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Resumen

Se sabe que la activacion de receptores serotoninérgicos constituye una de las principales
senales saciatorias en los mamiferos, sin embargo, la participacion especifica de los distintos
subtipos de receptores a serotonina en el control alimentario no ha sido plenamente
establecida. El objetivo del presente estudio consistié en determinar el rol de la serotonina y
los subtipos de receptores 5-HT4, 5-HT4g y 5-HT,c del nucleo paraventricular hipotalamico
(NPH) en el control de la conducta alimentaria. En ratas macho Wistar fueron analizados los
efectos de la lesion serotoninérgica del NPH sobre el consumo de nutrimentos (proteinas,
carbohidratos y grasas) y parametros de la conducta alimentaria (ingesta, frecuencia,
duracion, tiempo entre episodios y tasa local de alimentacion), ademas se estudiaron los
efectos de la administracion de serotonina en animales pretratados con antagonistas
selectivos de los receptores 5-HTqa, 5-HTqs y 5-HT,c sobre la conducta alimentaria y la
secuencia de saciedad conductual. La lesion de la inervacién serotoninérgica del NPH
incremento los efectos hipofagicos de la administracion de serotonina, especificamente de
los carbohidratos. El bloqueo de los receptores 5-HT4a, 5-HTig y 5-HT,c del NPH previno
tanto el efecto inhibitorio de la ingesta de carbohidratos como la aceleracion de la secuencia
de saciedad inducidos por la serotonina, aunque los patrones conductuales difirieron
dependiendo del subtipo de receptor bloqueado. De los resultados se concluye que la
inervacion  serotoninérgica del NPH cumple wuna funcion neurorreguladora del
comportamiento alimentario y dicha accion requiere de la inervacion serotoninérgica integra

asi como de la activacion de los receptores 5-HTa, 5-HTig ¥y 5-HT .

Palabras clave: serotonina, hipotalamo, conducta alimentaria
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Abstract

The activation of serotonergic receptors is one of the main satiatory signals in mammals;
however, the specific role of different serotonergic receptors in the regulation of feeding
behaviour has not been completely established yet. The present study was aimed to
determine the specific role of the serotonergic transmission and the 5-HT;4, 5-HTg and
5-HT,c serotonin subtype receptors of the hypothalamic paraventricular nucleus (PVN) in the
regulation of feeding behaviour. Male Wistar rats were used to analyze the effects of lesion of
serotonergic innervation in the PVN on nutriment intake (protein, carbohydrates and fat) and
feeding behaviour parameters (intake, frequency, duration, time between meals and local
eating rate). The effects of intra-PVN injections of serotonin on feeding behaviour structure
and on behavioural satiety sequence were analyzed in rats pretreated with selective 5-HT 4,
5-HTig and 5-HT,c antagonists. Lesion of the PVN increased the hypophagic effects of
intra-PVN injections of serotonin, affecting mainly carbohydrates consumption. Blockade of
5-HT1a, 5-HTig and 5-HT,c subtype receptors in the PVN prevented the serotonin-induced
hypophagic effects on carbohydrates intake as well as the advancement of the behavioural
satiety sequence. Moreover the behavioural patterns differed between groups, depending on
the specific subtype receptor blockaded. From the results it was concluded that the
serotonergic innervation of the PVN performs a neuroregulatory function in the hypothalamic
feeding behaviour control and that this function requires the integrity of the serotonergic

system as well as the activation of 5-HT44, 5-HT g and 5-HT,c receptors.

Keywords: serotonin, hypothalamus, feeding behaviour
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1. Introduccion

Actualmente, en muchos paises se ha observado un incremento importante en la

incidencia de las patologias relacionadas con el comportamiento alimentario. Especialmente
la obesidad constituye un problema serio, ya que se relaciona estrechamente con la
aparicion de otras enfermedades que incrementan directamente los costos de los servicios
de salud y los indices de mortalidad. De este hecho surge la necesidad de estudiar con
mayor profundidad los mecanismos responsables de la regulacion de la conducta alimentaria

para asi desarrollar estrategias terapéuticas eficaces en el tratamiento de estas patologias.

El estudio sistematico del comportamiento alimentario inici6 formalmente desde los
primeros afnos del siglo pasado con las investigaciones de Cannon y Washburn (1912),
quienes propusieron que las contracciones gastricas producidas durante la ausencia de
alimento en el tracto digestivo producian hambre. A partir de dichos estudios, surgieron
diversas teorias que intentaron explicar cémo diferentes mecanismos y sistemas funcionan
para regular un fenomeno tan complejo. Estas teorias han sugerido que el control alimentario
se realiza exclusivamente en centros reguladores del hipotalamo o que depende de los
niveles de glucosa en sangre, de la temperatura, de los almacenes de grasa corporal o de
algun sistema homeostatico o metabolico. A pesar de que estas propuestas han contribuido
notablemente al avance de la investigacion de la conducta alimentaria, ninguna de ellas ha
podido explicar satisfactoriamente el comportamiento alimentario. El problema radica en que
no se han logrado integrar los distintos componentes de la conducta, es decir, la
alimentacion es dependiente de la interaccion de una amplia gama de variables (entre ellas
las homeostaticas) que estan complejamente organizadas y dicha interaccion de ninguna

forma puede ser explicada Unicamente por un desbalance homeostatico o energético.

Por otro lado, a principios de los 1980s se encontro evidencia de que el sistema
serotoninérgico podria estar relacionado con las patologias alimentarias, ya que se observo
que el agente antidepresivo fluoxetina tenia como efecto secundario la pérdida de peso, lo
que llevo a diversos investigadores a explorar la relacion entre el comportamiento alimentario

y el sistema serotoninérgico (Cooper, Bloom & Roth, 1996; Hoyer, Hannon & Martin, 2002).

Escartin Pérez Rodrigo Erick 1
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Los estudios que involucran a la 5-HT con la conducta alimentaria han proporcionado una
buena aproximacién para comprender cémo multiples componentes farmacologicos,
fisioloégicos y anatémicos son integrados para la regulacion funcional de una conducta tan
compleja. En la mayoria de los modelos animales y humanos se ha destacado que los
agonistas serotoninérgicos producen un efecto inhibitorio sobre la alimentacion (Leibowitz &
Alexander, 1998).

A pesar de que en los Ultimos afios se ha generado una cantidad importante de
conocimiento acerca de la participacion del sistema serotoninérgico sobre la regulacion de la
conducta alimentaria, son pocos los estudios que proporcionan una vision integral de los
componentes fundamentales de la conducta, de modo que las manipulaciones comunmente
empleadas dan cuenta unicamente de los cambios sobre la ingesta o sobre la duracion de
los episodios alimentarios, lo que no permite identificar cambios discretos de la conducta a lo
largo del tiempo y, mucho menos, determinar si los perfiles asociados con la reduccion de la
ingesta de alimento son debidos a efectos indirectos (hiperactividad, sedacion, nausea o

alteraciones de la percepcion de las propiedades fisicas del alimento).

Inicialmente se propuso que la administracion de farmacos que activan a los receptores
serotoninérgicos o que mimetizan la actividad de la 5-HT en el SNC producen disminucion de
la ingesta de alimento, facilitando el desarrollo de |la saciedad; mientras que los agentes que
bloguean o disminuyen la transmision serotoninérgica en el SNC incrementan el consumo de
alimento. Posteriormente, se establecid que la 5-HT puede tener efectos supresores o
estimulantes sobre la ingesta de alimento, particularmente en el arranque de la alimentacion
y selectivamente en el consumo de carbohidratos. Asimismo, el hipotalamo ha sido sefalado
como uno de los principales blancos de la actividad serotoninérgica relacionada con el
control de la alimentacion, donde el NPH parece jugar un papel preponderante, pues éste se
encuentra densamente inervado por fibras serotoninérgicas originadas en el rafé medial
(Leibowitz & Alexander, 1998; Lucki, 1998).

Las observaciones de que la actividad serotoninérgica influye sobre la conducta de
alimentacion ha fomentado el interés por el desarrolio de herramientas farmacologicas
nuevas y mas eficientes para el tratamiento de la obesidad, asi como de trastornos tales
como la anorexia y la bulimia. Este renovado interés se ha fortalecido aun mas por diversos

hallazgos clinicos, donde se han detectado disturbios de la actividad serotoninérgica en

Escartin Pérez Rodrigo Erick 2
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personas que padecen estas patologias. A pesar de ello, el conocimiento actual sobre la
fisiologia y farmacologia de los distintos subtipos de receptores a serotonina no ha sido
suficiente para mejorar los tratamientos existentes, ya que la misma complejidad de los
sistemas serotoninérgicos ha dificultado esta tarea. En consecuencia, ha aumentado la
necesidad de comprender los mecanismos serotoninérgicos cerebrales involucrados con la

regulacion de la alimentacion.

Con el proposito de contribuir a la comprensién de la participacion que tiene la 5-HT
hipotalamica sobre el control de la conducta alimentaria, en el presente estudio se analizo la
funcion regulatoria de la serotonina en el NPH sobre la autoseleccion dietaria y los
parametros de la estructura de la conducta alimentaria, ademas de determinar la
participacion de los subtipos de receptores a serotonina 5-HT4, 5-HTig ¥ 5-HTac en los
efectos inducidos por la administracion de 5-HT en el NPH sobre el comportamiento
alimentario y la secuencia de saciedad conductual de ratas. Asi, en el presente trabajo, el
estudio de la 5-HT y su relacion con la conducta alimentaria se realizd en principio,
evaluando los efectos de la lesidén serotoninérgica sobre los contenidos extracelulares de
serotonina del NPH vy la respuesta de las fibras serotoninérgicas a la administracion de
fluoxetina mediante la técnica de microdialisis cerebral y HPLC-EC; posteriormente, se
evaluaron los efectos de la lesion serotoninérgica del NPH sobre |a estructura de la conducta
alimentaria de ratas. La estructura de la conducta alimentaria fue evaluada mediante
registros conductuales de 30 minutos (durante los 10 dias posteriores a la lesion) en
condiciones de autoseleccion dietaria (carbohidratos, proteinas y grasas, disponibles en
comederos separados). Finalmente, se examin6 el efecto del bloqueo selectivo de los
receptores 5-HTqa, 5-HTig y 5-HTy¢ (antagonistas WAY 100635, SB 216641 y RS 102221
respectivamente, 2ug/0.5ul) del NPH sobre la hipofagia y la aceleracion de la secuencia de

saciedad inducida por la administracién de serotonina en el NPH.
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2. Antecedentes

2.1 Hipotalamo y conducta alimentaria

El hipotatamo es la regién cerebral de mayor importancia en la regulacién de las funciones
homeostaticas (margen dentro del cual las variables fisiologicas oscilan normalmente). Es
una de fas partes filogenéticamenie mas antiguas de] SNC y, a pesar de los procesos
evolutivos, su estructura se mantiene relativamente constante en los vertebrados terrestres,
a diferencia con lo ocurrido en otras regiones como la neocorteza o el sistema limbico. Las
lesiones en el hipotdlamo ocasionan la supresiéon de las funciones homeostaticas:
autonémicas, endocrinas y somaticas. El hipotadlamo estd compuesto por diversos nucleos
neuronales que pueden ser localizados entre el mesencéfalo y la region basal del telencéfalo
(corteza limbica). Todos los grupos nucleares hipotalamicos se localizan en la parte ventral
del diencéfalo, por debajo del talamo; caudalmente, el hipotalamo limita con el mesencéfalo
y, rostralimente, con la lamina terminalis, la comisura anterior y el quiasma oOptico;
lateralmente al hipotalamo se encuentran el tracto optico, la capsula interna y estructuras
subtalamicas (Cardinali, 1992; Ninomiya, 1991).

A pesar de que el hipotdlamo constituye tan sélo un pegueno porcentaje de la masa
cerebral total (menos del 1% en humanos), contiene un gran nimero de circuitos que regulan
funciones vitales como la temperatura, la tasa cardiaca, la presion arterial, la osmolaridad
sanguinea, ademas de la ingesta de agua y alimento. Anatémicamente, el hipotalamo puede
ser dividido en direccion lateral a medial en las regiones lateral, medial y periveniricular, en
direccion anterior a posterior en fas regiones anterior, media y posterior. La region lateral
contiene fibras largas gue proyectan a la médula espinal y a la corteza cerebral, ademas de
numerosas fibras que forman parte de vias multisinapticas ascendentes y descendentes,
contribuyendo de manera importante con el sistema de fibras del haz medial del cerebro
anterior, que es el principal tracto que corre a través del hipotalamo lateral y continua
rostralmente para terminar en la porcion telenceféfica. La region medial esté separada de la
region lateral por las columnas descendentes del fornix y contiene a la mayoria de los
nucleos hipotaldmicos bien definidos, incluyendo a los nucleos supradptico vy
supraguiasmatico en la region anterior, los nucleos dorsomedial, ventromedial vy
paraventricular en la region media, el nucleo posterior y los cuerpos mamilares en la porcion
posterior. La regidon periventricular esta constituida por los grupos celulares inmediatamente

delimitados por el tercer ventriculo (Kupferman, 1991a) (Figura 1).
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Figura 1. Representacién esquematica (plano frontal) del hipotadlamo. Modificado de Kandel, et al.
(1991).

En general, cada uno de los nucleos hipotaldmicos contribuye a una variedad de
funciones, siendo esto mas evidente en el nucleo paraventricular, estructura altamente
diferenciada que contiene pequefias regiones de células neuroquimicamente especializadas.
De acuerdo a sus patrones de proyeccion, las neuronas hipotaldmicas pueden ser divididas
en tres grupos: las que proyectan hacia la hipofisis posterior, las que lo hacen hacia la
eminencia media y, finalmente, aquellas que proyectan hacia componentes del sistema
nervioso autdbnomo. La mayoria de los sistemas de fibras son bidireccionales, las
proyecciones de y hacia las regiones hipotalamicas caudales estan contenidas en el haz
medial del cerebro anterior, el tracto mamilotegmental y el fasciculo longitudinal dorsal; fas
estructuras rostrales del hipotdlamo estan interconectadas por medio del {racto

mamilotaiamico, el férnix y la estria terminalis (Kupferman, 1391a).
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Con respecto del control hipotalamico de la alimentacion, atgunos estudios clasicos
proporcionaron la evidencia inicial de la panrticipacion de estructuras hipotalamicas
relativamente especificas en la regulacién del comportamiento alimentario. En estos estudios
se sefald al hipotdlamo ventromedial como responsable de la terminacion de la
alimentacion, ya que al estimular dicha regidn se observaba que los sujetos disminuian su
consumo de alimento, mientras que la destruccion de la misma region producia el efecto
opuesto (hiperfagia) (Hetherington & Ranson, 1942; citados en Kupferman, 1991b). Por otro
lado, Anand y Brobeck (1951; citados en Kupferman, 1991b) reportaron que la estimulacion
del hipotalamo lateral producia que los sujetos iniciaran nuevos episodios alimentarios y, al
contrario, la lesién bilateral de la porcion lateral hipotaldmica producia afagia, lo que sugeria
que el hipotadlamo lateral era necesario para que la alimentacién iniciara. Originalmente los
resultados anteriores fueron interpretados de manera tal, que se sugerfa que el hipotalamo
lateral contenia al “"centro del hambre” y el hipotalamo ventromediaf al “centro de la

saciedad”.

Tal conclusién, conceptualmente atractiva, no es del todo correcta pues es bien sabido
que fas manipulaciones experimentales realizadas en estos estudios clasicos involucraban
alteraciones adicionales en codificacion de la informacion sensorial, en ¢! equilibrio del peso
corporal, interrupciéon de las fibras de paso (principalmente dopaminérgicas) y en el balance
hormonal, afectando indirectamente a la conducta alimentaria (Grossman, 1976; Kupferman,
1991b). No obstante, dichos experimentos sentaron las bases de lo que posteriormente
constituiria la investigaciéon exhaustiva de las estructuras hipotalamicas que regulan a la

conducta alimentaria.

Diversos investigadores identificaron una serie de nucleos hipotalamicos con participacion
importante en la regulacién de la conducta alimentaria. Entre los mas representativos, se
encuentran el NPH (Blundell, 1984), el SQ (Leibowitz, Weiss & Suh, 1990), el VMH
(Leibowitz, 1980), el DMH (Rogers, McKibbin & Williams, 1991), la PF (Hoebel & Leibowitz,
1981) y el HL (McCabe & Leibowitz, 1984). Estudios posteriores establecieron que de todos
los anteriores, el NPH es uno de los componentes mas importantes para la regulacion de la
ingestidn de alimento, pues se ha encontrado que en esta region convergen distintas vias
neurales que influyen sobre la regulacién de la homeostasis energética y sobre la
alimentacién: axones que se originan en el nicleo arqueado y que contienen NPY (un

potente agente inductor de la alimentacién), inervacion del hipotdlamo lateral con orexina
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(hormona que induce la ingestién de alimento), axones serotoninérgicos originados en el
nucleo del rafé (una de las principales influencias inhibitorias de la alimentacion), ademas de
recibir inervacion de otras regiones con distintos neurotransmisores y hormonas que
modifican a la alimentacion (galanina, melanocortina, noradrenalina, péptidos opioides e
incluso endocannabinoides) (King & Williams, 1998; Yun, et al., 2005; Hagemann, ef al.,
1998; Williams, et al., 2001; Verti, McGregor & Mallet, 2005). Asi, el NPH es considerado un
importante centro integrador necesario para la regulacion del comportamiento alimentario y
el proceso de la saciedad (Stratford, 2005, Fletcher, Currie, Chambers & Coscina, 1993;
Leibowitz, 1993).

