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Lista de abreviaturas

AgRP Proteina relacionada a agouti
ARC Nucleo arqueado

CoPP Protoporfirina de cobalto

CTRL Grupo control

DMN Nucleo dorsomedial hipotalamico
DVC Complejo dorsal-vagal

LHA Area lateral hipotalamica

LiCl Cloruro de litio

NAcc Nucleo accumbens
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Resumen

El estudio de |la anorexia nerviosa es complejo debido a que se ha mostrado que
diferentes factores participan en su patogénesis. En la actualidad existen algunos modelos
animales que permiten el estudio de esta patologia, sin embargo, estos modelos presentan
caracteristicas que dificultan su accesibilidad dado su alto costo, dificultad en la generacion
de un proceso de restriccion de la ingesta o bien, presentan limitaciones en cuanto la
capacidad del modelo para imitar caracteristicas similares a la enfermedad. Ante esta
situacion, el objetivo de este trabajo es validar la viabilidad del uso de protoporfirina de
cobalto (CoPP) inyectada de forma sistémica como un modelo de anorexia nerviosa en ratas
hembra. Se trabajé con 30 ratas de la cepa Wistar entre 180-200 g de peso. El protocolo
inicié con una linea base de 4 dias para evaluar diariamente la ingesta de alimentos, el
consumo de agua y el peso corporal de las ratas. Posterior a la linea base se formo un grupo
control y un grupo experimental que fueron administrados via subcutanea con vehiculo o
CoPP. Cinco dias después se realizaron pruebas conductuales para evaluar la presencia de
conductas tipo ansiedad e hiperactividad. De manera adicional, se ocuparon 18 ratas para
una prueba de preferencia a la sacarina que evaluar si la disminucion en la ingesta de
alimento se debe a un mecanismo de aversién condicionada. Encontramos que la CoPP
reduce de manera significativa la ingesta de alimento y el peso corporal, pero no afecta el
consumo de agua. Las pruebas conductuales muestran que después de la administracién de
CoPP, noseincrementa la presencia de conductas tipo ansiedad ni se induce hiperactividad
en las ratas; mientras que los conteos celulares no muestran cambios en diferentes tipos
celulares del nucleo accumbens. Estos resultados muestran que la CoPP disminuye
significativamente la ingesta de alimentos y del peso corporal, sin embargo, no imita otras
caracteristicas relevantes de la anorexia nerviosa, por lo que el potencial de Ia

protoporfirina de cobalto para generar un modelo animal de anorexia nerviosa es limitado.

Palabras clave: Anorexia nerviosa, protoporfirina de cobalto, ingesta de alimento, modelo

animal, ansiedad, actividad locomotora.



Introduccion y antecedentes
Anorexia Nerviosa

La anorexia nerviosa se caracteriza por la restriccién voluntaria de laingesta calérica
y una consecuente pérdida de peso, un miedo patolégico al aumento de peso y una
distorsion en la percepcion corporal de la persona que la padece, resultando en una
disminucion del peso (American Psychiatric Association, 2013; Zipfel, Giel, Bulik, Hay &
Schmidt, 2015).

El Manual Diagndstico y Estadistico de los Trastornos Mentales V (DSM-V) clasifica

ala anorexia nerviosa en los siguientes subtipos (American Psychiatric Association, 2013):

a) Restrictiva: Pérdida de peso lograda a través de dietas, ayunos y/o ejercicio
excesivo. Durante los ultimos tres meses, la persona no ha incurrido en
episodios de atracones o conducta purgativa (vomito autoinducido, abuso de

laxantes, diuréticos o enemas).

b) Por atracones/Purgativa: La persona, en los Gltimos tres meses, ha incurrido

en episodios de atracones o conducta purgativa.

La mezcla entre los diferentes subtipos no es rara, por lo que éstos deben usarse
solamente para poder describir los sintomas actuales de la enfermedad (American

Psychiatric Association, 2013).

Los sintomas son persistentes a pesar de los cambios: el miedo a la ganancia de peso
0 a ser gordo continla a pesar de que el peso disminuya o se mantenga y lo mismo ocurre
con la percepciéon de su forma corporal, las personas que padecen anorexia nerviosa
perciben que su cuerpo tiene sobrepeso, o en algunos casos, son solo partes de su cuerpo

gue son demasiado gordas (American Psychiatric Association, 2013; Zipfel et al., 2015).



Todos los casos presentan comportamientos persistentes que interfieren con la
ganancia de peso (American Psychiatric Association, 2013) como por ejemplo, el consumo

de laxantes, la restriccion alimenticia o la realizacion excesiva de ejercicio.
Criterios diagnésticos

Los criterios diagnosticos especificos mencionados en el DSM-V (American

Psychiatric Association, 2013) son los siguientes:

a) Restriccion de la ingesta energética con relacion a sus requerimientos
caldricos que lleva a un bajo peso corporal (considerando su edad, sexo,

desarrollo y salud fisica).
b) Miedo intenso de ganar peso o volverse gordo.

c) Comportamientos persistentes que interfieren con la ganancia de peso a

pesar de tener ya un peso bajo.
d) Alteracion en la experiencia personal del peso corporal.
e) Influencia del pesoy forma corporal en la autoevaluacion.
f) Falta de reconocimiento de un peso bajo.

De manera importante, la anorexia nerviosa presenta comorbilidad con otros
trastornos psiquiatricos: 75 % de los pacientes reporta al menos un trastorno del animo
(comUnmente depresion mayor), entre 25 %y el 75 % de los pacientes reportan un trastorno
de ansiedad y entre el 15 % y 29 % de los pacientes presentan trastorno obsesivo-

compulsivo (Zipfel et al., 2015).

La restriccion del consumo de alimentos y el incremento en la actividad fisica lleva a
un indice de masa corporal bajo (American Psychiatric Association, 2013) asi como un

cambio en el tipo de alimento consumido: los pacientes disminuyen el consumo de grasas y



lo compensan con un incremento en el consumo de proteinas asi como un menor consumo

de minerales, elementos traza y vitaminas (Chiurazzi et al., 2017).
Epidemiologia

La anorexia nerviosa es una condicidon que se presenta principalmente en mujeres,
particularmente adolescentes y adultos jovenes (Kolar, Mejia, Mebarak & Hoek, 2016;

Mancilla-Diaz et al., 2007; Zipfel et al., 2015).

Estudios recientes estiman que la prevalencia de este trastorno en México es
alrededor de 0.5 % (Benjet, Méndez, Borges & Medina-Mora, 2012) mientras que para la
region de América Latina es de aproximadamente 0.1 % (Kolar et al.,2016), como lo muestra
la Grafica 1. Otras investigaciones relacionadas con la presencia de sintomas asociados a la
anorexia nerviosa y otros trastornos de conducta alimentaria muestran que dichos
sintomas se han incrementado en la poblacion adolescente mexicana en los ultimos anos
(Unikel-Santoncini, Bojérquez-Chapela, Villatoro-Veldazquez, Fleiz-Bautista & Medina-

Mora lcaza, 2006).
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Grdfica 1. Diagrama de bosque que muestra los resultados de un metaandlisis que reporta la media de prevalencia puntual de
diferentes estudios reportadas en América Latina para la anorexia nerviosa. Abreviaciones: Prev, prevalencia; LCL, intervalo de

confianza inferior; UCL, intervalo de confianza superior. (Kolar et al., 2016)



Tratamiento

Los tratamientos existentes para la anorexia nerviosa son poco efectivos: si el
paciente no es atendido en los primeros tres anos a partir del inicio del trastorno, es dificil
lograr una recuperacion completa (Zipfel etal., 2015). La falta de efectividad en el
tratamiento es posible resultado del limitado conocimiento de los diversos mecanismos que

originan esta patologia (Cuesto, Everaerts, Ledn & Acebes, 2017; Zipfel et al., 2015).

Otro elemento que dificulta la recuperacidon es que gran parte de las personas
afectadas no van a tratamiento. En el caso de paises como Finlandia, que llevan registros
detallados sobre los pacientes diagnosticados con anorexia, muestran que alrededor del
50 % de las personas con anorexia nerviosa no asiste, y, del 50 % que si se presenta, sélo
40 % de las personas tratadas logra una recuperacién completa (Zipfel et al., 2015). En el
caso particular de México, existen reportes de que alrededor de un 17.3 % de las personas
que padecen anorexia nerviosa han recibido tratamiento en los ultimos doce meses
posterior al diagndstico de la enfermedad (Benjet et al., 2012), resaltando también la falta

de acceso a instituciones de salud mental.

De manera breve, el procedimiento de recuperacién para la anorexia nerviosa es una
combinacién entre cuidados médico-nutricionales para recuperar el peso perdido y terapia
psicologica (Zipfel et al., 2015). Llama la atencidén que no existe tratamiento farmacolégico
alguno que cuente con evidencia suficiente para ser utilizado en esta enfermedad (Treasure,
Claudino & Zucker, 2010; Zipfel et al., 2015), aunque se llegan a administrar farmacos para
mejorar algunas comorbilidades de la anorexia, en particular, los sintomas depresivos
(Foldi, Milton, & Oldfield, 2017).

Dentro de las terapias psicolégicas con mayor evidencia de su efectividad
encontramos a las terapias basadas en la familia (Treasure et al., 2010; Zipfel et al., 2015).
Este tratamiento estd enfocado en involucrar a la familia del paciente como un facilitador
en larecuperacién del peso corporal, a través de la exploracion de las creencias y conductas
de la familia para poder modificar la conducta de ingesta del paciente (Agras et al., 2014;

Lock, 2015). Las terapias basadas en la familia estan recomendados como intervencion en
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la poblacién adolescente, pero presentan una tasa de remision de alrededor de 33 % (Agras
et al., 2014), y no existe evidencia solida de su efectividad en adultos (Lock, 2015; Treasure
et al., 2010; Zipfel et al., 2015). Por otro lado, la evidencia sobre la efectividad de otros
tratamientos existentes para la anorexia nerviosa es escasa debido dificultades en la
realizacion de investigacion clinica, ya que es dificil reclutar a pacientes, y los pocos

reclutados suelen desistir de la terapia (Treasure et al., 2010).
Pronéstico

El prondstico una vez diagnosticada la enfermedad es muy diverso: hay pacientes
que tienen una recuperacion completa después de un solo episodio, otros presentan un
patron de recuperaciéon de peso para luego recaer y algunos otros, pasan por un curso
crénico por muchos afos (American Psychiatric Association, 2013). Sin tratamiento, la
anorexia nerviosa es uno de los trastornos psiquiatricos con mayor tasa de mortalidad:
alrededor del 2 % en adolescentes y alrededor del 5 % en adultos a nivel mundial (Zipfel
etal., 2015).

Bases neurobiologicas de la anorexia nerviosa

Neurobiologia del balance energético

La homeostasis energéticaesun proceso através del cual el organismoiguala el gasto
con el consumo energético a largo plazo (Morton, Meek & Schwartz, 2014; Smith &
Ferguson, 2008), y es justo a través del control de la ingesta de alimentos y otros
mecanismos como la termogénesis, que los organismos logran el balance energético
(Harrold, Dovey, Blundell & Halford, 2012; Morton et al., 2014).

La regulacion del balance energético se realiza en el sistema nervioso central, sin
embargo, requiere de coordinacion con diferentes 6rganos y tejidos que proveen
informacion del estado nutricional y energético del organismo (Harrold et al., 2012). De
manera general, las regiones del sistema nervioso que mantienen el balance energético
tienen acceso a hormonas y otros factores circulantes que proveen informacion sobre la

experiencia sensorial de la ingesta de alimentos (vision, olfato, gusto, somatosensorial), la
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composicion de los alimentos ingeridos y sobre la utilizacion de los nutrientes (absorcion,

metabolismo o almacenamiento) (Harrold et al., 2012; Morton et al., 2014).

En el sistema nervioso central existen varias regiones que estan directamente
involucradas en la regulacion del balance energético a través de la ingesta de alimento y el
gasto energético (Harrold et al., 2012). Estas regiones pueden agruparse en tres grandes
circuitos: los circuitos autondémicos, los circuitos de recompensa y los circuitos ejecutivos
(Caron & Richard, 2017). El circuito autondémico detecta el estado nutricional y energético
del organismo regulando la ingesta homeostatica de alimento; los circuitos de recompensa
establecen las propiedades hedonicas (“que tanto nos gustan”) y de saliencia motivacional
(“que tanto lo deseamos/queremos/anhelamos”) de la comida, y finalmente; las regiones
ejecutivas estan asociadas a la toma de la decision de incurrir en la ingesta de alimento
(Caron & Richard, 2017). Los diferentes circuitos estan conectados entre si e interactiian de
forma constante para regular el balance energético (Caron & Richard, 2017; Harrold et al.,
2012; Rossi & Stuber, 2017). En la Figura 1 se esquematizan las principales regiones
cerebrales asociadas a la regulacion del balance energético agrupadas en los tres circuitos

que regulan el balance energético.

Figura 1. Principales estructuras asociadas a la regulacion del balance energético. Las estructuras autonémicas (amarillo)
incluyen al drea predptica (PON), los nticleos paraventricular (PVN), dorsomedial (DMN), ventromedial (VMN y arqueado (ARC)
del hipotdlamo, asi como el drea lateral hipotaldmica (LHA), el niicleo parabraquial (PBN), el nticleo del rafé pdlido y el complejo
dorsal-vagal (DVC). Los circuitos de recompensa (azul) comprenden el drea ventral tegmental (VTA), el drea lateral hipotaldmica
(LHA), la amigdala (AMY), el nticleo accumbens (NAcc), el estriado (STR), el hipocampo (HYP) y la insula (INS). Las estructuras
ejecutivas (rojo) incluyen a la corteza prefrontal (PFC), la corteza anterior cingulada (ACC) y la insula (INS). Modificada de Caron'y
Richard (2017).



