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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue el de analizar la conducta alimenticia a
través de los parametros del andlisis microestructural, al administrarse por via intracerebral

" Mianserina (antagonista de los receptores 5-HTgaarmp) (2:9) ¥ Serotonina (5-HT) (2uq) en

el Niacleo Paraventricular Hipotatamico (NPH) de diez ratas sin lasién y ocho ratas
lesionadas, 8 dias antes de la administracién de mianserina y 5-HT para lo cuél se
administré intracerebralmente una dosis (2ug) de 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT),
neurotoxina selectiva para neuronas serotoninérgicas; por otro lado, como contraste se
observé bajo el mismo procedimiento a un grupo contral (10 sujetos) que se sometid a las
mismas condiciones, administrando a este grupo Unicamente solucidn salina (S5}, Los
animales tuvieron acceso libre al agua y a una dieta de cafeteria consistente en
carbohidratos, proteinas y grasas y fueron mantenidos en un ciclo invertido de iuz-
oscuridad de 12x12hrs, éstas condiciones fueron las mismas tanto para la fase de
ambientacion (una semana previa a la cirugia) como para la fase de experimentacién;
después de la ambientacidn, se realizé una operacién estereotaxica para implantar una
canula guia que llegaba hasta el NPH de acuerdo a coordenadas ya establecidas
previamente; la fase experimental consistié de tres sesiones, en la primera se les aplico a
los sujetos S5, en la segunda sesion farmaco y en la tercera nuevamente SS. La aplicacidn
de los farmacos y de la S5, se realizé 15 min antes de iniciar el periodo de oscuridad
administrandose primero la mianserina y 5 minutos después la 5-HT. Se llevaron a cabo 2
registros {computarizados} de duracién continua {20 min}), el primero a! iniciar el periodo de
oscuridad y el segunde a la hora de iniciado el periodo de oscuridad, al término de ambos
registros se pesaron los alimentos. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los sigulentes pardmetros de la microestructura: ingesta, frecuencia y
duracién de los episodios alimenticios, tasa local de la alimentacion de carbohidratos y

proteinas; no asi para las grasas ni para las conductas de heber y dormir. Se utilizo un
analisis multivariante de varianza (MANOVA), para determinar si existieron diferencias
significativas entre las unidades de andlisis y la estructura alimentaria. El analisis de los

resuttados suglere que el antagonista mianserina atenuo el efecto supresor de la 5-HT sobre
la ingesta de carbohidratos. Sin embargo, en el grupo lesionado, la ingesta aumento debido,
probablemente, a gue la 5,6-DHT rapidamente depleta las vesiculas de almacenamiento y
puede inducir la liberacion masiva de 5.HT, es decir, 1a 5,6-DHT produce muerte de ias
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neuronas serotoninérgicas (principalmente}, lo que tenen como consecuencia el
vaciamiento de las vesiculas sinapticas que almacenan 5-HT, a este nivel, el incremento de
ia concentracion de 5-HT en el NPH produce un decremento en la ingesta, posteriormente al
ser metabolizada ésta 5-HT se observa un incremento en la ingesta, debido probablemente.
a que 1a sintesis y liberacion de 5-HT esta disminuida en ta region dafada . Para el caso de
las proteinas, se observd principalmente un aumento en la duracién de los episodios
alimentarios, lo cual indica que [a administracién de la 5-HT en el NPH no produjo el efecto
anoréxico, es decir, no decremento el consumo de carbohidratos mencicnado por otros
investigadores. La administracion de mianserina+5-HT no mostré efectos importantes sobre
la ingesta y los parametros de la microestructura para grasas; por lo cual se arguye. que

estas pueden ser dependientes de otros sistemas.



INTRODUGCION

Diversas investigaciones han mostrado que la red neuronal serotoninérgica
esta implicada en la regulacion del peso corporal y la ingesta alimenticia,
observandose que al haber cambios en la actividad serotoninérgica se afectan
procesos como el de hambre, apetito, satisfaccion y el estado de saciedad
(Blundell. 1978b; Boschmann, Frenz, Murphy & Noack, 1996; Feldman, Meyer &
Quenzer, 1987, Leibowitz, Weiis &_Suh, 1890; Klondzinska & Chojnacja-Wojcik,
1990; entre otros), particularmente en la ingesta de carbohidratos, sin afectar la de
proteinas (Wurtman & Wurtman, 1977, 1979a y b). Pero debido a la diversidad de
receptores de la 5-HT y sus subtipos (Hoyer, Clarke, Fozard. Hartig, Martin,
Mylecharane, Saxena & Humphrey, 1994; Mazzola-Pomiento, Aulakh & Murphy,
1995; Pandey, Davies & Pandey, 1995), se hace necesario investigar cual o

cuales de éstos se encuentran implicados en &l control de la conducta alimenticia

Los receptores 5-HT; han sido sefialados por la literatura como los

responsables para mediar el efecto anoréxico (Kitchener & Dourish, 1994), aunque
hay autores que mencionan que at variarse las condiciones experimentales en las

dietas los resultados suelen ser contradictorios {Lawton & Blundell, 1893).

Con relacion a lo anterior se ha observado que la aplicacion local en el niicleo de
rafé de la 8-hidroxi-2-(di-n-propilaminojtetralin (8-OH-DPAT), agonista de los
receptores 5-HT1A reduce la transmisidon serotoninérgica e induce la ingesta
{Cooper & Ciccocioppo, 1993; Fletcher & Davies, 1990; Fletcher & Coscina, 1993;
Poeschila, Gibbs, Simmansky & Smith, 1892). El 8-OH-DPAT tiene un efecto
bifasico ya que se a reportado que a dosis elevadas el consumo de alimento
disminuye, esto puede ser explicado por la estimulacion directa de los receplores
postsinapticos serotoninérgicos al alcanzar las concentraciones necesarias en ei
espacic sinaptico, ya que también muestra afinidad por sitios postsinapticos
{Dourish, Hutson & Curson, 1985).



También se mostré en estudios previos que [os agonistas de receptores
5-HT4c, 5-HT4g o 5-HT; como la 5-methoxy-3-(1,2,3 6-tetrahidro-4pyndinyl)
H-indole  (RU  24969), 1-(3chiorophenyl}) pperazine (mCPP), 1 -[3-
{tnfluoromethyliphenyl} piperazine (TFMPP) y el 1-(2-5-dimethoxy-4-iodophenyl)-2-
aminopropane (DOI) suprimen la ingesta en animales privados y no privados
(Samanin, Mennini, Ferraris, Bendoth, Borsini, & Garathini, 1979: Benedott, &
Samanin, 1987, Kennett, Dourish & Curson, 1987; Kennett & Curson, 1988a,
Kennett & Curson, 1988b; Dounish, 1992). Por otro lado se ha observado que la
aplicacion de mianserina (antagonista de los receptores 5-HT1B/2A/1D) incrementa
la ingesta ( Egan, Early & Leonard, 1979); asi como su capacidad para atenuar ios
efectos del agonista TFMMPP (Kiondzinska & Chojnacja- Wojcik, 1990; Grignosh
& Samanin, 1992).

Debido a Io anterior la presente investigacion tuvo como objetivo observar
los efectos de la 5-HT en sujetos pretratados con el antagonista de receptores

serotoninergicos del subtipo 5-HTqgpaipiee  (Mianserina) en el nucleo

paraventricular hipotalamico (NPH), sobre algunos de los parametros alimentarios

de ratas lesionhadas con una neurctoxina (5,6-DHT) y sin lesion.

La hipdtesis que se planted en esta investigacion fue que los cambios
provocados por la aplicacion en el NPH de 5-HT decrementan la ingesta
alimenticia, contrarestandose al aplicar mianserina (antagonista de receptores 5-
HT1Br24/1D), en este niicleo. Asi también posterior a la aplicacién de mianserina,
se generan ajustes en la autoseleccion dietaria y en los parametros de la

estructura de la conducta alimenticia.



CAPITULO 1 ASPECTOS NEUROFISIOLOGICOS DE LA ALIMENTACION

1 1 Definicion De Conceptos

La investigacion de la conducta alimenticia como una conducta mulufactorial
cada dia toma mas auge ya que se ha reportado que esta conducta no solo tiene
la finalidad de cubnir un requerimiento fisico y nutricional, sino que también implica
motivaciones afectivas, sociales, culturales, asi como procesos y estados a nivel
neurcfisiologico. siendo estos (ltimos los que se abordan en el presente trabajo.
Es de suma importancia dejar en claro diversos términos que hacen referencia a
procesos o estados particulares de la ingesta alimenticia, tales como hambre,
apetito, satisfaccion y saciedad (Blundell, 1979a) ya que frecuentemente son
confundides y utilizados como si fuesen un mismo fendmeno, tanto en la literatura

como €n el lenguaje cologuwial.