2.2 Serotonina y conducta alimentaria

La conducta alimentaria refleja la interaccion entre el estado fisioldgico del organismo y
las condiciones ambientales. Blundell y Hill (1986) propusieron un modelo en el que las
variables fisiolégicas incluian el balance de varios neuropéptidos y neurotransmisores, el
estado metabolico, la tasa metabdlica, ta condicion del tracto gastrointestinal, la cantidad de
tejido de almacenamiento, asi como los receptores para el gusto y el olfato. En este modelo,
las condiciones ambientales incluyen a las caracteristicas del alimento (sabor, textura,
novedad, accesibilidad, composicion nutricional) y otras condiciones externas (temperatura
ambiente, presencia de oiras personas y los factores estresantes). En otras palabras, la
formulaciéon de Blundell y Hill consiste en que la capacidad de contfrolar la ingesta de
nutrimentos, para satisfacer necesidades corporales, requiere de mecanismos especiales
para armonizar la informacion fisiolégica del medio interno con la informacion de las
condiciones del ambiente.

Algunas de las regiones hipotalamicas paricipan en el control del comportamiento
alimentario modulando interacciones entre el sistema saciatorio periférico (hormonas
gastrointestinales y pancreaticas) y una amplia red neural que afecta a la alimentaciéon desde
el cerebro. Desde la perspectiva de Blundell y Hill (1986), con la administracion de agonistas
o antagonistas de los neurotransmisores gque se encuentran en el hipotalamo no sélo se
activa o bloquea un sistema particular de receptores que inducen respuestas especificas,
sino que también se influye sobre los procesos motivacionales (hambre, apetito, saciedad y
satisfaccion) (Blundell & Hill, 1986). Las capacidades perceptivas (vision, gusto y olfato)

permiten al organismo identificar las caracteristicas del alimenio y asi desencadenar
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mecanismos para vincular las consecuencias bioguimicas del alimento ingerido con la
estructura de la forma consumida. Asi, el control de la seleccidon de los alimentos debe

implicar respuestas condicionadas e incondicionadas (Blundell & Hill, 1987).

Por otro lado, se ha mosirado que la inervacion serotoninésgica al hipotalamo se origina
en el nucleo del rafé medial y constituye una de las principales sefales saciatorias en los
mamiferos (Cooper, et al., 1996; Kitchener & Dourish, 1994; Klodzinska & Chojnacka-Wojcik,
1990; Leibowitz, et al., 1990; Leibowitz & Alexander, 1998). Los efectos de la activacion de
los receptores a serotonina produce ta disminucioén de la ingesta de alimento, mientras que
los antagonistas o depletores la estimulan (Breisch, Zemlan & Hoebel, 1876; Clineschmidt,
Mcguffin & Werner, 1974, Saller & Stricker, 1976). Asimismo, se ha reportado que los efectos
hipofagicos de la 5-HT son selectivos para el consumo de carbohidratos (Wurtman &
Wurtman, 1977; Wurtman & Wurtman, 1979%a; Wurtman & Wurtman, 1979b).

De la misma forma, gran parte del conocimiento de la anatomia y fisiologia de ias
estructuras neurales relacionadas con ta conducta alimentaria se ha derivado de
manipulaciones farmacolédgicas y de! uso de agentes toxicos que destruyen a las neuronas
serotoninérgicas (Baumgarten & Bjorkiund, 1976; Berge, Fasmer, Tveiten & Hole, 1985; Wolf
& Bobik, 1988; Pare, Descarries & Wiklund, 1987). La lesidén del sistema serotoninérgico
producida por ios andlogos serotoninérgicos 5,6-DHT y 5,7-DHT ha sido empleada como una
herramienta que permite obtener informacién especifica (Baumgarten & Bjorklund, 1976). La
potencia neurotéxica de la 5,7-DHT para las neuronas serotoninérgicas es alta y su efecto
neurotoxico no especifico en neuronas no monoaminérgicas es menor (Yang & Pan, 1999).
Se ha reportado que en ratas tratadas con 5,7-DHT disminuye de manera importante la
capacidad del 8-OH-DPAT (agonista 5-HT+4) de revertir el efecto hipofagico inducido por la

administracion de fenfluramina y fluoxetina (Currie, Coscina & Fletcher, 1998).

Asi, el uso de la 5,7-DHT como una herramienta de estudio para analizar ias
consecuencias funcionales de fa lesién de neuronas 5-HT ofrece ventajas en comparacion
con la 5,6-DHT. Los mecanismos sugeridos para la accién de la 5,7-DHT, consisten en la
generacion de radicales oxigeno y la unioén irreversible de derivados quinonélicos, formados
en la oxidacion de la neurotoxina (Del Rio, Pérez-Otaiio, Herrero & Obeso, 1993), lo que trae
como resultado la reduccion de las concentraciones de 5-HT entre un 60% y 80%.,

dependiendo de las dosis y de las regiones anatémicas en gque se administra (Lehmann, ef
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al., 2000; Fletcher, Korth & Chambers, 1999; Hall, Devries, Fong, Huang & Pert, 1999; Yang
& Pan, 1999). Tradicionalmente, se ha propuesto que la neurotoxina 5,7-DHT produce sus
efectos al ser introducida a la terminal axénica mediante el mecanismo de captura acoplado
al transportador para serotonina (Del Rio, et al., 1993), sin embargo, un reporte reciente
(Choi, Jonak & Fernstrom, 2004) sugiere que el mecanismo mediante el cual la 5,7-DHT
depleta la 5-HT cerebral no depende del transportador para serotonina, ya que inhibidores de
la captura de 5-HT (fluoxetina y clorimipramina) no previenen la disminucién de las
concentraciones de 5-HT producida por la 5,7-DHT. A pesar de que aun existe controversia
sobre el mecanismo por medio del cual la 5,7-DRHT destruye a las fibras serotoninérgicas, la
informacién con que hasta ahora se cuenta indica que esta toxina es selectiva y potente para

las fibras serotoninérgicas (Yang & Pan, 1999).

2.3 Sistema serotoninérgico

A mediados det! siglo XIX, algunos cientificos descubrieron que una sustancia contenida
en el suero era capaz de producir potentes contracciones del musculo liso, pero no fue sino
hasta después de cien afnos, que los cientificos de la clinica Cleveland lograron aislar dicha
sustancia, misma que estaba directamente relacionada con el incremenio de la presion
sanguinea (Rapport, Green & Page, 1948; citados en Feldman, Meyer & Quenzer, 1997).
Paralelamente, investigadores italianos caracterizaron una sustancia contenida en altas
concentraciones en las células enterocromafines de la mucosa intestinal, agente que
producia contracciones de musculo liso, particularmente en el intestino (Erspamer, 1940;
citado en Feldman, et al., 1997). El material aislado del torrente sanguineo fue denominado
“serotonina”, mientras que el aislado del tracto digestivo fue denominado “enteramina”.
Ambos agentes fueron purificados y cristalizados, encontrandose que eran ia misma
sustancia, 5-hidroxitriptamina (Erspamer, 1852; citado en Feldman, et al, 1997).
Posteriormente, la 5-HT fue preparada sintéticamente con todas las propiedades biologicas
de la sustancia que naturalmente se producia en diversos organismos {mamiferos y no

mamiferos) (Cooper, Bloom & Roth, 1996).

Cuando se observd gque la administracion de reserpina, una sustancia tranquilizante que
depleta los contenidos de 5-HT cerebral, producia una profunda depresion conductual, se
originaron teorias que sugerian que algunas enfermedades psiquiatricas podrian

relacionarse con deficiencias en la sintesis de la 5-HT en el cerebro (Cooper, ef al., 1996).
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Posteriormente, se realizaron trabajos que proporcionaron mayor informacién sobre la
relacion que existe entre algunos trastornos psiquiatricos y alteraciones del funcionamiento
“tipico” de la 5-HT. Por ejemplo. se ha encontrado que en enfermedades neurodegenerativas
como el Alzheimer existe una pérdida de neuronas serotoninérgicas (Cross, 1988). También
se ha reportado que la disminuciéon de la liberacién de 5-HT en el hipocampo inducida por la
estimulacion de receptores serotoninérgicos somatodendriticos del nicleo del rafé (5-HTa,

principalmente) produce efectos ansioliticos (File, Gonzalez & Andrews, 1996).

En general, se ha encontrado relacion entre la 5-HT y una gran variedad de conductas,
condiciones clinicas y la accién de algunas drogas psicoactivas. Estos hallazgos pueden
constituir un reflejo de la diversidad de los receptores serotoninérgicos y su amplia
distribuciéon en distintas poblaciones neuronales y sistemas efectores (Cooper, et al., 1996;
Casper, 1998; Verge & Calas, 2000).

2,3.1 Biosintesis y metabolismo de Ja serotonina

Se ha reportado que la 5-HT puede ser sintetizada por células gque no son neuronas
(plaquetas, mastositos y células enterocromafines) y que existen grandes cantidades de
5-HT fuera del SNC. Sin embargo, debido a que la 5-HT no es capaz de atravesar la barrera
hematoencefalica, resulta obvio que la 5-HT cerebral es exclusivamente sintetizada por
ceélulas cerebrales, de hecho, tan sélo el 1% 6 2% de toda la 5-HT del organismo se localiza

en el cerebro (Cooper, et al., 1996).

Para el caso de las células cerebrales, el primer y mas importante paso es la captura del
aminoécido triptdéfano, ya que es el principal sustrato para la sintesis de 5-HT. El triptéfano
plasmatico se obtiene principaimente de ia dieta y mediante un proceso activo de captura se
facilita la entrada de éste hacia el cerebro. Este proceso de “acarreo” estad abierto a la
competencia con otros aminoacidos neutros, incluyendo aminoacidos aromaticos (tirosina y
fenilalanina), de cadena ramificada (leusina, isoleucina y valina) y otros (metionina e
histidina). La naturaleza competitiva de estos aminoacidos neutros implica que la
concenfracion de triptéfano cerebral es determinada no sélo por su concentracion
plasmatica, sino {ambién por la concentracion de los otros aminoacidos neutros que
compiten por su transporte hacia el cerebro. Asl, el contenido protéico y de carbohidratos de

la dieta pueden influir drasticamente sobre las concentraciones de triptéfano cerebral y por lo
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tanto sobre la sintesis de 5-HT, esto, mediante la modificacion de los patrones de las
concentraciones de aminoacidos plasmaticos (Cooper, et al, 1996, Feldman, Meyer &
Quenzer, 1897).

El siguiente paso de Ja via sintética es la hidroxilacién del triptéfano en la posicién 5 para
formar 5-hidroxitriptéfano (Figura 2). Esta reaccion requiere de la enzima triptofano
hidroxilasa y el pH 6ptimo para que ocurra la hidroxilacion es de 7.2. Adicionalmente, se
requiere de la presencia del cofactor tetrahidrobiopterina y de oxigeno molecular para
reducirlo. El contenido plasmatico nomal de triptéfano y su transporte hacia el cerebro
mantienen a la enzima normalmente insaturada mientras exista disponibilidad del sustrato.
En la sintesis de la 5-HT, la hidroxilacion del triptéfano puede ser especificamente bloqueada
por la p-CPA, droga que compite con el triptéfano y se une irreversiblemente a la enzima, por
lo que se requiere gde la sintesis de nuevas molécutas de triptdéfano hidroxilasa para
recuperar la actividad inhibida por la p-CPA {(Cooper, et al., 1996).

Una vez que el triptéfanc ha sido hidroxilado, el 5-HTP es rapidamente descarboxilado
para convertirse en 5-HT. La enzima responsable de esta reaccion es la AADC, misma que
" presumiblemente participa en la descarboxilacion de la L-DOPA en neuronas
catecolaminérgicas.

La ruta mas efectiva para continuar e! metabolismo de la 5-HT es la desaminacién por
accion de la MAO. El producto de esta reaccién, el 5-hidroxindolacetaldehido, puede ser
posteriormente oxidado a acido 5-hidroxindolacético o reducido a 5-hidroxitriptofol,
dependiendo de la proporcién de NAD+/NADH contenida en el tejido.

El cerebro contiene una enzima que cataboliza la N-metilacién de la 5-HT, usando
S-adenosil-metionina como donador metit, aunque existe una enzima N-metiladora que
unicamente utiliza 5-metil tetrahidrofolato (5-MTF) como donador metil (Cooper, et al., 1996).
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Figura 2. Representacion esquemalica de la sintesis y metabolismo de la serotonina (Cooper, et
al.,, 1996).

2.3.2 Anatomia del sistema serotoninérgico

A pesar de que inicialmente la neurofammacologia asumia que la serotonina cerebral
funcionaba como un transmisor, tuvieron que pasar mas de 10 afios para que se estableciera
con certeza que la 5-HT esta contenida en circuitos nerviosos especificos. Gracias a la
introduccién de métodos histoldégicos como la inmunohistoquimica, se posibilitd observar

directamente ramificaciones serotoninérgicas en el sistema nervioso central. Posteriormente,
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se logré mejorar el mapeo de las fibras serotoninérgicas por medio de la aplicacién
combinada de fluorescencia histoquimica y del trazado retrégrado de células

serotoninérgicas desde campos terminales (Cooper, et al., 1936).

Actualmente se sabe que gran parte de las neuronas serotoninérgicas se encuentran
organizadas en distintos grupos celulares localizados en el mesencéfalo, en el puente y en la
meédula oblongada, aunque se han identificado inmunohistoquimicamente células
serotoninérgicas en el area pdstrema, en el locus coeruleus caudal, en la periferia de los
ntcleos interpedunculares (Cooper, et al., 1996), asi como en el hipotdlamo dorsomedial
(Frankfurt, Lauder & Azmitia, 1981). Los principales grupos celulares serotoninérgicos fueron
originalmente descritos por Dahlstrém y Fuxe (1964; citados en Verge & Calas, 2000),
quienes identificaron 9 grupos celulares (B1 a B9) (Figura 3). Mas recientemente, la
nomenclatura de los distintos grupos celulares serotoninérgicos siguié el criterio
neuroanatémico clasico, denominandoseles nucleos del rafé. De acuerdo con dicha
nomenclatura, los grupos celulares serotoninérgicos pueden ser divididos en dos sistemas, el
rostral y el caudal. E} primer sistema incluye al nucleo dei rafé medial (B5 y parte de B8), al
nucleo del rafé dorsal (B6 y B7) y al nucleo caudal lineal o central superior (B9 y parte de
B8). El sistema nuclear serotoninérgico caudal incluye al nucleo del rafé palido (B1), al
nucleo del rafé oscuro (B2 y B4) y al nucleo del rafé magno (B3) (Tork, 1990; citado en
Feldman, et al., 1997).

Sobre los patrones de inervacién de los grupos celulares serotoninérgicos, se ha descrito
que los mas caudales proyectan ampliamente a otros grupos celulares de la médula
oblongada y a la médula espinal, los mas rostrales proporcionan extensa inervacion
serotoninérgica al telencéfalo, diencéfalo y cerebelo (Figura 3) (Cooper, et al, 1996;
Feldman, et al., 1997, Kupferman, 1991a). Gran parte de la inervacién serotoninérgica que
se origina en los nucleos del rafé dorsal y medial se superpone con regiones inervadas por
neuronas noradrenérgicas y dopaminérgicas, aunque existen algunas excepciones, por
ejemplo el nacleo del rafé medial, que proporciona la inervacion serotoninérgica al sistema
limbico y, el nucieo del rafé dorsal, que proyecta con gran densidad al neoestriado, a las

cortezas cerebral y cerebelar y al talamo (Cooper, et al., 1996).
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Figura 3. Representacion esquematica de la distribucién de las principales vias serofoninérgicas en
el SNC de rata (Feldman, et al., 1997). De los 9 grupos celufares descritos por Dahlstrém y Fuxe
(1964, citados en Verge & Calas, 2000), los ubicados en el rafé dorsal y medial (BS5-B9) proporcionan
gran parte de Jla inervacion serotoninérgica al hipotédlamo.

El hipotadlamo, al estar localizado en la region diencefalica del cerebro, recibe inervacion
serotoninérgica de los grupos celulares rostrales del mesencéfalo (B7-BQ). Las regiones
hipotaldmicas posterior, ventromedial, periventricular, supraquiasmatica y supradptica son
inervadas por los nucleos del rafé dorsal y medial (Willoughby & Blessing, 1987; Sawchenko,
Swanson, Steinbusch & Verhofstad, 1983; Feldman, et al., 1997); aunque se ha reportado
que los nucleos hipotalamicos paraventricular y supraéptico también podrian estar inervados
por terminales serotoninérgicas originadas en el nicleo del rafé magno (B3) (Larsen,
Hay-Schmidt, Vrang & Mikkelsen, 1996).

La corteza cerebral de diversos mamiferos esta inervada por dos tipos de terminales
axoénicas serotoninérgicas que morfolégicamente son diferentes. El primer sistema de
inervacion esta constituido por axones finos que se originan en el rafé dorsal y tienen
pequenas varicosidades a lo largo de todo su trayecto; el segundo sistema, esta formado por
axones gruesos que se originan en el rafé medial y estan moldeados en su terminal por

amplias varicosidades esféricas. Estos dos tipos de fibras serotoninérgicas tienen
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distribuciones laminares y regionales distintas, ademas de que son diferencialmente
sensibles a los efectos neurotdxicos de ciertos derivados de la anfetamina, incluyendo el
MDMA, referido mas comunmente como “éxtasis”. Los axones mas finos tienen mayor
sensibilidad a los efectos neurotdxicos de la MDMA que los axones mas gruesos, ya que fa
pérdida de los primeros por efecfo de la MDMA puede durar meses ¢ incluso producir danos

permanentes (Cooper, et al., 1996).

2.3.3 Receptores a serotonina

Para comprender la forma en que un neurotransmisor funciona dentro de una
determinada area del sistema nervioso, es necesario identificar los sitios a los que se une y
los mecanismos de transduccion asociados a dicha union, en otras palabras, el
funcionamiento de sus receptores (Verge & Calas, 2000). La hisloria de los receptores
seroloninérgicos inici6 con los trabajos de Gaddum y Picarelli (1957). En estos trabajos se
describieron dos subtipos de receptores a serotonina y, basados en la capacidad de ser
bloqueados por la dibenzilina y la morfina, fueron denominados receptores a serotonina tipo
‘D" y "M" respectivamente. Con el desarrollo de las técnicas que estudian a las interacciones
receptor-tigando (del Inglés binding) y la progresiva disponibilidad de agentes cada vez mas
selectivos, se posibilitd {a caracterizacion de otros subtipos de receptores serotoninérgicos
(Verge & Calas, 2000). Mas recientemente, se han identificado un gran numero de genes
que codifican para algunos de los subtipos de receptores (Hoyer & Martin, 1997) y se han
descrito las correspondientes distribuciones de ARNm (Boess & Martin, 1994). Ademas, la
disponibilidad de un creciente nimero de anticuerpos especificos, ha permitido la realizacion
de estudios de localizacion de los receptores serotoninérgicos en los diferentes tipos

celulares.

