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RESUMEN
La hormona liberadora de corticotropina (CRH) activa al eje hipotalamo-pituitaria-
adrenal. Los receptores CRH2a participan en el control del consumo de alimento
pero se desconocen los patrones conductuales que caracterizan a la conducta
alimentaria modulada por estos receptores. Por tanto el objetivo de la presente
investigacion fue evaluar los efectos de la estimulacion de los receptores CRH2a
del nucleo paraventricular hipotalamico (NPV) sobre la selecciéon dietaria y el
desarrollo de la secuencia de saciedad conductual (SSC) en ratas
adrenalectomizadas. Se tuvieron cinco grupos de ratas Wistar con tratamientos
diferentes y a excepcion del grupo Sham todos fueron adrenalectomizados (ADX):
Grupo Sham (falsa cirugia ADX) se aplicdé Vehiculo+Vehiculo; grupo ADX recibi6
Vehiculo+Vehiculo; grupo UCN 2 se administré Vehiculo+Ucn2 (Urocortina,
Agonista CRH2a); grupo ASV-30 (Antagonista CRH2a) se aplicdé Antisauvagina30
+Vehiculo; grupo Pretratado se suministr6 Antisauvagina30+Urocortina2. La
ingesta de carbohidratos y grasas disminuyo significativamente con la ADX vy la
urocortina, efecto prevenido con la antisauvagina-30. La urocotina interrumpié el
desarrollo natural de la SSC, el pretratamiento con Antisuvagina-30 lo previno.
Estos resultados sugieren que los receptores CRH2a no sélo median el efecto
anorexigénico de la CRH, también estan relacionados con la modulaciéon del

desarrollo de la SSC.



1. INTRODUCCION

Dentro de la vida cotidiana, la conducta alimentaria se reduce a la
necesidad basica de ingerir alimento para la supervivencia, sin embargo, las
investigaciones muestran que la ingesta de alimento, el hambre, la saciedad y el
balance energético se regulan a través de diferentes sistemas. Lo anterior incluye
factores fisioldgicos, bioquimicos y psicoldgicos. Asimismo, se evidencia qué es lo
que ocurre antes, durante y después de la ingesta de alimento, mostrandose la
existencia de un sistema constituido por una compleja red de circuitos
neurohormonales, que funcionan a base de sefales moleculares de origen
periférico y/o central, las cuales a corto plazo regulan la cantidad de alimento
consumido y a largo plazo la cantidad de reservas de grasa corporal.

El conocimiento de las senales a nivel central y periférico, sus efectos
orexigénicos o anorexigénicos y sus vias de accion funcional son necesarios para
determinar el origen de los trastornos de la conducta alimentaria y/o de la
obesidad. En el futuro esto permitira disefiar mejores programas de prevenciéon y
de tratamiento farmacoldgico. El sistema nervioso central (SNC) y el sistema
nervioso periférico (SNP) regulan la ingestién de alimentos, el mantenimiento del
balance energético y la conservacion del peso corporal; cuando alguno de estos
sistemas falla se presentan patologias como la desnutricion y la obesidad.
Particularmente en el hipotalamo se integra una red compleja de vias neuronales
que regulan el hambre y la saciedad. Algunas investigaciones han demostrado
que cuando se dafia el nucleo hipotalamico ventromedial se propicia la hiperfagia
y el aumento del peso corporal, mientras que en el hipotalamo lateral se produce

hipofagia y la pérdida de peso (Gonzalez, Ambrocio & Sanchez, 2006).



El SNC incorpora la informacion de acuerdo al estado energético del
organismo, lo que resulta en la generacién de sefales centrales o periféricas que
permiten alcanzar el balance energético. Estas sefiales pueden ser de naturaleza
orexigénica (sefiales de hambre que activan vias anabdlicas) o anorexigénicas
(senales de saciedad, que activan vias catabdlicas) (Hillebrand, De Wied & Adan,
2002). Por ende, en las siguientes paginas se describira en qué consiste la
conducta alimentaria, la participacion de algunos de los mecanismos involucrados
a nivel del sistema nervioso central y periférico, enfatizando en el funcionamiento

del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal y algunas manipulaciones farmacoldgicas.



2. ANTECEDENTES

La alimentacidon provee de energia al organismo para realizar las
actividades cotidianas. Regularmente se requiere sentir “hambre” para ingerir
alimento, ya que se desatan procesos bioquimicos en el organismo que lo alertan
para que busque e ingiera alimento. La eleccion e ingesta de alimento depende
particularmente de la conducta alimentaria, que a su vez debe entenderse desde
una vision psicolodgica, fisioldgica y neuroldgica. Desde el punto de vista fisioldgico
y neuroldgico existe un sistema que controla el consumo de alimentos, el cual
regula las sefales implicadas en la ingesta y en la homedstasis energética, la
region que regula las sefales del consumo de los alimentos es el hipotalamo
(Guyton, 1994).

El nucleo paraventricular hipotalamico (NPV) se ha identificado como el
centro inhibidor de la ingesta de alimento, otros nucleos hipotalamicos se han
involucrado con la recompensa y la motivacién por los alimentos, el aprendizaje, la
emocion y el estrés (Valdés, Valladares & Macias, 2009).

Adicionalmente, el sistema hipotalamo-pituitaria-adrenal controla la
liberacion de hormonas especificas, la estimulacion del nucleo paraventricular
(NPV) induce la liberacion de la hormona liberadora de corticotropina CRH, esta a
su vez estimula la liberacion de la hormona adrenocorticotropica (ACTH) en la
hipdfisis, la cual llega a las glandulas suprarrenales o adrenales (alojadas en la
parte superior de cada riidn). La secrecion de ACTH puede deberse a la
presencia de estrés, el cual puede ser fisioldgico o psicologico. El estrés se define
como una reaccion de ajuste que modifica la conducta y activa cambios

hormonales para mantener la homeostasis, mejorando la probabilidad de



supervivencia. Los eventos estresantes provocan la estimulacion de la CRH en el
nucleo paraventricular del hipotalamo y esto causa la activacion hormonal de la
hipdfisis (Duval, Gonzalez & Rabia, 2010; Uribe, Gémez, Mesa & Lezcano, 2005).
La administracion de la CRH induce efectos anorexigénicos asociados con
conductas de ansiedad, esta hormona es la principal mediadora de las respuestas
de estrés, lo que contribuye a una disminucién en la ingesta de alimento (Bakshi,
Newman, Smith-Roe, Jochman & Kalin, 2007).

Por otro lado, la ACTH desencadena la liberacion de mineraloglucorticoides
y glucocorticoides en la glandula suprarrenal (Rosenzweig, Leiman & Breedlove,
2001). La liberacién de los glucocorticoides (cortisol en humanos y corticosterona
en animales) aumenta en el consumo de alimento y estimula la lipogénesis, lo que
trae como consecuencia la formacion de triglicéridos y la acumulacion de reservas
de grasa corporal; los glucocorticoides también favorecen la liberacion hepatica de
glucosa (Dawson, Taylor & Reide, 2001). Los glucocorticoides secretados a través
de las glandulas adrenales son el resultado de la activacion del eje hipotalamo-
pituitaria-adrenal. Ademas, altos niveles de glucocorticoides han sido asociados a
la obesidad en ratas y en humanos (Martinez et al., 2010).

Las evidencias experimentales en modelos con ratas adrenalectomizadas
(extirpacion de las glandulas adrenales) confirman la ausencia de glucocorticoides
y disminucién del peso corporal debido a una mayor sensibilidad a la leptinay a la
insulina, las cuales son hormonas anorexigénicas que funcionan como sefales de
saciedad, ocasionando una menor sensibilidad a ciertos neuropéptidos

orexigenicos (La Fleur, 2006).



Routh, Stern y Horwitz (1995), mostraron que la adrenalectomia en ratas
obesas Zucker (fa/fa) tiende a normalizar las alteraciones metabdlicas de éstas,
debido al aumento del 5HIAA (acido 5-hidroxiindolacetico) y de la 5-HT
(serotonina), en varias regiones cerebrales como en el NPV, el nucleo
supraquiasmatico (NSQ), el nucleo dorsomedial (NDM), el hipotadlamo lateral (HL),
en la amigdala medial (AM), en el nucleo del tracto solitario (NTS) y en el nucleo
ventromedial hipotalamico (VMN). La adrenalectomia (ADX) aumentd las
concentraciones de CRH debido a la anulacion del sistema de feedback negativo
para los glucocorticoides, ocasionando la liberacion de CRH y de ACTH, vy la
ausencia de glucocorticoides. A su vez, la CRH aument6 las concentraciones de
5HT en el cerebro, principalmente en la regién ventromedial hipotalamica. Al
aumentar los niveles de CRH y de la actividad serotoninérgica, se produjo la
reduccion de la ingesta de alimento y la disminuciéon en la ganancia de peso
corporal.