Las definiciones que se retoman en el presente trabajo son las establecidas
por Blundell (1979b) donde:
Hambre: Es el proceso por el cual se estimula el inicio de la alimentacion
(contacto con el alimento)
Apetito: Proceso por el cual se dirige y guia la conducta alimenticia una vez
gue inicio (duracion dei episodio afimenticio {seg) y cantidad {g) de alimento
ingerido)
Satisfaccion: Proceso por el cual la alimentacién cesa {después de haber
ingerido alimento)

Saciedad: Estado de inhibicion sobre una préxima alimentacién

Por ejemplo, es posible decir que la accion de una droga que inhibe la
ingesta de alimento, esta afectando ei preceso de satisfaccion, tomando en cuenta
que sélo se desencadena este proceso cuando el cese de alimentacion es
consecuencia de una previa ingesta alimenticia (Velazco-Ariza, 1989). Aunque Ia
sola observacion del decremento parcial de la ingesta no es suficiente para utilizar

el término satisfaccion o saciedad (Blundell, 1979b; Blundell y Latham, 1979a).



Por lo cual es fundamental que estos términos sean definidos y diferenciados,
para entender de forma adecuada la conducta alimenticia v cémo cada procesoc o

estado ya descrito se da en el sujeto en un momento particular (Blundell, 1981)

Este momento particular de la conducta se da en un contexto de actividad
cerebrai continuo y dindmico, el cual ha sido denominado por Blundell & Rogers
{1978), con el nombre de flyo neuroquimico, fendmeno descrito tambien por
Sullivan & Triscari {1976} con el nombre de flujo metabolco. Sigutendo este
principio, y de manera analoga se puede entonces definir como flujo conductual a
la red de procesos por los que se hace posible la actividad de un organismo en su
ambiente, por lo cual los farmacos que influyen sobre el flujo neuroquimico ylo
metabolico afectan al mismo tiempo el flujo conductual ya que hay una relacién
directa entre éstos, tomando en cuenta que la conducta también tiene una

naturaleza psicol6gica.

Debido a la influencia que tienen los neurotrasmisores en ia ingesta
alimenticia, se estima conveniente definic previamente lo que es un
neurotrasmisor. Se considera que un neurotrasmisor s un componente que
puede ser sintetizado y liberado de las terminales nerviosas presinapticas cuando
las fibras nerviosas son estimuladas selectivamente, ademas debe mimetizar
(cuando es aplicado de manera local), la accién del componente endageno que
es liberado en el nervio estimulado (Cooper, Bloom, Roth, 1996). Los
neurofrasmisores deben tener ciertas caracteristicas para ser considerados como
tales, y segtin Zimmermman (1993) son: '

1- Las sustancias y las enzimas necesarias para su sintesis se deben

encontrar en la neurona.

2- Los impulsos que llegan a las terminales presinapticas deben liberar

dicha sustancia, si es que el impulso supera o iguala al potencial umbral.

3- Existencia de sistemas que permitan la inactivacidn rapida de tales

sustancias.



4- La aplicacion local de esta sustancia debe producir cambios similares a

los producidos por la liberacion sinaptica.

9- Que las respuestas inducidas por los farmacos aplicados localmente

sean similares a las inducidas por la liberacion del mediador a nivel

sinaptico.

6- Un neurotrasmisior debe ser liberado bajo condiciones controladas por la

seccion terminal del axon.

7- Debe tener un efecto en una célula cercana a ia célula objetivo.

1.2 Neurotrasmisores Implicados En La Conducta Alimenticia

Las monoaminas hipotalamicas estan involucradas en el control de la

conducta alimenticia, particularmente en los patrones temporales de ésta, y sobre

el apetito de nutrimentos especificos (Blundell, 1984; Garattini, Bizzi, Caccia,
Codegoni & Mennini, 1992; Leibowitz, 1980 y 1986).

Algunos de los neurotrasmisores implicados en la ingesta alimenticia

se pueden observaren la tabla 1.

AMINAS BIOGENICAS NEUROPEPTIDOS AMINOACIDOS
TRASFORMADOS
CATECOLAMINAS | SEROTONINA B- Endorfinas
Dopamina (5-HT) Colecistoquinina GABA
Noradrenalina Neuropéptido Y
Adrenalina Péptido YY

TABLA 1: Principales neurotrasmisores implicados en Ja ingesta.

La participacion que tienen los neurotrasmisores en la ingesta alimenticia

son especificos de cada uno, por ejemplo, la noradrenalina estimula el consumo

de proteinas y carbobidratos a través de un incremento en ta tasa de alimentacion

{gftiempa), tamafio (q) y duraciéon de la alimentacion, mientras gque la serotonina




10

controla la ingesta particular de carbohidratos a través de una temprana cesacidn
de la alimentacion {Manciila, Zaragoza & Mejia, 1994, Wurtman & Wurtman, 1977,
1979a y b), siendo al parecer ei lugar donde actoan el hipotafamo medio
{Leibowitz & Shar-Posner, 1986) Un sitio particular para la interaccion de estos
neurotrasmisores parece ser el NPH ya que al lesionar este lugar
electroliticamente se induce hiperfagia especiaimente de carbohidratos (Letbowitz
& Papadakos, 1979; Leibowitz, 1980; Shor-Posner, Azar, insigna & Leibowrtz,
1985).

Asi mismo se ha reportado que la aplicacion de microinyecciones de
noradrenalina en asociacion con corticosterona en este nucleo ncrementa la
ingesta de alimento (Leibowitz, Roland, Hor & Squillari, 1984), en contraste la
aplicacion de norfenfluramina (facilitador de la liberacion de serotonina) inhibe la
ingesta especialmente de carbohidratos (Grinker, Marinescu, Leibowitz, 1982:
Leibowitz, Shor-Posner, 1986; Levitsky & Trofano, 1992).

Otros estudios que han repeortado al NPH como protagonista en la
modulacion de la ingesta, son los realizados por Tsujii & Bray (1992), quienes al
aplicar salbutamol {agonista B2 adrenergico) en el tercer ventriculo observaron un
decremento en ia ingesta de alimento. También al aplicar 1-fenilefrina (agonista o1
adenérgico) en ef NPH se reducia la ingesta (Davies, Wellman, 1992; Weliman &
Davies, 1991,1992). Pero adn no se puede definir con claridad el mecanismo de |a

interaccién de estos neurotrasmisores.

Por otro lado, la accién que se observa en e} hipotalamo lateral contrasta
con la del hipotalamo medio (tabia 2), puesto que se ha observado, una mediacion
dopaminérgica y posiblemente adrenérgica en la regulacion alimenticia. Asi
mismo, se ha observado que al apiicar anfetamina (agonista serotoninérgico,
dopaminérgico y noradrenérgico) ésta inhibe de manera importante al proceso de

hambre, retardando en general el inicio de la alimentacion y en lo particular



aumeniando la latencia para las proteinas (McCabe & Leibowitz, 1984). ademas
se reporta una accion similar al administrar d-anfetamina por via mntraperitonial
{Cooper, Greenwood & Gilbert, 1993).

Zona Medial Zona |ateral
NPH, HM HL
Estimulacion Saciedad Induce la
alimentacion
Lesion Hiperfagia Hipofagia

Tabla 2- Accidn del hipotalamo y conducta alimenticia

Asi, se puede considerar que éstos transmisores participan en la
regulacion de la alimentacion y la seleccion de macronutrimentos, modulando la

cantidad y los patrones temporales de ingesta.

Por ofro lado, se ha comprobado que las catecolaminas acttian o parecen
hacerlo en el hipotalamo lateral (HL), principalmente en ia region perfornical
(PFH), la cual es rica en receptores y terminaciones dopaminérgicas (Leibowitz &
Brawn, 1980; Leibowitz & Rossakis, 1979a, 1979b; McCabe & Leibowitz, 1984)
Debido a la proximidad entre el NPH y fa region PFH, su asociacién anatomica y
su activa inervacidon monoaminérgica parecen estar directamente involucrados en
la ingesta alimenticia (Hatton, Cobbett & Salm, 1985).

Algunos autores (Leibowitz, 1980; Leibowitz, Shor-Posner, Brennan &
Alexander, 1993) reportan que la accidn de la noradrenalina parece estar
actuando en el NPH, incrementando, como ya se ha mencionado, la ingesta de
carbohidratos y suprimiendo la ingesta de proteinas o no afectandola. Mientras
que la dopamina actita en fa porcién lateral del NPH disminuyendo el consumo de

carbohidratos.
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En contraste, la serotonina pudiera estar funcionando come sensor de los
aminoacidos circulantes en plasma (Wurtman, Hefti & Melamed, 1981; Wurtman &
Wurtman, 1984), siendo al parecer et NPH, el nicleo ventromedial y el nucleo
supraquiasmatico los lugares donde interactuan ia serotonina, Leibowitz, Weiis y
Suh (1990) al aplicar en estos puntos 5-HT observaron que Ia ingesta de alimento
era inhibida y aunque es cierto que el NPH no es el unico nucleo responsable de
fa ingesta, si se puede considerar a los nucleos médiales del hipotalamo como
regiones importantes para la regulacion de la ingesta, debido a su localizacién

anatomica.

