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RESUMEN
La serotonina (5-HT) cuenta con una de las principales sefales
neuroquimicas de la saciedad postprandial, particularmente se ha asociado
a esta sefial con la activacion de receptores 5-HT;a. El objetivo del presente
trabajo fue determinar el efecto subcrénico del (£)-8-Hydroxy-2-
(dipropylamino)tetralin (8-OH-DPAT) sobre la secuencia de saciedad
conductual (SSC). Usando ratas macho Wistar de 200 a 220 g, adaptadas a
una dieta de cafeteria con fuentes separadas de nutrimentos
(carbohidratos, proteinas y grasas). Mediante cirugia estereotaxica, en el
Nucleo Paraventricular Hipotalamico (NPV), se administraron dosis de 8-
OH-DPAT (0.328, 0.525, 2.1 y 4.2 ug). Se realizé el andlisis de 60 min.,
donde se observaron cuatro categorias conductuales, mutuamente
excluyentes (alimentacion, descanso, beber y actividad). También se
evaluo la presencia de RNA mediante espectrofotometria, posteriormente,
se amplifico el segmento del receptor por medio de RT-PCR para la
posterior electroforesis. El andlisis de la SSC mostré que la administracion
de todas las dosis de 8-OH-DPAT produce un incremento en la duracién de
la actividad y la disminucion del tiempo de consumo de alimento. Sin
embargo, dado que en la cantidad de alimento ingerido no se observaron
diferencias, el efecto del 8-OH-DPAT puede traducirse en un incremento
del consumo de alimento por unidad de tiempo. Se determino que el
segmento del receptor 5-HT;5 no fue amplificado pese a ser extraida una
cantidad consistente de RNA. Los resultados del presente estudio sugieren
qgue la activacion aguda de los receptores 5-HT;a del NPV, pudiera
modificar significativamente la ingesta de alimento por unidad de tiempo y
no el consumo neto. Por lo que la participacion de estos receptores se
relaciona mas con la regulacion de los aspectos temporales de la conducta

alimentaria.

Palabras clave: Conducta Alimentaria, Nucleo Paraventricular
Hipotalamico (NPV), 8-OH-DPAT, receptores 5-HT;5, RNA, RT-PCR.



INTRODUCCION

La alimentacién es un proceso bioldgico que realizan los seres vivos para
tolerar la continua demanda de energia por parte del organismo. Este
evento es considerado el inicio del metabolismo de los nutrientes y es
regulada mediante mecanismos localizados en el sistema nervioso
(Bowman y Russell, 2003). En la actualidad no solo se debe conocer la
sintomatologia de las patologias mas comunes en el dmbito alimentario
como la bulimia, la anorexia y la obesidad, se debe de entender los
mecanismos de accion de éstas, para prevenirlas y tratarlas de formas
confiables y eficientes. La unidon de diferentes areas de la ciencia, ha
permitido brindar explicaciones conjuntas para entender como es que se

integra y regula la conducta de la alimentacion.

Los neurotransmisores han fungido como una pieza clave al intentar
entender la influencia del sistema nervioso en esta actvidad, las
investigaciones han detectado que la serotonina cuenta con una gran
influencia en la ingesta de alimento y que algunos nucleos hipotalamicos,
como el ndcleo paraventricular hipotalamico (NPV) con una concentracion
alta de receptores serotoninérgicos afectan de forma importante los estados

de saciedad (Leibowitz y Alexander, 1998)

La necesidad de entender como es gue un sistema como el serotoninérgico
funciona para dar paso no solo a esta funcion fisiolégica sino a muchas
otras, como la regulacion de la temperatura, el ritmo circadiano (Morien, et
al., 1995), deriva en la busqueda de los diferentes subtipos de receptores
qgue han logrado ser clasificados por las especificidad de unién a la
molécula de serotonina (5-HT). Asi se dio paso a una clasificacion donde se
encuentran 14 diferentes tipos de receptores con caracteristicas y
funciones muy particulares, siendo los receptores 5-HT1 los mas
especificos al ligando. No es de sorprender que la accion del receptor 5-
HT1a esté involucrado en la alimentacién, que es considerada una de las de

las necesidades primarias para los organismos (Hoyer, et al., 2002).



Dada la importancia los receptores 5-HTia, €l uso de herramientas
farmacoldgicas no se ha hecho esperar al producir agonistas y antagonistas

para la manipulacién de sus efectos.

Conocido como el agonista mas especifico aun en la actualidad, el 8-OH-
DPAT ha sido usado para la caracterizacion y localizacion de los receptores
5-HT1a, en diferentes areas; ya sea para detectar la presencia del receptor
o para conocer el efecto del receptor en distintas regiones cerebrales (Assié
y Koek, 2000).

Como la mayoria de los farmacos, este agonista cuenta con ventajas y
desventajas al usarse, descartando su potencial uso terapéutico pese a

saber de la influencia con la que cuenta en la alimentacion.

El desarrollo de estrategias que contribuyan al uso terapéutico de estos
farmacos como modelos, asi como aprovechando los beneficios para tratar
a nivel celular trastornos como los del comportamiento alimentario
(anorexia y bulimia) o patologias como la obesidad, son en conjunto
técnicas actualmente usadas para obtener resultados favorables a largo
plazo (Ishii, et al., 2003).

Por lo que el propésito de este trabajo es evaluar los efectos de la
administracion subcrénica del 8-OH-DPAT sobre la conducta alimentaria y

la expresion génica del receptor 5-HT14 del NPV de ratas.



ANTECEDENTES
Alimentacién y Conducta Alimentaria

La alimentacion es una actividad mediada por la cantidad de energia que
requiere el organismo. Para la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
los requerimientos energéticos son cubiertos a través de “la ingesta de
energia, necesaria para equilibrar el gasto energético, que permite
mantener la actividad fisica necesaria”; mediante la demanda calorica se
cubre la taza metabdlica, adquirida a partir del alimento disponible

(Bowman y Russell, 2003).

El consumo de energia y el gasto energético son equilibrados, mediante
mecanismos biol6égicamente sensibles y comprende procesos complejos,
superpuestos en el orden bioquimico, endocrinoldgico, fisioldgico nervioso y

del comportamiento, que son funcionalmente interdependientes.

Las observaciones en los niveles mas basicos han permitido desglosar el
funcionamiento de la conducta, la farmacologia y la neurotransmision
celular, descifrando como es que la interaccion de estos niveles, interactia

en la alimentacion.

La farmacologia de la alimentacién ha permitido esclarecer el mecanismo,

mediante el cual, el metabolismo afecta en el consumo de alimento.

Las investigaciones que relacionan a los neurotransmisores y la conducta
alimentaria han demandado técnicas que permitan monitorear y medir la
conducta, permitiendo mostrar la congruencia de los efectos farmacolégicos
(Blundel, 1984).

Entre las observaciones que se deben llevar a cabo, esta “el flujo
conductual’, el cual incluye las caracteristicas cualitativas de la conducta de
alimentarse, como la duracion y la frecuencia de conductas particulares
(L6pez, et al., 2002).



Al describir las conductas que preceden y ocurren durante el periodo de
observacioén, es posible detectar la influencia de los farmacos al interrumpir
por mas de una reaccion, la fase de alimentacion. Para determinar y
delimitar la percepcion de estos efectos, es importante tener presente la
diferenciacion entre hambre y apetito. La primera hace referencia a la
estimulacién de la alimentacion; mientras que el apetito es el proceso por el
cual se dirige y guia el comer, iniciando la alimentacién. La saciacién por
otra parte, se refiere al proceso mediante el cual la alimentacion cesa y sélo
es estimulada cuando el cese de la alimentacion ocurre como consecuencia
de la ingesta de alimentos; mientras que la saciedad es el estado de

inhibicion de una proxima alimentacion (Mancilla 'y Pérez, 1992).

Distintos investigadores han descrito la transicion ordenada de comer,
acicalarse y descansar posterior a la ingesta de alimento, como una
secuencia de conductas estereotipadas que llevan por nombre secuencia

de saciedad conductual (SSC).

La SSC refleja a la fisiologia (medio interno) del organismo,
fundamentalmente expresando la saciedad ya que los eventos son

excluyentes (Blundell, 1984).