La CRH tiene dos tipos de receptores en el hipotalamo, los CRH1 y los
CRH2, éste ultimo con tres variantes (CRH2a, CRH2B y CRH2y). La urocortina
(UCN) es un péptido que tiene gran afinidad por los receptores CRH2,
particularmente CRH2a. La UCN inhibe la ingesta de alimento hasta 24 horas
después de la administracion intracerebroventricular (icv), lo que sugiere que los
receptores CRH2 participan en la modulacién de mecanismos responsables de la

regulacion de la ingesta de alimento y del balance energético (Spina et al., 1996).



Ohata, Suzuki, Oki y Shibasaki (2000) examinaron los efectos de la
inyeccion de UCN en diferentes dosis (0.05, 0.5 6 2.5 ug/ ul), en varios nucleos del
hipotalamo. En el nucleo ventromedial y en el hipotalamo lateral se observd una
disminucién de la ingesta de alimento dependiente de la dosis. Con respecto al
tiempo, los efectos de esta disminucion fueron mas evidentes en la primera hora
después de la inyeccion, ya que la cantidad de alimento en gramos fue menor y
fue aumentando conforme trascurria el tiempo. En el NPV, sélo la dosis de 2.5 ug
de UCN disminuy®¢ significativamente la ingesta de alimento a partir de la primera
hora de registro en comparacion con todos los grupos. Respecto a la ingesta de
agua, se encontro la disminucién significativa dependiente de la dosis y del tiempo
en el VMN. Los investigadores concluyeron que la UCN inhibe la ingesta de
alimento y de agua cuando se inyecta en el nucleo ventromedial del hipotalamo,
pero no en el nucleo paraventricular y en el hipotalamo lateral (en este ultimo solo
se muestra una disminucion de la ingesta de alimento). La frecuencia de la
conducta de acicalamiento aumentd, la frecuencia de las conductas de descansar,
husmear y actividad motorano tuvieron cambios.

Por otro lado, Asakawa , Inui, Ueno, Makino y Fujino (1999), demostraron
que la inyeccién ip de UCN en ratones obesos ob/ob y no obesos, redujo el
consumo de alimento y el peso corporal. Grill, Markison, Ginsberg y Kaplan
(2000), exploraron los efectos de la administracion icv del agonista UCN en el
ventriculo lateral y en el cuarto ventriculo, encontrando una relacion dosis-
respuesta, los sujetos con dosis altas mostraron una mayor disminucion de la

cantidad de alimento ingerido.



La disminucion fue mas evidente en los sujetos inyectados en el ventriculo
lateral, quienes mostraron mayor pérdida de peso corporal. Kinney, Scruggs vy
Avery (2001), observaron que la administracion periférica de la UCN bajo un
paradigma operante disminuyo la respuesta, notandose una relaciéon dependiente
entre la dosis y la respuesta, lo que demostr6 que la UCN administrada
periféricamente reduce la motivacion por el alimento.

Bakshi, Newman, Smith-Roe, Jochman y Kalin (2007), observaron el efecto
de la administracion de diferentes dosis de urocortina (0, 50, 125, 250 ng / 0.5 ul)
en el nuacleo del septum lateral, encontrando una disminucion dosis-dependiente
de la ingesta de alimento, acompafiada de un aumento de la conducta de
exploracion y en la conducta de acicalamiento, lo que indic6é un efecto de
saciedad, mediado principalmente por receptores CRH2. Los autores citados
concluyeron que la estimulacion de los receptores CRH2 en el nucleo del septum
lateral promueve la hipofagia a través de un incremento de las respuestas de
estrés. La administracion de los antagonistas CRH2 (De-Phe, NMI27914 vy
Astressin 2B) bloqueo el efecto anorexigénico.

De acuerdo con Grill, Markison, Ginsberg y Kaplan (2000) y Kinney,
Scruggs y Avery (2001), la urocortina tiene mayor afinidad por los receptores
CRH2. Un potente antagonista de los receptores CRH2 es la Antisouvagina-30
(ASV-30), la administracion icv de la ASV-30 redujo las conductas de ansiedad
ante una condicion estresante, produciendo un efecto ansiolitico (Takahashi,

Peng, Livanov, Graciani & Arneric, 2001).



En un modelo de ratas ADX y con la administracion icv de ASV-30 se
observd que el efecto hipofagico inducido por la ADX se revirtio por la
administraciéon del antagonista CRH2. Estos datos sugieren que el efecto
hipofagico en las ratas ADX se debi6 a la participacion de los receptores CRH2

(Torres, Costa, De Castro, Antunes, & Elias, 2009).



3. HIPOTALAMO: CENTRO INTEGRADOR DE LAS SENALES HAMBRE
SACIEDAD

La ingesta de alimento se establece como una relacion entre el organismo y
los alimentos, sin embargo, dicha relacion puede estar mediada por diversos
factores, ya sea por el entorno social y cultural, por la disponibilidad de alimentos,
por una necesidad bioldgica, por factores fisioldégicos y genéticos, o bien, por
estados motivacionales. Sin embargo, desde una perspectiva a nivel fisiologico, se
debe tener en cuenta la existencia de una regulacion a base de sehales
neuroendocrinas especificas, implicadas en el consumo de alimento y del control
del peso corporal, a este proceso se le conoce como homeostasis energética
(Hillebrand, De Wied & Adan, 2002).

Estas funciones fisiolégicas son reguladas por el sistema nervioso central
(SNC) y periférico (SNP), por ejemplo, a nivel periférico, existen sefales
gastrointestinales que preparan al organismo para el inicio y culminacién de una
comida, tal es el caso de la leptina (una proteina de la familia de las citocinas), que
participa en la regulacion del peso corporal, de la alimentacién y del gasto
energético, se le ha asociado con un amplio numero de procesos patologicos,
entre ellos, la diabetes mellitus (Sanchez, 2005).

Por otro lado, también estan involucradas areas del cerebro, como por
ejemplo la corteza orbitofontral, la cual esta relacionada con la saciedad sensorial
y la amigdala que se ha relacionado con la evaluacion del sabor agradable
(palatable). Sin embargo, para la modulacién de la ingesta, el SNC y el SNP estan

en constante interaccidbn a través de sefales neuroquimicas, sensoriales vy



gastrointestinales (Cafiedo, 2005). De ésta manera, actualmente se sabe que una
de las areas con mayor sensibilidad para mantener la homeostasis energética a

nivel central, es el hipotalamo (Gonzalez, Ambrocio & Sanchez, 2006).

3.1 El Hipotalamo

El hipotalamo forma parte del SNC, esta localizado inmediatamente debajo
del talamo y participa en el mantenimiento de funciones especificas a nivel
endocrino, autbnomo y conductual. Es un centro de integracion de los procesos
neuronales y endocrinos que controlan la ingesta de alimento, regulan la conducta
sexual y reproductiva, median las respuestas emocionales, la temperatura corporal
y la regulacion cardiovascular. En cuanto a la alimentacion, se ha demostrado que
una serie de circuitos o vias neuronales interconectadas trabajan desde el
hipotalamo para regular la ingesta de alimento con la informacion procedente de
los depdsitos de energia corporal (Woods, Seeley, Porte & Schwartz, 1998).

La estimulacién de ciertas areas del hipotalamo hace que un animal
experimente hambre extrema o bien que esta conducta se vea altamente inhibida
(Stanley, Wynne, McGowan & Bloom, 2005). Los nucleos del hipotalamo que
participan en la modulacién de la ingesta de alimento son el nucleo arqueado
(ARC), el nucleo PVN, el hipotalamo lateral (HL), el nucleo ventromedial (VMN), y

el nucleo dorsomedial (DMN) (Anne, Martin & Bloom, 2009).
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En el hipotdlamo se controla la sintesis y la liberacion de algunos
neurotransmisores que regulan el consumo de alimento, enviando sefales
anorexigénicas (las que inhiben la ingesta) u orexigénicas (las que estimulan la
ingesta) (véase tabla 1).

Uno de los nucleos mas estudiados con respecto a la conducta alimentaria
es el NPV, este nucleo se encuentra en una posicion rostral del hipotalamo a lo
largo del borde del tercer ventriculo. Las neuronas secretoras del NPV se dividen
en neuronas magnocelulares y parvocelulares, las cuales contienen una variedad
de neurotransmisores y péptidos, algunos se expresan en la misma neurona
(Stanley et al., 2005). Tal es el caso de la hormona liberadora de corticotropina
(CRH), la cual se localiza en la zona parvocelular del PVN, donde cerca del 50%
de las neuronas que contienen CRH también contienen vasopresina (VP), la cual
tiene una accioén sinérgica con la CRH. La CRH tiene efectos anorexigénicos vy
ansiogénicos, debido a la activacion del eje hipotalamico-pituitaria-adrenal (HPA),
por lo que se le asocia con la disminucién del hambre inducido por estrés (Hiriart &

Garcia, 2005).
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ORIGEN ACTIVIDAD ANOREXIGENICA  ACTIVIDAD OREXIGENICA

CRH NPY
Urocortina Galanina
o-MSH B-endorfina
GLP-1 dinorfinas
Hipotalamo CART encefalinas
Neurotesina MCH
CCK Orexinas
Serotonina (5-HT) AgRP
glutamato
GABA
Noradrenalina
Insulina Glucocorticoides
Periférico Leptina Grelina
PYY 1-36

Tabla 1. Muestra los neuropéptidos, neurotransmisores y hormonas involucradas
en el control de la ingesta de alimento. AgRP: proteina relacionada con agouti;
CART: transcripto regulado de cocaina-anfetamina; CCK: colecistoquinina, CRH:
Hormona liberadora de corticotropina; GC: Glucocorticoides; GLP-1: Péptido
similar al Glucagén tipo 1; MCH: Hormona concentradora de melanina; a -MSH:
Hormona estimuladora de melanocitos alfa; NPY: neuropéptido Y; PYY1-36:

péptido YY1-36.
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3.2 Eje hipotalamico-pituitaria-adrenal

El eje HPA es un circuito que regula las sehales entre el hipotalamo, la
glandula pituitaria y las glandulas adrenales o suprarrenales, las cuales se
localizan en la parte superior de los rifiones. Este eje controla las reacciones al
estrés, la digestion, el sistema inmune, las emociones, la conducta sexual y el
metabolismo energético.