Los circuitos ejecutivos conformados por la corteza prefrontal y la insula tienen un
papel importante en la conducta de ingesta, ya que determinan el inicio de la conducta de
ingesta asi como de la cantidad y el tipo de alimentos a ingerir (Berthoud, 2007; Caron &
Richard, 2017; Richard, 2015). Alteraciones en los circuitos ejecutivos causan un
comportamiento impulsivo, y existe asociacion de estos comportamientos con trastornos
como la anorexia nerviosay otros trastornos alimenticios (Titova, Hjorth, Schiéth & Brooks,
2013; Val-Laillet et al., 2015) o bien, enfermedades como la obesidad (Caron & Richard,
2017; Richard, 2015). Sin embargo, los mecanismos a través de los cudles las regiones
ejecutivas influyen sobre el balance energético no se conocen en su totalidad (Rossi &
Stuber, 2017), aunque si se sabe que estas regiones reciben aferencias y proyectan hacia los
diferentes nucleos hipotalamicos que se encargan de regular la ingesta homeostatica asi
como a regiones motoras parainiciar la conducta de ingesta (Berthoud, 2007). De hecho, los
circuitos ejecutivos y de recompensa tienen la capacidad de anular la regulacién
homeostatica del balance energético (Berthoud, 2007; Rossi & Stuber, 2017), y pueden ser
modulados por la actividades de factores de saciedad periféricos (Andermann & Lowell,
2017).

Los circuitos de recompensa conformados por el niicleo accumbens (NAcc), estriado,
insula,amigdala, areaventral tegmental y el area lateral hipotalamica establecen los valores
motivacionales y hedénicos de estimulos y conductas asociadas al balance energético

(Berthoud, 2007; Rossi & Stuber, 2017).

El NAcc resulta relevante en este circuito ya que procesa ambos aspectos
(motivacional y heddnico) de la ingesta. La saliencia motivacional esta ligada a la via
mesolimbica de la dopamina, que tiene origen en el area tegmental ventral y proyecta
directo al NAcc, y de ahi, a diversos nucleos hipotaldmicos y a la corteza prefrontal (Cuesto
et al.,2017). Existe evidencia abundante del rol del circuito de recompensa en el control del

balance energético:



a) Enmodelos animales, la destruccion de las neuronas dopaminérgicas del area
tegmental ventral resulta en déficit en la ingesta de alimento, alteraciones

motoras, anhedonia y dificultad en el aprendizaje (Rossi & Stuber, 2017).

b) La comida palatable promueve la ingesta de alimentos al incrementar la
liberacién de dopamina en el estriado a través de la estimulacion del area
tegmental ventral (Andermann & Lowell, 2017; Avena & Bocarsly, 2012;
Caron & Richard, 2017; Rossi & Stuber, 2017).

c) Personas con obesidad y personas que sufren de trastornos alimenticios
muestran alteraciones en el sistema dopaminérgico (Avena & Bocarsly, 2012;
Rossi & Stuber, 2017).

d) Finalmente, manipulaciones del sistema dopaminérgico permiten modelar
algunas caracteristicas de trastornos alimenticios como el trastorno por

atracones, la bulimia o la anorexia nerviosa (Avena & Bocarsly, 2012).

Por otro lado, el aspecto hedénico parece estar mediado por neurotransmisién
opioide y endocannabinoide en un punto especifico del NAcc (Berridge, 2009). La activacion
de los receptores opioides mu (uy) incrementan la palatabilidad (valor hedénico) de los
alimentos, ocurriendo algo similar con la estimulacién de los receptores cannabinoides CB1
(Berridge, 2009).

De manera interesante, el NAcc tiene conexiones reciprocas con el hipocampo, la
amigdalay otras areas corticales que tienen un papel en el aprendizaje y la emocién (Caron
& Richard, 2017; Rossi & Stuber, 2017), convirtiéndolo en un sitio donde convergen los

circuitos ejecutivos, de recompensa y autonémicos.

Los circuitos autondmicos que regulan el balance energético tienen una interaccion
reciproca con los circuitos ejecutivos de recompensa, de tal manera que uno puedo anular
la accion del otro (Caron & Richard, 2017; Harrold et al., 2012; Rossi & Stuber, 2017). Estos
circuitos tienen acceso a las diferentes senales periféricas que proveen informacién del

estado nutrimental y energético del organismo (Harrold etal., 2012). Estos circuitos
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incluyen a una gran cantidad de nucleos hipotalamicos como el area predptica, el nucleo
paraventricular (PVN), el ntcleo ventromedial (VMN), el ntcleo dorsomedial (DMN), el
nucleo arqueado (ARC) y el area lateral hipotaldmica (LHA), asi como regiones del tronco
encefalico como el complejo vagal-dorsal, el nicleo del rafé palido y el nicleo parabraquial
(Caron & Richard, 2017; Harrold et al., 2012; Simerly, 2015; Smith & Ferguson, 2008).

El ARC es uno de los principales nucleos involucrados en el balance energético. Este
nucleo presenta dos poblaciones diferentes de neuronas: una subpoblaciéon que expresa y
libera los neuropéptidos orexigénicos neuropéptido Y (NPY), proteina relacionada a agouti
(AgRP) y 4acido y-aminobutirico (GABA); y otra subpoblaciéon que expresa y libera los
neuropéptidos anorexigénicos hormona estimulante de los melanocitos alfa (a-MSH) que es
derivada de la proopiomelanocortina (POMC) o la transcripcion regulada por cocaina y
anfetamina (CART) (Harrold et al., 2012; Morton et al., 2014; Parker & Bloom, 2012; Rogge,
Jones, Hubert, Lin & Kuhar, 2008; Smith & Ferguson, 2008). Las neuronas AgRP estimulan
la ingesta de alimentos, ya que liberan tanto NPY (promueve la ingesta de alimentos al
actuar sobre los receptores Y2 y Ys) como AgRP (promueve la ingesta al antagonizar los
receptores de melanocortinas MC3R y MC4R) (Harrold et al., 2012; Parker & Bloom, 2012).
Por otro lado, las neuronas POMC liberan a-MSH que disminuye la ingesta de alimentos al
actuar sobrelosreceptores MC3Ry MC4R asi como el neuropéptido CART, que actlia sobre
un receptor hasta la fecha desconocido (Harrold et al., 2012; Parker & Bloom, 2012; Rogge
etal., 2008).

Estas poblaciones neuronales también son sensibles a una gran variedad de senales
provenientes de la periferia que regulan su actividad favoreciendo o disminuyendo la
ingesta de alimentos (Parker & Bloom, 2012). Estas seiales periféricas actiian a corto plazo
oalargoplazo. Las senales a corto plazo, conocidas también como senales fasicas, se dividen

en dos grandes grupos:

1. Senales de saciedad: Péptidos y hormonas provenientes del tracto
gastrointestinal generadas de forma proporcional ante la ingesta de alimento

como la colecistocinina, el péptido similar a glucagén 1, el péptido YY o la
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amilina (Chaudhri, Salem, Murphy & Bloom, 2008; Sam, Troke, Tan & Bewick,
2012; Woods & D’Alessio, 2008).

2. Senales anticipatorias de la ingesta de alimento (senales de hambre):
Hormonas como la grelina, asi como informacién proveniente de los 6rganos
sensoriales como el olfato y la vision (Chaudhri et al., 2008; Harrold et al.,
2012; Woods & D’Alessio, 2008).

Por otro lado, las senales de largo plazo, también conocidas como ténicas, derivan de
los almacenes energéticos en el tejido adiposo y hepatico, como la leptina, la insulina y el
glucagon (Chaudhri et al., 2008; Harrold et al., 2012; Smith & Ferguson, 2008; Valassi,
Scacchi & Cavagnini, 2008). De hecho, las poblaciones neuronales en el ARC presentan a su
vez subconjuntos que expresan diferentes receptores de manera especifica ante los
péptidos y hormonas previamente mencionados asi como otros neurotransmisores que
modulan la ingesta de alimento, como por ejemplo: la serotonina (5-HT), el glutamato
(GLUT) o GABA (Morton et al., 2014). Esto muestra la complejidad de la regulacién del
balance energético (Caron & Richard, 2017).

De igual manera, el ARC proyecta a varios nucleos hipotalamicos, de los cuales
destaca el nucleo paraventricular, el cual es responsable de la actividad neuroendocrina
asociada a la ingesta de alimentos a través de la activacién del eje hipotalamo-hipdfisis
(Caron & Richard, 2017; Smith & Ferguson, 2008). Este nucleo integra la informacion
proveniente de varias vias neuronales, entre ellas, las de las neuronas AgRP, POMC vy las
neuronas productoras de orexina en el area lateral hipotaldmica (Simerly, 2015; Smith &
Ferguson, 2008). El ARC también tiene comunicacion reciproca con el complejo dorsal-
vagal,unaregiéneneltronco encefalico que se encarga de sensar y enviar informacién hacia
el hipotalamo de diferentes senales periféricas provenientes tanto del tracto
gastrointestinal como de factores circulantes (Fry & Ferguson, 2007; Siso, Jeffrey &
Gonzalez, 2010). De esta manera, el complejo dorsal-vagal modula la actividad de los

diversos nucleos hipotalamicos, favoreciendo o inhibiendo la respuesta de las diferentes
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poblaciones de neuronas hipotaldmicas (Caron & Richard, 2017; Harrold et al., 2012;

Morton et al., 2014; Simerly, 2015; Smith & Ferguson, 2008).

En este punto es necesario mencionar que la gran mayoria de los estudios estan
centrados en la actividad neuronal, pero estudios recientes muestran que existe evidencia
creciente del rol que las células gliales tienen en la regulacion del balance energético y la
ingesta de alimentos tanto en condiciones fisioldgicas (Chowen etal., 2016; Frago &
Chowen, 2017; Freire-Regatillo, Argente-Arizon, Argente, Garcia-Segura & Chowen, 2017;
Yang, Qi & Yang, 2015) como patoldgicas (Baufeld, Osterloh, Prokop, Miller & Heppner,
2016; Douglass, Dorfman, Fasnacht, Shaffer & Thaler, 2017; Ferris et al., 2017; Garcia-
Caceres, Yi & Tschop, 2013; Kwon etal.,, 2017). No obstante, no se conocen ni los
mecanismos moleculares por los cuales las células gliales pueden modular el balance

energético ni el papel que juega cada tipo glial en su regulacion.

Otros nucleos hipotaldamicos que también reciben proyecciones del ARC son: el
nucleo ventromedial, que parece estar asociado con la promocién de gasto energético a
través de la termogénesis del tejido adiposo pardo asi como un papel en la ingesta de
alimentos, ya que la destruccion de este nucleo induce un incremento en la ingesta de
alimentos asi como del peso corporal (Caron & Richard, 2017; Smith & Ferguson, 2008); el
area lateral hipotalamica, que integra la informacién proveniente del circuito homeostatico
con el de recompensa resultando en la regulacién del comportamiento motivado orientado
hacialaingestade alimento (Rossi & Stuber,2017) y el niicleo dorsomedial, que parece estar
asociado alos aspectos circadianos de laingesta de alimentos, dada la alta cantidad de fibras

provenientes del nlicleo supraquiasmatico (Smith & Ferguson, 2008).

La figura 2 muestra como, en su conjunto, la actividad e interacciones de los tres
circuitos (autondmico, de recompensa y ejecutivo) con las sefiales periféricas provenientes
del tejido adiposo y del tracto gastrointestinal regulan el balance energético a través de la

ingesta de alimento.
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Tejido adiposo Tracto
gastrointestinal

Figura 2. Integracion de los circuitos autonémicos, de recompensa y ejecutivos en la regulacion del balance energético. El circuito
de recompensa determina el valor heddnico y motivacional de los alimentos ingeridos mientras que el circuito ejecutivo determina
el inicio de la conducta de ingesta, asi como de la cantidad y el tipo de alimentos vamos a ingerir. Finalmente, el circuito autonémico
controla la cantidad de alimento a ingerir dependiendo de la informacion recibida por las sefiales periféricas sobre el estado
nutricional y las reservas energéticas del organismo provenientes del tejido adiposo y el tracto gastrointestinal. Los circuitos
autondmicos y de recompensa también son modulados por seiales periféricas que proveen informacion sobre el estado nutricional
y energético del organismo. Modificado de Morton et al. (2014).