Mediante esta secuencia, es posible discriminar entre el efecto de los
farmacos y la conducta normal del sujeto, reproduciendo el efecto en la

ingesta de alimento expresado en gramos (Hewitt, et al., 2002).

La continua observacién puede ser usada para determinar, si la reduccién
en la ingesta de comida es causada por nauseas, ataxia, dolor, sedacion,
hiperactividad o alteracion en la palatabilidad de la comida, ya que se sabe
hasta el momento, que existen una gran cantidad de drogas que
interrumpen, preservan o demoran la SSC. De esta manera, el efecto de

una droga se puede observar en el proceso de saciacion (Ishii, et al., 2003).

Ejemplo de las consideraciones anteriores es la hipofagia, estado que se
caracteriza por la disminucion en la ingesta, que muchas veces es causado

por un efecto de aversion a la comida producido por inhibicion en la



palatabilidad o nauseas; esto se refleja al no producirse una SSC natural
(Halford, et al., 1998).

La naturaleza interconectada de la alimentacién con el sistema nervioso
central (SNC), sugiere que los neurotransmisores y hormonas cerebrales
son importantes en el curso natural de la conducta, la regulacion de la

ingesta alimentaria y el gasto energético.

La Serotonina

La indolalquilamina 5-hidroxitriptamina (5-HT, nombre quimico  3-(2-
aminoethyl)-1H-indol-5-0l de la serotonina), es un neurotransmisor
inicialmente identificado por el interés en sus efectos cardiovasculares. A
principios del siglo XX, las plaquetas fueron reconocidas como la fuente de
esta sustancia, a finales de la década de los 40’s, Rapport y sus
colaboradores, aislaron y caracterizaron esta sustancia ténica del suero
(serum; de ahi su nombre, serotonina) (Raymond, et al., 1999). Entre las
funciones fisiolégicas de la serotonina destaca la inhibicion de la secrecion
gastrica, la estimulacion de la musculatura lisa y la secrecion de hormonas

por parte de la hipdfisis (Carew, et al., 2000).

Mediante trabajos experimentales se determiné la influencia de la
serotonina con diferentes funciones desarrolladas en el cerebro como
suefio, funciébn cognoscitiva, percepcion sensorial, actividad motora,
regulacion de la temperatura, nocicepcion, apetito, conducta sexual y
secrecion de hormonas (Klink, et al., 2002; Lu y Vetea, 2002), como
regulador de la funcién del musculo liso en los aparatos cardiovascular y

digestivo; asi como regulador de la funcidn plaquetaria.

Cambios en las concentraciones de serotonina cerebral se asocian con
desequilibrios mentales como la esquizofrenia o el autismo infantil, asi
como trastornos obsesivos-compulsivos (Hedlund y Sutcliffe, 2007), por lo
gue se ha sugerido que la serotonina se encuentra extensamente implicada

en funciones fisiologicas y del comportamiento, incluyendo el control de la



conducta alimentaria, el peso corporal y las preferencias dietarias (Luo, et
al., 1990 a, b; Leibowitz y Alexander, 1998; Vickers, et al., 2000).

Distribucidon de las Neuronas Serotoninérgicas en el Hipotalamo

El balance energético de los animales es controlado por el hipotalamo,
mediante su papel en la regulacién de la frecuencia y magnitud de la
ingesta (Schwartz, et al., 2000; Kim, et al., 2006).

El hipotdlamo pertenece al sistema limbico, en la parte baja del tadlamo
dentro del diencéfalo, correspondiéndole del 0.3% al 0.5% del volumen del
encéfalo, las estructuras que lo constituyen son responsables de la
motivacion y manejo de conductas para satisfacer necesidades basicas, por
lo que se considera un sistema antiguo trascendental para cubrir los
instintos basicos de supervivencia. Ejemplos que incluyen estados como
hambre y sed que motivan conductas de ingesta (alimentacion) son

localizados en esta zona (Roland, 1993; Romanota, et al., 2004).

La parte supraquiasmatica del hipotalamo, contiene al nucleo NPV (Figura
1), localizado por encima del tracto Optico, con conexiones extrinsecas
aferentes y eferentes por medio de las que responden a los estimulos
(Morien, et al., 1995; Pickard, et al., 1997), siendo el principal mediador de
la conducta alimentaria, catalogadndolo como el centro de saciedad
(Leibowitz y Alexander, 1998).

Las conexiones celulares superiores que llegan al NPV provienen

principalmente del nucleo del rafe.

La ubicacion de células serotoninérgicas; asi como la presencia de este
neurotransmisor, ha sido confirmada en el NPV por medio de técnicas
inmunoldgicas e histoquimica. Estas poblaciones de neuronas
serotoninérgicas lo comunican al NPV con el sistema gastrico, donde
reciben informacién nociceptiva visceral (Dong, et al., 1997; Curie, et al.,
2002; Smith, et al., 1999).



Ademas de la presencia de algunas neuronas serotoninérgicas encontradas
en la region media del hipotalamo, se sabe que cuentan con un alto numero
de receptores 5-HTy, considerando que el efecto de saciedad con el que
cuenta la serotonina, es mediado por estos receptores en el hipotalamo
(Curie, et al., 2002).

Figure 25

Interaural 7.40 mm

Bregma -1.60 mm
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Figura 1. Corte coronal en el que se muestra el hipotdlamo y el NPV modificado de

Paxinos y Watson, 1998.

Esto se confirma al conocer la neuroanatomia funcional que lo conecta con el
sistema géstrico (Romanova, et al., 2004), por medio de las fibras autonémicas
descendentes que inervan al NPV con los nudcleos autondmicos de nervios

craneales y medula espinal (Cuadro 1).



Cuadro 1 Conexiones aferentes extrinsecas e intrinsecas del hipotalamo

(Afifi y Bergmani, 1998).

Via

Tipo

Origen

Terminacion

Tracto
hipotalamohipofisario

Eferente

Nucleo
supraoptico y

paraventricular

Neurohipofisis

Haz medial del

cerebro anterior

Aferente

Eferente

Porcién basal
del cerebro
anterior,
amigdala,
corteza frontal
premotora,
formacion
reticular del
tallo cerebral
(ndcleos  del
rafe), medula
espinal
Hipotalamo

lateral

Hipotalamo

lateral

Fibras autonémicas

descendentes

Eferente

Nucleo
paraventricular,
area
hipotalamica
lateral,
hipotadlamo

posterior

Nucleos
autonémicos
de nervios
craneales y
medula

espinal

Serotoninay conducta alimentaria




El sistema nervioso autdbnomo transmite hacia el cerebro las sefales
aferentes somatosensoriales, provenientes de la vista, el olfato y la
degustacién inicial de comida. Estas sefiales inician la via cefélica de la
digestion, que aumenta la produccién de saliva y de acido gastrico, la
motilidad gastrica y la secrecion de insulina. Dicha fase cefalica prepara al
organismo para recibir el alimento y puede incluir, ademas, un aumento en
la sensacion de hambre porque el incremento de la insulina circulante,
provoca la caida temporal de la glucosa sanguinea; fenbmeno vinculado a
la creciente percepcion de hambre (Leibowitz y Alexander, 1998; Wurtman
y Wurtman, 1998).

A medida que la comida ingresa al estémago, distintos quimiorreceptores y
mecanorreceptores de la pared intestinal y sus aferentes nerviosos, revelan
informacion hacia el cerebro y proporcionan las primeras sefiales de
saciedad. El procesamiento gastrointestinal y la finalizacion de la ingesta
pueden ser mediada por hormonas y por los nutrientes circulantes, dada la
importancia que tienen para generar sefiales de saciedad después de la
ingesta de comida, como la de hambre en el periodo postabsortivo
(Campfield, et al., 1997).

La participacion activa de la serotonina ha sido conocida a través de los
afos, confirmando su influencia al estimular el consumo de carbohidratos,
ya que su metabolismo origina el aminoacido precursor de la 5-HT el

triptéfano.