El eje HPA se activa por la presencia de factores estresantes (los cuales
pueden tener un origen psicoldgico o fisioldgico), observandose un incremento en
la secrecién de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) en el nucleo
paraventricular del hipotalamo (Rosenzweig, Leiman & Breedlove, 2001). Esto a
su vez provoca que en la hipdfisis libere la hormona adrenocorticotropica (ACTH)
(Herman, Ostrander, Mueller & Figueiredo, 2005), la cual controla la produccion y
liberacion de hormonas de la corteza suprarrenal, tales como las hormonas
esteroideas llamadas colectivamente  adrenocorticoides o  corticoides
(mineraloglucocorticoides y glucocorticoides). La principal hormona de los
glucocortioides (GC) es el cortisol o la corticosterona, el primer término se utiliza
para hacer referencia a la hormona presente en los humanos, mientras que la
corticosterona hace referencia a la hormona en los animales (Duval, Gonzalez &

Rabia, 2010).
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De esta manera, el eje HPA es de interés para la investigacion de la
conducta alimentaria, pues se sabe que el estrés tiene efectos anorexigénicos,
ocasionando la disminucién en la ingesta de alimento y en el peso corporal, lo cual
es consecuencia de los efectos de la CRH. Los estudios demuestran una
disminucién de la ingesta de alimento hasta 24 h después de una sefal de estrés,
tanto en ratas como en humanos, contrariamente también existe la evidencia de
que cuando se les expone a una situacion de estrés y posteriormente se les
presenta comida con alto contenido caldrico (alta en grasa y en azucar) suelen
mostrar un incremento en la ingesta de alimento.

Por ejemplo los animales que reciben un shock eléctrico en las patas como
estresor y que a continuacion reciben alimento con alto contenido caldrico,
aumentan la ingesta de alimento en contraste con animales con una dieta normal,

lo cual se le atarie al efecto de los GC (Bazhan & Zelena, 2013).

Silva (2008), sefala que el estrés induce la ingesta de alimentos palatables
y/o energéticos y predispone a la obesidad, en particular a quienes practican
dietas restrictivas que posteriormente recaen en habitos de alimentacion
inadecuados. Por otro lado, la sobre-activacion del eje HPA y consecuentemente
la sobre-liberacion o inhibiciéon de algunos de sus componentes (CRH, ACTH y los
GC) pueden inducir alteraciones en la ingesta de alimento, desarrollandose
algunos trastornos de la conducta alimentaria como la bulimia y la anorexia

nerviosa o bien la obesidad (Maniam & Morris, 2012).
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Se sabe que el estrés cronico (exposicion prolongada o repetida a
estresores) induce alteraciones de la conducta alimentaria y cambios en la
expresion genética de algunos neuropéptidos que estan involucrados en la
regulacion de la ingesta alimentaria. Se sugiere que lo anterior es consecuencia
de la liberacion de glucocorticoides, ya que a través de un sistema de feedback
negativo inhiben la liberacion de la CRH en el nucleo paraventricular hipotalamico
y de la ACTH en la hipdfisis, estimulando a su vez, la liberacion del Neuropéptido
Y (NPY) en el nucleo arqueado, el cual tiene efectos orexigénicos (Maniam &
Morris, 2012).

De ésta manera, se ha demostrado que la adrenalectomia promueve la
reduccion significativa de la ingesta de alimento debido a la ausencia de
gucocorticoides (Bligh, Douglass & Castonguay, 1991; Kumar, Papamichael &
Leibowitz, 1986; Tempel & Leibowitz, 1989; Tempel, Yamamoto, Kim & Leibowitz,
1991).

Rorato et al. (2008), midieron los efectos de la adrenalectomia en conjunto
con la administracion de la endotoxina lipopolisacarida (LPS), la cual causa estrés
a nivel fisiolégico, sobre la ingesta de alimento y el peso corporal en ratas,
encontrando una reduccidn de la ingesta de alimento en los sujetos con ADX mas
la administracion con LPS en comparacién con el grupo Sham (falsa cirugia ADX).
Al mismo tiempo, se mostré un aumento en las concentraciones de plasma de

ACTH a nivel de la hipdfisis.

15



Se ha reportado que ratas con obesidad genética tienen niveles elevados
de glucocorticoides, mientras que en ratas normales una inyeccion de
glucocorticoides (dexametasona) por 3 dias incrementé la ingesta de alimento y el
peso corporal. La obesidad asociada a sindromes mendelianos como por ejemplo,
el Sindrome de Cushing presenta altos niveles de glucocorticoides y de ingesta de
alimento, la obesidad abdominal en humanos también presenta altos niveles de
glucocorticoides e hiperactividad del eje HPA (Germano et al., 2007).

Como se aprecia, la respuesta de estrés permite la adaptacion a los
cambios del entorno mediante la activacion del eje HPA, pues a través de los GC
es que se lleva a cabo la glucogénesis y la lipogénesis, lo cual promueve ajustes
metabdlicos y conductuales que le permiten al organismo tener energia durante
estados de agitacion y de peligro (Laugero, 2004).

Godfrey y Julien (2005), propusieron al estrés social y a las emociones
negativas como disparadores de la anorexia en humanos, de tal manera, se sabe
que la anorexia nerviosa (AN) se caracteriza por una pérdida severa del peso
corporal y conductas ansiogénicas acompafadas de sintomas depresivos. La
asociacion entre este tipo de desordenes y la hiperactividad del eje HPA, radica en
que la CRH y la VP son las principales encargadas del mantenimiento del eje

HPA.
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Estudios pos-mortem demuestran un incremento de células que expresan
CRH y VP en el NPV en pacientes diagnosticados con depresion. También, como
consecuencia de la sobre-activacion del eje HPA, se ha demostrado que en la
anorexia nerviosa existe un incremento en las conductas de ansiedad
(hiperactividad) y también un exceso de la liberacion de ACTH (Connan et al.,
2007), lo cual podria explicar la disminucién del hambre y del peso corporal en la
AN.

Los efectos hiperfagicos inductores de la obesidad producidos por la
activacion del eje HPA, estan asociados a la presencia aguda o cronica de
diferentes estimulos estresores. La relacién entre estrés y obesidad es mas
evidente cuando la dieta es alta en grasa, pues dicha dieta aumenta la liberacion
de la CRH y los GC (Bazhan & Zelena, 2013). Asi, el hipotalamo es considerado
como un centro regulador e integrador de las sefiales que controlan la ingesta de
alimento y que actua en interaccion con otras areas a nivel central y periférico. Sin
embargo, se requiere esclarecer los mecanismos funcionales neurofisiolégicos y
neuroendocrinos de estos procesos para tener un mejor entendimiento de la

conducta alimentaria.
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4. HORMONA LIBERADORA DE CORTICOTROPINA (CRH) Y CONDUCTA
ALIMENTARIA

Las neuronas que contienen a la CRH se distribuyen extensamente en el
SNC y son abundantes en la zona parvocelular del nucleo paraventricular
hipotalamico (Drolet & Rivest, 2001). Adicionalmente, se ha mostrado una alta
immunoreactividad de la CRH en el nucleo central de la amigdala (CeA), en el
nucleo de la estria terminal (BNST), en el hipocampo, en el nucleo accumbens, en
el nucleo talamico posteromedial y medio dorsal, en la sustancia nigra, en el locus
coeruleus, en el rafe dorsal y medial, en la sustancia gris periacueductal, en el
bulbo olfatorio, en el nucleo parabraquial, en el nucleo del tracto solitario y en el
cerebelo (Steckler & Holsboer, 1999). Aguilera y Liu (2012), afirman que la CRH
también esta presente en otras estructuras tales como las células cromafines de la
meédula suprarrenal, los ganglios simpaticos del sistema nervioso autbnomo y en
sitios periféricos no neuronales, como en células inmunes, la piel y el tracto
gastrointestinal.