Neurobiologia de la anorexia nerviosa

A nivel neurobioldgico, existen dos propuestas sobre los mecanismos que originan la
anorexia: un mecanismo centrado en el sistema de recompensa y otro que propone un
mecanismo basado en habitos (Tasneem, 2018). Las hipoétesis relacionadas al sistema de
recompensa proponen que en el estriado ventral existe una alteracion en los sistemas de
recompensa de tal manera que el ejercicio o la restriccién de alimento se vuelve adictivo
(O’Hara, Campbell & Schmidt, 2015; Scheurink, Boersma, Nergardh & Soédersten, 2010); por
el otro lado, las hipétesis centradas en un mecanismo basadas en el habito proponen que la
restriccion alimenticia es en realidad un habito, es decir, la restriccion alimenticia es una
conducta aprendida que se vuelve automatica y persiste incluso en la ausencia de la

recompensa (Steinglass & Walsh, 2016; Tasneem, 2018).
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Existe amplia evidencia del papel del sistema de recompensa en la anorexia nerviosa.
Anatdmicamente, regiones del circuito de recompensa tienen proyecciones reciprocas
hacia el hipotdlamo, en particular, entre el ndcleo accumbens y el area lateral hipotaldmica
(Caron & Richard, 2017; Harrold et al., 2012; Simerly, 2015). Mediante un metaanalisis, se
encontré que pacientes con anorexia nerviosa presentan una disminucion significativa de
materia gris en el hipotalamo, el I6bulo parietal inferior izquierdo, el nucleo lentiforme
izquierdo y el nucleo caudado izquierdo, siendo regiones asociadas a procesos
somatosensoriales y de recompensa (Titova et al., 2013). De manera interesante, en este
estudio no se detectaron alteraciones en el nucleo accumbens, clave en el sistema de
recompensa (Titova et al., 2013). Otros estudios reportaron una disminucion en los niveles
de dopamina en el liquido cerebroespinal (Frank & Kaye, 2012), una mayor responsividad
del circuito de recompensa ante estimulos alimenticios en pacientes con anorexia (Frank
et al.,2012) y unincremento en la respuesta del NAcc ante la recompensa (Bischoff-Grethe
etal.,, 2013). Existen también estudios sobre alteraciones morfoldgicas en la anorexia
nerviosa (Titova et al., 2013), aunque han sido cuestionados por estudios mas recientes con
resultados contradictorios (Amianto et al., 2013; Broft et al., 2015). Sin embargo, de forma
general, la participacion del circuito de recompensa en la anorexia nerviosa esta establecido
ya que parece existir una sensibilizacion de la respuesta de la via mesolimbica (Avena &
Bocarsly, 2012; Frank & Kaye, 2012; Frank et al., 2012; Fuglset, Landrg, Reas & Rg, 2016;
Kaye, 2008; Tasneem, 2018).

Por otro lado, la propuesta que considera a la anorexia nerviosa como un habito
empieza a aportar evidencia (Tasneem, 2018). Estudios recientes muestran que el estriado
dorsal (compuesto por los nucleos basales) y la corteza prefrontal dorsolateral tienen un
papel importante en la persistencia de los pacientes con anorexia en consumir comida con
bajo contenido de grasa (Foerde, Steinglass, Shohamy & Walsh, 2015; Foerde, Steinglass,
Walsh, Shohamy & Kostro, 2014; Steinglass & Walsh, 2016). Otros estudios muestran
disminuciones significativas en el nlicleo caudado (Titova et al., 2013) en pacientes con
anorexia asi como anormalidades hipermetabdlicas en el nucleo caudado (Delvenne,

Goldman, De Maertelaer & Lotstra, 1999; Delvenne et al., 1996; Herholz et al., 1987).
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Esimportante mencionar que ambas propuestas no son mutuamente excluyentes. La
propuesta que considera a la anorexia como un habito argumenta que la alteracién en los
circuitos de recompensa son claves en facilitar el establecimiento de las conductas de
restriccion alimenticia, hiperactividad, purgativas y ansiosas, pero que posteriormente,
estas se automatizan y su control pasa de la corteza a los ganglios basales (Steinglass &
Walsh, 2016). Otro punto que recalcar es que ambas propuestas no contemplan a través de
gué mecanismos estas regiones inhiben la ingesta de alimento. La literatura existente
propone que es posible que los aferentes glutamatérgicos provenientes de la corteza
prefrontal influencien la actividad del nicleo accumbens (Foldi et al., 2017; Foldi, Milton &
Oldfield, 2017), nucleo que a su vez, podria modificar la actividad del area lateral
hipotalamicay del resto del circuito autonémico (Ross, Mandelblat-Cerf & Verstegen, 2016;
Scheurink et al., 2010), inhibiendo asi la ingesta de alimento, pero, a pesar de estos avances,
las vias y mecanismos moleculares que median las interacciones entre el nicleo accumbens

y el circuito autondmico siguen siendo poco claras.

Estudios recientes también comienzan a proponer que es posible que las células
gliales se vean afectadas en la anorexia nerviosa en modelos animales, ya que se ha
observado unadisminucion en el nUmero de células astrociticas en corteza cerebral, cuerpo
calloso e hipocampo (Frintrop et al., 2017; Lindfors et al., 2011; Nilsson et al., 2011; Reyes-
Haro, Labrada-Moncada, Miledi & Martinez-Torres, 2015; Reyes-Haro et al., 2016). Sin
embargo, no estd muy claro si esto ocurre en seres humanos, ya que el Unico estudio
realizado hasta ahora no parece encontrar alteraciones en el marcador para dafo cerebral
S100p (proteina expresada principalmente en los astrocitos en el cerebro) en suero (Ehrlich
et al., 2008). Ante esta situacion, es necesaria mas investigacion en cuanto al papel de las
células gliales en la anorexia nerviosa en seres humanos y si también se encuentran

afectadas en otros trastornos alimenticios.

Una vez que se ha explicado qué es |la anorexia nerviosa, cudles son sus principales
caracteristicas, como se trata y cuales son las bases neurobiolégicas de este trastorno
alimenticio, podemos entender la dificultad para estudiarlo. Dado que no se conocen en su

totalidad las vias y mecanismos moleculares relacionadas a la anorexia nerviosa, ni se tiene
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en claro el papel de las células gliales en esta patologia y que el tratamiento psicolégico mas
efectivo en este trastorno alimenticio tiene una eficacia de alrededor del 33 %, queda clara
la necesidad de contar con herramientas experimentales que permitan profundizar el
estudio de este padecimiento. Ante esta situacién, se han propuesto diferentes modelos
animales para entender a esta enfermedad. A continuaciéon, ahondaremos en los modelos

animales que permiten el estudio de la anorexia nerviosa.
Modelos animales para el estudio de la anorexia nerviosa

En el reino animal no existe reporte alguno de la presencia de una patologia similar a
la anorexia nerviosa, ya que ningun animal se priva voluntariamente de alimento hasta la
muerte (Mrosovsky & Sherry, 1980; Siegfried, Berry, Hao & Avraham, 2003). Sin embargo,
existen ejemplos de privacién voluntaria temporal de alimento, en particular, en periodos
asociados a la conducta reproductiva, migraciones, muda de piel e hibernacion (Mrosovsky
& Sherry, 1980). De manera interesante, estos tipos de anorexia que los animales muestran

en ocasiones particulares, parecen tener un valor adaptativo (Mrosovsky & Sherry, 1980).

Sin embargo, las anorexias animales no comparten las caracteristicas psiquiatricas
de la anorexia nerviosa, como, por ejemplo, la distorsién de la imagen corporal o la
preocupacion por el peso (Smith, 1989). Aunado a lo anterior, el estudio de este trastorno
de la ingesta es complejo debido a que diferentes factores participan en su patogénesis:
genéticos, sociales y ambientales (Siegfried et al., 2003; Zipfel et al., 2015). La complejidad
en la patogénesis de la anorexia nerviosa resulta en modelos animales alejados de buscar la
causa de la anorexia nerviosa y que mas bien, estan enfocados en imitar las principales
caracteristicas de la patologia humana (Siegfried etal., 2003), estudiando tanto las
consecuencias como los mecanismos asociados a la disminucion de la ingesta de alimento.

Dentro de las principales caracteristicas a imitar, podemos enumerar las siguientes:
1. Inicio en edad adolescente.

2. Predominancia en mujeres/hembras.
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3. Decremento enlaingesta de alimento.

4. Disminucion del peso corporal.

5. Incremento en la actividad fisica (locomotora).
6. Aumento en las conductas tipo ansiedad.

7. Funcién neuroendocrina alterada.

8. Alteracién en el ciclo menstrual.

En cuanto a los modelos existentes para el estudio de esta patologia, podemos
agruparlos en dos grandes categorias: primeramente, los modelos genéticos (ratones
knock-out para el gen anx), y en segundo lugar, los modelos ambientales (anorexia inducida

por deshidratacion o anorexia inducida por actividad) (Siegfried et al., 2003).
Modelos genéticos para el estudio de la anorexia nerviosa

Se han realizado importantes avances en cuanto a la genética de la regulacién del
balance energético y de la ingesta de alimentos. Llama la atencién la identificacion de
diversas mutaciones que resultan en un fenotipo obeso, sin embargo, existen pocas
mutaciones que den como resultado un fenotipo anoréxico. Existen algunos argumentos
que explican esta brecha entre ambos extremos de |a regulacién del balance energético.
Algunos investigadores sugieren que un fenotipo anoréxico, incluso uno minimamente
anoréxico es una limitante en la supervivencia de cualquier organismo ante la existencia de
periodos donde el alimento es abundante y periodos en los que el alimento escasea, de tal
manera que durante periodos de abundancia, el organismo no se alimenta ni almacena la
suficiente energia para poder sobrevivir en los periodos de escasez de alimentos
(Mrosovsky & Sherry, 1980; Siegfried et al., 2003). Esta situacion derivo en el desarrollo de
mecanismos redundantes que facilitan la ingesta de alimentos caldricos y el
almacenamiento de esta energia en lugar de mecanismos que disminuyan la ingesta de

alimentos y favorezcan el gasto energético, por lo que la afectacion de un solo gen
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dificilmente repercutiria en estas vias redundantes (Mrosovsky & Sherry, 1980; Siegfried et
al., 2003; Smith, 1989) y, en consecuencia, la dificultad en la generacién de un modelo

genético de la anorexia nerviosa.

Considerando estas dificultades, podemos encontrar algunos modelos genéticos
utilizados para el estudio de |la anorexia nerviosa. Dentro de los modelos genéticos ligados
a un fenotipo anoréxico tenemos al modelo anx/anx que es generado por una mutacion
espontanea y, por otro lado, modelos inducidos a través del knock-out de algin gen en
especifico, por ejemplo, de la tirosina hidroxilasa, el receptor muscarinico M3, la hormona
concentradora de melatonina o el receptor cannabinoide CB1. Sin embargo, la mayoria de
los modelos animales inducidor por knock-out presentan un alto costo en su adquisicidon y
mantenimiento, y no logran imitar la privacién de alimento de forma directa (Siegfried et al.,
2003). Nos centraremos en el modelo anx/anx ya que es uno de los modelos mas utilizados

para el estudio de la anorexia nerviosa.
anx/anx

La mutacion espontanea anx es una mutacién autosémicarecesiva letal de unaregion
de 0.2cM localizada en el cromosoma 2, entre los marcadores D2Mit133 and Jojo5 (Nilsson,
2019). Los estudios de secuenciacién de esta region no han arrojado una secuencia alterada
comun al fenotipo anx/anx (Nilsson, 2019). Los animales que presentan esta mutacion se
caracterizan por su peso bajo, disminucion en laingesta de alimentos, emaciacion, tendencia
atener unatemperatura central mas baja, mecer la cabeza de izquierda a derecha de forma
repetitiva, tremores corporales, marcha descoordinada e hiperactividad previa al destete
(Maltais, Lane & Beamer, 1984). Este fenotipo se vuelve aparente alrededor de los cinco u
ocho dias posteriores al nacimiento y aparece en alrededor del 64 % de la camada
proveniente de portadores de la mutacion (Maltais et al., 1984). De manera interesante, no
existen estudios que evallen la presencia de conductas asociadas a depresion y ansiedad en

este modelo de anorexia.

En los ratones donde se presenta el fenotipo anoréxico, la mutacién conduce a la

muerte del roedor alrededor del dia veintidés posterior al nacimiento (Maltais et al., 1984),
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aungue en algunos casos, se ha reportado un tiempo de vida cercano a las cinco semanas
(Nilsson, 2019).

Sin embargo, el modelo anx/anx tiene importantes limitaciones en el estudio de la
anorexia nerviosa. Una de las limitantes mas relevantes es la temporalidad del fenémeno,
ya que el fenotipo anoréxico se presenta a edades tempranas en los animales mutantes, a
diferencia de la enfermedad, en donde el inicio ocurre durante la adolescencia y adultez
temprana; de hecho, este modelo es mas utilizado para estudiar los efectos de |a privacién
de la ingesta de alimentos a edades tempranas asi como del sindrome de emaciacién en
nifos (Broberger, Johansen, Schalling & Hokfelt, 1997; Jahng, Houpt, Kim, Joh & Son, 1998)
y no para el estudio de la anorexia nerviosa. Otra de las limitaciones de este modelo esta
asociada al costo. Por unlado, los laboratorios tienen que invertir en lacompra de una o mas
camadas de la variante para poder reproducir a los animales que no presentan el fenotipo
pero si portan la mutacion y posteriormente proseguir con su utilizacién en estudios
experimentales; por el otro, el bioterio tiene que contar con los aditamentos adecuados
para mantener a la variante, como, por ejemplo, comida especial para los animales,
condiciones de luz o temperatura especiales, entre otras, lo que dificulta el uso de este
modelo en laboratorios e instituciones que no cuentan con los recursos materiales y

financieros suficientes para adquirir y sostener a la poblacién de animales.
Modelos ambientales para el estudio de la anorexia nerviosa

Entre los modelos ambientales mas utilizados, encontramos a los modelos basados

en estrés, en actividad fisica y aguéllos basados en la restriccion alimentaria.
Modelos de estrés

Los modelos de anorexia basados en estrés implican la aplicacion de estimulos
aversivos, como por ejemplo, electroshocks pareados con un estimulo auditivo, dolor
cronico, picar fuertemente la cola del roedor, estimulacién cerebral (eléctrica,
farmacoldgica), lesiones electroliticas, o bien, lainmovilizacién de los roedores (Pare, 1965;

Shimizu, Oomura & Kai, 1989; Siegfried et al., 2003). Sin embargo, el uso de algunos de estos
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estimulos aversivos generan dolor, riesgo de infeccion e incluso la muerte, lo cual tiene

implicaciones éticas que limitan su aplicacion (Siegfried et al., 2003).