La accion de la insulina es indirecta; ya que su presencia provoca que los
aminoacidos neutros largos (LNAA) sean capturados por el musculo
esquelético, reduciendo rapidamente sus niveles circulantes, no asi los del
triptéfano que se ven incrementados, facilitando el trasporte de este
aminodacido al disminuir la competencia para este aminoacido. La entrada
de mayores concentraciones de triptéfano, por la Dbarrera
hematohencefalica, se traduce en una mayor cantidad de aminoéacido
convertido en el neurotransmisor, para su posterior liberaciéon (Wurtman y
Wurtman 1979 a, b).



Biosintesis de la Serotonina

La 5-Hidroxitriptamina, es una monoamina del grupo de las indolaminas; es
hidrofilica y esto no le permite atravesar la barrera hematoencefalica, por lo
que usa como sustrato el aminoacido triptéfano, que se encuentra en
plasma. La sintesis se lleva a cabo en las neuronas serotoninérgicas que
cuentan con toda la infraestructura enzimatica para hacerlo. Una vez en
estas células, el triptéfano sufre una hidroxilacion en su C5 para formar 5-
hidroxitriptofano, gracias a la triptofano hidroxilasa (triptéfano 5-
monooxigenasa). El 5-hidroxitriptéfano se descarboxila en una reaccion
catalizada por la L-aminoacido aromatico descarboxilasa
(Dihidroxifenilalanina descarbaxilasa), formando serotonina (Voet, 1992;
Herrera, 1986). Una vez sintetizada, se almacena en vesiculas previo a ser
llevada al espacio intersinaptico. La inactivacion sinaptica tiene lugar,
asimismo, por captacion especifica o por degradacién de la monoamino
oxidasa descarboxilasa MAO 5-hidroxiindolatato a 5-hidroxiindol
acetaldehido, el cual puede transformarse en 5-hidroxiindolacético, siendo
este el producto final en el cerebro (McGilvery, 1998; Mathews y Holde,
2000).Las reacciones de esta biosintesis se encuentran esquematizadas en

la Figura 2.
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Figura 2. Vias metabdlicas para la sintesis y metabolismo de la serotonina modificado
de Cooper, et al., 1996 y Alberts, et al., 1994

Receptores Serotoninérgicos



Los efectos producidos por la serotonina son mediados por sus receptores,
gue se encuentran en el sistema nervioso central, periférico, en el sistema
cardiovascular y la sangre; la diversidad con la que cuentan sus receptores

es gracias a la preservacion en el sistema (Hoyer, et al., 2002).

La superfamilia de receptores 5-HT la constituyen catorce miembros que
han sido clasificados con base a su estructura molecular, ubicacion,
organizacibn genética, secuencia de aminoacidos Yy sefializacion
intracelular. Mediante la clonacion molecular se ha explicado el porque de
esta diversidad de subtipos de receptores, al demostrar que cada receptor
es codificado por un gen distinto. Los receptores 5-HT se encuentran
divididos en 7 subfamilias (5-HT; a 5-HT>), debido también a la afinidad con
la que cuentan respecto al neurotransmisor (Pauwels, 2000). Se pueden
dividir en 2 grupos, principalmente ionotrépicos; donde los receptores que
se encuentran en la familia 5HT3 forman un receptor canal y los
metabotropicos, donde se localizan el resto de los receptores. La
caracteristica por la cual se denominan metabotropicos es su asociacion a
proteinas G (Figura 3), esta asociacion les permite modular y tener una

amplificacion en la sefial (Raymond, et al., 1999).

Estos receptores son integralmente proteinas membranales con 7 dominios
transmembranales hidrofobicos, conectados por tres asas intracelulares y
tres asas extracelulares. La parte aminoterminal es orientada hacia el
espacio extracelular; mientras que la carboxiloterminal es orientada hacia el
citoplasma. ElI dominio intracelular posee sitios para la interaccién con las

proteinas G y otras proteinas reguladoras (Raymond, et al., 2001).



PROTEINAS
EFECTORAS

ACTIVACION I

Figura 3. Proceso de interaccion de las proteinas G con los receptores hasta las

activacion de las proteinas efectoras.
Relacion de la Conducta Alimentariay los Receptores 5-HT

Al hablar de estos receptores, es imposible dejar de lado su participacion en
la alimentacién. Experimentalmente se ha reportado que con distintos
farmacos como la fenfluramina —usada en un inicio para el tratamiento
contra la depresion por permitir el aumento del neurotransmisor, al inhibir la
recaptura—, se ha mostrado su accion en el hipotalamo, teniendo como
efecto la disminucion de la ingesta de alimento, aumentando la ingesta
caldrica y estimulando la saciedad por lo que se le considera un droga

anorexigénica (Currie, et al., 1998).

También la dexfenfluramina (D-fenfluramina), forma dextro de la
fenfluramina; cuya accién es la misma por el efecto agonista hacia los
receptores 5-HTigc, aunado a su efecto somnifero, reduce la conducta
consumatoria de la alimentacién y esto le confiere el caracter de la forma

mas activa en la supresion del apetito (Foltin, 2005).

El agonista Ro 60-0175 cuenta con el mismo efecto hipofagico que la D-

fenfluramina; ya que al evaluar su efecto sobre la microestructura de la



conducta alimentaria, se observO una disminucion de la ingesta de

alimento, por medio de los receptores 5-HT,c (Vickers, et al., 2000).

La fluoxetina (Prozac) fue desarrollada para el tratamiento de la depresion y
la ansiedad, al bloquear la recaptura de serotonina, pero su efecto ha
mostrado una significativa pérdida de peso y disminucion en la ingestion de
alimento, su uso ha sido sugerido para tratar trastornos alimentarios.
Algunos estudios reportan que puede llevar a cambios en el acople de las
proteinas G asociadas al receptor 5-HT14 a nivel pre y postsinaptico (Castro
et al., 2003), ademas de la desensibilizacion que produce en los
autoreceptores 5-HT1a18 con la administracion crénica en el nacleo del rafe

(Hervas, et al., 2001), la corteza y en el hipotalamo (Newman, et al., 2004).

Los efectos indeseables; asi como la poca confianza a largo plazo de su
uso han provocado que la FDA (Food and Drugs Administration) no acepte
su indicacion para la pérdida de peso. La fluoxetina parece ser una droga
segura, aceptable para el uso a largo plazo en el manejo de la obesidad,
aungque estaria contraindicada en pacientes con sindrome maniaco

depresivo.
Receptores 5-HTia

Dentro de la clasificacién de los receptores, el primer grupo a considerar es
el grupo 5-HT1,; el cual cuenta con 5 miembros que conforman esta familia
de receptores (5HT1a, 5HT1g, SHT1p, 5SHT1e y S5HT1f), excluyendo al 5-HTic
en base a su similitud con los receptores 5-HT2 a nivel estructural y sistema
de sefializacion. En general, es el grupo mas especifico para esta
monoamina y se acopla de forma primaria a través de las proteinas G i/o

para la inhibicién de la adenilato ciclasa (Hoyer, et al., 2002).

La participacion del subtipo 5-HT;a en la alimentacién, ha sido uno de los
receptores mas ampliamente estudiado y caracterizado; siendo a nivel
anatomico mapeado con ligandos y descrito su localizacion cromosomica
en humanos cDNA; asi como sus genes mediante el uso de herramientas

farmacoldgicas (Figura 4).



Figura 4. Estructura molecular del receptor 5-HT;, tomado de Dabrowska, et al.,
2006.

Se considera que el receptor 5-HT;4 tiene una amplia distribucién a través
del sistema nervioso central y sobre estructuras del sistema limbico (Barnes
y Sharp, 1999). Ademas se ha revelado una amplia gama de
investigaciones que cuenta con actividad en numerosos eventos fisioldégicos
y conductuales; asi como en funciones neuroendocrinas (Bradbury, et al.,
2003), en la termorregulacion (Wozniak, et al., 1991), en el comportamiento
sexual (Maciag, et al., 2006), la memoria (Meneses y Hong, 1995; Meneses
y Perez-Garcia, 2007), la funcién inmune (Stefulj, et al., 2000), la
agresividad (Popota, et al., 1998), la ansiedad (Avgustinovich, et al., 2001),
el desorden bipolar (LOpez, et al., 2004), la depresion (Hanoun, et al., 2004;
Blier, et al., 2003), la ingesta y conducta alimentaria (Raymond, et al., 2001,
De Vry, et al., 2000).