Se ha descrito brevemente los lugares de accidn de estos
neurotrasmisores, aunque no asi su relacion en especifico con la conducta
alimenticia de acuerdo a su interaccion con ofros receptores o al ser manipulados
con farmacos que antagonizan o agonizan su accion. A continuacion se describen
brevemente algunas investigaciones que han evaluado estos aspectos de algunos
transmisores como son: Dopamina, GABA, Neuropeptido Y {NPY) y Serotonina.

Dopamina: Al explorar la naturaleza de la interaccion entre 5-HT y
dopamina, Fietcher (1991) aplicd en el rafé medio o dorsal 8-OH-DPAT (agonista
de los receptores 5-HTq4), incrementando fa ingesta en ratas, y al administrar
haroperidol (antagonista D1/D2) inhibit el efecto producido por e} 8-OH-DPAT en
el rafé medio, en un grupo al cual se le administré subcutaneamente un
pretratamiento con haloperidol; por otro lado se encontrd en otro grupo el mismo
efecto al aplicar alpha-flupenthixol (blogueador de los receptores dopaminérgicos
D1/D2) en la misma zona que al grupo anterior, asi como en el nicleo accumbens,
éste farmaco aplicado en el nucleo caudado en sus porciones dorsolateral y
ventromedial, también inhibieron los efectos def 8-OH-DPAT del rafé dorsal, pero
no del rafé medio.

Por otro lado la deplesion de dopamina en el estriado ventrolateral (cuando

es administrado el neurotdxico B-hidroxidopamina), decrementa Ia ingesta de
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alimento ya que impide las funciones motoras necesarias que se requieren para la

conducta alimentaria.

GABA. Estados conductuales como Ia hiperfagia (sobrealimentacion),
hiperactividad (incremento de ta actividad locomotora). hiperdipsia (incremento en
el consumo de agua) e incrementos en los niveles de corticoesteroides en plasma
son comunmente relacionados con lesiones y microinyecciones de agonistas

GABAérgices en el nicleo de rafé medio y dorsal {Liljequist, 1993)

En el estudio realizado por Paris, Mitsushio & Lorens (1991), sobre los
receptores GABAérgicos, reportaron que al administrar en el rafé medio un
agonista de los receptores GABA como el muscimol se induce activacién
conductual (hiperactividad), y se incrementa la ingesta de alimento (hiperfagia) y
agua (hiperdipsia), mientras gue la administracién de muscimol en el rafé dorsal

solo incremento la ingesta de alimento.

El neuropeptido Y (NPY) coexiste en varias areas hipotalamicas con Ia
serotonina por lo cual la literatura lo sefiala como un neuromodulador involucrado
en la mediacién del efecto anoréxico de fa 5-HT. Rogers, McKibbin & Williams
(1991} administraron en los nticleos ventromedial, dorsomedial vy en el hipotalamo
lateral, fenfluramina (agonista serotoninérgico) para evaluar los niveles de NPY
existentes en estos nicleos, enceonirando que los niveles de NPY decrementaron
significativamente, inhibiendo también la ingesta de alimento, lo cual puede
contrarrestarse administrando metisergida (antagonista 5-HT) en el NPH (Brown &
Coscina, 1995).

ta neuroquinina: Paris y cols. {1981} reportaron que la infusion de
taquicinina (agonista selectivo de ios receplores de neuroquinina) en el rafé
produce hiperactividad a través de la activacion de los receptores de neuroquinina-

3 (NK-3) (peptido de la familia de las taquicininas), localizados sobre el cuerpo de
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las células serotoninéregicas, ademas al aplicar en el rafé medio y dorsal un
agonista NK-3, como el sektide o el muscimol (agonista GABAérgico),
encontrandose que éste Gltimo al aplicarse en el rafé medio provocaba un
incremento del consumo de agua y alimento, mientras que si el muscimol era
administrado en el rafé dorsal solo se observaba un incremento en la ingesta de
alimento, en contraste el agonista de NK-3 senktide aplicado en este mismo punto
suprime la ingesta de alimento y al aplicario en el rafé medio inhibe tanto Ia
ingesta de alimento como la de agua, lo cual permite inferir que fa NK-3 esta
involucrada en los mecanismos de ingesta tanto de sélidos como de liquidos que

se accionan en el rafé medio

1.3 Serotonina y Conducta Alimenticia

La serotonina es una indolealcilamina que es quimicamente designada
como 3-(2-aminoethil) indol-5-¢l, pero ordinariamente es conocida con el nombre
de 5-hidroxitriptamina (5-HT). Su estructura quimica revela su cercania con el
aminoacido triptofano, el cual constituye el principal precursor inmediato del
neurotrasmisor 5-HT (Feldman, Meyer & Quenzer, 1997).

Debido a que la 5-HT no puede cruzar la barrera hematoencefilics es
necesario que las células cerebrales la sinteticen (figura 1); primero con la
captacion del aminoacido triptdéfano (ef cual se obtiene principalmente de la dieta),
que es el precursor primario para su sintesis, el segundo paso es la hidroxilacion
en la posicion para formar 5-hidroxitriptéfano (5-HTP). La enzima responsable de
esta reaccion es la friptéfano hidroxilasa la cudl se encuentra en bajas
concentraciones en la mayor parte de los tejidos incluyendo el cerebro; el tercer
pasoc es la descarboxilazion casi inmediata del 5-HTP, por la enzima

descarboxilaza, obteniéndose asi la serotorina, ésta aiin puede ser metabolizada
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mas por la desaminacion de la menoamincoxidasa (MAQO), obteniendo comao
resultado e 5-hidroxiindolacetaldehido, el cual puede ser alin mas oxidado a acido
5-hidroxiindolacético (5-HIAA) o bien reducido a S-hidroxitriptofol dependiendo de
la reaccion de NAD+/NADH en el tejido (Cooper, Bloom & Roth 1996)

La serotonina se encuentra en muchas células que no son neuronas, como
las plaquetas localizadas en la sangre, las células cebadas y las células
enterocromafines localizadas en el intestino, de hecho solo un 1.2% de la 5-HT
total se encuentra en el cerebro. Las neuronas que contienen serotonina estan
limitadas a grupos de céiulas que yacen en la linea media 0 cerca de ésta en las
regiones del rafe de la protuberancia y patte superior del tallo cerebral. Tambien
se han detectado en células reactivas en el area postrema y en el locus coeruleus
caudal asi como en los nucleos hipotalamicos e interpenduculares y sus

alrededores (Cooper, & cols, 1896).

Actualmente se conocen diversas clasificaciones en cuanto a las clases y
subtipos de receptores serotoninérgicos como se muestra en fa tabla 3. Algunos
de éstos subtipos no estan del todo caracterizados como son el 5-HT, s sy ¢
(Hoyer, Clarke, Fozard, Harting, Martin, Mylechrane, Saxena & Humprey, 1994,
Mazzala - Pomiento, Aulakh & Murphy, 1895). Por esto se hace indispensable
determinar cuales de estos receptores son los que estdn implicados en la
alimentacion, en la literatura se ha encontrado que es el 5-HT, el que media los
efectos angréxicos de la 5-HT (Kitchener & Dourish, 1994), pero se ha observado
que al variar la dieta estos resultados pueden ser contradictorios (Lawton &
Blundell, 1993).

Diversos estudios han relacionado a los mecanismos serotoninérgicos, ne
sélo con la conducta alimenticia, si no también se ha observado su relacion con
otras conductas como son, respuestas de ansiedad, algunos aspectos de la

actividad sexual, desordenes afectivos, agresion y conductas suicidas, peso

- o



corporal, desérdenes obsesivos-compuisivos asi como el abuso del aicohol.

Receptores

Subtipos

Localizacion

5-HT,

5-HT1a,

iB

Principaimente en
neuronas del SNC
SNC y algunos nervios
periférnicos
Principalmente SNC
Solo en el SNC
Principaimente en el
SNC

5-HT,

2B

2c

Mdsculos vasculares
lisos, plaguetas del
pulmén, SNC vy tracto
gastrointestinal
Periférica
principalmente,
SNC

5-HTs

Neuronas centrales y
periféricas

5-HT,

Tracto gastrointestinal,
SNC, corazdn y vejiga

urinaria

5-HTs

5-HTsa

5B

SNC

5-HTs

SNC

5-HT+

SNC

Tabla 3: Receptores serotoninérgicos
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Feldman & cols. (1997} proponen que el papel de la serotonina en la
conducta alimenticia se puede observar en diversos aspectos relacionados con
ésta, como son: las alteraciones de las sustancias fisioldgicas de la inanicion de
alimento (signos de hambre); las sustancias fisioldgicas de la terminacién de la
alimentacion (signos de saciedad); los mecanismos que regulan la seleccion de
macronutrientes; los sensores de percepcion de alimento; los componentes

motores de la ingesta de alimento, entre otros.