La CRH es un péptido que se caracterizé en 1981 por el grupo de Willy
Vale, ellos demostraron que la CRH estimula la secrecion y la sintesis de la
hormona adrenocorticotropica (ACTH) en la hipdfisis anterior. En humanos, el gen
de la CRH se localiza en el cromosoma 8, contiene 2 exones separados por un
intron, y codifica un precursor de 196 aminoacidos, a partir de cuyo procesamiento
proteolitico se origina la CRH madura, constituida por una cadena de 41
aminoacidos (Arce, Catalina & Mallo, 2006). La CRH activa al eje Hipotalamo-

Pituitaria-Adrenal (HPA) y su liberacion tiene efectos hipofagicos y ansiogénicos,



ademas de aumentar la frecuencia cardiaca, la presion arterial, y modular la
actividad del sistema inmune. La CRH modula diferentes conductas, tales como, la
ansiedad, la agresion, la conducta alimentaria, la actividad motora y la
sintomatologia depresiva. Ademas, la CRH esta relacionada con la modulacién de
los procesos de memoria y aprendizaje (Smagin & Dunn, 2000). Se sabe que el
estrés afecta a la cognicion mediante distintas vias, una de estas es a través de la
liberacion de glucocorticoides, pues la exposicion prolongada a estimulos
estresantes conduce a niveles altos de glucocorticoides en el hipocampo, lo cual
se relaciona con la pérdida y atrofia neuronal particularmente en esta area, lo que
lleva a problemas cognitivos y de memoria (McEwen & Sapolsky, 1995).

La CRH es una hormona con multiples funciones, por tanto es necesario
conocer como es el proceso de su sintesis, asi como identificar los receptores y

mecanismos a través de los cuales actua.

4.1 Sintesis de la CRH y sus receptores

La CRH fue el primer péptido detectado en el NPV del ratén. El factor mas
importante para la expresion del gen de la CRH es la proteina POU-
hemeodominio, siendo esta un dominio caracteristico de la familia de los factores
de transcripcion, este factor esta expresado de forma enddgena en las neuronas
parvocelulares de la CRH y en las neuronas magnocelulares de vasopresina y

oxitocina en el NPV (He et al., 1989).
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La activacién de las neuronas de la CRH en el NPV por un estimulo
estresor, conduce a dos procesos basicos a nivel intracelular, a la sintesis de la
CRH y de forma mas rapida a la liberacién del mismo péptido, por lo que cada uno
de estos procesos tiene caracteristicas diferentes, llevandose a cabo en distintos
tiempos (Watts, 2005). Regularmente, la liberacién del péptido almacenanado es
seguida de la sintesis de la CRH. Para la sintesis de este péptido, es necesaria la
activaciéon de la transcripcion del gen de la CRH a nivel nuclear (gen casi idéntico
en el humano y en la rata) lo cual ocurre en cuestion de minutos, esto es seguido
de la formacion del mRNA de la CRH en el citoplasma de la neurona, el cual
comienza a aumentar hasta una hora después de haberse presentado el estimulo
estresor. Asi pues, se requiere de 20 a 30 minutos para que se forme el pre-
propéptido, produciéndose asi el producto final (CRH) y otros 30 minutos para que
eéste sea empaquetado en las vesiculas sinapticas para una proxima liberacion
(Watts, 2005).

Por otro lado, la rapida activacion transcripcional no es necesaria para una
secrecion inmediata, pero es importante para la restauracion del mMRNA de la CRH
para una nueva translacion, pues ademas la activacion de la transcripcion de la
CRH es importante para mantener niveles adecuados de la CRH y necesarios

para futuras respuestas al estrés (Aguilera & Liu, 2012).
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Se ha sugerido que la activacion de la transcripcién de la CRH depende del
adenosin monofosfato ciclico (por sus siglas en inglés cAMP), el cual es
dependiente de la proteina quinasa A (PKA), ademas se ha comentado que la
transcripcion de la CRH depende de la proteina CREB ("elementos de respuesta
al cAMP", mediante el cual incrementa o reduce la transcripcidn regulada por
estos factores), debido a los componentes desencadenados tras la activacion de
las neuronas de la CRH (Adler, Smas, Fiandaca, Frim & Majzoub, 1990; Liu,
Kamitakahara, Kim & Aguilera, 2008; Seasholtz, Thompson & Douglass, 1988).

Los receptores de la CRH (CRH1 y CRH2) estan acoplados a proteinas Gs,
al ser estimulados se produce un intercambio de GDP a GTP ocasionando, la
disociacion de la subunidad o de la proteina G heterotrimérica y aumentando la
concentracion de la adenilato ciclasa y del cAMP (segundo mensajero). La
actividad de la PKA y de la CREB se incrementan, dando paso a la transcripcion
que lleva a un aumento del mRNA de la CRH y a la translacién de proteinas
precursoras de la CRH. Por otro lado, la accion de la CRH en el eje HPA es
modulada por los receptores CRH1 y CRH2, los receptores CRH1 estan
constituidos por una cadena de 415-420 aminoacidos, mientras que los receptores
CRH2 estan formados por una cadena de 397-438 aminoacidos (Dautzenberg,

Kilpatrick, Hauger & Moreau, 2001).
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Grammatopoulos y Chrousos (2002), mencionan que el receptor CRH1
tiene ocho variantes, los subtipos de receptores CRH1a (con 415 aa), los CRH1p3
(444 aa), los CRH1c (375 aa), los CRH1d (con 401 aa), los CRH1e (194 aa), los
CRH1f (370 aa), los CRH1g y los CRH1h (con 341 y 145 aa respectivamente).
Respecto a los receptores CRH2 se conocen tres variantes, los subtipos de
receptores CRH2a (constituidos por 411 aa), los CRH2B (438 aa) y los
CRH2y (397 aa). En roedores, los receptores CRH2 estan expresados
principalmente en la periferia, como en el corazén y en el conducto sanguineo,
solo los receptores CRH2a se encuentran en el SNC. En humanos, los receptores
CRH2a y los CRH2p se encuentran expresados en 6rganos de la periferia y en el
SNC y los CRH2y en el SNC (Spiess et al., 1998).

Sin embargo, hay una distincién en la funcionalidad de los receptores CRH1
y los CRH2, los primeros estan implicados en la regulacion de las respuestas de
ansiedad ante el estrés y con el incremento de la actividad motora, mientras que
los receptores CRH2 muestran efectos opuestos al favorecer la regulacién de
respuestas ansioliticas. Por otro lado, los receptores CRH2, también se han
relacionado con efectos anorexigénicos a través de ligandos como la misma CRH
y la urocortina, por lo que la evidencia sugiere que estos péptidos, estan

involucrados en el balance energético (Grammatopoulos et al., 2002).
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La urocortina (UCN) es un péptido conformado por 40 aminoacidos
perteneciente a la familia de péptidos de la CRH, tales como la sauvagina,
urocortina 2 y urocortina 3. Actualmente se conoce que la urocortina es el ligando
enddgeno para los receptores CRH1, CRH2a y CRH2B. Sin embargo, el receptor
CRH1 no presenta diferencias en cuanto a la afinidad entre la Urocortina y la CRH,
mientras que para los receptores 2o se evidencian selectividades definidas (Zhao,
Donaldson, Smith & Vale, 1997).

La urocortina muestra mayor afinidad que la CRH por los receptores CRH
2B y tiene una afinidad 10 veces mayor para los receptores CRH 2a. Asi pues, la
urocortina es mas potente que la CRH para estimular la liberacion de la ACTH in
vitro y para suprimir la ingesta de alimento (Yen, Jaffe & Barbieri, 2001).

Tanaka et al. (2009), examinaron los efectos de la administracién
intraperitoneal (ip) de los péptidos de la familia de la CRH (CRH, urocortina 1,
urocortina 2 y urocortina 3) sobre la ingesta de alimento y el peso corporal, con
una dosis de 0.3 y de 0.1 nmol. Los efectos de la administracion fueron medidos a
los 20 min, 1, 2, 4, 8, 12, 24 y 48 h después; encontrandose una reduccién en la
ingesta a partir de los 20 minutos y a partir de 1 h con los 4 péptidos. Sin embargo,
a partir de las 8 horas, se evidenciaron diferencias significativas entre péptidos, la
UCN 1 mostré mayor inhibicion de la ingesta en comparacion con la CRH vy la
UCN 2, mientras que la UCN 3 mantuvo los niveles mas altos en cuanto a la
ingesta de alimento. Con respecto al peso corporal, la UCN 1 y la UCN 2

mantuvieron un peso inferior.
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Estos resultados demostraron que a nivel periférico la UCN 1 tiene efectos
anorexigénicos mas potentes que la UCN 2, se sugiere que la UCN 2 tiene alta
afinidad por los receptores CRH2a.

Por otro lado, Wang et al. (2001), mostraron que se requirié una dosis de
100 pmol de UCN para reducir significativamente la ingesta de alimento bajo
condiciones de privacion. En una prueba de alimentacién nocturna, los animales
evidenciaron una disminucion de la ingesta de alimento por mas tiempo con la
administracién de la UCN en comparacion con la CRH. Adicionalmente la UCN
resulté ser mas potente para inhibir la ingesta inducida por el NPY.

