de la administracion cerebroventricular de WIN 55,212 y AM 251
sobre la liberacion de la serotonina (5-HT) en el hipotalamo ventromedial de las ratas
presaciadas. La flecha vertical (1) indica la hora de la presentacion de la comida, (2) la
supresion de la comida y (3) la presentacion de la comida y de la inyeccion del farmaco o del
vehiculo, Cada punto de referencias representa el valor medio = SEM de 10-14 ratas.

* Indica diferencias significativas entre los valores basales y cada grupo experimental

(p< 0,05)

.+ Indica diferencias significativas entre cada grupo inyectado con el farmaco y el
vehiculo (p< 0,05).
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Figura 8: Efecto de la administracion cerebroventricular de WIN 55,212 y AM 251
sobre la liberacion del metabolito de la serotonina (SHIAA) en el hipotdlamo ventromedial de
las ratas presaciadas. La flecha vertical (1) indica la hora de la presentacion de la comida, (2)
la supresion de la comida y (3) la presentacion de la comida y de la inyeccion del fArmaco o

del vehiculo, Cada punto de referencias representa el valor medio + SEM de 10-14 ratas.

* indica diferencias significativas entre los valores basales y cada grupo experimental
(p< 0,05).

+ indica diferencias significativas entre cada grupo inyectado con el farmaco y el
vehiculo (p< 0,05).
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IV.3.3 Neuropéptido Y

Para determinar las posibles interacciones entre el sistema cannabinoide y una serie de
neuropéptidos hipotalamicos, como el NPY, neuropéptidos conocidos por su implicacion en
la regulacion del apetito y la saciedad, hemos estudiado el efecto de la administracion
intracerebroventricular del agonista WIN 55,212 y el agonista inverso el AM 251 sobre la

inmunoexpresion del NPY mediante la técnica de inmunohistoquimica.
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Figura 9: Cambios en el nlimero de las neuronas marcadas con el anticuerpo anti NPY
en el nucleo arcuato en respuesta a la inyeccion intracerebroventricular de AM 251 y WIN
55,212-2. Sumatorio de los valores obtenidos en 4 ratones. Letras iguales indican que no

existen diferencias significativas (p< 0,05).

La cuantificacion de las neuronas marcadas con el anticuerpo anti NPY en el nticleo
arcuato demostr6 que la inyeccidén intracerebroventricular de AM 251 produjo una
disminucién significativa del nimero de estas neuronas en comparacion con el vehiculo,
mientras se observd un aumento no significativo al inyectar el agonista WIN 55,212-2 (Figura
9; Tabla 9).
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Figura 9 A: Cambios en el nimero y distribucién de las neuronas marcadas con el
anticuerpo anti NPY como consecuencia de la inyeccion icv del agonista de los receptores
cannabinoides, el WIN 55,212-2. Las 2 figuras inferiores muestran un mayor grado de
amplificacion (40x) de la figura superior (20%). Los resultados son representativos de 4

experimentos independientes. 3V: Tercer ventriculo; ARC: el nticleo arcuato.
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Figura 9 B: Cambios en el numero y distribucion de las neuronas marcadas con el
anticuerpo anti NPY como consecuencia de la inyeccion icv del agonista inverso de los
receptores cannabinoides, el AM 251. Las 2 figuras inferiores muestran un mayor grado de
amplificacion (40%) de la figura superior (20%). Los resultados son representativos de 4

experimentos independientes.
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Figura 9 C: Cambios en el numero y distribucién de las neuronas marcadas con el
anticuerpo anti NPY como consecuencia de la inyeccion icv del vehiculo (60% DMSO + 40%
Nacl). Las 2 figuras inferiores muestran un mayor grado de amplificacion (40x) de la figura
superior (20x). Los resultados son representativos de 4 experimentos independientes.
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IV.4 Efecto de la administracion periférica a largo plazo (Inyeccion cronica)
IV.4.1 Ingesta de solidos y liquidos y cambios ponderales
IV.4.1.1 Ingesta de sélidos

Respecto al efecto a largo plazo de WIN 55,212-2, se observa que su administracion
periférica a dosis de 0.5 y 2mg/kg, no produce cambios en la ingesta a largo plazo. La
inyeccion de WIN 55,212-2 a dosis de Smg/kg disminuye significativamente la ingesta y
produce una hipofagia a partir del primer dia de la inyeccion. Este efecto es similar al que se

observa cuando se estudia la inyeccion aguda del farmaco (Figura 10 y Tabla 10).
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Figura 10: Cambios en la ingesta de alimento en respuesta a la inyeccion
intraperitoneal cronica de distintas dosis de WIN 55,212-2 en ratas presaciadas. Los
resultados se expresan en gramos de comida ingerida por 100 gramos de peso de la rata +

EEM (n=10). Letras iguales indican que no existen diferencias significativas (p< 0,05).

Cuando se estudio el efecto de la inyeccion de AM 251 a lo largo del periodo
experimental se observd una disminucion progresiva de la ingesta de alimento de los
animales inyectados con el farmaco en comparacién con el vehiculo a partir del primer dia de
la inyeccion (Figura 11 y Tabla 11).

Las diferencias en el efecto sobre la ingesta entre las distintas dosis del farmaco
ensayadas desaparecen a partir del cuarto dia en el que, sin embargo, sigue existiendo
diferencias significativas respecto al grupo inyectado con el vehiculo (por ejemplo cinco dias
tras la inyeccion, control: 10.04 = 0.25; Img/kg: 8.59 + 0.31; 2mg/kg: 8.25 + 0.36; Smg/kg:
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7.97 + 0.3 g/100g peso rata). En el décimo dia en las ratas inyectadas con 2mg/kg se observa
la tendencia a recuperar la ingesta ya que desaparece la diferencia significativa frente al
control (8.93 + 0.41 y 9.14 + 0.17 g/100 peso rata, respectivamente; p< 0,05), que se sigue
manteniendo para dosis de 1 y 5 mg/kg (8.22 + 0.16 y 7.72 £ 0.18 g/100 peso rata,

respectivamente; p< 0,05).
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Figura 11: Cambios en la ingesta de alimento en respuesta a la inyeccion
intraperitoneal cronica de distintas dosis de AM 251 en ratas presaciadas. Los resultados se
expresan en gramos de comida ingerida por 100 gramos de peso de la rata + EEM (n=10).

Letras iguales indican que no existen diferencias significativas (p< 0,05).
1V.4.1.2 Ingesta de liquidos

La administracion periférica cronica de WIN 55,212-2 a dosis de 0.5 y 2 mg/kg no
produce cambios en la ingesta de agua, sin embargo, a dosis de 5mg/kg provoca una
disminucién significativa de la ingesta de agua con respecto al control (cuatro dias tras la
inyeccion, 11.95 £ 0.28, 10.37 £ 0.54 g/100 peso rata, respectivamente; p< 0,05), de manera
similar a la que se observo en la ingesta de alimento, mientras no se observo diferencias

significativas inyectando 0,5 y 2mg/kg (Figura 12 y Tabla 12).

La administracion periférica cronica de las dosis ensayadas de AM 251 provoca
también una disminucion significativa de la ingesta de agua. A partir del segundo dia no se
observaron diferencias significativas entre las dosis ensayadas (Figura 13 y Tabla 13).
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Figura 12: Cambios en la ingesta de agua en respuesta a la inyeccion intraperitoneal
cronica de distintas dosis de WIN 55,212-2 en ratas presaciadas. Los resultados se expresan
en gramos de comida ingerida por 100 gramos de peso de la rata £+ EEM (n=10). Letras

iguales indican que no existen diferencias significativas (p< 0,05).
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Figura 13: Cambios en la ingesta de agua en respuesta a la inyeccion intraperitoneal
cronica de distintas dosis de AM 251 en ratas presaciadas. Los resultados se expresan en
gramos de comida ingerida por 100 gramos de peso de la rata = EEM (n=10). Letras iguales

indican que no existen diferencias significativas (p< 0,05).
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IV.4.1.3 Cambios ponderales

En nuestras condiciones experimentales en el primer dia se produce en todos los grupos
un acusado aumento de peso debido a que se registra después de permitir libre acceso a la
comida durante lh tras 24 h de ayuno. Posteriormente se observa que la inyeccion de WIN
55,212-2 a dosis de 0.5 y 2 mg/kg no produjo diferencias significativas en el peso de los
animales respecto al control, mientras que a dosis de 5 mg/kg produjo una disminucion
significativa del incremento de peso a lo largo de todo el periodo experimental (Figura 14 y
Tabla 14).
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Figura 14: Cambios en el incremento de peso en respuesta a la inyeccion
intraperitoneal de distintas dosis de WIN 55,212-2. £ EEM (n=10). Letras iguales indican que

no existen diferencias significativas (p< 0,05).

La disminucién de la ingesta inyectando el AM 251 se relaciona con un menor
incremento de peso de los animales durante los tres primeros dias cuando la diferencia de
peso se calcula con respecto al dia anterior (por ejemplo tras el segundo dia, control: 4.19 +
0.84; Img/kg: 2.49 + 0.82; 2mg/kg: 0 £ 0.63; Smg/kg: -1.81 + 0.73 g/100g peso rata),
mientras a partir del cuarto dia no habia diferencias significativas en el incremento de peso
entre los animales inyectados con diferentes dosis del fArmaco y el grupo inyectado con el
vehiculo (cuarto dia: control: 3.84 = 0.98; 1mg/kg: 3.76 + 0.67; 2mg/kg: 3.4 + 0.69; Smg/kg:
3.56 = 0.56), asi el incremento de peso se mantiene constante en todos los grupos

experimentales (Figura 15y Tabla 15).
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Figura 15: Cambios en el incremento de peso en respuesta a la inyeccion intraperitoneal
de distintas dosis de AM 251. £+ EEM (n=10). Letras iguales indican que no existen

diferencias significativas (p< 0,05).

Cuando se calculo el incremento de peso por rata y por dia como promedio de todo el
periodo experimental ensayado (10 dias) se observo que las ratas inyectadas con WIN 55,212-
2 a dosis de 0,5 y 2mg/kg de peso experimentan un incremento de peso similar a las ratas del
grupo control,  mientras que la inyeccion de WIN 55,212-2 5mg/kg disminuye

significativamente el incremento de peso (Tabla 16).

La cantidad de alimento ingerido expresada en g/100g peso rata, como promedio de 10
dias, disminuye significativamente en el grupo inyectado con WIN 55,212-2 a Smg/kg,
mientras no existieron diferencias significativas entre los grupos inyectados con 2 y 0.5 mg/kg
y el vehiculo (Tabla 16).

El vehiculo utilizado DMSO para la inyecciéon de WIN 55,212-2 no produce per se
ningun efecto ni sobre la ingesta ni sobre el incremento de peso de los animales cuando se

compara con los resultados obtenidos en el grupo control (Tabla 16).
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Tabla 16: Ingesta y cambios pondérales en respuesta a la inyeccion intraperitoneal
cronica de distintas dosis de WIN 55,212-2

Vehiculo WIN 0.5 mg WIN 2mg WIN Smg

Ingesta (g/rata/dia) 18.90+£0.5¢  16.49+0.27°  17.72£0.59 "  11.54+0.37°
Ingesta (g/100g Peso)  8.50+0.12°  8.29+0.12"  8.03£0.24"  5.97+0.12°

A Peso 5.23+0.42° 4.98+0.18° 4.61+0.32°  2.95+0.27°

C.E.C 1.7740.11 *° 240.11° 1.59+0.08*  1.55+0.11°

Valores medios (n=10) y EEM.
Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias
significativas (p< 0,05)

Cuando se calculo también el incremento de peso por rata y por dia como promedio de
todo el periodo experimental ensayado inyectando el AM 251 (10 dias) se observd que este
fue significativamente menor en distintos grupos inyectados (Tabla 17).

También la cantidad de alimento ingerido expresada en g/100g peso rata, como
promedio de 10 dias, disminuye significativamente en el grupo inyectado con AM 251 a
Img/kg, seguida de aquellos inyectados con 2mg, siendo la menor en los inyectados con AM
251 a dosis de Smg.

El control de la ingesta y los cambios de peso durante el periodo experimental nos ha
permitido calcular los gramos de incremento de peso por gramo de proteina ingerida, que
corresponde al indice Coeficiente de Eficacia en Crecimiento (CEC).

Este indice se correlaciona bien con la calidad proteica. Observamos que el indice es
similar en los grupos inyectados con WIN 55,212-2 a dosis de 2 y 5 mg/kg de peso en
comparacion con el vehiculo, mientras que este indice es significativamente mayor en el
grupo inyectado con 0,5 mg/kg en comparacion con los dos grupos inyectados con el firmaco
(Figura 16 y Tabla 16).
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Tabla 17: Ingesta y cambios pondérales en respuesta a la inyeccion intraperitoneal
cronica de distintas dosis de AM 251.

Vehiculo AM 1mg AM 2mg AM 5mg

Ingesta (g/rata/dia)  20.23+0.43 ¢ 18.53+0.64" 17.85+0.67°  16.47+0.58 "
Ingesta (g/rata/Peso) 9.19+0.39 ¢ 8.29+0.19¢  7.71+0.18" 7.16+0.18 *

A Peso 551+0.36" 4.43+0.34"  3.78+0.42° 3.73+£0.49 *

C.E.C 1.66+0.20 ° 1.56+0.07°  1.27+0.1° 1.2740.14 ®

Valores medios (n=10) y EEM.
Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias
significativas (p< 0,05)
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Figura 16: Efecto de la inyeccidon intraperitoneal cronica de distintas dosis
de WIN 55,212-2 en ratas presaciadas sobre el Coeficiente de Eficacia en Crecimiento (CEC).

Observamos que el coeficiente CEC es significativamente menor en el grupo inyectado
con AM 251 a dosis de 2 y 5 mg/kg de peso que en cualquiera de los demdas grupos
experimentales, sin existir diferencia significativa entre los animales inyectados con AM 251
a Img y los del vehiculo (Figura 17y Tabla 17).
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Figura 17: Efecto de la inyeccion intraperitoneal cronica de distintas dosis de AM 251

en ratas presaciadas sobre el Coeficiente de Eficacia en Crecimiento (CEC).

IV.4.2 Efectos de los cannabinoides sobre la utilizacion digestiva y metabdlica
de la proteina y de los minerales

IV.4.2.1 Utilizacion digestiva y metabolica de la Proteina

La utilizacion digestiva y metabodlica de nitrogeno se describe en la Tabla 18. La
cantidad de nitrégeno ingerido fue significativamente inferior en los grupos inyectados con
WIN 55,212-2 a dois de 0.5 y Smg/kg que en el grupo control, mientras no se observaron
diferencias significativas entre el grupo control y el grupo inyectado con 2mg/kg.
Observamos que en los animales inyectados con diferentes dosis de WIN 55,212-2 hay un
aumento significativo de la utilizacion digestiva de la proteina, expresada como CDA, en
comparacion al grupo inyectado con el vehiculo para una ingesta inferior o similar de
nitrégeno, lo cual implica una mejora de la utilizacion digestiva de la proteina, es decir un

buen nivel de absorcion de nitrégeno (Tabla 18).

En nuestras condiciones experimentales se produjo una reduccion significativa de
nitrégeno fecal y de la cantidad de heces excretadas inyectando WIN 55,212-2 a dosis de 0,5,

2 y Smg/kg. La reduccion mas acusada es la que se observo a dosis de Smg/kg.

La utilizacion metabolica se ha determinado en funcion de los indices balance de
nitrogeno (diferencia entre el nitrogeno ingerido y el excretado en heces y orina) y el
porcentaje de nitrogeno retenido en funcion del nitrogeno absorbido (%R/A).
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Observamos que en las ratas inyectadas con WIN 55,212-2 a dosis de 0,5mg/kg la
mejora en la utilizacion digestiva se traduce en una mayor retencion de nitrogeno con una

eliminacion urinaria mas baja en relacion a los animales del grupo control (Figura 18).
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Figura 18: Efecto de la inyeccion intraperitoneal cronica de distintas dosis de WIN
55,212-2 en ratas presaciadas sobre la utilizacion digestiva de la proteina (CDA).