Otro factor que se a observado en el estudio de la relacion existente entre
conducta alimenticia y 5-HT son los cambios de la actividad aferente de neurocnas
serotoninérgicas que se presentan en el hipotalamo lateral y el hopotaiamo medio
de ratas durante la presentacién de alimento previa a la ingesta y durante la
ingesta. Al respecto Schwartz, Hernandez & Hoebel (citados en Feldmar & cols,
1997) mostraron a través de un estudic de microdidlisis el incremento de la
liberacién de 5-HT tanto en el hipotalamo medial como en el lateral, cuando se
exponia a ratas a la presencia de alimento antes de ingerirlo y durante la ingesta
de alimento, aungue no observaron éste efecto posterior a la ingesta alimenticia.

Como se ha mencionado, la serotonina tiene un papel importante dentro de
la alimentacién, aunque no es el Gnico trasmisor involucrado con ésta, es por eso
que dentro del estudio del rol funcional de este neurotrasmisor, en cuanto a la
conducta alimenticia se abarcan diversas lineas o estrategias de estudio como
son: 1) El trabajo con animales donde se observa el efecto de agonistas o
antagonista de un neurotrasmisor particular sobre la ingesta de alimento
{Kyrcakide & Silverstone, 1979; Silverstone & Goodall, 1986); 2) El estudio de
agentes toxicos que dafian o destruyen neuronas serotoninérgicas (Bramgarten
et.al. citados en Feldman y cols. 1997), 3) Centrado en los efectos de un precursor
de neurotransmisores (Fernstrom, 1981), 4) B! trabajo con humanos donde se

observan los mecanismos neuroquimicos de diversos trastornos alimenticios.
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1} El trabajo con animales donde se observa el efecto de agonistas o antagonista

de un neurotrasmisor particular sobre fa ingesta de alimento

Algunas investigaciones realizadas con el agonista de los receptores
5-HT. la B-OH-DPAT aplicado en el nucleo del rafé dorsal, mostraron que la
neurotrasmision serotoninérgica disminuye, y como consecuencia la ingesta de
carbohidratos se incrementa (Cooper &, Ciccocioppo, 1993; Fletcher & Davies,
1990; Fletcher & Coscina, 1993; Poeschila, Gibs, Simansky & Smith, 1992). El
8-OH-DPAT presenta un efecto bifasico, pues a dosis elevadas disminuye el
consumo alimenticio, ya que tiene una accién directa sobre los receptores
postsinapticos serotoninérgicos al alcanzar la concentracién necesaria en el
espacio sinaptico, mostrando afinidad también, por sitios presinapticos 5-HT
{Dourish, Hutson & Curson, 1985).

En un estudio realizado por Baldwing & de la Riva, (1995), donde se aplicd
a cerdos con alimentacion ad libitum 8-OH-DPAT por via infravenosa se encontro
que este farmaco incremento ia ingesta de alimento antagonizando tal efecto con
la aplicacion de CCK-8, contrariamente los efectos anoréxicos causados por el
CCK-8, pueden ser bloqueados por el WAY-100135, antagonista del receptor
5-HT,. (Voigt, Pink & Marsden, 1995). Lo que sugiere que los receptores 5-HT,,
median la relacion de 5-HT-CCK en cuanto a la ingesta alimenticia de ratas.
Aunqgue es de interés tomar en cuenta que el pretratamiento con 8-OH-DPAT no
fue capaz de anular el efecto supresor de la CCK-8, en ratas en diferentes
pericdos de alimentacion (Ebenezer & Brooman, 1994).

El area dorsal del rafé es también una regién sensible para estimular Ia
accion de la serotonina. Los estudios de Fletcher & Davis (1990), mostraron que &
administrar en este punto dosis bajas de d-fenfluramina (agonista serotoninérgico),
zimelidina (inhibidor de la recaptura de 5HT), o de brofaromina (inhibidor de

monoamina oxidasa tipo A), se produce un incremento en la ingesta de alimento,
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lo cual se explica como una posible inhibicién de la actividad de las neuronas

serotoninergicas del rafé dorsal.

La mianserina, antagonista de los receptores 5-HT gpaip €5 Un farmaco que
actua en el hombre como un antidepresivo de los llamados tetraciclicos (Browman,
& Rond, 1985). Se han realizado estudios acerca de los efectos de la mianserina
en el organismo como son ios efectos ansioliticos, donde se encontrd que este
farmaco provoca ansiedad en ratas (Bondnoff, Suranyi-Cadott, Qurion & Meaney,
1989) y las disfunsiones serotoninérgicas implicadas en la patofisiologia de la
depresion en humanos (Whiterford, Jarvis, Stedman, Pond & Csermansky (1993);
fa conducta sexual de ratas hembras y el papel de dualidad que juega fa
serotonina (Uphose, Colon, Cox, Caldarola-Pastuszka & Wolf, 1996). Este farmaco
tambien incrementa la ingesta alimenticia por lo cual ha sido utilizado como un
antagonista anoréxico. Klodzinska & Chojnacja-Wojcik (1990) reportaron los
efectos de 1-(3-(triflucrometil) fenil) piperazina (TFMPP), un agonista de los
receptores de 5-HTsnc ¥ 5-HT,, el cual a dosis bajas decrementa la ingesta de
comida durante 4 horas en ratas con alimentacion libre, el TFMPP indujo anorexia
la cuai fue blogueada por metergolina (antagonista de receptores 5-HT e ¥
5-HT,); mesulergina (antagonista de receptores tipo 5-HT,,), y mianserina
(antagonista 5-HT;c y 5-HT.), pero algunos antagonistas de los receptores 5-HT,
como ta ketanserina y la ritanserina atenuaron los efectos anoréxicos del TFMPP,
lo cual permitié concluir que el TFMPP inducia anorexia en ratas con alimentacion

libre probablemente debido a la mediacion de receptores 5-HT, y 5-HT,.

En el estudio realizado por Shibata, Ono, Minamoto & Watanabe (1995) se
examinaron los efectos atenuantes de los antagonistas serotoninérgicos,
mianserina, ritanserina y Y25130 administrados intraperitonialmente, sobre el
deterioro de la percepcion del tiempo de comer en ratas viejas y jovenes,
presentado en un registro diario. Al restringirseles la alimentacién a un alimento
especial en un tiempo variadoe del dia (13:00 y 17:00 h) por un periodo de 6 dias
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consecutivos, se observo que su actividad asociada al tiempo de comer, es decir,
su aclividad locomotora presentada antes del periodo alimenticio, era dafiada, y al
aplicarse posteriormente por 6 dias consecutivos mianserina o ritanserina
(antagonista de receptores 5-HT2) o Y25L30 (antagonista de receptores 5-HT3)
este deterioro causado por la restriccion de alimento se atenuaba principaimente
por un séptimo dia que era en condiciones de ayuno, sin embargo ia ingesta de
comida no era afectada. Estos resultados sugieren que ai ser obstruidos los
receptores de 5-HT2 yfo 5-HT3 se atenua el deterioro de fa manifestacion de la
actividad antisipatoria del tiempo asociado a la alimentacion, es decir la actividad
locomotora previa a la ingesta.

2) El estudio de agentes toxicos que dafian o destruyen neuronas serctoninérgicas

Otra de las lineas de estudio sobre la anatomia fisiologica y el
comportarmiento de los sistemas serotoninérgicos es proporcionada por farmacos
0 neurotdxinas que afectan a las neurcnas serotoninérgicas. Las primeras
neurotoxinas descubiertas que afectan a la serotonina son las andlogas
5,6-dihidroxitriptamina  (5,6-DHT) y 5,7-dihidroxitriptamina  (5,7-DHT). Estos
compuestes causan reduccion en fa concentracion cerebral de 5-HT, en la
actividad de la triptéfano hidroxilaza, y la recaptura de la serotonina al ser
administradas intracerebroventricularmente (Baumgartn, et al, 1978; citade en
Feldmanr y cols, 1897).