Una investigacién similar es la de Currie et al. (2011), ellos demostraron
que la UCN 1 redujo la ingesta de alimento e inhibio los efectos orexigénicos del
NPY y de la grelina en el NPV. Efectos similares se observaron en cuanto al
cociente respiratorio, donde la Ucn 1 suprimi6 la oxidacion principalmente de los
carbohidratos. En conclusion, la grelina y el NPY en el NPV alteraron la ingesta de
alimento y el metabolismo, incluyendo la oxidacion de carbohidratos, a su vez la
activaciéon de la UCN 1 inhibié la accion orexigénica y metabdlica de ambos
neuropéptidos.

De esta manera, la urocortina resulta ser un potente agonista de los
receptores CRH 2 que estimula la liberacién de la ACTH en las células de la
pituitaria anterior de la rata, induciendo un efecto anorexigénico (Yen, Jaffe &

Barbieri, 2001).
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La expresion de la urocortina se ha visto ampliamente distribuida en el
SNC, incluyendo el hipotalamo (Latchman, 2002). La amplia expresién de
inmunoreactividad en los sistema reproductivo, digestivo, cardiovascular, inmune y
endocrino, sugiere que la urocortina tiene una funcion fisiolégica importante en

varios tejidos (Oki & Sasano, 2004).

4.2 Agonistas y antagonistas de CRH y conducta alimentaria

Las investigaciones han aportado alternativas para el tratamiento clinico de
la ansiedad, la depresion, la anorexia nerviosa y la obesidad. Se sugiere que los
antagonistas de los receptores CRH1 pueden utilizarse para el tratamiento de la
ansiedad cronica y la depresion, asi como de la epilepsia y la neurodegeneracion.
Por ejemplo, la antalarmina es un antagonista selectivo de los receptores CRH1, el
cual bloquea los efectos ansiogénicos de la CRH en roedores en pruebas de
laberinto, de campo abierto y en ambientes novedosos con fuerte iluminacion,
pero sin producir una sedacion a nivel motor (Zorrilla, Valdez, Nozulack, Koob &
Markou, 2002).

Con respecto a la actividad locomotora, Lodge et al. (2013), realizaron una
prueba en la que su objetivo fue evaluar los posibles efectos sedantes del
antagonista selectivo de los receptores CRH1, el BMS-763534, bajo diferentes
dosis y bajo un modelo de ansiedad. Ellos reportan que los efectos sedantes del
BMS-763534 se observaron soélo con la administracion de una dosis alta (10

mg/kg).
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Por otra parte, se ha mostrado que el antagonismo de los receptores CRH1,
disminuye la tension y la ansiedad en pacientes que reportan tener una historia de
dependencia al alcohol, evidenciandose asi una regulacion positiva de los
receptores CRH1 para minimizar la ansiedad que puede causar el estar bajo
abstinencia total (Heilig & Koob, 2007; Koob, 2010). Asimismo, Zorilla, Heiling, De
Wit y Shaham (2013), también confirman la relacién existente entre el
antagonismo de los receptores CRH1 para reducir el deseo de consumir alcohol,
ingerir comida palatable y fumar como consecuencia del estrés y ansiedad ante
una situacion de abstinencia. Otros estudios sobre el antagonismo de los
receptores CRH1 en relacion a la conducta de ansiedad se muestran en la tabla 2,
donde se sintetiza el tipo de prueba y los resultados encontrados.

Asimismo, los antagonistas de los receptores CRH2 pueden utilizarse en el
tratamiento de la fatiga y el cansancio cronico, el suefio excesivo y la anorexia
nerviosa (Grammatopoulos et al., 2002). Se sabe que los receptores CRH2 tienen
efectos contrarios a los receptores CRH1, pues inducen efectos ansioliticos.
Respecto a la ingesta de alimento, se sabe que los antagonistas de los receptores
CRH2a como la antisauvagina-30 (ASV-30) incrementan el consumo de alimento y
el peso corporal en roedores (Zoumakis, Grammatopoulos & Chrousos, 2006).

Existen estudios como el de Chotiwat y Harris (2008), donde se reportan los
efectos del astressin (antagonista no selectivo de la CRH) minutos antes de una
situacion de estrés repetido, los resultados demostraron que el antagonista causo
hipofagia y pérdida de peso, mostrandose un incremento de la ingesta una hora

después de la inyeccion.
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Adicionalmente se demostro la reduccién del peso, sin embargo, después
del periodo de estrés, se observo ganancia de peso corporal. Esto indica que el
antagonismo de los receptores CRH inhibe la ingesta de alimento y disminuye el
peso corporal durante periodos de estrés, contrariamente en periodos post-estrés
el peso se recupera e incluso puede ser mayor al peso inicial. Estos resultados
sugieren que se requiere de la activaciéon de los receptores CRH1 para la
iniciacion de los eventos que conducen a una baja de peso corporal en ratas a las
que se les induce estres.

Yakabi et al. (2011), examinaron los efectos de la administracién icv de
urocortina sobre la sintesis y secrecion de la grelina en ratas con un ayuno de 24
h. Los resultados mostraron que la inyeccion icv de urocortina aumento los niveles
de grelina gastrica de una a dos horas después de la inyeccidn. La reduccion de la
ingesta de alimento por la urocortina fue revertido con la administracion de grelina.
Aunado a esto, se observo un aumento en la expresion c-Fos en el nucleo del
tracto solitario (NTS), en el nucleo arqueado (ARC) y en el NPV tras la inyeccion

de la UCN.
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Prueba

Antagonista

Especie

Resultados Referencia

R121919 Rata Laberinto Reduce la ansiedad (Keck et al.,
de Cruz. 2001).
CP-154 526 Rata Interaccion Incremento de la (Griebel et al.,
social en un  interaccion social, y 1998)
ambiente reduccion de la
no familiar. conducta de ansiedad.
DMP696 Rata Interaccion Incremento en la (Maciag et al,
social. interaccion social. 2002)
Separacion Incremento en la
materna, permanencia en
seguida de brazos abiertos del
una prueba laberinto.
de Incremento en la
laberinto. interaccién social en
Prueba de ratas adultas.
interaccién
social en la
vida adulta.

Tabla 2. Algunas investigaciones sobre el antagonismo de los receptores CRH1

con respecto a la ansiedad.
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Estos resultados sugieren que la disminucién de la ingesta de alimento
después de la inyeccién icv de la UCN puede deberse en parte a la disminucién de
los niveles de grelina en plasma.

Por otro lado, Wang et al. (2011), examinaron la funcién de los receptores
CRH2a sobre la regulacion de la ingesta de alimento. Ellos administraron varias
dosis de urocortina 2, de urocortina 3 y de astressin,—B (antagonista selectivo
CRH 2a) ip. La urocortina 2 indujo una rapida disminucién de la ingesta de
alimento, en tanto que la urocortina 3 mostré un efecto anorexigénico 10 veces
menos potente que la urocortina 2. Por otro lado, el astressin,-B bloqueé el efecto
inhibidor de la urocortina. Estos datos indican que la urocortina induce saciedad a
través de los receptores CRH2.

De modo semejante, Weltemler y Ryabinin (2006), estudiaron la cantidad de
alimento, agua y etanol consumidos durante el ciclo de oscuridad en ratones
C57BL/6J después de la administracion en el nucleo del rafe dorsal de vehiculo
(liquido cefalorraquideo), urocortina 1, CRH y del antagonista ASV-30. Los
resultados evidenciaron que la urocortina 1 redujo significativamente el consumo
de alimento y de liquido ingerido en comparacion con la CRH. Mientras que el
antagonista ASV-30 aumento el consumo de alimento. Por otro lado, la urocortina
1 no alter6 la preferencia por el consumo de etanol. Estos resultados sugieren

que en el rafe dorsal, la urocortina 1 induce un efecto anorexigénico.
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El efecto de la urocortina y de la CRH sobre la ingesta de alimento también
se ha estudiado en aves. Zhang et al., (2001), compararon el efecto de la
urocortina 1 y la CRH sobre la ingesta de alimento en el pollo neonatal. En un
primer experimento les administraron diferentes dosis de urocortina (0, 0.01, 0.1 o0
1 ug, icv) después de un periodo de privacion de 3 horas. La ingesta de alimento
se redujo de manera dosis dependiente. En un segundo experimento, se comparo
la eficacia de la urocortina y de la CRH para disminuir la ingesta con una dosis de
0.1 pg. Los resultados indicaron que la reducciéon de la ingesta de alimento fue
mas potente con la CRH que con la urocortina. Estos resultados sugieren que la
estructura de los receptores de la CRH en pollos puede ser diferente a la de los
mamiferos.

En resumen, los hallazgos previamente presentados evidencian Ila
importancia de la CRH en la regulacion de la conducta alimentaria, las
investigaciones referentes a los efectos anorexigénicos de esta hormona pueden
aportar informacién de la etiologia de la anorexia nerviosa y en el desarrollo de

tratamientos farmacolégicos para combatir la obesidad.
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5. DELIMITACION DEL OBJETO DE ESTUDIO

El estudio de la literatura muestra que la investigacidon de la conducta
alimentaria se ha fundamentado en primera instancia en el establecimiento de las
estructuras anatdmicas y en segundo los neurotransmisores que estan
relacionados funcionalmente con el control de la conducta alimentaria. Lo que ha
llevado a evidenciar la complejidad para establecer cuales son las estructuras
cerebrales que controlan las diferentes facetas de la conducta alimentaria y cuales
son las vias y los neurotransmisores implicados en esta regulacion.