Los receptores 5-HT;a son encontrados en la region somatodendritica de
las neuronas que contienen 5-HT, en el nucleo del rafe medial y dorsal. Se
considera que estos receptores controlan el disparo celular
somatodendritico a través de sus autoreceptores, por lo que estan

considerados como moduladores de disparo (Gur, et al., 2001).

La alta incidencia de célula serotoninérgicas permite considerar distintos
tipos de receptores, incluyendo una variedad poco comun que son los



autoreceptores, la ubicacion también varia teniendo presinapticos y

postsindptico.

La sefial transmembranal que presenta el receptor 5-HT;a €s mediada por
proteinas G de tipo inhibitorias (abreviatura de las proteinas de union al
guanosin trifosfato), a su vez estas pertenecen al grupo acopladas a Goy
descritas para los recptores del NPV (Carrasco, et al., 2004; Serres, et al.,
2000). La activacion de los receptores 5-HT;4 causa la hiperpolarizacion
neuronal, un efecto mediado por estas proteinas Go; Yy los canales de K*

acoplados (Hoyer, et al., 2002).

La accion de los receptor 5-HT1a, en presencia de fenfluramina (inhibidor de
la recaptura de serotonina), genera un efecto hiperfagico; en el caso de la
dexfenfluramina, el RU24969 y la fluoxetina muestran una inminente
anorexia al ser administrados; ya que suprimen la ingesta de alimento, en
particular de los carbohidratos al administrarse de forma cronica via

intraperitoneal (Luo, et al., 1990).

Se sabe que algunos agonistas de los receptores 5-HT;5 pueden inhibir la
conducta alimentaria por medio de un condicionamiento aversivo al sabor
(De Vry, et al., 2000).

El receptor 5HT;an cuenta con un antagonista selectivo que es la
WAY100635 y con un agonista selectivo que es el 8-OH-DPAT ya que
actuan de forma total en el receptor, también encontramos que tiene una
alta afinidad Unica por la segunda generacion de agentes ansioliticos
arilpiperazin como son: la buspirona, la gepirona y la ipsapirona; entre otros
ligandos como el MDL 72832 como agonistas parciales. La D-fenfluramina,
un inhibidor de la recaptura de serotonina, genera un efecto hipofagico
mediado por los receptores 5-HT14. Se sabe que largos tratamientos, con
farmacos que actian selectivamente en la recaptura, producen
desensibilizacion de los autoreceptores somatodendriticos 5HT1a del rafé
(Le Poul, et al., 2000); asi como la desensibilizaciéon heteréloga del mismo

receptor, en el nacleo paraventricular del hipotalamo (Zhang, et al., 2004).



8-OH-DPAT

Es un agonista prototipico al receptor 5-HT;5» usado ampliamente los
altimos 25 afios en estudios farmacoldgicos, induciendo los efectos
bioquimicos de la activacion del receptor 5HT14, como son el decremento
de la sintesis, reorganizacion y liberacion de 5-HT, en diferentes regiones

del cerebro de animales.

La actividad que presenta este agonista en los receptores 5HT14 €s de alta
afinidad, por lo que se considera como un agonista total; la constante de
disociacion con la que cuenta es de KD 3.7 _ 0.28 nM (Assié y Koek,
2000), pKi= 8.4 determinada en el nucleo de rafé y en el hipocampo de rata
(Zhang, et al., 2004).

La administracion periférica de este agonista produce una reduccién en la
ingesta en ratas privadas de alimento, cuando se administran dosis altas
(i.,e. 125-500ug) y dosis bajas (i.e. 15.625-62.5ug). Sin embargo, se
presenta una conducta estereotipada que puede interferir en la ingesta

normal con la dosis mayor, no asi en la menor (Ebenezer, et al., 2001).

La administracion del agonista 8-OH-DPAT tiene, en la conducta
alimentaria, consecuencias tanto hipofagicas como hiperfagicas, mediadas
por la localizacién del receptor activado; ya sea a nivel presinaptico o
postsinaptico (Coscina, et al., 2000). Es una droga que inhibe la
neurotransmision del sistema serotoninérgico y estimula la ingesta de

alimento.

Se sabe, que la accién de este agonista reduce la actividad de las neuronas
5-HT, via autoreceptores somatodendriticos localizados en el nucleo del
rafé, provocando reduccion en la sintesis y liberacion del neurotransmisor,
en la region terminal (Fletcher, et al.,, 1993). También se conoce que la
actividad de los agonistas genera fallas en la liberacion de serotonina,
provocando una menor cantidad de potenciales de accion en estas células,

este efecto cuenta con la participacion de autoreceptores en el rafé.



En el caso del 8-OH-DPAT, se inhibe la captura de 5-HT in vivo e in vitro
(Gogos, et al, 2005). La administracion directa de este agonista, en el
nacleo del rafé, disminuye el disparo celular de 5-HT en esta area y

disminuye en el nacleo de acumbens los niveles de 5-HT extracelular.

Como la 5-HT, el 8-OH-DPAT neutraliza el efecto estimulador de la
despolarizacion inducida por K* en la sintesis de 5-HT de tript6fano en la

region cortical (Hamon, et. al., 1984).

La afinidad de este farmaco no se reduce a los receptores 5-HTa, también
actia en los receptores 5-HT; aunque con menor afinidad pKi= 7.73.
(Zhang, et al., 2001)



JUSTIFICACION E HIPOTESIS

La variedad de formas para entender la regulacién de los mecanismos que
se conjugan para dar paso a la conducta alimentaria son diversas, desde la

vida cotidiana actual, hasta la regulacion metabdlica a diferentes niveles.

El estudio de los neurotransmisores es un area del conocimiento que
potencialmente contribuye al esclarecimiento del efecto de la 5-HT sobre la
conducta alimentaria. La maquinaria serotoninérgica involucrada es una de
las mas importantes, diversos estudios han demostrado la participacién de
este neurotransmisor en la conducta alimentaria, mediante el uso de
herramientas farmacolégicas, inmunolégicas y de biologia molecular. Se ha
observado un efecto hipofagico o hiperfagico al estimular la gran gama de
receptores con los que cuenta.

Los receptores 5-HT;4 han sido blanco de una gran variedad de estudios,
ademas de la ayuda farmacol6gica que ha brindado el descubrimiento de
un agonista de alta selectividad como es el 8-OH-DPAT; ubicandolo como
una de los receptores con mayor participacion en la regulacion de la

alimentacion.

Es importante subrayar la complejidad de estos receptores, puesto que la
respuesta a los estimulos localizados; ya sea en la region presinaptica por
medio de sus autoreceptores (nucleo del rafé) o en la regidn postsinaptica,

es lo que determina el tipo de accidn a seguir por parte del organismo.

La contribucién de este estudio sera, que si al observar la presencia de
MRNA, se determina a su vez la presencia de la proteina codificante para el
receptor 5-HT;a en el NPV, se confirma que el efecto conductual reportado,
estaria mediado por este subtipo de receptores a nivel postsinaptico;
posibilitando asi, opciones para el tratamiento de los trastornos de la

alimentacion, usando como modelo los receptores 5-HT14 Y SU agonista.



OBJETIVO GENERAL

Determinar los efectos de la administracién subcrénica del 8-OH-DPAT
sobre la conducta alimentaria y la expresion génica del receptor 5-HT1a del
NPV de ratas.

OBJETIVOS PARTICULARES

a) Determinar el efecto de la administracion subcrénica de 8-OH-DPAT
sobre la estructura de la Secuencia de Saciedad Conductual.

b) Determinar la concentracion de RNA presente en las muestras del
nacleo paraventricular hipotalamico.

c) Identificar la presencia del receptor 5-HT14 por medio de la amplificacion
de su cDNA.



MATERIAL Y METODOS

Sujetos

Se utilizaron 62 ratas machos de la cepa Wistar, cuyo peso oscilé entre los
200 a 230 g, los cuales fueron proporcionados por el Bioterio de la Facultad
de Estudios Superiores Iztacala, UNAM. El trato de los animales fue bajo la
Norma Oficial Mexicana NOM-029-SSA2-1999.