La neurotoxina 5,6-DHT afecta selectivamente a las neuronas
serotoninergicas y el 5,7-DHT puede mostrar alguna preferencia por este tipo de
neuronas, aunque también son significativamente afectadas las neuronas
noradrenérgicas. Estas neurotoxinas no pueden cruzar la barrera
hematoencefalica en animales adultos, sin embargo, pueden ser administradas
por infusion en el fluido cerebroespinal o por microinyecciones en estructuras

cerebrales y espinales (Berge, Fasmer, Tveiten & Hole, 1985).
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En el estudio realizado por Berge & cols (1985) se evaluaron tanto los
efectos de la cauterizacion y el rango extenso de dosis de 6-OHDA, 56-DHT y
5,7-DHT (0.6 a 80ug calculadas como base inyectadas en un volimen de 10ul)
administradas intracranealmente, en las proyecciones noradrenérgicas y
serotoninérgicas del corte frontal, lumbar y el segmento cervical de la medula
espinal, asi como tallo cerebral y el cuerpo celular monoaminérgico. La evaluacion
se realizd de 2 a 3 semanas después de la lesion, con la finalidad de permitir la
degeneracion completa del tejido cerebral, ademas de haber esperado 7 dias
después de la implantacién del cateter para administrar la respectiva neurotoxina.
L os autores encontraron que la 6-OHDA redujo en un 80% la recaptura de NA en
los sinaptosomas del tejido lumbar sin afectar la recaptura serotoninérgica, la
5,6-DHT redujo en forma similar fa recaptura serotoninérgica con dosis menores a
40ug sin reduccion de la recaptura noradrenérgica, mientras que la 57-DHT
redujo la recaptura de ambas aminas utilizando dosis con un rango de 1.25ug a
80ug para 5-HT y de 2.5ug a 80ug para NA. Por ditimo, se observé que la
implantacién de los catéteres internos, de acuerdo al procedimiento seguido en el
experimento, no lleva a ninguna alteracion detectable en los sistemas

noradrenérgicos y serotoninérgicos.

Por otro lado en un estudio realizado con sinaptosomas cerebrales de ratas
(incluido todo el cerebro) se observd que la 5,6-DHT produjo una rapida deplesion
de 5-HT a menos de una hora de administracion en el componente in vivo y a
pocos minutos en el componente “in vitro”, siendo ésto un indicio de que dicha
deplesion representa la liberacion de 5-HT por vaciamiento de las vesiculas
sindpticas. Es igualmente plausible que el 5,6-DHT produzca rapidamente Ia
deplesion de 5-HT por inhibicion en la sintesis de ésta o por activacion de una
manera similar a la reserpina para almacenar la produccion neuronal de aminas
(Wolf & Bobik, 1988).

Grignoschi & Samanin (1992), al estudiar el funcionamiento de varios



23

receptores serotoninérgicos encontraron que al destruir las neuronas
serotoninérgicas con 5-6-dyhidroxitriptamina via intracerebroventricular v con la
aplicacion posterior de fluoxetina, se observé un efecto hipofagico el cual no se
modificaba con farmacos como la metergolina, (-)-propancl o ICS205-330,
mientras que al aplicar mianserina, ritanserina y xylamide, éste efecto hipofagico
provocade por la fluoxetina tenia leves modificaciones, es decir, reduciéndose

significativamente.
3) Centrado en los efectes de un precursor de neurctransmisores

Se ha observado gue al administrar 5-hidroxitriptéfano (5-HTP), precursor
de 5-HT, este rapidamente se descarboxila para formar 5-HT y causa una
determinada concentraciéon tanto en el sistema central como en el sistema
periférico (Underfrend, Chistenson y Deirman, 1973; citados en Mancilla y cols.,
1993). Cuando el 5-HTP se aplica en conjuncion con una dosis de drogas come la
MK-486 o la RO 4-4702 (Blundell y Latham, 1979b), se produce una inhibicién de
la actividad de Ja aminoacido descarboxilasa en el sistema periférico, pero no en el
central y asi se garantiza que los efectos del 5-HTP sean centrales, ya que éste
afecta conductuaimente como depresivo yfo sedativamente por via periférica,
mien-tras que por via central tiene efectos sobre la ingesta alimenticia (Mancilla y
cols, 1993).

En un estudio realizado por Mancilla & cols (1993), donde se evaluaron los
efectos de la administracién de 5-HTP sobre la seleccion e ingestion dietaria y la
microestructura de la conducta alimenticia en 3 grupos de ratas (grupo 1: Purina,
grupo 2: proteinas carbohidratos y grasas y grupo 3: proteinas, carbohidratos
grasas y sacarosa al 32%. Los autores encontraron que los efectos del 5-HTP en
ratas sobrealimentadas mostraron un decremento selectivo sobre la ingesta de
carbohidratos caracterizados por un significativo incremento en el tiempo para

iniciar la ingesta (saciedad), una disminucién en la frecuencia de los episodios
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(satisfaccion), asi como, una disminucion en la duracion de los episodios.
(satisfaccién), y un aumento en el tiempo entre los episodios alimenticios
(saciedad) ademéas la aplicacion de este precursor de serotonina mostrd una
tendencia a decrementar el tiempo total de beber, siendo esto interpretado como
una evidencia mas de que la seleccion de carbohidratos es mediada

serotoninérgicamente ya que el agua era una fuente importante de carbohidratos.

4) El trabajo con humanos donde se observan 1os mecanismos neuroquimicos de

diversos trastornos alimenticios

Diferentes estudios realizados para evaluar ios mecanismos neuroquimicos
de la bulimia, reportan que las mujeres con bulimia nerviosa muestran una
reduccion en la actividad de la 5-HT, o que éste tipo de personas son menocs
sensibles a la estimulacion serotoninérgica (Pii, Cohen, Verkes, Koppeshaar,
Lestra, Shoemaker, Prolich, Onkenhout & Meinders, 1985).

Asi mismo, Weltzin, Fernstrom, Fernstrom, Nauberger & Kaye (1895)
examinaron los efectos de la accién depresiva del triptofano (precursor de
serotonina) en 20 mujeres con y sin bulimia nerviosa, encontrando un incremento
en la ingesta de calorias , asi como una irritabilidad de humor en las mujeres con
pulimia nerviosa, después de la deplesion del triptofano. Lo cudl sugiere que las
alteraciones de la actividad serotoninérgica en la bulimia quizas estén
relacionadas con la depresién o la frecuencia de atracones en este tipo de

pacientes.

Por otro lado, se han recopilado las opiniones de expertos en obesidad
sobre las causas y tratamientos de la misma (Bray, York & Delany, 1992), las
cuales han coincidido en que las drogas serotoninérgicas representan un grupo de
farmacos efectivos en el tratamiento de la obesidad y que su uso se podria

incrementar



CAPITULO 2 METODOLOGIA EN EL ESTUDIO DE LA CONDUCTA
ALIMENTICIA

Como se menciond en el capitulo anterior, existen diversas estrategias de
manipulacién y estudio de la serotonina que han permitido observar la relacion
existente entre este trasmisor y la conducta alimenticia, entre las que ya se
mencionaron se encuentran:

- Microinyecciones por via central.

- La manipulacion farmacoldgica por ruta periférica.

- Administracion de precursores de 5-HT.

- Lesiones en el nicleo de Rafé.

- Utilizacidn de neurotdxicos serotoningrgicos.

Ademas de estas existen otras:

- Cbesidad genética y experimental.
- Desnufricidn y realimentacion.

- Cortes en el diencéfalo.

Estas estrategias han permitido evidenciar que este neurotrasmisor esti
involucrado en la alimentacién (Mancilla & Pérez, 1992).

Por ofro lado entre los andlisis utilizados para investigar los mecanismos
serotoninergicos relacionados con la ingesta alimenticia, que han permitido
realizar un estudio mas detallado de la ingesta de alimento son ia técnica de
microdialisis (analisis neuroquimico), y el analisis microestructural (andlisis

conductual).

2.1 Microdialisis:
Por medio de este procedimiento se pueden observar los aspectos

farmacologicos vy fisioldgicos involucrados en la conducta alimenticia “in vivo™. Bajo
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este procedimiento se han reportado avances en la investigacion de ta conducta
alimenticia tales como: a) en el NPH se lbera NA durante el periodo de
alimentacion; b) al sucederse la conducta alimenticia simultaneamente se
incrementa el acido S-hidroxiindolacético (5-HIAA), en el NPH: ¢) al introducir por
dialisis reversible anfetamina se incrementa la actividad sinaptica dopaminérgica,
noradrenérgica y serotoninérgica en el hipotalamo lateral; d) la 5-HT y 1a dopamina
en el HL podrian contribuir a que la fenfluramina induzca la saciedad, ya que la
aplicacion de d-fenfluramina incrementa fa actividad neural serotoninérgica en el
HL incrementando asi las concentraciones del metabolitc de la dopamina
{(DOPAC) (Hoebel, Hernéndez, Shwartz, Mark & Hunter, 1989},

Otro estudic en el cual se utilizd también la técnica de microdidlisis
(Shimizu, Take, Hori & Oomura, 1991) se observe que los mecanismos
serotoninérgicos que actlan en el HL son los responsables de mediar la accién
anoréxica inducida por el mazindol (liberador de dopamina y blogueador de su
recaptura), y que los efectos provocados por el manzidol pueden ser
contrarrestados por metisergida (bloqueador con mayor afinidad por los receptores
de fa 5-HT2).

Este procedimiento de analisis neuroquimico podria aportar datos que
identifiquen las relaciones de los complejos neurocircuitos responsables de la
alimentacion (Mancilla & Pérez, 1992).

