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“If we knew what it was we were doing, it would not be called research,

would it?”

Albert Einstein
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RESUMEN

El consumo de edulcorantes ha sido empleado como tratamiento co-adyuvante para
enfermedades crénicas no transmisibles, incluyendo la diabetes, sobrepeso, obesidad vy
sindrome metabdlico. Sin embargo, en la actualidad, el consumo de estos compuestos se ha
extendido a la poblacion general, debido a su incorporacion en una gran variedad de alimentos y
bebidas para consumo humano. Por lo tanto, es importante conocer sus efectos sobre la salud,
ya sean benéficos o perjudiciales. A pesar de que los edulcorantes comerciales son considerados
como inocuos, existe evidencia de que su consumo frecuente y crénico puede tener efectos
adversos sobre diferentes sistemas corporales, por lo que es necesario determinar las posibles
consecuencias que estos aditivos alimentarios tienen en la salud humana.

Los endocanabinoides son sustancias derivadas de acidos grasos que provienen de la
remodelacion de la membrana celular, cuya produccién y liberacion ocurren “a demanda”,
generando un estado ténico en sus niveles. Actualmente, se reconoce su importancia en la
regulacion del metabolismo energético.

Se ha demostrado que el consumo de la llamada “dieta de cafeteria o hipercaldrica” se asocia
con cambios en los niveles de ansiedad y de forma independiente, con cambios en las funciones
del sistema de endocanabinoides; no obstante, los mecanismos que relacionan ambos sistemas
aun no se conocen claramente. El propdsito de este proyecto fue determinar el efecto del
consumo frecuente de un edulcorante comercial (glucdsidos de esteviol) sobre la expresion de
receptores CB1 del sistema endocannabinoide en el tejido encefalico y su relacién con el nivel de
ansiedad en un modelo murino. Con este propdsito, se utilizaron un total de 12 ratones hembras
de la cepa BALB/c, divididos en 3 grupos experimentales, cada uno integrado por 4 ratones,
respectivamente. Los animales fueron suplementados durante 6 semanas con sacarosa o con
glucdsidos de esteviol, ademads de un grupo control sin suplementacion. Durante el proceso se
analizd el comportamiento de ansiedad en los animales experimentales a través de prueba de
labariento elevado en cruz y prueba de caja oscura, posteriormente, al completarse el tiempo
establecido como tratamiento, se obtuvieron cortes histoldgicos del cerebro, para identificar la
expresion del receptor para endocanabinoides CB1. Tras el analisis de las variables deseadas, no
se encontrd una diferencia significativa en la expresidon del receptor CB1 ni en las pruebas de
ansiedad dentro de los grupos experimentales, por lo cual, con base en los resultados
preliminares obtenidos, se concluye que las suplementaciones con los edulcorantes utilizados no
inducen aumento en los niveles de ansiedad ni aumento significativo en la expresion del
receptor CB1 para endocanabinoides entre los grupos estudiados.



1.- Antecedentes:
1.1.- Sistema endocanabinoide

La planta Cannabis sativa contiene mas de 460 compuestos quimicos diferentes, de los cuales,
mas de 60 estdn agrupados bajo el término “cannabinoides”, haciendo referencia a las
sustancias que tienen una estructura carboxilica de 21 carbonos (1). En Europa, no es sino hasta
el siglo XIX cuando el cannabis se convierte en una medicina comun y de uso legal por su utilidad
en el tratamiento de dolor, convulsiones, espasmos y emesis. Sin embargo, en el afio 1925 la
Convencién de Génova incluye el cannabis y hachis en la lista de drogas ilicitas y peligrosas (2).
En 1964, Gaoni y Mechoulam aislan y determinan la estructura del principal responsable de las
propiedades psicoactivas de la planta, el Delta-9-tetrahidrocannabinol (A9-THC), y en 1988,
Devane descubre el receptor especifico para este cannabinoide, el receptor CB1 (3). Estos
hallazgos han permitido descubrir y caracterizar en los udltimos 20 afios un sistema de
sefializacion enddgena conocido como sistema endocannabinoide (SEC). Este sistema ejerce su
papel modulador principalmente en el cerebro, pero también en la periferia, y consta de
receptores, ligandos (enddgenos, fitocannabinoides o sintéticos) y enzimas responsables de su
sintesis y degradacién (3). El nombre “SEC” hace referencia al hecho de que este sistema
enddgeno con efectos similares al de los canabinoides obtenidos de las plantas (4). EI SEC es un
sistema de comunicacién intercelular, es decir, un sistema de sefalizacién con amplia
distribucién, abarcando desde estructuras encefdlicas hasta células del sistema inmunoldégico,
destacando que no es exclusivo del cerebro. Se encuentra implicado en una amplia variedad de
procesos fisioldgicos, como la modulacién de la liberacién de neurotransmisores, regulacion de
la percepcion del dolor, funciones cardiovasculares, gastrointestinales y hepaticas (5).

Endocannabinoides

Los endocanabinoides son compuestos enddgenos de naturaleza lipidica, que derivan de acidos
grasos poliinsaturados, como lo es el acido araquiddnico. Los principales endocannabinoides son
N-araquidonil-etanolamida (AEA) y 2-araquidonilglicerol (2-AG); sin embargo, hay otros lipidos
considerados endocanabinoides, como lo son el 2-araquidonilglicerol éter (2-AGE o noladin éter),
la N-araquidonil dopamina (NADA) vy la oleamida (Figura 1).

N-araquidonil-etanolamida

La AEA, mejor conocida como anandamida, fue aislada por vez primera vez del cerebro porcino,
identificandolo como cannabinoide enddgeno hasta el afio de 1992. Tiene la peculiaridad de
actuar a nivel de los receptores (CB1 y CB2) del Sistema Endocannabinoide (SEC) (6). La
produccion de anandamida no es exclusiva de las neuronas ni del sistema nervioso central (SNC),
también se presenta en astrocitos y microglia (7).

2-araquidonilglicerol



El 2-AG, identificado en 1995 en el intestino canino, se sintetiza partiendo del diacilglicerol (DAG)
y acido araquidonico. Su obtencidn es catalizada por DAG lipasas (DAGL-a y DAGL-B)(7). El 2-AG
se comporta como agonista de CB1 y CB2, con una avidez menor que AEA.
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Figura 1.- Principales elementos que constituyen al sistema de

endocannabinoides. La sintesis de N-araquidonoil-etanolamina (AEA) se debe a la actividad de una fosfolipasa D
especifica de NAPE (N-araquidonil- fosfatidiletanolamina), mientras que una amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH) es
responsable de su degradacion intracelular a etanolamina (EtNH2) y acido araquidonico (AA). 2-arachidonoylglycerol (2-AG) se
libera de los lipidos de la membrana a través de la actividad de la lipasa diacilglicerol (DAGL), y es hidrolizado por una
monoacilglicerol lipasa citosélica (MAGL), que libera glicerol y AA. Un transportador de endocanabinoides membranal (EMT)
libera AEA y 2-AG al espacio extracelular. Tanto AEA como 2-AG activan varias rutas de transduccion de sefiales actuando sobre
los receptrores, CB1, CB2, GPR55 y PPAR nuclear (1).

1.1.1.- Receptores para endocannabinoides
Receptor CB1

Este receptor, clonado por primera vez en cerebro de rata por Matsuda y colaboradores es el
mas abundante en cerebro de mamiferos (6). Se localiza principalmente en neuronas del
cerebro, médula espinal y sistema nervioso periférico, pero también en drganos y tejidos
periféricos como son el sistema inmunitario, glandulas adrenales, glandula pituitaria, corazén,



pulmon, asi como partes del tracto gastrointestinal, urinario y reproductivo. Recientemente se
han unido a la lista los adipocitos, higado y células parietales del estémago (6).Estudios de
inmunohistoquimica en rata muestran con detalle su distribucidon en el Sistema Nervioso Central
(SNC), encontrando una mayor densidad de receptores en ganglios basales, hipocampo vy
cerebelo (8). Estas areas del cerebro estan relacionadas con la actividad motora, capacidad
cognitiva, memoria y coordinacién, respectivamente, de modo que algunos de los efectos
farmacoldgicos ejercidos por cannabinoides estdan vinculados a la distribucion del receptor CB1.
En humanos, ésta distribucién se mantiene, aunque se encuentra una expresion mayor del
receptor en la corteza limbica que en regiones motoras y sensoriales, lo que sugiere que el CB1
desempefia un papel importante en el procesamiento de la informacién motivacional y cognitiva
(9). Su expresidon es mayoritariamente presinaptica, en axones y terminales nerviosas, donde
puede mediar la inhibicién de la liberacién de neurotransmisores, aunque también puede estar
presente en las dendritas y soma de neuronas. Los niveles de expresion de CB1 en células gliales
son inferiores, pero estd presente en astrocitos, oligodendrocitos y progenitores neurales (7). La
expresion de CB1 en microglia sélo se describe en estudios in vitro. El receptor CB1 estd muy
conservado entre especies, siendo la homologia de secuencia entre humano y raton del 91% y
entre humano y rata del 90% (4). Se han identificado variantes de CB1 por procesamiento
alternativo, con niveles bajos de expresién, CB1A en rata y humano, y mas recientemente, CB1B
solo en humano. También se han detectado mutaciones y polimorfismos en el gen del receptor
CB1 relacionados con el abuso de sustancias y la mayor susceptibilidad a padecer esquizofrenia y
obesidad (8).

Receptor CB2

Este segundo receptor se clondé en el afio 1993 por Munro en muestras humanas, vy
posteriormente en raton y rata (6). A diferencia del receptor CB1, se localiza principalmente en
células del sistema inmune y hematopoyético. Los niveles mas altos de ARNm del receptor CB2
se encuentran en Linfocitos B, células “asesinas naturales”, monocitos, neutréfilos, linfocitos T-
CD8+ vy linfocitos T CD4+ (9). Tras aflos de gran controversia, ahora se acepta que la distribucion
de CB2 no es estrictamente periférica y que también se encuentra en el SNC (8). En 1996, Skaper
y colaboradores, por medio de técnicas de hibridacion in situ, describieron expresién del ARNm
de CB2 en cerebelo, concretamente en las células granulares y de Purkinje (7). Afios mas tarde,
Ross y colaboradores detectaron expresién de CB2 in vitro en neuronas sensoriales; Van Sickle y
colaboradores localizaron el receptor en neuronas del tallo cerebral, donde podria modular la
emesis. También se ha identificado la presencia de CB2 in vivo e in vitro en progenitores
neurales (10). El receptor CB2 en células gliales se expresa in vitro en astrocitos,
oligodendrocitos y microglia. En cerebro sano, se identifica CB2 en la subpoblacion de microglia
que rodea los vasos sanguineos, la llamada microglia perivascular (11). Sin embargo, en procesos
inflamatorios del SNC, se induce la expresion de CB2 en microglia activada, donde su nivel de
expresion es superior. La secuencia del receptor CB2 es mas divergente entre especies. El grado
de homologia entre humano, rata y ratdon es alto, exceptuando la regién carboxi-terminal, que
en rata es 50 y 63 aminodcidos mas larga que en humano y ratén, respectivamente (11).



1.1.2.- Metabolismo de endocannabinoides
Sintesis de endocanabinoides

La principal ruta de sintesis de AEA es a partir de fosfolipidos de membrana, a través de una
reaccion en dos pasos, donde se produce la transferencia enzimatica de acido araquiddnico de la
posicion sn-1 de fosfatidilcolina al grupo amino de la fosfatidiletanolamina, formando N-
araquidonil-fosfatidiletanolamina (NAPE). Esta reaccién es catalizada por una trans-acilasa
dependiente de Ca”*. El precursor NAPE es entonces hidrolizado a AEA por una fosfolipasa D
(3,8). En estémago, el precursor N-acil-fosfatidiletanolamina también puede ser hidrolizado por
la fosfolipasa A2 y el producto, N-acil-liso-fosfatidiletanolamina, es entonces metabolizado,
formando varias N-aciletanolaminas, y entre ellas AEA (Figura 2). En macrofagos RAW?246.7, la
produccion de AEA inducida por lipopolisacarido parece seguir también una ruta alternativa,
donde NAPE es hidrolizada a fosfo-AEA, y ésta es posteriormente desfosforilada (8).
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Figura 2.- Esquema de la sintesis y degradacion de AEA y 2-AG en neuronas prey

postsi na pticas. EMT: transportador de endocannabinoides; DAGL: diacilglicérido lipasa; FAAH: aminohidrolasa de acidos
grasos; MAGL: monoacilglicérido lipasa; NAT: N-aciltransferasa; NAPE: N-araquidonil fosfatidiletanolamina; PLC: fosfolipasa C.)

(3).

El 2-araquidonil glicerol (2-AG), fue el segundo endocannabinoide identificado, esto en el afio de
1995 en intestino canino y cerebro de rata. 2-AG se comporta como agonista de CB1 y CB2,
aungue parece que con una potencia menor que AEA. Los niveles basales de 2-AG en cerebro
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son mucho mayores que los de AEA, aunque sdélo una fraccion del total es la que probablemente
esté involucrada en la sefializacién cannabinoide, puesto que 2-AG también interviene en el
metabolismo lipidico (1). 2-AG se sintetiza a partir de la hidrdlisis de diacilglicerol (DAG) por una
DAG lipasa selectiva para la posicion sn-1. Por su parte, DAG puede generarse a partir de la
hidrdlisis de, o bien fosfoinositidos, catalizada por una fosfolipasa C selectiva para Pl (PI-PLC), o
bien acido fosfatidico (PA), catalizada por una PA fosfohidrolasa. Dos isoenzimas DAG lipasa (ay
B) han sido clonadas y localizadas en la membrana plasmatica postsindptica en cerebro adulto
(8,9).