Los receptores a serotonina hasta ahora descritos han sido asignados a una de siete
familias (5-HT4.7), conformando asl, un total de 16 subtipos de receptores (en mamiferos)
que estructural y farmacolégicamente poseen propiedades diferentes. La mayoria de {os
receptores clasificados en las familias de receptores serotoninérgicos tienen siete dominios
transmembranales y son receptores metabotrépicos acoplados a proteinas G (proteina que
tiene la capacidad para unir nucleodtidos de guanina), excepto los subtipos de receptores de
la familia 5-HT3, que estan acoplados a un canal idnico (Barnes & Sharp, 1999). En la figura

4 se presentan las distintas familias, los subtipos de receptores que han sido incluidos en
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ellas y en resumen, las vias de transduccién de sefiales asociados a cada uno de éstos. En
el cerebro intacto, la funcion de los receptores puede ser asociada inequivocamente a
respuestas fisioldgicas especificas (Figura 5), influyendo tanto en la modulacion de la
actividad neuronal y la liberacién de neurotransmisores, como en Ja expresion y sintesis de
genes y proteinas especificas.

RECEPTORES A SEROTONINA

“lonotrépicos’

~“Adenilato -
- ciclasa +
AMPc

5.HT,,
5.HT,,
5-HT,

J

Figura 4. Representacion grafica de la actual clasificaciéon de los receplores a serotonina. Los
subtipos de receptor representados con minusculas y en color gris, son aquellos que no han sido
caraclerizados funcionalmente en sistemas in vivo (Hoyer, Hannon & Martin, 2002).
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Receplores 5-HT
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H triptéf
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Seorotfnina / 5-HT 159, (fostolipasn C @ nladora
o S5-HT 5.HT Ca++ Q l .
3 5-HT N Fosloriacien R‘?QU'SC'OH-
delreceolor - Expresion de genes
5T ~ > ?;:i'ois (7] P - Sinlesis de proleinas
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Figura 5. Representacion esquemalica de los faclores pre y postsinéplicos de la lransmision
serotoninérgica. Faclores presinapticos: 1) concenlracion plasmalica de triptéfano, 2) lransportacion al
SNC, 3) sintesis de 5-HT, 4) almacenamiento, 5) liberacién, 6) capltura y 7) degradacion, factores
postsinapticos: 1) unién a receptores seroloninérgicos, 2) acople de los receptores a las proleinas G,
3) sistemas generadores de segundos mensajeros, 4) sistemas de fosforilacién de proteinss,
5) Liberacion de calcio, 6) requlacion de canales idnicos, 7) reguiacién de la funcién de 10s receptores,
8) regulacion de la expresion de genes y sintesis de proteinas. Modificado de Sanders-Bush y Canton
(2000).

De los diversos subtipos de receplores a serotonina que han sigo caracterizados vy
clasificados, se tiene evidencia de que algunos subtipos participan en la regulacién de la
conducta de alimentacion (Conn & Sanders-Bush, 1987; Hoyer, et a/., 1994, Peroulka, 1988).
Estos subtipos de receptores incluyen a los de las familias 5-HT; y 5-HT;, especificamente
los 5-HT,, (Dourish, et al, 1989; Pedigo, et al., 1981); 5-HT,g (Peroutka, 1886); 5-HT¢
(formalmente 5-HT,; [Hoyer, et al, 1985];, 5-HT,p (Heuring & Peroutka, 1987); 5-HT,
(formalmente 5-HT,a; [Wilkinson & Dourish, 1991]), ademas de los unicos receptores
serotoninérgicos ionotropicos, los 5-HT; (Peroutka, 1988). Diversos reportes coinciden en
que la activacion de los receptores 5-RT, localizados en la porcidn media de! hipotalamo
produce un efecto hipofagico (Hoyer, 1988; Leibowitz & Jhanwar-Uniyal, 1989; Sawchenko,
et al., 1983} y el NPH juega un papel preponderanfe en dicha actividad regulatoria (Leibowilz
& Alexander, 1998; Lucki, 1998).
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Igualmente se ha demostrado que la actividad del sistema serotoninéergico puede tener
efectos tanto supresores como estimulantes de la alimentacion, de forma gque la activacion

selectiva de los receptores S-HT  y 5-HT2c produce Jos efectos supresores de la ingesta de

alimento (Haiford & Blundell, 1996; Hewitt, Lee, Dourish & Cfifton, 2002; Simansky, 1995),
mientras que fa activacion de los receptores 5-HT,, median la hiperfagia (Dourish, et al,

1985; Ebenezer, 1992; Leibowitz & Alexander, 1998).

Para el caso especifico de este trabajo, Unicamente se hard mencién de algunas
particularidades de los receptores subtipo 5-HT;4, 5-HTg ¥ 5-HT,¢, fundamentandose esto,
en la evidencia existente de que dichos receptores estan fuertemente vinculados a los
efectos de algunas drogas serotoninérgicas sobre el comportamiento alimentario (Dourish,
Clark, Fletcher & tversen, 1989; Lucki, 1998; Pedigo, Yamamura & Nelson, 1981; Peroutka,
1986; Hoyer, Engel & Kalkman, 1985; Heuring & Peroutka, 1987; Wilkinson & Dourish, 1991;
Simansky & Vaidya, 1990).

2.3.3.1 Receptores 5-HT ;4

Estructura. Los receptores 5-HT, (rata, ratén y humano) fueron los primeros receptores a
serotonina que fueron completamente secuenciados. Los receptores 5-HT,,, tanto de
humanos como de ratas, fueron identificados por revision de la libreria gendmica para las
secuencias homoélogas de los receptores p2-adrenérgicos. La investigacion de las formas
mutantes del receptor ha establecido un solo residuo aminoacido en el séptimo dominio
transmembranal (Asn 385), lo que le confiere alta afinidad del receptor para ciertos ligandos
de los receptores B-adrenérgicos. El receptor 5-HT,, de rata (422 aminoécidos) tiene un 89%
de homologia con ef receptor humano, ademas de que el gen que lo codifica carece de intron
y tiene una estructura terciaria tipica de siete dominios transmembranales, con sitios de
glicosilacién y fosforilacién (Barnes & Sharp, 1999).

Distribuciéon. La distribucion de los receptores 5-HTa4 ha sido mapeada extensamente por
autorradiografia usando una amplia variedad de ligandos, que incluyen al [*H]-8-OH-DPAT
(Glennon, Dukat & Westkaemper, 2000), a la [*H)}-5-HT, la (*H)-ipsapirona, el
['%1)-BH-8-MeO-N-PAT, 1a ['®)-p-MPPI y la [*H)-WAY 100635 (Barnes & Sharp, 1999).
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Diversos estudios han concluido que las regiones que expresan mayor densidad de sitios
de unién y alta expresion de ARNm de los receptores 5-HT44 son las regiones limbicas, el
hipocampo, el septumn lateral, algunas regiones corticales (particularmente el giro del cingulo
y la corteza entorrinal), el nicleo del rafé (dorsal y medial), asi como el hipotalamo, el focus
ceruleus caudal y el nucleo laterodorsal tegmental (Barnes & Sharp, 1999; Glennon, et al.,
2000). Las neuronas serotoninérgicas, particularmente las del nucleo del rafé, pueden ser
inhibidas por su propio transmisor, debido a que en la cercania del soma los receptores
5-HT.4 se localizan como receptores somatodendriticos. Funcionalmente, se ha encontrado
que los receptores somatodendriticos serotoninérgicos median la inhibicién colateral dentro
del nucleo del rafé (Barnes & Sharp, 1999), aunque este subtipo de receptor puede
localizarse también postsinapticamente en otras regiones cerebrales (Glennon, et al., 2000).
En el hipotalamo, se ha observado inmunoreactividad para el receptor 5-HT4, en neuronas
del nucleo supraoptico, del NPH, del VMH y del HL (Collin, Backberg, Onnestam & Meister,
2002).

2.3.3.1.1 Efectos funcionales mediados por los receptores 5-HT ;4

Segundos mensajeros.- Se ha descrito que los receptores 5-HTs, estan negativamente
acoplados a la adenilil ciclasa via proteinas Gy, de tal forma que la activacién del receptor
inhibe la formacién del AMPc (Barnes & Sharp, 1999); sin embargo, es posible que este
subtipo de receptor también se acople positivamente a la adenilil ciclasa (Fayolle, et al.,
1988). Otros efectos asociados a la activacion de los receptores 5-HT 4 son la disminucion
intracelular del Ca*" y la activacion de la fosfolipasa C (Barnes & Sharp, 1999).

Liberacion de neurotransmisores.- Los agonistas de los receptores 5-HTq, inducen la
disminucién de la liberacién de 5-HT en diversas regiones del cerebro anterior, efecto que se
relaciona con la activacion de los receptores somatodendriticos 5-HT4, del nucleo del rafé
(autoreceptores) (Hutson, Sarna, O'Connell & Curzon, 1989). También existen reportes que
muestran como la activacion del receptor 5-HT 1. puede disminuir la liberacion de acetilcolina
en tejidos corticales e hipocampales y de NA en el hipotdlamo, el hipocampo, la corteza

frontal y en el drea ventral tegmental (Barnes & Sharp, 1999).

Respuestas electrofisiolégicas.- Se ha reportado que la activacién de los receptores
5-HT14 en neuronas de la médula espinal, del tallo cerebral y del diencéfalo induce

hiperpolarizacion, reduccion del componente de calcio de los potenciales de accidon (Sprouse
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& Aghajanian, 1987, Aghajanian, 1995) y activacion de conductancias de K' (Bobker &
Williams, 1990; Aghajanian, 1985).

2.3.3.1.2 Farmacologia de los receptores 5-HT4 y conducta alimentaria

Algunas sustancias como el 8-OH-DPAT (agonista total) han mostrado alta selectividad
para activar a los receptores 5-HT,,, mientras que los ansioliticos como la buspirona y la
gepirona, ademas de otros ligandos como el MDL 72832 actdan como agonistas parciales y
con menor selectividad para activar a los receptores 5-HT,a. Los antagonistas para los
receptores 5-HT 4 incluyen a la WAY 100635, el (-)UH 301, la NAN-190 y la NAD 299 (entre
otros), aunque al parecer el antagonista con mayor selectividad es la WAY 100635 (Hoyer, et
al., 2002).

Existen reportes que relacionan a la activacion de los receptores 5-HT 4 con los efectos
hipofagicos de la serotonina (Simansky & Vaidya, 1990, Kitchener & Dourish, 1994, Currie,
Coiro, Niyomchai, Lira & Farahmand, 2002), ya que en dichos estudios se encontré que la
administracion de agonistas de los receptores 5-HT;, produce que la ingesta de alimento
disminuya. En contraste, otros investigadores (Dourish, Hutson & Curzon, 1985; Fletcher &
Coscina, 1993; Ebenezer, 1392; Grignaschi, ef a/., 1998), han reportado que la activacion de
los receptores 5-HT, (empleando el 8-OH-DPAT, la ipsapirona o la gepirona) incrementa la
ingesta de alimento, particularmente la de carbohidratos (Leibowitz, Afexander, Cheung &
Weiss, 1993). Tales resultados indican que el papel de los receptores 5-HT4 en el control
serotoninérgico de la alimentacion puede ser tanto inhibidor como estimulador de la ingesta
de alimento. Esta actividad puede ser entendida considerando la localizacion de estos
receptores, de manera que el efecto hiperfagico de la serotonina mediado por la activacion
de los receptores 5-HT;, se relaciona con la disminucién de la liberacion de 5-HT producida
por la inhibicion de las neuronas serotoninérgicas en el nucleo del rafé (via autoreceptores
somatodendriticos) (Hoyer, et al., 1994), mientras que la hipofagia inducida por agonistas de
los receptores 5-HTa podria ser mediada por receptores 5-HT,,4 localizados en elementos
postsinapticos en regiones hipotalamicas (Collin, et al., 2002) como el NPH (Escartin, 2001).

2.3.3.2 Receptores 5-HTq5

Estructura. Inicialimente se sugirio que el receptor 5-HT,g de roedores equivalia al 5-HT1p

de humanos, sin embargo, posteriormente se descubrié que el receptor 5-HT.o de humanos
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podria encontrarse en dos isoformas, el 5-HTip, ¥ €l  5-HTipp. estas isoformas fueron
reclasificadas como 5-HTp y 5-HTyg respectivamente. Al igual que el receptor 5-HT,, tiene
una estructura terciaria tipica de siete dominios transmembranales, con sitios de glicosilacion
y fosforilaciéon (Barnes & Sharp, 1999).

Distribucion. Mediante estudios de autorradiografia, los receptores 5-HT:g han sido
identificados con alta densidad en los ganglios basales (especialmente en la sustancia nigra,
globo palido, estriado y nuicleo entopenduncular), en el nacleo del rafé (dorsal y medial)
(Barnes & Sharp, 1999) y en el hipotdlamo (ndcleos paraventricular, supradptico,
retroguiasmatico, en la porciones lateral y perifornical) (Makarenko, Meguid & Ugrumov,

2002). La ubicacién de este receplor puede ser pre (auto y heterorreceptor) o postsinaptico.

2.3.3.2.1 Efectos funcionales mediados por los receptores 5-HT4g
Segundos mensajeros.- Los receptores 5-HT,s estan acoplados negativamente a la
adenilil ciclasa via protsinas Gy, y. al igual que los 5-HTa, Su activacion conduce a la

inhibicion de la adenilil ciclasa y disminuye la formacién del AMPc (Barnes & Sharp, 1999).

Liberacion de neurotransmisores.- Los agonistas de los receptores 5-HT,g por si mismos
disminuyen la liberacion de 5-HT en regiones cerebrales como el hipotalamo. Ademas, se ha
observado gue cuando se activa a este subtipo de receptor en el hipocampo se inhibe la

liberacion de acetilcolina y glutamato (Barnes & Sharp, 1999).

Respuestas electrofisiolégicas.- La activacidon de los receptores 5-HTig inhibe los
potenciales sinapticos vy la liberacidén de glutamato en neuronas del Jocus coeruleus, del giro

del cingulo y del subiculum (Barnes & Sharp, 1999)

2.3.3.2.2 Receptores 5-HT;g y conducta alimentaria

Se ha mostrado que los receptores 5-HT,g participan en el contro! de la ingesta de
alimento y el peso corporal (Bouwknecht, ef al., 2001; Dourish, Hutson, Kennett & Curzon,
1986). El bloqueo de este subtipo de receptor en el NPH previene la reduccion de alimento
inducida por la administracion intrahipotalamica de 5-HT (Mancilla-Diaz, Escarlin-Pérez,
Lépez-Alonso & Cruz-Morales, 2002), tal efecto es mediado por un elemento postsinaptico
(Kennett, Dourish & Curzon, 1987) y se expresa a través de la afectacion del proceso de

saciedad (Halford & Blundell, 1996). En otros estudios, se ha descrito que los ratones que
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carecen gel receptor 5-HT,g (animales knockout 0 KO del receptor 5-HT g, se elimind el gene
que codifica para el receptor) tienen mayor peso corporal e ingieren mas agua, consumen
mas alimento que los ratones conirol (wifd type, hermanos heterocigotos que no tienen la
manipulacién genética) (Bouwknecht, et al,, 2001) y cuando se les administra fenfluramina
(inhibidor de la captura de 5-HT) no se induce el efecto hipofdgico observado en otros
estudios (Lucas, Yamamoto, Scearce-Levie, Saudou & Hen, 1898). Lo anterior indica que los
receptores 5-HT,z son necesarios para la expresion de la hipofagia inducida por fenfluramina
y, ademas, subraya la importancia de los receptores 5-HT,g en la regulacién de la ingesta de

alimento via la fransmisién serotoninérgica.

2.3,3.3 Receptores 5-HT ¢

Estructura. Debido a la semejanza de las propiedades farmacoldgicas del receptor 5-HT ¢
con las de los receptores de la familia 5-HT;, inicialmente fue denominado como el subtipo
5-HTc. Posteriormente, este receptor fue clonado y se descubrié que su estructura
semejaba mas a la de los receptores de la familia 5-HT, y se reclasificdé como el subtipo
5-HT,c. Al igual que la mayoria de los receptores metabotrépicos, este receptor esta
conformado por siete dominios transmembranales, con sitios de glicosilacién y fosforitacion.
£l receptor 5-HT,c de ratas y ratones posee 6 sitios potenciales de N-glicosilacidn, cuatro de
los cuales estan conservados en la secuencia del receptor 5-HT,¢ de humanos (Yu, et al.,
1991). También contiene 8 residuos serina/treonina que representan los posibles sitios de
fosforilacién (Barnes & Sharp, 1999).

Distribucion. El receptor 5-HT,c se ha identificado en el plexo coroide, en la corteza
cerebral (corteza piriforme, retroesplenial, en nucleo olfatorio y en el giro del cingulo), en
areas limbicas (nucleo acumbens, hipocampo y amigdala) y en los ganglios basales (nucleo
caudado y sustancia nigra) (Barnes & Sharp, 1999). El receptor 5-HT,c se localiza
generalmente en elementos postsinapticos, aunque es posible que se le encuentre
presinapticamente. Actualmente no se cuenta con evidencia anatoémica de la presencia de
este subtipo de receptor en el hipotalamo, Unicamente se ha mostrado funcionalmente que
se encuentra presente en el hipotalamo (Simansky, 1995; Bagdy, 1995).
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2.3.3.3.1 Efectos funcionales mediados por los receptores 5-HT ¢

Segundos mensajeros.- Los receptores 5-HT,c estan positivamente acoplados a la
fosfolipasa C via prolefnas G,. La acitvacion de este receptor incrementa la hidroélisis de los
fosfatos de inositol e incrementa la concentracion del Ca™ intracelular, lo que despotariza a
la célula blanco (Barnes & Sharp, 1999; Hoyer, et al, 1994).