Dietas

Las dietas utilizadas constaron de: hidratos de carbono (harina de maiz
Maseca, maiz nixtamalizado, Molinos Azteca de Chalco S.A. de C.V,,
Planta Teotihuacan), proteinas (proteina aislada de soya 91.5% marca
supro 500E, distribuido por Protein Technologies Internacional S.A de C.V.
Checkerboard Square, St Louis MO), grasas (manteca vegetal Inca,
elaborada por Anderson Clayton y Co. S.A. de C.V., Tultitlan, Estado de
México). El agua fue enriquecida con Vitater suplemento vitaminico
(Laboratorios Maver), la dosis aplicada fue de 0.15 g /It.

Farmaco

El farmaco usado fue (%)-8-Hydroxy-2-(dipropylamino)tetralin, (+)-8-OH-
DPAT. Formula molecular C;sH,sNO HBr, agonista selectivo del receptor
5HT1a, adquirido con Sigma Chemical Co. St Louis MO. Diluido en solucion
salina fisiolégica, se infundié a una velocidad de 0.5 pl/ 3 min. en el NPV.
Para asegurar una difusion completa de las substancias, el microinyector
permanecié un minuto adicional dentro de la canula guia para ser retirado
posteriormente. La administracion del farmaco fue por medio de una jeringa
digital para fluidos de alta precision (Hamilton Co., Reno, NV.).

Las concentraciones del farmaco fueron basadas en Currie, et al., (1993)

para contar con una nueva propuesta de curva dosis respuesta (Tabla 1).

Concentraciones de la Curva Patréon

Gl 0.328 ug
G2 0.525 ug
G3 2.1 ng
G4 4.2 ug

Tabla 1 Concentraciones usadas en la curva dosis respuesta (Curie, et al., 1993)



Se contd también con tres grupos controles para descartar efectos de la

cirugia en la ingesta de alimento.

Procedimiento Experimental

Se colocaron a las unidades experimentales (n= 46) de manera aleatoria en
cajas habitacion individuales, con tres comederos y en un ciclo invertido luz
/ oscuridad de 12x12 hr. que fue controlado por un dispositivo de encendido
y apagado automatico (timer), con libre acceso a comida y agua. Los
animales se pesaron una hora antes de iniciar el ciclo de oscuridad (8:00
hrs.). El acceso de los sujetos a una dieta de fuentes separadas para
proteinas carbohidratos y grasas fue un factor determinante para conocer la
preferencia dietaria. Cada nutrimento se cambio de lugar de acuerdo a un
orden preestablecido para evitar “preferencia de lugar”. Una semana fue el
lapso de tiempo bajo estas condiciones.

Seleccién de los Sujetos Experimentales

En el periodo de adaptacion, se peso la ingesta de nutrientes; asi como a
los animales cada 24 hrs por 3 dias, para verificar que la ingesta de
alimento y crecimiento de animales fueran adecuados; asi como la
adaptacion a la dieta experimental. Los animales que consumieron menos
del 15% o mas del 50% del total de su dieta, fueron excluidos del estudio,
ya que esto no asegura la adaptacién de los animales a las condiciones
experimentales.

Cirugia

Después del periodo de ambientacion y seleccibn de los sujetos
experimentales, las ratas fueron anestesiadas con hidrato de cloral (1.5
mg/kg, i.p.) y fijadas a un aparato estereotéxico, con la finalidad de
implantar una canula (1.5 cm. de longitud) 2 mm por arriba del NPV del lado
derecho, las coordenadas fueron corregidas previamente por ensayo y error
en un grupo de ratas que no fueron consideradas para el andlisis de
resultados. Se consideraron las coordenadas sugeridas en el Atlas
estereotaxico de Paxinos y Watson (1986): Posterior a bregma -1.40; lateral
a la linea media 0.3 y de profundidad a partir de la dura madre -7.7. Con el
objetivo de fijar al craneo la canula, se colocd un tornillo y acrilico dental.

Finalmente se aplicaron 300,000 U/kg v.i.m. de penicilina benzatilica para la



prevenir infecciones. Posteriormente se permitieron cuatro dias de
recuperacion post- quirdrgica, antes de iniciar las observaciones.

Disefio Experimental

Grupos experimentales

Bajo el procedimiento experimental ya descrito, los animales fueron
asignados a los grupos siguientes: Grupo 1, Dosis 0.328 ug (n=8), grupo 2,
dosis 0.525 ug (n=8), grupo 3, dosis 2.1ug (n=8) y grupo 4, dosis 4.2 ug
(n=8); las dosis antes mencionadas corresponden al agonista 8-OH-DPAT.
Después de la inyeccion, las ratas fueron colocadas en cajas habitacion
con acceso libre a alimento y agua. Los animales fueron filmados a través
de una camara de circuito cerrado para bajas intensidades de luz, para
cuantificar el tiempo de duracién para cada categoria de la Secuencia de
Saciedad Conductual, todo se realiz6 desde un cuarto contiguo para no
interferir con la conducta de los sujetos experimentales. Se realizaron
registros de duracion continua por 60 min. el primer y el tercer dia de la
administracion, al finalizar, se pesaron los comederos (recolectando con
cuidado lo que cayo fuera).

Histologia y Preservacion de tejido

Los animales se sacrificaron, para la posterior remocion del cerebro en
hielo, la corteza frontal y el cerebelo se diseccionaron y se realizaron cortes
histolégicos de 500 um hasta llegar al NPV, el criterio para obtener este
tejido dependio de la posicidén en la que se encontrara la canula implantada;
ya que la correcta posicion de ésta en el NPV, aseguro la difusion del
farmaco. Esta muestra se congeld en nitrdgeno liquido para conservar el

tejido a -70° C mientras se hiciera la extraccion de RNA.

Extraccion de RNA

El tejido diseccionado fue utilizado para la extraccion de RNA, con el kit
comercial High Pure RNA Tissue kit (Roche, Penzberg), con el cual se
obtuvo RNA gendmico de alta pureza. Este kit incluye un buffer de lisis
(Lysis Binding Buffer) que permiti6 romper la membrana celular y el
contenido. El RNA fue aislado por medio de una union a fibras de vidrio

contenidas en los tubos filtros del kit. EI DNA residual fue digerido con



Dnasa 1, eliminando la posibilidad de falsos positivos; pues la secuencia de
DNA cuenta con similitud en los nucleotidos que conforman la estructura.
Por medio de lavados posteriores se eliminaron de sales, proteinas y otras
impurezas de la muestra. Al finalizar se midi6 la concentracion de RNA en
un espectrofotometro.

Trascripcion Reversa - Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR)
A partir del RNA puro, obtenido del tejido, se realizé la técnica de RT-PCR,
usando el procedimiento de Kulikov et al., (2005) con el kit Access RT-PCR
System, Promega (Wi, USA); el cual consiste en dos reacciones. Primero,
la trascripcidn reversa en la que se usa el RNA como molde para formar
cDNA, se desnaturalizé a 94 °C por 5 min durante 1 ciclo y un alineado a
41 °C por 15 min durante 1 ciclo. La segunda reaccion consiste en la copia
del cDNA a mayor escala a partir de la primera copia entre los reactivos;
cuenta con una solucion madre la cual contiene los primers, buffers Taq
polimeraza, encargada de aparear los nucledtidos complementarios al
segmento de cDNA. Una vez lista la solucion se afiade el RNA extraido y
se colocan las muestras en un termociclador (Perkin Elmer Gene Amp PCR
System 2400) para continuar con el PCR, a partir de las siguientes
condiciones 5 minutos a 94 °C durante 1 ciclo, 40s a 94 °C durante 1 ciclo,
40s a 64 °C para alinear, 40 s a 72 °C durante 20-32 ciclos, terminando con

4 minutos a 72 °C. (Anexo 2)

Primers

Se utilizo la secuencia para el receptor 5 HT1a (SIGMA, genosys, TX,USA)
Forward 5 -ccccccaagaagagcctgaa- 3°

Reverse 5 ggcagccagcagaggatgaa- 3°

Electroforesis

Las muestras se congelaron para realizar posteriormente la amplificacion
del segmento de 336pb que corresponde al receptor 5-HT14, mediante un
gel de agarosa al 2% (Sigma Genosys, TX, USA) Anexo 3, en solucion
amortiguadora Tris Borato EDTA (TBE), a una concentracién de 0.89 M:



0.89 M: 0.025 M respectivamente, ajustando su pH a 8.2 u 8.3. En caso de
ser necesario, la concentracion final fue de 0.5 X y se agregaron 5 ul de
bromuro de etidio. El gel liquido (50 °C) sobre el molde y se colocaron dos
peines con 20 carriles y el segundo, con 15 carriles para formar los pozos
donde las muestras fueron depositadas, dejando solidificar por 10 minutos
a temperatura ambiente y 10 min. mas en el refrigerador. Se monté dentro
una camara submarina ya solidificado, con amortiguados TBE 0.5X en
cantidad suficiente para cubrir el gel 5 mm sobre la superficie (Anexo 3).