Enddgenamente, existen algunas otras sustancias que participan como ligandos enddgenos para
los receptores, tanto cannabinoides como no cannabinoides, como lo son: 1) 2-
araquidonilglicerol éter (Noladin éter), Identificado en 2001 en cerebro porcino. Este
endocannabinoide se comporta como agonista de CB1 y CB2, aunque la afinidad por CB1 es
mucho mayor. 2) O-araquidonil etanolamina (Virodamina), aislado por vez primera en el cerebro
de rata, asi como en tejidos periféricos, como piel, bazo, rifidn y corazén. Se comporta como
agonista parcial de CB1 y agonista completo de CB2. 3) N-araquidonil-dopamina (NADA), aislado
en cerebro bovino y de rata. Es agonista de CB1 y también actia como ligando del receptor
TRPV1 (5,8).

Degradacion de endocannabinoides

Los endocannabinoides, al igual que un neurotransmisor convencional, cuentan con una via
establecida para su degradacion, consistiendo en 2 pasos. 1) retirada del medio — ligando vy; 2)
degradacién enzimatica intracelular, culminando en la hidrolisis de éstos endocannabinoides
(1,3).

Degradacion de AEA

La enzima responsable de hidrolizar el enlace amida de AEA, originando acido araquiddnico y
etanolamina, es la amido hidrolasa de &cidos grasos (FAAH). Esta es una proteina integral de
membrana, de la familia de las amidasas, la cual ejerce su actividad primordialmente en el
reticulo endoplasmico y aparato de Golgi, siendo capaz de hidrolizar varias N-aciletanolamidas y
amidas primarias de acidos grasos (6). Fue clonada por vez primera en rata y posteriormente en
humano, ratén y cerdo, compartiendo todas ellas un 73% de homologia de secuencia (3). La
distribucidn de FAAH varia entre especies; por ejemplo, en rata; se distribuye principalmente en
higado, intestino delgado, cerebro, rifién, testiculos, pulmdn y bazo (6). En cambio, en el ser
humano, aparece primordialmente en pancreas, cerebro, rifidn y musculo esquelético. En el
cerebro, FAAH se localiza en el soma y dendritas de las células piramidales; en cerebelo, corteza
cerebral e hipocampo aparece en las células de Purkinje (1). FAAH también esta presente en
oligodendrocitos y astrocitos, siendo su expresion y actividad mas elevadas en los astrocitos
reactivos proximos a los depdsitos de B-amiloide, caracteristicos de la enfermedad de Alzheimer
y Sindrome de Down (1,6). Recientemente, se ha identificado en humano y primates una
segunda amido hidrolasa de &cidos grasos (FAAH-2), que comparte un 20% de homologia de
secuencia con FAAH. FAAH-2 también hidroliza amidas primarias de acidos grasos y es sensible a
las principales clases de inhibidores de FAAH, pero con diferente distribucién tisular (8).
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Degradacion de 2-AG

2-AG es hidrolizado por una monoacilglicérido lipasa (MAGL) que no hidroliza AEA, y que se
localiza en neuronas presindpticas (8). Esta enzima se expresa también en rifién, testiculos,
tejido adiposo, glandula adrenal y cerebro. En cerebro, los niveles mas altos de MAGL, al igual
que FAAH, se encuentran en aquellas regiones donde CB1 también es abundante, tales como
hipocampo, corteza cerebral, tdlamo y cerebelo (6,8).La familia de inhibidores de MAGL contiene
pocos miembros y la mayoria de ellos son poco selectivos. Los inhibidores de FAAH, como
URB597 y OL-135, no producen una inhibicidn significativa de MAGL. Sin embargo, dos analogos
de araquidonilglicerol, 0-2203 y 0-2204, son capaces de inhibir MAGL y FAAH, con una potencia
similar y sin activar los receptores CB1 (7,9).

SeAalizacion por endocanabinoides.

Dentro del metabolismo celular de los endocanabinoides, es importante conocer la forma en la
cual transducen sefiales y su degradacion, todo ello para poder comprender en mejor forma su
repercusion en la funcién organica.

En la mayoria de los tejidos, el receptor CB1 se acopla a proteinas Gi/o, aunque en determinadas
circunstancias puede unirse a proteinas Gs. La activacion de CB1 es capaz de modular los niveles
de AMPc intracelular y, por tanto, regular la fosforilacién de la proteina kinasa A, produciendo
cambios en la actividad celular. Su acoplamiento a las isoformas I, V, VI u VIl de adenil ciclasa a
través de proteinas Gi/o siempre resulta en la inhibicién de la actividad ciclasa, repercutiendo en
la disminucién de los niveles de AMPc intracelular (Figura 3) (1,8).

CaZ+

Cell survival/death

Figura 3.- Principales vias de sefializacion moduladas por CB1. Tipicamente, el CB1 esta
acoplado a Gi/o e inhibe la actividad de la adenilil ciclasa (AC), la formacién de monofosfato de adenosina ciclico (cCAMP) y la
actividad de la proteina quinasa A (PKA). Bajo ciertas circunstancias, el CB1 puede cambiar su acoplamiento de la proteina G de
Gi/o a Gs o Gq. El CB1 es capaz de suprimir la afluencia de calcio a través del canal de calcio regulado por voltaje (VGCC). Varias
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proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK), que incluyen ERK 1/2, p38 y JNK, son activadas por el CB1. La
fosfaditilinositol3-quinasa (PI3K) y la ruta de la quinasa B (Akt), también se activan por CB1. Dependiendo del ligando y del medio
ambiente celular, el resultado de la sefializaciéon mediada por CB1 podria ser la promocidn de la supervivencia celular o la muerte
celular. Las flechas indican estimulacion; las flechas romas indican inhibicién (3).

Los niveles de Ca®* intracelular también son regulados via CB1, ya que su activacién y
acoplamiento a proteinas Gi/o, activa la fosfolipasa C (PLC) y libera Ca** de los reservorios
sensibles a inositol 1,4,5-trifosfato (IP3)(4). La ruta de la proteina quinasa activada por mitégenos
(MAPK) es un mecanismo de sefializacion clave que regula funciones celulares como crecimiento
celular, diferenciacién y apoptosis. Los receptores CB1 han mostrado activar positivamente
algunos miembros de la ruta, como p42/p44 MAPK (también conocida como ERK 1/2), c-JUN,
quinasa N-terminal y p38 quinasa (8). Aunque el mecanismo de modulacién de MAPK por CB1 no
se conoce, se han propuesto dos rutas de transduccion de sefiales. La primera, a través de la
activacion de fosfaditilinositol 3 kinasa/proteina kinasa B (PI3k/PKB) que media la fosforilacién de
tirosina y la activacion de Raf; la segunda, a partir de la liberacién de ceramidas, que como
mensajeros lipidicos secundarios activan la cascada RAF-MAPK (8,12). El receptor CB2 también
inhibe la adenilato ciclasa a través de su interaccidon con proteinas Gi/o, pero a diferencia de CB1,
no estd acoplado a Gs. Los cannabinoides pueden modular también la ruta MAPK via CB2, a
través de la activacion de PI3k/PKB, que en este caso induce la translocacion de Raf-1 a la
membrana y la fosforilacion de p42/p44 MAPK. La estimulaciéon del receptor CB2 también
incrementa los niveles de Ca’ intracelular a través de la activacién de PLC y la consiguiente
liberacién de Ca** de los reservorios sensibles a IP3 (13).

1.1.3.- Funciones de los endocannabinoides en el sistema nervioso central

El sistema endocannabinoide presenta una amplia distribucién en nuestro organismo, por lo que
esto condiciona una variada gama de funciones, entre ellas aprendizaje, memoria, locomocion,
interpretacion del miedo, comportamiento social, ansiedad, apetito, balance energético,
neuroproteccién, neuromodulacién, remodelacién ésea y modulacién del sistema inmunoldgico.
Esto establece su relacidn estrecha con tres sistemas esenciales de regulacion fisioldgica: el
sistema nervioso, el sistema endocrino y el sistema inmune (14).

Memoria

El potencial amnésico de la marihuana y los cannabinoides ha sido reconocido durante muchos
afios y se considera uno de los efectos adversos mas perturbadores del consumo de marihuana.
Se ha demostrado que los endocannabinoides (AEA y 2-AG) interfieren con la potenciacién a
largo plazo (LTP) en el hipocampo (15). Como la transmision retrégrada tiene un impacto directo
en la plasticidad neuronal y, por lo tanto, en los procesos de aprendizaje y memoria, el papel de
los endocannabinoides como mensajeros retrogrados es sumamente relevante en el
entendimiento de los efectos inducidos por endocannabinoides en los procesos mnemotécnicos
(14). Los mecanismos de sefializacién retrégrada en los que participan los endocannabinoides,
pueden afectar el proceso de memoria—aprendizaje de diferentes maneras. Por ejemplo:
plasticidad a corto plazo (14). Tanto la despolarizacién que suprime la inhibicién (DSI, de sus
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siglas en inglés, depolarization-induced suppression of inhibition) y la despolarizacién que
suprime la excitacion (DSE, de sus siglas en inglés, depolarization-induced suppression of
excitation) duran solo alrededor de 530s (15). Se cree que la DSI proporciona una ventana de
oportunidad para el cambio sindptico, cuando la excitabilidad de la neurona post sindptica es
alta, facilitando la potenciacion a largo plazo de las entradas sindpticas glutaminérgicas (15).
Nuestra comprension actual de que los endocannabinoides intervienen en la DSI en el
hipocampo, presumiblemente facilitando la memoria, implica que la marihuana, con su dosis alta
de delta Delta 9-tetrahidrocarabinol (THC) mucho mas estable, inhibe ténicamente la DS,
alterando asi los procesos de memoria (16). De acuerdo con esta expectativa, Mato y
colaboradores demostraron que una sola inyeccién de THC interrumpié tanto DSI como DSE
durante hasta 3 dias (14). Sin embargo, las observaciones sobre ratones knock-out para el
receptor CB1 son mas complejas. Como sefialaron Wilson y Nicoll, los efectos de la marihuana en
la memoria pueden implicar circuitos mas complejos de lo que se entiende actualmente (17). En
cuanto a la plasticidad a largo plazo. Una serie de articulos recientes han demostrado
convincentemente que los endocannabinoides también son mensajeros retrégrados de cambios
plasticos a largo plazo en el cerebro. Esto se ha demostrado para el hipocampo (14), los ganglios
basales (18) y el nucleo accumbens (11). Estas observaciones respaldan el papel de la marihuana
y del sistema de receptores endocannabinoides cerebrales en las alteraciones a largo plazo y su
regulacion en funciones como la formacion de habito, el control motor, la adiccion y la memoria
espacial (14). A pesar de que los cannabinoides se han asociado con la amnesia (1,14,19), esto
no implica necesariamente que los endocannabinoides causen olvido.

Locomocion

Las concentraciones del receptor CB1 en el cerebro estan entre las mas altas en el cuerpo
estriado (14). Los receptores se localizan en proyecciones estriatales y en interneuronas
estriatales (14). Esto es compatible con la depresion profunda de la actividad motora inducida
por endocannabinoides (20). La coordinacién esta asociada con el cerebelo. La capa molecular
de esta estructura es muy rica en receptores CB1. Sin embargo, a diferencia de la mayoria de las
otras regiones, los receptores cerebelosos CB1 se encuentran en las células glutamatérgicas de
Purkinje, en lugar de las células GABAérgicas (14). Se encontrd una buena superposicién entre la
presencia de FAAH y la presencia del receptor CB1 (3,14), lo que sugiere una asociacion funcional
entre la activacién del receptor CB1 y la funcién cerebelosa. Pocos estudios detallados de
comportamiento sobre el funcionamiento del sistema endocannabinoide cerebeloso han sido
reportados. Sin embargo, una serie de documentos de Dar y colaboradores han demostrado que
los agonistas de los receptores cannabinoides CB1 inyectados localmente inducen ataxia e
incoordinacion motora, que no se observé después de las inyecciones intracampobdlicas de
cannabinoides. Ademads, los deterioros inducidos por cannabinoides se potenciaron por etanol y
se modularon mediante receptores de adenosina (5,21).

Apetito e ingestion de alimentos

Es bien conocido que el THC y otros cannabinoides y endocannabinoides aumentan el apetito y
la ingestion de alimentos (22) y que un antagonista de receptor CB1, al bloquear los receptores,
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inhibe estos procesos. Los receptores CB1 y los endocannabinoides también se encuentran en el
hipotdlamo, conocido por su importante papel para las regulaciones del apetito y la ingestién de
alimentos (1,14). Ademas del hipotdlamo vy las localizaciones periféricas (intestinales, gastricas),
los endocannabinoides regulan el apetito y la ingestién de alimentos a través de nucleos del
rombocéfalo y a través del nucleo accumbens (11,22).

Los cannabinoides estan lejos de ser los Unicos factores que intervienen en la regulacién del
apetito y el equilibrio de peso (22). Di Marzo y colaboradores demostraron que los
endocannabinoides hipotalamicos se equilibran negativamente con la hormona leptina
(inhibidora del apetito) (23). Se han detectado receptores para la colecistoquinina (CCK), ademas
de los que afectan a las aferencias vagales intestinales y gastricas, en areas limbicas y corticales
(22,24). En conjunto, estas observaciones son sugestivas de una interaccién entre CCK vy
endocannabinoides en la regulacion de la ingestion de alimentos (24). Se sugiere que el apetito
regulado por endocannabinoides en el organismo es solo un reflejo del papel critico de los
receptores CB1 en la capacidad del recién nacido para mamar (24). No se conoce la localizacion
especifica de estos receptores; sin embargo, se propone que, en el recién nacido, la ingestion de
leche es regulada por los receptores CB1. Egertova y colaboradores encontraron la mayor
expresion de FAAH en el ndcleo del trigémino mesencefalico, que controla los reflejos de
apertura y cierre de la mandibula (22). Se ha demostrado que 2-AG es necesario para el
crecimiento axonal (25). Por lo tanto, es tentador especular que el bloqueo del receptor CB1 en
recién nacidos interfiere con el desarrollo axonal requerido para el desarrollo del mecanismo de
succién (25).