Respuestas electrofisiolégicas.- Se ha reportado que la activaciéon de los receptores
5-HT,c inducen la despolarizacion de algunas neuronas en la sustancia nigra reticulada, en

la corteza cerebral y en motoneuronas del nucleo facial (Barnes & Sharp, 1999).

2.3.3.3.2 Receptores 5-HT,c y conducta alimentaria

La actividad hipofagica de la serotonina mediada por los receptores 5-HT,c ha sido
descrita bajo diferentes modelos. Por un lado, se ha reportado que antagonistas 5-HTx¢
como la spiperona, la ketanserina o la pipamperona requieren dosis significalivamente altas
para producir antagonismo (Hoyer, et al.,, 1994). A pesar de eilo, se ha observado que la
ciproheptadina, antagonista de los receptores 5-HTycpa, @l administrarse central o
perifericamente previene los efectos de la administraciéon de 5-HT, estimulando el apetito e
incrementando el peso corporal (Lopez & Islas, 1990; Fantino, Brondel, Swiergiel & Lebec,
1990; Mancilla-Diaz, Escanlin-Pérez & Lopez-Alonso, 2003). En concordancia con lo anterior,
se ha encontrado que la administraciéon intraperitoneal de Ro 60-0175, agonista de los
receptores 5-HT,¢, produce una respuesta hipofagica dosis-dependiente sin alterar la
secuencia natural de saciedad conductual (Hewitt, et al., 2002), ademas de producir un
efecto hipofagico conductualmente selectivo: incrementa la latencia al primer episodio
alimentario y disminuyen la duracién y tasa local de alimentacion (Clifton, Lee & Dounish,
2000).

En estudios conductuales con ratones modificados genéticamente, se encontrd que la
ausencia del receptor 5-HT,c funcional produce que los animales se alimenten durante mas
tiempo y demoren el descanso, lo cual les ocasiona obesidad. Ademas, la respuesta a la
administracion de fenfluramina en los animales KO del receptor 5-HT,¢ estd notablemente
disminuida (Vickers, Clifton, Dourish & Tecott, 1999).

A pesar de estos hallazgos, la funcién especifica del subtipo de receptor 5-HTsc en la

regulacion de los mecanismos conductuales alimentarios no ha sido plenamente establecida,
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ya que se sabe que el agonista Ro 60-0175 también activa receptores 5-HTza y 5-HT2g
(Porter, et al., 1999) y, en el caso de los animales que no expresan el receptor 5-HT,¢, se
advierte una disfuncion tonica dopaminérgica, ya que se ha demostrado que los receptores
5-HT,c tienen una participacién prominente en la regulacion de la tasa de disparo y liberacion
de fas neuronas dopaminérgicas de diversas regiones cerebrales (Yang & Pan, 1999; Di
Matteo, De Blasi, Di Giulio & Esposito, 2001; Di Matteo, Cacchio, Di Giulio & Esposito, 2002).
Alternativamente, existen compuestos que muestran ventajas farmacologicas vy
metodolégicas para el estudio de la funcién especifica de los receptores 5-HTyc
hipotalamicos en la regulaciéon de la alimentacién. Tal es el caso del antagonista selectivo
RS-102221, pues se ha demostrado que dicho agente tiene mayor selectividad para los
receptores subtipo 5-HT,¢ que para los 5-HT, 0 los 5-HT,g (Bonhaus, et a/l., 1997), ademas

de que es posible analizar los efectos de su aplicacién local.

2.4 Consideraciones metodolégicas en el estudio de la conducta alimentaria

Para el caso especifico de la investigacién de la conducta alimentaria y los procesos
motivacionales que le dan su caracter cualitativo, es necesario definir los conceptos gque dan
cuenta de la actividad de un neurctransimisor y su correlato conductual. Asi, el término
“hambre” se define como aquel proceso responsable del inicio de la alimentacion, “apetito”
como ¢l proceso que dirige y guia a la conducta alimentaria una vez iniciado el episodio
alimentario, mientras que el término “satisfaccion” refiere al proceso mediante el cual la
alimentacién se detiene y finalmente, el estado de inhibicion de la ingesta ante un proximo
episodio se denomina “saciedad” (Blundell, 1984; Mancilla, 1994).

El caracter cualitativo del comportamiento alimentario puede ser abordado
experimentalmente evaluando pardmetros temporales y de ingesta propiamente. En este
contexto, las herramientas metodologicas mas convenientes para el estudio del
comportamiento alimentario son el analisis microestructural, la evaluacion de la
autoseleccion dietaria y el analisis de la secuencia de saciedad conductual. En la primera de
las herramientas, el total de alimento consumido en un determinado intervalo de tiempo, la
fatencia para iniciar el primer episodio alimentario, la frecuencia y duracion de dichos
episodios, asi como el tiempo que transcurre entre éstos vy, finalmente, la tasa local de
alimentacién, son los parametros que en su totalidad constituyen el procedimiento de

evaluacidn conductual denominado “andlisis microestructural” (Mancilla, et al, 1983;
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Escartin, 1997). La segunda herramienta fue empleada inicialmente por Ritcher (1943; citado
en Blundell & Hill, 1986) y consiste en proporcionar no solamente una dieta que contemple
un tipo especifico de alimento, sino una variedad de éstos, lo que permite estudiar con gran
especificidad los efectos de diversas manipulaciones (por ejemplo farmacolégicas) sobre el
comportamiento alimentario de sujetos que tienen la opcién de elegir el alimento a consumir,

es decir, posibilita la evaluacion de los cambios sobre la autoseleccion dietaria.

Por otro lado, en los mamiferos, la ingestion de alimento induce gradualmente
satisfaccién, proceso mediante el cual la ingestién de alimento es remplazada por actividad
no alimentaria (como acicalarse) y eventualmente los animales descansan. Este patréon
altamente estereotipado se ha denominado secuencia de saciedad conductuat y, en esencia,
consiste en la sucesién y distribucion temporal de diferentes conductas que muestran el
proceso saciatorio de la ingestion de alimento (Montgomery & Willner, 1988; Edwards &
Stevens, 1991; Haiford, Lawton & Blundell, 1997; Gao, Harvey, Mook & Zeigler, 1998;
Rodgers, et al, 2000; Hewitt, ef al., 2002). Especificamente, el anélisis de la secuencia de
saciedad conductual ha mostrado que normalmente los animales, después de que cesa la
ingesta de alimento, se acicalan y exploran ef interior de su caja-habitacién y tipicamente la
secuencia finaliza con el animal en una postura de descanso. Halford, Wanninayake vy
Blundell {1998), la definen como la transicion ordenada de comer, actividad, acicalamiento y
descanso medidos duranie el periodo de post-ingesta. Interesantemente, diversos autores
han establecido que la secuencia de saciedad conductual permite una detallada evaluacion
de los efectos de las drogas que producen cambios en el comportamiento alimentario, por lo
que esta técnica ha sido ampliamente aceptada como una prueba conductual confiable y util
para distinguir los efectos indirectos (e. g. hiperactividad, sedacion o nausea) de los efectos
directos que tienen las drogas sobre el apetito, la saciedad y la ingesta de alimento (Halford,
Wanninayake & Blundell, 1998).
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3. Justificacion y planteamiento del problema

Diversos estudios clinicos han reportado que pacientes con patologias del
comportamiento alimentario presentan alteraciones en la actividad del sistema
serotoninérgico (Weltzin, Fernstrom & Kaye, 1994; Brewerton, 1995; Jimerson, Lesem, Kaye,
Hegg & Brewerton, 1990; Kaye, 1997). Relacionado a esto, otras investigaciones han tenido
como proposito establecer los mecanismos serotoninérgicos cerebrales que ejercen control
sobre la ingestiébn de alimento, lo que de principio sugiere el uso potencial de agentes

serotoninérgicos para el tratamiento de patologias de la conducta alimentaria.

Siguiendo esa linea de razonamiento, existen al menos tres grupos de hallazgos que
fundamentan el estudio de la relacion entre la serotonina hipotalamica y el control de la

alimentacion:

1. Se ha mostrado que el NPH es una de las regiones anatémicas donde se integra gran
parte de la informacién que es necesaria para la regulacion de la alimentacion (King &
Williams, 1998; Yun, et al, 2005; Hageménn, et al., 1998; Williams, et al., 2001; Verti,
McGregor & Mallet, 2005) y que recibe inervacion serotoninérgica originada en los nucleos
del rafé dorsal y medial (Sawchenko, et al., 1983; Larsen, et al., 1996; Feldman, et al., 1997).

2. Multiples reportes apoyan la idea de que la transmision serotoninérgica en el hipotalamo
es una de las principales sefiales saciatorias en los mamiferos (Cooper, et al., 1996;
Kitchener & Dourish, 1994; Klodzinska & Chojnacka-Wojcik, 1990; Leibowitz, et al., 1990;
Leibowitz & Alexander, 1998) y que se requiere especialmente de la activacion de receptores
de las familias 5-HT; y 5-HT, para que la serotonina inhiba a la alimentacion induciendo
saciedad (Conn & Sanders-Bush, 1987; Hoyer, et al., 1994; Peroutka, 1988; Dourish, et al.,
1989; Pedigo, et al., 1981; Peroutka, 1986; Hoyer, et al, 1985). Particularmente los
receptores subtipo 5-HT44, 5-HT4g y 5-HT,c han sido vinculados a los efectos de algunas
drogas serotoninérgicas sobre el comportamiento alimentario (Dourish, Clark, Fletcher &
Iversen, 1989; Lucki, 1998; Pedigo, Yamamura & Nelson, 1981; Peroutka, 1986; Hoyer,
Engel & Kalkman, 1985; Heuring & Peroutka, 1987; Wilkinson & Dourish, 1991; Simansky &
Vaidya, 1990).
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3. Se ha encontrado que el NPH muestra inmunorreactividad para los receptores 5-HTa y
5-HT1g (Collin, et al., 2002; Makarenko, et al, 2002), ademas de que existe evidencia
funcional de la presencia de los receptores 5-HT,c en la misma region (Simansky, 1995;
Bagdy, 1995).

En conjunto, estos hallazgos indican que los receptores a serotonina subtipo 5-HT1a,
5-HT1g v 5-HT,c localizados en el NPH podrian jugar un papel relevante en el control
alimentario mediado por la transmisién serotoninérgica hipotalamica. No obstante, a la fecha
no se ha mostrado con claridad la participacion especifica de la serotonina y la activacion de
sus receptores en el NPH para el control alimentario y la saciedad. Por lo tanto, en el
presente estudio se analizara la participacion de la serotonina del nucleo paraventricular
hipotalamico sobre la autoseleccion dietaria y la estructura de la conducta alimentaria,
ademas se determinara la participacion especifica de los receptores subtipo 5-HT1a, 5-HT1g ¥y
5-HT,c en los efectos que la 5-HT tiene sobre parametros de la estructura de la conducta

alimentaria y la secuencia de saciedad conductual de ratas.
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4. Hipotesis

Si la transmision serotoninérgica hipotalamica en el NPH participa de manera importante
en la regulacion del comportamiento alimentario, entonces la denervacion producida por la
administracion de 5,7-DHT en el NPH provocara cambios en el comportamiento alimentario
de los sujetos. Ademas, en el presente trabajo se plantea que los efectos inducidos por la
administracion de 5-HT son mediados principalmente por subtipos de receptores de las
familias 5-HT, y 5-HT, localizados en el NPH, por lo que el bloqueo selectivo de los
receptores 5-HTqa, 5-HT4g y 5-HT,c prevendra que la administracion intrahipotalamica de

5-HT produzca disminucién de la ingesta de alimento y la aparicion temprana de la saciedad.
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5. Objetivos

5.1 Generales

1. Analizar la funcion regulatoria que tiene la serotonina en el nucleo paraventricular
hipotalamico sobre la autoseleccion dietaria y los parametros de la estructura de la conducta
alimentaria, empleando como modelo de estudio la lesion serotoninérgica producida por la

inyeccion de la toxina 5,7-DHT.

2. Determinar la participacion de los subtipos de receptores a serotonina 5-HT14, 5-HT4g y
5-HT,c en los efectos inducidos por la administracion de 5-HT en el NPH sobre el

comportamiento alimentario y la secuencia de saciedad conductual de ratas.

5.2 Particulares

1. Producir la lesion selectiva de las fibras serotoninérgicas que inervan al NPH con la
inyeccion de la toxina 5,7-DHT.
2. Evaluar los efectos de la inyecciéon de 5,7-DHT en el NPH sobre:
- Los contenidos extracelulares de 5-HT y DA.
- La respuesta funcional de las fibras serotoninérgicas a la administracion del
inhibidor de la recaptura de serotonina, fluoxetina.
3. Evaluar los efectos de la lesion serotoninérgica sobre los parametros de la estructura
alimentaria y la ingestion voluntaria de proteinas carbohidratos y grasas.
4. Determinar los efectos de la inyeccién intrahipotalamica de 5-HT en animales
pretratados con antagonistas de los receptores 5-HT 4, 5-HT1g ¥ 5-HT,¢ sobre:
- Los parametros de la estructura alimentaria.

- LLa secuencia de saciedad conductual
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6. Método
6.1 Sujetos

Se utilizaron en total 79 ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 220 a 230g. Los
animales fueron criados y suministrados por el Bioterio General de la FES Iztacala de la
UNAM. Todos los procedimientos realizados en el presente trabajo se llevaron a cabo
conforme a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) con las especificaciones para

la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio.
6.2 Farmacos

Nomifensina, 5-Hidroxitriptamina sulfato de creatinina (5-HT), 5,7-Dihidroxitriptamina
(56,7-DHT), WAY 100635, fluoxetina hidroclorada (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA),
RS-102221 y SB-216641 (Tocris Cookson Inc., Ellisville, MO, USA). La 5-HT, la 5,7-DHT, la
WAY 100635 y el RS 102221 fueron disueltos en solucion salina al 0.9%, mientras que el
SB 216641 fue disuelto en DMSO (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) vy
posteriormente diluido con solucién salina al 0.9% (10: 90, v/v); estos compuestos fueron
administrados (a través de una canula guia) en dosis de 2 pg (volumen de 0.5 pl)
directamente en el NPH a una velocidad de infusién de 0.1 pl x min. Para asegurar la
difusion completa de las sustancias, el microinyector permanecié un minuto adicional dentro
de la canula. La nomifensina (inhibidor de la captura de catecolaminas) fue disuelta en
DMSO vy posteriormente diluida en solucion salina al 0.9% (10: 90, v/v) para inyectarse en
dosis de 15 mg/kg por via intraperitoneal 30-45 minutos antes de la infusion de la 5,7-DHT
para proteger a las neuronas catecolaminérgicas. La fluoxetina fue disuelta en liquido
cerebroespinal artificial y se administro a través de la canula de microdidlisis en
concentracion 5mM. Todas las soluciones con los farmacos en estudio fueron preparadas

inmediatamente antes de su administracion.
6.3 Dieta

Se le proporcion6 a los sujetos, en comederos separados, tres diferentes nutrimentos:
proteinas (proteina aislada de soya al 91.5%, Supro 500E isolated soy protein, Protein

Technologies International, Inc. Checkerboard Square. St. Louis, MO), carbohidratos (harina
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de maiz, Maseca, Maiz nixtamalizado, Molinos Azteca de Chalco, S.A. de C.V.) y grasas
(manteca vegetal, Inca, Anderson Clayton & Co., TullittAn Estado de -México). Los sujetos
seleccionaron libremente el nutrimento que ingirieron (autoseleccion dietaria). El lugar en que
se colocaron los comederos dentro de las cajas habitacion fue cambiado diariamente para
prevenir preferencias de lugar. El alimento y agua estuvo disponible ad /ibitum, desde el

periodo de ambientacion hasta el final de los experimentos.

6.4 Aparatos para el registro conductual

Para el registro de los parametros alimentarios y el analisis de la secuencia de saciedad
conductuat se empled un sistema computarizado de adquisicion de datos anclado a las cajas
habitacion donde se realizaron las observaciones. El sistema permitié el monitoreo continuo
de multiples entradas (tres comederos separados y un bebedero por caja) usando un
dispositivo de registro (MX-6, Videodata Comunicaciones S.A.) conectado a una PC. Los
comederos y el bebedero de cada caja experimental (6 cajas en total) tenian conectados
sensores eléctricos, mismos que se activaban cada vez que los animales accedian al
alimento o al agua, enviando una sefial al dispositivo de registro y posteriormente a la PC.
Mediante el registro electrénico de los accesos a los comederos se determinaron los
parametros de la estructura de la conducta alimentaria de las ratas. La PC que recibia la
sefal del dispositivo de registro se encontraba en una habitacion separada para permitir el
monitoreo remoto y la coleccién de datos sin interferir con el comportamiento de los
animales. El dispositivo de registro fue programado para registrar un periodo unico de 30
minutos. Esta informacién fue posteriormente compilada y organizada para su analisis
estadistico. El registro computarizado fue complementado con video grabaciones

simultaneas para determinar la duracién del descanso y la actividad motora.

6.5 Situacion Experimental

Los sujetos permanecieron en cajas individuales, en las cuales tuvieron disponibles ad
libitum de cada uno de los nutrimentos en comederos individuales y agua. El ciclo de
luz / oscuridad de 12x12 horas fue invertido y controlado por un dispositivo de encendido y

apagado automatico, todas las observaciones se realizaron al inicio de la fase de oscuridad.
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6.6 Habituacion

Los sujetos fueron expuestos a las condiciones experimentales (cajas habitacion, ciclo
invertido de luz/oscuridad y dieta) durante una semana. El consumo de alimento ingerido en
24 horas, asi como el peso corporal, fueron evaluados 3 veces durante la semana de
habituacion para verificar que los animales se habian adaptado a la dieta (consumiendo al
menos cantidades minimas de cada nutrimento). Aquellos sujetos que no se adaptaron a la
dieta, al igual que los que no ganaron peso corporal durante esta semana (recuperando el

peso corporal inicial despues de 4-5 dias), fueron excluidos de los experimentos.