En las ratas inyectadas con WIN 55,212-2 a dosis de S5Smg/kg el balance de nitrogeno es
significativamente menor que en el resto de grupos experimentales debido sobre todo a la
menor ingesta, pero como se habia producido una mejora del CDA vy, por otra parte, la
excrecion urinaria se reduce, el indice %R/A es similar a los demas grupos (Tabla 18).
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Figura 19: Efecto de la inyeccion intraperitoneal cronica de distintas dosis de WIN
55,212-2 en ratas presaciadas sobre la utilizacion metabolica de la proteina (% R/A).
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Tabla 18: Utilizacion digestiva y metabdlica de nitrogeno en ratas inyectadas con
WIN 55,212-2 a diferentes dosis.

Vehiculo WIN 0.5mg WIN 2mg WIN Smg

N Ingerido (mg/d) 469.6+12.36 ¢  430.45+7.31° 461.2+14.04°  301.2+9.66 *
N Ingeri (g/100g Peso) 210.90+2.94"  205.69+9.28" 199.06+19.0" 148.10+3.92°
N fecal (mg/d) 128.62+7.27¢ 89.92+3.69"  90.49+542"  69.78+3.69 *
N urinario (mg/d) 119.41+14.2°  81.90+9.5*  141.6+5.97"  94.96+6.5"

N absorbido (mg/d)  340.98+10.9" 340.53+7.62" 370.7£10.20" 231.42+8.19 *

CDA (%) 72.62£1.37*  79.08+0.86"  80.47+0.75°  76.83+1.01"
Balance (mg/d) 221.66+18.6 "  258.63+7.7¢  229.1+7.59" 136.46+5.76 *
R/A (%) 64.5+4.65*  76.18+2.5°  61.83+1.24*  59.21+2.29*°

Valores medios (n=10) y EEM.
Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias
significativas (p< 0,05).

Observamos que al inyectar los animales con las dosis de 1 y 2 mg/kg de AM 251 hay
un descenso significativo de la ingesta y de utilizacion digestiva de la proteina, expresada
como CDA, en comparacion al grupo inyectado con el vehiculo. Por otra parte se observd un
aumento significativo del CDA en respuesta al incremento de las dosis de AM 251 inyectadas
1, 2 y 5 mg/kg, de modo que en las ratas inyectadas con 5mg/kg el CDA alcanza valores

similares respecto al grupo vehiculo (Figura 20).

En nuestras condiciones experimentales se observo un aumento del nitrégeno fecal y la
cantidad de heces excretadas inyectando 1mg/kg mientras que se produjo una reduccién
significativa del nitrogeno fecal y de la cantidad de heces excretadas inyectando Smg/kg
(Tabla 19).

La disminucion del CDA podria ser el resultado de la menor ingesta o consecuencia de
la inyeccion del farmaco, por ello se planted una experiencia de pair fed dando a los animales

la misma cantidad de comida que han ingerido el grupo inyectado anteriormente con AM 251
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a dosis de 2mg/kg, asi hemos quitado el efecto de la menor ingesta y podemos ver si la
disminucion del CDA % se debe al efecto del farmaco.
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Figura 20: Efecto de la inyeccion intraperitoneal cronica de distintas dosis de AM 251
en ratas presaciadas sobre la utilizacion metabdlica de la proteina (CDA).

Aunque la cantidad de nitrogeno ingerido fue similar en los dos grupos experimentales,
se observd una disminucion significativa de la utilizacion digestiva de la proteina en

comparacion con DMSO pair fed (Figura 21).
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Figura 21: Efecto de la inyeccion intraperitoneal cronica de AM 251 2mg/kg en ratas
presaciadas sobre la utilizacion digestiva de la proteina (CDA).

Se produjo un aumento significativo en el nitrogeno fecal del grupo inyectado con
2mg/kg de AM 251.
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Figura 22: Efecto de la inyeccion intraperitoneal cronica de AM 251 2mg/kg en ratas

presaciadas sobre la excrecion fecal del nitrogeno.

Tabla 19: Utilizacion digestiva y metabdlica de nitrogeno en ratas inyectadas con AM

251 a diferentes dosis.

Vehiculo AM 1mg AM 2mg AM Smg
N Ingerido (mg/d)  513.33£17.9" 450.53+5.87* 465.94+17.4" 430.01+15.1°
N fecal (mg/d) 124.4247.92"  140.8+9.86 ¢  124.94+5.08" 100.84:6.05 *
N urinario (mg/d)  150.42+10.1" 121+9.26" 111.91£9.34%* 105.91+12.0"
N absorbido (mg/d) 388.91+12.8" 309.73+15.0° 341.01+14.7" 329.17+16.0
CDA (%) 75.91+£1.03 ¢ 68.66+2.02*  71.24+1.18"  76.29+1.54 ¢
Balance (mg/d) 238.49+13.0°  188.73+17.6"  229.09+17.7° 223.26+20.3"
R/A (%) 61.19£2.43" 60.07+3.61" 66.44+3.21°  67.11+4.04°"

Valores medios (n=10) y EEM.
Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias
significativas (p< 0,05).
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La utilizacion metabodlica se ha determinado en funcion de los indices balance de
nitrogeno (diferencia entre el nitrogeno ingerido y el excretado en heces y orina) y el
porcentaje de nitrogeno retenido en funcion del nitrogeno absorbido (%R/A).

Al inyectar diferentes dosis del agonista inverso/antagonista de los receptores CB, el
AM 251, no existieron diferencias significativas en el R/A %, este indice fue similar en todos
los grupos ensayados, tanto en los experimentos ad libitum como pair fed.

En los experimentos ad libitum El nitrégeno urinario fue significativamente menor en
todos los animales inyectados con AM 251 en comparacion con el vehiculo, mientras no se
observaron diferencias significativas entre los tres grupos inyectados con AM 251.

En las ratas inyectadas con AM 251 a dosis de 1 mg/kg el balance de nitrogeno es
significativamente menor que en el grupo inyectado con el vehiculo. Este efecto no se
observd en los otros grupos aumentando la dosis inyectada, en los que el balance
practicamente se iguala al grupo control, probablemente debido a que al inyectar AM 251 a
dosis de Img hay un aumento significativo de la excrecion fecal (Tabla 19).

Tabla 20: Utilizacion digestiva y metaboélica de nitrégeno en ratas inyectadas con AM
251 2mg/kg y DMSO pair fed.

DMSO Pair fed AM 2mg
N Ingerido (mg/d) 450.47 * 465.94£17.4 "
N fecal (mg/d) 89.81+4.16 * 124.9445.08
N urinario (mg/d) 120.40+8.50 * 111.91+9.34 *

N absorbido (mg/d)  360.66+4.16 * 341.01+14.7 *
CDA (%) 80.06+0.92 * 71.24+1.18 *
Balance (mg/d) 240.26+8.02° 229.09+17.7 *
R/A (%) 66.68+ 2.33 * 66.44+3.21 *

Valores medios (n=10) y EEM.
Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias

significativas (p< 0,05).
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En el experimento pair fed no existieron diferencias significativas en el balance ni en el
nitrogeno urinario (Tabla 20).

IV.4.2.2 Utilizacion digestiva y metabdlica de Calcio

Al inyectar el agonista de los receptores cannabinoides, WIN 55,212-2 a dosis de 0,5 y
2mg/kg, se observd un aumento significativo de la utilizacion digestiva de calcio, y una
disminucion significativa inyectando WIN 55,212-2 a dosis de Smg/kg en comparacion con el
grupo vehiculo (Figura 23).
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Figura 23: Efecto de la inyeccion intraperitoneal cronica de distintas dosis de
WIN 55,212-2 en ratas presaciadas sobre la utilizacion digestiva de calcio (CDA).

Se produjo una disminucion significativa de calcio fecal en todos los grupos inyectados
con el WIN 55,212-2 pero el efecto mas agudo se observo inyectando WIN 55,212-2 a dosis
de 2mg/kg. La excrecion urinaria de calcio en los animales inyectados con WIN 55,212-2 a
Smg/kg fue significativamente inferior que al resto de los grupos experimentales (Tabla 21).

El balance de este mineral fue significativamente inferior en el grupo inyectado con
WIN 55,212-2 a dosis de 2 y 5mg, mientras fue similar en el grupo inyectado 0,5mg en
comparacion con el vehiculo. El R/A % fue similar también en todos los grupos inyectados
con WIN 55,212-2 a diferentes dosis.
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Tabla 21: Utilizacion digestiva y metabolica de calcio en ratas inyectadas con
WIN 55,212-2 a diferentes dosis.

Vehiculo WIN 0.5mg WIN 2mg WIN Smg

Ca Ingerido (mg/d)  255.63+6.73 ¢ 222.65+4.2°¢ 115.84+3.86%  155.79+5"
Ca Ing (g/100g Peso)  114.8+1.6¢ 111.97+1.6° 52.01+1.57"  80.62+2.13"
Ca fecal (mg/d) 148.35+7.96 ¢ 114.78£2.9°¢ 41.75+1.71* 103.49+3.96 "
Ca urinario (mg/d) 1.43£0.19°  1.16£0.2°  1.39+0.11° 0.2+0.02 *

Ca absorbido (mg/d)  107.28+5.58 ¢ 107.86+3.5° 74.09+2.77 " 52.3+5.18*

CDA (%) 42.1542.27"  48.41+1.16¢ 63.94+0.96 ¢  33.16+2.83*
Balance (mg/d) 105.85+5.61°¢ 106.7+4.22° 72,7276  52.1+5.17°
R/A (%) 98.61+0.19"  98.92+0.19" 98.11+0.17"  99.59+0.04 "

Valores medios (n=10) y EEM.
Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias
significativas (p< 0,05).

La utilizacion digestiva de calcio, calculada a través del Coeficiente de Digestibilidad
Aparente (CDA), fue significativamente menor en los grupos inyectados con AM 251 a dosis
de 1 y 2 mg/kg, que en el grupo inyectado con el vehiculo, mientras que en el grupo inyectado
con AM 251 a Smg/kg se observo un aumento significativo del CDA (Figura 24).

Se produjo una reduccion significativa de la excrecion fecal de calcio en el grupo

inyectado con AM 5mg/kg, mientras fue similar en el resto de los grupos (Tabla 22).

El R/A % de calcio fue similar en todos los grupos, mientras el balance fue
significativamente inferior en los grupos inyectados con AM 251 a diferentes dosis en
comparacion con el grupo control. El calcio urinario fue también similar en todos los grupos
experimentales (Tabla 22).
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Figura 24: Efecto de la inyeccion intraperitoneal cronica de distintas dosis de AM 251

en ratas presaciadas sobre la utilizacion metabolica de calcio (CDA).

Tabla 22: Utilizacion digestiva y metabdlica de calcio en ratas inyectadas con AM 251
a diferentes dosis.

Vehiculo AM 1mg AM 2mg AM Smg

Ca Ingerido (mg/d)  265,51+9,26¢ 236+8,26"  235,78+8,1" 222,42+7,85*
Ca fecal (mg/d) 104,35£4,54" 100,6+4,72" 104,37+3,76"  82,92+2,56 *
Ca urinario (mg/d) 2,43+0,45" 2,330,333  2,31+0,36"  2,22+0,31"

Ca absorbido (mg/d) = 158.03+6.17" 132.43+6.1* 132.45+6.07°" 136.17+8.61*

CDA (%) 59,56+1,19¢ 55,83+1,45" 53,82+0,97"  63,56+1,50°
Balance (mg/d) 155,60+6,34" 130,92+7,7° 130,15+6,17* 133,95+8,57 *
R/A (%) 98,4+0,29"  98,09+0,23"  98,19+0,29"  98,31+0,24"

Valores medios (n=10) y EEM.
Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias

significativas (p< 0,05).
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IV.4.2.3 Utilizacion digestiva y metabolica de Fosforo

Se observo un aumento ligero de la utilizacion digestiva de foésforo, sin existir
diferencias significativas al inyectar el agonista de los receptores cannabinoides, WIN
55,212-2 a dosis de 0,5 y 2mg/kg, mientras que se observo una disminucion significativa
inyectando el WIN 55,212-2 a Smg/kg en comparacion con el grupo vehiculo (Figura 25).
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Figura 25: Efecto de la inyeccion intraperitoneal cronica de distintas dosis de
WIN 55,212-2 en ratas presaciadas sobre la utilizacion digestiva de fosforo (CDA).

La excrecion fecal de P decrecid significativamente en las ratas inyectadas con el
farmaco a diferentes dosis en comparacion con el grupo control, siendo est4 reduccion similar
entre los grupos inyectados con WIN 55,212-2 (Tabla 23).

Se observo un aumento significativo en el fosforo urinario en los grupos inyectados con
WIN 55,212-2 a dosis de 2 y Smg, y una disminucion significativa en el grupo inyectado con
0,5mg en comparacion con el vehiculo.

Al inyectar 0,5 y 2mg/kg de WIN 55,212-2 no se observaron diferencias significativas
en el R/A % mientras que se produjo una disminucién significativa inyectando el WIN
55,212-2 a dosis de 5mg/kg en comparacion con el vehiculo (Figura 26). El balance fue
similar en todos los grupos a excepcion del grupo inyectado con 5 mg/kg en lo cual se
observo una disminucion significativa (Tabla 23).
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Figura 26: Efecto de la inyeccion intraperitoneal cronica de distintas dosis de
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WIN 55,212-2 en ratas presaciadas sobre la utilizacion metabolica de calcio (% R/A).

Tabla 23: Utilizacion digestiva y metabdlica de foésforo en ratas inyectadas con

WIN 55,212-2 a diferentes dosis.

Vehiculo WIN 0.5mg WIN 2mg WIN 5mg
P Ingerido (mg/d)  127.63+3.36¢ 111.16+2.1" 110.29+3.68"  77.78+2.49*
P Ing (g/100g Peso)  57.32+0.80°  55.90+0.80°  49.53+1.50"  40.25+1.07*
P fecal (mg/d) 80.82+4.73"  72.34+1.88*  74.07+3.33*  74.90+2.80°
P urinario (mg/d) 1.50£0.32°  0.77+0.25"  2.24+£0.22°  2.32+0.61°¢
P absorbido (mg/d)  37.81+3.26"  38.82+1.73"  36.22+1.8"  3.89+1.37°*
CDA (%) 31.85+1.98"  34.91+1.38"  32.93+1.52"  14.6+4.74°*
Balance (mg/d) 38.7+2.45"  38.05£1.91"  35.51+1.48"  8.92+3.53°
R/A (%) 95.84+0.89"  98.14+0.57"  93.75+0.58"  69.89+13.26"

Valores medios (n=10) y EEM.
Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias

significativas (p< 0,05).
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La utilizacion digestiva de fosforo expresada como CDA, fue significativamente
inferior en los grupos inyectados con AM 251 a dosis de 1 y 2 mg/kg, en comparacion al
grupo inyectado con el vehiculo, mientras que en el grupo inyectado con AM 251 a dosis de
Smg/kg se observo un aumento significativo del CDA (Figura 27). La excrecion fecal de
fosforo expresada en mg/rata/dia decrecio significativamente en las ratas inyectadas con AM
5Smg/kg, mientras fue similar en el resto de los grupos (Tabla 24).
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Figura 27: Efecto de la inyeccion intraperitoneal cronica de distintas dosis de AM 251
en ratas presaciadas sobre la utilizacion digestiva de fosforo (CDA).

Como se observo en el caso de calcio, el R/A % del fosforo fue similar en todos los
grupos experimentales.