Recompensa y adiccion

Ha sido dificil demostrar las propiedades gratificantes del THC en modelos animales; por lo
tanto, los efectos bidireccionales se han demostrado en la prueba de placebo, que son
compatibles con los efectos bifasicos relacionados con la dosis del THC (25). Varios informes han
indicado que los cannabinoides interactian con el sistema opidceo en comportamientos
relacionados con la recompensa y en modelos animales de adiccién (24). Por ejemplo, el
rimonabant bloqued la preferencia de lugar inducida por morfina y la autoadministracion en
ratones, mientras que la morfina indujo cambios en la expresién del ARNm del receptor CB1 en
el nucleo accumbens, estructura estrechamente involucrada en comportamientos relacionados
con la recompensa y adiccién (26). Por lo tanto, los cannabinoides claramente tienen potencial
adictivo, teniendo un sustrato neuronal comun con opidceos para los procesos relacionados con
la recompensa (26,27). Como se ha descrito, los receptores CB1 son altamente co-expresados
con CCK en varias estructuras limbicas, incluyendo el hipocampo vy la amigdala, mientras que los
receptores CCK en el nucleo accumbens pueden desempefiar un papel en la recompensa y la
adiccion (26). Tomados en conjunto, es posible que el sistema receptor cerebral
endocanabinoide juegue un papel importante en la regulacion de la recompensa y la adiccion, en
cooperacién con el opidceo dopamina y los sistemas CCK (27). Los endocannabinoides median la
depresion sinaptica a largo plazo y la DSE en el ndcleo accumbens, asi como la inhibicion en el
area tegmental ventral (ATV), una de las estructuras centrales en recompensa y desarrollo de
adiccion a las drogas. Por otra parte, se ha encontrado estimulacion fisioldgica de la DSE inducida

14



por la corteza prefrontal, demostrando un mecanismo autorregulador de las neuronas
dopaminergicas que pueden estar asociadas con el sistema de recompensa-adiccién. Por lo
tanto, no deberia sorprendernos que el sistema receptor cerebral endocanabinoide pueda
desempefiar un papel en la adiccién no solo a la marihuana sino también a otras drogas (28). En
este contexto, es notable que las altas densidades y activacién del receptor CB1 fueron
encontradas en la corteza limbica, a diferencia de las concentraciones mas bajas en las dreas
corticales sensoriales primarias (29). Hoy dia se considera a la ansiedad como el componente
mas critico de la adiccion. Igualmente, se espera que el papel de los endocannabinoides en la
plasticidad del sistema de recompensa-adiccion mesolimbico/mesocortical  avance
significativamente, permitiéndonos la comprensién de las adicciones a las drogas y asi abrir
nuevas puertas para su manejo (28).

Percepcion del dolor

Los efectos antinociceptivos de los cannabinoides exdgenos y enddégenos en animales y humanos
estan bien establecidos e incluyen la supresién del dolor agudo, asi como del dolor crénico e
inflamatorio. El primer endocannabinoide que se descubrid, la AEA, redujo la nocicepcion
centralmente mediada en la prueba de placa caliente, al igual que 2-AG en el ensayo de sacudida
de la cola (1,30). Se ha encontrado una reduccién inducida por cannabinoides en la nocicepcion
en todos los niveles del sistema nociceptivo: a nivel del dolor periférico (a través de receptores
CB1y CB2) asi como en nivel axial, especificamente a nivel espinal y supraespinal (31).

Dentro del cerebro, los cannabinoides ejercen sus efectos antinociceptivos en varios niveles del
circuito neuronal para el procesamiento del dolor, incluida la sustancia gris periacueductal,
médula rostral ventromedial, tdlamo, amigdala y coliculo superior (2,31). Los endocannabinoides
parecen tener un papel en el control del dolor ténico. Por lo tanto, el antagonista del receptor
CB1 indujo hiperalgesia térmica en la médula espinal, mientras que su activacion en la médula
espinal aumentd la nocicepcion (17). Los cannabinoides reducen la percepcion del dolor a través
de la influencia inhibidora descendente desde el tronco cerebral, hasta la médula espinal. De
hecho, los agonistas de CB1 aplicados a estas dreas producen hipoalgesia. Un trabajo mas
reciente ha demostrado que el agonista del receptor CB1, WIN55212-2, produjo sus efectos
inhibidores al reducir la liberacién de GABA en cortes del tallo cerebral (2,30,31). En la
neocorteza y en varias regiones del sistema limbico, incluido el hipocampo, la corteza entorrinal
y la amigdala, los receptores CB1 estdn altamente expresados conjuntamente con la CCK. Aqui,
la activacién del receptor CB1 suprime la liberacién de CCK. Dado que CCK también inhibe la
antinocicepcién inducida por opidceos, esto sugiere que los cannabinoides sinergizan con los
opiaceos en el control del dolor, mediante la inhibicion del sistema CCK (31).

1.2.- Ansiedad
La palabra ansiedad puede referirse a una variedad de fendmenos relacionados: a una clase de

desérdenes psiquiatricos, a patrones particulares de conducta en modelos animales y como una
caracteristica de afecto negativa. También puede asociarse especificamente a un estado
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emocional orientado a futuro, el cual se presenta en todos los seres humanos, variando en su
grado de expresion (32).

Bioldgicamente, podriamos definir a la ansiedad como la respuesta adaptativa de un sistema de
alarma que prepara a un organismo a contender contra un peligro potencial. Bajo condiciones
normales, los sintomas de la ansiedad son imperceptibles, pero cuando es intensa, como en una
situacién de apremio, el individuo experimenta una sensacion de inquietud y aprehension
acompafiada con un aumento en la vigilancia del entorno, de dificultad para concentrarse, de un
aumento de la tension muscular y de numerosos sintomas autondmicos entre los que destacan
las palpitaciones, la sudoracion, la falta de aliento o la presencia de molestias digestivas (33). En
casos extremos, como ocurre en los individuos que sufren de la enfermedad de panico, a los
sintomas anteriores, que en ellos se encuentran muy acentuados, se afiade una sensacion de
“irrealidad”, y de “estar separado de uno mismo”, asi como un marcado temor a “volverse loco”,
a desmayarse o incluso a morir. En ocasiones, los pacientes con ansiedad sufren ademas
sintomas de agorafobia (fobia a los espacios abiertos), traduciéndose en temor a estar fuera de
casa, a formarse en una linea, a mezclarse con la gente, o a viajar, entre otros (33). Si bien la
ansiedad se confunde por su cercania al miedo, se diferencia de éste en que, mientras el miedo
es una perturbacién cuya presencia se manifiesta ante estimulos presentes, la ansiedad se
relaciona con la anticipacién de peligros futuros, indefinibles e imprevisibles. Tanto la ansiedad
como el miedo tienen manifestaciones parecidas, en ambos casos se muestran pensamientos de
peligro, sensaciones de aprensién, reacciones fisioldgicas y respuestas motoras; por eso, tienden
a confundirse. Una de las caracteristicas mds sobresalientes de la ansiedad es que es
anticipatoria, es decir, posee la capacidad de prever o sefialar el peligro o amenaza para el
propio individuo; sin embargo, si la ansiedad supera los parametros normales en cuanto de
intensidad, frecuencia o duracién, o bien se relaciona con estimulos no amenazantes para el
organismo, provoca manifestaciones patoldgicas en el individuo, tanto a nivel emocional como
funcional, pasa a convertirse en un trastorno psiquiatrico, el cual debe de ser manejado
clinicamente (34).

1.2.1.- Neuroanatomia de la ansiedad

Se expone la existencia de una anatomia de las emociones; es decir, regiones del cerebro con
una funcidn crucial en su expresidon. La localizacion de las emociones estaria en el sistema
limbico, una zona que comprende varias estructuras profundas del cerebro como la corteza
cingulada, la amigdala, el hipotalamo, el hipocampo, corteza cerebral y otras estructuras, todas
ellas con conexiones con el tallo cerebral y la médula oblonga, teniendo la peculiaridad de estar
en correlacién estrecha con el nervio vago (décimo par craneal), el cual inerva casi todos los
6rganos del térax y del abdomen, incluyendo corazén e intestino, siendo esto de vital
importancia, ya que la comprension de su existencia y correlacién nos permite entender las
manifestaciones clinicas asociadas (14,34).

1.2.2.- La corteza prefrontal en la ansiedad
Es la parte anterior de los I6bulos frontales del cerebro y se ubica frente a las dreas motora y

premotora. El término médico mas utilizado para referirse a las funciones desempefiadas por la
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corteza prefrontal es «funcidon ejecutiva». Este término hace referencia a la capacidad para
establecer distinciones entre pensamientos conflictivos, realizar juicios acerca del bien y del mal,
predecir las consecuencias futuras de actividades actuales, trabajar conforme a metas
determinadas de antemano, realizar predicciones de resultados, creacion de expectativas, y
control social (la capacidad para inhibir comportamientos impulsivos que, de no ser suprimidos,
podrian desembocar en resultados socialmente inaceptables) (35). Muchos autores han
sefialado la existencia de una relacion entre la corteza prefrontal (CPF) y las caracteristicas de la
personalidad de un individuo (34-37). Aunque se aborda el tema desde perspectivas muy
diferentes, un creciente cuerpo de literatura converge en la idea de que existen dos sistemas
fundamentales que subyacen al enfoque y a la emocién y motivacion relacionadas con la
abstinencia, o afectos positivos y negativos (32). Este sistema también genera emociones
negativas relacionadas con la abstinencia, como el disgusto, miedo y ansiedad (38). Una variedad
de evidencia indica que estos sistemas se implementan en circuitos parcialmente separables, y
es a esta evidencia a la que ahora recurrimos. Nuestro enfoque se centrara en dos componentes
clave de este circuito: la CPF y la ya mencionada amigdala (35,38).

LA CPF no es una zona homogénea de tejido, sino que se ha diferenciado sobre la base de
consideraciones tanto citoarquitecténicas como funcionales. La corteza prefrontal se ha dividido
en 3 regiones funcionalmente distintas, que se describen a continuacion; dorsolateral,
ventromedial y orbitofrontal (35). Ademas, se detectan diferencias funcionales entre los lados
izquierdo y derecho dentro de cada uno de estos sectores. El argumento a favor de la
importancia diferencial de los sectores izquierdo y derecho para el procesamiento emocional se
hizo primero sistematicamente en una serie de estudios en pacientes con dafio cortical
unilateral. Cada uno de estos estudios compard el estado de animo de los pacientes con dafio
cerebral unilateral izquierdo o derecho y encontrd una mayor incidencia de sintomas depresivos
después del dafio del lado izquierdo. La interpretacion general que se ha hecho de estos estudios
es que los sintomas depresivos aumentan después del dafio de la CPF anterior del lado
izquierdo, porque este territorio cerebral participa en un proceso que subyace a ciertas formas
de afecto positivo y al dafiarse, conduce a déficits en la capacidad de experimentar afecto
positivo, una caracteristica distintiva de la depresion (35,36).

1.3.- Endocanabinoides y ansiedad

No hay datos experimentales directos sobre el papel de los endocannabinoides en la ansiedad en
humanos. Hasta donde sabemos, ni AEA ni 2-AG se han administrado a seres humanos. Esta es
una situacion absurda, presumiblemente como resultado de limitaciones regulatorias. En
contraste, cuando la insulina se descubrié en la década de 1920, se convirtid en una droga
disponible en un afio (32). Solo podemos suponer que, debido a que muchos de los sistemas
fisiolégicos estan regulados a través de controles y balances por diversas moléculas enddgenas,
los endocannabinoides, que afectan la liberacion de neurotransmisores, podrian ejercer efectos
reguladores sobre la ansiedad, que es una reaccién humana normal a una variedad de
condiciones estresantes (39,40).
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AEA y ansiedad

Una via indirecta para mejorar los niveles de endocannabinoides es bloquear su hidrélisis
enzimatica. El grupo de Piomelli y colaboradores informd una clase novedosa de inhibidores
potentes, selectivos y sistémicamente activos basados en carbamato de FAAH (31). Los mejores
inhibidores de esta serie (URB532 y URB597) tienen propiedades ansioliticas en ratas en la
prueba de laberinto elevado y suprimen las vocalizaciones inducidas por el aislamiento debido a
niveles aumentados de AEA en el cerebro. Estos efectos podrian prevenirse mediante el bloqueo
del receptor CB1 (41). Estos resultados confirman indirectamente que la AEA tiene propiedades
contra la ansiedad. La teoria detras de este enfoque se basa en el mecanismo de formacion y
liberacion de AEA, que se sabe que tiene lugar cuando y donde sea necesario. Como se
menciond anteriormente, a diferencia de los neurotransmisores clasicos, la AEA no se almacena
en vesiculas sindpticas, sino que se extrae y se libera en el ciclo sinaptico después de la
activacién neuronal (32). Presumiblemente, sus niveles y los de FAAH, seran los mas altos en las
areas cerebrales involucradas en la regulacion del estado de animo y las emociones. Siguiendo el
mismo razonamiento experimental, Moiseetal y colaboradores en el afio de 2008 confirmaron
que URB597 inhibia la actividad de FAAH y aumentaba los niveles de amidas de acidos grasos
adicionales (N-palmitoil etanolamina y N-oleoil etanolamina), pero no de anandamida en si, en
cerebro de hamster (41). Sin embargo, Cippitellietal y colaboradores informaron una elevacion
de los niveles de anandamida en ratas con URB597, lo cual generd una disminucion de ansiedad
asociada con la abstinencia de alcohol (36). El bloqueo del receptor CB1 con rimonabant indujo
un comportamiento similar al ansiogénico en el laberinto elevado; URB597 indujo efectos de tipo
ansiolitico en este ensayo. URB597 no alterd la derrota social condicionada o el rendimiento en
prueba de equilibrio (32,41,42).