A las muestras de cDNA y a los marcadores moleculares Promega (Wi,
USA), se les agregd colorante (Sigma, Tx, usa) al ponerlos dentro de los
pozos. La cdmara submarina se conect6 a la fuente de poder aplicando 45
voltios, la carga de corriente eléctrica se detuvo hasta que la marca del
colorante alcanzo un 75% del gel. Los geles se revelaron con una camara
de luz ultravioleta (Cole-Parmer, Ill, USA). El registro fotografico se realizé
con una camara Polaroid MP4, se utiliz6 un filtro anaranjado Wratten 23 Ay
un filtro Wratten 2 UV, y pelicula instantanea Polaroid 665. La exposicion
con apertura del lente a 4.5 f. fue de 30 seg.

Parametros conductuales

Para realizar el analisis de la SSC, los 60 minutos de registro continuo,
posteriores a la inyeccion del farmaco y el vehiculo, fueron divididos en 12
segmentos de 5 minutos cada uno (Figura 5), y se analizaron considerando
las siguientes categorias conductuales: beber, definida como el tiempo en
segundos que el animal dedica a tomar agua; alimentarse, definida como el
tiempo en segundos que dedican las ratas para alimentarse; descansar,
tiempo en segundos en el que las ratas permanecen inactivas, con la
cabeza sobre el piso y actividad, tiempo en segundos que dedican para
desplazarse, rascarse, levantarse sobre las patas traseras etc. dentro de la
caja-habitacion.



Tiempo (min)

Figura 5 Muestra de la secuencia de saciedad conductual cada periodo corresponde a 5

minutos del tiempo grabado post inyeccion.

Ademas de los parametros de la SSC, se calculo6 la cantidad de alimento
ingerido por las ratas para cada uno de los nutrimentos, ingesta de
proteinas, de carbohidratos, de grasas y el total ingerido, en gramos (g).
Anélisis de datos

El anadlisis estadistico para determinar diferencias entre los grupos, fue un
analisis de varianza de una entrada (ANOVA); comparando la ingestion (g)
de proteinas, carbohidratos y grasas de manera separada. Los datos estan
expresados en medias + desviacion estandar.

La tasa local de alimentacién (g/s) y el area bajo la curva de los parametros
de la secuencia de saciedad conductual (ingesta, descanso y actividad),
fueron analizadas por medio de un ANOVA de una entrada. Para las
comparaciones por pares se utilizé la prueba de Tukey.

Las concentraciones de RNA obtenidas mediante espectrofotometria en ug
se analizaron por medio de un ANOVA de una entrada.

Por altimo, los fragmentos de RNA amplificados por RT-PCR, se analizaron
en 3 geles de agarosa, al observar la presencia o ausencia del segmento
para el receptor 5-HT;4 con un peso molecular de 336 pb, comparandolos
con el marcador molecular de 1, 605 pb que cuenta con 2 marcas de 350

pby 222 pb, entre las que se evalué la presencia del receptor 5-HTa.



RESULTADOS
El siguiente apartado muestra los resultados obtenidos de la ingesta de
alimento (g) de los grupos control, la concentracion de RNA extraido, la
secuencia de saciedad conductual, el area bajo la curva de la ingesta, la
Tasa local de alimentacion y la electroforesis realizada al cDNA del

receptor.

Ingesta Grupos Control y Experimentales

El andlisis de los datos sobre la ingesta de alimento (proteinas,
carbohidratos y grasas) de los grupos controles, no mostré efectos
estadisticamente significativos. Lo anterior permitio el uso del grupo control
con vehiculo (Vh) para nuestro siguiente andlisis de la ingesta vs los grupos
experimentales. En este analisis no se observan diferencias significativas

(Figuras 6y 7).
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Figura 6 Efecto de la inyeccion de Vh y las diferentes [ ] de 8-OH-DPAT [G1 (0.328 nug), G2
(0.525 pg), G3 (2.1 ug), G4 (4.2 ng)] en la ingesta de carbohidratos, proteinas y grasas, en
el primer dia de tratamiento. Datos expresados en Medias + ESM.
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Figura 7 Efecto de la inyeccion de Vh y las diferentes [ ] de 8-OH-DPAT [G1 (0.328 nug), G2
(0.525 pg), G3 (2.1 ug), G4 (4.2 ug)] en la ingesta de carbohidratos, proteinas y grasas, en
el tercer dia de tratamiento. Datos expresados en Medias + ESM.

Secuencia de Saciedad Conductual (SSC)

Los resultados que se presentan a continuacion son descritos para la SSC,
el primer dia de tratamiento.

El analisis de la figura 8 (grupo control con vehiculo), presenta el desarrollo
de manera ordenada de los eventos que integran este patrén conductual,
dado que el tiempo dedicado a comer fue prioritario, seguido por la
conducta de actividad, desarrollando posteriormente el aumento paulatino
de la conducta de descanso. La transicion entre la conducta de alimentarse
y la conducta de descansar (linea vertical) fue observada a los 40 minutos

de la inyeccion del Vh (Figura 8).
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Figura 8 Efecto de la inyeccion intrahipotalamica de vehiculo (Vh) sobre la SSC en el dia 1.
Los datos son expresados en Medias + ESM. La linea vertical indica el momento donde
ocurre la transicion entre las conductas de alimentarse y descansar.

En el grupo experimental G1 (0.328 ug) presento la interrupcion de la SSC

entre el periodo 8-9, observandose un ligero retraso al compararlo con el



grupo control (Figura 9), predomino en este caso la actividad de los sujetos

desplazando a la ingesta y el descanso.
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Figura 9 Efecto de la inyeccion intrahipotaldmica del 8-OH-DPAT G1 (0.328ug) sobre la
SSC en el dia 1. Los datos son expresados en Medias + ESM. La linea vertical indica el
momento donde ocurre la transicion entre las conductas de alimentarse y descansar.

Para el grupo experimental G2 (0.525 pg), la interrupcion de la SSC, se
presentd a los 30 minutos después de la inyeccion del agonista, mostrando
una aparicion temprana en contraste con el grupo control con vehiculo
(Figura 10).
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Figura 10 Efecto de la inyeccion intrahipotaldmica del 8-OH-DPAT G2 (0.525ug) sobre la
SSC en el dia 1. Los datos son expresados en Medias + ESM. La linea vertical indica el
momento donde ocurre la transicion entre las conductas de alimentarse y descansar.

La aparicion de la interrupcion de la SSC, en el caso del grupo experimental
G3 (2.1ug), se expreso a los 35 minutos de administrado el farmaco (Figura
11). Observandose un adelanto en su aparicion al ser contrastada con la

que presento el grupo control.
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Figura 11 Efecto de la inyeccion intrahipotalamica del 8-OH-DPAT G3 (2.1ug) sobre la
SSC en el dia 1. Los datos son expresados en Medias + ESM. La linea vertical indica el
momento donde ocurre la transicién entre las conductas de alimentarse y descansar.