Por otro lado, diversos estudios han reportados que laintensidad de la aversidonen la
aplicacion de estimulos aversivos es muy importante en estos modelos. Roedores
sometidos a estrés leve (a través de estimulos levemente aversivos) muestran un
incremento en la ingesta de alimentos pero cuando el estimulo es altamente aversivo, se
observa una reduccién en la ingesta de alimento (Pare, 1965; Shimizu et al., 1989; Siegfried
et al., 2003; Van Leeuwen, Bonne, Avraham & Berry, 1997). Este efecto dual del estrés en la
ingesta de alimentos complica el establecimiento de un modelo de anorexia inducida por

estrés.

A pesar de las limitantes anteriormente mencionadas, uno de los modelos de estrés
mas reconocidos, es el de anorexia inducida por separacién, que logra imitar varios de los
aspectos de la patologia en seres humanos (Zgheib etal., 2014). Este modelo implica
mantener aratones alojados dentro de una caja grande, que, a su vez, se encontraradividida
por separaciones de plexiglas donde se colocara de formaindividual acadaratonyseledara
acceso a la comida durante 1 hora (Van Leeuwen et al., 1997). Los ratones se mantienen
separados entre si la mayoria del tiempo, excepto durante la hora asignada a la
alimentacién, donde se remueven estas separaciones y se les permite convivir con sus
companeros (Van Leeuwen et al., 1997). Estas condiciones generan una disminucién de la
ingesta de alimento (65 % del requerimiento diario) y el peso corporal, pero no genera un
incremento en la actividad locomotora del roedor (Van Leeuwen et al., 1997). Si bien, la
implementacion de este modelo es bastante sencilla a comparacion de otros y no necesita
alguna intrusion fisica (Van Leeuwen et al., 1997; Zgheib et al., 2014), no imita algunas de
las principales caracteristicas de la anorexia, como, por ejemplo, el incremento en la
actividad locomotora y se desconoce su efecto en cuanto a alteraciones enddcrinas y la
presencia de conductas tipo ansiedad o de conductas asociadas a la depresién. Otro
elemento de dificulta la diferenciacién de efectos es precisamente el componente de estrés

cronico inducido por la separacion.
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Anorexia inducida por actividad

El modelo de anorexia inducida por actividad es el estandar de oro en cuanto a los
modelos animales de anorexia se refiere (Frintrop et al., 2018; Milton, Oldfield & Foldi,
2018). Este modelo implica el acceso ilimitado a una rueda de ejercicio mas acceso limitado
alacomidade alrededor de 60 a 90 minutos al dia durante el inicio de la fase oscura del ciclo
luz-oscuridad (Frintrop etal., 2018; Milton etal., 2018). Esta combinacion da como
resultado una disminucién voluntaria de la ingesta de alimento, pérdida de peso severa,
ejercicio excesivo, mayor vulnerabilidad en hembras, presencia de alteraciones en el ciclo
estral (o bien, amenorrea) y la severidad de la condicién es mayor en la adolescencia que en
otrasfasesdel ciclodevidadelarata(Carrera, Fraga, Pellén & Gutiérrez, 2014; Chowdhury,
Chen & Aoki, 2015; Foldi etal., 2017; Frintrop etal., 2017, 2018; Milton et al., 2018;
Siegfried et al., 2003).

Este modelo logra imitar gran parte de las principales caracteristicas de la anorexia
como la privaciéon de alimento, la disminucién en el peso corporal, el incremento en la
actividad locomotora, el aumento en las conductas tipo ansiedad e incluso el hecho de que
ratas hembras son mas sensibles a verse afectadas que las ratas macho (Carreraet al., 2014;
Chowdhury et al., 2015; Milton et al., 2018; Siegfried et al., 2003). Sin embargo, estudios
recientes han encontrado que existe heterogeneidad en cuanto a la susceptibilidad ante |a
pérdida de peso utilizando este modelo (Milton et al., 2018). Otra de las limitaciones de este
modelo es que los efectos observados en este modelo corresponden a una alteracién aguda
y no a largo plazo, como ocurre en la anorexia nerviosa; no obstante, estudios recientes
muestran que con ligeras modificaciones, este modelo puede utilizarse de manera crénica
(Frintrop et al., 2018). Por otro lado, este modelo presenta una alta tasa de mortalidad,
donde el 50 % de los animales muere a los diez dias (Van Leeuwen et al., 1997), lo cual

también impone consideraciones éticas en cuanto a su aplicacion.
Restriccion alimenticia

En este modelo, el investigador manipula directamente la cantidad de alimento

consumida por los animales (Siegfried et al., 2003), restringiéndolo hasta lograr el nivel de
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consumo de alimentos y peso corporal deseado. Esto es una de las criticas a este modelo, ya
que no imita la restricciéon voluntaria de alimento. A pesar de esta importante critica, la
restriccion alimenticia imita otras caracteristicas de la anorexia nerviosa como las
alteraciones neuroendocrinas encontradas en los pacientes con anorexia (Siegfried et al.,
2003). De manera interesante, dependiendo de la magnitud de la restriccion alimenticia, y
en particular, dependiendo del porcentaje de calorias restringidas, se generan efectos
diferentes. Con una restricciéon entre el 20 % vy el 60 % de las calorias con una proporcién
adecuada de nutrientes para evitar la malnutricién, se observa un incremento en la
longevidad de los animales asi como el retraso en la aparicién de diferentes enfermedades
(Masoro, 1988). Por otro lado, restricciones caléricas mayores al 60 % o bien, con una
deficiente proporcidon de nutrientes, se generan importantes afectaciones cerebrales
(Morgane et al., 1993; Naik, Patro, Seth & Patro, 2017; Paz, Valente, Tasca, de Mattos &
Pureur, 1991). Por lo tanto, en este modelo es necesario un cuidado constante de la cantidad
de alimento proporcionado, asi como de los nutrimentos que este contiene, lo que dificulta

su uso como modelo de anorexia nerviosa.

Necesidad de un nuevo modelo de anorexia nerviosa

Como bien se menciond previamente, estos modelos presentan caracteristicas que
dificultan su accesibilidad dado su alto costo (ratones knock-out), o bien, sea complicada la
generacion de un proceso de restriccion de la ingesta (anorexia inducida por separacién) o
han recibido criticas en cuanto la capacidad del modelo para imitar caracteristicas similares
a la enfermedad (ratones knock-out, anorexia inducida por deshidratacién, anorexia
inducida por separacion). Ante esta situacion, la opcién mas apropiada seria el modelo de
anorexiainducida por actividad. Este modelo es el mas ampliamente utilizado para estudiar
esta patologia (Frintrop et al., 2018; Milton et al., 2018), ya que refleja caracteristicas
conductuales similares a la anorexia nerviosa: privaciéon voluntaria de la ingesta de
alimento, ejercicio excesivo, hiperactividad y presencia de conductas ansiosas (Chowdhury

et al.,2015; Frintrop et al., 2018), sin embargo, no queda exento de limitaciones.
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Dadas las razones anteriores, queda clara la necesidad de contar con otro modelo de
anorexia, que sea mas accesible y que se encuentre validado a nivel conductual y

neurobioldgico para su uso por aquéllos interesados en estudiar esta patologia.
Protoporfirina de cobalto

La protoporfirina de cobalto (CoPP) es un analogo sintético del grupo hemo
(Galbraith & Jellinck, 1989) compuesto por cuatro anillos tetrapirrélicos que se diferencia
del mismo por contener en su centro un atomo de cobalto en lugar de uno de hierro y forma
parte de lafamilia de las porfirinas, compuestos organicos con capacidad de funcionar como

acarreadores de electrones y catalizadores de reacciones redox (Thunell, 2000).

La CoPP produce una disminucion sostenida y significativa del citocromo P-450
hepatico, inhibe la enzima de tasa limitante para la biosintesis del grupo hemo (sintasa del
acido aminolevulinico), reduce la produccién de estrégenos catecol, reduce los niveles de
testosterona, tiroxina, triyodotironina y hormona luteinizante en suero, disminucién en el
peso corporal y en laingesta de alimentos (Drummond & Kappas, 1982; Galbraith & Jellinck,
1987; Galbraith & Kappas, 1989; Galbraith & Krey, 1989; Smith, Drummond & Kappas,
1986).

Este compuesto es también inductor de la hemooxigenasa-1 (HO-1), enzima
limitante encargada de la degradacion del grupo hemo (Orozco-lbarra & Pedraza-Chaverri,
2010; Thunell, 2000). La sobrerregulacién de la HO-1 tiene un efecto neuroprotector, sin
embargo, en condiciones fisiolégicas, la expresion de esta enzima es baja y limitada a

algunas poblaciones neuronales en el cerebro (Orozco-lbarra & Pedraza-Chaverri, 2010).
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Figura 3. Estructura de la CoPP y el grupo hemo. Del lado izquierdo observamos la estructura de la protoporfirina de cobalto en su
forma comercial (cloruro de protoporfirina de cobalto) y del lado derecho observamos la estructura del grupo hemo. Podemos notar
la gran similitud en su estructura, a excepcion de que la CoPP posee un dtomo de cobalto en su centro a diferencia del grupo hemo
con un dtomo de hierro.

Seleccionamos a la CoPP como una molécula que pudiera modelar la anorexia
nerviosa debido al efecto que este compuesto ha mostrado en la ingesta de alimentos asi
como que los efectos de este compuesto sobre el peso corporal y las alteraciones
enddcrinas parecen ser independientes uno del otro (Galbraith, Drummond, Krey & Kappas,
1987).

Efecto en la ingesta de alimentos

Estudios previos muestran que este compuesto genera una disminucion de alimento
de hasta el 60 % en los primeros cinco dias posteriores a la administracién de este
compuesto y una disminucién de alrededor del 20 % del peso corporal (Galbraith & Kappas,
1989, 1991b). Estudios previos también realizados por los mismos autores y algunos otros
(Galbraith, Chua & Kappas, 1992; Galbraith, Furukawa & Li, 2006; Galbraith, Hodgdon,
Grimm & Vizzard, 2004; Galbraith & Jellinck, 1989; Galbraith & Kappas, 1991b; Li, Vizzard,
Jaworski & Galbraith, 2006; Turner, Corp & Galbraith, 1994) muestran que el efecto de este

compuesto puede ocurrir en roedores (rata y raton en diferentes cepas), perros, pollos y
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otras especies, utilizando, inclusive, diferentes vias de administracion (subcutanea,

intracerebroventricular e intraperitoneal).

Reportes previos en la literatura sugieren que la CoPP tiene dos fases en su
actuacion: una primera fase aguda caracterizada por una disminucion dramatica en el peso
e ingesta, seguida de una segunda fase prolongada donde a pesar de que la ingesta de
alimentos se recupera, el peso se mantiene debajo de lo esperado para la edad y sexo del
animal (Galbraith & Kappas, 1989). El establecimiento de dos fases de actuacién sugiere que
existen dos mecanismos diferentes que median los efectos conductuales de la CoPP: por un
lado, un mecanismo central asociado a la disminucién de la ingesta de alimentos; y por el
otro, un mecanismo tanto a nivel central como periférico relacionado a la disminucién del

peso corporal alargo plazo (Galbraith & Kappas, 1989).

De manera interesante, posterior a la inyeccién del compuesto no se observaron
cambios en la morfologia de las células hipotalamicas (Galbraith & Kappas, 1991b) y hasta
la fecha, el mecanismo de accidn especifico de este compuesto es desconocido (Galbraith
et al., 2006, 2004; Galbraith & Kappas, 1989, 1991b), aunque se sugiere que podria tener

dos mecanismos de accion.
Mecanismos de accion

Estudios previos sugieren que el mecanismo de accién de la CoPP se debe a una
accion indirecta en regulacion de las concentraciones de creatina en el hipotalamo, ya que
se ha visto que la administraciéon de CoPP induce una mayor transcripcién del gen del
transportador de creatina asi como una disminucién en la cantidad de creatina y
fosfocreatina tanto en el hipotalamo como en otras regiones extrahipotalamicas (Galbraith
et al., 2006). Estos resultados sugieren que la deplecién de creatina ocurre a través de un
mecanismo independiente del transportador de creatina (Galbraith et al., 2006) y que justo
esta deplecién podria alterar los niveles de ATP y AMP en la célula, y en consecuencia, la
proporciéon ATP/AMP, la cual regula la actividad de la AMP cinasa, una enzima que sirve

como sensor de los niveles de energia (Galbraith et al., 2006; Hardie & Ashford, 2014;
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Morton, Cummings, Baskin, Barsh & Schwartz, 2006); sin embargo, esta hipotesis sobre la

deplecion de creatina no ha sido corroborada.