Receptores CB1 y ansiedad

El desarrollo de ratones knock-out deficientes en receptores CB1 ha proporcionado una
excelente herramienta para evaluar las funciones fisioldgicas del sistema endocannabinoide y en
particular, su posible implicacion en la regulacion de la ansiedad. Los ratones CB1-knock-out
mostraron un aumento en la respuesta agresiva medida en la prueba de intrusidon residente y
una conducta de tipo ansiosa en la caja oscura, asi como el aumento de la ansiedad en la prueba
del laberinto elevado en cruz (43). Por otro lado, Marsicano y colaboradores no encontraron una
respuesta ansiogénica en el laberinto en cruz en sus ratones CBl-knock-out (44). Las
discrepancias se pueden atribuir a las diferencias en el fondo genético de los ratones mutantes, y
también a las diferencias en los niveles de ansiedad iniciales y al estrés dependiente del contexto
(44). En particular, los ratones CB1-knock-out mostraron exclusivamente un comportamiento
ansiogénico en condiciones de alto estrés: valorado con las pruebas de laberinto elevado en cruz
y de interaccion social en ambiente desconocido (45).

2-AG, CB2 y ansiedad

La mejora de los niveles de 2-AG produce efectos similares. Sciolino y colaboradores han
demostrado que la potenciacion de la sefializacion endocannabinoide con JZL184, un inhibidor
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de la enzima hidrolizante de 2 AG-monoacilglicerol lipasa (MGL), produce efectos ansioliticos en
condiciones de alta aversién ambiental en ratas (44). Recientemente, dos publicaciones paralelas
indicaron que el receptor CB2 también estd involucrado en la actividad anti ansiolitica endégena
(19). Garcia Gutiérrez y colaboradores informaron que los ratones que sobre expresaban el
receptor CB2 en corteza cerebral mostraban comportamientos similares a la ansiedad en campo
abierto, la caja oscura y las pruebas de laberinto elevado, lo que indica que una mayor expresiéon
del receptor CB2 modifica la respuesta al estrés en estas pruebas (45). Estos estudios indican el
papel crucial del receptor CB2 en la modulacidn de la ansiedad. Como la activacion del receptor
CB2 no lleva a una psicoactividad indeseable, estas observaciones pueden ser de importancia
clinica significativa y, por lo tanto, el receptor CB2 representa un nuevo objetivo para modular
las respuestas similares a la ansiedad. Se sugiere un mecanismo de proteccion general mediado
por el receptor CB2 (7,19). El mecanismo molecular del efecto de los endocannabinoides sobre
la ansiedad aun no se ha aclarado del todo, And'o vy colaboradores han confirmado una
participacion considerable de los receptores CB1 en el efecto de los cannabinoides vy
endocannabinoides en el flujo de GABA (7). Hofmannetal y colaboradores han descrito una
nueva forma adn desconocida de modulacién mediada por cannabinoides de la transmision
sindptica, hasta ahora sélo en el giro dentado, informando que la accién de la anandamida bajo
ciertas condiciones no estd mediada por los receptores CB1, receptores CB2, receptores
ganglionares y todavia estd presente en los animales knock-out de receptor CB1 (17). Seria de
interés determinar si esta nueva via (a través de un receptor aun no determinado) estd
involucrada en la ansiedad y la depresién.

Endocanabinoides, eje HPA y ansiedad

El sistema endocannabinoide juega un control de puerta con respecto a la activacién del eje
hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) hormonal. La sefializacién endocannabinoide tdnica
restringe la actividad del eje HPA y en Ultima instancia, regula la respuesta al estrés y restablece
la homeostasis (46). Especificamente, los glucocorticoides producidos en respuesta al estrés
reclutan endocannabinoides para aumentar la excitabilidad de las neuronas principales en la
region preliminar de la corteza prefrontal medial; las neuronas principales inician sefales
inhibitorias que terminan la activacién del eje HP. Sin embargo, después del estrés crénico, la
disminucion de la sefalizacion endocannabinoide estd implicada en la sobrecarga de la
sefializacion hormonal, que puede provocar ansiedad y depresion en los humanos (46,47).

1.4.- Pruebas para valorar la ansiedad en modelos murinos

Los modelos animales no humanos han sido ampliamente estudiados para explicar diversas
patologias, en especial el trastorno de ansiedad, ya que cuentan con algunas ventajas, como
tener control sobre el ambiente en que estan los sujetos y de la historia conductual. Se puede
realizar una gran cantidad de manipulaciones experimentales que permiten evaluar la eficacia
terapéutica de diferentes tratamientos y de manera que se puedan validar los modelos (Tabla 1)
(48). La ansiedad ha sido estudiada extensamente en modelos animales y existen mas de treinta
utilizados (48). Algunos recurren a respuestas condicionadas y otros utilizan respuestas mas
naturales de la especie, por lo cual son considerados modelos etoldgicos o de respuestas no
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condicionadas (48,49). Los modelos de respuesta condicionada se basan en la capacidad de
responder ante un estimulo con la respuesta especifica a otro estimulo (49). Generalmente se
presenta un estimulo aversivo, cominmente un choque eléctrico leve aplicado al animal, quien
debe emitir una respuesta determinada. Estos modelos permiten un control bastante preciso de
los niveles de conducta basal por parte del experimentador, pero casi permanentemente
requieren que los sujetos de experimentacion sean entrenados y se incluyan en el disefio
experimental varios grupos de sujetos control para descartar los efectos no especificos del
tratamiento sobre aspectos como el aprendizaje, memoria, apetito y funciones motoras vy
perceptuales. Algunas limitaciones en cuanto a su uso se conocen de estos modelos. Al exponer
los sujetos a estimulos no habituales, se debe hacer un entrenamiento previo. Ademads, muchas
de las versiones del modelo de condicionamiento estdn condicionadas segln el grupo que los
usa, y en cada uno de ellos hay modificaciones en los parametros de la prueba. Por tanto, no
solo encontramos una gran cantidad de pruebas animales en la biografia, sino que ademas, estas
difieren por sus dimensiones multiples y a veces mal comprendidas (45,49).

Existen dos tipos dentro de este grupo de modelos, los basados en el condicionamiento
pavloviano o asociativo, que comprende la denominada respuesta emocional condicionada (REC)
y la supresién condicionada de presionar palanca y los basados en el condicionamiento operante
o instrumental, el cual implica un conflicto aproximacién-evitacion, denominados modelos de
conflicto (49). Por otra parte, los modelos de respuesta no condicionada (Tabla 1) buscan medir
la respuesta conductual o fisioldgica ante estimulos estresantes o nuevos. Algunos evalian el
miedo ante situaciones novedosas, en donde el sujeto es expuesto a un espacio abierto, alto o
luces brillantes. En estos modelos se evita hacer privacién de agua o comida, asi como la
administracion de choques eléctricos y no se requiere de periodos largos de entrenamiento. Se
menciona que estos modelos poseen ciertas ventajas para su utilizacion: tienen cierta validez
ecoldgica, al ser pruebas rapidas y sencillas; son econdmicos, al no implicar equipos costosos y
no se requiere de largos procedimientos de formacion que impliquen la privacion de
alimento/agua, y/o descargas eléctricas (45,48).
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Modelos de respuesta incondicionada

Campo abierto

Tabla de agujeros

Caja de dos compartimientos, blanco - negro
Laberinto elevado en cruz

Interaccion social

Supresion de la ingesta inducida por la novedad
Contraste Negativo

Conducta defensiva de enterramiento

Holeboard

Modelos de respuesta condicionada

Respuesta emocional condicionada

Supresién condicionada

Evitacion pasiva /activa

Prueba de cuatro platos

Test de conflicto de Geller — Seifter y el de Vogel
Condicionamiento de vocalizaciones ultrasénicas
Estimulacién eléctrica cerebral

Modelo de Theibot de retirada de la sefial de seguridad

Efecto de reforzamiento parcial sobre la extincion

Potenciacidn de la respuesta de sobresalto

Tabla 1.- Compendio de Pruebas utilizadas para evaluar ansiedad (45).

Laberinto elevado en cruz

Es una de las pruebas mas utilizadas en investigacién preclinica sobre ansiedad desde los
modelos de respuesta no condicionada (50). Sus inicios estan en las investigaciones de
Montgomery, sobre conducta exploratoria en callejones abiertos y cerrados, que buscaron
determinar si la estimulacion novedosa evoca miedo y exploracion. Las ratas Wistar, mostraron
que, en callejones abiertos, la evocacion de miedo es mayor. De igual forma, evidenciaron que
los estimulos novedosos provocan comportamientos de evitacién, aunque este disminuye con el
tiempo (50). Posteriormente, Handley y Mithani, en el afio de 1984, hicieron un laberinto
elevado con forma de X, el cual tenia dos brazos abiertos y dos brazos opuestos con paredes y
cerrados al final, que se mantenia elevado del piso, el cual actualmente se conoce como
Laberinto elevado en cruz y en inglés, elevated plus-maze (EPM). Este aparato estd compuesto
por dos brazos abiertos, dos brazos cerrados y un drea central, que se encuentra elevado por
encima del suelo (50). El sujeto es colocado en el centro del aparato y se le permite la
exploracion por un periodo de tiempo determinado (48,50). Las primeras conductas utilizadas
para los indices de ansiedad han sido de naturaleza espacio-temporal y son utilizadas como
medida de actividad general, entre ellas el numero de entradas en cada tipo de brazos,
expresado en porcentaje o proporcién de entradas en todos los brazos, y el tiempo dedicado a
los brazos, expresados en porcentaje o relacién de tiempo en el brazo total (50). Se consideran
determinadores de ansiedad la menor entrada en los brazos abiertos, de manera que hay mayor
ansiedad cuando hay menor exploracion en estos brazos, debido al conflicto de permanecer en
los brazos mas protegidos, aunque con pocos estimulos a ser investigados (cerrados), que
explorar los brazos con mas cantidad de estimulos, pero potencialmente amenazadores
(abiertos) (50).
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En los dltimos afios se han tenido en cuenta diferentes medidas que se utilizan en la mayoria de
los instrumentos de modelos de respuesta incondicionada, por lo cual también se puede tomar
en un procedimiento de EPM. Las primeras de ellas hacen referencia a los repertorios defensivos
en roedores, en donde se tiene en cuenta el congelamiento, defecacidn, auto-aseo y postura
erguida. Con la utilizacion de los videos y sistemas técnicos en EPM, se han determinados otras
conductas como estiramiento del cuerpo, sumersidon de la cabeza, estiramiento con soporte a la
pared y retornar al brazo cerrado. También se han incluido las distribuciones espaciales de
ciertos actos y postura (como sumergir la cabeza), que parecian ser dependientes del contacto
con las paredes del laberinto, llevando a diferenciar los “protegidos” (contacto con la pared de
los brazos cerrados o de la plataforma central) y los “no protegidos” (sin contacto con la pared;
es decir, brazos abiertos) (43,50). Con el tiempo se han incluido elementos adicionales del
comportamiento, como olfateo e inspeccidn con espalda plana, entre otras. La validaciéon de este
instrumento se ha hecho en diferentes especies, como ratas, ratones, cerdos de guinea, ratones
silvestres y hamsteres sirios (43,45).

Caja oscura

La prueba de transicion luz/oscuridad fue desarrollada originalmente por Crawley vy
colaboradores. Hay dos diferencias entre su versidn original y las actuales. Primero, la cdmara de
luz es mds grande que la camara oscura en la versién original, mientras que el tamafio de las dos
camaras es el mismo en versiones actuales. Segundo, en la versién original, la cdmara de luz no
tenia techo vy las paredes de la camara de luz eran transparentes, mientras que actualmente se
esta utilizando plastico blanco opaco para el techo y las paredes de la camara de luz. Estas
diferencias, es decir, el tamafio y la apertura de la cdmara de luz, permiten una mejor valoracién
de la prueba (51). El aparato consiste en una cdmara oscura y una camara brillantemente
iluminada. Una abertura restringida, de 3 cm de alto por 5 cm de ancho, conecta las dos
camaras. Los ratones pueden moverse libremente entre las dos camaras. El nUmero de entradas
en la cdmara brillante y la duracion del tiempo que se pasa alli se utilizan como indices de
ansiedad en el espacio brillante en ratones. Aunque la prueba de transicién luz/oscuridad y el
laberinto elevado en cruz se usan para evaluar el comportamiento similar a la ansiedad, los
resultados no siempre son consistentes. Por ejemplo, los ratones knock-out especificos para
calcineurina en el cerebro anterior pasan una cantidad reducida de tiempo en la cdmara de luz
en la prueba de transicién luz/oscuridad, pero una mayor cantidad de tiempo en los brazos
abiertos en el laberinto elevado (51,52).

1.5.- Edulcorantes y alimentacion

Los edulcorantes son sustancias naturales o artificiales que otorgan la cualidad de “dulce” a un
alimento o producto. Son una clase importante de los sustitutos del azlcar y debido a su
composicion pueden brindar dulzor, en ocasiones mayor al otorgado por la sacarosa o azucar de
mesa; debido a ésta propiedad, se requiere una menor cantidad de edulcorante para lograr el
dulzor deseado y el aporte energético es a menudo insignificante (53). La administracién de
alimentos y farmacos (Food and Drug Administration, por sus siglas en inglés, FDA) de Estados
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Unidos se encarga de regular el uso de los edulcorantes artificiales como aditivos alimentarios.
La mayoria de los sustitutos del azlcar aprobados para uso alimentario son compuestos
sintetizados artificialmente; sin embargo, se sabe de la existencia de algunos sustitutos naturales
del azucar (sorbitol y xilitol) (53).

Los edulcorantes bajos en calorias y su efecto en el control de peso han sido un tema de
controversia, debido a que en algunos estudios se ha observado que el uso de estos productos
dificulta la pérdida de peso al promover una mayor ingestion de alimentos; no obstante, en otros
estudios se encontrd que no implica aumento en el apetito. Es por ello que el efecto del
consumo de edulcorantes sobre la conducta alimentaria y el equilibro energético alin no es claro
(54).