El balance fue significativamente inferior en el grupo inyectado con AM 251 a dosis de
1 y 2mg/kg, mientras fue superior en el grupo inyectado con 5mg/kg en comparacion con el
vehiculo. Se observo una disminucion de fosforo urinario inyectado AM 251 pero el efecto
mas agudo es el que se consigue a dosis de Smg (Tabla 24).
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Tabla 24: Utilizacion digestiva y metabdlica de fosforo en ratas inyectadas con AM 251

a diferentes dosis.

Vehiculo AM 1mg AM 2mg AM 5mg
P Ingerido (mg/d) 136,33+2,93¢  117,11+4,6° 120,32+4,50° 111,04+3,92 *
P fecal (mg/d) 89,16+3,95"  84,31+4,78"  88,28+4,13" 69,8542 *
P urinario (mg/d) 1,73£0,22¢  1,48+0,16"  1,42+0,26"  0,96%0,16 *
P absorbido (mg/d)  40.83+2.25"  31.15+2.51* 32.05+2.89*  41.22+4.37"
CDA (%) 32,91+1,23¢  26,52+2,80" 26,56+2,12"  38,61+2,11¢
Balance (mg/d) 39,10+2,30°  29,5+3,19"  28,21+2,02"  43,28+3,58 ¢
R/A (%) 95,56+0,58"  95,56+0,83" 94,85+1,14"  96,08+1,25"

Valores medios (n=10) y EEM.
Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias
significativas (p< 0,05).

IV.4.2.4 Utilizacion digestiva y metabolica de Magnesio

La utilizacion digestiva de magnesio, fue significativamente superior en los animales
inyectados con WIN 55,212-2 a dosis de 0,5 y 2mg/kg, y significativamente menor en los
inyectados con 5Smg/kg (Figura 28).

Al inyectar WIN 55,212-2 a dosis de 2mg/kg, se observo un aumento significativo en el
magnesio fecal, mientras se observé una disminucion significativa inyectando WIN 55,212-2
a dosis de 0,5 y Smg/kg en comparacion con el vehiculo (Tabla 25).

A diferencia de lo descrito para el calcio y el fosforo, el R/A % de magnesio presenta
diferencias significativas inyectando diferentes dosis de WIN 55,212-2. El R/A % fue
significativamente mas elevado en el grupo inyectado con dosis de 0.5 y 2mg, que en el
grupo control. Al inyectar WIN 55,212-2 a dosis de Smg/kg el R/A % tiene un valor nulo
(Figura 29).
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Figura 28: Efecto de la inyeccion intraperitoneal cronica de distintas dosis de

WIN 55,212-2 en ratas presaciadas sobre la utilizacion digestiva de magnesio (CDA).

El magnesio urinario fue significativamente superior en los animales inyectados con
WIN 55,212-2 a 2mg/kg mientras fue significativamente menor en aquellos inyectados con
Smg/kg, sin existir diferencias significativas entre el grupo inyectado con WIN 55,212-2 a
dosis de 0,5mg/kg y el control. También se observo un aumento significativo de balance en
los animales inyectados con las dosis de 2 y 0,5, los animales inyectados con WIN 55,212-2 a
dosis de 5 mg/kg presentan balance 0 (Tabla 25).
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Figura 29: Efecto de la inyeccion intraperitoneal cronica de distintas dosis de WIN
55,212-2 en ratas presaciadas sobre la utilizacion metabodlica de magnesio (% R/A).
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Tabla 25: Utilizacion digestiva y metabolica de magnesio en ratas inyectadas con

WIN 55,212-2 a diferentes dosis.

Resultados

Vehiculo WIN 0.5mg WIN 2mg WIN 5mg

Mg Ingerido (mg/d)  31.56£0.79° 27.54+0.47° 51.30+1.91%  19.27+0.62°
Mg Ing (g/100g Peso)  14.20+£0.20"  13.85£0.2"  23.04+0.70¢  9.97+0.26"
Mg fecal (mg/d) 24.23+1.40°  17.57+0.70° 32.55+1.76 ¢  16.98+0.88"
Mg urinario (mg/d) 5.59+0.52"  5.67+0.34"  7.94:0.40¢  4.05+0.33*
Mg absorbido (mg/d)  7.33+0.93"  9.97+0.78°  18.75+0.71%  2.29+0.96*
CDA (%) 23.59+3.24%  36.11+2.51" 36,82+1,58"  16.7+3.81°
Balance (mg/d) 2.35£0.51°  4.3%0,.6¢  10.82+0.79° 0°

R/A (%) 28.04+5.52"  44.35+2.18° 57,44+2,18 ¢ 0°

Valores medios (n=10) y EEM.
Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias
significativas (p< 0,05).

La utilizacion digestiva de magnesio fue similar en todos los grupos, excepto en el
grupo inyectado con AM 251 a dosis de 1mg/kg que presento una disminucién significativa
en comparacion con el vehiculo (Figura 30).

El magnesio fecal fue significativamente superior en los animales inyectados con AM
251 a dosis de 1mg/kg, sin que existan diferencias significativas en aquellos inyectados con
2mg/kg, siendo la menor en los inyectados con AM 5mg/kg (Tabla 26).

El R/A % de magnesio fue similar en todos los grupos al excepto en el grupo inyectado
con AM 251 a dosis de 1mg/kg que fue significativamente menor (Figura 31). El balance y el
magnesio urinario, fueron significativamente inferiores en el grupo inyectado con 1mg/kg,
mientras fue similar en los otros grupos.
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Figura 30: Efecto de la inyeccion intraperitoneal cronica de distintas dosis de AM 251

en ratas presaciadas sobre la utilizacion metabolica de magnesio (CDA).

Tabla 26: Utilizacion digestiva y metabolica de magnesio en atas inyectadas con AM 251

a diferentes dosis.

Vehiculo AM 1mg AM 2mg AM 5mg
Mg Ingerido (mg/d)  32,84+1,15° 28,83+1,14" 29,81+1,11°  26,43+0,79 *
Mg fecal (mg/d) 24,72+1,38"  32,13+1,71¢  24,87+1,68"  21,04+0,81 *
Mg urinario (mg/d) 5,74+0,34"  4,27+0,35"  4,85+0,43"  4,84+0,52"
Mg absorbido (mg/d)  8.13+1.08 " 0° 6.93+1.08"  6.48+1.38 "
CDA (%) 24,72+3,05°" 0° 21,55+3,50°  22,43+4,21°
Balance (mg/d) 2,87+0,96" 0° 2,03+0,62 " 2,31+1°
R/A (%) 25,92+7,07°" 0° 25,18+7,10°  23,34+7,66"

Valores medios (n=10) y EEM.
Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias

significativas (p< 0,05).
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Figura 31: Efecto de la inyeccion intraperitoneal cronica de distintas dosis de AM 251
en ratas presaciadas sobre la utilizacion metabdlica de magnesio (% R/A).

1V.4.2.5 Utilizacion digestiva y metabolica de Cinc

Se observé un aumento significativo de la utilizacion digestiva de cinc en los grupos
inyectados con el agonista de los receptores cannabinoides, WIN 55,212-2 a dosis de 0,5, 2y

Smg/kg, este efecto aumenta con el aumento de la dosis inyectada (Figura 32).

La excrecion fecal de Zn expresada en pg/rata/dia fue significativamente inferior en los
grupos inyectados con las diferentes dosis de WIN 55,212-2 en comparacion con el vehiculo,
siendo la menor en los animales inyectados con 5 mg/kg (Tabla 27).

En todos los grupos inyectados con WIN 55,212-2 a diferentes dosis, el R/A % de Zn
fue similar. El balance fue significativamente superior en los grupos inyectados con WIN
55,212-2 a dosis de 2 y 5mg, sin encontrar diferencias significativas en el grupo inyectados

con 0,5mg en comparacion con el vehiculo.

El cinc urinario fue significativamente menor en el grupo inyectado con 5mg/kg de
WIN 55,212-2 y significativamente mayor en el grupo inyectado con 0.5 mg/kg en relacion
al control, mientras no hubo diferencias significativas en el grupo inyectado con 2mg (Tabla
27).
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Tabla 27: Utilizacion digestiva y metabolica de cinc en ratas inyectadas con
WIN 55,212-2 a diferentes dosis

Vehiculo WIN 0.5mg WIN 2mg WIN 5mg
Zn Ingerido (ng/d) 3140.45+82.64¢  2735.26+51.9°  2488.31+82.9" 1913.93+61.37"
Zn Ing (ng/100g Peso) ~ 1410.40£19.65°  1375.53+19.63¢ 1117.32+33.7"  990.42+26.21°
Zn fecal (ng/d) 2685.98+156.65'  2104.33£53.7°  1701.88+82.0"  1142.15+£54.57"
Zn urinario (ng/d) 15.65+1.24° 25.75+5.18" 13.81137° 10.52+1.02 *
Zn absorbido (ug/d)  454.47£105.89"  630.93+41.15"  786.43+40.73"  771.78+67.17"
CDA (%) 14.87+2.56 * 23.08£1.46"° 31.77£1.65 39.99+2.93 ¢
Balance (ng/d) 572+70.68 * 605.18+47.21°  769.77+40.24"  823.04+81.67 "
R/A (%) 96.99+0,48 " 95.90-+0.84 " 97.88+037" 98.58+0.15"

Valores medios (n=10) y EEM.
Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias

significativas (p< 0,05).
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Figura 32: Efecto de la inyeccidon intraperitoneal cronica de distintas dosis de

WIN 55,212-2 en ratas presaciadas sobre la utilizacion digestiva de cinc (CDA).
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La utilizaciéon digestiva de cinc, fue significativamente superior en los animales
inyectados con AM 251 a Smg/kg, y significativamente inferior con los inyectados con 1y
2mgkg que en el control (Figura 33).

Se observoé una reduccion significativa de cinc fecal en el grupo inyectado con AM 251
a dosis de Smg/kg, mientras fue similar en el resto de los grupos (Tabla 28). EI R/A % de cinc
fue similar en todos los grupos. El balance de este mineral fue significativamente inferior en
los grupos inyectados con AM 251 a dosis de 1 y 2mg que en el grupo control. El cinc

urinario fue superior en los grupos inyectados con 1 y 2mg/kg.

Tabla 28: Utilizacion digestiva y metabdlica de cinc en ratas inyectadas con AM 251 a
diferentes dosis.

Vehiculo AM 1mg AM 2mg AM 5mg
Zn Ingerido (ng/d) 3261,49+113,75° 2862,47+112,5" 2960,44+110,63"  2732.11+96.39*
Zn fecal (ng/d) 2537,55+£113,72°  2265,92+123,92° 2679,57+134,33"  2072+116,55°
Zn urinario (ng/d) 11,31£0,75° 19,78+2,73" 15,75+1,94" 14,50+2,05"

Zn absorbido (ng/d) 723.94+78.3 " 489.87+65.98 * 320.4+68.48*  759.08+107.39 "

CDA (%) 23,31+2,02°¢ 17,05,£2,19"° 9,02+1,26* 29,81+2,34°
Balance (ng/d) 712,62+78,08°  451.33+92.94 * 265,3+72,58° 823,04+81,67 "
R/A (%) 98,26+0,20 " 99,45+2,51" 95,74+1,85" 96,88+1,64"

Valores medios (n=10) y EEM.
Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias
significativas (p< 0,05).
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Figura 33: Efecto de la inyeccion intraperitoneal cronica de distintas dosis de AM 251

en ratas presaciadas sobre la utilizacion metabolica de cinc (CDA).

IV.4.2.6- Contenido mineral en sangre, plasma y eritrocitos

IV.4.2.6.1- Contenido de calcio en sangre y plasma

Vehiculo AM 1mg AM 2mg AM 5mg
Ca en sangre 6.67£0.81"  6.03£0.72*® 5.43+0.74*  4.71+0.31
(mg/100ml sangre)
Ca en plasma 12.39£0.27*  13.69+ 0.81"°  13.39+0.36"  12.79+0.20 *"
(mg/100ml sangre)

Valores medios (n=10) y EEM.
Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias

significativas (p< 0,05).

El contenido de calcio en sangre no sufre modificaciones como consecuencia de la
inyeccion del antagonista de los receptores cannabinoides, AM 251 a dosis de 1 y 2mg/kg
mientras se observé una disminucion significativa a dosis de Smg/kg en comparacion con el
vehiculo. El contenido de calcio en plasma fue significativamente superior en los animales
inyectados con AM 251 a dosis de 2mg/kg, mientras no fue significativamente diferente en el
resto de los grupos ensayados.
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IV.4.2.6.2- Contenido de fosforo en sangre, plasma y eritrocitos

Vehiculo AM 1mg AM 2mg AM Smg
P en sangre 49.57+1.10°  46.98+1.85" 45.17+1.36*  45.31+1.60°
(mg/100ml sangre)
P en plasma 7.25+0.24*  7.10£0.22° 8£0.28"  7.97+0.19"
(mg/100ml sangre)

P intraeritrocitario 44.93+1.15"  42.43+1.86"  40.96+1.46* 41.08+1.70"
(mg/100ml sangre)

Valores medios (n=10) y EEM.
Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias
significativas (p< 0,05).

El contenido de fosforo en sangre fue significativamente inferior en los grupos
inyectados con AM 251 a dosis de 1, 2 y Smg/kg, que en los animales inyectados con el
vehiculo. También se observo un aumento significativo entre el contenido de P en plasma de
los grupos inyectados con 2 y Smg y el grupo control.

El contenido de fosforo intraeritrocitario fue significativamente inferior similar en los

diferentes grupos inyectados con el firmaco y no existié dosis/efecto.

IV.4.2.6.3- Contenido de magnesio en sangre, plasma y eritrocitos

Vehiculo AM 1mg AM 2mg AM S5mg
Mg en sangre 4.39+0.09 3.87+0.15"  4.08+0.20"  4.07+0.09 *
(mg/100ml sangre)
Mg en plasma 1.86+0.04"  1.72+0.03*  2.06:0.14"  1.88+0.04 "
(mg/100ml sangre)

Mg intraeritrocitario  3.20+0.09 " 2.76£0.15"  2.57+0.12*° 2.87+0.09 *
(mg/100ml sangre)

Valores medios (n=10) y EEM.
Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias
significativas (p< 0,05).
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Se observod una disminucion significativa en el contenido de magnesio en sangre en los
grupos inyectados con 1, 2 y Smg/kg del farmaco, en comparaciéon con el grupo inyectado con
el vehiculo, sin existir diferencias significativas entre los animales inyectados con diferentes
dosis de AM 251.

Se observo una disminucion significativa en el contenido de magnesio en plasma en el

grupo inyectado con AM 251 a dosis de Img/kg en comparacion con el vehiculo.

El magnesio intraeritrocitario disminuy6 significativamente en los grupos inyectados

con diferentes dosis del fAirmaco, 1, 2 y Smg en comparacion con el grupo control.

1V.4.2.6.4- Contenido de cinc en sangre, plasma y eritrocitos

Vehiculo AM 1mg AM 2mg AM Smg
Zn en sangre 1.74+0.13 * 1.59+0.13*  1.50+0.12*  1.72+0.13 *
(mg/100ml sangre)
Zn en plasma 0.19:£0.07 *° 0.10:0 * 0.13£0.01"  0.12+0.01 *"
(mg/100ml sangre)
Zn intraeritrocitario  1.61+0.15* 1.52+0.13*  1.41+0.12*  1.65+0.12*
(mg/100ml sangre)

Valores medios (n=10) y EEM.
Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias
significativas (p< 0,05).