2.2 Anédlisis Microestructural:

El andlisis microestructural permite examinar la manera en la que los
farmacos favorecen o mas cominmente suprimen la ingesta de alimento (aunque
también se puede utilizar este procedimiento con otras manipulaciones y no solo
farmacologicas), por medio de este procedimiento se ha podido demostrar que la
conducta alimenticia de los mamiferos comprende secuencias complejas de

conductas que tienen lugar de manera discontinua, alternando episodios en los
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que el animal come con periodos en los que deja de comer, lo cual permie al
investigador realizar medidas de diferentes parametros, como.

a) Namero de comidas hechas en un periodo determinado.

b} Tiempo de ingesta.

¢) Tiempo entre respuestas (Episodios alimenticios)

d) Latencia

e) Proporcién de ta ingesta (Tasa local)

Al igual que la interrelacion entre uno o mas de estos parametros, lo cual
permite realizar grandes avances en cuanto a la estructura que caracteriza de
manera precisa un periodo alimenticio. Ademas, con este procedimiento se
pueden detectar los cambios mas sutiles de los parametros alimenticios,
utilizandolo con otras estrategias de manipulacién y medicion de 5-HT {Lopez &
Islas, 1990). El analisis microestructural permite no solo realizar un analisis
cuantitative de la conducta alimenticia sino también un anélisis cualitativo (Mancilla
& Perez, 1992). Este analisis consiste en subdividir e total de comida ingerida en
episodios para examinar los cambios que se producen en la frecuencia, tamario y
duracién de éstos y la porcion de alimento ingerido después de la aplicacion de

alguna droga, conociendo asi el parametro especifico que esta siendo afectado.

Entre los primeros estudios realizados con este procedimiento se
encuentran los hechos por Blundell y Latham (1979) quienes observaron en ratas
privadas (18h de privacion seguide por 32h de acceso libre) y ratas con acceso
libre los efectos del precursor de serotonina el 5-HTP (administrado
intraperitonialmente), bajo un ciclo invertido de luz/oscuridad de 12h., pudiéndose
observar que la administracion de 5-HTP reduce la ingesta de alimento en las
ratas que fueron inicialmente expuestas a un periodo de privacién, fa reduccion de
la ingesta se caracterizé por la disminucion del nimero de episodios alimentarios y
por una marcada lentitud en el consumo de la porcion; también se demostrs que la

aplicacion de 5-HTP restringié la ingesta de alimento en las ratas con acceso libre,
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-

tas cuales, nunca habian sido expuestas a un régimen de privacion. Los autores
sugieren que los animales con un régimen de alimentacion libre, son mas
sensibles para la deteccidn y caracterizacion de los efectos producidos por una
droga en fa conducta alimentaria, que las ratas sometidas a un programa de

privacion.

En un estudio realizado por Lépez & Islas (1990) sobre los efectos de la
ciproheptadina en la micro estructura de Ja conducta alimenticia de ratas macho de
la cepa Wistar las cuales se mantuvieron en un periodo de ambientacién a las
condiciones experimentales durante 17 dias antes de la administracién por via
intraperitonial de ciproheptadina (0.25 mg/kg) las ratas se alojaron en cajas
individuales, bajo un ciclo invertido de luz/oscuridad de 12h. La fase experimental
consistic de tres sesiones, en la primera se aplico solucion salina, en la segunda
se les administré ciproheptadina y, en fa dlftima sesion se aplico sclucion salina a
ias 10 ratas, en estas dos (ltimas sesiones se monitoreo con un registro de
duracion continua con la finalidad de observar los efectos producidos por el
farmaco. Después de 25h de haber sido administrado el farmaco (periodo critico).
Los resultados cbtenidos mostraron evidencias de que la ciproheptadina produce
cambios caracteristicos en la microestructura de la conducta alimenticia
principaimente durante dicho periodo donde se observaron cambios en la
frecuencia y duracién con que se presentaron las conductas de acicalarse, beber,
dormir, descansar, desplazarse, husmear, acercamientos al comedero, lamerse,
levantarse en patas y rascarse. En cuanto a la ingesta de alimenio se observé una
disminucion en la latencia para iniciar el primer episodio alimenticio, ef decremento
de la frecuencia de los episodios y el incremento de la duracion de los episodios

alimenticios.

Otro estudio realizado con este procedimiento (Mancilla, Cisneros, Lépez,
Ocampo, Alvarez, Vazquez, Osomio & Rosales, 1993), reporto que al inyectar

5-HdITP a ratas sobre alimentadas, estas mostraron un decremento selectivo
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sobre ia ingesta de carbohidratos, caracterizados por un significativo incremento
en el tiempo para iniciar la ingesta (saciedad), una disminucidn en la frecuencia de
los episodios (satisfaccion), asi como una disminucion en la duracion de los
episodios (satisfaccion), y un aumento en el tiempo entre los episodios

alimenticios (saciedad).

Por otro lado se observd que el consumo de proteinas se facilita. En la
microestructura de la conducta alimenticia, se encontrd un aumento en el tiempo
para iniciar [a ingesta (latencia), un decremento en la frecuencia y duracion de
episodios, aumentando el tiempo entre los episodios. Otro aspecto que corrobord
que la seleccidn de carbohidratos es regulada por ia 5-HT, fue la disminucion del
tiempo total de beber en las ratas, ya que el agua que se les daba era una fuente
importante de carbohidraios (sacarosa 32%). Mientras que en la conducta de

dormir también se observaron cambics, aumentando el tiempo total de dormir.



METODO

Sujetos:

Se utilizaron 28 ratas macho albinas de la cepa Wistar, con un peso de 200-
2304g.

Dietas:

Hidratos de carbono: Harina de maiz; proteinas: proteina aislada de soya
91.5% marea Supro® 500E; grasas: manteca vegetal.

Farmacos: Mianserina de RBI; 5-HT y 5,6-DHT de Sigma Chemical Co.

Dosis:

Las dosis utilizadas para 5-HT, mianserina y 5,6-DHT fueron de Zng
diluides en volumen de 1ul de solucién salina al 0.9%, y aplicados a una velocidad

de infusion de 1pl por 1 minuto.

Materiales y Aparatos:

- Balanza analitica

- Bascula

- Canuias de 1.6 cm longitudinales

- Camara de circuito cerrado

- Cajas habitacion individuales con 3 comederos cada uno conectado a un
sensor el cual reportaba a una terminal los contactos del sujeto con el
comedero, ademas las cajas contaban con un sensor para el bebedero

- Computadora
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- Cemento dental

- Cubre objetos

- Estereotaxico

- Estuche de diseccion

- Fresa de 1.5 mm de diametro
- Formaldehido en solucidn

- Grenetina

- Jeringas para insulina

- Microjeringa Hamilton de 10pi
- Monitor de alta resolucion

- Penilina Benzatinica

- Pentobarbital sédico

- Poria objelos

- Taladro Feredom

- Tornillo de acero inoxidable de 4 mm de longitud x 1.5 mm de didmetro
- Vibratomo {Campden)

- Videocasetera VHS

- Videocassetts VHS

- Violeta de cresilo

Instrumentos:
- Registro de duracion continua de 20 min. En el registro se observaron
las variables: tiempo entre episodios alimenticios, duracion frecuencia
de los episodios alimenticios, tiempo que dedicaron a beber agua,

tiempo que dedicaron a dormir y seleccién voluntaria de alimento.
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PROCEDIMIENTD
FASE |

Se colocaron las 28 ratas de manera aleatoria en cajas habitacion
individuales, fueron mantenidas en un ciclo invertido de fuz oscuridad de 12 x 12
hr con agua y comida disponible todo el tiempo Los animales se pesaron una hora
antes de iniciar el ciclo de oscuridad (8:00 hr). Los sujetos tuvieron acceso a una
dieta de fuentes separadas para carbohidratos, proteinas y grasas (las cajas
habitacion tienen tres comederos). Cada nutnmento se cambié de lugar de
acuerdo a un orden preestablecido, para evitar “preferencia de lugar” (Primer dia-
Proteinas (PRO)-Carbohidratos (CHO)-Grasas (FAT); segundo dia CHO-FAT-
PRO, tercer dia FAT-PRC-CHO). E! tiempo que permanecieron en éstas
condiciones fue de una semana (fase de ambientacion). _

FASE i}

En esta fase los animales se anestesiaron con pentobarbital sddico (1.5
mg/kg/ip). Una vez anestesiados, se fijaron a un estereotaxico realizandoles un
corte longitudinal en la piel, de aproximadamente 2.5 cm., Para exponer asi los
huesos craneanos. Posteriormente se perforé uno de los huesos parietales
utilizando un taladro (foredom) con una fresa de 1.5 mm. de didmetro para colocar
un tornilio (acero inoxidable de 4 mm. de longitud x 1.5 mm. de diametro), que
sirvid como punto de fijacion para el cemento dental. Se realizé un segundo orificio
sobre el area suprayecente al NPH del lado derecho para implantar una canula
guia, por la cudl se aplico el farmaco y/o la sofucion salina en la fase experimental,
utilizando las siguientes coordenadas: posterior a bregma 1.40; lateral z la linea
media 0.3 y de profundidad a partir de dura madre 7.7. Las coordenadas sugeridas
se tomaron del atlas estereotaxico de Paxinos y Watson (1982). Las cuales fueron
corregidas por ensayo y error, inyectando azul de metileno a través de Ia canula

guia hasta tefiir el NPH. Una vez corregidas las coordenadas, se implanté la
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canula guia de 1.6 cm longitudinales (aguja hipodérmica No. 21) en el NPH y se
fij6 con cemento dental. Finalmente se aplicaron 50.000 U/kg. (v.1 m.) de penicilina

benzatinica para prevenir infecciones

FASE il

Esta fase consistio de un periodo de 3 dias para la recuperacidn de Ia

intervencién quirtirgica.