Los edulcorantes se clasifican bdsicamente como naturales y artificiales. Los edulcorantes
naturales son extraidos a partir de productos naturales, sin ninguna modificacién quimica. Entre
ellos se encuentra la miel de abeja, miel de maple, glucdsidos de esteviol y sacarosa. Por otro
lado, los edulcorantes artificiales se derivan de una sintesis quimica de compuestos organicos
que pueden o no ser encontrados en la naturaleza, tal es el caso del acesulfame, aspartame,
neotame, sacarina y sucralosa (53). Se pueden también clasificar en caldricos o nutritivos, con un
aporte promedio de 4 kcal por gramo (sacarosa, fructosa, glucosa, lactosa y maltosa) y en
nutritivos o no nutritivos, que aportan menos de 1 kilocaloria por gramo (acesulfame K,
sucralosa, glucdsidos de esteviol , sacarina, ciclamato, neotame, aspartame y taumatina) (53). A
continuacién, se presenta la clasificacién acorde al aporte energético de algunos de estos
compuestos, ya que permite una mejor comprensién en cuanto a sus repercusiones metabdlicas.

Edulcorantes nutritivos
Sacarosa

La sacarosa es un disacarido obtenido de la cafia, formado por los monosacaridos glucosa y
fructosa, unidos por un enlace glicosidico entre el &tomo de carbono 1 de la unidad de glucosa y
el atomo de carbono 2 de la unidad de fructosa, con una formula molecular C;,H7,011 y un peso
molecular de 342.30 g/mol (53). Metabdlicamente hablando, la sacarosa aporta 4 kilocalorias
por gramo, al igual que otros azlcares, como la fructuosa y la glucosa. Sin embargo, algunos
azUcares son mas dulces que otros, por lo que no es necesario afladir mucho para conseguir el
mismo nivel de dulzor (53).

Fructosa

Uno de los principales tipos de azlcares que se encuentran en frutas y derivado naturales. Una
diferencia importante con la sacarosa, es que la fructosa tiende ser dos veces mas dulce que la
sacarosa. Esto significa que menos fructosa se puede utilizar para lograr el mismo nivel de
dulzor. A diferencia del azlicar de mesa o sacarosa, la fructosa no causa aumento rapido en los
niveles de glucosa en la sangre, lo que significa que tiene una carga glucémica baja. Sin embargo,
su consumo en concentraciones elevadas se relaciona con la acumulacién de acido urico en el
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organismo (55). El indice glucémico (carga glucémica por gramo de hidratos de carbono) es una
medida de cémo los carbohidratos afectan a las concentraciones de glucosa en sangre (55).

Edulcorantes no nutritivos

Los edulcorantes no nutritivos aparecen como una respuesta a la demanda de amortiguar las
condiciones negativas de salud asociadas al consumo excesivo de azlcares. Se sabe que son de
30 a 13,000 veces mas dulces en gusto que su homdlogo natural sacarosa y no aportan energia
de forma directa. El consumo de dicha alternativa alimentaria ha aumentado significativamente
desde 1999, pasando de 6.1% a 12.5% en nifios y de 18.7% a 24.1% en adultos. Los edulcorantes
artificiales emplean compuestos que poseen altas intensidades de dulzura, son usados en
alimentos para limitar la ingestion de energia o prevenir caries dentales (54).

Glucdsidos de esteviol

Es una planta subtropical, comprende al menos 110 especies. Las diferentes especies de Stevia
contienen varios compuestos potenciales edulcorantes, siendo S. rebaudiana la mas dulce de
todas. Una variedad de términos se ha utilizado para referirse al agente edulcorante extraido de
esta planta, incluyendo glucdsidos de esteviol , estevidsido, y glicdsidos de esteviol (56). La Stevia
rebaudiana como edulcorante se utiliza en muchas partes de América Central y América del Sur.
Esta planta se ha utilizado en varias zonas del mundo, como Brasil y Paraguay, como una
alternativa para el control natural para la diabetes y obesidad (56). Los glucdsidos de esteviol son
un ingrediente alimentario aprobado y se vende en los Estados Unidos como un "suplemento
dietético", de acuerdo con lo dispuesto en la Ley de Salud y Educacién de los Suplementos
Dietéticos, que fue aprobada en 1994. Varios informes en animales y humanos indican que la
seguridad de esta hierba no se ha determinado todavia por completo. Los glucésidos de esteviol
tiene una toxicidad aguda muy baja y no hay reacciones alérgicas descritas (57).

1.5.1.- Participacion de los edulcorantes en la conducta alimentaria

El efecto del consumo de edulcorantes sobre la conducta alimentaria y el equilibro energético se
ha evaluado en una variedad de modelos animales y también en sujetos humanos; sin embargo,
el consenso del beneficio o perjuicio relacionado al consumo de estos productos aun no es claro
(55). En modelos murinos, la suplementacién con sacarina aumenta el apetito y el peso a
expensas del tejido adiposo, en comparacion con un grupo de bajo consumo de glucosa. Se
reportd que la suplementacion con aspartame puede beneficiar el aumento de peso, sin
asociarse al consumo de alimentos (58). En contraste, los resultados en estudios humanos
arrojan una serie de discrepancias. La suplementacién con glucésidos de esteviol genera un
mayor consumo energético durante el dia, en comparacién con el consumo de sacarosa (56). Sin
embargo, en un estudio con grupos suplementados con sacarosa, sucralosa y glucdsidos de
esteviol, no se encontraron diferencias en los niveles de saciedad y consumo energético. La
mayoria de los estudios publicados sobre los edulcorantes artificiales son estudios a corto plazo,
que duran desde unas pocas horas hasta 1-2 dias (54). Estudios a largo plazo encontraron que la
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ingestion de edulcorantes artificiales disminuye el peso corporal en comparacién con el consumo
de sacarosa. Un estudio que compard los efectos del consumo de sacarosa y edulcorantes
artificiales durante 10 semanas encontrd que el grupo consumidor de sacarosa aumento la masa
corporal y las cifras de tensién arterial, con diferencia significativa del grupo de edulcorantes
artificiales, donde no se observaron estos efectos (59). Por otro lado, debido la epidemia de
enfermedades cardiovasculares y el aumento de tasas de obesidad e hipertensidon, diversos
estudios suponen que la ingestion excesiva de fructosa juega un papel critico en la epidemia en
estas enfermedades (58). A partir de observaciones experimentales en modelos animales y
clinicos en humanos, se ha considerado al hipotdlamo como una estructura esencial en el control
del balance energético en el SNC. Del mismo modo, otras regiones cerebrales, como la amigdala
y corteza prefrontal, se han implicado en la generacién de alteraciones en la alimentacion vy el
almacenamiento de energia. Dichas regiones centrales reciben sefiales periféricas que informan
sobre el estado energético corporal, las cuales pueden efectuar su accidon a través de la via
neuronal o por via humoral y que pueden actuar a nivel de diferentes sistemas, entre ellos el
sistema endocanabinoide, como circuito de recompensa (24,26,59).

1.6.- Correlacion entre la regulacion energética metabdlica y el sistema
endocanabinoide.

A principios de la década de 1960, el THC se identificé como el principal ingrediente activo
responsable de los efectos psicotrépicos de la marihuana (7). Aunque las propiedades inductoras
del apetito del cannabis se conocen desde hace siglos, no fue hasta hace poco que se
demostraron claramente las propiedades orexigénicas de su principal compuesto psicoactivo,
THC. Cada vez mas durante los ultimos afios, se ha acumulado un cuerpo sustancial de evidencia
que implica al SEC en la regulacién del apetito, el comportamiento alimentario y peso corporal
(60). Ademas, se ha propuesto que el papel funcional principal de los endocannabinoides
mediante acciones en receptores CB1 es reorientar el balance energético hacia el
almacenamiento de energia, lo que en los humanos significa principalmente aumentar la
produccion y acumulacion de lipidos (61). El SEC estd estratégicamente posicionado para influir
virtualmente en cada punto clave de la red regulatoria que controla la homeostasis energética.
En el cerebro, el SEC, dentro de sus muchas funciones, controla la ingestion de alimentos
principalmente a dos niveles funcionales, es decir, el hipotalamo y el sistema limbico (24,62). El
SEC hipotaldmico modula la alimentacién disminuyendo las sefiales de saciedad y mejorando las
sefiales orexigénicas. Ademds, a través de las interacciones con las vias mesolimbicas
involucradas en los mecanismos de recompensa, los endocannabinoides aumentan la motivacion
de comer, posiblemente reforzando el incentivo o el valor heddnico de los alimentos (22). Para
discriminar entre la ingestion de alimentos (ingestién de alimentos libres) y el refuerzo de los
alimentos (motivacién para los alimentos), se ha utilizado el programa de proporcién progresiva
de la metodologia de refuerzo. Los resultados han revelado que THC aumenta el esfuerzo que un
animal ejercerd para obtener alimentos, mientras que el antagonista de CB1 (rimonabant)
reduce este esfuerzo (60). Estos estudios proporcionan una caracterizacion mas clara de que el
refuerzo de los alimentos puede ser un mecanismo de comportamiento clave alterado por los
farmacos cannabinoides (60).
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El SEC no solo modula la ingestion de alimentos sino también el gasto de energia. Los
experimentos que usan el paradigma de alimentacién de pares, en el que los animales
experimentales y de control consumen la misma cantidad de alimento, normalmente utilizados
para distinguir entre los efectos dependientes e independientes de la ingestién de alimentos,
han demostrado que los ratones knock-out CB1 tienen un mayor gasto energético y son
resistentes a la obesidad inducida por la dieta a pesar de que su ingestidon caldrica general es la
misma que la de los compafieros de camada naturales (24,63). Ademas, los ratones obesos
inducidos por dieta tratados con rimonabant mostraron una reduccién transitoria en la ingestion
de alimentos, pero una reduccién sostenida en el peso corporal, lo que sugiere un mayor gasto
de energia (60).

Los estudios con ratones knock-out CB1 también han respaldado el papel del SEC en la
regulacion del metabolismo del apetito y los lipidos. Cuando se mantuvieron con la dieta
estandar, los ratones knock-out CB1 fueron ligeramente hipofagicos y su peso corporal y
adiposidad fueron inferiores a los de los ratones de tipo salvaje (4). Después de la introduccion
de una dieta alta en grasas, los animales knock-out CB1 no mostraron hipofagia, no se volvieron
obesos y no desarrollaron la resistencia a la insulina que normalmente se produce en este tipo
de dieta (4). Los estudios con ratones knock-out CB1 también ofrecieron evidencia temprana con
respecto a los posibles efectos adversos de la sefializacion reducida del receptor CB1: los ratones
que carecian de CB1 mostraron un comportamiento similar al ansiogénico, comportamiento
depresivo, anhedonia, mayor agresién y tasas mas altas de epilepsia, pérdida neuronal
relacionada con la edad y mortalidad prematura (64). Ademas del papel del SEC en el cerebro, el
SEC periférico también regula el balance energético, en particular por los mecanismos
lipogénicos periféricos y la modulacion del metabolismo de lipidos y carbohidratos (24,64).

La evidencia sugiere que la activacién de receptores CB1 en estos tejidos periféricos promueve la
lipogénesis, el almacenamiento de lipidos, la secrecién de insulina, la secrecién de glucagén y la
modulacién de adiponectina (63). Estos hallazgos confirman un papel destacado de los
receptores CB1 periféricos en la modulacion del metabolismo. Tomados en conjunto, estos
hallazgos indican que los receptores CB1 centrales y periféricos actian de forma coordinada
para regular la homeostasis energética. Un posible vinculo entre las sefiales centrales vy
periféricas puede centrarse en la leptina, cuya sefializacién depende de un SEC cerebral, aunque
la insulina también constituye un vinculo importante entre los tejidos periféricos e hipotdlamo
(24,25,65).

1.7.- Edulcorantes y ansiedad

Actualmente se sabe que el consumo de dietas hipercaldricos generan aumentos en el nivel de
ansiedad, esto a través del estudio de la llamada “dieta de cafeteria”, pero considerando que se
incluyen todos los grupos alimentarios con una carga especifica en los carbohidratos. Estudios
recientes realizados en modelos murinos indican que el consumo de edulcorantes con muestran
diferencias significativas en los grupos de estudio, pero si se encontrd aumento en patrones de
exploracion y miedo, con lo cual nos podria estar indicando el predmbulo del inicio de ansiedad,
algo en que los autores conluyen es que es necesario seguir analizando éstas variables ya que la
informacidn con la que se cuenta en éste aspecto es muy poca y en especifico con las dosis y los
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efectos en diferentes aspectos de la “conducta” de los elemento en estudio, ya que se ha
encontrado que ratas wistar administradas con Sucralosa en elevadas dosis, presentan desarrollo
de tumores en vejiga por destacar alguno de los hallazgos (47,66).
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2.- Planteamiento del Problema

La ansiedad es una respuesta adaptativa de un sistema de alarma que prepara a un organismo a
contender contra un peligro potencial. Bajo condiciones normales, los sintomas de la ansiedad
son imperceptibles, pero cuando es intensa, como en una situacién de apremio, el individuo
experimenta una sensacion de inquietud y aprehension que se acompafia de un aumento en la
vigilancia del entorno, de dificultad para concentrarse, de un aumento de la tensidon muscular y
de numerosos sintomas autondmicos, entre los que destacan las palpitaciones, la sudoracién, la
falta de aliento o la presencia de molestias digestivas. En ocasiones, los pacientes con ansiedad
de este tipo sufren ademas sintomas de agorafobia, como el temor a estar solo fuera de casa, a
formarse en una “cola”, a mezclarse con la gente o incluso a viajar en automovil.

Acorde a la OMS, entre 1990 y 2013, el numero de personas con ansiedad ha aumentado en un
50%, de 416 millones a 615 millones. Cerca de un 10% de la poblacion mundial es afectada, y los
trastornos mentales representan un 30% de la carga mundial de enfermedad no mortales. Estos
datos han incentivado la busqueda de nuevas terapias, con el objetivo de permitir distintos
abordajes y mejores manejos, abarcando desde aspectos moleculares hasta factores
“contextuales”, entre ellos, modificaciones a la dieta. Por ejemplo, se ha encontrado que el
consumo de la llamada “Dieta de cafeteria” (refiriéndose a dietas hipercaléricas) se correlaciona
con la ansiedad, aunque no se han determinado a fondo los mecanismos relacionados con éste
efecto. Por otro lado, una de las propuestas ampliamente conocidas y distribuidas para
promover modificaciones dietarias potencialmente sustentables son los edulcorantes no
nutritivos, los cuales se han presentado al mercado como una alternativa a la azlcar de mesa,
brindando sabor, sin la preocupacién caldrica que a ésta le atafie. A pesar de ser considerados
como seguros para consumo humano, existe evidencia de que pueden interferir en procesos
metabdlicos en organismos vivos, que se relacionan con alteraciones del metabolismo
energético in vivo.