El contenido de cinc en sangre y en eritrocito, no sufre modificaciones como
consecuencia de la inyeccion del antagonista de los receptores cannabinoides, el AM 251 a
diferentes dosis de 1, 2 y 5S5mg/kg, ya que los cuatros grupos ensayados presentan valores

similares.
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Tabla 1: Cambios en la ingesta de alimentos en respuesta a la inyeccion
intracerebroventricular de WIN 55,212-2 (0.1ng/Spl) y AM 251 (1png/Sul).
1h 2h 4h 6h 24h
Vehiculo  1.39+0.48" 2.44+0.69° 3.08+0.57° 3.98+0.71° 7.23+0.99"
WIN Ipg  3.28+0.48" 420+0.78" 5.18+0.96" 922+1.35" 18.98+3.27
AM 0.1pg  0.27+0.2* 042+0.4" 0.81+£037" 093+£047" 2.99+0.51°

Valores medios (n=4) y EEM.
Resultados expresados en g de alimento ingerido/100g de peso del animal. Letras iguales
dentro de la misma columna indican que no existen diferencias significativas (p< 0,05).

Tabla 2: Cambios en la ingesta de alimentos en respuesta a la inyeccion intraperitoneal
aguda de distintas dosis de WIN 55,212-2.

1h 2h 4h 6h 24h
Vehiculo  0.11+0.06° 0.62+0.11° 1.93+0.15° 2.95+0.24° 10.11+0.30
WIN 0,5mg 1,03 +0,29" 1,06+0,28" 2,47+0,30° 3,49+0,28" 10,88+0,29"
WIN Img  1.12+0.17° 1.7 £0.28° 3.24+0.31° 4.58+0.33° 10.57+0.36°
WIN2mg 1.30+£0.15° 1.74+£0.18° 3.01+£027° 4 £0.33° 9.43+0.36"
WIN 5mg ~ 0.04+0.03* 0,18+0.11* 1,48+0.26" 1,63+027*  9,02+0.24°

Valores medios (n=10) y EEM.

Resultados expresados en g de alimento ingerido/100g de peso del animal. Letras iguales

dentro de la misma columna indican que no existen diferencias significativas (p< 0,05).

Tabla 3: Cambios en la ingesta de alimentos en respuesta a la inyeccion intraperitoneal

aguda de distintas dosis de AM 251.

1h 2h 4h 6h 24h

Vehiculo 02+0.09° 12+0.18° 247+037° 3.08+021° 11.91+0.2°
AM 0.5mg 0 0.28+0.21* 134+033° 229+0.25° 10.33+0.46°
AM 1mg  0.03£0.01° 0.14+0.09° 0.94+0.17° 1.93+0.19° 9.29+0.20°
AM2mg  0.10£0.06" 0.36+0.15° 092+021° 1.92+0.18" 9.03+0.29
AM 5mg 0 0° 0.06 +0.05* 0.77+0.19° 7.65+0.14"

Valores medios (n=10) y EEM.
Resultados expresados como g/100g de peso del animal. Letras iguales dentro de la misma
columna indican que no existen diferencias significativas (p< 0,05).
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Tabla 4: Cambios en la ingesta de bebida en respuesta a la inyeccion intraperitoneal de

distintas dosis de WIN 55,212-2.

Tablas

1h 2h 4h 6h 24h

Vehiculo  1,05+0.11° 2,06+0.19° 4.93+0.22° 7,38+0.36° 13,90+0.75
WIN 0,5mg 1,55 +0,39" 2.62+045" 6,38+0,61° 7,83+0,27° 17,89 +0,54"
WIN Img  1.94+ 0.30° 3.07+0.32° 5,69+0.50° 7.53+0.50° 14,21 +0.56°
WIN 2mg  1.68+0.29° 244+037" 4,69+0.34" 6,66+0.45" 13.45+0.62°
WIN 5mg ~ 0.23+0.07* 1,98+0.46" 3,56+ 0.53" 6,28+0.49° 13,53+0.32°

Valores medios (n=10) y EEM.

Resultados expresados en g de agua bebida /100g de peso del animal. Letras iguales dentro de

la misma columna indican que no existen diferencias significativas (p< 0,05).

Tabla 5: Cambios en la ingesta de bebida en respuesta a la inyeccion intraperitoneal de

distintas dosis de AM 251.

1h 2h 4h 6h 24h

Vehiculo  1.57+0.18" 3.32+0.30° 6.01+£0.30° 8.09+0.33" 18.03+0.47°
AM 0.5mg 0.58+0.12° 231+0.12° 4.85+046" 7.26+0.31" 16.66+0.24°
AM 1mg  0.61+0.19° 1.54+0.30° 4.15+0.38" 6.86+0.39* 15.52+0.48"
AM2mg  1.81+026° 2.73+029° 4.74+024° 6.96+0.23* 16.58+0.52°
AM5mg  1.04+0.18"° 2.17+0.28" 334+036" 5.69+0.66 13.63+0.52°

Valores medios (n=10) y EEM.

Resultados expresados en g de agua bebida/100g de peso del animal. Letras iguales dentro de
la misma fila indican que no existen diferencias significativas (p< 0,05).

Tabla 6: Cambios en la actividad locomotora y exploratoria en respuesta a la inyeccion
con WIN 55,212-2 a dosis de Smg/kg.

Actividad locomotora  Actividad exploratoria

100 + 19.75°
35+5.782

100 = 13.12°
21+1.77%

Vehiculo
WIN 55,212-2 (% control)

Valores medios (n=5) y EEM.

Resultados expresados en % de los valores registrados en los animales del grupo vehiculo.
Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias significativas

(p< 0,05).
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Tabla 7: Efecto de la administracion cerebroventricular de WIN 55,212 y AM 251 sobre
la liberacion de la serotonina (5-HT) en el hipotilamo ventromedial de las ratas

presaciadas

Vehiculo WIN (1ug) AM (1ug)
15 33.2+58 42+53 45+ 8.1
30 374+45 39.3+4 50+ 10.1
45 35.7+6.9 33.9+49 392+ 6.7
60 40.1+5.8 46.8 £5.7 47.1+85
75 483+ 6.1 462+ 4.8 462+72
90 59.5+43 60.2+5.2 50.6 +10.4
105 60.9 + 8.5* 56.1 + 4.3% 70.2 + 11.7*
120 64.3 + 8.2* 62.1 + 8.5% 80.5 + 12.5*
135 69.3 + 7.3* 60.9 + 7.7* 69.7 + 9.4%*
150 65.8 + 8.9% 58.7 +4.1* 85.3 £ 16.2%
165 74.7 + 9% 41 +3.7° 90.7 + 11.8%"
180 82.5+ 10.* 32.1+5.8" 113.6 + 8.6*"
195 79.2 + 9.6* 35.8+5" 115.8 + 8.9%"
210 70.6 + 12.6* 423+49" 101.7 £ 9.4%"
225 74.8 + 7.5% 38.1+6" 105+ 10.1*"
240 729+ 11.2% 35.7+4.5" 112.3 + 14.5%"
255 62.8 + 10.9% 273+5.6" 104.8 + 12*"
270 69.7 + 8.8% 41.5+6.9" 101.6 + 12.7*"
285 487+ 7.5 43+73 103.7 + 18.5%"
300 543+ 12.4 36.2+5.8 99.5 + 14.2%"
315 549+ 8.2 41.1+7.6 85.6 + 13.8*"
330 40.8+5.9 43.5+6.7 70.9 + 12.3%"

Valores medios (n=10) y EEM.
Resultados expresados en g de alimento ingerido/100g de peso del animal.
* indica diferencias significativas entre los valores basales y cada grupo experimental

(p< 0,05).

+ indica diferencias significativas entre cada grupo inyectado con el farmaco y el vehiculo

(p< 0,05).
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Tabla 8: Efecto de la administracion cerebroventricular de WIN 55,212 y AM 251 sobre
la liberacion del metabolito de la serotonina (SHIAA) en el hipotilamo ventromedial de
las ratas presaciadas

Vehiculo WIN (1ug) AM (1ug)
15 451 + 136 417 + 101 470 + 89
30 501 = 129 430 + 124 391 + 101
45 439 + 145 492 + 111 455+ 92
60 479 + 139 460 + 62 508 =91
75 832+ 162 611+170 520+ 104
90 820 + 174 694 + 122 733 + 128
105 1316 + 195* 1376 + 230* 1182 + 185%
120 1215 + 135% 1149 + 100* 1099 + 167*
135 1276 + 151* 1078 + 148* 1007 + 199%
150 1106 + 162* 1155+ 112%* 909 + 132*
165 1179 +127% 529 + 94" 1364 + 159%"
180 1094 + 154* 648 + 87" 1988 + 208*"
195 1198 + 143* 520 + 65" 1958 £ 227"
210 983 + 126* 654 + 89" 1602 + 186*"
225 1306 + 182* 523 + 130" 2125 +302%"
240 875 + 186* 571 +90°" 1394 + 174%"
255 920 + 192* 560 + 168 1012 + 153%*
270 697 + 94 620 + 121 822 + 122%
285 621 + 123 400 + 93" 894 + 125%"
300 473 + 73 565 + 80 695 + 141
315 512 + 141 496 + 102 839 + 127*"
330 589+ 119 511+127 942 + 158*"

Valores medios (n=10) y EEM.

Resultados expresados en g de alimento ingerido/100g de peso del animal.

* indica diferencias significativas entre los valores basales y cada grupo experimental

(p< 0,05).

+ indica diferencias significativas entre cada grupo inyectado con el farmaco y el vehiculo
(p< 0,05).

Tabla 9: Cambios en el nimero de las neuronas marcadas con el anticuerpo frente al
NPY en el nucleo arcuato en respuesta a la inyeccion intracerebroventricular de AM 251
y WIN 55,212-2.

Nombre de las neuronas marcadas con el
anticuerpo frente al NPY
Vehiculo 2832+ 109.36°
WIN 55 (1pg) 3030 + 115.15°
AM 251 (1pg) 1123 +£34.65?

Valores medios (n=4) y EEM.
Letras iguales indican que no existen diferencias significativas (p< 0,05).
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Tabla 10: Cambios en la ingesta de alimentos en respuesta a la inyeccion intraperitoneal

cronica de distintas dosis de WIN 55,212-2.

Tablas

Vehiculo WIN 0.5mg/kg WIN 2mg/kg ~ WIN 5mg/kg

Primer dia 10.11+£030° 1044+031° 991+0.28° 75+037%

Segundodia  9.80+0.32°  939+0.13°  9.58+042°  6.99+0.29°
Tercer dia 9.85+0.34° 9.89+021° 944+041° 6.82 +0.24 2

Cuarto dia 9.66+0.29° 938+0.21° 897 +0.38" 6.73+0.38%

Quinto dia 93+0.26° 897+021° 926+040°  6.45+0.37°

Sexto dia 9.14+022° 8.95+020°" 859+0.29° 6.46+0.372

Séptimodia  9.17+0.17°  891+0.16° 891+036°  6.73+0.28°
Octavo dia 8.57+0.25" 8.66+0.16" 836+026" 6.50+0.29

Noveno dia 844+ 021° 834+0.17" 834+037° 628 +0.26%
Décimo dia 8.46+0.18° 826+0.12" 833+023° 575+0.15%

Valores medios (n=10) y EEM.

Resultados expresados en g de alimento ingerido/100g de peso del animal. Letras iguales

dentro de la misma fila indican que no existen diferencias significativas (p< 0,05)

Tabla 11: Cambios en la ingesta de alimentos en respuesta a la inyeccion intraperitoneal

cronica de distintas dosis de AM 251.

Vehiculo AM 1mg/kg AM 2mg/kg AM Smg/kg

Primer dia 11.91+£028°  929+0.20° 9.49+039°  7.65+0.14°

Segundodia  10.02+0.19°  8.79+0.33® 8.66+0.41%° 8.02+0312
Tercer dia 10.78 £ 0.24 © 9.34+028° 9.16+031°% 7.91+0.29°?

Cuarto dia 10.38 +0.34° 8.52 4+ 0.29 ® 85+021* 782+027°

Quinto dia 10.04+025°  859+0.31° 825+0.36% 7.97+0.30°

Sexto dia 982+0.17° 837+0.26° 8.1+028°% 794+026%

Séptimo dia 9.77+0.17° 7.94+0.26° 8.02+0.21*  7.82+0.34°
Octavo dia 95+0.18° 798+0.182 835+035% 823+023°

Noveno dia 9.5+028° 8.16+0.11°2 8.03+027% 8.07+020°
Décimo dia 9.14+0.17° 822+0.16%  893+041* 7.72+0.18%

Valores medios (n=10) y EEM.
Resultados expresados en g de alimento ingerido/100g de peso del animal. Letras iguales
dentro de la misma fila indican que no existen diferencias significativas (p< 0,05).
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Tabla 12: Cambios en la ingesta de bebida en respuesta a la inyeccion intraperitoneal
cronica de distintas dosis de WIN 55,212-2.

Vehiculo WIN 0.5mg/kg WIN 2mg/kg  WIN Smg/kg
Primer dia 1627+0.47° 1750+049° 1526+0.62° 13.53+032°
Segundodia  11.82+039° 11.3+029° 11.95+041° 9.64+0.55°
Tercer dia 11.99+0.15°  12.73+£020° 1227+0.64° 10.69+0.39*
Cuarto dia 11.95+028°% 12.13+0.33°  12.14+0.53°  10.37+0.54°
Quinto dia 1291 +£0.48° 12.56+029° 1234+0.77° 10.88+0.37°
Sexto dia 12.05+0.21°  12.5+0.18° 1207+0.6°  1045+036°
Séptimodia  12.09+0.25° 11.72+041°% 1236+0.59° 10.56+0.62°
Octavo dia 11.98+0.16% 11.72+0.33% 11.6 +0.54? 1040 £ 0.46 °
Novenodia  11.62+0.37% 11.26+027% 12.07+0.57° 10.82+0.11°
Décimodia  10.86+021° 1122+027% 11.88+059° 104+0.54"

Valores medios (n=10) y EEM.
Resultados expresados en g de agua bebida/100g de peso del animal. Letras iguales dentro de

la misma fila indican que no existen diferencias significativas (p< 0,05).

Tabla 13: Cambios en la ingesta de bebida en respuesta a la inyeccion intraperitoneal
cronica de distintas dosis de AM 251.

Primer dia
Segundo dia
Tercer dia
Cuarto dia
Quinto dia
Sexto dia
Séptimo dia
Octavo dia
Noveno dia
Décimo dia

Vehiculo

18.03+£0.47°¢
12.73+£0.51°
12.81+0.46°
13.51+051°
12.77+ 045"
12.65+0.57"
12.61 £0.79°
13.21£0.41°
12.91+0.60°
12.28 +0.60°

AM 1mg/kg

1637 +0.31°

11.3+0.44°
11.52+027%
10.84+0.37%
11.77+0.34°
11.16+ 045
10.09 + 0.44 °
11.39+0.33°
11.06+0.31°

10.9+0.57°

AM 2mg/kg

1623 +0.43°
10.78 £ 0.54°
11.28+0.43°
10.29+0.56 °
11.16+ 043
10.56 +0.56 °
10.75+0.52°
11.16 £ 0.55°
11.11+£0.44°
10.7+0.42°

AM Smg/kg

13.13+0.32°
9.24+0.76°
11.16 £0.36
9.98+0.54"°
11.74+£0.35*
9.84+0.30"°
9.98+0.56"°
10.74 £0.35°
10.85+0.41°
9.87+042%

Valores medios (n=10) y EEM.
Resultados expresados en g de agua bebida/100g de peso del animal. Letras iguales dentro de

la misma fila indican que no existen diferencias significativas (p< 0,05).
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Tabla 14: Cambios en el incremento de peso en respuesto a la inyeccion intraperitoneal
cronica de distintas dosis de WIN 55,212-2.