La dosis de 4.2 ug de 8-OH-DPAT perteneciente al grupo experimental 4
(Figura 12), presento la misma interrupcién de los eventos estereotipados
de la SSC en el minuto 55; mostrando una demora en su aparicioén, en
comparacion con el grupo control. Cabe destacar en esta dosis que la
interrupcion se debidé principalmente al aumento de las conductas

agrupadas en actividad.
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Figura 12 Efecto de la inyeccion intrahipotalamica del 8-OH-DPAT G4 (4.2 ug) sobre la
SSC en el dia 1. Los datos son expresados en Medias + ESM. La linea vertical indica el
momento donde ocurre la transicion entre las conductas de alimentarse y descansar.

El tercer dia se realiz6 la misma evaluacion conductual de los eventos
estereotipados para la secuencia de saciedad conductual. El grupo control
presento una vez mas, el desarrollo de las actividades de forma normal
acorde con los parametros preestablecidos alcanzando la saciedad, 30
minutos después de la inyeccién del agonista (Figura 13).



Grupo Control (Vh)

- |ngesta
beber

Descanso
actividad

\/‘\._:\ —a—a

v
0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tiempo

Duracién (s)
B R NN
o U o u’m
2 222

6]
o
A

o
L

Figura 13 Efecto de la inyeccion intrahipotalamica de vehiculo (Vh) sobre la SSC en el dia
3. Los datos son expresados en Medias + ESM. La linea vertical indica el momento donde
ocurre la transicién entre las conductas de alimentarse y descansar.

En el tercer dia, el grupo G1 (0.328 ug), la SSC se presento entre el minuto
35 y 40 (Figura 14). Observandose, también una ligera demora en
comparacion con el grupo control. Sin embargo, debe sefialarse que al
igual que el primer dia de experimentacion, se observé la interrupcién de la

SSC por el aumento de la conducta de actividad.
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Figura 14 Efecto de la inyeccion intrahipotaldmica del 8-OH-DPAT G1 (0.328ug) sobre la
SSC en el dia 3. Los datos son expresados en Medias + ESM. La linea vertical indica el
momento donde ocurre la transicion entre las conductas de alimentarse y descansar.

El efecto de la dosis 0.525 ug G2 (Figura 15), sobre la SSC fue similar a la
del grupo control. Sin embargo, también se observé que tanto en el dia 1

como en el 3, el desarrollo natural de la SSC fue interrumpido

principalmente por el aumento de la conducta de actividad.
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Figura 15 Efecto de la inyeccion intrahipotalamica del 8-OH-DPAT G2 (0.525ug) sobre la
SSC en el dia 3. Los datos son expresados en Medias + ESM. La linea vertical indica el
momento donde ocurre la transicién entre las conductas de alimentarse y descansar.

La SSC observada con el G3 (2.1 ug), muestra que el efecto del agonista,
produce interrupcion de la secuencia entre los minutos 35 y 40, por medio
del incremento en la conducta de actividad, similar a lo ocurrido en el primer
dia con esta misma dosis. También debe sefalarse que para ambos dias (1
y 3), el desarrollo natural de la SSC no se llevo acabo por el aumento de la
conducta de actividad (Figura 16).
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Figura 16 Efecto de la inyeccién intrahipotalamica del 8-OH-DPAT G3 (2.1ug) sobre la
SSC en el dia 3. Los datos son expresados en Medias + ESM. La linea vertical indica el
momento donde ocurre la transicion entre las conductas de alimentarse y descansar.

La SSC para el G4 (4.2 ug, Figura 17), present6 la interrupcion de los
eventos estereotipados, entre los minutos 50 y 55. Observandose una
demora en su expresion, al comprarla con el grupo control. La transicion
entre la ingesta y la conducta de descansar se altero por el gran incremento

de las conductas de actividad.
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Figura 17 Efecto de la inyeccion intrahipotalamica del 8-OH-DPAT G4 (4.2 ug) sobre la
SSC en el dia 3. Los datos son expresados en Medias + ESM. La linea vertical indica el
momento donde ocurre la transicién entre las conductas de alimentarse y descansar.

Area Bajo la Curva (ABC)

Ingesta

El andlisis del area bajo la curva sobre la ingesta de alimento, determinado
a partir de la secuencia de saciedad (tiempo [seg.] dedicado comer), mostro
diferencias significativas entre el grupo control con vehiculo y los grupos
experimentales [F 4, 35= 54.1 p< 0.0001]. En la comparacion por pares, se
observé que los grupos experimentales G1, G2, G3, G4 cuentan con una
disminucidon significativa en el tiempo dedicado a la ingesta, en
comparacion con el grupo control. Los grupos G2 y G3, muestran una
disminucién marcada en comparacion a los grupos G3 y G4. El grupo
experimental G2 muestra una marcada disminucion del tiempo invertido en

esta actividad (Figura 18).
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Figura 18 Efecto de la inyeccion intrahipotalamica del 8-OH-DPAT [G1 (0.328 png), G2
(0.525 pug), G3 (2.1 pg), G4 (4.2 ug)] sobre la inversién de tiempo de ingesta en el dia 1.
Los datos son expresados en Medias + ESM. La significancia de las diferencias entre
grupos fue determinada por la prueba post hoc de Tukey. *** p< 0.0001, **p<0.001, *
p<0.05.

En el tercer dia se observaron también diferencias significativas entre los

grupos [F (4, 35)= 96.92 p< 0.0001], en la comparacion por pares se
observéd una disminucion significativa del tiempo dedicado a la ingesta por
parte de los grupos G1, G2 y G3; mientras que el G4 mostré un aumento en
el tiempo dedicado a esta actividad, comparado con el grupo control (Figura
19).
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Figura 19 Efecto de la inyeccion intrahipotalamica del 8-OH-DPAT [G1 (0.328 png), G2
(0.525 ug), G3 (2.1 pg), G4 (4.2 ug)] sobre la inversién de tiempo de ingesta en el dia 3.
Los datos son expresados en Medias + ESM. La significancia de las diferencias entre
grupos fue determinada por la prueba post hoc de Tukey. ***p< 0.0001, **p<0.001,
*p<0.05.

Descanso



En el analisis del area bajo la curva para el descanso (tiempo [seg.]
dedicado a descansar), se observaron significativas entre los grupos [F (,
35= 254.1 p< 0.0001]. La comparacion por pares determiné diferencias
significativas del grupo control vs los grupos G1 y G3, mientras que el G4
muestra una disminucién considerable en el tiempo para descanso, el

primer dia de tratamiento (Figura 20).

DESCANSO DIA 1

2000 = * % I NS I * % I * *

1800 =
1600 =
1400 =
1200 =
1000 =
800 =
600 =
400 =
200 =

0 -

AeaBjolaGna

Vh G1 G2 G3 G4

8-OH-DPAT (ng)

Figura 20 Efecto de la inyeccién intrahipotalamica del 8-OH-DPAT [G1 (0.328 pg), G2
(0.525 pg), G3 (2.1 ug), G4 (4.2 pg)] sobre la inversion de tiempo de descanso en el dia 1.
Los datos son expresados en Medias + ESM. La significancia de las diferencias entre
grupos fue determinada por la prueba post hoc de Tukey. ** p<0.001, *p<0.05.

En el tercer dia también se observaron diferencias entre los grupos [F (4,
35)= 33.05 p< 0.0001], Los grupos experimentales, al ser comparados con
el control, presentaron un aumento en el tiempo dedicado al descanso, la
excepcion fue el G4 que disminuyé de forma significativa, el tiempo

invertido en la actividad antes mencionada (Figura 21).
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Figura 21 Efecto de la inyeccién intrahipotaldmica del 8-OH-DPAT [G1 (0.328 ug), G2
(0.525 pg), G3 (2.1 ng), G4 (4.2 pg)] sobre la inversion de tiempo de descanso en el dia 3.
Los datos son expresados en Medias + ESM. La significancia de las diferencias entre
grupos fue determinada por la prueba post hoc de Tukey. ***p< 0.0001, **p<0.001, *
p<0.05.

Actividad

Por otro lado, en la conducta de actividad del primer dia se observaron
diferencias significativas entre los grupos [F (4, 35)= 171.2 p< 0.0001]. La
comparacion entre el grupo control y los grupos experimentales determino
que con el G1, G3 y G4 aumenta el tiempo de la conducta de actividad
(Figura 22).
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Figura 22 Efecto de la inyeccién intrahipotaldmica del 8-OH-DPAT [G1 (0.328 ug), G2
(0.525 png), G3 (2.1 ug), G4 (4.2 ug)] sobre la inversion de tiempo de actividad en el dia 1.
Los datos son expresados en Medias + ESM. La significancia de las diferencias entre
grupos fue determinada por la prueba post hoc de Tukey. ***p< 0.0001, **p<0.001, *
p<0.05.