El sistema endocanabinoide (SEC) ha cobrado gran importancia debido a su relacion estrecha
con la homeostasis y funcionamiento del metabolismo energético, a través de sus efectos en
diversos tejidos, entre ellos el sistema nervioso central y en especifico, en la corteza prefrontal
(CPF), en la que se da una conexion y relaciéon importante con el sistema limbico, siendo capaz
de inhibir transitoriamente la actividad cortical y viceversa, ya que ante una situacion de miedo
intenso, se puede ver impedido el razonamiento habitual, siendo una de las areas mas
importantes en el procesamiento de la emocion y la ansiedad. Diversos estudios han demostrado
que las modificaciones nutricionales (por ejemplo, las dietas hipercaldricos) aumentan la
expresion de receptores de cannabinoides y pueden afectar el funcionamiento del sistema,
aunque su relacién con el uso de edulcorantes no nutritivos no ha sido explorada audn.

Dado que los edulcorantes no nutritivos pueden modificar la disponibilidad energética en el
organismo y que el sistema endocanabinoide se relaciona directamente con el metabolismo
energético, podria existir la posibilidad de que un cambio en dicho sistema, derivado del
consumo frecuente de edulcorantes no nutritivos, afectando el funcionamiento cortical y el
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comportamiento de un organismo en respuesta a modificaciones de la dieta, por lo que surge la
siguiente pregunta de investigacién:

Pregunta investigacion:

¢Existe relacion entre el consumo frecuente de edulcorantes no nutritivos (glucdsidos de
esteviol), en la expresién del receptor CB1 en tejido encefélico y el comportamiento de ansiedad
en ratones?
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3.- Hipdtesis

Hipotesis Alterna:
El consumo frecuente de edulcorantes no nutritivos altera la expresion del receptor CB1 en
tejido encefdlico de ratones, afectando su nivel de ansiedad.

Hipotesis Nula:

El consumo frecuente de edulcorantes no nutritivos no altera la expresion del receptor CB1 en
tejido encefdlico de ratones, y no afecta su nivel de ansiedad.
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4 .- Justificacidon

El uso de edulcorantes no nutritivos y su difusiéon como sustancias inocuas ha aumentado
conforme a las necesidades de la poblacién, debido a las carentes politicas adecuadas en salud y
a la demanda poblacional de una respuesta ante las enfermedades metabdlicas y crdnicas
degenerativas a las cuales nos enfrentamos actualmente, lo que los ha convertido en una
“alternativa saludable”, incorporandolos a la dieta diaria e incluso sustituyendo a los azucares
convencionales. Sin embargo, estudios recientes relacionan el uso de estos compuestos con
alteraciones metabdlicas importantes, como el desarrollo de resistencia a la insulina o la
acumulacion inadecuada de grasa corporal, por lo que su uso debe ser estudiado mas
ampliamente.

Asimismo, entre las enfermedades actuales, las enfermedades de la mente estan proliferando de
forma importante, debido entre muchos factores al estilo de vida en el cual nos encontramos
inmersos, un nivel constante de presién y alta exigencia, lo cual ha condicionado y se han
reflejado en la elevacion de los altos niveles de ansiedad, que tienen repercusion tanto a nivel
biolégico como social, mermando claramente la calidad de vida del individuo.

El papel de la dieta en el tratamiento de patologias psiquidtricas es un area que no se ha
investigado a fondo, a pesar de la evidencia que demuestra su potencial en la modulacion del
comportamiento y emociones, tanto en modelos animales como en humanos. Por ejemplo, se
ha demostrado que las dietas hipercaldricas favorecen el desarrollo de ansiedad. Sin embargo, el
posible efecto del consumo frecuente de aditivos alimentarios, como los edulcorantes no
nutritivos, sobre el comportamiento emocional no ha sido explorado, a pesar de que estos
compuestos son ampliamente empleados en todo el mundo.

Por otra parte, el sistema de endocannabinoides ha venido a posicionarse como una de las
dianas de tratamiento y un gran nicho para el desarrollo de diferentes alternativas terapéuticas
en diversas patologias, como lo es el cancer y el sobrepeso. Actualmente, se sabe que este
sistema participa en funciones cognitivas y de regulacion del comportamiento, ademas de que su
funcionamiento puede ser regulado por medio de modificaciones nutricionales, como el uso de
dietas hipercaldricas. Sin embargo , el efecto de los edulcorantes no nutritivos sobre el
funcionamiento de este sistema es desconocido, por lo que resulta enriquecedor encontrar la
posible relacién entre el consumo frecuente de edulcorantes no nutritivos, la expresion de
receptor CB1 del SEC vy ansiedad,, ya que esto puede tener implicaciones importantes para la
salud de la poblacién que emplea estos compuestos de forma regular.
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5.- Objetivos

General

Determinar si el consumo frecuente de edulcorantes no nutritivos altera la expresion de
receptor CB-1 en tejido encefdlico y el nivel de ansiedad en ratones.

Especificos

* Determinar si la suplementacién diaria con edulcorantes no nutritivos para uso humano induce
cambios en la expresion del receptor CB-1 en tejido encefalico de los ratones BALB/C, mediante
cortes histoldgicos de cerebro por microscopia de fluorescencia.

* Evaluar el nivel de ansiedad en los ratones suplementados por medio de las pruebas de laberinto
elevado en cruz y caja oscura.

* |dentificar si existe una relacién entre la expresion de los receptores CB-1 en tejido encefalico y el
nivel de ansiedad observado en los ratones bajo estudio.

32



6.- Operacionalizacidon de Variables

ESCALA
DEFINICION p TIPO DE DE .
VARIABLE DEFINICION OPERACIONAL < ANALISIS
I — CONCEPTUAL VARIABLE MEDICIO I
N
Promedio de la cantidad de alimento y
X . Masa de
agua consumido por los sujetos de )
. ) o alimento en
Cantidad de agua alimento s, Tl CIErITE . Gramos Prueba no
Consumo de agua y | . ) s ) Y Determinada por medio de la Cuantitativa -
li ingerida por el animal a lo largo diferencia en la masa de alimento Continua CRIEIISAIE IS
alimento de 24 horas. ” o y ’ Volumen de Friedman
volumen de bebida inicialmente
agua en
suplementada y los remanentes al cabo o
Mililitros
de 24 horas
Cantidad de solucién con edulcorante
consumida a libre demanda,
diariamente, durante un periodo de 6
semanas.
Volumen
c q . | Soluciones empleadas: g Brueh
onsumo de sustancias, naturales - rueba no
Consumo de o artificiales, que dotan de sabor Cuantitativa Z | t paramétrica de
. edulcorante
o -100 mL de Sacarosa al 10%. Falta el no Continua. )
Edulcorante “dulce” a un alimento o producto. - i consumidos Friedman
nutritivo o
diariamente,
en mililitros
-100 mL de agua.
-100 mL de glucésido de esteviol al
0.02%.
Respuesta de anticipacion
involuntaria del organismo frente
a estimulos que pueden ser | Determinacion del estado de ansiedad Permanencia
externos o internos, tales como | del animal por medio de la prueba de o en minutos y
. . o . . Cuantitativa , Prueba no
. pensamientos, ideas, imdgenes, | laberinto elevado en cruzy caja oscura, ; . nimero de -
Ansiedad L ) Discreta/Continua paramétrica de
e etc. las cuales son percibidas por | que son  pruebas comunmente entradas  a Friedman
el individuo como amenazantes | utilizadas para evaluar los niveles de cada
y/o  peligrosos 'y que se | ansiedad en roedores segmento.
acompafian de sintomas
somaticos de tension.
Principal receptor del sistema
endocanabinoide, participe en la Valores
) regulacion  del  metabolismo Determinacién de la intensidad de arbitrarios
Expresidn del energético, apetito, dolor suefio y ) - para la Prueba no
. . ) fluorescencia para el marcador CB1 en Cuantitativa ) . o
Receptores CB1 en ansiedad. Estd presente sistema - ) ; ) intensidad paramétrica de
i 10 nervioso central pancreas tejido encefalico,  analizada  por continua media de Friedman
tejido encefalico ) ’ - | inmunofluorescencia. ;
higado, musculo, hueso, tejido fluorescencia
adiposo, gastrointestinal % (IMF).
vascular.
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7.- METODOLOGIA
Tipo de estudio:

Experimental, prospectivo, comparativo, longitudinal.
Universo de Trabajo:

Ratones de la cepa BALB/c, hembras, de 8 semanas de edad.
Tamafo de la muestra:

Se formaron 3 grupos de 4 ratones cada uno, de 8 semanas de vida para grupo suplementado
(sacarosa, glucdsidos de esteviol, respectivamente) y un grupo control (sin suplementacién).

Criterios de inclusion:

Ratones hembras de la cepa BALB/c, con 8 semanas de edad y con un peso minimo de 18
gramos.

Criterios de eliminacion:

Ratones que enfermaron o murieran durante el estudio. Ratones que no tuvieron el peso
minimo necesario, ratones que tuvieron respuestas inadecuadas al tratamiento o que de alguna
forma fueran incapaces de realizar las pruebas necesarias.

Procedimientos

-Etapa 1.- Nacimiento, adaptacion y destete de los ratones (8 semanas)

Los ratones de la cepa BALB/C se criaron en las instalaciones de la Facultad de Medicina de la
Universidad Auténoma del Estado de Meéxico, bajo condiciones de temperatura regulada
proxima a los 22°C y con un ciclo de luz-oscuridad de 12:12 horas. Se siguieron las
especificaciones de cuidado, manipulacion y produccidn de animales de laboratorio establecidas
en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00- 1999. El tiempo de destete fue a las tres semanas
de edad. Los ratones contaron con agua purificada a libre demanda durante las primeras ocho
semanas de vida. La dieta fue completa en contenido de proteinas, hidratos de carbono,
vitaminas y minerales, con alimento rodent diet de Purina.

-Etapa 2.- Establecimiento de grupos experimentales

Una vez completado el tiempo necesario en cuanto a desarrollo y crecimiento, se procedio a la
creacioén de grupos, dividiéndolo en 3, constando de 4 ratones hembra, respectivamente en cada
grupo (tabla 3).

-Etapa 3.- Suplementacién con edulcorantes (6 semanas)

Durante un lapso de 6 semanas, los ratones contaron con alimento y agua purificada a libre
demanda. La dieta fue completa en contenido de proteinas, hidratos de carbono, vitaminas y
minerales (rodent diet de Purina); los cuales bebieron en el agua consumida a diario el
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edulcorante asignado, durante 6 semanas, con excepcién del grupo control. Se evalud
diariamente el consumo de agua y alimento ingerido por los ratones.

Grupo Nimero de ratones
Grupo control (100 mL de agua 4 hembras.
purificada)
Grupo sacarosa (10%) (10 gr de azucar 4 hembras

en 100 mL de agua purificada)

Grupo glucésidos de esteviol (0.025%) 4 hembras
(presentacién comercial 1g en 100 mL

de agua purificada)

Tabla 3. Grupos experimentales y suplementacion con edulcorantes

-Etapa 4.- Valoracién de la ansiedad por medio de la prueba laberinto elevado en cruz y de caja
oscura. (6 semanas)

Se aplicaron las pruebas del laberinto elevado en cruz y de caja oscura, para identificar el
comportamiento relacionado con ansiedad.

A) Prueba de laberinto elevado en cruz

O

Es una de las pruebas mas utilizadas en investigacion preclinica sobre ansiedad desde
los modelos de respuesta incondicionada. Sus inicios, estan en las investigaciones de
Montgomery, sobre conducta exploratorio en callejones abiertos y cerrados. Se
consideran como indicadores de ansiedad la menor entrada en los brazos abiertos, de
manera que hay mayor ansiedad cuando hay menor tiempo de exploracidon en estos
brazos, debido al conflicto de permanecer en los brazos mas protegidos, aunque con
pocos estimulos a ser investigados (cerrados) que explorar los brazos con mas
cantidad de estimulos, pero potencialmente amenazadores (abiertos) (43).

B) Prueba de la caja obscura

O

El aparato consiste en una cdmara oscura y una camara brillantemente iluminada.
Una abertura restringida, de 3 cm de alto por 5 cm de ancho, conecta las dos
camaras. Los ratones pueden moverse libremente entre las dos camaras. El nimero
de entradas en la cdmara brillante y la duracién del tiempo que se pasa alli se utilizan
como indices de ansiedad en el espacio brillante en ratones. (52)
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Se realizd la prueba el de laberinto elevado en cruz y caja oscura, en la semana 1, semana 4,
semana 6y en la semana 8 del experimento.

Caja oscura:
o El aparato utilizado para la prueba de transicién luz / oscuridad consistié en una

jaula (21x42x25 cm) dividida en dos secciones de igual tamafio por una particién
con puerta (Ohara & Co., Tokio).

Los ratones se alojaron de tres a cuatro por jaula en una habitacién con un ciclo
de luz / oscuridad de 12 h (las luces se encienden a las 7:00 am) con acceso libre a
la comida y el agua. Las pruebas de comportamiento se realizaron entre las 9:00
a.m. y las 6:00 p.m. Todas las jaulas que contienen ratones se transfirieron a la
sala de pruebas 30 minutos antes de que comenzara el primer ensayo.