DMSO WIN 0.5mg/kg WIN 2mg/kg  WIN Smg/kg
Primer dia 19.88+1.66° 19.53+0.68° 18.5+0.7° 16.6+0.71 °
Segundodia = 3.22+1.07° 2.1+0.65° 287+083°  -1.79+0.84°
Tercer dia 4.86+0.81° 5.06+ 0.55 " 3+0.45%® 2.12+0.87°
Cuarto dia 502+0.69°  5.64+0.62°  488+0.76° 1.9+092°
Quinto dia 426+0.68°  418+0.58°  3.60+041°  128+1.01°
Sexto dia 336+055° 3.19+0.76°  3.86+085° 1.56 + 0.44 ®
Séptimodia  4.16+0.89°  3.65+0.75®  456+081°  241+0.53°
Octavo dia 401+089°  3.54+0.64° 331+0.7° 1.06+£0.9°?
Noveno dia 3.49+0.68° 2.65+0.61° 3.94+0.78 % 3.06+0.75°
Décimo dia 327+0.78%  248+1.01*  359+0.69°  2.33+0.56°

Valores medios (n=10) y EEM.
Resultados expresados como g/100g de peso del animal. Letras iguales dentro de la misma
fila indican que no existen diferencias significativas (P< 0,05).

Tabla 15: Cambios en el incremento de peso en respuesto a la inyeccion intraperitoneal
cronica de distintas dosis de AM 251.

Vehiculo AM 1mg/kg AM 2mg/kg AM Smg/kg
Primer dia 13£098° 8.79£0.77° 8.79 £ 0.94° 4+0.12°
Segundo dia 4.19+0.84° 2.49+0.82° 0 £0.63° -1.81+0.73°
Tercer dia 444+063°  443+090°  456+1.06° 0.87+0.75 *
Cuarto dia 3.84+0.98° 3.76 £ 0.67 * 34+£0.69° 3.56+0.56°
Quinto dia 4.1+£0.57° 3.46+0.56* 431+0.79% 3.92+0.96°
Sexto dia 3.41+0.73° 3.86+0.59? 3.49+0.85? 3.66+0.74°
Séptimo dia 421+0.78° 3.98+0.80° 3.76 £0.58 % 3.9+0.99°
Octavo dia 4.63+0.38° 4.16+0.64° 451+0.75% 524+0.78?
Noveno dia 4.06+0.60° 3.94+042° 4.08+0.71% 4.12+0.79*
Décimodia  423+0.63°  4.64+088°  274+0.63° 3.53+0.65*

Valores medios (n=10) y EEM.
Resultados expresados en g de alimento ingerido/100g de peso del animal. Letras iguales
dentro de la misma fila indican que no existen diferencias significativas (p< 0,05).
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Nuestros resultados apoyan la existencia de dos sistemas de regulacion del control de la
ingesta, que se llevan a cabo a nivel central y periférico, en los que el sistema
endocannabinoide esta implicado a través de receptores especificos. La accion central esta
mediada por receptores hipotalamicos CB; (Jamshidi y Taylor, 2001), mientras que la accion
periférica estd mediada por receptores CB; presentes en las terminales sensitivas nerviosas del
tracto digestivo que son sensibles a la accion neurotdxica de la capsaicina (Gémez y col.,
2002). Bajo nuestras condiciones experimentales, y de forma similar a lo que ha sido descrito
por otros autores (Currie y col., 1996; Orozco y col., 2002), el mecanismo responsable del
control de la ingesta implica la participacion del hipotdlamo y tiene lugar de forma paralela a
un incremento de los niveles de serotonina (Fetissou y col., 2000), lo cual probablemente
contribuye a la sefial de saciedad. Los estudios inmunohistoquimicos, que se presentan en esta
tesis, aportan datos sobre la intervencion del neuropéptido Y en el efecto sobre la ingesta de
los cannabinoides. Por otra parte, nuestros resultados también muestran que, ademas de este
efecto sobre la ingesta de alimentos, los cannabinoides tienen efecto sobre la utilizacién

nutritiva de la dieta y que este efecto varia en funcion de la dosis empleada.

V.1 Efectos de los cannabinoides sobre la ingesta de alimento y liquido y la
liberacion de 5-HT, su metabolito S-HIAA y la inmunoexpresion de NPY

V.1.1 Efecto de la administracion central de WIN 55,212-2 y AM 251 sobre
la ingesta de alimento

La inyeccion intracerebroventricular de WIN 55,212-2 promueve hiperfagia a dosis
pequenas (1pg) desde 1h hasta 24h, mientras que la inyeccion intracerebroventricular de AM
251 produce una hipofagia a dosis de 0.1 pg en ese mismo periodo de tiempo. Estos datos
inducen a pensar que los cannabinoides actian directamente, a través de receptores CB1, que
estan implicados fuertemente en la regulacion de la ingesta (Di Marzo y Matias, 2005; Wiley
y col., 2005), y estan presentes en el SNC y en los sistemas periféricos. En el cerebro, los
receptores CB; se han identificado en las estructuras responsables de la recompensa y del
balance energético (Cota y col., 2003; Robbe y col., 2003; Pickel y col., 2004), sobre diversos
nucleos (nlcleo paraventricular, ventromedial, arqueado y supradptico del hipotdlamo,
nucleo del tracto solitario, nucleos del rafe). Estas estructuras regulan la ingesta y el
metabolismo (Solomon y col., 2004). De hecho, los resultados obtenidos por Jamshidi y
Taylor (2001) muestran que la administracién directamente en el hipotdlamo ventromedial de
anandamida, agonista enddgeno de los receptores CB, estimula la ingesta en ratas presaciadas.
También Verty y colaboradores (2005) han confirmado que la inyeccion paraventricular de
THC (5pg) aumenta la ingesta mientras la inyeccion de SR 141716 A provoca un efecto

contrario disminuyendo la ingesta.
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V.1.2 Efecto de la administracion periférica a corto plazo de WIN 55,212-2 y
AM 251 sobre la ingesta de alimento y liquido

Las condiciones experimentales del presente estudio permiten precisar el efecto
orexigénico de la administracion de WIN 55,212-2 a ratas presaciadas. La existencia de
receptores CB; a nivel periférico ha sido descrita ampliamente en la bibliografia, y muchos
autores (Williams y Kirkham, 1999; Gémez y col., 2002) han observado una hiperfagia
significativa dosis- dependiente después de la administracion periférica de WIN 55,212-2 y
anandamida. Sin embargo, nuestros resultados muestran que la hiperfagia inducida tras la
administracion periférica de WIN 55,212-2 a dosis de 0.5, 1 y 2 mg/kg aparecidé poco
después de la inyeccion de este agonista del receptor CB; y no guardé relacion dosis-efecto.
Asi, el efecto orexigeno a corto plazo tras la inyeccion de dosis de 1 y 2 mg/kg se aprecia lh,
2h. 4h y 6h tras la inyeccion y cuando se inyecta la dosis de 0.5mg/kg desaparece la
hiperfagia a las 2h tras la inyeccion en que los animales responden aumentando la ingesta y
posteriormente la mantienen similar a los controles, estos resultados indicarian que el farmaco
se ha metabolizado en el periodo transcurrido hasta 2h de la inyeccion. El mecanismo que
podria explicar estos resultados podria ser: a dosis de 1 y 2mg/kg es posible que se alcancen
niveles en sangre suficientemente elevados para conseguir la activacion de receptores
centrales y periféricos, mientras que a dosis de 0.5mg/kg s6lo se habrian activado los
periféricos. Otros autores (Gémez y col, 2002) han demostrado que la administracion
periférica del WIN 55,212-2, a dosis de 0.4mg/kg y de 2mg/kg en ratas presaciadas, provoca
una hiperfagia muy significativa 1h, 2h y 4h tras la inyeccion y que ésta es dosis dependiente.

La duracién del efecto hiperfagico es diferente cuando se ensaya otro agonista de los
receptores cannabinoides como es el THC, y asi, Koch (2001) ha demostrado que la inyeccion
intraperitoneal de este farmaco a dosis de 0.5 y 1mg/kg produce hiperfagia 1h 2h y 4 h tras la
inyeccion mientras la dosis de 2.5 mg/kg no produjo ninguna diferencia significativa
.También este efecto hiperfagico se observéd inyectando THC a dosis de 3. 10 y 56 mg/kg
mientras no se observé ningtn efecto inyectando 1mg/kg (Wiley y col., 2005).

Por otra parte, Williams y Kirkham (1999) inyectando anandamida, ligando end6geno
de los receptores cannabinoides, encontraron que se produce hiperfagia en ratas y que el
efecto sobre el apetito puede ser variable dependiendo de la dosis y de las circunstancias
experimentales. Resultados anteriores de nuestro laboratorio (en prensa) demostraron mas
concretamente que la metanandamida a dosis de 1 mg/kg peso ip produce una hiperfagia
significativa a las 1h, 2h, 4h, 6h e incluso a las 24h tras la inyeccion.

Por el contrario, tras la administracién periférica del agonista WIN 55,212-2 a dosis
elevadas (5 mg/kg), se observo un efecto opuesto, que consiste en la anorexia como resultado
probablemente de la inhibicion de la actividad motora. Goémez y col (2002) también
confirman este efecto inyectando una dosis de 10mg/kg, que produce una profunda
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inmovilidad la cual interfiere con el comportamiento alimentario. De hecho, en experimentos
dedicados a la evaluacion del efecto del agonista de los receptores cannabinoides sobre la
actividad motora en campo abierto “open field”, nuestros resultados indican que la inyeccion
del WIN 55,212-2, a dosis de Smg/kg produce una reduccion significativa de la actividad
locomotora. Este efecto del WIN 55,212-2 se generaliza también a la conducta exploratoria
asociada a la locomocion, ya que se induce inmovilidad, incapacidad para iniciar

movimientos, lo cual produce catalepsia, segun Dewey (1986).

En este sentido es interesante destacar que la gran cantidad de receptores CB; que se
han localizado en el cerebelo y en los ganglios basales apoya la existencia de un sistema
endocannabinoide que regula la actividad motora (Rodriguez de Fonseca y col, 1998), lo que
a su vez puede influir en la ingesta. La administracion aguda de cannabinoides psicoactivos
produce a dosis bajas un efecto estimulador de corta duracion de la actividad motora, y a
dosis altas una profunda inhibicién de esta actividad.

La administraciéon aguda a nivel periférico del agonista inverso/ antagonista de los
receptores CB1, AM 251, revierte el efecto de WIN 55,212-2 sobre la ingesta de alimentos,
lo que concuerda con datos recientes que confirman su efecto anoréxico por bloqueo de los
receptores CB;. En este sentido, la disminucion significativa de la ingesta se observa desde la
primera hora tras la inyeccidon y contintia a las 2, 4, 6 y 24 h, y el efecto es dosis dependiente,
siendo la mayor caida de la ingesta la que se observa a dosis de 5 mg/kg peso. Mc Laughlin y
colaboradores (2005) han demostrado también que la administracion periférica aguda del AM
251 a dosis de 4 y 8 mg/kg disminuye la ingesta de alimentos provocando una hipofagia
significativa dosis dependiente, mientras no se observaron diferencias significativas
inyectando 2mg/kg. Chambers y colaboradores (2004) han observado que la administracion
de AM 251 a dosis de Smg/kg produce hipofagia 1h, 2h y 3h tras la inyeccion. Shearman y
colaboradores (2003) han inyectado el AM 251 a dosis de 3, 10 y 30mg/kg y han observado
que 2h tras la inyeccion habia una disminucion significativa de la ingesta a dosis de 10 y
30mg/kg mientras 4h tras la inyeccién se observo este efecto a dosis de 3 y 30mg/kg.

Otros autores (Rinaldi-Carmona y col, 1994)  han demostrado que la inyeccion
periférica del SR 141716, antagonista selectivo de los receptores CBj, provoca hipofagia
probablemente antagonizando las acciones de los endocannabinoides liberados de forma
enddgena como son la anandamida y el 2-araquidonoilglicerol (Arnone y col., 1997; Colombo
y col., 1998; Simiand y col., 1998; Kirkham y Williams, 2001). También estos resultados
concuerdan con los descritos por Gomez y colaboradores (2002) que observaron a dosis de 1
y 3 mg/kg una disminucién significativa dosis dependiente de la ingesta de alimentos 30
minutos, 1h y 2h tras la administracion del SR141716A.

Wiley y colaboradores (2005) han demostrado que 1h tras inyeccion del SR141716A a
dosis de 1, 3, 10 y 30 mg/kg disminuye significativamente la ingesta de alimentos, también
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han observado un efecto similar inyectando dos analogos estructurales del SR141716A, el O-
3259 y el O-3257. Thornton-Jones y col., 2005 han observado una disminucién significativa
de la ingesta inyectando SR 141716A a dosis de 1 y 3mg/kg mientras no habia ningun efecto
significativo inyectando una dosis de 1mg/kg. Gardner y Mallet (2006) observaron también
este efecto hipofagico inyectando el antagonista SR 141716A a dosis de 3mg/kg, este efecto
se observo lh, 2h, 3h y 4h tras la inyeccion. Otros autores (Verty y col, 2004) han descrito
que este antagonista de los receptores cannabinoides suprime la ingesta significativamente,
con independencia de la composicion de la dieta estudiada, sin afectar a la actividad
locomotora. El antagonista SR141716A, disminuye el consumo de alimento en ratas (Rinaldi-
Carmona y col., 1994; Arnone y col., 1997; Carai y col., 2004), atentia el consumo de alcohol
en ratones (Wang y col., 2003), e inhibe el efecto orexigénico de anandamida en ratas
(Williams y Kirkham, 1999). EI SR141716A es particularmente potente en la inhibicion de la
ingesta en animales genéticamente obesos tales como ratones ob/ob, ratones db/db, ratas fa/fa
Zucker y animales alimentados con dietas altas en grasas (Di Marzo y col., 2001; Vickers y
col., 2003).

Recientemente, un analogo de A®-tetrahidrocannabinol, con una alta afinidad para los
receptores cannabinoides CB;, fue desarrollado, este "antagonista silencioso" llamado O-
2050 inhibe la ingesta a dosis de 3mg/kg sin aparecer ningun efecto significativo inyectando
0.3mg/kg, este efecto se observd 1h, 2h, 3h y 4h tras la inyeccion (Gardner y Mallet, 2006).

Con respecto a la ingesta de agua por parte de los animales inyectados con WIN 55,212-
2, no parece estar claramente relacionada con la ingesta de alimento, excepto la primera hora
tras la inyeccion en la que se observa una correlacion entre estos dos parametros. A dosis de 1
y 2 mg/kg la ingesta de liquidos es significativamente mayor, al igual que ocurre con la
ingesta de alimentos, mientras que a dosis de Smg la ingesta de so6lidos y liquidos es menor
que en el grupo control. Esta relacion no se observa a partir de la primera hora de la
inyeccion. Algunos autores (Verty et al, 2005) han sefialado que el THC estimula la ingesta
de alimentos pero no de agua. Ademads, la reduccion de la actividad motora complica la
interpretacion de los datos de consumo de solidos y liquidos, ya que no es posible determinar
si el WIN 55,212-2, a dosis de 5Smg/kg reduce la ingesta porque suprime el apetito y la
sensacion de sed o porque produce un efecto sedante, incluso la reduccion de la ingesta de
liquidos podria no deberse a ningin efecto central sino solamente a una menor necesidad de
beber asociada a la menor ingesta.

La administracion periférica aguda de las dosis ensayadas del AM 251 provoca también
una disminucion significativa de la ingesta de agua. Existe, por lo tanto, una correlacion entre
la ingesta de alimento y la ingesta de agua en las horas posteriores a la inyeccion. Estos
resultados concuerdan con lo descrito por Gardner y Mallet (2006) que han observado una
disminucién de la ingesta de agua inyectando el antagonista O-2050 a dosis de 3mg/kg.
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Podria ocurrir que el AM 251 tenga un efecto directo sobre el hipotdlamo disminuyendo la
ingesta de liquidos o, sencillamente, que estos animales tengan unas necesidades menores de
agua al tener reducida la ingesta de alimento, como hemos comentado anteriormente en el
grupo inyectado con 5 mg/kg de WIN 55,212-2.