FASE IV

En esta fase las ratas se asignaron a unc de 3 grupos (n=10) para proceder
a la aplicacion intrahipotalamica de la mianserina (ver tabla 4). Antes de empezar
el periodo de oscuridad se limpiaban las cajas de registro para evitar que se les
pegara alimento a los sensores, también se revisaba el funcionamiento de los
sensores tanto de los comedores como del sensor del agua, los cuales reportaban
a una terminal los contactos del sujeto con el comedero, se les pesd el alimento
que se les dejaba al principio y al finai del registro y se peso a los sujetos
diariamente. La aplicacién intrahipotaldmica de mianserina se realizdé 10 min antes
de iniciar e! periodo de oscuridad (8:00 hr.) y 5 minutos después de la aplicacion
de esta se les administro la 5-HT utilizando una microjeringa para administrar un
1pi x 1 min, los sujetos se colocaban en una caja sin tapa mientras se les aplicaba
la microinyeccion; para asegurar una difusién completa de las sustancias el
microinyector permanecia un minuto adicional dentro de la canula guia. Se
realizaron registros (Computarizados) de duracion continua a las 9:00 hrs (P1) y
10:00 hrs (P2), cada registro tuvo una duracion de 20 minutos, estos registros se
realizaron desde un cuarto contiguo, a través de una camara de circuito cerrado
para bajas intensidades de luz, para no interferir con fa alimentacidn de los
animales, al término de cada registro se volvid a pesar y rellenar los comederos

recolectando lo que se cayera del comedero, para determinar el consumo,
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Las variables a registrar fueron tiempo entre episodios almenticios,
duracion y frecuencia de los episodios alimenticios, tiempo que dedicaron a beber
agua, tiempo que dedicaron a dormir y preferencias alimenticias (seleccion

voluntaria de alimento).

CONDICIONES | SESION 1 SESION 2 SESION 3
GRUPO 1 VEHICULO VEHICULO VEHICULO
CONTROL + + +

(n=10) VEHICULO VEHICULO VEHICULO
GRUPO 2 VEHICULO MIANSERINA VEHICULO
SIN LESION + + +
(n=10} VEHICULO 5-HT VEHICULO
GRUPO 3 VEHICULO MIANSERINA VEHICULO
CON LESION + + +
(n=8) VEHICULO 5-HT VEHICULO

Tabla 4: Esquematizacion del disefio: El cuadro muestra la forma en la que se

realizd las sesiones de la fase experimental

La lesion se realizo con 8 dias de anticipacién con 5-6-DHT y la mianserina

se aplicd 5 min antes de la 5-HT.

FASE V

En esta fase, se perfundié a los animales intracardialmente, primero con
NaCl 0.9% isétonica y luego con formatina al 10%, para fa remocién de cerebro, el

cual se mantuvoc 15 dias en formol al 10%. Posteriormente se realizaron cortes
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histologicos cordnales de 60y de espesor con un vibratomo {Campden), los cuales
se fijaron a un porta objetos con grenetina para luege tefirlos con la técnica de
Nissl| y poder asi verificar que el sitio de implantacién de la canula guia fuera el
NPH.

Analisis estadistico: En los datos donde se cumplié con el criteric de
esfericidad (Huynh-Feldt {H-F)), se realizé un analisis multivanado (MANOVA) con
medidas repetidas como modelo estadistico para determinar diferencias
significativas entre los grupos, las condiciones (medidas repetidas} y sus
interacciones en cada unidad de analisis: ingesta (g) de proteinas, carbohidratos y
grasas, asi como para cada uno de los parametros de la microestructura
alimentaria: tempo entre episodios alimenticios; duracion y frecuencia de los
episodios alimenticios, tasa local de alimentacion; tiempo que dedican a beber
agua y tiempo que dedican a dormir. Para los datos que no cumplieron con el
criterio de esfericidad se realizo un analisis univariado; ya que éste resuita ser mas

potente que el multivariante (Lopez- Garcia & Ate- Garcia, 1994).

£l procesamiento estadistico se llevd a cabo con el paquete denominado SPSS

(version 7.5.25 para windows).



RESULTADOS

Ingesta

En la grafica 1 se observa. que con respecto a la ingesta de proteinas, las
diferencias se dieron al comparar las condiciones (A (2)=5.2, p<.05); resultando
mayor la ingesta del grupo control en su primera sesidén en comparacion con las
otras condiciones. Para el caso de la ingesta de carbohidratos (grafica 2D), se
observaron diferencias significativas entre los grupas (F (2)=5.4; p<.05) y la
interaccién entre grupos-condiciones (L (4)=2.8; p<.05). £n la comparacién por
pares (Bonferroni), las diferencias se dieron entre el grupo Con Lesion (CL) vs el
grupo Sin Lesion (SL) (condicién 2) y en la condicion 3, el grupo control vs grupo
SL; siendo mayor la ingesta en el grupo lesionado, posterior a la apiicacion del

farmaco.

Frecuencia

En la grafica 2A y B, se observa que para la frecuencia de los episodios
alimenticios de proteinas (P1) se encentraron diferencias en la interaccion grupos-
condiciones (F (4}=4.9; p<.01} y en P2, en la comparacién entre condiciones (F
(2)=3.5; p<.05). En la frecuencia de los episodios alimenticios de carbohidratos
(grafica 2C), se observaron diferencias en la comparacién entre grupos (F (2)=4 .4;
p<.05). En la comparacién por pares (Bonferroni}, las diferencias se dieron entre el
grupo control vs fos grupos CL y SL. La frecuencia resultd menor en los grupos CL
y SL en comparacién con el grupo control.

Duracion

Para la duracién de los episodios alimenticios {(grafica 3), las diferencias
encontradas se dieron en la duracion de proteinas de P1 en la comparacién entre
grupos (F(2)=6; p<.01); en la duracion de los episodios de carbohidratos de P1 y
P2 al comparar los grupos (F (2)=5; p<.05 y F {2)=3.6; p<.05 respectivamente) y



en los episodios de grasas, al comparar las condiciones en P1 (F (2)=3.6; p<.05).
En la comparacion por pares de la duracion de los episodios alimenticios de
carbohidratos en P1 (Bonferroni), las diferencias se dieron entre el grupo control
vs el grupo SL (condiciones 1y 2}.

Tiempo entre episodios

En la grafica 4A y C se sefialan las diferencias encontradas en el tiempo
entre episodios alimenticios (TEEPS). En proteinas y carbohidratos, las diferencias
se dieron en la interaccion de grupos-condiciones en Pt (F {(4)=4, p<0t y F
{4)=4.3; p<.01 respectivamente).

Tasa local de alimentacion (ingesta/duracién)

En la grafica 5A y C se sefialan las diferencias encontradas en la tasa local
de alimentacidon. En la tasa local de proteinas, las diferencias se dieron en P1 al
comparar las condiciones (A (2)=6.8; p<.01) y en Pt de carbohidratos al comparar
ios grupos (F (2)=17; p<.0001). En la comparacién por pares (Bonferroni), las
diferencias en proteinas se dieron en ia condicion 3 entre el grupo control vs los
grupos SL y CL (condicion 2) y al comparar el grupo control vs ef grupo SL
{condicidn 3).

Beber y Dormir
Para el tiempo que dedican los animales a beber y dormir (gréfica 6), no se
encontraron diferencias significativas.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Ingesta

En la comparacion de condiciones se observd una facilitacion en el grupo
control para la ingesta de proteinas en el primer pericdo de observacion en
comparacion con las otras condicicnes. £n cuanto a la ingesta de carbohidratos al
comparar la interaccién entre grupos-condicién se observd una mayor ingesta de
carbohidratos posterior a la admimistracidn de mianserina en el grupo CL en
comparacién con el grupo SL, en ambos periodos de registro; por otro lado se
observé que en el grupo control hubo una facilitacidbn de la ingesta de
carbohidratos en la condicion 3, en comparacién con los grupos CL y SL. En la
ingesta de grasa se presentd al iguat que en los carbohidratos una mayor ingesta
después de la aplicacion del farmaco, en el grupo CL en ambos periodos y en el

grupe SL solo en el segundo periodo de observacion.