Una camara esta iluminada de manera brillante, mientras que la otra cdmara es
oscura. Los ratones se colocaron en el lado oscuro y la puerta se abrid
mecanicamente 3 segundos después de colocado el ratdon. La puerta se utilizd
para que los ratones no entraran en la camara de luz inmediatamente después de
la liberacidon con su motivacion para escapar del experimentador, ya que la
latencia para entrar en la camara de luz puede servir como un indice de
comportamiento similar a la ansiedad.

Se permitid a los ratones moverse libremente entre las dos cdmaras con la puerta
abierta durante 10 min.

El niUmero total de transiciones, el tiempo empleado en cada camara vy la latencia
para ingresar a la cdmara de luz fueron registrados por la cdmara de estudio.
Después de cada prueba, todas las cdmaras se limpiaron para evitar un sesgo
basado en sefiales olfativas.

Laberinto elevado en cruz:
o El aparato utilizado para la prueba del laberinto elevado en cruz, comprendié dos

brazos abiertos (25 x 5 x 0,5 cm) uno frente al otro y perpendiculares a dos brazos
cerrados (25 x 5 x 16 cm) con una plataforma central (5 x 5 x 0,5 cm). Los brazos
abiertos no tenian pared, mientras que los brazos cerrados tenian una pared alta
(16 cm) para encerrar el brazo. Todo el aparato estd a 50 cm por encima del piso
(Ohara & Co., Tokio) y se colocaron en un tanque circular vacio (100 cm de
didmetro, 35 cm de altura; utilizado normalmente para la tarea del laberinto de
agua de Morris) para proteger a los ratones que cayeran o intentaran escapar
durante el experimento. El aparato fue hecho de materiales plasticos. La
plataformay las paredes fueron blancas.

Los ratones se alojaron con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h (las luces se
encienden a las 7:00 AM), como se describié anteriormente. Las pruebas de
comportamiento se realizan entre las 9:00 AM vy las 6:00 PM. Todos los ratones
experimentales se transfirieron a la sala de pruebas 30 minutos antes de
comenzar la primera prueba, para acostumbrarse a la condicion de la sala de
pruebas.
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o Lasala de pruebas estaba aislada y el nivel de iluminacién fue constante. Un ratén
se colocd en el area central del laberinto con su cabeza dirigida hacia un brazo
cerrado. La prueba de laberinto elevado se registré mediante una cdmara de
video. El nimero de entradas (una entrada se define como la presencia completa
del cuerpo del ratéon en el brazo) en cada brazo y se registré el tiempo
permanecido en los brazos abiertos y estas mediciones sirvieron como un indice
de comportamiento similar a la ansiedad.

o Los ratones pudieron moverse libremente por el laberinto durante 10 min. Cada
ratén en estudio se sometio a la prueba.

o Se cuantifico la permanencia en los brazos abiertos y estas mediciones sirvieron
como un indice de comportamiento similar a la ansiedad.

-Etapa 5.- Cuantificacién de consumo de bebida, alimento y peso corporal

El bebedero de los ratones fue pesado dia a dia para obtener el diferencial de consumo diario,
tomando como referencia la cantidad dejada y la obtenida al dia siguiente, se siguid el mismo
proceso para la cuantificacion de bebida y alimento; en cuanto al peso corporal, todos los
ratones fueron pesados al iniciar el periodo de experimento, cada semana en el mismo rango
horario y al concluir el periodo experimental.

-Etapa 6.- Diseccion de tejido cerebral

Los ratones fueron sacrificados por sobredosis de pentobarbital sédico (50 puL/25 g). Se revisaron
reflejos antes de iniciar la diseccién con el objetivo de obtener el tejido a estudiar. Se expuso el
sujeto de estudio en la tabla de diseccién, se fij6, con pinzas se tomd segmento infraumbilical, se
hizo un corte transverso de aproximadamente 2mm, iniciando corte de piel y tejido celular
subcutaneo, por la linea media hasta segmento supra-esternal, lugar donde bifurcamos de forma
bilateral el corte, tomando como referencia el arco subclavio; de la misma forma en regién infra
umbilical, bifurcamos el corte, tomando como referencia direccidn iliaca externa, se fijo y disecd
colgajo cutdneo, procedimos al corte del peritoneo y aponeurosis utilizando la misma técnica, se
fij6 tejido segmentado en entorno, exponiendo organos y facilitando la visualizacién.
Segmentamos la vena cava inferior a nivel infra umbilical, procedimos a perfundir con 30 mL de
tampodn fosfatado salino (PBS) a través de puncidn ventricular y posterior infusién del PBS, ello
con objetivo de para eliminar el exceso de eritrocitos en tejido cerebral. Una vez realizado este
procedimiento, con ayuda de unas tijeras se disecd el craneo para proseguir con la obtencion del
tejido encefalico, realizando corte transverso y bilateral, de posterior a anterior tomando como
referencia la regidn petrosa del temporal, una vez realizado, retiramos cubierta redundante y
tras una presion firme con instrumentacion obtendremos el cerebro.

-Etapa 7.- Obtencidn de cortes histoldgicos

Una vez obtenido el tejido cerebral del ratdon, se colocd en el medio de congelacién “optimal
cutting temperature” (OCT). A continuacién, el tejido fue congelado a -70°C para conseguir la
solidificacion del OCT, una vez solidificado, procedimos a la obtencidn de los cortes histolégicos,
esto con ayuda del criostato, a temperatura de corte entre -19 a -21 grados centigrados, fijando
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muestra con OCT en superficie de corte, esperando hasta su solidificacion, continuando con la
realizacion de cortes con un grosor de 5 um, fijdndolos sobre porta objetos, colocando 2
muestras histoldgicas por porta objetos.

-Etapa 8.- Determinacion de la expresién de receptores CB1

Para la determinacién de la expresién de los receptores para endocanabinoides en tejido
encefalico, se empled un andlisis de intensidad media de florescencia por microscopia, para
deteccién de proteinas en tejido (inmunohistoquimica).

o Meétodo de laboratorio para el que se usan anticuerpos a fin de determinar si hay
ciertos antigenos (marcadores) en una muestra de tejido. Por lo general, los
anticuerpos van unidos a una enzima o un tinte fluorescente. Cuando los anticuerpos
se unen al antigeno en la muestra de tejido, se activa la enzima o el tinte y se observa
el antigeno al microscopio (49).

Preparacion de laminilla para valorar intensidad de fluorescencia (anexo 1y tabla 4).

o 1.- Se fijaron las laminillas con acetona en un tubo falcon de 50 mL con acetona,
durante 20 minutos a temperatura ambiente.

o 2.- Se dejaron secar las laminillas y se hizo un borde con lapiz de cera alrededor de Ia
muestra (en forma circular, tomando la muestra como centro).

o 3.-Se agregd buffer de blogqueo (100 pL por muestra) y se colocd la laminilla en
camara humeda en agitacion (sobre el agitador a 56 rpm) a temperatura ambiente.

o 4.- Se hicieron 3 Lavados con buffer de lavado, retirando buffer de lavado con micro
pipeta antes de iniciar el siguiente y dejando en agitador durante 5 minutos.

o 5.-Se preparo el anticuerpo primario. Tubo eppendorff con 100 uL de PBS-T20 al cual
se le agregan 0.3 plL de anticuerpo. Anticuerpo primario CB-1R (tabla 4).

o 6.- Se agitd el tubo eppendorff con anticuerpo en el vortex hasta homogeneizar e
inmediatamente se colocé en la muestra.

o 7.- Se colocd la muestra dentro de cadmara humeda (cubierta con aluminio) en
agitacion dentro de refrigerador a 42 C durante toda la noche.

o 8.- Al dia siguiente, se saco el agitador del refrigerador y se dejo a temperatura
ambiente durante 30 minutos.

o 9.- Se hicieron 3 Lavados con buffer de lavado, retirando buffer de lavado con micro
pipeta antes de iniciar el siguiente y dejando en agitador durante 5 minutos.

o 10.- Se colocé medio de montaje con DAPI, 50 pL.

11.- Se cubrid la laminilla con cubreobjetos (previamente limpiarlo con etanol al 70%)

o 12.-Seleyd al microscopio.

o

Se colocd laminilla en la platina, enfocamos con objetivo de 20x, se abrid obturador y
visualizamos canales de fluorescencia. Se nombré cada canal de fluorescencia en la computadora
e iniciamos a tomar fotos de las regiones de interés. Realizamos el mismo procedimiento con el
objetivo 60x, previamente colocando una gota de aceite de inmersién en el lente para una
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adecuada lectura. El software que permite la utilizacidon del microscopio, controla la captura de
imagenes multidimensional a la perfeccidn, con respaldo para captura, visualizacidon, control de
periféricos y administracion y analisis de datos de hasta seis dimensiones (X, Y, Z, Lambda
(longitud de onda), T, puntos multiples). Ademds, ofrece caracteristicas sofisticadas de
procesamiento de imagenes, como un moédulo de deconvolucidén extremadamente potente, una
exclusiva capacidad de base de datos con un solo clic y funcién de profundidad de campo
extendida.

Se analizaron 10 células por campo en 10 fotografias para cada animal de experimentacién, en
un microscopio de fluorescencia Nikon 6000 bajo un objetivo de 20X y 60x, por medio del
software GraphPad Prism. Se evalué la poblacion celular con sefial positiva para el receptor CB1,
y a partir de ello se determiné la intensidad media de fluorescencia.

Anticuerpo Fluorocromo Tipo Marca
CB1 NJA Anticuerpo pgllclonal de Abcam
conejo
®
Anti — 18G Alexa Fluor Anticuerpo policlonal de Abcam

647 cabra anti-IgG de conejo

Tabla 4. Anticuerpos empleados

-Etapa 9.- Analisis de Resultados

Se realizaron pruebas estadisticas no paramétrica de Friedman, para la comparacion de grupos,
para fines de graficas se utilizd desviacion estandar; los valores de p <0.05 se consideraron
estadisticamente significantes.
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8.- Implicaciones éticas

Este proyecto de investigacién se realizd acorde a los lineamientos del comité de Etica en la
Investigacion de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Estado de México,

basandonos en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999: sobre las especificaciones
técnicas para la produccién, cuidado y uso de animales de laboratorio.
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9.- Resultados

Consumo de agua en mililitros, alimento en gramos y cambios en el peso corporal gramos.

Con el fin de determinar si la suplementacion con edulcorantes comerciales tiene efectos sobre
el comportamiento alimentario y la ganancia de peso de los animales experimentales, se
determinaron los cambios en el consumo diario de solucién con edulcorantes, alimento y se
determinaron semanalmente los cambios en el peso corporal de los mismos.

En cuanto al consumo de agua, los resultados muestran que el grupo suplementado con
sacarosa y glucdsidos de esteviol incrementaron el consumo de bebida a partir de la primera
semana de tratamiento, mostrando diferencias significativas con el grupo sin suplementacion a
lo largo del periodo de estudio (control vs. sacarosa: 1.861 mL + 0.2254 vs. 3.45 mL = 0.6103,
p=0.0485. control vs glucdsidos de esteviol: 1.861 mL + 0.2254 vs. 4.032 mL + 0.193, p=0.0040.),
evidencidandose aun mas en las ultimas dos semanas de estudio (semana 5y 6) (Figura 1A). En
contraste, los resultados para el consumo de alimento muestran que el grupo sacarosa
disminuyd su consumo de alimento en comparacién con el grupo control (control vs sacarosa:
21.48g + 0.5737 vs. 25.65 g + 0.8544, p=0.0140. control vs glucdsidos de esteviol: 21.48 g +
0.5737 vs. 23.3 g £ 0.2582, p=0.4719.) (Figura 1B). No obstante, a pesar de la disminucién en el
consumo de alimento en el grupo suplementado con sacarosa, los resultados muestran que este
grupo tuvo una mayor ganancia en peso en comparacion con el grupo control (21.48 g + 0.5737
vs. 25.65 g + 0.8544; p=0.0140) y el grupo de glucdsidos de esteviol (25.65 g+ 0.8544 vs. 23.3 g +
0.2582; p=0.4719), manteniendo ésta tendencia a lo largo del periodo de estudio. En cambio, el
grupo control y el grupo glucdsidos de esteviol mostraron un comportamiento muy similar
durante el periodo de estudio (Figura 1C).
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Figura 1. Consumo de agua, alimento y ganancia de peso en grupos suplementados. A.
Representacién del promedio semanal del registro diario de consumo de agua en los grupos experimentales. B.
Resultados del registro diario de consumo de alimento en los grupos experimentales. C. Resultados del registro
semanal de la ganancia de peso en los grupos experimentales. Los datos se muestran como medias = desviacion
estandar. * p<0.05. n=4 ratones por grupo.

Andlisis del comportamiento de ansiedad.

Para determinar la presencia de cambios en el comportamiento de ansiedad en los animales
bajo estudio, se realizaron 2 pruebas que se usan comunmente para este tipo de estudios en
modelos de mamiferos: caja oscura y laberinto elevado en cruz.