A través de la revision bibliografica se puede apreciar que el funcionamiento
irregular del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) se ha relacionado con la
patofisiologia de los desoérdenes afectivos, los desérdenes de ansiedad y los
desordenes alimentarios. Las presiones sociales, culturales y estresantes pueden
contribuir a la activacion de este sistema. Las evidencias muestran la importante
participacion de los receptores CRH2a sobre el consumo de alimento, por lo que
un desbalance en este sistema de neurotransmisores puede llevar a la génesis de
la obesidad y/o de algunos trastornos de la conducta alimentaria.

Aunque se sabe de la participacion de los receptores CRH2a en la
regulacion de consumo de alimento, aun no estan bien establecidos los patrones
conductuales que caracterizan a la conducta alimentaria modulada por los
receptores CRHa2. Por lo tanto, los datos de la presente investigaciéon pueden
constituir un aporte importante para el esclarecimiento de los mecanismos

cerebrales y neuroendocrinos que participan en la etiologia de la obesidad y de



algunos trastornos de la conducta alimentaria, asi como del entendimiento del

patron conductual asociado a estos.
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6. OBJETIVOS
Objetivo General
Evaluar los efectos de la estimulacion de los receptores CRHa2 del nucleo
paraventricular del hipotalamo sobre la ingesta del alimento y la expresion de la
Secuencia de Saciedad Conductual en ratas adrenalectomizadas.
Objetivos Particulares:

1. Evaluar el efecto de la estimulacién de los receptores CRH2a del nucleo
paraventricular sobre la autoseleccion dietaria (carbohidratos, proteinas vy
grasas) en ratas adrenalectomizadas.

2. Caracterizar la expresion de la Secuencia de Saciedad Conductual en ratas

adrenalectomizadas.



7. HIPOTESIS
Hipétesis de investigacion:

H1: Las ratas adrenalectomizadas (ADX) disminuiran la ingesta de proteinas,
carbohidratos y grasas.

H2: La estimulacion de los receptores CRH2a del nucleo paraventricular afectara
la autoseleccion dietaria (carbohidratos, proteinas y grasas) en ratas
adrenalectomizadas.

H3: La estimulacién de los receptores CRH2a del nucleo paraventricular afectara
la expresion de la Secuencia de Saciedad Conductual en ratas

adrenalectomizadas.



8. METODO

8.1Sujetos

Se utilizaron 50 ratas macho de la cepa Wistar de 280-300 g. Los animales
fueron provistos por el Bioterio de la UNAM campus lztacala. Los procedimientos
utilizados en este estudio se llevaron a cabo bajo los lineamientos de la norma
oficial mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones Técnicas para la
Produccién, Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio.
8.2Dieta

Estuvieron bajo un paradigma de autoseleccion dietaria en el cual se les
proporcioné en comederos separados, carbohidratos (harina de maiz Maseca,
maiz nixtamalizado, Molinos Azteca de Chalcos S.A. de C.V., planta Teotihuacan),
proteinas (proteina aislada de soya 90% marca Soya Profam 646, distribuido por
Food Protein Corporation, S.A. of C.V., AMD Protein Specialities Division, Decatur,
IL 6252, U.S.A.), grasa (manteca vegetal Inca. Elaborado por Anderson Clayton &
Co. S.A. de C.V,, Tultitlan, Estado de México). El orden de presentacion de las
fuentes se cambio diariamente para evitar “preferencia de lugar”.
8.3Farmacos

Los farmacos que se utilizaron fueron: Antisauvagina-30 trifluoracetato
(ASVG-30, antagonista CRH2), este farmacos fue adquirido con Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO. La Urocortina 2 (agonista CRH-2) fue adquirida con Phoenix
Pharmaceuticals, INC. Todos los farmacos fueron infundidos a una velocidad de
0.5 ul por minuto en el nucleo paraventricular del hipotdlamo. La dosis para la

antisauvagina fue de 2 ug/0.5 pl y para la urocortina 2 fue de 1 ug/0.5 pl.



Para asegurar una difusion completa de las sustancias el microinyector
permanecid un minuto adicional dentro de la canula guia, posteriormente, fue
retirado. La administracion de los farmacos se realizé con una jeringa digital para
fluidos de alta precision (Hamilton Co., Reno, NV).
8.4Cirugias

a) Estereotaxica

Los animales fueron anestesiados con una dosis de pentobarbital (35 mg /
1000 g, ip) y colocados en un aparato estereotaxico para realizar la implantacion
de una canula guia en el nucleo paraventricular hipotalamico (NPV). Para la
implantacion de la canula, se realiz6 un corte longitudinal en la piel para dejar
descubiertos los huesos craneales, con el taladro se perford para colocar la canula
guia en el NPV del lado derecho. Posteriormente, se realizd otra perforaciéon para
colocar un tornillo de acero inoxidable. Una vez implantado el tornillo y la canula,
se fijé con cemento acrilico dental.

Las coordenadas estereotaxicas empleadas fueron las sugeridas en el Atlas
Estereotaxico de Paxinos y Watson (1998), posterior a bregma -1.4 mm, lateral -
0.4 mm y ventral -6.4 mm. Posteriormente, al término de la cirugia, se aplicaron
50.000 u/Kg de penicilina benzatinica para prevenir infecciones. Posteriormente

los animales estuvieron en un periodo de recuperacién de 7 dias.
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b) Adrenalectomia bilateral

Bajo la misma dosis de anestesia se realiz6 una segunda cirugia para
extraer las glandulas adrenales (ratas ADX) o bien para realizar una falsa cirugia
en la que no se extrajeron las glandulas adrenales (ratas SHAM). Se realizaron
dos incisiones dorsales, las cuales se consideraron una falsa lesion (ratas SHAM)
ya que no se tocaron las glandulas adrenales. En otros sujetos se extrajeron las
glandulas adrenales de forma bilateral (ratas adrenalectomizada, ADX), a través
de dos incisiones dorsales. Las ratas ADX después de la cirugia tuvieron
disponible en su caja habitacion soluciéon salina al 0.9% para beber, debido al
efecto de la cirugia en el sistema cardiovascular.
8.5Secuencia de Saciedad Conductual

Halford, Wanninayake y Blundel (1998) consideran a la SSC como un
analisis de la conducta alimentaria, donde existe la transicién ordenada de comer,
moverse (actividad general), acicalarse y descansar, las cuales son actividades
que se miden durante un periodo postingesta. La cual puede emplearse para
determinar si la hipofagia producida por un farmaco se debe a mecanismos
“naturales” ligados a la saciedad o bien, a otros mecanismos, asi mismo, cuando
se observa una interrupcién de la SSC, se identifica que la reduccion de la ingesta
se debe a mecanismos diferentes a los de saciedad, por ejemplo, por nausea,
dolor, sedacién o hiperactividad. Las actividades basicas que conforman a la SSC,

son la alimentacién, el acicalamiento, la actividad y el descanso.
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9. PROCEDIMIENTO

Al llegar al laboratorio, los sujetos estuvieron bajo habituacion a las
condiciones experimentales por una semana. Fueron colocados de manera
aleatoria en cajas habituacion-individuales con acceso ad libitum al agua y al
alimento (carbohidratos, proteinas y grasas). Se programé un ciclo invertido de
luz-oscuridad de 12 x 12 horas, controlado de forma automatica por medio de un
timer. Estas condiciones permanecieron durante toda la investigacion.

Posterior al periodo de habituacion se realizé la cirugia estereotaxica y la
adrenalectomia. Después de un lapso de recuperacion de una semana, tanto ratas
Sham como ratas ADX fueron asignadas a uno de cinco tratamientos:

1. Grupo SHAM: Vehiculo + Vehiculo (Control).

2. Grupo ADX: ADX + Vehiculo + Vehiculo.

3. Grupo UCN 2: ADX + Vehiculo +Urocortina 2 (Agonista CRHa2).
4. Grupo ASV-30: ADX + ASV 30 +Vehiculo (Antagonista CRHa2).
5. Grupo Pretratado: ADX + Asv 30 + Urocortina 2.

Todas las inyecciones fueron administradas en el NPV. Todos los grupos
recibieron dos inyecciones, entre una y otra existio un lapso de 10 min. Después
de la segunda inyeccion, se dio inicio a una grabacién de 60 min, la cual sirvié
para realizar el registro conductual, todas las grabaciones fueron realizadas al
inicio de la fase de oscuridad.

Se consideraron dos sistemas de registro para realizar la recoleccion de
datos. Un registro de duracion continua de 60 minutos el cual sirvié para elaborar
el analisis conductual (Secuencia de Saciedad Conductual). Los 60 minutos de

observacion fueron video-grabados con una camara para baja intensidad de luz,



todas las sesiones se grabaron desde un cuarto contiguo para no interferir la
conducta de los sujetos experimentales. El segundo registro fue un control de la
cantidad de alimento ingerido, al finalizar el registro de duraciéon continua se
pesaron los comederos (recolectando y pesando el alimento derramado de los
comederos) para conocer la cantidad de alimento consumido.