Otro estudio del mismo grupo de investigacion muestra que, en hipotalamo, la CoPP
tiene un efecto directo en la actividad de la sintasa de 6xido nitrico (NOS), donde la CoPP
induce una disminucion de alrededor del 20 % de la actividad de la NOS en conjunto con un
incremento del MRNA de la sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS) y de la sintasa de éxido
nitrico neuronal (nNOS), pero, al medir la cantidad de proteina, sélo detectan unincremento
en la cantidad de nNOS y no en la iINOS (Li et al., 2006). Los autores sugieren que la NOS
tiene un papel en laingesta de alimentos, ya que inhibidores de laNOS disminuyen laingesta
de alimentos y peso corporal (Li et al., 2006), por lo que la disminucion en la actividad de la
NOS inducida por la CoPP podria explicar la hipofagia y disminucién de peso que se
presenta posterior a laadministracion de este compuesto. Sin embargo, tampoco se conoce

el mecanismo de regulacion a través del cual la CoPP inhibe la actividad de la NOS.
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Hipotesis

La administracion subcutanea de CoPP reproducird las principales caracteristicas
del trastorno de anorexia nerviosa del tipo restrictivo: disminucion en la ingesta de
alimentos, disminucién en el peso corporal, alteracion en el ciclo estral, hiperactividad,

conductas similares a ansiedad y una disminucion en el nimero de células astrogliales.
Objetivo
General

e Validar la viabilidad del uso de CoPP inyectada en ratas Wistar hembra de

forma sistémica como un modelo de anorexia nervosa.
Especificos

e Cuantificar el peso corporal, el consumo de agua, la ingesta de alimentos y
verificar si ocurre la alteracién del ciclo estral, como resultado de la

administracion de CoPP en ratas Wistar hembra.

e Determinar la presencia de hiperactividad y conductas similares a ansiedad
de forma posterior a la administracion de CoPP realizando pruebas

conductuales de exploracion luz-oscuridad y campo abierto.

e Analizar los cambios en la densidad de diferentes tipos celulares: neuronas,
microglia, astrocitos y oligodendrocitos en el NAcc, usando la tincién de Nissl

posterior a la administracion de CoPP.
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Materiales y métodos
Animales

Utilizamos ratas hembra de la cepa Wistar conunaedad de entre 7 a 9 semanasy con
un peso entre 180 g a 200 g, las cuales fueron proporcionadas por el Departamento de
Bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”. Las
ratas se mantuvieron en cajas individuales bajo condiciones ambientales controladas con
aguay alimento ad libitum. El manejo de los animales se apegd a lo establecido por la NOM-
062-Z00-1999 “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de

laboratorio”.
Diseno experimental

Se trabajo con 30 ratas en un protocolo con una duraciéon de diez dias en total. El
protocolo consistié en una primera fase de cuatro dias, en los cudles, se cuantificé la ingesta
de alimentos, el consumo de agua y el peso corporal cada 24 horas, asi como la evaluacién
de la fase del ciclo estral cada 48 horas. Al cuarto dia, los animales se dividieron en dos
grupos: un grupo control que se inyecté via subcutanea con vehiculo (soluciéon salina, 2
ml/kg, s.c, n=15) y un grupo experimental que se inyecté con CoPP (25 pmol/kg, s.c.,
102601-60-5, Frontier Scientific; Logan, USA, n=15). Esta inyeccién dio inicio a la segunda
fase del protocolo, en la que se continud con la cuantificacion de la ingesta de alimento, el
consumo de agua, y el peso corporal, asi como con la evaluacién de la fase del ciclo estral por
cinco dias. Se escogié una ventana de cinco dias para evaluar el efecto de la CoPP posterior
a su administracion para evitar perder el efecto de la CoPP en las ratas. Esto debido a que
estudios previos muestran que el efecto de la CoPP en ratas macho se mantiene entre cinco
y diez dias (Galbraith & Kappas, 1989, 1991b), y, el Gnico reporte previo donde se utilizan
ratas hembra se menciona de manera anecdética que el efecto de la CoPP en ratas hembras

parece ser menor (Galbraith & Kappas, 1991a).

Al noveno dia, previo al inicio de la fase luminica del ciclo circadiano de las ratas, se

llevaron a cabo las siguientes pruebas conductuales: prueba de campo abierto, test de
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exploracion luz/oscuridad y finalmente, la prueba de colgado del alambre. Las primeras dos
pruebas se usaron para evaluar |la presencia de conductas tipo ansiedad en los animales;
mientras que la prueba de colgado del alambre sirvié como control positivo ante
debilitamiento muscular posiblemente causado por |la por la anorexia. La prueba de campo
abierto también permitié la evaluacion de la actividad locomotora, la cual posibilité
determinar la presencia de hiperactividad en las ratas asi como de control positivo en las
pruebas de ansiedad, ya que incrementos en la actividad locomotora pueden afectar los
resultados de las pruebas de ansiedad (Buccafusco, 2009; Chaouloff, Durand & Mormeéde,
1997). Especificamente, se contabilizé la conducta de rearing, también conocida como
exploracion erguida como un indicador de la actividad locomotora general (Buccafusco,
2009; Kelley, 1993). Una vez terminadas las pruebas conductuales, los animales se privaron
de alimento por un periodo de 24 horas, y se procedio a recuperar el encéfalo fijado, el cual
se proceso para obtener cortes coronales correspondientes a la regién del NAcc. Los cortes

se sometieron a la tincién histoldgica de Nissl.

Enresumen, en cada una de las fases se realizaron las siguientes actividades:

Fase 1:
1. Evaluacién de ingesta de alimento, consumo de agua y peso corporal cada 24
hrs para generar una linea base.
2. Determinacion del ciclo estral cada 48 hrs para generar una linea base.
Fase 2:

1. Administracion de CoPP o soluciéon vehiculo a los animales para formar dos

grupos experimentales (CTRLy CoPP).

2. Evaluacion de ingesta de alimento, consumo de agua y peso corporal cada 24

hrs para detectar cambios en estas variables.
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3. Determinacién del ciclo estral cada 48 hrs para detectar alteraciones en el

ciclo estral.

4. Realizacién de pruebas conductuales de campo abierto, exploracion luz-
oscuridad y colgado del alambre para determinar la presencia de conductas

similares a ansiedad e hiperactividad.
5. 24 horas de privacion de alimento.
6. Sacrificio y obtencidon de muestras para realizar tincién de Nissl.

EnlaFigura 4 seilustra de forma general el disefio experimental del proyecto.

Pruebas conductuales:
* Campo abierto
» Exploracion luz-

FASE 1 FASE 2 el e

* Colgado del alambre

Formacion de grupos:

Animales:
+ 30 ratas Wistar *  CTRL(VEH, n=15) 24hrs de privacion de
+ CoPP (25umol/kg, n=15) M

* 7 —9semanas
+ 180-200g

* Sacrificio y obtencion de
Cuantificacion: muestras

* Ingesta de alimento + Histologia
Consumo de agua * Nissl

* Peso corporal * Conteos celulares
« Ciclo estral (48 hrs)

Figura 4. Diserio experimental del proyecto. Consta de dos fases: una linea base (Fase 1) y una fase experimental (Fase 2) donde
los animales son administrados con vehiculo (CTRL) o protoporfirina de cobalto (CoPP). Al noveno dia, realizamos las pruebas
conductuales de campo abierto, exploracion luz-oscuridad y de colgado del alambre. Terminadas las pruebas los animales tuvieron
veinticuatro horas de privacién de alimento para finalmente ser sacrificados y recuperar los tejidos para realizar histologia.

Ante la posibilidad de que la disminucién en la ingesta de alimentos fuera causada
por un proceso de aversiéon condicionada al sabor, usamos 18 ratas de manera adicional
para evaluar la presencia de aversidon condicionada al sabor a través de una prueba de

preferencia ala sacarina.
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Cuantificacion del peso corporal, ingesta de alimentos y consumo de agua

Las mediciones se realizaron cada 24 horas, en un periodo comprendido entre las
10:00 AM y 12:00 PM del dia, entre el segundo y décimo dia del protocolo, excepto en el
casodel peso corporal, el cual se midié desde el primer dia del protocolo hasta el décimo dia.
Para la medicién del peso corporal, cada rata se colocd en un contenedor cuyo peso se

descontd previamente en una balanza digital marca Tefal (BC15000S6; Rumilly, Francia).

Para la cuantificacion del consumo de alimento, las ratas se alojaron en forma
individual en cajas de acrilico, a las cuales se les colocaron 200 g de alimento el dia de
recepcion de los animales, y, una vez pasadas 24 horas, el alimento restante se peso en la
bascula. La ingesta del dia previo se calculé a partir de la diferencia entre la cantidad inicial
y la cantidad de alimento recuperado a las 24 h. Una vez el alimento restante habia sido

pesado, el alimento se reajusté a 200 g para la medicién del dia siguiente.

En el caso del consumo de agua, el procedimiento fue similar a la cuantificacion de la
ingesta de alimentos: se colocaron 300 ml de agua en la botella de cada animal, midiéndose
con una probeta el agua restante 24 horas después. La cantidad de agua consumida se
calculé como la diferencia entre el agua colocada inicialmente con el agua recuperada 24 h
después. Una vez realizado este cdlculo, se reajusté la cantidad de agua a 300 ml para una

nueva medicion.
Citologia vaginal

La citologia vaginal se realizé cada 48 horas en un frotis vaginal para determinar la
presencia de alteraciones del ciclo estral, comunes en pacientes con anorexia nerviosa
(American Psychiatric Association, 2013). Para esto, se introdujo un hisopo previamente
humedecido en solucién salina fisioldgica en el orificio vaginal de la rata. Una vez dentro, el
hisopo se rotd y se desplazé de arriba hacia abajo una sola vez para inmediatamente ser
retirado. A continuacién, el hisopo se colocé sobre un portaobjetos, rotandolo dos veces y

de costado sobre el portaobjetos para depositar la muestra colectada.
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Una vez realizado el frotis, se tifnd con una gota de solucién de azul de metileno al
0.5% (M9140, Sigma-Aldrich; Missouri, USA) y se le colocé un cubreobjetos. Finalmente, las
muestras se analizaron en un microscopio 6ptico UNICO MD-250 LED (UNICO; Nueva
Jersey, USA) a 10x y 40x, y, de acuerdo al tipo de células presentes en frotis (nucleadas,
anucleadas, linfocitos) se definio la fase del ciclo estral de |a rata (proestro, estro, metaestro
y diestro) de acuerdo a descripciones previas (Byers, Wiles, Dunn & Taft, 2012; Instituto

Nacional de Neurologia y Neurocirugia, s/f; Marcondes, Bianchi & Tanno, 2005).
Campo abierto

La prueba de campo abierto consistid eningresar aunarataenel centrodeunaarena
iluminada con luz blanca y de color negro (56x56x37 cm) donde un cuadro central permitié
identificar la diferencia entre la zona central y la zona lateral. Una vez en el centro, la rata
exploré libremente la arena durante cinco minutos (Buccafusco, 2009). Una vez finalizados,
seretird a larata. Las sesiones fueron videograbadas con una camara Nikon D3200 (Nikon

Corporation; Tokio, Japén).

Para el andlisis de esta prueba, se cuantificé el tiempo que cada rata permanece en el
centro de la arena (Buccafusco, 2009) asi como la frecuencia de ocurrencia de la conducta
de exploracién erguida durante los cinco minutos de duracién de la prueba de campo
abierto (Fornai etal., 2005). La definicion operacional del tiempo en el centro fue la
siguiente: el tiempo que la rata permanece en la seccién central de la arena. El conteo inicié
cuando el cuerpo completo de la rata (sin contar la cola) se encontré dentro del recuadro
central y permanecié dentro por mas de tres segundos, a partir de los cuales comenzo el
conteo. El conteo terminé cuando el cuerpo completo de la rata (sin contar la cola) estaba
en lazonade la periferia por mas de tres segundos. En cuanto a la conducta de rearing, ésta
se definié como el momento en el que la rata adquiere una posicién erguida, elevando su
cabeza, manteniendo sus extremidades anteriores en el aire y apoyandose en el suelo con
solo en sus extremidades posteriores. El fin de la conducta de exploracion erguida se
considerd cuando la rata estuvo apoyada en el piso con sus cuatro extremidades. Estos

criterios para contabilizar la conducta se establecieron en todas las pruebas conductuales
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realizadas para unificar criterios y facilitar la reproducibilidad de los datos, verificAndose
que las observaciones realizadas por un evaluador externo al proyecto mostraran una alta
correlacién con las realizadas por el experimentador (Anexo 1). El registro de la conducta se

llevé a cabo de forma manual utilizando la aplicacion Countee (Peic & Hernandez, 2016).
Exploracion Luz-Oscuridad

La prueba de exploracioén luz-oscuridad consistié en colocar a una rataenunaarena
de 56x56x37 cm dividida en dos compartimentos: uno de ellos pintado de color blanco e
iluminado con luz blanca y el otro pintado de color negro e iluminado con luz roja. Ambos
compartimentos estaban conectados a través de una abertura de 7x15 cm. La posicién de
inicio de cada rata ya fuera en el lado con luz blanca o en el lado con luz roja, se organizé de
tal manera que para ambos grupos (tanto CTRL como CoPP) el 50 % de las ratas iniciara en
un compartimentode laarenay el otro 50 % de las ratas en el otro, esto dado que en algunas
condiciones, la introduccion de la rata a un ambiente nuevo puede generar respuestas de
miedo, como la inmovilidad (“freezing”) (Buccafusco, 2009; Kelley, 1993). La inmovilidad
implica que la rata se mantiene en una posicion (Kelley, 1993), sin moverse de ella, lo que
podria ser interpretado en esta prueba como mayor tiempo en “x” o “y” compartimento,
pero no reflejaria correctamente la presencia de conductas tipo ansiedad, sino una
respuesta de miedo. Una vez dentro, la rata exploré la arena libremente durante cinco
minutos (Buccafusco, 2009; Chaouloff et al., 1997). Pasados los cinco minutos, se retiré ala
rata. Las sesiones fueron videograbadas utilizando una cdmara Nikon D3200 (Nikon

Corporation; Tokio, Japdn). Se evaluaron los siguientes parametros (Buccafusco, 2009;

Chaouloff et al., 1997):

e Numerode transiciones entre ambos compartimentos: El momento en el cual
larata (contodo su cuerpo, sin contar la cola) cruzoé através de la abertura que

conecta a ambos compartimientos.

e Duracién de visita a compartimento con luz blanca: Lapso en el cual las ratas
se encontraron en la seccion con la luz blanca del laberinto. El conteo inicio a
partir del momento en el que el cuerpo de la rata (sin contar la cola)
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permanecio por mas de tres segundos en el compartimento con luz blanca. El
conteo termind cuando el cuerpo completo de la rata (sin contar la cola)

permanecio por mas de tres segundos en la seccidn oscura.

e Duracién de las conductas de evaluacién de riesgo: Lapso en el que rata
adquirié una postura extendida y atenta, en la cual la cabeza ingresé a otro
compartimento mientras que las extremidades anteriores pudieron ingresar
o bien, se mantuvieron al margen del compartimento original; pero el resto del
cuerpo permanecid en el compartimento en el que se encontraba

previamente.