6.7 Cirugia estereotaxica

Habituados a las condiciones experimentales, los sujetos fueron anestesiados con hidrato
de cloral (350 mg/kg via ip) y se colocaron en un aparato de cirugia estereotaxica (Stoelting;
Wood Dale, IL, USA) con la barra de incisién colocada a una altura de 3.3 mm de la linea
interaural; uno de los huesos craneales fue perforado con una fresa dental sobre las
coordenadas estandarizadas para el NPH: Anteroposterior -1.4 mm a partir del bregma,
mediolateral -0.4 mm a partir de la sutura media y dorsoventral -6.4 mm a partir de la
duramadre (Paxinos & Watson, 1986); la canula guia fue fijada al craneo mediante un tornillo
de acero inoxidable y cemento acrilico dental, posteriormente se suturé la herida quirdrgica
con hilo de seda y los animales fueron colocados bajo una fuente de irradiacion de calor para
sSu recuperacion. Previo a la cirugia estereotaxica, se realizé la aplicacion profilactica
intramuscular de antibiético (50,000 U de penicilina benzatinica). Los animales tuvieron un

periodo de 4-5 dias para recuperarse de la cirugia.

6.8 Denervacion serotoninérgica (lesion con 5,7-DHT)

La lesion de las fibras serotoninérgicas se realizé mediante la inyeccion de 5,7-DHT (2 ug
en 0.5 ul) directamente en el NPH (a través de la canula guia) a una velocidad de infusion de
0.1 ul x min y dejando el microinyector durante un minuto adicional dentro de la canula guia.
Para proteger a las neuronas catecolaminérgicas, los animales que recibieron la inyeccion de
5,7-DHT fueron pretratados con nomifensina (15 mg/kg ip) 30-45 minutos antes la

administracion de la toxina.
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6.9 Microdialisis y cromatografia liquida de alta presion de fase reversa con
deteccion electroquimica (HPLC-RF-EC)

Mediante la técnica de microdialisis cerebral y HPLC de fase reversa con deteccion
electroquimica, fueron analizados los efectos de la administracion de 5,7-DHT en el NPH
sobre los contenidos extracelulares de serotonina y la respuesta de las fibras
serotoninérgicas a la administracion de fluoxetina. Adicionalmente, se cuantificaron los
contenidos extracelulares de DA para comprobar que la administraciéon de 5,7-DHT no

producia dafio a neuronas catecolaminérgicas.

6.9.1 Microdialsis cerebral

Siguiendo el procedimiento quirirgico ya descrito, se implanté una canula guia de
microdialisis en el NPH del lado derecho. Una vez que los animales se recuperaron de la
cirugia, se lesionaron las fibras serotoninérgicas del NPH. Transcurridos 10 dias post-lesion,
se realizaron los experimentos de microdialisis cerebral. Se usaron canulas de microdialisis
con membranas de 1mm de longitud y con un diametro externo de 0.24mm (CMA 11,
Bioanalytical Systems; West Lafayette, Indiana, USA). El liquido de perfusion fue una
solucion ringer compuesta por 137 mM de NaCl, 1.2 mM de CaCl, 3 mM de KCI, 1 mM de
MgSQO,4, 0.5 mM de NaH,PQ,4, 2 mM de Na,HPO, y 3 mM de glucosa. La solucién ringer fue
perfundida a una velocidad de 2 ul/min por medio de un microcatéter de polietileno que unia
la canula de microdialisis a una jeringa de 2.5 ml anclada a una bomba de microdidlisis
(CMA/100, Bioanalytical Systems; West Lafayette, Indiana, USA). El sistema de perfusion
permitié al animal libre movimiento dentro de un cilindro de acrilico de 55 cm de diametro. La
salida de la canula de microdialisis estaba conectada a un colector de muestras (CMA/140,
Bioanalytical Systems; West Lafayette, Indiana, USA) que contenia viales a los que se les
adicion6 10% de una solucién de acido fosférico 0.1N y EDTA. La canula de microdialisis fue

insertada en la guia por lo menos tres horas antes de iniciar la coleccién de los dializados.
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6.9.2 HPLC-RF-EC

Los dializados cerebrales fueron colectados e inmediatamente inyectados a un sistema de
HPLC-RF-EC (Antec Leyden) equipado con un detector electroquimico (Intro, Waters Co.) y
una pomba isocratica (515, Waters Co.). Para la separacion de las muestras, el sistema
cromatografico consistié de un inyector (Rheodyne) con un asa de 20 pl (contenedor de la
muestra) que conducia a una columna C-18 (Nova-Pak, 3.9 x 100 mm, Waters Co.). La
composicion de la fase mévil fue 50 mM de H3;PO,4, 50 mM de acido citrico, 20 mg/L de
EDTA, 100 mg/L de OSA, pH de 3.1 ajustado con KOH y 5% de metanol, el flujo de la fase
moévil fue de 1ml/min a 30°C. La 5-HT y la DA de los dializados fueron detectadas por
oxidacion electroquimica con un electrodo de carbono vidriado (VT-03, Antec Leyden) fijado
a un potencial de 380 mV con respecto a un electrodo de referencia (3M KCI) y se
cuantificaron integrando el area bajo la curva correspondiente al tiempo de retencion de los
analitos y calculando su concentracion tomando como referencia curvas estandar, la senal

del detector electroquimico fue procesada empleando el programa Millenium® (Waters Co.).

6.9.3 Determinacion de serotonina y dopamina extracelular del NPH

Una vez estabilizada la sefial correspondiente a la 5-HT y la DA de los dializados (al
menos tres horas después de insertar la canula de microdialisis en el NPH), se hicieron tres
colectas de 40 pl/20 min para determinar los contenidos extracelulares de 5-HT y DA. Estos
valores fueron promediados y se expresan como picogramos de 5-HT y de DA por cada 20 pl

de dializado.

6.10 Registros conductuales

6.10.1 Analisis de la estructura de la conducta alimentaria

Se realizaron registros de duraciéon continua por medio del dispositivo computarizado que
recibio la sefial de los sensores instalados en cada uno de los comederos y bebederos de las
cajas habitacion. Los parametros alimentarios fueron obtenidos a partir del registro
computarizado. Dado que los sensores en las cajas experimentales se activaban cada vez

que el sujeto accedia a alguno de los distintos comederos, fue posible el registro especifico
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de los accesos a los diferentes nutrimentos (proteinas, carbohidratos o grasas) o al agua
durante el registro de duracién continua. Con el uso de este sistema se determinaron los

siguientes parametros de la conducta alimentaria:

Frecuencia. Numero de episodios alimentarios. El criterio para establecer la ocurrencia de
un episodio alimentario consisti6 en que el animal debia durar al menos 10 segundos
consumiendo el mismo nutrimento, el final del episodio alimentario se determin6 cuando el

animal interrumpia este comportamiento o accedia a otro comedero.

Duracion de los episodios alimentarios. Promedio de la extension temporal de los
episodios alimentarios, se calculdé sumando la duracion (s) de cada uno de los episodios

alimentarios y este valor se dividié entre el nimero de episodios (frecuencia).

Tiempos entre episodios alimentarios. Promedio de la duracion de los intervalos de tiempo
transcurridos entre los episodios alimentarios, se calculé sumando la duracion (s) de cada
uno de los intervalos entre episodios alimentarios y este valor se dividié entre el nimero de

intervalos.

Tasa local de alimentacion. Proporcion de alimento ingerido por unidad de tiempo (ingesta

total / duracion promedio).

Duracién de la ingesta de agua. Tiempo empleado consumiendo agua (s), este valor fue

obtenido del registro computarizado.

Duracién de la ocurrencia de conductas incompatibles con la alimentacion. Tiempo (s) de
ocurrencia de actividad motora (toda conducta distinta a los episodios alimentarios, beber o
descansar) y descanso (inactividad motora, la cabeza del sujeto se encuentra en el piso de
la caja con o sin ojos los cerrados). Estos parametros fueron evaluados mediante la

observacion de la videograbacion del registro de duracién continua.

Ingesta. El consumo de alimento fue determinado pesando con una balanza (resolucion

de 0.1g) manualmente el alimento al inicio y al final del registro conductual (gramos).
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6.10.2 Analisis de la secuencia de saciedad conductual

Para determinar que los efectos de los tratamientos sobre la ingesta y pardmetros
alimentarios no fueran producto de mecanismos conductuales indirectos (sedacion,
hiperactividad, nausea) y estuvieran relacionados con el proceso de satisfaccion (terminacion
de la alimentacion) y/o al desarrollo de la saciedad (inhibicion progresiva de la alimentacion)
se empled el analisis de la saciedad conductual. Basandose en los datos generados por el
dispositivo computarizado, el registro continuo de 30 minutos fue dividido en 10 periodos de
3 minutos cada uno, donde se midieron las duraciones de cuatro categorias conductuales
mutuamente excluyentes: alimentacion (consumo de cualquiera de los nutrimentos),
ingestion de agua, actividad (locomocién, levantamiento en dos patas, acicalamiento) y
descanso (inactividad motora con o sin ojos cerrados, la cabeza del sujeto se encuentra en

el piso de la caja habitacion).

6.11 Diseno experimental

6.11.1 Determinacién de los efectos de la lesion serotoninérgica sobre la

respuesta a la fluoxetina y los contenidos extracelulares de 5-HT y DA

A dos grupos independientes de ratas se les implantd una canula guia de microdialisis en
el NPH del lado derecho. Cuarenta y ocho horas post-cirugia, se realiz la inyeccion de la
5,7-DHT (grupo Lesion, n= 4) o el vehiculo (grupo Falsa lesion, n= 4) en el NPH (2 ug de
5,7-DHT o solucion salina en 0.5 ul a una velocidad de infusion de 0.1 ul x min). Los sujetos
que recibieron la inyeccion de 5,7-DHT fueron pretratados con nomifensina (15 mg/kg ip)
30-45 minutos antes la administracion de la toxina. Transcurridos 10 dias post-inyeccion
(5,7-DHT o vehiculo) se realizaron las mediciones de los contenidos extracelulares de 5-HT y
DA en el NPH de ambos grupos. Una vez estabilizados los niveles de 5-HT y DA (al menos
tres horas después de insertar la canula de microdialisis), se realizaron las colectas de
dializado cerebral de 40 ul/20min. Inicialmente se prefundié solucion ringer y se hicieron tres
colectas para determinar la linea base, posteriormente, se cambié a soluciéon de fluoxetina
5mM (disuelta en solucion ringer) y se colectaron 3 muestras, finalmente, se perfundio
nuevamente la solucion ringer y se colectaron tres muestras mas. Los valores basales de

5-HT y DA fueron promediados y se emplearon para determinar los contenidos
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extracelulares de ambos analitos en los grupos lesion y falsa lesién. A su vez, el valor basal
de 5-HT en el NPH se tomé como referencia para calcular (en términos de porcentaje) la
respuesta de las fibras serotoninérgicas a la infusién de fluoxetina en los grupos lesiéon y

falsa lesion.

6.11.2 Determinacion de los efectos de la lesidon serotoninérgica sobre la

estructura de la conducta alimentaria

Después del periodo de la recuperacion operatoria, los sujetos canulados en el NPH
(canula de inyeccién) fueron aleatoriamente asignados a uno de dos grupos independientes,
lesion (n= 9) o falsa lesion (n= 8). Los sujetos del grupo lesioén fueron pretratados con
nomifensina (15 mg/kg ip) 30-45 minutos antes la administracién de la 5,7-DHT (2 pg en
0.5 pl), mientras que los sujetos del grupo control (falsa lesién) recibieron la administracion
del vehiculo en el mismo volumen. Ambas inyecciones (5,7-DHT y vehiculo) se aplicaron
directamente en el NPH a una velocidad de infusién de 0.1 pl x min. Veinticuatro horas
después de la administracion de la toxina o el vehiculo, iniciaron los registros conductuales
(duracion de 30 min, 1 registro cada dia) durante 10 dias post inyeccion. El alimento fue
pesado al inicio y al final de cada registro conductual para conocer la cantidad de alimento
que ingirieron los sujetos. Todas las observaciones fueron realizadas en el inicio de la fase
de oscuridad. Ambos grupos recibieron la inyeccion de 5-HT (2 ug en 0.5 pl) en el NPH 10

minutos antes de iniciar el ultimo registro (dia 10 post lesion, tabla 1).

Grupos Dia 0 Dia 1-9 Dia 10
< _ RDC
Lesion (n=9) 5,7-DHT RDC 51T
- _ . RDC

Falsa lesion (n= 8) Vehiculo RDC 5-HT

Tabla 1. Sintesis de los tratamientos y los registros conductuales de los grupos lesion y falsa
lesion. Los sujetos recibieron la administracion de la 5,7-DHT o vehiculo el dia 0. Abreviaturas:
RDC= Registro Duracion Continua.
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6.11.3 Determinacion de la participacion de los receptores 5-HT14, 5-HT1g y

5-HT;c en los efectos inducidos por la inyeccion intra-NPH de 5-HT

Ocho grupos adicionales e independientes de ratas fueron implantados unilateralmente
con una canula de inyeccion en el NPH. Después del periodo de recuperacion operatoria, los
sujetos fueron pretratados con vehiculo o con alguno de los antagonistas (5-HT44, 5-HT4g ©
5-HT,c) vy, diez minutos después, se aplicod vehiculo o 5-HT. Los grupos y los tratamientos
que recibieron quedaron organizados de la forma siguiente: Vh + Vh (vehiculo seguido de
vehiculo, n= 9), Vh + 5-HT (vehiculo seguido de 5-HT, n= 7), WAY + Vh (WAY 100635
seguida de vehiculo, n= 7), WAY + 5-HT (WAY 100635 seguida de 5-HT, n=9), SB + Vh
(SB 216641 seguido de vehiculo, n= 6) SB + 5-HT (SB 216641 seguido de 5-HT, n= 6).
RS + Vh (RS-102221 seguido de vehiculo, n= 5) RS + 5-HT (RS-102221 seguido de 5-HT,
n=5). Cada grupo de sujetos recibié 2 inyecciones, mismas que se aplicaron en el NPH e
inmediatamente después de la segunda inyeccion, se inicid en registro conductual. Con base
en los registros conductuales y las videograbaciones, se analizaron la microestructura
alimentaria y la secuencia de saciedad conductual en cada uno de los grupos. Todas las

observaciones fueron realizadas en el inicio de la fase de oscuridad.
6.12 Histologia

Al final de las sesiones experimentales, los animales fueron anestesiados y perfundidos
intracardialmente con salina al 0.9% seguida de solucion fijadora (formaldehido en solucién
al 10%). Los cerebros fueron removidos y permanecieron en la solucién fijadora durante tres
dias para su optima fijacion. Cortes coronales de 80 um fueron realizados para verificar que
la canula guia haya sido implantada en el NPH. Todos los datos presentados en este reporte

corresponden a sujetos que fueron canulados correctamente en el NPH (Figura 6).
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6.13 Analisis Estadistico

El procedimiento estadistico que se empled para determinar la significancia de las
diferencias entre los parametros conductuales [ingesta (g) de proteinas, carbohidratos y
grasas; asi como los parametros de la estructura de la conducta alimentaria, que incluyen a
la duracion (s) y frecuencia de los episodios alimentarios, tiempo que transcurre entre los
episodios alimentarios (s), tasa local de alimentacion y el tiempo (s) que dedican a beber
agua y a descansar] de los grupos lesion y falsa lesion (factor 1, grupo) a los largo de los 10
dias posteriores a la lesién (factor 2, tiempo) fue un ANOVA de dos entradas (grupo x
tiempo) de medidas repetidas, utilizando la aproximacién univariada (con el ajuste de
Greenhouse-Geisser) en los casos donde la matriz de datos semejaba a la matriz de
identidad y la aproximacién multivariada, cuando la matriz de datos era invertible. Las
comparaciones multiples se realizaron empleando la post hoc de Duncan. Cada parametro
fue analizado por separado y se presenta en la seccion de los resultados en términos de

medias * el error estandar de la media (EEM).

En el experimento de microdialisis, el contenido de 5-HT de las diferentes muestras
(colectas de 20 minutos; factor 2, tiempo) obtenidas de los grupos lesién y falsa lesion (factor
1, grupo) se expresan como el porcentaje de la linea base calculado del promedio de las 3
fracciones colectadas antes de la perfusion de fluoxetina y dichos valores fueron analizados
con un ANOVA de dos entradas (grupo x tiempo) de medidas repetidas (aproximacion
multivariada) seguido de la post hoc de Duncan. Para el caso de la cuantificacion de los
contenidos de 5-HT y DA extracelular de los grupos lesion y falsa lesion, se promediaron los
3 valores de la linea base y dichos valores se presentan en términos de picogramos por cada

20 pl de dializado, la comparacion se llevé a cabo utilizando una T de Student.