La administracion periférica no permite distinguir entre los mecanismos centrales y
periféricos de los cannabinoides puesto que los receptores CB; estan también presentes en el

tracto digestivo y los cannabinoides atraviesan la barrera hematoencefalica.

V.1.3 Efecto de los cannabinoides sobre la liberacion de la serotonina y su
metabolito y la inmunoexpresion de neuropéptido Y

Todas las areas hipotalamicas y extrahipotalamicas sintetizan péptidos que producen
diversas sefiales que a través de conexiones neuronales regulan la ingesta y la homeostasis
energética (Broberger, 2005). Los neuropéptidos actiian normalmente por la via de receptores
acoplados a proteina G y pueden variar la actividad neuronal junto con la produccion de
neurotransmisores especificos (Hillebrand y col., 2002). Una serie de estimulos en diferentes
sistemas relacionados con el estado metabdlico son recibidos en el hipotadlamo, los cuales
modulan la liberacion de péptidos hipotalamicos que regulan la ingesta alimentaria y el eje
hipotalamo hipofisiario (Leibowitz y Wortley., 2004).

Entre estos neuropéptidos podemos citar el neuropéptido Y (NPY) que es uno de los
neurotransmisores mas abundantes en el cerebro (Allen y col., 1983) y uno de los factores
orexigenos mas potentes (Edwards y col., 1999; Kalra y Kalra, 2004). La principal
localizacién de este neuropéptido es el ARC, desde donde se prolongan fibras nerviosas al
PVN, DMN y LH, estableciendo un efecto estimulador de la ingesta. E1 NPY interacciona con
gran cantidad de neuronas orexigénicas y anorexigénicas, siendo la mas evidente la relacion
con las productoras de proteina relacionada con agouti y su efecto inhibidor en neuronas
productoras de melanocortina (Leibowitz y Wortley, 2004).

Para explorar las posibles interacciones entre los cannabinoides y una serie de
neuropéptidos hipotaldmicos, como el NPY, hemos estudiado el efecto de la inyeccion
intracerebroventricular de WIN 55,212-2 y de AM 251 sobre la inmunoexpresion del NPY
mediante la técnica de inmunohistoquimica. Hemos encontrado que la inyeccion
intracerebroventricular de AM 251 produjo una disminucion significativa del nimero de las
neuronas marcadas por el anticuerpo frente al NPY, la disminucion del marcaje nos indica
una disminucion de la cantidad de NPY en el interior de las neuronas y esto se debe a una
disminucién de la sintesis del NPY y/o un aumento de su liberacion. Mientras la inyeccion
intracerebroventricular de WIN 55,212-2 provocd un aumento en el nimero de estas
neuronas, este aumento nos indica por lo tanto un aumento de la cantidad de NPY en el

interior de las neuronas y eso se debe a un aumento en la sintesis de NPY y/o una disminucion

185



Merroun.l Discusion

de su liberacion. Nuestros resultados estan confirmados con estudios realizados por Gamber
y colaboradores (2005) que han examinado el efecto del agonista de los receptores
cannabinoides el CP55, 940 y el agonista inverso/antagonista AM 251 sobre la liberacion del
NPY utilizando un modelo experimental in vitro que utiliza secciones tratadas con dosis
diferentes de los farmacos. Sus resultados han demostrado que los agonistas de los receptores
cannabinoides, el CP55, 940 (100nM) y anandamida (10, 50 y 100nM), aumentan la
liberacion del NPY en el hipotdlamo, lo que podria tratarse de un mecanismo para explicar la
actividad orexigénica de los cannabinoides, mientras que al afiadir AM 251 a diferentes
concentraciones (0, 10, 100 y 1000 nM) se observé una inhibicion de la liberacion de NPY,
que dosis dependiente.

Otros han demostrado que el NPY estimula la ingesta cuando se inyecta en el sistema
ventricular del cerebro de ratas produciendo hiperfagia (Clark y col., 1984), hiperinsulinemia
y resistencia a la insulina. El NPY estimula preferentemente la ingesta de carbohidratos a
través de receptores Y1 y Y5 que se expresan en los sitios hipotalamicos implicados en la
regulacion diaria del balance energético y del comportamiento de la ingesta, el ARC, el NPV,
el DMH, el VMH y el LH (Kishi y col., 2005). Se ha demostrado que la sefializacion de los
receptores Y1 juega un papel importante en el estimulo de la ingesta y de la obesidad, de
hecho se ha visto que los cambios en el balance energético inducen una plasticidad marcada
en la funcioén y la expresion de estos receptores en las regiones especificas del hipotalamo
(Evay col., 2006).

De igual forma, inyecciones repetidas de NPY en el PVN producen obesidad en pocos
dias (Stanley y col., 1996) incrementando la actividad lipogénica en el tejido adiposo blanco y
modificando la actividad del sistema nervioso autébnomo y a la funcion neuroendocrina
(Elmquist y col., 1999). El NPY es el principal factor causante de hiperfagia y obesidad en
situaciones con deficiencia de leptina (Erickson y col., 1996).

Poco se sabe del mecanismo de accion a través del cual los cannabinoides producen su
conocido efecto orexigénico. Al ser el neuropéptido Y uno de los factores orexigénicos mas
potentes y un mediador principal en el control hipotalamico de la ingesta parece que la
activacion de los endocannabinoides a consecuencia de NPY media algunos de sus efectos
orexigénicos, que estan atenuados por la inhibicidon farmacologica o genética de los receptores
CB,. Sin embargo, el antagonista SR141716A es eficaz como agente anoréxico tanto en el
grupo control como en ratones deficientes de NPY (Di Marzo y col., 2001), lo que indica que
la induccién de la ingesta por los endocannabinoides no esta mediada unicamente a través del
NPY sino que probablemente existe una interaccion de los cannabinoides con otros factores
reguladores de la ingesta (grelina, CCK, orexinas, CRH...).

Ademas de las variaciones en el NPY producidas por la inyeccion de WIN 55,212-2 y
AM 251, hemos estudiado la existencia o no de una interaccion entre el SEC y el sistema

186



Merroun.l Discusion

serotoninergico del hipotdlamo medioventral a través de la evaluacion de los efectos de la
inyeccion intracerebroventricular de WIN 55,212-2 y AM 251 (1pg/5ul) sobre la liberacion in
vivo de la serotonina y su principal metabolito el acido 5-hidroxiiondolato (el SHIAA).

Los resultados obtenidos indican que el inicio de la ingesta se acompaiia, en el nucleo
ventromedial hipotalamico, de un incremento progresivo en la liberacion basal de serotonina
y en las concentraciones extracelulares del SHIAA. Estos datos confirman los de Ia
bibliografia que indican que el incremento en la liberaciéon de serotonina a partir del
hipotdlamo, observado después del inicio de la ingesta, se considera como un sefial de
saciedad (Currie, 1996; Orosco y col., 2002), de acuerdo también con numerosos datos que
indican que la inervacion serotoninérgica de diferentes nticleos hipotaldmicos esta relacionada
con la regulacién y el control de la ingesta diaria y el metabolismo energético y que la 5-HT
hipotaldmica pudiera desempefiar un papel como sefial de saciedad (Fetissov y col., 2000).

Halford y colaboradores (2005) han encontrado que la 5-HT esta implicada en el
proceso de saciedad, y de los numerosos subtipos de los receptores 5-HT identificados
actualmente para mediar este proceso de saciedad son los receptores 5-HT g y 5-HT ».. Las
correlaciones funcionales entre la serotonina y, CCK o NPY también fueron sugeridas, que
eran a través de los receptores 5-HT 4, de 5-HT »¢c, 0 de 5-HT 24 (2c) (Samanin y Garatini,
1996; Curzon y col., 1997). La serotonina y sus agonistas inhiben la ingesta cuando se
administran periféricamente o centralmente en animales (Leibowitz, 1989). La administracién
de mCPP (agonista de los receptores 5-HT 5 y 5-HT 5.) en el VMH provoca una reduccion de
la ingesta acompafiada de un aumento en la concentracion extracelular de 5-HT (Hikiji y col.,
2004) Los estimulantes de esta monoamina reducen el aumento de peso aumentando el gasto

energético en animales y seres humanos por su accion en el hipotalamo ventromedial.

Datos recientes indican que la serotonina y las agonistas de receptores SHT1 y SHT2
bloquean el efecto hiperfagico producido por la administracién en diferentes ntcleos del
hipotalamo, del neuropeptido Y (NPY) (Currie y col., 1999; 2002). Asi se puede especular
que el bloqueo del sistema serotoninergico hipotalamico puede ser uno de los mecanismos

utilizados por los farmacos que estimulan la ingesta.

La administracion central de WIN 55,212-2 (1pg/5ul) induce en estos animales,
comparados a animales inyectados con el vehiculo, una disminucién significativa en la
liberacion basal de serotonina, mientras la administracion central de AM 251 (1pg/5ul)
produce un incremento significativo en relacion al obtenido en animales controles. Esto esta
confirmado con recientes estudios realizados por Avraham y Verty (2004) que han
demostrado que la administracion central del A*-THC o de A’-THC estimula la ingesta y
reduce el contenido tisular del 5-HT en el hipotdlamo y en el hipocampo. Hao y

colaboradores (2000) han encontrado que la inyeccion intraperitoneal de dosis pequefia de
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anandamida (1pg/kg) promueve hiperfagia y disminuye la concentracion de serotonina en el
hipotalamo.

Estos datos confirman los de la bibliografia que indican que la ingestion de alimentos se
acompafia de un incremento de la liberacion de serotonina y muestran que los efectos
estimuladores de los agonistas cannabinoides sobre la ingesta estan relacionados, al menos en
parte, con una inhibicion del incremento en la liberacion de serotonina inducido por la
ingesta. Asi, uno de los efectos de los cannabinoides relacionados con la estimulacion de la
ingesta puede ser la inhibicion o el “retraso en tiempo” de la transmision serotoninérgico del
hipotalamo medio implicada en la regulacion de los procesos de saciedad tal como demuestra
Balazsa y colaboradores (2008) que sugieren que una subpopulacion de neuronas
serotoninérgicas afferentes no sinapticas expresa los receptores CB1 y la activacion de estos
receptores produce una disminucion de la liberacion de 5-HT. Este efecto inhibidor puede ser
relacionado con el bloqueo de los canales de calcio sensibles al voltaje acoplados a la

transmision sinaptica.

Se han demostrado que los receptores CB1 estan presentes en un subconjunto de
neuronas serotoninérgicas en el cerebro (Haring y col., (2007); Lau y Schloss, 2008). Estos
resultados apoyan el concepto que existe una interferencia directa entre el SEC y las neuronas
serotoninergicas. Los efectos observados de la activacion exogena y/o enddgena de los
receptores CB1 sobre la liberacion de la serotonina (Nakazi y col., 2000; Egashira y col.,
2002; Darmani y col., 2003; Tzavara y col., 2003) pueden ser debidos por lo menos en parte a

una accion directa de los receptores CB1 sobre los terminales serotoninérgicas.

De hecho, se ha demostrado que la activacion de los receptores CB; centrales inhibe la
liberacion sinaptica de diferentes neurotransmisores, como la noradrenalina, el acido
glutamico y la acetilcolina en diferentes cerebrales. Asi, la inhibicién de la liberacion
presindptica de neurotransmisores puede ser uno de los mecanismos fundamentales de los
cannabinoides. Por otra parte, este resultado parece estar confirmado por los datos obtenidos
con el agonista inverso/ antagonista, el AM 251.

El efecto combinado de los cannabinoides sobre ambos tipos de canales (calcio y
potasio) parece ser la base de su efecto antagonista sobre la liberacion de los
neurotransmisores. La activacion de los receptores CB; atentia la actividad neuronal por la
inhibicion presinaptica de la liberacion de los neurotransmisores y de la hiperpolarizacion
postsinaptica (Freund y col., 2003). El estudio de Kofalvi y col., 2005 permiti6 una
visualizaciéon directa de los receptores CB; por primera vez en los terminales
catecolaminergicos en el cuerpo estriado. La inhibicidon presinaptica de la liberacion de los
neurotransmisores por los cannabinoides parece ser mas eficaz debido a dos hechos:
Primero, los receptores CB; aparecen estar presentes en una densidad mas alta en el terminal

presinaptico (Herkenham y col., 1991; Twichell y col., 1997). Segundo, la activacion de los
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canales de potasio por los cannabinoides pueden amplificar una inhibicion presinaptica de los
canales de calcio reduciendo la duracion del potencial de accion.

Nuestros resultados nos permiten sugerir, que la accion del AM 251, se ejerce al menos
en parte, por la accion sobre los receptores cannabinoides centrales e implica principalmente
a los receptores CB; hipotaldmicos. En efecto, la administracion central del AM 251
(1pg/5ul) provoca un incremento en la liberacion basal de serotonina y esto puede explicar, al
menos en parte, su efecto anoréxico. Asi, el AM 251 parece producir sus efectos anoréxicos

incrementando los mecanismos de la sensacion de saciedad.

V.1.4 Efecto de la administracion periférica a largo plazo de WIN 55,212-2 y
AM 251

V.1.4.1 Ingesta y cambios ponderales:

En nuestras condiciones experimentales cuando los animales consumen la dieta estandar
de laboratorio con un 16% de proteina y un peso inicial medio de 190g, se observa que la
inyeccion diaria de 0.5 y de 2 mgkg de peso de WIN 55,212-2 durante el periodo
experimental no produce ningun efecto sobre la ingesta de alimento. Asi, cuando se estudia
dia a dia la evolucién de la ingesta, no aparecen diferencias significativas respecto a los
controles, la falta del efecto del farmaco puede deberse a su rapida metabolizacion, su efecto
no dura mas alld de 6h como hemos visto en los experimentos a corto plazo, asi 24 h tras la
inyeccion no se observaba ningun efecto sobre la ingesta. Por otra parte, las ratas inyectadas
con WIN 55,212-2 a dosis de 0.5 y 2 mg/kg de peso experimentan un incremento de peso

similar a las ratas del grupo control.

Avraham y col (2004) han encontrado que el efecto de la administracion cronica de
THC sobre la ingesta de alimento durante 9 dias era bifasico y que tanto 0.001 mg/kg como
Img/kg aumentan considerablemente la ingesta, mientras las dosis intermedias de 0.1 y
0.01mg/kg (0.01/0.1) no causaron ningin cambio significativo. En estos experimentos, el
aumento de la ingesta no se tradujo en un aumento de peso de los animales, Avraham y col
(2004) han asumido que la ausencia del aumento de peso en el grupo tratado pudo haber sido
debido al aumento significativo de la actividad observada. Las dosis bajas de THC podian
estimular la actividad motora, segin lo indicado por la hiperlocomocién observada, e inducen
comportamiento dirigido ipsilateral en ratas con lesion unilateral de la sustancia negra por
hidroxidopamina 6 (Sakurai y col., 1985). Chaperon y Thiebot (1999) también han registrado
que los agonistas de los receptores cannabinoides, tales como THC, pueden inducir
hiperactividad en dosis bajas.

La inyeccion de WIN 55,212-2 a dosis de 5 mgkg de peso disminuye
significativamente la ingesta y el incremento de peso, probablemente debido al efecto
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narcotico del farmaco que altera la capacidad motora y produce somnolencia (Goémez y col.,
2002; Jarbe y col., 2006). Este efecto es similar al que se observa cuando se estudia la
inyeccion aguda del farmaco a dosis altas. La disminucion significativa de la ingesta ocurre
desde el primer dia y contintia hasta el final del experimento.