En el caso de la prueba de caja oscura, el aparato consiste en una cdmara oscura y una camara
brillantemente iluminada. Una abertura restringida, de 3 cm de alto por 5 cm de ancho, conecta
las dos cdmaras. Los ratones pueden moverse libremente entre las dos cdmaras. El nimero de
entradas en la camara brillante y la duracién del tiempo que se pasa alli se utilizan como indices
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de ansiedad en el espacio brillante en ratones. En la prueba, los resultados de comportamiento
no muestran diferencias significativas entre los grupos control y sacarosa en cuanto al nimero
de entradas (e) en los lados iluminado (control vs. sacarosa: 3.438 e + 1.048 vs. 3.375 e + 0.5951,
p=0.8665. Control vs. glucdsidos de esteviol: 3.438 e + 1.048 vs. 3.25 e + 0.3536, p=0.8665.
Sacarosa vs. glucdsidos de esteviol: 3.375 e + 0.5951 vs. 3.25 e + 0.3536, p=0,9999) y no
iluminado (control vs. sacarosa: 3.063 e + 0.427 vs. 3.438 e + 0.5543, p=0,9999. Control vs.
glucdsidos de esteviol: 3.063 e £ 0.427 vs. 4.625 e £ 0.6292, p=0.1017. Sacarosa vs. glucésidos de
esteviol: 3.438 e + 0.5543 vs. 4.625 e + 0.6292, p=0.1017) (Figura 2A). En el andlisis del tiempo
de permanencia en minutos de los animales en cada espacio del area de prueba, los resultados
no mostraron diferencias significativas, aunque se observa una tendencia a permanecer mas
tiempo en el area no iluminada (control vs. sacarosa: 7.384 min + 0.4017 vs. 6.696 min + 0.6071,
p=0.1555. Control vs. glucésidos de esteviol: 7.384 min + 0.4017 vs. 7.172 min * 0.2644,
p=0.9999. Sacarosa vs. glucdsidos de esteviol: 6.696 min + 0.6071 vs. 7.172 min + 0.2644,
p=0.6478), en comparacion en el lado iluminado (control vs. sacarosa: 2.616 min + 0.4017 vs.
3.304 min + 0.6071, p=0.1555. Control vs. glucdsidos de esteviol: 2.616 min + 0.4017 vs. 2.828
min + 0.2644, p=0.9999. Sacarosa vs. glucdsidos de esteviol: 3.304 + 0.6071 vs. 2.828 + 0.2644,
p=0.6478) en los animales de los grupos de estudio. Estadisticamente, no hubo diferencia
significativa para los grupos en este parametro (Figura 2B).

En el caso de la prueba de laberinto elevado en cruz, el aparato utilizado, comprende dos brazos
abiertos y dos brazos cerrados con una plataforma central, todo el aparato esta a 50 cm por
encima del piso. Los ratones pueden moverse libremente por el laberinto durante 10 min. Se
cuantifica el tiempo en minutos pasado en los brazos abiertos y estas mediciones sirven como un
indice de comportamiento similar a la ansiedad. Los resultados para el nimero de entradas en
cada brazo abierto (control vs. sacarosa: 7.063 min + 3.287 vs. 9 min + 3.873, p= 0.8665. Control
vs. glucdsidos de esteviol: 7.063 min + 3.287 vs. 10.94 min + 2.657, p=0.1017.

Sacarosa vs. glucésidos de esteviol: 9.0 min + 3.873 vs. 10.94 min + 2.657, p=0.8665) y brazo
cerrado (control vs. sacarosa: 8.063 min + 1.505 vs. 6.813 + 2.41, p=0.9999. Control vs.
glucésidos de esteviol: 8.063 min + 1.505 vs. 5.188 min + 0.875, p=0.2313. Sacarosa vs.
glucosidos de esteviol: 6.813 min + 2.41 vs. 5.188 min + 0.875, p=0.4719) del laberinto entre los
grupos no muestran diferencias significativas; sin embargo, se encontré diferencias significativas
en el nUmero de entradas al brazo abierto en el grupo glucdsidos de esteviol (10.94 e + 2.657 vs.
5.188 e £ 0.875; p=0.0286). En la figura 2C se puede apreciar una tendencia del grupo sacarosa a
entrar mas en el brazo abierto (9.0 e + 3.873 vs. 6.813 e + 2.41; p=0.3714). En cuanto al tiempo
de permanencia en cada brazo del laberinto, los resultados no muestran diferencias significativas
entre los grupos experimentales (control vs. sacarosa: 7.293 min + 0.5211 vs. 7.087 min %
0.2588; p=0.9999; control vs. glucdsidos de esteviol glucdsidos de esteviol: 7.293 min + 0.5211
vs. 4.831 min + 0.7014; p=0.0400; sacarosa vs. glucésidos de esteviol (7.087 min + 0.2588 vs.
4.831 min + 0.7014; p=0.2313). Al igual que en la prueba de la caja oscura, se observé una
preferencia significativa de los animales experimentales de los grupos a permanecer en el brazo
cerrado (Figura 2D). Tras el analisis correspondiente y con base en los resultados obtenidos, se
resume que el tratamiento con sacarosa o glucdsidos de esteviol no ocasionan un aumento en el
nivel de ansiedad en comparacion con la dieta control.
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Figura 2. Andlisis del comportamiento de ansiedad en grupos suplementados. A y B.
Comportamiento de los ratones en la prueba de la caja oscura, mostrando nimero de entradas en cada area y
tiempo de permanencia en las mismas, respectivamente. C y D. Comportamiento de los ratones en la prueba del
laberinto elevado, mostrando nuimero de entradas en cada area y tiempo de permanencia en las mismas,
respectivamente. Los datos se muestran como medias + desviacion estandar. n=4 ratones por grupo.

Expresidn del receptor CB-1 en tejido encefdlico

Finalmente, se determind la intensidad media de florescencia (IMF) para la expresion del
receptor CB1 en cada grupo, la cual no mostré diferencia significativa entre los grupos
experimentales (control vs. sacarosa: 4342 + 1236 vs. 4544 + 911.9; p=0.9999; control vs.
glucdsidos de esteviol: 4342 + 1236 vs. 5516 + 275.4; p=0.8665; sacarosa vs. glucdsidos de
esteviol: 4544 + 911.9 vs. 5516 + 275.4; p=0.8665).
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Figura 3. Expresidon de receptor CB1 en tejido encefdlico de ratones suplementados. A. Anélisis por
inmunofluorescencia para detectar la expresion del receptor CB1 en tejido encefélico. Se observan nucleos celulares
de tejido neuronal (en azul) y la expresion del receptor CB1 (en rojo), tanto en grupo control como para los grupos
experimentales, esto con escala de 0.13um/px. B. Valores de intensidad media de fluorescencia (IMF) para el
receptor CB1. Los resultados muestran el valor promedio en 10 células por campo en 10 campos, para cada
muestra. n=4 ratones hembra por grupo.
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10.- Discusion

Actualmente, una de las grandes problematicas en salud a nivel mundial son las enfermedades
crénico degenerativas, en especifico las asociadas a la ingestion de alimentos inadecuados o en
exceso. Diabetes y obesidad se han convertido en el comidn denominador en la practica de dia a
dia de los médicos, incitando a la busqueda de nuevas terapéuticas e investigaciones mas
profundas para un mejor abordaje. Tal es el caso del sistema de endocanabinoides, que hasta
hace algunas décadas se desconocia y actualmente se sabe que ésta en todo el organismo. Esta
amplia distribucién le confiere una gran gama de funciones, entre ellas, se incluye la manera en
la que el consumo de alimento lo estimula; en especifico, su relacion con el consumo de glucosa
y la forma en que esto a través de una retroalimentacién repercute en el comportamiento (1).

Actualmente se sabe que el consumo de alimentos “palatables” o “sabrosos”, en éste caso
“dulces”, se asocia al aumento de seflales orexigénicas, lo cual se traduce en una seiial
neurohumoral, generando una mayor ingestién de alimentos y conduciendo a una mayor reserva
energética en el organismo, traduciéndose en una ganancia ponderal. En el caso de este
proyecto, algunas de las variables contempladas fueron las ganancias ponderales, asi como el
consumo de alimento y bebida de los elementos de estudio. Se encontrd un aumento en el
consumo de bebida en el grupo sacarosa y el grupo glucdsidos de esteviol en comparacion con el
grupo control durante todo el periodo de estudio, siendo un resultado esperado, sustentado en
el estimulo orexigénico al cual se asocia el consumo de glucosa(14). Sin embargo, en el caso del
consumo de alimento, observamos que el grupo sacarosa mostro un menor consumo en
comparacién con el grupo control, no obstante, el grupo glucdsidos de esteviol mostré un
comportamiento similar al de grupo control durante todo el periodo de estudio. En primera
instancia esto podria parecer contra intuitivo, dado que, en teoria, el grupo suplementado con
sacarosa esta recibiendo un aporte mayor de glucosa en su dieta, por lo que se esperaria que
produjera del estimulo orexigénico que se viera reflejado en una mayor ingestién de alimentos.
No obstante, al tomar en cuenta el balance energético, se explica el resultado obtenido debido a
que, al suplir la demanda de azucar en la bebida, el consumo de alimentos puede disminuir,
dado que el organismo detecta el exceso de energia ingerido y se induce una disminucién en el
apetito, manteniendo de ésta forma el balance energético del organismo (1,14,24). Sin embargo,
esto no explica en su totalidad lo encontrado en grupo glucdsidos de esteviol, que como
observamos fue el grupo que mayor ingesta de bebida presento, en el consumo de alimento,
mostro un comportamiento similar al de grupo control, pese a que en bebida que el que mas
ingirid, donde esperaria encontrar un contra balance en el consumo de alimento, pero no fue
asi.

En cuanto a la ganancia de peso, podemos apreciar la tendencia de ganancia ponderal
presentada en el grupo suplementado con sacarosa y glucosidos de esteviol en comparacion con
el grupo control, la cual se mantiene durante todo el tiempo de estudio. Este resultado era el
esperado, debido a que grupo sacarosa tuvo un aporte calérico adicional que podria reflejarse
como un aumento en la adiposidad como mecanismo de reserva energética, traduciéndose de
ésta forma en un aumento de peso o ganancia ponderal, lo que llama la atencién es que grupo
glucdsidos de esteviol glucdsidos de esteviol a pesar de haber presentado un mayor consumo de
alimento y bebida en comparacién con grupo sacarosa, esto no se vio reflejado en un mayor
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aumento de peso. Con base en estos resultados, se puede inferir que, en efecto, la presencia de
sacarosa se asocia a un incremento del apetito, en este caso observandose una predileccién por
la bebida azucarada que se muestra como aumento en el consumo de agua y que se asocia a un
aumento de peso de los animales suplementados con el edulcorante, de igual manera, inferimos
que el consumo de glucdsidos de esteviol glucdsidos de esteviol se asocia con un mantenimiento
del peso corporal, mostrando comportamientos casi similares a los de grupo control; siendo una
conclusién esperada para estas variables.

En cuanto al objetivo principal de este proyecto, el analisis del comportamiento de ansiedad
empleando las pruebas de la caja oscura y laberinto elevado en cruz, mostré que el patron de
comportamiento de los animales en ambos grupos experimentales, no presenta diferencias
significativas, lo cual indica que no hubo aumento de ansiedad en los ratones suplementados
con edulcorantes. En ambas pruebas se pudo apreciar que los animales tuvieron mayor nimero
de entradas en las dreas no iluminadas y brazos cerrados en comparacion con las dreas
iluminadas y abiertas, sin necesidad de demostrar un estado patoldgico de ansiedad,
presentando patrones similares de exploracién y permanencia. La inferencia de los resultados en
éstas dos pruebas es que los grupos muestran cierta ansiedad durante la manipulacién
experimental, ya que prefieren pasar el tiempo en areas que pudieran ser consideradas mas
seguras para ellos, aun cuando muestran la disposicion para explorar su entorno dentro de
limites normales. Se cuenta con estudios previos en los cuales se demuestra que el consumo de
“dieta de cafeteria”, se asocia con cambios en comportamiento y en el patron de exploracién, no
solamente afectando al elemento de estudio sino también su descendencia (24,27,54,59). Sin
embargo, en éste estudio no se encontrd cambio en el patron de exploracion, esto asociado al
hecho a que, en dietas de cafeteria, se les suplementa con alimentos palatales y ricos en otros
grupos alimenticios, no solamente con edulcorante bebido. No obstante, los resultados
obtenidos en este proyecto son Unicamente una indicacion preliminar, ya que debido al tamafio
de la muestra no se pueden generalizar éstos patrones.

Finalmente, el analisis de la relacion entre la suplementacion con edulcorante y la expresién del
receptor CB1 en el cerebro de los animales experimentales tampoco mostraron diferencias
significativas entre los grupos. Los patrones de expresion de la molécula fueron similares entre
los grupos experimentales, lo cual fue demostrado igualmente por medio de la determinacién de
los valores de intensidad media de florescencia para el receptor CB1, con base en la informacién
presentada se indica que la suplementacién tanto con sacarosa y/o glucésidos de esteviol no
afecta de forma significativa la expresion de receptor CB1 en el cerebro de los ratones, de ésta
forma no se cumplié la hipdtesis propuesta en éste proyecto.
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11.- Conclusiones y recomendaciones

Con base en los resultados obtenidos en este protocolo de investigacion, podemos afirmar que
no se encontré aumento en el nivel de ansiedad ni en la expresién del receptor CB1 en corteza
prefrontal y se afirmd el hecho de que los estimulos palatables aumentan el consumo de
edulcorante y se asocian a ganancias ponderales.

Se recomienda ampliar la cantidad de sujetos de estudio para poder brindar mayor significancia
a los resultados, siendo conveniente hacer la comparacién con otros edulcorantes comerciales.

En cuando a las pruebas de ansiedad, seria conveniente contar con un ambiente totalmente
aislado, esto con el objetivo de disminuir en lo posible el sesgo que algun estimulo externo
pudiera generar. De igual forma, la implementacion de un software analitico para evaluar los
patrones de exploracion y movimiento seria muy Util para incrementar la significancia de los
resultados.
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12.- Perspectivas futuras

El presente estudio permitié obtener resultados parciales en cuanto a la relacidon entre la
suplementaciéon con edulcorantes y alteraciones en el comportamiento y la expresion de
receptores del sistema endocanabinoide en el cerebro de ratones, con la desventaja de incluir
un espectro pequefio de poblacién en estudio. Pese a ello, podemos inferir que el consumo de
sacarosa y/o glucdsidos de esteviol comercial no aumentan los niveles de ansiedad ni la
expresion de receptor CB1 en corteza prefrontal; sin embargo, si genera regulacién orexigénica,
reflejandose en el aumento de consumo de bebida azucarada y ganancia ponderal,
principalmente con suplementacién de sacarosa.

No obstante, se necesita realizar esta investigacion con un mayor numero de individuos por
grupo para demostrar el grado de significancia estadistica de los resultados encontrados. Para
ello se necesita ampliar el nimero de individuos a un minimo de 6 por grupo. Sumado a esto,
seria de gran importancia en el futuro investigar mayores patrones moleculares involucrados en
la respuesta de ansiedad, como por ejemplo cuantificacion de cortisol.
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