Para determinar la significancia de los efectos producidos por la 5-HT sobre los
parametros de la estructura alimentaria en los grupos pretratados con los antagonistas
5-HT,,, 5-HT,; 0 5-HT

A se empled un ANOVA de una entrada seguido por la prueba post

2C’
hoc de Tukey para las comparaciones multiples y los resultados se presentan en cuatro
bloques, el primero de ellos relacionado con los efectos hipofagicos de la 5-HT (ANOVA
realizado incluyendo a los grupos Vh + Vh, Vh + 5-HT, WAY + Vh y WAY + 5-HT) y los tres
restantes son los correspondientes a la participacién de un subtipo de receptor en particular

(ANOVA realizado incluyendo a los grupos Vh + Vh, Vh + 5-HT, antagonista + Vh y
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antagonista + 5-HT). Cada parametro fue analizado por separado y se presenta en términos
de medias + el EEM. En todos los casos, el valor de P<0.05 fue aceptado para determinar la

significacion estadistica de las diferencias.
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7. Resultados

7.1 Efectos de la lesién serotoninérgica sobre la respuesta a la fluoxetina y los

contenidos extracelulares de 5-HT y DA

Para producir la lesion de las fibras serotoninérgicas que inervan al NPH se inyectaron en
ese nucleo 2 ug de 5,7-DHT; posteriormente, se cuantificaron los cambios producidos por la
toxina en las concentraciones extracelulares basales de 5-HT y de DA del NPH. De acuerdo
con lo anterior, se observd gue en los sujetos tratados con 5,7-DHT la concentraciéon de 5-HT
det dializado basal de! NPH disminuyo significativamente (0.29 + 0.06 pg/20 pL vs 0.73 *
0.06 pg/20 pL) (41, &= 5.057; p<0.01, grupo lesion vs grupo falsa lesién; figura 7 A), lo que
representa un 60.25% de disminucién de 5-HT exiracelular en el grupo lesionado; mientras
que el contenido extracelular de DA en el NPH de las ratas lesionadas o falsamente

lesionadas no mostrd cambios significativos (Figura 7 B).

A 5-HT B DA
0.8 0.8+
0.7] —l_ 0.7
0.6+ ' 0.6+
—___!_ 0.5+ —j'_ 0.5
g 0.4- g 0.4-
2 0.3- 2 0.3-
0.2+ 0.2-
0.1 0.1
0.0- 0.0-
Falsa Ir_eslén Les'ién Falsa Il_esién Les'ic'm

Figura 7. Efectos de la lesién con 5,7-DHT en el NPH del lado derecho sobre los conlenidos
extracelulares de 5-HT (A) y DA (B) del mismo nicleo. Estos valores fuercn calculados promediando
las 3 fracciones colecladas antes de la administracién de Ia fluoxetina (grupo lesion n= 4, grupo falsa
lesion n=4), **p<0.01 vs grupo falsa lesién.

Para evaluar funcionalmente la respuesta de las fibras serotoninérgicas del NPH de los

animales lesionados, se evaluaron los efectos de la infusion de fluoxetina (inhibidor de la
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captura de 5-HT) sobre los contenidos extracelulares de S-HT del NPH. Asi, se observd que
el efecio de la administracion de fluoxetina sobre la 5-HT extracelular dei NPH cambio
significativamente (A, )= 0.0008; p<0.001) como resultado de la lesién con 5,7-DHT en el
NPH. Durante la primera colecta, la fluoxetina aumentd 340% el contenido de 5-HT de los
dializados del NPH de los sujetos lesionados. mientras que en el los animales del grupo falsa
lesibn el aumento fue de 950% (tiempo 0, p<0.001), la comparacién del efecto inicial de la
infusién de fluoxetina en los grupos lesion y falsa lesion mostré que la administracién de
5,7-DHT produce una disminucién significativa (tiempo 0, lesién vs falsa lesién, p<0.001) de
la respuesta al inhibidor de recaptura de 5-HT. La disminucion del efecto de la fluoxetina
sobre el contenido extracelular de 5-HT en los sujetos lesionados fue evidente durante las

colectas correspongientes a la perfusion de fluoxetina (20 y 40 minutos, p<0.01) (Figura 8).

1200~ Fluoxetina 5mM

1100+ g
10004
900-
800+
700~
600+
500~
400-
300-
200+
100-

0-

—&— | esion (n=4)
—13— Falsa lesion (n=4)

5-HT (% linea base)

)| ' I ) ' I I ! |
-60 -40 -20 0 20 40 60 80 100

Tiempo (min)

Figura 8. Efectos de la administracién de fluoxetina 5mM en el NPH del lado derecho sobre el
contenido extraceluiar de 5-HT. Cada punio representa el porcentaje de la linea base t+ EEM calculado
de las 3 fracciones colectadas antes de la administracion de Jla fluoxetina. °p<0.01 y °p<0.001 grupo
lesion vs grupo falsa lesién misma fraccidn. **p<0.01 vs linea base grupo falsa lesién; +++ p<0.001
vs linea base grupo lesion.

Escartin Pérez Rodrigo Erick 43



Sistema serotoninérgico hipotalamico en ¢l conirol alimentario de ratas

7.2 Efectos de la lesion serotoninérgica sobre la ingesta de proteinas,

carbohidratos y grasas

Una vez determinado que la administracién de la 5,7-DHT producia la disminucién
significativa de los contenidos extracelulares basales de 5-HT, que la respuesta a la
fluoxetina también habia disminuido sustancialmente y que el efecto era selectivo para la
serotonina, se realizaron las evaluaciones conductuales para analizar fas consecuencias de
la disminucién de la actividad serotoninérgica en el NPH sobre |la seleccion voluntaria de
nutrimentos y la estructura de la conducta alimentaria. De acuerdo con el analisis estadistico,
se encontré que la ingesta de proteinas de los sujetos del grupo lesionado no cambid
durante el transcurso de los dias post-lesién. En contraste, en el grupo falsa lesién, el
consumo de proteinas cambié significativamente durante los registros conductuales
(F(a.38. 5082)= 2.34; p<0.01), inicialmente consumiendo mayores cantidades del nutrimento (dia
1 vsdias 3, 4 y 6, p<0.05) y alcanzando los niveles mas bajos en los ultimos dias de registro
(dias 8, 9y 10 vs 1, 2 y 5, p<0.05). Adicionalmente, se encontré una interaccion grupo x
tiempo significativa (F3.2s. s062= 2.80; p<0.05) los dias de registro 1 y 5, donde los sujetos
lesionados consumieron menores cantidades de proteinas que los del grupo falsa lesion. La
inyeccién de 5-HT (dia 10), no modificé la ingesta de proteinas en ninguno de los grupos
(Figura 9 A).

Por otro lado, la lesién por si misma produjo cambios significativos sobre la ingesta de
carbohidratos (A, 7= 0.049; p<0.001), especificamente, el grupo tratado con la neurotoxina
consumidé una mayor cantidad de carbohidratos durante el primer dia de registro (dia 1 grupo
fesion vs mismo dia grupo falsa lesion, p<0.05). Ademas, se encontré que los sujetos del
grupo falsa lesiéon incrementaron progresivamente su ingesta de carbohidratos durante el
transcurso de los registros conductuales, alcanzando significancia estadistica los dias
post-inyeccion 8 y 9 (vs dia 1 mismo grupo, p<0.01), dicho patrén no fue observado en los
sujetos lesionados. Como resultado de la administracién de 5-HT durante el ultimo dia de
registro, ambos grupos redujeron significativamente su ingesta de carbohidratos (dia 10 vs
dias 1-9 del grupo lesién, p<0.001; dia 10 vs dias 8 y 9 del grupo falsa lesién, p<0.05). Este
efecto hipofagico fue significativamente mayor en los sujetos lesionados (dia 10 del grupo

lesion vs mismo dia grupo falsa lesién, p<0.05) (Figura 9 B).
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Finalmente, la Iesion del NPH con 5,7-DHT produjo cambios significativos (X, 7= 0.1303;
p<0.05) sobre la ingesta de grasas, siendo ésta significativamente mayor en el grupo
lesionado en los uitimos dias de registro (dias 9 y 10 vs mismos dias del grupo falsa lesion,
p<0.05) y también con respecto del mismo grupo (dias 9y 10 vs 1, 3, 7 y 8 grupo lesidn,
p<0.05) (Figura 8 C).
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7.3 Efectos de la lesién serotoninérgica sobre la estructura de la conducta

alimentaria y el peso corporal

En la frecuencia de la ingesta de proteinas, carbohidratos y grasas, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos o dias de registro. De la misma
forma, este parametro no fue afectado por la inyeccion de 5-HT en el décimo dia de registro
(Figura10 A, By C).

Por el contrario, la duracién de la ingesta de proteinas cambid significativamente por la
lesion serotoninérgica (kg 7= 0.145; p<0.05), siendo menor en los sujetos lesionados y
estadisticamente significativa en los dias de registro 3, 6 y 8 (vs mismos dias del grupo falsa
lesion, p<0.05, p<0.05 y p<0.001 respectivamente). Asimismo, en el dia de registro 8, la
duracién de los episodios alimentarios de proteinas de los sujetos no lesionados fue
significativamente mayor (vs dias 1, 2, 4, 5, 7, 9 y 10 del mismo grupo falsa lesion, p<0.05).
No se encontraron diferencias significativas por efecto de fa inyeccion de 5-HT en el ultimo
dia de registro (Figura 11 A).

La duracion de los episodios alimentarios de carbohidratos y grasas no fue afectada por

la lesiéon o por la inyeccién de 5-HT en el NPH (Figura 11 By C).

Con relacién a los tiempos entre episodios alimentarios de proteinas, carbohidratos y
grasas, no se observaron cambios significativos por efecto de la administracion de 5,7-OHT
(Figura 12 A, B y C). Sin embargo, para el caso de {os tiempos entre episodios alimentarios
de carbohidratos, la inyeccion de 5-HT en el NPH si produjo cambios significativos
(Mg, 5= 0.176; p<0.05), incrementandolos tanto en el grupo falsa lesion (dia 10 vs dias 1-6 y
8-9, p<0.05) como en el lesionado (dia 10 vs dias 1-6 y 8-9, p<0.05) (Figura 12 C).

En concordancia con el analisis estadistico, la lesion serotoninérgica no produjo efectos
sobre la tasa local de alimentacion de proteinas, carbohidratos o grasas. En ningun dia de
registro se observaron diferencias significativas en la tasa local de alimentacion y la

administracion de 5-HT no alter6 este parametro (Figura 13 A, By C).
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Con relacién al tiempo que dedicaron los sujetos a beber agua y descasar, no se
observaron diferencias significativas (Figura 14 A y C). Por el contrario, la duracion total en
que los sujetos mostraron algin tipo de actividad motora distinta de comer o beber, fue
significativamente diferente (A, 7= 0.082; p<0.05) con respecto del tiempo (dfas de registro)
en ambos grupos, mostrando un patrén caracteristico donde primero disminula el tiempo de
actividad (dias 3-6) y posteriormente se incrementaba (dias 8-10) (Figura 14 B).
Paralelamente, las comparaciones multiples también revelaron que la lesion produjo la
disminucion significativa del tiempo de actividad en los sujetos del grupo lesién en
comparacion al grupo falsa lesién, donde dichas diferencias se dieron especificamente en los
dias 1, 5,7, 8 y 10 (vs mismos dias del grupo falsa lesién, p<0.05, p<0.05, p<0.01, p<0.001 y
p<0.01 respectivamente) (Figura 14 B).
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Finalmente, no se observé que la lesién serotoninérgica en el NPH produjera cambios

significativos sobre el peso corporal {(Figura 15).

Peso Corporal

300+
—#— Lesién (n=9)

290+ —1 Falsa lesion (n=8)
280+
2704

260+

Gramos

250+

240+

2304

I ! 1 J |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Dias post-inyeccion

Figura 15. Peso corporal de los grupos lesion y falsa lesidon durante los dias posteriores a fa
inyeccion de 5,7-DHT o vehiculo. Dalos expresados en medias + EEM.

7.4 Participacion de los receptores 5-HTa, 5-HT15 y 5-HT,c en los efectos

inducidos por la inyeccion intra-NPH de 5-HT

Después de observar que la disminucion de la actividad serotoninérgica en el NPH
producia cambios en la seleccion voluntaria de nutrimentos y sobre algunos de los
parametros de la estructura de la conducta alimentaria, se procedid a determinar la
participacion de los subtipos de receptores 5-HT;s, 5-HTi y 5-HTc en los efectos
producidos por la administracion intra-NPH de 5-HT sobre la estructura de la conducta
alimentaria y la secuencia de saciedad conductual. Lo anterior se realizd6 bloqueando
independiente y selectivamente cada uno de los subtipos de receptor para luego administrar

la 5-HT, todo ello en el NPH de ratas no lesionadas.
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7.4.1 Efectos de la aplicacién de 5-HT en el NPH sobre los parametros de la

estructura de la conducta alimentaria y la secuencia de saciedad conductual

De acuerdo con el analisis estadistico, no se presentaron diferencias significativas en la

ingesta o los parametros alimentarios de los nutrimentos de proteinas y grasas. Estos datos
fueron omitidos del presente reporte,

La aplicaciéon de 5-HT disminuyd significativamente la ingesta [Fiz22= 3.315; p<0.05]
(Figura 16 A) y la duracion del consumo de carbohidratos [Fs 2= 4.52; p<0.05] (Figura 16 B),
mientras que los tiempos entre episodios alimentarios de este nutrimento se incrementaron

[Fis.23= 4.08; p<0.05] (Figura 16 C). Asimismo, se observé una tendencia a disminuir la tasa
local de alimentacion de este nutrimento (Figura 16 D).

A B Duraclén de )a Ingesta
Ingesta de carbohidratos de carbohidratos
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15 o ] S
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0.5- i w—
l:l.OJ 0-
Vh + Vh Vh & SHT Vh + Vb Vh + 5-HT
C Tlempo entre episodios D Tasa local de alimentacién
de carbohidratos de carbohidratos
400~ * 0.020+
® 0 é 0.0154 |
° L 9 R
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2 ]
n —— ]
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o>
- E
o 0.000
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Figura 16. Efectos de la 5-HT sobre los parémetros alimentarios de carbohidratos: ingesta (A),
duracion (B), tiempo entre episodios alimentarios (C) y tasa local de alimentacién (D). ANOVA
realizado incluyendo a los grupos Vh + Vh, Vh + 5-HT, WAY + Vh y WAY + 5-HT, se presentan sélo
los dos primeros por fines explicativos y para no alterar el sentido estadistico de las comparaciones
posteriores. La significancia de las diferencias entre los grupos fue determinada por la prueba post hoc

de Tukey. *p<0.05 (vs Vh + Vh), ***p<0.001 (vs Vh + Vh). Datos expresados en medias * EEM. (Vh +
Vh, n=8;Vh + 5-HT, n=7).
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A partir de la realizacion del analisis de la secuencia de saciedad conductual, se encontré
que los sujetos tratados con el vehiculo (Vh + Vh) mostraron la secuencia conductual tipica:
mayor tiempo de ingestién de alimento durante el inicio del registro conductual, seguido por
actividad motora y el incremento progresivo de la duracion del descanso a la par que
disminuye el tiempo de ingestidbn de alimento, expresandose por completo el estado de
saciedad en el momento en que el tiempo de descanso es mayor que el de ingesta (entre jos
periodos 7 y 8) (Figura 17 A). En contraste, la disminucién de la ingesta de alimento
producida por la administracion de 5-HT (Vh + 5-HT) se asocié con la aceleracion de este
proceso (la saciedad aparece entre los periodos 5 y 6), aunque el patrén conductual no fue
alterado (Figura 17 B).

A Vh +Vh B Vh +5.HT
150+ 150~ |
—& Ingesta
125 __ 125, -4- Beber
100+ % 100+ -7 Descanso
754 % 75+ -o- Actividad
[
50~ 5 50
A
251 254
o ol =TT o
n L] L) A | L g L L] L) L) 1 L r T L) L] A J L] L] T A d
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Periodo Periodo

Figura 17. Efectos de vehiculo (A) y la 5-HT (B) en la organizacion temporal de la secuencia de
saciedad conductual. Datos expresados en términos de las medias de las duraciones acumuladas de
cada una de las categorias conductuales. El registro de duracién continua de 30 minutos fue dividido
en 10 periodos de 3 minutos. La linea vertical sefiala el momento en que se ha expresado la
satisfaccién. (Vh + Vh, n=9; Vh + 5-HT, n=7).

7.4.2 Efectos del bloqueo selectivo de los receptores 5-HTio sobre la
hipofagia y la saciedad inducida por 5-HT

Tanto en el grupo Vh + 5-HT como en el grupo WAY + Vh, disminuyd significativamente
la ingesta de carbohidratos en comparacion con la situacion control [Fia31)= 8.205; p=0.0004].
Por el contrario, la hipofagia inducida por 5-HT fue bloqueada por el antagonista 5-HT;a
(Figura 18 A).

Al analizar la disminucién de la duracion de la ingesta de carbohidratos inducida por la

5-HT, se encontrd que el pretratamiento con WAY 100635 previno dicho efecto
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[Faay= 3.027; p=0.046] (Figura 18 B). De la misma forma, se encontré que el incremento de
los tiempos entre episodios de los carbohidratos fue totalmente bloqueado por el
pretratamiento con WAY 100635 (Figura 18 C). Finalmente, se observé que la tasa local de

alimentacion de carbohidratos no se vio afectada por la administraciéon de WAY 100635
(Figura 18 D).
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Figura 18. Efectos de la 5-HT sobre los pardmetros alimentarios de carbohidratos de ratas
pretratadas con el antagonista de Jos receptores 5-HT,,, WAY 100635: ingesta (A), duracién (B),
liempo entre episodios alimentarios (C) y tasa local de alimentacion (D). La significancia de las
diferencias entre grupos fue determinada por la prueba post hoc de Tukey. *p<0.05 (vs Vh + Vh);
«**p<(,0071 (vs Vh + Vh); 4p<0.05 (vs Vh + 5-HT). Dalos expresados en medias + EEM. Dalos
expresados en medias £ EEM. (Vh + Vh, n=9; Vh +5-AT, n= 7; WAY + Vh, n=7; WAY + 5-HT, n=9).

Paralelamente, se encontré que en los sujetos pretratados con WAY 100635
(WAY + Vh) se previno el progreso de la secuencia de saciedad (Figura 19 A). De la
misma forma, la aceleracién de la aparicion del estado de saciedad producida por la
administracion de 5-HT también fue impedida por el antagonista de los receptores
5-HT, (Figura 19 B).
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A WAY 100635 + Vh B WAY 100635 + 5-HT
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Figura 19. Efecios de la administracion de WAY 100635 (A) y de la 5-HT en sujetos pretratados
con WAY 100635 (B) en la organizacién temporal de la secuencia de saciedad conductual. Datos
expresados en términos de las medias de las duraciones acumulfadas de cada una de las categorias
conductuales. Ef registro de duracién continua de 30 minutos fue dividido en 10 periodos de 3 minutos.
La linea vertical discontinua ilustra que la expresion de la satisfaccién ocurrié después de 30 minutos.
(WAY + Vh, n=7; WAY + 5-HT, n=9).