El registro de la conducta se llevd a cabo de forma manual utilizando la aplicacién

Countee (Peic & Hernandez, 2016).
Colgado del alambre

La prueba de colgado del alambre, también conocida como “Hanging wire test”
permitid evaluar la presencia de alteraciones en el funcionamiento muscular de los
roedores y sirvié de control positivo ante los efectos de debilitamiento muscular en la
anorexia nerviosa asociada a un estado severo de desnutricion (también conocido como
emaciacion) (Zipfel et al., 2015). La prueba consistié en colocar a la rata sobre latapa de una
caja para roedor y se sacudié brevemente para permitirle al roedor asirse con sus cuatro
extremidades a la tapa. Inmediatamente, se invirtio la tapa de la caja y se mantuvo en esa
posicion hasta que la rata cayd en una caja previamente acojinada (Klein et al., 2012). Si la
rata se lograba asir alatapa por mas de dos minutos, se daba por terminada la sesién. Dichas
sesiones fueron videograbadas utilizando una cdmara Nikon D3200 (Nikon Corporation;
Tokio, Japdn). Para el anélisis de esta prueba se contabilizé la duracion del tiempo que la
rata se sostuvo de la tapa, iniciado a partir del acto de volteo de la tapa, hasta el momento
en que larata se soltd. El registro de la conducta se llevé a cabo de forma manual utilizando

la aplicacion Countee (Peic & Hernandez, 2016).
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Procedimiento de condicionamiento aversivo al sabor y prueba de

preferencia a la sacarina

Esta prueba funcioné como un control positivo ante la posibilidad de que la
disminucién en la ingesta de alimentos fuera causada por un proceso de aversion
condicionada al sabor (Nachman, 1970; Yamamoto, Shimura, Sako, Yasoshima & Sakai,
1994). La prueba consistié en una fase de entrenamiento, en la cual las ratas tuvieron un
consumo de agua limitado a solamente 20 minutos al dia por tres dias, y para el cuarto dia,
el tiempo de acceso al agua se incremento a una hora (Kalat & Rozin, 1973). El acceso al
alimento fue ad libitum durante todo el procedimiento. Al quinto dia, se cambio el agua por
una solucién con sacarina al 0.25 % (1461, Drogueria Cosmopolita; Ciudad de México,
México) (Nachman, 1970) y les dimos acceso durante dos horas y media a la solucién. Media
hora después del término del periodo de acceso a la sacarina, las ratas se dividieron en tres
grupos que respectivamente fueron administrados con el vehiculo, la CoPP o bien, conuna
solucion al 0.15 M de cloruro de litio (2 % del peso corporal, i.p.) (26235, Golden Bell
Reactivos; Zapopan, México) (Kalat & Rozin, 1973; Loy & Hall, 2002; Nachman, 1970).En el
sexto y séptimo dia, el acceso al agua fue ad libitum; mientras que para el octavo y noveno
dia, los animales se privaron del consumo de agua para inducir el consumo de liquidos
necesario para realizar la prueba de preferencia a la sacarina (Kalat & Rozin, 1973). En el
décimo dia se probd la preferencia alasacarina, paralo cual se ofrecid, de forma simultanea,
tanto el agua como la solucién con sacarina al 0.25 % durante veinte minutos. Ambas
botellas se ajustaron previamente a 100 ml, y al terminar la prueba, se midieron las
cantidades de agua y sacarosa restantes en una probeta. La diferencia entre la cantidad
ajustaday el restante se consideré como la medida de preferencia. A continuacién, la Figura
5 ilustra de manera general, el procedimiento para realizar esta prueba de aversion

condicionada.
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PRUEBA DE PREFERENCIA A LA SACARINA

Agua
* Acceso Agua
durante Thora « Ad-libitum

Prueba de preferencia a la
sacarina
* Presentacion

al dia Alimento
Alimento + Ad-libitum
*  Ad-libitum

simultanea de agua y
solucion durante 20
minutos

Sacarina
Agua * Accesodurante 2.5
. Acce.so dutante horas + 30 min reposo
20 minal dia +  Vehiculo, CoPP o LiCl
Alimento (2% del peso)
+  Ad-libitum Alimento

* Ad-libitum

Agua

* Privacion total
Alimento

*  Ad-libitum

Figura 5. Prueba de preferencia a la sacarina. La prueba de preferencia a la sacarina implica una fase de entrenamiento, donde las
ratas aprenden a beber agua de manera inmediata a la colocacion de la botella debido al acceso por tiempo limitado. El quinto dia
apareamos la presentacion de la solucién con sacarina a la administracién del vehiculo, CoPP o LiCl. Al décimo dia evaluamos la
generacién de aversion condicionada a través de una prueba de preferencia a la sacarina.

Obtencion de cerebro fijado

Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sodico (50 mg/kg, PiSA Agropecuaria;
Atitalaquia, México) y se perfundieron via intracardiaca. Para esto, se expuso la cavidad
toracica de la rata realizando un corte a nivel del diafragma y dos mas a cada extremo del
diafragma en direccién dorso-rostral. A continuacion, se inserté un catéter en el ventriculo
izquierdo que proveia de solucion salina fisioldgica (PiSA Farmacéutica; Tlajomulco de
Zuiniga, México) en el ventriculo izquierdo, para servir como solucién de lavado.
Posteriormente y mediante el mismo catéter se permitié el ingreso de paraformaldehido
(30525-89-4, Sigma-Aldrich; Darmstadt, Alemania) al 4 % en PBS como solucién fijadora del
tejido. Una vez que los tejidos de la rata estuviesen bien fijados, se procedié a extraer el
cerebro para inmediatamente almacenarlo en paraformaldehido al 4 % en PBS para su

conservacion y posterior uso.
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Preparacion de cortes coronales del cerebro

Un mes después de obtener el cerebro fijado, éste se deshidraté a través de un tren
de alcoholes crecientes (alcohol etilico 70 %, alcohol etilico 80 %, alcohol etilico 96 %,
alcohol etilico absoluto y xilol) usando un procesador de tejidos automatico Histokinette
2000 (Leica Microsystems GmbH, Alemania). El cerebro deshidratado se incluyé en
parafina histolégica. Utilizando un micrétomo, se obtuvieron cortes de 4 pm de espesor en
el NAcc. Basandonos en un atlas estereotaxico (Paxinos & Watson, 2007), para el NAcc
seleccionamos cortes cercanos a la coordenada interaural 11.28 mm, utilizando una clara
visualizacién de la comisura anterior y del cuerpo calloso como elementos para determinar
la coordenada adecuada. Al terminar de ubicar las regiones a obtener, los cortes
recuperados fueron montados en portaobjetos previamente tratados con poli-L-lisina al

0.1 % durante 10 minutos.
Tincion de Nissl

Esta técnica de tincidn facilito la identificacion de los diferentes tipos celulares del
sistema nervioso de acuerdo a sus caracteristicas nucleares y posteriormente permitio la

cuantificacion de cada tipo celular.

La tincion de Nissl comenzé con la deparafinizacion de los tejidos previamente
obtenidos utilizando un tren de alcoholes en concentraciones decrecientes (xilol, alcohol
etilico absoluto, alcohol etilico 96 %, alcohol etilico 70 %) hasta llegar a agua destilada. A
continuacion, los portaobjetos se colocaron en una solucién al 1 % con violeta de cresilo
(10510-54-0, Sigma-Aldrich; Steinheim, Alemania) durante 5 segundos y al terminar se
enjuagaron nuevamente con agua destilada. Se prosiguié con una solucion de diferenciacién
al 0.25 % de acido acético glacial en alcohol absoluto durante 1 segundo para continuar con
ladiferenciacién enun trende alcoholes etilicos (alcohol etilico 96 %, alcohol absoluto, xilol).
Para finalizar, los tejidos pasaron por xilol y se montaron con PermaMounter (BSB 0097,

Bio SB; Santa Barbara, USA). Una vez montado el tejido, se tomaron fotografias con un
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microscopio oOptico Eclipse E200 (Nikon Corporation, Tokio, Japon) apoyado con el

software de captura Q-Capture Pro-7 (Teledyne Qlmaging; Surrey, Canada).

Para el conteo de tipos celulares se escogieron fotografias a 40x de la region de
interés. La forma de conteo fue manual apoyados por el software Imagel, asi como por
algoritmos de toma de decision y descripciones previamente publicadas en la literatura
(Garcia-Cabezas, John, Barbas, & Zikopoulos, 2016; Hilton & Shivane, 2015; Ling, Paterson,
Privat, Mori, & Leblond, 1973) que permitieron clasificar a los ntcleos celulares observados

de acuerdo a su coloracion, tamano y forma del nicleo como esta descrito en la Tabla 1.

Nucleo Pericarion

Tipo Celular

.. Coloracién
Diametro Forma

. del Cromatina Nucléolo Cantidad  Coloracién
medio usual
nucleoplasma
Granulos de
heterocromatina
Redondo que rodean Moderado
Variada Débil Grande Abundante
u ovoide parcial o afuerte
totalmente al
ntcleo
Sigue el contorno 5
. " : Tamafo "
Astrocito 6.3 um Oval Débil del nticleo como Moderado Débil
) moderado
un borde fino
Elongada, Manchas que
. . No Moderado
Microglia 4.1pm redonda o Moderado contrastan con el Moderado
distinguible 0 escaso
angular nucleoplasma
Manchas que no
. . 43-7 Fuerte o Moderadoa  Abundante Fuerte a
Oligodendrocito Oval contrastan con el
um moderado pequeno omoderado  muy fuerte

nucleoplasma

Tabla 1. Caracteristicas microscopicas tipicas de neuronas y células gliales en ratas. Elaborado con informacién de Garcia-
Cabezasetal. (2016) y Lingetal. (1973).

Se consideraron las dos subdivisiones del NAcc, ya que se considera que ambas
subdivisiones estan relacionadas con el sistema de recompensa (en particular la subdivision

Shell) (Berridge, 2009; O’Hara et al., 2015; Scheurink et al., 2010) y la formacion de habitos
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(subdivision Core) (Broft et al., 2015; Foerde et al., 2015; Steinglass & Walsh, 2016). Las
células contabilizadas se encontraban dentro del plano focal y aquéllas fuera de él no se
contabilizaron. Tampoco se contabilizaron aquellas células que tocaran los bordes de la

imagen.
Analisis estadistico

Los datos estan expresados como media + error estandar de la media (E.E.M.). El
analisis de datos se realizé6 mediante el software estadistico GraphPad Prism 6.01
(GraphPad, San Diego, USA). Primeramente, se verificd que los datos cumplieran el criterio
de normalidad para posteriormente, utilizar pruebas estadisticas paramétricas y no
paramétricas de acuerdo a la situacion. De manera general, las pruebas paramétricas
utilizadas fueron: la t de Student para los resultados de |a actividad locomotora en el campo
abierto, las transiciones luz-oscuridad y las conductas de evaluacion de riesgo en la prueba
de exploracion luz-oscuridad; ANOVA de una via para contrastar los resultados de la
prueba de preferencia a la sacarina en el procedimiento de aversién condicionada; v,
ANOVA de dos vias para analizar el consumo de alimento, el consumo de agua y peso
corporal. La prueba no paramétrica ocupada fue la U de Mann-Whitney para analizar la
duracion del colgado en el alambre y el tiempo en la zona central del campo abierto. Las
diferencias entre los grupos se consideraron como significativas a partir de valores de

p<0.05.
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Resultados

La CoPP imité el patron de la anorexia nerviosa en cuanto a la ingesta de

alimentos y el peso corporal

La evaluacién diaria de la ingesta de alimentos muestra que, al dia posterior a la
inyeccion de lasolucion, los animales administrados con CoPP presentaron una disminucién
significativa de la ingesta de alimentos (Figura 6A) a comparacién de los controles (CTRL
15.5g+ 0.9 vs CoPP 10.8 g + 1.1, p<0.05), y dicha disminucion se mantuvo hasta el altimo
dia del registro (CTRL 14.9 g £ 0.9 vs CoPP 8.8 g + 0.8, p<0.001). De manera interesante,
podemos observar de forma clara, dos fases en la disminucién de laingesta de alimentos. En
los primeros dos dias observamos una fase aguda caracterizada por una rapida disminucion,
y posteriormente, una fase de mantenimiento, es decir, donde la ingesta de alimentos se

mantiene disminuida pero estable.