Frecuencia

Al comparar la frecuencia de los episodios alimenticios de proteinas en la
interaccion grupos-condiciones se observa una mayor frecuencia de los episodios
alimenticios en el grupo control en las 3 condiciones del periodo 1 de observacion,
en comparacién con los grupos CL y SL. En la frecuencia de los episodios
alimenticios de carbohidratos se observé una disminucién en los grupos CL y SL,
en comparacidon con el grupo control en ambos pericdos de chservacion. Por
ultimo la frecuencia en los episodios alimenticios de grasas mostrd ser mayor en el
grupo SL en la condicidn 3 del periodo 1, aungue la diferencia entre grupos y

condiciones no fue significativa.

Duracion
En la comparacion entre grupos se observ6 un aumento en la duracion de
episodios alimenticios de proteinas en el grupo Sl. en el periedo 1 principaimente

el la condicion 3. En la duracién de los episodios alimenticios de carbohidratos se
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observo que en el grupo CL aumentaba la duracién de los episodios alimenticios
después de la administracion del farmaco, en comparacion con el grupe SL en
ambos periodos, aunque ia duracion de los episodios alimenticios era mayor en el
grupo SL en comparacion con el grupo control. Finalmente la duracion de los
episodios alimenticios de grasa fue mayor en el grupo CL (condicion 2 y 3} en el 1
pericdo de observacion, y en el periodo 2 se observo una mayor duracidn de los

episodios alimenticios en la condicion 3 del grupo SL.

Tiempo entre episodios (TEEPS)

lL.as diferencias encontradas en los TEEPS se dieron principaimente en la
interaccion grupo-condiciones donde se ohservé un incremento de estos con las
proteinas en la condicidn 2 del grupo control en ambos pericdos. En el tiempo
entre episodios alimenticios de carbohidratos fue mayor la diferencia en et grupo
SL en las condiciones 1 y 2 de ambos pericdos en comparacion con el grupo
control y el grupo CL. Mientras que las diferencias en éste parametro para las
grasas se ohservaron al comparar los grupos, siende mayor el tiempo entre

respuestas en el grupo SL en la condicion 3 del segundo periodo de observacion.

Tasa local de alimentacién {ingesta/Duracion)

En la tasa local de proteinas se observd que al comparar la interaccion
grupo-condicion hubo una mayor tasa local en el grupo control y en la condicidon 1,
mientras que en el segundo periodo se observd que después de la administracién
del farmaco Ia tasa local en las proteinas aumentaba tanto en el grupo CL como
en el SL. En la tasa local de carbohidratos se observd una disminucion de ésta
tanto en el grupo CL y SL en comparacion con el grupo control principalmente en
la condicién 2 de ambos periodos. Finalmente la tasa local para las grasas mostro
ser mayor en el grupo control en fa condicion 1 (periodo 1) y en la condicién 3

(periodo 2).



DISCUSION Y CONCLUSIONES

Algunas investigaciones (Wurtman & Wurtman, 1977), han reportado que la
aplicacion de 5-HT suprime la ingesta de carbohidratos, particularmente en el
“arranque” del ciclo natural de la alimentacion se da en el inicio del periodo de
obscuridad (Shor- Pasner, lan, Brennan, Cohn, Moy, Ning & Leibowitz, 1993;
Tempel, Shor-Posner, Dwyer & Leibowitz, 1989). Sin embargo, en éste estudio al
comparar al grupo SL vs el grupo control el efecto supresor de la 5-HT sobre ia
ingesta de carbohidratos fue blogqueado con la aplicacidn de mianserina

{antagonista 5-HT1B/2A/2D) en los dos periodos de medicion.

Los cambios en los parametros alimentarios que caracterizan a la ingesta
de carbohidratos en el grupo SL, fue una disminuciéon en la frecuencia y un
aumento en 1a duracién de los episodios alimentarios, al comparario con el grupo
control. La tasa local de alimentacion disminuyo; indicando con esto una menor
ingesta por unidad de tiempo.

En este estudio, la facilitacion de la ingesta de proteinas reportada con ia
aplicacion 5-HT (Mancilla, Cisneros, Lopez, Ocampo, Alvarez, Vazquez, Osomio &
Rosales, 1994 a y b} fue prevenida por la administracion de mianserina en los dos
periodos de medicién. Lo que sugiere que este efecto, podria estar mediado por el
receptor 5-HT1B. Si bien es cierfo que la mianserina no es un antagonista
especifico para los receptores 1B, también es cierto que se le reporta con mayor
afinidad por éste {Hoyer, cols., 1994).

En los parametros alimentarios de 1a ingesta de proteinas se observd una
disminucion en la frecuencia de los episodios alimentarios en los grupos SL y CL
en comparacion con el grupo control; sin embargo, ésta disminucion no afecté la
ingesta de dicho nutrimento. También se observd un aumento en la duracién de

los episcdios alimentarios (P1) del grupo SL en comparacion con el grupo control.
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En el presente trabajo, la admunistracion de mianserina {en ios animales con
y sin lesion) no mostro efectos importantes sobre la ingesta y los parametros
alimentarios de grasas ni sobre las conductas de beber y dormir; lo que sugiere,
que estas, podrian ser dependientes de otros sistemas.

Con la administracion de neurotdxicos tales como la 56-DHT se ha
reportado que rapidamente depleta las vesiculas de almacenamiento y puede
inducirle fiberacién de 5-HT (Wolf & Bobik, 1988). Estos efectos ocurren por el
desplazamiento de vesiculas de aimacenamiento de la 5-HT. Ei deterioro en la
sintesis y almacenamiento de la 5-HT, al aplicar 5,6-DHT, puede contribuir a esa
rapida deplesion. También se ha reportado gque la lesién unilateral en el Nicleo
ventromedial con 5,7-DHT, preduce un decremento en la densidad de receptores
de 5-HT1 en los niclecs hipotélamicos, ventromedial y dorsomedial (Frankfurt,
Allen, Luine & Beaudet, 1987, Frankfurt, Mendelson, Mckittrick & McEween, 1993).
Por otro lado Grignoschi & Samanin (1992}, al estudiar et funcionamiento de varios
receptares serotoninérgicos, reportaron un efecte hipofagico ai aplicar fluoxetina
(agonista 5-HT) a animales lesionados con 5,6-DHT; el cual fue prevenido con Ia

aplicacion de mianserina.

En los animales lesionados de este estudio no se encontraron cambios
importantes en {a ingesta de proteinas. En los parametros alimentarios, de este
nutrimento, solo se observaron diferencias en la frecuencia; aungue ésta no afecté
la ingesta. Para la ingesta de carbohidratos en el P1 no se encontraron cambios;
contrastando esto con otros repartes (Clineschmidt, 1973; Clineschmidt, 1979;
Diaz, Elison & Masvoka, 1974), en el senitido de observar cambios,
particularmente en el periodo de “arranque” del ciclo natural de la alimentacion
(Shor-Posner, & cols., 1993; Tempel vy cols., 1989). En otros estudios se ha
reportado que la mianserina bloquea el efecto anoréxico producido por la
aphicacion de 1-(3-{irifluoromethyl)pheni)piperazine (TFMPP), agonista de los
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receptores 5-HT18MC y 6-HT2 (Klondinska & Chojnacia-Wojclk, 1990) Sm
embargo, en este estudio al administrar la mianserina, no se observé en el P2, un
bloqueo en el efeclc supresor de la ingesta, sino mas bien un aumento

significativo en la ingesta de carbohidratos en los animales lesionados.

Los parametros alimentarios de la ingesta de carbohidratos, con la
administracién de mianserina en el grupo de animales lesionados, se caracterizo
por un aumento en fa duracion de los episodios alimentarios (P2) y una
disminucién en la tasa local de alimentacion (P1); indicando esto uitimo una menor

cantidad de alimento consumido por unidad de tiempo.

Finalmenie, la evidencia experimental de este estudio sugiere que los
efectos sobre el sistema serotoninérgico no sélo afectan la ingesta de
carbohidratos; la mianserina bloqued los efectos supresores de ia 5-HT sobre la
ingesta de carbohidratos, incluso en el periodo de arranque, ademas en los
sujetos lesionados esie efecto se revirtid; la aplicacion de mianserina en el NPH
afecta el proceso de satisfaccion (procesc por el cual cesa la alimentacion), ya que
los episodios alimentarios eran mas duraderos pero su frecuencia disminuyo; la
facilitacion en la ingesta de proteinas, observada bajo los efectos de la 5-HT, fue
blogueada por la mianserina. Sin embargo, si se observd un aumento en la
duracién de los episodios alimentarios; asi como una menor cantidad de alimento
consumido por unidad de tiempo. En consecuencia, el procaso que se vid afectado
fue el de satisfaccion; en la ingesta de carbohidratos los receptores
serotoninérgicos potsindpticos 1ezamp juegan un papel importante, y finalmente que
ia aplicacion de mianserina, no mostrd tener efectos sobre la ingesta de grasas y
las conductas de beber y dormir por lo menocs en este estudio.
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