Falta describir la prueba conductual (SSC)
9.1Histologia

Al finalizar las sesiones, los sujetos experimentales fueron sacrificados con
una inyeccidon intracardiaca de pentobarbital. Posteriormente se removio el
cerebro, el cual se mantuvo durante 7 dias en formol al 10%. Después de esto, se
realizaron cortes histolégicos coronales de 70 ym de espesor con un vibratomo,
para poder verificar el sitio de implantacion de canula guia.
9.2Analisis Estadistico

Los datos fueron expresados en terminos de medias + EEM. Se utilizd un
ANOVA de una via para comparar la ingesta de cada uno de los macronutrientes
(carbohidratos, proteinas y grasas) y las categorias conductuales de la SSC
(alimentacién, descansar, acicalarse y actividad). Los datos de las categorias
conductuales primero fueron integrados (segundos/tiempo) para obtener el area
bajo la curva (ABC) y posteriormente se realizd el ANOVA. Un ANOVA
significativo fue seguido de la prueba post hoc de Tukey. La significancia fue p <

.05.
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10. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS
Después de verificar el sitio de implantacién de la canula histolégico (véase
Figura 1), los grupos quedaron conformados por el siguiente numero de animales:
Grupo SHAM (n=8), Grupo ADX (n=9), Grupo UCN2 (n=6), Grupo ASV30 (n=6),

Grupo ASV30+UCN2 (n=6).

Figura 1. Esquema de corte coronal de cerebro de rata, en el cual se muestra el
sitio en el que se realizé la implantacion de la canula (PaAP= Nucleo

Paraventricular Hipotalamico parvocelular) modificado de Paxinos y Watson, 1998.

Ingesta de alimento
De acuerdo al ANOVA, se encontraron diferencias estadisticas significativas

en el consumo de carbohidratos [F 4, 30) = 5.238; p = .0025] y en el consumo de



grasas [F @, 30) = 3.327; p = .0228]. La prueba post hoc de Tukey indic6 una
reduccion en el consumo de carbohidratos en los grupos SHAM, ADX y UCN2 en
comparacién con el grupo ASV-30. También se encontré una reduccion con
respecto a la ingesta de grasas en el grupo UCN2 con respecto al grupo SHAM

(véase figura 2). En ambos casos el pretratamiento previno el efecto anorexigénico

de la UCN2.
Ingesta
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Figura 2. Media £+ EEM de la ingesta de alimento (g) de proteinas, carbohidratos y
grasas. Bajo los tratamientos de Vehiculo (grupo Sham y ADX), Urocortina 2,

Antisauvagina-30 y pretratamiento en ratas ADX. *p <.05.
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Secuencia de Saciedad Conductual

El analisis muestra que el grupo SHAM no expresé el patrén tipico del
desarrollo de la secuencia de saciedad conductual, pues los sujetos
experimentales no iniciaron con la conducta de alimentarse, esta fue reemplazada
principalmente por la actividad y el acicalamiento. Posterior al minuto 35 (periodo
7), ocurrié la transicion entre la conducta de alimentacién y la conducta de
descanso, cerca del periodo 11 se observo otro periodo de transicidon, lo cual
sugiere que las ratas consumen alimento de forma intermitente, pero no consumen
por el tiempo suficiente para desarrollar el perfil clasico de la SSC (véase Figura
3A).

En el grupo ADX se observo el patrédn tipico de la SSC, es decir los sujetos
se alimentan, se acicalan, estan activos y finalmente descansan, cerca del minuto
20 (periodo 4) ocurrio la transicion entre la conducta de alimentacion y la conducta
de descanso, la cual se mantuvo durante el resto de los periodos (véase Figura
3B).

Por otro lado, la administracion de la Urocortina 2, provocd que los sujetos
dejaran de alimentarse durante casi toda la hora de registro, la transicién entre la
conducta de alimentarse y la de descanso se presentd en el periodo 1 (véase
Figura 3C), interrumpiendo el patrén tipico de la SSC, como consecuencia de la
aparicion temprana de la conducta de descansar, lo cual se explica por los efectos

anorexigénicos de la UCN 2.
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Con respecto a la administracion del antagonista ASV-30, se observo el
patrén tipico de la SSC, desde los primeros minutos los sujetos experimentales
iniciaron con la conducta de alimentacién seguida del acicalamiento, actividad y
descanso. En el periodo 5 (25 minutos) se presentd la transicidon entre la conducta
de alimentacion y la conducta de descanso (véase Figura 3D), la cual se mantuvo
a lo largo del registro conductual.

Por ultimo, la administracion del pretratamiento mostro el patron tipico de la
SSC, la transicion entre la conducta de alimentacion y la de descanso se presento
en el periodo 4 (20 minutos), manteniéndose la conducta de descanso durante el
resto del registro (véase Figura 3E). El pretratamiento previno la interrupcion de la

SSC inducida por la UCN 2.
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Secuencia de Saciedad Conductual
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Figura 3. Desarrollo de la secuencia de saciedad conductual (SSC) durante 12
periodos de 5 minutos (tiempo total 1 hora) para cada grupo. La linea vertical
indica el momento de la transicion entre las conductas de alimentacion y

descansar.
44



El ANOVA del area bajo la curva (ABC) de los parametros de la SSC,
mostro diferencias significativas en la conducta de descanso [F (4, 30) = 3.716; p=
.0143] y en actividad [F (4, 30) = 7.605; p= 0.0002] (véase Figura 6). La prueba
post hoc de Tukey mostré un aumento significativo de la conducta de descanso en
el grupo UCN 2 en comparaciéon con el grupo SHAM. Esto sugiere que el efecto
anorexigénico inducido por la UCN2 se debié al incremento de la conducta de
descanso. La prueba a posteriori indicé una disminucion de la actividad en los
grupos ADX, UCN 2, ASV-30 y ASV-30+UCN 2 con respecto al grupo SHAM,
(véase Figura 4). En las conductas de alimentarse y descanso no se encontraron

diferencias estadisticas significativas.
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Figura 4. Media + EEM del area bajo la curva (ABC) de las conductas de
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alimentarse, acicalarse, actividad y descanso en ratas adrenalectomizadas y falsa
cirugia (sham) bajo diferentes tratamientos (vehiculo, urocortina 2, antisauvagina-

30 y pretratamiento) administrados en el PVN. *p <.05.
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11. DISCUSION

La presente investigacion tuvo como objetivo, evaluar los efectos de la
estimulacion de los receptores CRH2a del nucleo paraventricular del hipotalamo
sobre la ingesta del alimento y la expresion de la secuencia de saciedad
conductual en ratas adrenalectomizadas. Los resultados mostraron que la
adrenalectomia redujo la ingesta de alimento, la administracion de la UCN 2
estimuld el efecto hipofagico sobre los carbohidratos y las grasas en las ratas
ADX'y el pretratamiento con el antagonista ASV-30 previno este efecto.

Estos resultados son consistentes con los de Torres et al. (2010), pues de
forma similar el antagonista de los receptores CRH2 (ASV-30) revirtio el efecto
hipofagico inducido por la ADX. Ellos observaron un aumento en la expresion del
MRNA de la CRH en el PVN en ratas ADX, este efecto se vio potenciado cuando
los sujetos fueron alimentados. Se sugiere que el aumento de la expresion del
MRNA se debié a la ausencia de la retroalimentacion negativa de los
glucocorticoides en el NPV. Dicho efecto es consistente con la anorexia observada
en los animales ADX y con la reduccion de la ingesta de alimento promovida por la
administracién central de la CRH. Adicionalmente, en las ratas ADX se observé un
aumento del mRNA de oxitocina en el NPV y la activacién de las neuronas de
oxitocina al ser alimentadas, la administracion de antagonistas de oxitocina puede
también revertir la hipofagia inducida por la ADX. También observaron que en las
ratas ADX se activan neuronas del nucleo del tracto solitario (NTS) al ser
alimentadas, efecto que puede ser revertido con antagonistas de los receptores

CRH2a. Lo anterior sugiere que a pesar de que las ratas ADX consumen una



cantidad menor de alimento, las respuestas relacionadas con la saciedad se
encuentran aumentadas, lo que indica que estos animales son mas sensibles a los
estimulos fisiolégicos provocados por las sefiales de los episodios de
alimentacion.

Por otro lado, el efecto inducido por la UCN2 en la presente investigacion es
consistente con lo reportado por Pelleymounter, Joppa, Ling y Foster (2004),
quienes sefialan que la administracion icv de la UCN2 produjo efectos
anorexigénicos diez veces mas potentes que la UCN3, efecto que fue prevenido
con el antagonista CRH2 antisauvagina-30. Por otro lado, Ohata y Shibasaki
(2004), también encontraron que la administracion icv de la UCN2 y de la UCN3
redujo la ingesta de alimento después de una hora de haberse administrado,
adicionalmente la UCN3 mostré un efecto supresor de la actividad motora.