7.4.3 Efectos del bloqueo selectivo de los receptores 5-HT:;s sobre la

hipofagia y la saciedad inducidas por Ia inyeccién intra-NPH de 5-HT

El pretratamiento con SB 216641 bloqued ia disminucién de la ingesta (Figura 20 A) y
duracién (Figura 20 B) del consumo de carbohidratos producida por la inyeccién de 5-HT.
Igualmente, el incremento de los tiempos entre episodios alimentarios fue totalmente

revertido por la aplicacién del antagonista (Figura 20 C).

Por otro lado, la tendencia a disminuir la tasa local de alimentacion por efecto de la
administraciéon de 5-HT no se observé en los sujetos pretratados con SB 216641 (Figura
20 D).

El bloqueo de los receptores 5-HT4g por si mismo no produjo cambios importantes en el
progreso de la saciedad conductual (Figura 21 A), sin embargo, el pretratamiento con
SB 216641 previno la aceleraciéon de la aparicion del estado de saciedad producida por la
administracion de 5-HT (Fig. 21 B).
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Figura 20. Efectos de la 5-HT sobre los pardmetros alimentarios de carbohidratos de ratas
pretratadas con el antagonista de fos recepfores 5-HTp, SB 216641: ingesta (A), duracién (B), tiempo
entre episodios alimentarios (C) y fasa local de alimentacion (D). La significancia de las diferencias
entre grupos fue determinada por fa prueba post hoc de Tukey. *p<0.05 (vs Vh + Vh);
***n<0.001 (vs Vh + Vh); étp<0.05 (vs Vh + 5-HT). Daios expresados en medias + EEM. (Vh + Vb,
n=9; Vh + 5-HT, n= 7, SB + Vh, n=6; SB + 5-HT, n=6).

A $B 216641 + Vh B SB 216641 + 5-HT
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Figura 21. Efectos de la administracion de SB 216641 (A) y de la 5-HT en sujetos pretratados con
SB 216641 (B) en la organizacion temporal de la secuencia de saciedad conductual. Datos
expresados en términos de las medias de las duraciones acumuladas de cada una de las categorias
conductuales. El registro de duracién continua de 30 minutos fue dividido en 10 periodos de 3 minutos.
La linea vertical sefnala el momento en que se ha expresado la satisfaccion. (SB + Vh, n= 6, SB +
5-HT, n=6).
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7.4.4 Efectos del bloqueo selectivo de los receptores 5-HT,c sobre la
hipofagia y la saciedad inducidas por la inyeccion intra-NPH de 5-HT

El pretratamiento con RS-102221 bloqueo totalmente la disminucidn de la ingesta (Figura
22 A) y duracién (Figura 22 B) del consumo de carbohidratos producida por la inyeccién de
5-HT. De la misma forma, el incremento de los tiempos entre episodios alimentarios fue
completamente revertido por la aplicacion del antagonista (Figura 22 C).

Por otro lado, la tendencia a disminuir la tasa local de alimentacion por efecto de la
administracién de 5-HT fue revertida por el pretratamiento con RS-102221 (Figura 22 D).
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Figura 22. Efecltos de la 5-HT sobre los parametros alimentarios de carbohidratos de ratas
pretratadas con el anfagonista de los receptores 5-HT,c, RS-102221: ingesta (A), duracion (B), tiempo
enlre episodios alimentarios (C) y tasa local de alimentacién (D). La significancia de las diferencias
entre grupos fue determinada por la prueba post hoc de Tukey. *p<0.05 (vs Vh + Vh);
+*¥+p<0.001 (vs Vh + Vh); °p<0.05 (vs Vh + 5-HT); **p<0.01 (vs Vh + 5-HT). Datos expresados en
medias £ EEM. (Vh + Vh, n=9; Vh + 5-HT, n=6; RS + Vh, n= 6; RS + 5-HT, n= 9).
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De acuerdo con el analisis de la secuencia de saciedad conductual, se encontré que el
RS-102221 por si mismo (grupo RS + Vh) demord el progreso de la secuencia de saciedad
(Figura 23 A). Adicionalmente, la aceleraciéon de la aparicidbn del estado de saciedad
producida por la administracién de 5-HT fue bloqueada por el antagonista de los receptores
5-HT,c (Figura 23 B).

A RS-102221 + Vh B RS-102221 + 5-HT
1
—&- Ingesta
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Figura 23. Efectos de la administracion de RS-102221 (A) y de la 5-HT en sujetos pretratados con
RS-102221 (B) en la organizacion temporal de la secuencia de saciedad conductual. Datos
expresados en términos de las medias de las duraciones acumuladas de cada una de las categorias
conductuales. El registro de duracién continua de 30 minutos fue dividido en 10 periodos de 3 minutos.
La linea vertical sefiala el momento en que se ha expresado la satisfaccion, cuando Ja linea vertical se
muestra discontinua se ilustra que la expresion de la satisfaccidon ocurrié despuds de 30 minutos.
(RS + Vh, n=5; RS + 5-HT, n=5).

Complementariamente, se observé que la aplicacion de RS-102221 por si misma
incrementd significativamente el tiempo en que los sujetos consumen agua [Fzs= 57.96;
p<0.001] (Figura 24).
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Duracién de la ingesta de agua

&&&
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Vh+Vh Vh+5HT RS+Vh RS +5HT

Figura 24. Efectos de la 5-HT sobre la duracién de la ingesta de agua de ratas pretratadas con
RS-102221. La significancia de las diferencias entre grupos fue determinada por la prueba post hoc de
Tukey. **¥p<0.001 (vs Vh + Vh); *“4p<0.001 (vs Vh + 5-HT). Dalos expresados en medias + EEM.
(Vh + Vh, n= 9; Vh +5-HT, n= 7; RS + Vh, n= 6; RS + 5-HT, n= 6). Abreviaturas: Vh= vehiculo;
RS= RS-102221.

Escartin Pérez Rodrigo Erick 62



Sistema serotoninérgico hipotalamico en el control alimentario de ratas

8. Discusion

Actualmente, la investigacion dirigida hacia el esclarecimiento de la participacion de los
sistemas de neurotransmisores en el control de la ingestion de alimento constituye uno de
los campos que potencialmente puede contribuir en el desarrollo de agentes farmacologicos
con uso terapéutico en patologias como la obesidad. Partiendo de este razonamiento, en el
presente trabajo se estudid la funcidn regulatoria de la inervacion serotoninérgica del NPH en
el control del comportamiento alimentario, ademas de determinar la contribucién de los

receptores 5-HT, ,, 5-HT , y 5-HT, en la hipofagia y la expresion de la saciedad inducida por

1A?
la administracion de 5-HT en el NPH. Asi, los resultados del presente estudio contribuyen de
manera significativa al entendimiento de los mecanismos conductuales asociados a la

transmision serotoninérgica en el NPH para el control del comportamiento alimentario.

En conjunto, los resultados de este estudio se unen a los reportados por investigaciones
que sugieren que los componentes neuronales del NPH participan de manera importante en
el control alimentario, pues esta region ha mostrado ser sensible a una gran variedad de
agentes que incrementan o disminuyen la ingesta de alimento. Entre los agentes
orexigénicos se encuentran principalmente el NPY (Morley, 1987; Stanley, Chin & Leibowitz,
1985), la galanina (Kyrkouli, Stanley, Seirafi & Leibowitz, 1990), las orexinas (Dube, Kalra &
Kalra, 1999), los opioides (Grandison & Guidotti, 1977), la noradrenalina y la adrenalina
(Hagemann, et al, 1998); entre los agentes anorexigénicos que tienen efecto al
administrarse en el NPH se destaca a la CRH; (Krahn, Gosnell, Levine & Morley, 1988), la
leptina (Satoh, et al., 1997) y, por supuesto, la serotonina (Leibowitz & Alexander, 1998).
Adicionalmente, se sabe que este nucleo hipotalamico es una de las regiones donde se
incrementa consistentemente la liberacién de NPY en respuesta a la privacién de alimento
(Dube, et al., 1992), o bien, se incrementa el ARNm para CRH en ratas sobrealimentadas
(Seeley, et al.,, 1996). Asi, los hallazgos del presente trabajo apoyan fuertemente la idea de
que el NPH es uno de los sitios de interaccion de neurotransmisores y neuromoduladores

que co-participan en la regulacion del comportamiento alimentario.
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8.1 Lesion serotoninérgica del NPH

Dado que uno de los principales objetivos del presente trabajo consistié en determinar la
funcion que tiene la inervacion serotoninérgica del NPH en el control alimentario, se emple6
como estrategia experimental la denervacion selectiva de las fibras serotoninérgicas del NPH
para probar la hipotesis de que dicha inervacion es relevante para la regulacion de la
alimentacién. El modelo de lesion empleado mostrd que la administracion de la neurotoxina
5,7-DHT producia la disminucién tanto del contenido basal de 5-HT como de la respuesta
funcional al inhibidor de captura de 5-HT (fluoxetina) en el NPH, efecto comparable con
datos reportados previamente (Choi, et al., 2004; Currie, et al., 1998, Fletcher, et al., 1999;
Hall, et al., 1999; Lehmann, et al, 2000). Este efecto fue selectivo para las fibras
serotoninergicas y no afecté el contenido basal de DA. A pesar de que se ha sugerido que la
5,7-DHT no es selectiva para las fibras serotoninérgicas, pues afecta también a las fibras
catecolaminérgicas (Bjorklund, Baumgarten, Lachenmayer & Rosengren, 1975), en los
animales pretratados con el inhibidor de la captura de DA y noradrenalina, nomifensina, se
logro un efecto altamente selectivo (Lin, Bickford, Palmer, Cline & Gerhardt, 1997; Schultz,
Scarnati, Sundstrom & Romo, 1989).

8.2 Cambios en la ingesta de proteinas, carbohidratos y grasas producidos por
la lesion serotoninérgica

Después de mostrar que la lesién con la 5,7-DHT disminuia de manera importante la
transmision serotoninérgica en el NPH, se obtuvo un modelo conveniente para el estudio de
la relacion entre la 5-HT de ese nlcleo y la conducta alimentaria. Asi, la determinacion de la
ingesta de alimento de los sujetos tratados con 5,7-DHT mostré que el consumo de proteinas
disminuye, lo que apoya la idea de que la serotonina hipotalamica puede estimular la ingesta

de este nutrimento (Mancilla, Zaragoza & Mejia, 1994).

Para el caso de la ingesta de carbohidratos, se esperaba que al disminuir la cantidad de
5-HT en el NPH disminuiria también el tono inhibitorio sobre la ingesta de este nutrimento y,
consecuentemente, se incrementaria su consumo (Bray, Fisler & York, 1990); no obstante,
los resultados muestran que el tratamiento con 5,7-DHT no causoé sobrealimentacion cronica,

unicamente en el primer dia posterior a la lesién la ingesta de carbohidratos fue mayor.
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A pesar de que la lesion del NPH no produjo hiperfagia, si se observé que el patron de
consumo de carbohidratos de los sujetos lesionados difirid6 de la de los sujetos en la
condicion control, los cuales aumentaron progresivamente el consumo de dicho nutrimento
durante el transcurso de los registros conductuales posteriores (dias 2-9 post-lesion) y este

patron no se observé en los sujetos lesionados.

Por otro lado, la ingesta de grasas se incrementé en el noveno dia de registro y la
administracion de 5-HT en el dia 10, no revirtid dicho incremento. En contraste, la
administracion de 5-HT durante el ultimo dia de registro redujo significativamente la ingesta
de carbohidratos, tanto en los sujetos lesionados como en los del grupo control, aunque este
efecto hipofagico fue notablemente mayor en los sujetos lesionados. Este hallazgo sugiere
que en los sujetos lesionados pudo haberse incrementado la sensibilidad de los receptores

(postsinapticos) a serotonina.

Previamente se habia planteado que las fibras serotoninérgicas que se originan en el
nucleo del rafé medial y que inervan al NPH constituyen un importante sustrato anatomico y
neuroquimico inhibitorio de la ingesta de alimento (Leibowitz, et al., 1990; Shor-Posner, et
al., 1991, Dube, Sahu, Kalra & Kalra, 1992; Leibowitz & Alexander, 1998; entre otros). Esta
hipotesis sugiere que la actividad serotoninérgica en el NPH se relaciona selectivamente con
la disminucién de la ingesta de carbohidratos (Kitchener & Dourish, 1994; Leibowitz &
Alexander, 1998; Rouch, Nicolaidis & Orosco, 2001). En su conjunto, los resultados
obtenidos en el presente trabajo sobre los efectos de la lesidn serotoninérgica y la ingesta de
alimento llaman a revalorar estas propuestas. Los datos aqui presentados muestran que la
ingesta de proteinas y grasas también es influida por la actividad serotoninérgica
hipotalamica, al menos cuando la transmisién serotoninérgica del NPH esta cronicamente

alterada, en este caso, por efecto de la lesion con 5,7-DHT.

8.3 Cambios en la microestructura de la conducta alimentaria producidos por la
lesién serotoninérgica

El analisis del comportamiento alimentario no puede ser reducido unicamente a la
cuantificacion del consumo de alimento, por lo tanto, los componentes de la conducta que le
dan su caracter cualitativo resultan relevantes para el estudio sistematico de la alimentacion.

En el presente estudio se emple6 como herramienta metodolégica el analisis de los
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parametros de la estructura alimentaria o analisis microestructural para establecer el papel
de la transmision serotoninérgica del NPH en el control de la conducta alimentaria. Asi, los
cambios resultantes de la lesion serotoninérgica sobre los parametros de la estructura de la
conducta alimentaria consistieron principalmente en el incremento de la duracién de los
episodios alimentarios de las proteinas, la disminucién del tiempo de actividad y la tendencia

a incrementar el tiernpo de descanso.

A diferencia de lo anterior, no se encontr6 que la frecuencia de los episodios alimentarios
se modificara por la administracién de la 5,7-DHT o por la administracion de serotonina en el
decimo dia de registro, lo que sugiere que este parametro al parecer no depende de la
transmision serotoninérgica en el NPH. De la misma forma, no se observaron cambios en el

peso corporal de los sujetos lesionados en comparacion con los falsamente lesionados.

A pesar de que la lesion por si misma no produjo cambios sobre los tiempos entre
episodios alimentarios, la inyeccion de 5-HT en el NPH el décimo dia de registro produjo
incrementos sustanciales de este parametro en ambos grupos. Este hallazgo permite
suponer que la 5-HT del NPH influye sobre la regulacion de los tiempos entre episodios
alimentarios principalmente a través de elementos postsinapticos (facilitando la expresion de

la saciedad).

Para el caso especifico de la duracion de los episodios alimentarios de carbohidratos, se
esperaba que con la lesion serotoninérgica se produjera un incremento notorio, pues se ha
reportado que la serotonina y algunos de los agonistas de los receptores 5-HTq, son
capaces de reducir la duracion de los episodios alimentarios (McGuirk, Muscat & Willner,
1992; Leibowitz, et al., 1990; Shor-Posner, et al., 1991); tal es el caso del Ro 60-0175
(agonista de los receptores 5-HT,c), que al administrarse sistémicamente disminuye la
duracion y tasa local de alimentacion (Clifton, et al., 2000). En el presente estudio, solamente
se observd que la duracion de los episodios alimentarios de carbohidratos tendié a
incrementarse, sin alcanzar significancia estadistica. Lo anterior permite suponer que, al
perderse unilateralmente el tono inhibitorio de la serotonina, se incrementé la actividad del
NPH contralateral, o bien, algun otro factor saciatorio —por ejemplo la leptina (Satoh, et al.,
1997)—, actu6 como parte de un proceso compensatorio ante la disminucion del tono

inhibitorio serotoninérgico.
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En sintesis, los hallazgos sobre la lesion serotoninergica y su afectacion sobre la ingesta y
fos parametros de la estructura de la conducta alimentaria pueden ser explicados
parcialmente en funcién de la pérdida del tono inhibitorio serotoninérgico del NPH del lado
derecho y, dado que el tratamiento con 5,7-DHT no causo sobrealimentacion, es posible que
el NPH contralateral haya incrementando su actividad, compensado la disminucion de la
transmision serotoninérgica en el lado lesionado, ya que los resultados del experimento de
microdialisis y HPLC mostraron que la administracion de 5,7-DHT en el NPH disminuye de
manera importante los contenidos extracelulares de 5-HT y la respuesta a la fluoexetina

(disminuciones de 60.25% y 64.17%, respectivamente).

Con relaciéon a este Ultimo punto, la justificacion de lesionar unilateraimente al NPH se
basé en los numerosos reportes que sefialan que la activacion unilateral de los receptores
serotoninérgicos del NPH es suficiente para inducir la disminucion de la ingesta de alimento
(Leibowitz, et al., 1990; Leibowitz, et al., 1993; Currie & Coscina, 1996; D. V. Helm, Rada &
Hoebel, 2003; entre otros). Sin embargo, los resultados inesperados de la lesion subrayan la

importancia de que en estudios posteriores se realicen las manipulaciones bilateralmente.

lgualmente importante es considerar que el NPH no actua como un centro independiente
en la regulacién de la conducta alimentaria, sino que es parte de un complejo circuito y que
interactua con otros grupos neuronales hipotalamicos y extrahipotalamicos. Esta idea se
sustenta en los reportes que han mostrado que en el NPH convergen distintas vias neurales
que participan en la regulacién de la homeostasis energética y la alimentacion, incluyendo
axones que se originan en el nlcleo arqueado y que contienen NPY, inervacion del HL con
orexina, ademas de recibir inervacion de otras regiones con distintos neurotransmisores vy
hormonas que modifican a la alimentacion (galanina, melanocortina, noradrenalina, péptidos
opioides e incluso endocanabinoides) (King & Williams, 1998; Yun, et al., 2005; Hagemann,
et al., 1998; Williams, et al., 2001; Verti, et al., 2005).