En cuanto al peso corporal observamos que, a partir del segundo dia posterior a la
inyeccioén, los animales administrados con CoPP mostraron una disminucién significativa en
el peso corporal (Figura 6B) comparados con los controles (CTRL 194.8 g + 1.7 vs CoPP
182.3g+2.7,p<0.01). Ladisminucion en el peso corporal de los animales tratados con CoPP
continud hasta el altimo dia de registro (CTRL 195.7 g £+ 2.0 vs CoPP 178.1 g + 2.9). A
diferencia de la fase de mantenimiento en la disminuciéon del consumo de alimentos, el peso

corporal continué bajando en los ultimos dias del registro.

Los registros del consumo de agua mostraron que la administracién de CoPP no
disminuyé el consumo de agua de forma significativa (Figura 6C) acomparacién con el grupo
control (CTRL 31.7 ml = 0.6 vs CoPP 28.1 ml £ 1.1, n.s.) a excepcion del octavo dia del
protocolo, donde el grupo CoPP presenté una disminucién importante del consumo de agua
en comparacion con el grupo control (CTRL 32.5ml + 2.5 vs CoPP 24.0 ml + 1.8, p<0.05). Sin
embargo, al revisar los efectos principales del ANOVA de medidas repetidas, notamos que

el efecto principal del factor tratamiento no fue significativo (F (1,28) = 2.979, n.s.).
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Figura 6. Efecto de la CoPP sobre la ingesta de alimentos (A), el peso corporal (B) y el consumo de agua (C), asi como sobre el
condicionamiento de aversion al sabor (D). Media + E.E.M, RM-ANOVA, n=15; excepto en D) donde ANOVA de dos vias y n=6.
*p=<0.05, *p=<0.01, **p=0.001, ****p=0.0001

Por otro lado, en la prueba de aversién condicionada (Figura 6D) se encontré que las
ratas administradas con CoPP tuvieron un mayor consumo de sacarina que de agua (CoPP
Agua 5.3 ml + 1.0 vs CoPP Sacarina 9.3 ml £ 0.5, p<0.05), lo que confirma que mantienen la
preferencia por la sacarina que mostré el grupo control (CTRL Agua 4.0 ml £ 0.7 vs CTRL
Sacarina 12.7 ml £ 0.6, p<0.0001). No se encontré diferencia significativa en el consumo de
sacarina entre el grupo CTRL y el grupo administrado con CoPP (CTRL Sacarina 12.7 ml £
0.6 vs CoPP Sacarina 9.3 ml £ 0.5, n.s.). Los resultados se contrastaron contra un control
positivo de animales inyectados con cloruro de litio (LiCl), donde observamos que las ratas
prefieren por igual el agua a la sacarina (LiCl Agua 7.3 ml + 1.8 vs LiCl Sacarina 7.3 ml £ 1.3,

n.s.), es decir, se elimind la preferencia por la sacarina. De esta manera, confirmamos que la
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disminucién en laingesta de alimentos es causada por un mecanismo diferente a la aversion

condicionada.

Estos resultados en su conjunto mostraron que la CoPP logré imitar la disminucion
en la ingesta de alimentos, asi como la disminucién en el peso corporal, ambas
caracteristicas elementales de la anorexia nerviosa. Por otro lado, también confirmaron que
la disminucion en la ingesta de alimentos no se debe a un mecanismo de condicionamiento

aversivo al sabor.
La CoPP no generé cambios en el ciclo estral de las ratas

La evaluacion del ciclo estral de las ratas a través de la citologia vaginal (Tabla 2) no
mostré cambios en el comportamiento del ciclo estral de forma posterior a la
administracion de CoPP, ya que el niUmero de ratas que presento algliin retraso en el ciclo es
similar en ambos grupos a lo largo de los dias posteriores a la administracion de CoPP; por
otro lado, las ratas que avanzaron o mantuvieron la fase del ciclo estral en la que se
encontraban no se ven afectadas de forma posterior a la administracion de CoPP, ya que los

numeros entre el grupo control y el grupo CoPP no muestran variaciones importantes.

Cambio en el

Grupo Dia1l Dia3 Dia5
ciclo estral
Avance/Mantiene 12 9 11
CTRL
Retraso 3 6 3
Avance/Mantiene 11 10 10
CoPP
Retraso 4 5 5

Tabla 2. Animales administrados con CoPP no muestran cambios en el ciclo estral a comparacién del grupo control.

43



La CoPP no incremento la presencia de conductas similares a ansiedad ni

induce hiperactividad

En la prueba conductual de campo abierto (Figura 7A), las ratas tratadas con CoPP
no presentaron diferencia alguna al compararse con el grupo control en cuanto al tiempo
gue estas pasaron en la zona central de la arena (CTRL 5.5s+ 1.7 vs CoPP 3.9s + 1.3, n.s.).
Esta prueba también permitio la evaluacion de la actividad locomotora (Figura 7B) a través
delaconductaderearing o exploracion erguida, donde tampoco se encontraron diferencias
significativas en la frecuencia de la actividad locomotora entre el grupo CTRL y el grupo
CoPP(CTRL34.5+2.7 vs CoPP29.0+2.4,n.s.).

La prueba de exploracién luz-oscuridad (Figura 7C, 7D y 7E) tampoco mostro
diferencias significativas entre ambos grupos tanto en el tiempo que los animales pasaron
en la zona iluminada (CTRL 79.7 s + 17.4 vs CoPP 54.8 s + 12.6, n.s.), el nUmero de
transiciones entre zonas (CTRL 4.9 £+ 0.8 vs CoPP 4.1 £ 0.7, n.s.) y tampoco la duracion total
de las conductas de evaluacién de riesgo (CTRL 21.5 s + 1.8 vs CoPP 20.7 s £ 2.7, n.s.).
Finalmente, la prueba de colgado del alambre (Figura 7F) tampoco mostré diferencias

significativas en la duracion del agarre (CTRL2.4s+0.7 vs CoPP 2.8 +0.8,n.s.).

Considerando los resultados previos, éstos sugieren que la administracion de CoPP
no imitd la presencia de conductas tipo ansiedad ni indujo hiperactividad, ambas

caracteristicas claves de la anorexia nerviosa.
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Figura 7. Efecto de la privacion de ingesta de alimentos generada por CoPP en las pruebas de campo abierto (A-B) y exploracion
luz-oscuridad (C-E). La CoPP no genera debilitamiento muscular (F). Media + E.E.M, t de Student (B, D y E) o U de Mann-Whitney
(A, C, F), n=15; excepto en F) donde CTRL n=13 y CoPP n=12. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ***p<0.0001.
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La CoPP no genero cambios en las poblaciones celulares del NAcc

Los conteos celulares preliminares (Figura 8C y 8F) del NAcc mostraron que la
privacion de alimento producida por la CoPP no generé cambios en el nUmero de neuronas
en el NAcc en comparacion con el grupo control tanto en la subdivision Core (CTRL 26.1 +
0.6 vs CoPP 26.6 £ 3.1) como Shell (CTRL 32.5 = 0.0 vs CoPP 24.8 + 0.0) del NAcc.
Resultados similares se encontraron para astrocitos (Core: CTRL 4.2 £ 0.8 vs CoPP 4.1
1.1; Shell: CTRL 7.8 + 0.7 vs 4.6 £ 0.0), oligodendrocitos (Core: CTRL4.2+2.2vs CoPP 3.4 £
0.9; Shell: CTRL 3.3+ 0.7 vs CoPP 3.0 £ 0.0) y microglia (Core: CTRL 1.0+ 0.0vs CoPP 1.7 +
0.3; Shell: CTRL 2.3 £ 0.3 vs CoPP 1.8 £ 0.0). A nivel morfoldgico, las células no presentaron
anormalidades como caridlisis o picnosis, signos de posible muerte celular, en ambas
subdivisiones del NAcc para ambos grupos (Figura 8A, 8B, 8D y 8E). En su conjunto, estos
resultados sugieren que la privacién de alimento inducida por CoPP no induce cambios en
los nimeros de neuronas, astrocitos, oligodendrocitos y microglia en las dos subdivisiones

del NAcc.
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Figura 8. Efecto de la privacion de alimentos inducida por CoPP en las diferentes poblaciones celulares del NAcc (C, F) y su
morfologia (A-B, D-E). Tanto en la subdivision Core como Shell del NAcc no se observan cambios en la poblacion de células
neuronales, astrociticas, oligodendrociticas y microgliales. Datos preliminares (n=2, excepto en CoPP Shell, donde n=1).
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Discusion

Esta investigacion muestra que la CoPP imita de manera aguda la disminucién en la
ingesta de alimento, asi como una disminucién en el peso corporal presente en la anorexia
nerviosa, pero no logra imitar aspectos conductuales igualmente relevantes en la

enfermedad, como, por ejemplo, la hiperactividad y la presencia de conductas tipo ansiedad.

La disminucion en la ingesta de alimentos asi como en el peso corporal son efectos
causados por la administracién de CoPP que han sido bien documentados previamente en
laliteratura cientifico (Choi, Meeran, O’Shea, Lambert & Bloom, 1996; Csongradi, Docarmo,
Dubinion, Vera & Stec, 2012; Galbraith & Kappas, 1989, 1991a; Galbraith, Kow, Pfaff &
Kappas, 1992). Sin embargo, la mayor parte de los estudios reportados hasta ahora se han
realizado en animales macho, y, si bien existe un solo reporte del efecto de este compuesto
en el peso corporal de ratas hembras (Galbraith & Kappas, 1991a), este trabajo confirma
que el efecto previamente reportado en el peso corporal de las hembras y muestra que la

disminucién en la ingesta de alimentos también ocurre en ratas hembras.

Llama la atencion la rapida pérdida de peso que ocurre en las ratas, ya que en los
primeros dos dias post-inyeccion observamos una rapida disminucion de la ingesta de
alimento acompanada de una disminucién en el peso corporal. A partir del tercer dia, el peso
sigue disminuyendo debido a que laingesta de alimentos sigue sin alcanzar su nivel previo a
la inyeccién. La pérdida de peso podria también atribuirse a un incremento en la actividad
locomotora, sin embargo, como observamos en la figura 7B, la actividad locomotora no
incrementa, siendo esto otro elemento que también concuerda con reportesde la literatura
previa (Csongradi et al., 2012; Galbraith, Kow, et al., 1992). Los resultados obtenidos en la
actividad locomotora a través de la conducta de rearing deben de corroborarse

contabilizando la cantidad de cuadros recorridos en el campo abierto.

En cuanto al consumo de agua, podemos observar que este no se ve disminuido de
forma significativa, sin embargo, muestra una tendencia a la baja. Esta tendencia a la baja

puede explicarse debido a que las ratas toman agua de forma prandial, es decir, gran parte
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de su ingesta de agua (=70 %) ocurre en conjunto con la comida (Fitzsimons & Le Magnen,
1969; Kissileff, 1969). Estos hallazgos son novedososy contrastan con el efecto que la CoPP
induce en las ratas macho, donde si se ha reportado una disminucion significativa en el
consumo de agua (Galbraith & Kappas, 1991a). El menor efecto que parece tener la CoPP
en el consumo de agua podria explicarse ya que, en ese mismo reporte, los autores
encuentran que, al menos, en cuanto al peso corporal, el efecto de la CoPP parece ser menor
en las hembras que en los machos; asi que, dado que la disminucién en el peso corporal se
debe a una menor ingesta de alimentos, y, aunado al hecho de que el efecto en el peso
corporal es menor en las hembras, es de esperarse que el consumo de agua sea menor en

ellas, pero no necesariamente de forma significativa frente al del grupo control.

En cuanto a los resultados obtenidos de la prueba de preferencia a la sacarina, no
observamos diferencias significativas entre la preferencia a la sacarosa entre el grupo
control y el grupo administrado con CoPP, lo que indica que la disminucion en el consumo
de alimento no se debe a un mecanismo de aversién condicionada. Por otro lado, el grupo
de LiCl llamé la atencidon debido a que se esperaba que el consumo de la solucién con
sacarina fuera practicamente nulo, sin embargo, se ha mostrado que la duracién, cantidad y
concentracion del estimulo condicionado (en este caso, la solucidon con sacarina) tiene un
efecto importante en la intensidad de la aversion (Archer & Sjodén, 1985; Barker, 1976),y,
en el caso de la sacarina, se ha encontrado evidencia que muestra que la sacarina es menos
atractiva a comparacion de otras sustancias que tienen un sabor dulce como la sucrosa
(Sclafani, Bahrani, Zukerman & Ackroff, 2010; Sclafani, Thompson & Smith, 1998; Smith &
Sclafani, 2002) por lo que podriamos esperar que la aversién condicionada no fuese tan

intensa.