El vehiculo utilizado DMSO para la inyeccion de WIN 55,212-2 no produce per se
ningun efecto ni sobre la ingesta ni sobre el incremento de peso de los animales cuando se
compara con los resultados obtenidos en el grupo control. Izzo y colaboradores (1999)
observaron que el DMSO (30ul/ratén) tampoco modificaba significativamente el transito

intestinal.

Cuando se estudi6 el efecto de la inyeccion diaria de AM 251 a lo largo del periodo
experimental (10 dias) se observo una disminucion progresiva de la ingesta de alimentos de
los animales inyectados con el farmaco en comparacion con el vehiculo a partir del 2 dia, lo
que se puede atribuir mayoritariamente al efecto del fArmaco, puesto que nuestro disefio
experimental, manteniendo a las ratas en ayuno previamente al inicio del experimento
presaciandolas a continuacion, permite claramente observar el efecto de AM 251 sobre el
nivel de ingesta.

Este efecto hipofagico del antagonista AM 251 concuerda con lo descrito por Chambers
y col (2004) a dosis de 1.25, 2.5mg/kg durante 10 dias, Chambers y colaboradores (2005) a
dosis de 1 y 5Smg/kg durante 30 dias, Img diariamente mientras Smg cada 5 dias, y
Hildebrandt y col (2003) a dosis de 3 y 30mg/kg, 14 dias, los cuales observan una
disminucioén significativa dosis dependiente de la ingesta de alimentos tras la administracion
cronica del farmaco. Otros autores (Colombo y col, .1998) han confirmado este efecto
inyectando diariamente el antagonista de los receptores cannabinoides SR 141617 a dosis de
2.5y 10mg/Kg 14 dias.

Los datos aportados por la bibliografia (Chambers y col (2004), Zhou y col (2004),
Mclaughlin y col (2005) y Shearman (2003), describieron el efecto negativo de AM 251 sobre
la ingesta tras la inyeccion aguda de farmaco, nuestro disefio experimental permite afiadir que

este descenso de la ingesta se mantiene tras la administracion cronica.

El mantenimiento de los niveles plasmaticos de AM 251 y sus metabolitos podria
producir un fuerte efecto inhibidor sobre los nucleos hipotaldmicos implicados en la
regulacion de la ingesta. Estd generalmente aceptado que estas acciones hiperfagicas e
hipofagicas de los agonistas y antagonistas de los receptores cannabinoides estan mediadas
por receptores CB; implicados fuertemente en la regulacion de la ingesta (Di Marzo y
Matias, 2005; Wiley y col., 2005). Estos receptores estan presentes en el SNC y en los
sistemas periféricos. En el cerebro, los receptores CB; se han identificado en las estructuras

responsables de la recompensa y del balance energético (Cota y col., 2003; Robbe y col.,
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2003; Pickel y col., 2004). Mientras en los sistemas periféricos, se han identificado en el
intestino (Croci y col., 1998; Kulkarni-Narla y Brown, 2000; Coutts y col., 2002), asi como
en los hepatocitos (Osei-Hyiaman y col., 2005) y en el tejido adiposo (Bensaid y col., 2003;
Cota y col., 2003). También se han encontrado los receptores CB; en terminaciones
nerviosas que inervan el tracto gastrointestinal (Croci et al, 1998; Hohmann y Herhenham,
1999), que estan implicadas en la mediacion de sefiales de saciedad que se originan en el
estomago (Reidelberger, 1992), lo que permite adscribir un papel en la regulacion de la

ingesta a los receptores CB; periféricos.

Con respecto a la ingesta de agua por parte de los animales inyectados con WIN 55,212-
2 a dosis de 0.5 y 2mg/kg no se observaron diferencias significativas en comparacioén con el
grupo control como se ocurrid con la ingesta de alimentos, mientras es significativamente

menor a lo largo del periodo experimental al inyectar Smg/kg.

La administracion periférica cronica de las dosis ensayadas de AM 251 provoca una
disminucion significativa de la ingesta de agua. Existe, por lo tanto, una correlacion entre la
ingesta de alimento y la ingesta de agua. Nuestros resultados no coinciden con los obtenidos
por Colombo y col (1998) que no han encontrado ningtn efecto de la inyeccion cronica del
SR 141716 a dosis de 2.5 y de 10mg/kg sobre la ingesta de agua.

A diferencia de lo que ocurre con la ingesta, no existe relacion entre las dosis inyectadas
de AM 251 y la pérdida de peso, lo que sugiere que otros factores relacionados con la
utilizacion nutritiva del alimento influyen como veremos mas tarde. Estos resultados son
diferentes de lo que han descrito Chambers y col (2004) que observaron una pérdida de peso
durante todos los dias después de la inyeccion del farmaco. No obstante, existi6 una
diferencia fundamental en el disefio experimental porque estos autores solamente han
inyectado los animales una vez durante el tercer dia mientras que nosotros hemos inyectado
diariamente los animales.

Colombo y col (1998) también descubrieron una pérdida de peso inyectando
diariamente 2.5 y 10mg/kg del SR 141716. El efecto del SR 141716 en la reduccion de la
ingesta y del peso corporal ha sido también estudiado por Vickers y col. (2003), encontrando
que este efecto es mayor en animales obesos y que es reversible cuando se abandona el

tratamiento.

La mayor parte de los efectos agudos observados tras la administracion de
cannabinoides desarrollan tolerancia cuando la administracion se repite durante varios dias.
Esto se ha visto tanto en humanos como en animales de experimentacion para efectos como la
inhibicion motora (Magur y col., 1977; Karler y col., 1984; Abood y col., 1993; Hutcheson y
col., 1998), la hipotermia (Thompson y col., 1974; Hutcheson y col., 1998), la analgesia
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(Martin, 1985) catalepsia (Pertwe, 1974), transito gastrointestinal (Anderson y col., 1974),
peso corporal (Hutcheson y col., 1998) y otros efectos.

Se ha demostrado claramente que esta tolerancia estd relacionada mayoritariamente con
reducciones en la disponibilidad de los receptores para cannabinoides vegetales, sintéticos o
enddgenos en el cerebro (Maldonado,. 2001), aunque puedan existir algunos cambios a nivel
del metabolismo de estos compuestos (Rodriguez y col., 1991; Costa y col., 1996).

Los estudios de Childers y col (1996) han demostrado que los cambios a nivel de la
densidad de estos receptores se acompaian de una profunda desensibilizacion medida en
términos de la capacidad de los receptores de activar mecanismos de transduccion de senales,
en concreto a nivel de su capacidad de activar las proteinas G que juegan un papel relevante
en la transduccion de la sefial a nivel de la membrana de las células nerviosas. Otros estudios
también han demostrado que los cambios inducidos por la administracion cronica de THC en
los receptores de los cannabinoides CB; son reversibles, incluso cuando los animales eran
tratados a largo plazo (3 meses en ratas y 7 meses en monos) (Westlake y col., 1991). De
acuerdo con estos resultados, la tolerancia a los efectos farmacologicos de THC aparece a

partir de 7 a 11 dias después del final de un tratamiento crénico.

En nuestras condiciones experimentales no se observo el desarrollo de tolerancia al
inyectar unas dosis de 1 y 5Smg/kg de AM 251 con las que la ingesta seguia siendo
significativamente menor que en los controles mientras que se observé al inyectar 2mg/kg el
ultimo dia del experimento (décimo dia) en que desaparecieron las diferencias significativas
respecto al control.

Estos resultados concuerdan con lo que han descrito Chambers y col (2005) que no han
observado la instauracion de la tolerancia al inyectar ambos dosis del AM 251, 1 y Smg/kg.
Otros autores Hildebrandt y col (2003) han observado el desarrollo de la tolerancia a partir del
9 dia al administrar 3mg/kg diariamente por via oral.

Nuestros resultados son diferentes de lo que han descrito Colombo y col (1998), que han
observado el desarrollo de la tolerancia al efecto inhibidor de la ingesta producido por el
antagonista SR 141716, a partir del quinto dia.

El control de la ingesta y los cambios de peso durante el periodo experimental nos ha
permitido calcular los gramos de incremento de peso por gramo de proteina ingerida, que
corresponde al indice Coeficiente de Eficacia en Crecimiento (CEC). Este indice se
correlaciona bien con la calidad proteica. Observamos que el indice es similar en todos los
grupos inyectados con diferentes dosis de WIN 55,212-2, lo que indica que han utilizado la
proteina de la dieta con eficacia, incluso el grupo inyectado con 5 mg/kg, que tienen un
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incremento de peso significativamente menor que los otros, tiene un CEC similar para una

menor ingesta.

La relacion entre la ingesta y los cambios de peso a través del CEC indica que AM 251
a dosis de 2 y Smg/kg produce una disminucion de la eficacia de la utilizacion de la proteina
de la dieta ya que la disminucién de la ingesta se ha traducido en un incremento de peso

menor de lo esperado en términos relativos.

No observamos diferencias significativas en el CEC entre el grupo inyectado con 1mg
en relacion al inyectado con el vehiculo, lo que indica que la disminucion de la ingesta ha sido

proporcional a la perdida de peso experimental.

V.2- Efecto de los cannabinoides sobre la utilizacion digestiva y metabolica de
proteina y minerales

V.2.1- Efecto de la inyeccion diaria de WIN 55,212-2 (dosis 0.5, 2 y Smg/kg)
V.2.1.1- Sobre la utilizacion digestiva

La capacidad para absorber la proteina y minerales de la dieta se ha evaluado en funcion
del Coeficiente de Digestibilidad Aparente (CDA), calculado como la relacion porcentual
entre la cantidad de nitrogeno 6 minerales absorbidos en relacion al nitrégeno ¢ minerales

ingeridos, sin tener en cuenta las pérdidas enddgenas.

Observamos que en el grupo inyectado con WIN 55,212-2 a dosis de 0,5 y 2 mg/kg hay
un aumento significativo del CDA de nitrégeno, calcio, magnesio y zinc para una ingesta muy
similar al grupo control, lo cual implica una mejora de la utilizacién digestiva de estos
nutrientes, es decir un buen nivel de absorcién de nitrogeno y minerales. En nuestras
condiciones experimentales se observa, de hecho, una reduccion significativa del contenido en
nitrégeno y minerales de las heces y de la cantidad de heces excretadas. Esto podria ser
debido en parte al efecto que este agonista de los cannabinoides produce reduciendo la
defecacion, al parecer activando los receptores CB; (Izzo y col, 1999). Se ha demostrado que
su activacion por los cannabinoides endogenos asi como por los agonistas sintéticos
disminuye el peristaltismo intestinal (Calignano y col., 1997; Colombo y col., 1998; Izzo y
col., 1999, 2000; Krowicki y col., 1999; Vigna, 2003). Estos receptores se han podido
identificar en el plexo mientérico de hamsters (Griffin y col, 1997) y de otras especies
animales (Grifiin y col., 1997; Kulkarni-Narla y Brown, 2000; Pinto y col., 2002). Varios
agonistas de los receptores CB1, como la anandamida, cannabinol, WIN 55,212-2, y CP 55-
940 inhiben la motilidad gastrica e intestinal en ratas y ratones (Di Carlo y 1zzo, 2003).

Los receptores CB1 se han encontrado en el sistema digestivo (Pertwee, 2001), donde
median varias funciones, incluyendo la inhibicion de la secrecion géstrica (Coruzzi y col.,
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1999; Adami y col., 2002), la contractilidad y el vaciado gastrico (Izzo y col., 1999; Krowicki
y col., 1999), la motilidad intestinal (Landi y col., 2002; Casu y col., 2003), y las secreciones
intestinales (Izzo y col., 2003), asi como aumento de la defensa mucosal gastrica (Germand y
col., 2001).

Los agonistas de los receptores cannabinoides reducen la acumulacion del fluido
intestinal in vivo (Izzo y col., 1999; Tyler y col., 2000; Pertwee, 2001), lo cual puede ser
considerado un indice del nivel de secreciones digestivas Sin embargo, no se sabe si este
efecto de los cannbainoides sobre la acumulacion del fluido implicé una accion inhibitoria
directa sobre el transporte mucosal, produciendo cambios en la motilidad intestinal, o era
debido a los cambios en el flujo intestinal sanguineo. Todo esto podia producir la inhibicion
significativa de la acumulacion del fluido intestinal. Los resultados de Tyler y colaboradores
(2000), sugieren que los agonistas de los receptores cannabinoides pueden producir sus
efectos antisecretorios a través de un mecanismo neuronal, que con toda probabilidad,

implican la inhibicién de la secrecion del acetilcolina de las neuronas del plexo submucosal.

Bajo nuestras condiciones experimentales parece que la accion inhibidora sobre la
motilidad ha predominado sobre la accion inhibidora sobre las secreciones digestivas, lo cual
explica el aumento en la absorcidon de nutrientes observado.

En el grupo inyectado con WIN 55,212-2 5mg/kg se observa un aumento del CDA de
nitrégeno en relacion al control aunque no se alcanza un valor numérico tan elevado como en
el grupo inyectado con WIN 55,212-2 a dosis de 0,5 y 2 mg/kg. Sin embargo esta mejora de
la utilizacion digestiva tiene una importancia relativa mayor, ya que en este grupo
experimental la inyeccion del farmaco produce una disminucion significativa de la ingesta. El
mecanismo por el cual se ha podido forzar la absorcion de nitrogeno puede haber estado
influido, por el efecto del WIN 55,212-2 reduciendo la defecacion, y el hecho de que el CDA
no llegue a alcanzar el mismo valor puede deberse en parte a que el WIN 55,212-2 también
produce una disminucion del volumen de fluido intestinal que es significativo a partir de 1
mg/kg (Izzo et al, 1999). Al haber menos secreciones digestivas serd también menor la
capacidad de digestion y absorcion del alimento. Es posible que a dosis de 2 mg/kg exista un
equilibrio entre cantidad de alimento ingerido y nivel de secrecion gastrica requerida para su
digestion, pero que este equilibrio se rompa para dosis de 5 mg/kg en que predomine el efecto
inhibidor de la secrecion sobre el efecto inhibidor de la motilidad, y por ello la absorcion no
llega a ser tan elevada. Otro factor que podria influir en la regulacion de la funcién intestinal
son las taquikinas. Las taquikinas endogenas, la neurokina A y la sustancia P, tienen un
potente efecto espasmogénico sobre el digestivo de los mamiferos a través de la activacion de
receptores NK; y NK, (Holzer- Petsche 1995). El WIN 55,212-2 disminuye la respuesta
contractil de las taquikinas (Izzo et al 1998). Esta disminucion en la motilidad podria explicar

la menor excrecion fecal y la mayor utilizacion digestiva observada.
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Al contrario de lo que se observa para el nitrogeno, la inyecciéon de 5 mg de WIN
55,212-2 disminuye el CDA (Ca, P, Mg) debido a la menor ingesta (la caida de la ingesta ha
podido ser tan grande que no permite forzar la absorcion), a pesar de la menor excrecion fecal
en relacion al control. En el caso del Zn el CDA de ratas inyectadas con 5 mg es mayor que el
control y que el obtenido con cualquiera de las otras dosis; estas ratas presentan una ingesta
de Zn muy baja pero la excrecion fecal se reduce en proporcion mayor que con los otros
minerales, lo que da lugar a una absorcion neta de este mineral 2/3 mayor que el control y

similar a los otros grupos tratados.
V.2.1.2 Sobre la utilizacion metabdlica

La utilizacion metabolica se ha determinado en funciéon de los indices balance de
nitrégeno 6 minerales (diferencia entre la cantidad ingerida y la excretada en heces y orina) y
el porcentaje de nitrogeno o minerales retenidos en funcion de las cantidades absorbidas
(%R/A).