8.4 Participacion de los receptores 5-HTia, 5-HT:s y 5-HT,c del NPH en el

control serotoninérgico de la alimentacion

Para determinar la participacion de los receptores a serotonina subtipo 5-HT,,, 5-HT Y

5-HT, . en la hipofagia inducida por la administracién de 5-HT en el NPH, en el presente
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trabajo se emple6 como estrategia experimental el bloqueo selectivo de estos subtipos de
receptor y el andlisis del comportamiento alimentario de ratas no lesionadas. De tal forma, se
establecieron los efectos de la administracion intra-NPH de 5-HT sobre la microestructura
alimentaria y la secuencia de saciedad conductual en grupos de sujetos independientes que

fueron pretratados con antagonistas selectivos de los receptores 5-HT_ , 5-HT _ o 5—HTZC_

Los efectos producidos por la administracion de 5-HT en el NPH confirman hallazgos
previos donde se ha mostrado que la actividad serotoninérgica en el NPH se relaciona con la
disminucion de la ingesta de alimento (Leibowitz, et al., 1990; Leibowitz, et al., 1993; Fletcher
& Coscina, 1993; Currie & Coscina, 1996; Leibowitz & Alexander, 1998), principalmente del
nutrimento carbohidratos y durante el inicio de la fase de oscuridad, es decir, durante el inicio
del periodo natural de alimentacion (Tempel, Shor-Posner, Dwyer & Leibowitz, 1989;
Leibowitz, et al., 1990; Weiss, Rogacki, Fueg, Buchen & Leibowitz, 1990; Leibowitz, et al.,
1993; Currie & Coscina, 1996). Los resultados obtenidos mostraron que cuando la inervacion
serotoninérgica al NPH no estd alterada, los efectos de la administracién aguda de 5-HT si
son selectivos sobre los parametros conductuales de la ingesta de carbohidratos
(disminuyendo la Ingesta y duracion de los episodios alimentarios e incrementando los
tiempos entre episodios) y de acuerdo con el andlisis de la secuencia de saciedad
conductual, la administracién de 5-HT en el NPH acelera la aparicion del estado de saciedad
sin alterar el patron tipico de la secuencia de saciedad (Lawton & Blundell, 1993; Leibowitz &
Alexander, 1998; Leibowitz, et al., 1990; Shor-Posner, et al., 1991; Tempel, et al., 1989,
Clifton, et al., 2000; Halford, et al., 1998; Hewitt, et al., 2002).

Por otro lado, se encontré que la 5-HT del NPH no contribuye en la regulacion de la
ingesta de proteinas o grasas en el inicio natural de la alimentacion de ratas con inervacion
serotoninérgica del NPH integra, ya que la activacion inespecifica de los receptores
serotoninérgicos o el bloqueo selectivo de los receptores subtipo 5-HTianp2c, bajo las
condiciones en que se realizaron estos experimentos (animales no lesionados, tratamientos
agudos, registros conductuales durante el inicio de la oscuridad), no modificaron los
parametros alimentarios del consumo de proteinas o grasas. Este resultado es congruente
con reportes previos (Wurtman & Wurtman, 1979a; Wurtman & Wurtman, 1977; Wurtman &
Wurtman, 1979b; entre otros).
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Tanto la inhibicion de la ingesta de carbohidratos, como la temprana aparicion de la
saciedad producidos por la administracion de 5-HT en el NPH, fueron prevenidos por el
bloqueo de los receptores 5-HTa, 5-HT4g y 5-HT,c, aunque los patrones conductuales
(microestructura y secuencia de saciedad) difirieron notablemente. Considerando en
conjunto los elementos descritos en la literatura y los resultados de la presente investigacion,
mediante un modelo neuroquimico dentro del NPH es posible explicar el papel de la 5-HT en

la regulacion de la conducta alimentaria.

En primer lugar, es sabido que las células del NPH producen y liberan CRH, factor que
estimula la liberacion de la ACTH por la pituitaria anterior, la que a su vez incrementa la
liberacidn de corticosteroides adrenales (principaimente corticosterona), trayendo como
resultado la disminucién de la ingesta de alimento y el aumento del gasto energético (Seeley,
et al., 1996; Nicholson, Akil & Watson, 2002). Ahora bien, la relacion entre el sistema efector
(inhibitorio de la ingesta de alimento) de las células del NPH y la modulacién serotoninérgica
podria bien fundamentarse por la participaciéon de los receptores 5-HT44, 5-HT4g y 5-HToc.
Dado lo anterior, resulta conveniente describir y explicar puntual e independientemente los

hallazgos relacionados a cada uno de los subtipos de receptor estudiados.

8.4.1 Receptores 5-HT;,4

Cuando se pretratd con el antagonista de los receptores 5-HT14, WAY 100635, la 5-HT no
disminuy6 la ingesta ni la duracion de los episodios alimentarios, ademas de que la
aceleracion de la secuencia de saciedad conductual inducida por la administracion de 5-HT
fue totalmente revertida, es decir, se presentd una prolongada demora de la expresion de la
satisfaccion (tuvieron que transcurrir mas de 30 minutos para que se expresara).
Conjuntamente, se encontré que la administracion de WAY 100635 por si misma disminuyo

la ingesta de carbohidratos.

De acuerdo con estos hallazgos, es probable que los receptores 5-HT;, participen en dos
niveles diferentes: presinaptica o postsinapticamente. En el primer caso, al activarse los
receptores 5-HTq4 presinapticos se estaria inhibiendo la liberacién de noradrenalina (Barnes
& Sharp, 1999), evitando asi que se estimule la ingesta de alimento a través de los
receptores ay-adrenérgicos (Wellman, Davies, Morien & McMahon, 1993). En el segundo

caso, la activacion de los receptores 5-HT1a postsinapticos podria inhibir directamente a las
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células del NPH que liberan CRH (un factor neuroquimico saciatorio), evitando asi que se
inhiba la ingesta de alimento. Este segundo tipo de participacion de los receptores 5-HTqa
podria explicar el hallazgo de que la administracion de WAY 100635 per se disminuy¢ la
ingesta de carbohidratos, pues se ha descrito que la activacion de los receptores 5-HT 4
disminuye la concentracion de CRH en el hipotalamo (Pan & Gilbert, 1992), de manera que
al estar bloqueados los receptores 5-HT,4 de las células del NPH, no se inhibi6 la liberacion
de CRH y, consecuentemente, al aumentar la concentracion de CRH disminuyd la ingesta de
alimento (Krahn, Gosnell, Levine & Morley, 1988) (Figura 25). Cabe recordar que la CRH
hipotalamica ha mostrado tener un efecto supresor de la ingesta de alimento (Leibowitz,
Sladek, Spencer & Tempel, 1988; Woods, Seeley, Porte & Schwartz, 1988; Kasckow, et al.,
2001).

e Se inhibe
la ingesta
No se inhibe CRH CRH
la ingesta CRH
CRH

Figura 25. Representacion esquematica de la posible participacion de la transmision
serotoninérgica mediada por receptores 5-HT:, en el NPH. 1) La activacion de los receptores 5-HTa
presindpticos situados en las fibras noradrenérgicas inhibe la liberacion de noradrenalina (NA),
impidiendo que se estimulen los receptores a2-adrenérgicos en las células del NPH, lo que impide que
sean inhibidas éstas ultimas, 2) al incrementarse la liberacion de la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) se inhibe la ingesta de alimento, 3) la estimulacion de los receptores 5-HTia
postsinapticos en el NPH inhibe directamente a las células que producen y liberan CRH, 4) disminuye
la liberacion de CRH y no se inhibe la ingesta de alimento.

Escartin Pérez Rodrigo Erick 70



Sistema serotoninérgico hipotalamico en el control alimentario de ratas

8.4.2 Receptores 5-HTg

El pretratamiento con el SB 216641, antagonista de los receptores 5-HTqg, también
bloqued la hipofagia (disminucidon de la ingesta y la duracion de los episodios alimentarios de
carbohidratos) y la aceleracién de la secuencia de saciedad conductual inducidos por la
administracion de 5-HT, aunque dichos efectos fueron menos pronunciados que lo
observado en los sujetos pretratados con los antagonistas de los receptores 5-HT14 0 5-HT,c.
De acuerdo con el analisis de la secuencia de saciedad conductual, los sujetos pretratados
con SB 216641 y posteriormente tratados con 5-HT mostraron una secuencia muy semejante
a la observada en la situacion control (la satisfaccion se expresé entre periodos 7 y 8 del
registro conductual), resultado notablemente distinto a lo encontrado en los animales
pretratados con los antagonistas 5-HTia 0 5-HT,c, mismos que mostraron un efecto més

profundo sobre la secuencia de saciedad conductual.

Los resultados encontrados sobre la participacion de los receptores 5-HTqg en el control
serotoriinergico del comportamiento alimentario podrian explicarse a través de la interaccion
entre la 5-HT y el NPY. Basandose en los reportes que indican que las fibras NPYérgicas
que se originan en el nucleo arqueado y que inervan al NPH contienen alta densidad de
receptores 5-HT.g (Makarenko, Meguid & Ugrumov, 2002), podria sugerirse que al ser
activados estos receptores seria inhibida la liberaciéon de NPY (los receptores 5-HTqz estan
acoplados negativamente a la adenilil ciclasa via proteinas G;) (Barnes & Sharp, 1999),
evitando asi que se estimule la ingesta de alimento. Asi, una de las principales sustancias
endogenas estimuladoras de la alimentacion como el NPY, podria estar siendo regulada por

receptores subtipo 5-HT g presinapticos (Lucas, et al., 1998) (Figura 26).
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Se inhibe
e la ingesta
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Figura 26. Representacion esquematica de la posible participacion de la transmision
serotoninérgica mediada por receptores 5-HT;s en el NPH. 1) La activacion de los receptores 5-HT g
presinépticos situados en las fibras NPYérgicas inhibe la liberacion de neuropéptido Y (NPY),
impidiendo que se estimule la ingesta via receptores Y5, probablemente a causa de la desinhibicion
de las células del NPH, 2) al incrementarse la liberacion de la hormona liberadora de corticotropina
(CRH) se inhibe la ingesta de alimento.

8.4.3 Receptores 5-HT ¢

Por su parte, el pretratamiento con el antagonista de los receptores 5-HT,c, RS-102221,
previno todos los efectos de la administracion de 5-HT en el NPH, incluso la tendencia a
disminuir la tasa local de alimentacion y, al igual que el pretratamiento con WAY 100635,
revirtio la aceleracion del proceso saciatorio inducida por la 5-HT, aunque la proporcion de
tiempo de ingesta con respecto del descanso fue menor que lo observado con el bloqueo de

los receptores 5-HT1a. De acuerdo con los resultados del analisis de los parametros de la
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estructura alimentaria, los efectos de la 5-HT fueron profundamente afectados con el blogueo

de los receptores 5-HT,c, mas que cuando se bloquearon los 5-HT4 0 los 5-HT .

De acuerdo con los reportes encontrados en la literatura, Ié contribucioén de los receptores
5-HT,c en la supresién de la ingesta de alimento inducida por la 5-HT ha sido sefialada como
una de las mas sustanciales. La evidencia al respecto va desde los estudios conductuales
con animales que carecen del receptor 5-HT,c donde se reporta obesidad (Tecott, et al.,
1995), sobrealimentacion y una secuencia de saciedad anémala (Vickers, Clifton, Dourish &
Tecott, 1999), hasta los estudios farmacolégicos donde se ha encontrado que la activacion
selectiva de los receptores 5-HT,¢ produce un efecto hipofagico conductualmente selectivo
(incrementando la latencia al primer episodio alimentario y disminuyendo la duracion y tasa
local de alimentacion) (Clifton, Lee & Dourish, 2000; Hewitt, Lee, Dourish & Clifton, 2002). Es
probable que el mecanismo efector (inhibitorio de la ingesta) asociado a la activacion de los
receptores 5-HT,c involucre principalmente el incremento de la liberacién de la hormona
liberadora de corticotropina (Jorgensen, Knigge, Kjaer, Moller & Warberg, 2002), para luego
estimular la liberacién de corticosterona por la ACTH y finalmente disminuir la ingesta de
alimento (Krahn, et al., 1988; Nicholson, et al., 2002) (Figura 27).

Se inhibe
la ingesta 9

CRH S
CRH CRH
CRH

Figura 27. Representacion esquematica de la posible participacion de la transmision
serotoninérgica mediada por receptores 5-HT,c en el NPH. 1) La activacion de los receptores 5-HT,¢
postsinapticos estimula a las células del NPH que sintetizan la hormona liberadora de corticotropina
(CRH), 2) al incrementarse la liberacién de la CRH se inhibe la ingesta de alimento.
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En conjunto, los resultados del experimento con animales no lesionados (tratamientos
agudos) permiten sugerir que la funcion de la 5-HT del NPH se relaciona directamente con
mecanismos conductuales especificos (proceso de saciedad y satisfaccion) y dicha actividad
reguladora es mediada en parte por los subtipos de receptores 5-HT4a y 5-HT4g y 5-HTyc,
influyendo principalmente sobre la saciedad vinculada a la ingestion de carbohidratos y sus
parametros conductuales asociados (Bouwknecht, et al, 2001; Halford & Blundell, 1996;
Lucas, et al., 1998, Hewitt, et al., 2002). De tal forma, la expresion de la hipofagia inducida
por la administracion intrahipotalamica de 5-HT requiere, por un lado, de la integridad del
sistema para ejercer su tono modulatorio y, por otra parte, de la activacion de mas de un
subtipo de receptor para la regulacion fina de la conducta. Concretamente, fa activacion de
los receptores 5-HT,c podria ser suficiente para inhibir la ingesta de carbohidratos, aunque la
actividad de los receptores subtipo 5-HT,4 y 5-HT45 podria contribuir de manera mas precisa
con el control de los aspectos temporales del consumo de alimento, proporcionando un tono

modulatorio mas complejo.

En este contexto, la interaccién entre la 5-HT y otros mensajeros quimicos como el NPY y
la CRH dentro del NPH adquiere gran relevancia en el estudio de los mecanismos centrales
que controlan a la alimentacion. En suma, los presentes resultados sugieren que la
inervacion serotoninérgica del NPH constituye un importante factor regulador de la
alimentacion, inclusive con potencial uso para el desarrollo de estrategias terapéuticas

encaminadas al tratamiento de la obesidad.
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9. Conclusiones

9.1 Generales

1. La disminucion unilateral de la transmisién serotoninérgica en el NPH modifica
algunos de los pardmetros alimentarios de los nutrimentos proteinas y grasas,
aungue no produce sobrealimentacion cronica de carbohidratos.

2. Cuando ios animales no estan lesionados, la administracién de 5-HT del NPH inhibe
selectivamente la ingesta y la duracién del consumo de carbohidratos en el inicio de
la fase de oscuridad, ademas de que acelera la secuencia de saciedad conductual
sin alterar el patron conductual tipico; estos efectos requieren de la activacion de los
receptores 5-HT1a, 5-HT1gy 5-HToc.

9.2 Particulares

1. La administracion de 5,7-DHT en ratas pretratadas con nomifensina disminuye
selectivamente los contenidos basales de 5-HT y la respuesta a la fluoxetina de las
fibras serotoninérgicas del NPH.

2. Lalesion unilateral con 5,7-DHT en el NPH:

- Disminuye la ingesta y la duracion de los episodios alimentarios de las proteinas.

- Incrementa los efectos de la 5-HT sobre la ingesta y los tiempos entre episodios de
carbohidratos.

- Disminuye el tiempo de descanso.

3. En animales no lesionados:

- Los efectos de la administracién aguda de 5-HT en el NPH son selectivos para los
carbohidratos, disminuyendo la Ingesta y duracién de los episodios alimentarios e
incrementando los tiempos entre episodios.

- La inyeccion de 5-HT en el NPH acelera la aparicion del estado de saciedad sin
alterar el patrén tipico de la secuencia de saciedad conductual.

- Se requiere de la activacion de los receptores 5-HTia, 5-HT1g y 5-HT,c para que la
administracion de 5-HT en el NPH induzca hipofagia y acelere la aparicion del
estado de saciedad.

- La activacion de los receptores 5-HT,c podria ser suficiente para inhibir la ingesta
de carbohidratos, aunque la actividad de los receptores subtipo 5-HT4a y 5-HT1s
podria contribuir de manera mas precisa con el control de los aspectos temporales

del consumo de alimento.
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10. Perspectivas

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la 5-HT del NPH constituye un
importante factor regulador de la alimentacion, sin embargo, a partir de estos y otros
hallazgos, surgen nuevas preguntas sobre la relacion que existe entre la transmision

serotoninérgica y la regulacion del comportamiento alimentario. Al respecto, se propone:

1. Realizar estudios conductuales en los que se realicen lesiones serotoninérgicas
bilaterales del NPH.
2. Estudiar la participaciéon de los distintos subtipos de receptores serotoninérgicos

que podrian ser activados simultdneamente para observar los cambios en el
comportamiento alimentario.

3. Explorar la participacion de la 5-HT y sus receptores dentro de otras regiones
cerebrales en la regulacion del comportamiento alimentario, por ejemplo en el
hipotalamo lateral, que también recibe una importante inervacion serotoninérgica.

4. Determinar las posibles interacciones de la 5-HT con otros mensajeros quimicos,
por ejemplo con las catecolaminas, los opioides enddégenos o los
endocanabinoides.

5. Realizar estudios de inmunohistoquimica para determinar la localizacion de los
receptores a serotonina en los distintos elementos neuronales del NPH (células
CRH, terminales NPYérgicas o noradrenérgicas).

6. Disefiar estudios para esclarecer los efectos de la activacion de los receptores
5-HT,a sobre la liberacién de noradrenalina y la CRH en el hipotalamo.

7. Estudiar los efectos de la activacion de los receptores 5-HT,g sobre la liberacidén de
NPY vy sobre la actividad de las células NPYérgicas que proyectan al NPH.

8. Realizar estudios en los que se esclarezcan los efectos de la activacion de los

receptores 5-HT,¢c sobre la liberacion de CRH en el NPH.
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