Con respecto a la autoseleccién dietaria, se observé una reduccion de la
ingesta de carbohidratos en los grupos UCN2 y ADX, y en grasa en el grupo
UCN2. Este resultado es acorde al reportado por Bligh et al. (1991), ellos
demostraron que la adrenalectomia ocasiond una disminucion de la ingesta de
alimento, principalmente de los carbohidratos y la grasa. Por otro lado, Kumar et
al. (1988), encontraron un efecto supresor de la ingesta de alimento
particularmente sobre la seleccion de carbohidratos al inicio de la fase de

oscuridad en ratas ADX bajo un paradigma de autoseleccién dietaria.
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Estos autores también demostraron que la administraciéon de corticosterona,
revierte el efecto hipofagico de la ADX, confirmando que esta hormona ejerce
control sobre el consumo de alimento. Con respecto a la disminucion del consumo
de grasas observado en la presente investigacion, este efecto es similar al
reportado por Bligh et al. (1991), tras una adrenalectomia en ratas macho
Sprague-Dawley, observé una disminucion significativa del consumo de grasa.

Por lo tanto, los resultados de la presente investigacion con respecto a la
ingesta de alimento sugieren que los receptores CRH2a del NPV median la
hipofagia inducida por la adrenalectomia y por la UCNZ2 en las ratas ADX. Por otra
parte, la estimulacién central de los receptores CRH2a no sélo influyoé sobre la
ingesta de alimento, también afectd el desarrollo tipico de la SSC. En la presente
investigacion la afectacion de la SSC podria atribuirse a la manipulacién de dos
variables: 1) a la administracion de los farmacos y 2) a la cirugia ADX.

A pesar de que los sujetos experimentales del grupo SHAM ingirieron
alimento, en la SSC no se encontré el desarrollo tipico como se hubiera esperado.
En este grupo la conducta de actividad fue elevada, ademas de presentar dos
periodos de transicion entre la conducta de descanso y la de alimentacion.
Estudios previos en nuestro laboratorio en ratas con cirugia estereotaxica, bajo las
mismas condiciones experimentales (dieta, periodo de Iluz/oscuridad y
temperatura) y con tratamiento de soluciéon salina administrada intra-NPV han

presentado una SSC tipica (L6pez et al., 2007, Lépez et al., 2009).
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Sin embargo, en el caso del presente reporte, la actividad fue elevada. Al
respecto Halford, Wanninayake y Blundell (1998), mencionan que el aumento de
una conducta como la actividad que retrasa el inicio del reposo y fragmenta la
conducta alimentaria en numerosos episodios de corta duracion que se extienden
a través de todo el periodo de observacion puede ser considerada como
disruptiva. Estos efectos se han observado con la administracion de farmacos
como la d-anfetamina (agente liberador de dopamina), el RU-24969 (agonista 5-
HT1a18), €l DOI (agonista 5-HT>) y varios agonistas dopaminérgicos administrados
centralmente (Lievens et al., 2009). Aunque en la presente investigacion sélo se
administré solucién salina intra-NPV al grupo SHAM, el desarrollo de la SSC se vio
afectado, posiblemente este efecto esté relacionado con el estrés producido por la
manipulacion experimental.

En el caso del grupo ADX se encontré que la SSC presentd un desarrollo
tipico. El desarrollo tipico de la SSC se caracteriza por presentar principalmente
conducta de alimentaciéon en los primeros episodios del registro conductual,
seguida de actividad y acicalamiento, para finalmente presentarse descanso
(Halford et al., 1998). En este grupo la actividad fue menor a la observada en el
grupo SHAM, esto podria estar en relacion a lo que mencionan Briones, Castillo y
Picazo (2009), la extirpacion de las glandulas adrenales induce un efecto

ansiolitico.

49



Posiblemente en la presente investigacion, el manejo experimental (falsa
cirugia) en el grupo SHAM esté causando un efecto estresor, motivo por el cual no
se observo la SSC tipica, pero mejora en el grupo ADX debido al efecto ansiolitico
inducido por la extirpacion de las glandulas adrenales.

La administracion de la urocortina 2 interrumpio el patrén tipico de la SSC
debido a la aparicién temprana de la conducta de descanso, ésta fue observada
en los primeros minutos del registro conductual. Evidencias previas sefialan que la
CRH esta relacionada con la modulaciéon del ciclo suefo-vigilia (Opp, 1995; Opp
1997). Opp (1997) reportd que ratas LEW (deficientes en la sintesis y secrecion de
CRH hipotalamica) pasan menos tiempo en vigilia y mas en la etapa de suefio de
ondas lentas. El investigador concluye que la CRH regula y/o modula el suefio y la
vigilia. Por otro lado, Grammatopoulos et al. (2002) sefalan que los antagonistas
de los receptores CRH2 pueden utilizarse en el tratamiento de desoérdenes del
suefio.

La conducta alimentaria, la conducta de actividad y la conducta de
acicalarse pueden presentarse de forma discreta en periodos posteriores a la
observacion, de manera que nuestros resultados sugieren que el efecto hipofagico
de la urocortina 2 se debi6 a un estado de sedacion y no al proceso de
satisfaccion. La satisfacciéon entendida como el proceso que permite dar por
terminada la ingesta de alimento derivada de las condiciones fisioldgicas,

metabdlicas y sensoriales normales (Blundell, Rogers & Hill, 1985).
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Asimismo, la administracion de la ASV-30 incrementé la ingesta de alimento
en las ratas ADX, el periodo de transicion entre la conducta de alimentarse y la de
descanso se recorrid a la derecha con respecto al grupo ADX, es decir se
prolong6 el proceso de satisfaccion, el patron conductual fue el tipico de la SSC.
En este grupo, también se observo la disminucion de la actividad con respecto al
grupo SHAM. En concordancia con el efecto ansiolitico inducido por la cirugia
ADX, Radulovic, Ruhman, Liepold y Spiess (1999), reportaron que la
administracién de CRH en el Septum Lateral incrementd la conducta de ansiedad
después de 30 minutos, mientras que la administracion de ASV-30 redujo la
actividad motora. En el caso del grupo pretratado se observé el patrén tipico de la
SSC, es decir las conductas se presentaron en orden, alimentacién, acicalarse,
actividad y finalmente el descanso. Estos resultados sugieren que el antagonista

ASV-30 previno la interrupcion de la SSC producida por la Urocortina.
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12. CONCLUSIONES
En la presente investigacion se encontré que la adrenalectomia redujo la
ingesta de alimento al inicio del ciclo natural de oscuridad.
La administracion del antagonista ASV-30 revirtio el efecto hipofagico de los
carbohidratos inducido por la ADX.
La administracion de la urocortina 2 mostré una disminucion en la ingesta
de carbohidratos y grasas en las ratas ADX.
El pretratamiento con el antagonista ASV-30 en las ratas ADX previno el
efecto anorexigénico de la urocortina 2.
El analisis de la SSC evidencié que el efecto anorexigénico de la urocortina
se debié a la interrupcion de la SSC, como consecuencia del desarrollo
temprano de la conducta de descanso.
La administracion del pretratamiento con ASV30+UCN previno la
interrupcion de la SSC inducida por la urocortina 2 en las ratas ADX.
Con respecto al grupo sham, es necesario continuar investigando para
determinar las causas de la interrupcion de la SSC.
Con base a estos resultados, se sugiere que los receptores CRH2a no sélo
median el efecto anorexigenico de la CRH, también estan relacionados con
la modulacion del desarrollo de la saciedad conductual.
Estos resultados constituyen un aporte importante para la caracterizacion

funcional de los receptores de CRH2a.



13. PERSPECTIVAS

Con base en la evidencia que arrojé la presente investigacion, para futuras
investigaciones se sugiere contrastar los efectos de la modificacion de la SSC.
Para esto, se podria recurrir a un disefio factorial de 3x4, en el cual se tendrian
dos variables independientes, la primera seria el nivel de la manipulacion de la
cirugia ADX (presencia, ausencia y falsa cirugia) y la segunda corresponderia al
tipo de tratamiento con el farmaco (salina, urocortina, asv-30 y el pretratamiento).
Lo anterior con la finalidad de evaluar de forma independiente, el efecto que esta
teniendo tanto la variable cirugia, asi como la administracién del farmaco para la
disminuciéon de la ingesta y la modificacion de la SSC, aportandose asi,
informacion para aclarar si la falsa cirugia alteré6 o no el desarrollo de la SSC,
como consecuencia del estrés y/o molestias post-cirugia. Ademas, se podrian
realizar pruebas bioquimicas para conocer el nivel de corticosterona de los
animales y asi poder conocer con mayor precision si la modificacion de la SSC en
las ratas con falsa cirugia se alteré por causa de estrés.

Finalmente, debido a que los animales pasan por una doble cirugia
(estereotaxica y ADX), lo cual es sumamente invasivo, se considera que una
alternativa para sustituir la cirugia ADX, es que se utilicen bloqueadores de CRH,
ACTH y/o de glucocorticoides, esto para la inhibicidon del eje HPA y asi mismo, del
feedback negativo de los glucocorticoides en el nucleo paraventricular
hipotalamico, dando como resultado, un procedimiento y metodologia menos

invasiva para los animales experimentales.
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