Observamos que en las ratas inyectadas con WIN 55,212-2 a dosis de 0,5 mg/kg la
mejora en la utilizacion digestiva va acompafiada de una mayor retencion de nitrogeno porque
la eliminacién urinaria es mas baja en relacion a los animales del grupo control. Esta menor
eliminacion urinaria de nitrogeno obtenida inyectando una dosis baja de WIN 55,212-2 podria
estar relacionada con el efecto inhibidor sobre la filtracion glomerular descrito por Koura y
colaboradores (2004) para el agonista endogeno de los receptores cannabinoides anandamida.
También en este grupo el CEC era ligeramente mas alto que en los otros y se obtienen valores
significativamente mas altos de %R/A, lo que indica que, ademas del efecto a nivel digestivo
del WIN aumentando la absorcion, también existe un efecto a nivel metabodlico mejorando la
retencion de nitrégeno para recambio proteico del animal. A dosis de 2 mg/kg la mayor
absorcion porcentual de nitrogeno no conduce a retenciones mayores de este nutriente que en
el grupo control, debido a su mayor excrecion urinaria.

En las ratas inyectadas con WIN 55,212-2 a 5 mg/kg el balance de nitrégeno es
significativamente menor que en el resto de grupos experimentales debido sobre todo a la
menor ingesta. No obstante, al producirse en este grupo experimental una mejora del CDA y
una disminucion de la excrecion urinaria, el indice %R/A es similar a los demés grupos, lo
cual refleja un buen aprovechamiento metabolico de la proteina. De hecho, este indice podria
haber alcanzado un valor mas alto si la calidad de la proteina de la dieta hubiera sido mejor
(las dietas experimentales empleadas son pienso estandar de laboratorio), los animales han
tenido unas necesidades de nitrégeno muy altas con un balance muy bajo y podrian forzar atin
mas la utilizacién metabdlica de la proteina para hacer frente a ellas. En cualquier caso, ante
una menor ingesta de alimento han funcionado los mecanismos de compensacion a nivel
digestivo y metabolico con el fin de mantener un adecuado aporte de nitrogeno para cubrir las

necesidades de los animales.
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La inyeccion de WIN 55,212-2 a dosis de 0,5 y 2 mg/kg conduce a valores elevados de
utilizacion metabolica de Ca, P, Mg y Zn, que son iguales o superiores al control. Por el
contrario la dosis de 5 mg/kg condujo a un descenso significativo en la utilizacion metabolica
de P y Mg, no observandose diferencias apreciables con respecto al control en la utilizacion
metabolica de Cay Zn.

En general, los animales preservan con eficacia los minerales absorbidos, como se
refleja por el alto valor de %R/A. Incluso a las dosis mas elevadas del farmaco la utilizacién
metabolica es muy alta, excepto para fosforo y magnesio. A dosis de Smg/kg hay un aumento
de la excrecion urinaria de P y una reduccion acusada de la ingesta, que se reflejan en una
disminuciéon del %R/A y en un balance muy bajo. En el caso del Mg no se retiene
practicamente nada porque la absorcion es muy reducida, debido a que junto a una ingesta
muy limitada se produce una alta excrecion fecal, y, aunque el riiidén elimina una cantidad
muy pequefia, deja al animal en balance cero. Ademads, la interaccion calcio-magnesio ha
podido influir en la absorcion del magnesio, ya que la ingesta de calcio es muy superior a la
de magnesio y, como es conocido, ambos iones compiten por transportadores similares
(Aranda y col., 2007).

V.2.2- Efecto de la inyeccion diaria de AM 251 (dosis 1, 2 y Smg/kg)
V.2.2.1- Sobre la utilizacion digestiva

La inyeccion de AM 251 a dosis de 1 y 2 mg/kg produce una hipofagia significativa y
una disminucion significativa del CDA de nitrogeno, calcio, fosforo, y zinc. Este resultado
podria ser consecuencia de la menor ingesta o de la inyeccion del farmaco, por ello se planted
una experiencia de pair fed dando a los animales la misma cantidad de comida que habia
ingerido el grupo inyectado anteriormente con AM 251 a dosis de 2mg/kg, asi se elimind el
efecto de la menor ingesta y se puede estudiar si la disminucion del CDA % se debe al efecto
del farmaco. Aunque la cantidad ingerida fue similar en los dos grupos experimentales, se
mantuvo la disminucion significativa de la utilizacion digestiva de nitrégeno, fosforo,

magnesio y zinc.

En general, los resultados obtenidos demuestran que realmente el AM 251 produce un
efecto a nivel digestivo ya que, ademds de la disminucion de la ingesta, se produce un
aumento de la excrecion fecal de estos nutrientes. Seglin la bibliografia, los antagonistas de
los receptores cannabinoides producen un aumento en las secreciones digestivas (Izzo y col.,
1999 a; Tyler y col.,, 2000) y en la motilidad gastrointestinal (Calignano y col., 1997,
Colombo y col., 1998; 1zzo y col., 1999 b, 2001; Carai y col., 2004). Desde el punto de vista
de la utilizacién digestiva de nitrogeno estos dos efectos parecen ser antagoénicos, puesto que

el aumento de las secreciones digestivas se relaciona con una mejor absorcion de nutrientes
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mientras que el aumento de la motilidad, al disminuir el tiempo de transito intestinal, puede
reducir la cantidad de nutrientes absorbidos.

En nuestras condiciones experimentales, los efectos del AM 251 sobre la motilidad
parecen haber predominado sobre sus efectos sobre las secreciones intestinales inyectando
Img/kg, lo que produce un aumento significativo de la excrecion fecal y una disminucién en
la absorcion potencial de nitrégeno y minerales. Por otra parte, el aumento en la utilizacion
digestiva en el grupo inyectado con 2mg/kg con respecto al grupo inyectado con 1mg podria
ser debido al efecto compensatorio frente a una menor ingesta o al efecto del antagonista
aumentando las secreciones digestivas, que podria ser eficaz a partir de 1mg/kg. Sin embargo,
el efecto del antagonista sobre la motilidad parece seguir predominando, lo que se ve
reflejado en una menor utilizacion digestiva de la proteina en comparaciéon con el grupo

control, debido a valores similares de excrecion fecal, a pesar de la menor ingesta.

Cuando estudiamos el efecto de la inyeccion de dosis progresivamente mayores de AM
251 sobre la utilizacion digestiva de nitrogeno, calcio, fosforo, magnesio y zinc, los valores de
CDA aumentan hasta igualarse o incluso superar al grupo control. Este aumento corre
paralelo al descenso en la ingesta de alimento, y por consiguiente, de estos nutrientes
ingeridos en dichos grupos experimentales, lo cual implica una progresiva mejora de la
utilizacion digestiva de la proteina y minerales, es decir un mejor nivel de absorcion. Se
aprecia claramente como se han puesto en marcha los mecanismos de compensacion a nivel
digestivo del animal con objeto de suplir el efecto negativo del farmaco sobre la ingesta con
un mejor aprovechamiento nutritivo del nitrégeno y minerales ingeridos.

En caso del grupo inyectado con 5mg/kg, el aumento en el CDA podria ser debido al
efecto sobre las secreciones digestivas que continuaria aumentando con mayor dosis
inyectada, lo cual favorecera la digestion de la proteina y minerales de la dieta que estaran
disponibles para ser absorbidos a nivel intestinal. Se observa, ademas, que la excrecion fecal
es significativamente menor al grupo control y a los otros dos grupos experimentales. A ello
habria que anadir el efecto compensatorio a nivel digestivo con el fin de hacer frente a los
requerimientos nutricionales del animal.

En definitiva, el animal fuerza la absorcion de nitrégeno y minerales, aunque debido a la
hipofagia causada por la inyeccion del fArmaco antagonista de los receptores cannabinoides,
esta mejora en la utilizacion digestiva no se ve reflejada en una mejora del incremento de peso
en relacion a la ingesta, tal como refleja el CEC.

V.2.2.2 Sobre la utilizacion metabdlica
A nivel metabdlico el AM 251 produce una disminucion significativa de la excrecion

renal de nitrogeno que no es dosis dependiente, y ello conduce a valores similares de
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retencion de nitrégeno y del indice %R/A con dosis de 2 y Smg/kg respecto al grupo control.
Sin embargo, en el experimento pair fed no se observan diferencias en la excrecidon urinaria,
ni en el balance ni en %R/A entre el grupo control y el inyectado con 2 mg AM 251/kg. Por
todo ello puede concluirse que los efectos observados a nivel metabolico se deben atribuir a la
hipofagia significativa inducida por el AM 251 y no por efecto directo del farmaco, tal como
podria esperarse de los resultados de Deutsch y colaboradores 1997, que han descrito la

existencia de receptores CB1 a nivel renal.

Ante niveles menores de ingesta los animales fuerzan la retencion de nitrogeno para
mantener un nivel de aminoacidos disponibles indispensable para hacer frente a sus
necesidades de recambio proteico. Solamente con dosis de 1mg/kg se observa una
disminucion significativa del balance, producido sin duda por la gran excrecion fecal
observada en este grupo, sin embargo la utilizacion metabdlica juzgada por el %R/A mantiene
valores elevados similares al resto de grupos experimentales, lo que es reflejo de una buena

utilizacion del N absorbido.

En relacion con los minerales se observan valores muy elevados de %R/A (Ca, Py Zn) a
dosis de 1, 2 y 5 mg/kg e iguales al control, y valores bajos e iguales al control para el Mg. El
AM 251 no parece tener ningn efecto sobre este indice, al igual que se observa en el caso del
nitrogeno.
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De los resultados obtenidos, se pueden concluir estos puntos esenciales:

1.- A nivel periférico, la inyeccion aguda del agonista de los receptores cannabinoides
WIN 55,212-2 aumenta el apetito y produce hiperfagia a dosis de 1 y 2 mg/kg hasta 6h tras la
inyeccion, mientras a dosis de Smg/kg produce un efecto contrario, como resultado, al menos
en parte, de la inhibicién de la actividad motora lo cual interfiere con el comportamiento
alimentario. El antagonista/agonista inverso de los receptores cannabinoides AM 251
disminuye la ingesta y produce hipofagia a dosis de 1, 2 y Smg/kg a partir de 2h tras la
inyeccion hasta 24h. El efecto mas agudo es el que se consigue a dosis de Smg.

2.- Los resultados de la inyeccion central coinciden con los resultados de la inyeccion
periférica a corto plazo. El agonista de los receptores cannabinoides WIN 55,212-2 aumenta
el apetito y produce hiperfagia a dosis de 1ug, mientras el antagonista de los receptores
cannabinoides, AM 251 produce hipofagia a dosis de 0.1pg.

3.- La administracion central de WIN 55,212-2 (1pg/5ul) induce una disminucion
significativa en la liberacion basal de la serotonina en comparacién con los animales
inyectados con el vehiculo, mientras la administracion central de AM 251 (1pg/5ul) produce
un incremento significativo. La inhibicion de la transmision serotoninérgica del hipotdlamo
medio implicada en la regulacion de los procesos de saciedad puede ser uno de los
mecanismos por los que el agonista de los receptores cannabinoides estimula la ingesta y
produce su efecto hiperfagico, mientras el antagonista/agonista inverso de estos receptores
parece producir sus efectos anoréxicos incrementando los mecanismos de la sensacion de

saciedad y por lo tanto aumenta la liberacion de serotonina.

4.- Otro mecanismo de accion a través del cual los cannabinoides pueden producir su
conocido efecto orexigénico es la activacion de las neuronas que expresan el neuropéptido Y
que es uno de los neurotransmisores mas abundantes en el cerebro y uno de los factores
orexigenos mas potentes La administracion icv de WIN 55,212-2 causa un aumento de la
inmunoexpresion de NPY en el nicleo arcuato, mientras la administracion de AM 251 causa

una disminucion significativa.

5.- A largo plazo, el WIN 55,212-2 a dosis de 0.5 y 2mg/kg no produce ningun efecto
sobre la ingesta mientras a dosis de Smg/kg produce una hipofagia significativa a partir del
primer dia de la inyeccion hasta el décimo dia. EI AM 251 a dosis de 1, 2 y Smg/kg
disminuye significativamente la ingesta desde el primer dia hasta el décimo dia tras la
inyeccion para las dosis de 1 y Smg/kg mientras al inyectar el AM 251 a dosis de 2mg/kg el
efecto hipofagico desaparece en el ultimo dia como consecuencia probablemente del
desarrollo de la tolerancia. Las diferencias en el efecto sobre la ingesta entre las distintas dosis
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del farmaco ensayadas desaparecen a partir del cuarto dia en el que, sin embargo, siguen

existiendo diferencias significativas respecto al grupo inyectado con el vehiculo.

6.- La inyeccion diaria de WIN 55,212-2 a dosis de 0.5 y 2 mg/kg no producen
diferencias significativas en el peso de los animales respecto al control, mientras que a dosis
de 5 mg/kg produjo una pérdida significativa de peso a lo largo de todo el experimento.

La disminucion de la ingesta inyectando el AM 251 se relaciona con un menor incremento de
peso de los animales durante los tres primeros dias cuando la diferencia de peso se calcula con
respecto al dia anterior, mientras a partir del cuarto dia no hay diferencias significativas en el
incremento de peso entre los animales inyectados con diferentes dosis del farmaco y el grupo
inyectado con el vehiculo, asi el incremento de peso se mantiene constante en todos los
grupos experimentales lo que sugiere que otros factores relacionados con la utilizacioén

nutritiva del alimento pueden influir.

7.- E1 WIN 55,212-2 a dosis de 0.5 y 2mg/kg produce una disminucién de la excrecion
fecal de nitrogeno y minerales y de la cantidad de heces excretadas y eso aumenta la
absorcion porcentual de estos nutriente, lo cual implica una mejora de su utilizacion digestiva.
Por el contrario, la administracion de AM 251 a dosis de 1 y 2mg/kg, a demas de su efecto
hipofagico, produce un efecto a nivel digestivo disminuyendo la absorcion porcentual de la
proteina y de los minerales y aumentando la excrecion fecal. Estos resultados podrian deberse
en parte al efecto de estos farmacos sobre el peristaltismo intestinal y las secreciones
digestivas actuando a nivel de receptores cannabinoides CB1 localizados a nivel del plexo

mientérico.

8.- Cuando estudiamos el efecto de la inyeccion de dosis progresivamente mayores de
AM 251 sobre la utilizacion digestiva de nitrogeno y minerales, los valores de CDA van
aumentando, en general, hasta igualarse o incluso superar al grupo control. Este aumento
corre paralelo al descenso en la ingesta de alimento, y por consiguiente, de estos nutrientes
ingeridos en dichos grupos experimentales, lo cual implica una progresiva mejora de la
utilizacion digestiva de la proteina y minerales, es decir un mejor nivel de absorcion. Se
aprecia claramente como se han puesto en marcha los mecanismos de compensacion a nivel
digestivo del animal con objeto de suplir el efecto negativo del farmaco sobre la ingesta con

un mejor aprovechamiento nutritivo del nitroégeno y minerales ingeridos.
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Conclusion general

Nuestros resultados apoyan la implicaciéon del sistema endocannabinoide en la
regulacion de la ingesta a través de receptores especificos CB1. La inhibicion de la
transmision serotoninérgica del hipotdlamo medio implicada en la regulacion de los procesos
de saciedad observada tras la administracion central del WIN 55,212-2 puede ser uno de los
mecanismos por los que el agonista de los receptores cannabinoides estimula la ingesta y
produce su efecto hiperfagico, mientras el antagonista/agonista inverso de estos receptores
parece producir sus efectos anoréxicos incrementando los mecanismos de la sensacion de
saciedad y por lo tanto aumenta la liberacion de serotonina. Otro mecanismo de accioén a
través del cual los cannabinoides pueden producir su conocido efecto orexigénico es la

activacion de las neuronas que expresan el neuropéptido Y.

Por otra parte, nuestros resultados también muestran que, ademas de este efecto sobre la
ingesta de alimentos, los cannabinoides tienen ademas un efecto sobre la utilizacién a nivel
digestivo de la dieta y que este efecto varia en funcion de la dosis empleada.
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