Hasta aqui podemos decir de manera general que verificamos la presencia de
elementos caracteristicos de la anorexia nerviosa como la reduccién del peso corporal, de
la ingesta de alimentos sin alterar el consumo de agua. Sin embargo, no sabemos si imita
otras caracteristicas relevantes de este trastorno, en particular, conductas tipo ansiedad,

hiperactividad y alteraciones en el ciclo estral.
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Este trabajo presenta el primer reporte sobre conductas tipo ansiedad en animales
administrados con CoPP. Los resultados de las dos pruebas conductuales para evaluar
ansiedad muestran que no hay unincremento en la presencia de conductas tipo ansiedad ni
un incremento en la actividad locomotora. También confirmamos que ninguna de las dos
pruebas conductuales se vieron afectadas por posibles alteraciones musculares que pueden
ser producidas por un proceso de emaciacién gracias a la prueba de colgado del alambre,
que evalta la capacidad muscular de las ratas (Klein etal., 2012). Los resultados
encontrados no concuerdan con lo esperado, ya que existe una clara relacion entre la
privacion de alimento y un incremento tanto en las conductas tipo ansiedad (Campos et al.,
2019; Gauthier et al., 2014; Kang et al., 2007; Lee & Kinzig, 2017) como en la actividad
locomotora (Hebebrand et al., 2003; Horndasch, O’Keefe, Lamond, Brown & McCabe,
2016; Ross et al., 2016; Scheurink et al., 2010), pero no encontramos esto en los animales
tratados con CoPP a pesar de que su ingesta de alimentos se ve disminuida

significativamente.

Ante una situacion de restriccion alimenticia, se ha encontrado una disminucion en
los niveles de produccién de serotonina en los nucleos del rafé asi como un incremento en
los niveles de serotonina en el hipocampo y una disminuciéon en el metabolismo de
serotonina en el hipotalamo que a su vez estan asociados a un incremento en la presencia
de conductas tipo ansiedad y depresivas (Kanget al., 2007; Ross et al., 2016). Otros estudios
muestran una disminucién de los niveles de serotonina en sangre en pacientes con anorexia
nerviosa y su correlacion con la presencia de sintomas depresivos y de ansiedad (Gauthier
et al., 2014; Mattar, Thiébaud, Huas, Cebula & Godart, 2012; Ross et al., 2016). Dada la
relaciéon entre la disfuncién del sistema serotoninérgico con el aumento en las conductas
tipo ansiedad e hiperactividad tanto en poblaciones clinicas como experimentales y la
ausencia de conductas tipo ansiedad en animales con privacién de alimento inducida por
CoPP, es plausible sugerir que la CoPP podria recuperar la respuesta del sistema
serotoninérgico a través de un mecanismo desconocido, evitando asi el incremento la

hiperactividad y las conductas tipo ansiedad en ratas con un menor consumo de alimento.
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En cuanto al ciclo estral, no observamos alteraciones importantes en las ratas
tratadas con CoPP en comparacién con las ratas control. No existen reportes previos de los
efectos de la CoPP en el eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal en hembras, pero se sabe que la
privacion de alimento suprime la actividad de dicho eje, resultando en alteraciones del ciclo
tanto estral en modelos animales como menstrual en seres humanos (Evans & Anderson,
2017; Frintrop etal., 2018; Hebebrand et al., 2003). Es posible que esto no ocurra en
nuestros animales debido a la posible actividad de la CoPP en este eje, afectando en
particular, el metabolismo de hormonas derivadas del colesterol en ratas macho (Galbraith
& Jellinck, 1989; Galbraith & Krey, 1989; Smith et al., 1986). Por otro lado, no todas las
pacientes con anorexia nerviosa sufren de alteraciones en el ciclo menstrual y tampoco
parecen existir diferencias clinicamente relevantes entre las mujeres con anorexia nerviosa
que si menstrdany las que no (Attia & Roberto, 2009), por lo que se ha dejado de proponer
como elemento clave para definir la patologia pero si se le considera como un indicador de

su severidad.

Una limitacion importante de estos resultados es que |la medicién del ciclo estral se
realizé cada 48 hrs en lugar de las 24 hrs tipicamente realizadas, esto debido a que la toma
de muestra es invasiva y estresante para las ratas, por lo que se decidié disminuir la
frecuencia con la que esta prueba se realiza. Este cambio en la frecuencia de evaluacién del
ciclo estral es importante ya que la duracién del ciclo estral en las ratas es de alrededor de
cuatro dias (Marcondes et al., 2005), sin embargo, se pueden presentar variaciones en la
duracion del ciclo estral e incluso en algunos casos, ratas que no siguen la secuencia usual
del ciclo estral (proestro, estro, metaestro y diestro) (Marcondes et al., 2005). Por otro lado,
tampoco se controld la presencia de posibles efectos del ciclo estral en las pruebas
conductuales realizadas, lo que dificulta |la interpretacion de los resultados. Se sugiere para
trabajos posteriores controlar la fase del ciclo estral en la que las ratas se encuentran, ya
gue se ha mostrado que existen variaciones en las mediciones de conductas tipo ansiedad
de acuerdo al ciclo estral (Brobeck, Wheatland & Strominger, 1947; Marcondes, Miguel,

Melo & Spadari-Bratfisch, 2001).
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Con esto, podemos decir que nuestra hipdtesis sobre que la administracion
subcutanea de CoPP reproducira las principales caracteristicas del trastorno de anorexia
nerviosa del tipo restrictivo se ve rechazada. Sin embargo, por los efectos que este
compuesto tiene en la ingesta de alimentos y el peso corporal, no podemos descartarlo
como un valioso modelo para el estudio de la regulacién del balance energético, y en
particular, su uso para elucidar los mecanismos que modifican la ingesta de alimentos vy el
peso corporal. Este compuesto podria resultar valioso como tratamiento médico hacia
problemas como la obesidad, donde un primer estudio muestra efectos prometedores
(Csongradi et al., 2012).

En este punto, es necesario mencionar que en la literatura cientifica no existen
estudios en cuando a la posible toxicidad de este compuesto. El cobalto es un metal pesado
que tiene funciones bioldgicas importantes en la homeostasis del ADN, del grupo hemo, y
de algunos aminoacidos, asi como parte importante de la Vitamina B12 (Cianocobalamina),
que es un cofactor de varias metiltransferasas, como la metionina sintasa (que cataliza la
biosintesis del aminoacido esencial metionina) o la metilmalonil-CoA mutasa (que cataliza
la sintesis de succinil-CoA a partir de propionil-CoA proveniente de la B-oxidacion de los
acidos grasos) (Randaccio, Geremia, Demitri & Wuerges, 2010; Reynolds, 2006). No
obstante, de forma libre y en exceso, el cobalto puede producir alteraciones pulmonares,
hematoldgicas, cardiovasculares, gastrointestinales, hepaticas, endécrinas,
dermatoldgicas, oftalmoldgicas, inmunolégicas, psiquiatricas y neuroldgicas (Sheikh, 2016).
A pesar de esto, la intoxicacidon por cobalto es bastante rara en la literatura, puede llegar a
ocurrir principalmente por reemplazos de cadera donde el implante esta fabricado con
aleaciones de cobalto (Green, Griffiths & Almond, 2017). Por otro lado, en el caso especifico
de la CoPP, existe evidencia indirecta de que no se metaboliza por ninguna enzima
enddgena (Galbraith et al., 2004), lo que evitariala liberacién del cobalto al organismo, pero,
no se han realizado estudios sobre la degradacién biolégica de este compuesto in vitro e in
vivo. Los resultados de este trabajo también aportan informacion sobre su toxicidad, ya que
no observamos alteraciones conductuales de relevancia, al menos, en cuanto a conducta

locomotoray conductas tipo ansiedad ni tampoco cambios en las poblaciones celulares del
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NAcc en los conteos celulares; no obstante, no podemos descartar alteraciones en otras

funciones cognitivas como, por ejemplo, la memoria.

La ausencia de cambios en las poblaciones celulares de neuronas, astrocitos,
oligodendrocitos y microglia del NAcc es un hallazgo novedoso, ya que estudios previos
realizados en otros modelos animales de anorexia nerviosa han encontrado una
disminucién en el nimero de astrocitos en corteza e hipocampo (Frintrop et al., 2017;
Reyes-Haro et al., 2015, 2016). Por otro lado, no se ha estudiado la posible afectacion de
células oligodendrogliales, a pesar de la presencia de reportes sobre disminucién del
volumen de materia blanca tanto a nivel general como en regiones del |6bulo temporal y
parietal (Frank, Shott, Hagman & Mittal, 2013). A pesar de que se muestra que el efecto
anorexigénico de la CoPP no induce cambios en las diferentes poblaciones del NAcc en sus
dos subdivisiones, este hallazgo no es conclusivo y representa una limitante de este trabajo,
ya que los resultados aqui presentados son preliminares y presentan una muestra de poco
tamano (n=2 o n=1). Sin embargo, estos conteos permiten vislumbrar lo que podria ocurrir

al incrementar el nUmero de muestras analizadas.

Si  bien los hallazgos en el NAcc son novedosos, concuerdan con los reportes
anecdoéticos de que la CoPP no parece inducir anormalidades al menos en la zona
hipotalamica (Galbraith & Kappas, 1989) y concuerda también con evidenciade que la CoPP
no induce genes de respuesta rapida como Fos en areas fuera del hipotalamo (Galbraith
et al., 2004), lo que refuerza la propuesta de que el sitio de accion de la CoPP se encuentra
a nivel hipotaldmico (Galbraith & Kappas, 1991b, 1991a; Galbraith, Kow, et al., 1992; Li
et al.,, 2006; Turner et al., 1994). Estos hallazgos en el NAcc también se ven parcialmente
fortalecidos por los resultados obtenidos en la prueba de preferencia a la sacarina, ya que
no observamos diferencias significativas entre la preferencia a |la sacarina entre el grupo
control y el grupo administrado con CoPP. La prueba de preferencia a la sacarina esta
intimamente ligada al elemento heddnico, que, como hemos mencionado previamente, esta
mediado por el circuito de recompensa, y en particular, por el NAcc (Berridge, 2004;
Hoffman, 2015). Dado que no hay diferencias entre el consumo de la solucién con sacarina

entre animales control y animales administrados con CoPP, tampoco se esperarian cambios
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en las poblaciones celulares del NAcc, ya que, si la CoPP indujera cambios en esta region,
veriamos también un cambio en |la preferencia a la sacarosa en el grupo CoPP. No obstante,
es necesaria la inclusion de mas muestras para poder presentar resultados conclusivos en
cuanto al cambios en las poblaciones celulares del NAcc. Por otro lado, tampoco podemos
descartar la posibilidad de que la CoPP module la actividad del NAcc a través de vias

indirectas.

Dentro de las limitaciones de este trabajo encontramos que la anorexia es una
condicion crénica, es decir, se padece por largo tiempo, mientras que los tiempos
propuestos en este estudio equivaldrian a un efecto agudo. Sin embargo, la mayoria de los
modelos animales para el estudio de la anorexia nerviosa tiene una duraciéon de entre cuatro
dias y un maximo de hasta catorce dias (Carrera et al., 2014; Frintrop et al., 2018; Reyes-
Haro etal., 2015, 2016), representando nuevamente, un efecto agudo. Sélo en anos
recientes se ha realizado un esfuerzo por representar mejor el aspecto crénico de esta
patologia (Frintrop et al., 2018). En el caso particular del uso de CoPP como modelo de
anorexia, esto podria mejorarse incrementando el tiempo de observacion posterior a la
administracion de CoPP, ya que su efecto sobre la ingesta de alimentos en ratas macho se
encuentra entre los cinco y diez dias. Se escogidé el tiempo minimo que aseguraba la
observacion del efecto en la ingesta de alimentos, dado que se desconocia el efecto de la
CoPP en la ingesta de alimento en ratas hembras. Aunado a esta situacién, solo hay un
estudio donde se analiza el peso corporal pero sin hacer mencién de la ingesta, y, dado que
encuentra que el efecto de la CoPP parece ser menor en hembras que en machos (Galbraith
& Kappas, 1991a) no podiamos asegurar que después de cinco dias se mantuviera el efecto
anorexigénico de la CoPP en hembras. A futuro, sugerimos identificar la duracion del efecto
anorexigénico en ratas hembras asi como la posible administracién de varias dosis de CoPP

alolargo del tiempo para poder imitar el efecto crénico de esta patologia.
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Conclusion

En conclusion, la CoPP disminuye significativamente la ingesta de alimentos y del
peso corporal, sin embargo, no imita otras caracteristicas relevantes de laanorexia nerviosa
como las conductas tipo ansiedad o el incremento en la actividad locomotora, por lo que el
potencial de la CoPP para generar un modelo animal de anorexia nerviosa es limitado. No
obstante, la CoPP tiene uso potencial como modelo para el estudio de mecanismos que
regulan el balance energético a través de la ingesta de alimentos, asi como en patologias
como la obesidad, donde parece mostrar resultados prometedores. Por otro lado, es
necesario estudiar los mecanismos moleculares implicados en los efectos conductuales de
la CoPP, en particular, los efectos de este compuesto a nivel endécrino y en el sistema

serotoninérgico cerebral.
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Anexos

Anexo 1. Correlacion de los resultados de conducta entre el evaluador y un observador externo.
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