En el tercer dia, también se observaron diferencias significativas entre los
grupos [F (4, 35)= 53.64 p< 0.0001], En la comparaciéon por pares, la
diferencia fue entre el grupo control vs los grupos experimentales; los
cuales mostraron un aumento en el tiempo dedicado a la conducta de
actividad (Figura 23).

ACTIVIDAD

* k * I * k * I * % % I * k%

* k% ! * k%
2000
1800 | NS
1600
1400
1200
g 1000

Control Gl G2 G3 G4

8-OH-DPAT (png)

Figura 23 Efecto de la inyeccién intrahipotalamica del 8-OH-DPAT [G1 (0.328 pg), G2
(0.525 ng), G3 (2.1 ug), G4 (4.2 ug)] sobre la inversion de tiempo de actividad en el dia 3.
Los datos son expresados en Medias + ESM. La significancia de las diferencias entre
grupos fue determinada por la prueba post hoc de Tukey. ***p< 0.0001, **p<0.001, *
p<0.05.

Tasa local de alimentacion

El andlisis sobre la cantidad de alimento consumido por unidad de tiempo
(g/s) del primer dia, a los 60 min, no reveld diferencias significativas entre
los grupos. Sin embargo si se observa que el G2 (0.525) tiende a
desarrollar un incremento en el tiempo en el cual consume la misma

cantidad de alimento que el grupo control (Figura 24).
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Figura 24 Efecto de la inyeccién intrahipotaldmica del 8-OH-DPAT [G1 (0.328 ug), G2
(0.525 ng), G3 (2.1 pg), G4 (4.2 ng)] sobre la tasa local de alimentacion a los 60 min en el
dia 1. Los datos son expresados en Medias + ESM.

El tercer dia de tratamiento, el grupo G2 mostré diferencias significativas, al
ser comparado con el grupo control, incrementando la tasa local de
alimentacion. EI G3 por otra parte muestra una diferencia marginal al

mismo incremento. (Figura 25)
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Figura 25 Efecto de la inyeccién intrahipotalamica del 8-OH-DPAT [G1 (0.328 pg), G2
(0.525 ng), G3 (2.1 pg), G4 (4.2 ug)] sobre la tasa local de alimentacion a los 60 min en el
dia 3. Los datos son expresados en Medias + ESM. La significancia de las diferencias
entre grupos fue determinada por la prueba post hoc de Dunnett * p< 0.048, = p=0.051.

Extraccion de RNA
Las concentraciones de RNA extraido del tejido del NPV se analizaron por

medio de un ANOVA de una entrada y reveldé que no existen diferencias



significativas entre los grupos (Figura 26). Mostrando con este analisis, que

las concentraciones extraidas fueron equivalentes
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Figura 26 Concentracion de RNA del nicleo paraventricular hipotalamico. Los datos son
expresados en Medias + ESM.

Electroforésis

Las electroforésis realizadas de las muestras sometidas a RT-PCR,
no presentaron cDNA correspondiente a los pares de bases del
receptor, excepto una cantidad apenas perceptible en algunos sujetos
del Grupo Control (Sujetos 5, 6y 7) y del G1 (0.328ug) (Sujetos 1, 2, 4y

5). La fotografia de los geles se muestra a continuacion.

Electroféresis
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Figura 27 Gel de agarosa al 2% con las muestras de los grupos control y G1 (0.328ug)
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Figura 28 Gel de agarosa al 2% con las muestras de los G1 (0.328ug) muestras 7
y 8, G2 (0.525ug) y G3 (2.1nuQ).
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Figura 29 Gel de agarosa al 2% con las muestras del grupo G4 (4.2 ug)

DISCUSION



El presente trabajo tuvo como objetivo principal, determinar como el
agonista selectivo del receptor 5-HT1a, el 8-OH-DPAT, afecta la conducta
alimentaria y la expresion del mRNA del receptor en el NPV, mediante la
administracion intracerebral del agonista, evaluando la ingesta expresada
en gramos de alimento consumido (proteinas, carbohidratos y grasas), la
Secuencia de Saciedad Conductual y la presencia de cDNA del receptor
mediante electroforesis.

Ingesta

Conociendo la influencia del NPV en la actividad serotoninérgica y en la
conducta alimentaria, sefialada por investigadores como Blundell (1992),
investigaciones como estas cuentan con un precedente para determinar las
rutas que este neurotransmisor usa para comunicarse, mediante los
diferentes receptores a su disposicion, entre los cuales se ha descrito la
influencia en la alimentacion de los receptores 5-HTa.

La experimentacion con diversos agonistas, ha determinado que la mayoria
produce un decremento en la ingesta de comida, como lo sefala Blundell
(1984), como ejemplo de ello también estan las investigaciones de Dourish
et al., (1985,1986a, b), donde se describe el uso del agonista para este
receptor.

El 8-OH-DPAT usando diferentes dosis via periférica; se estimula mediante
dosis bajas a los receptores presinapticos (autoreceptores), inhibiéndolos
de esta forma disminuye el metabolismo serotoninérgico, incrementando a
su vez la ingesta.

Por otro lado, las dosis altas cuentan con efectos a nivel postsinaptico,
evidente al presentar el sindrome serotoninérgico, caracterizado por la
hiperlocomocion lo que genera una competencia con otras conductas
principalmente en la alimentacion; ya que los sujetos interrumpen la
alimentacion y muestran periodos cortos de alimentacion como se muestra
en esta investigacion.

Por su parte Hutson et al., (1988) reportan que el 8-OH-DPAT causa
hiperfagia por una accion de los receptores 5-HTi1a localizados en los
cuerpos celulares en la region del rafé.

Los resultados de Fletcher y Coscina (1993) sugieren que la liberacion de

5-HT dentro del NPV puede suprimir la alimentacién, aunque no indican



cuales son los mecanismos que interfieren para que se interrumpa; lo cual
concuerda con los resultados antes sefalados.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion no mostraron que el
consumo de nutrimentos se viera afectado por el farmaco, descartando los
efectos que se mencionan en algunos articulos como es la hipofagia o la
hiperfagia. Cabe mencionar que se observa una tendencia a disminuir la
ingesta en el G2 (0.525ug), por lo que se hace importante resaltar uno de
los puntos clave en algunas investigaciones como las realizadas por
Dourish et al., (1985), puesto que el uso de una linea base de consumo
alta; permite ver la diferencia en el consumo de los animales y por tanto
determinar el efecto hiperfagico mencionado. Los experimentos muestran
que el 8-OH-DPAT puede incrementar o disminuir la ingesta en ratas
dependiendo del nivel de la linea base de ingesta.

Secuencia de Saciedad Conductual (SSC)

Otras investigaciones como la de Bendotti y Samanin (1987), al igual que
Voight et al., (2000), confirman el efecto postsinaptico en ratas
hambrientas, a las que se les aplico el agonista, resultando en un fuerte
sindrome serotoninérgico, que posiblemente interfirid con la conducta
alimentaria presentandose principalmente actividad locomotora excesiva.
En el caso de este estudio, esto se ve reflejado en el tiempo que los
animales invirtieron en otras actividades desplazando a la de alimentarse y
descansar.

El sindrome serotoninérgico (SS) es una condicidén asociada con el uso de
medicamentos agonistas de la serotonina. Se presenta por una excesiva
estimulaciéon de los receptores centrales y periféricos de serotonina,
produciendo cambios en el sistema neuromuscular.

Los receptores 5-HT14 son de los mas importantes en la fisiopatologia del
SS, como lo menciona Cervo y Samanin (1995), su localizacion
principalmente a nivel presinaptico, desde donde regula la liberacion de
serotonina mediante su accion; en la cual incluye a los auotreceptores y a
nivel postsinaptico, ejercen una funcioén inhibitoria. Este SS es el resultado
de la estimulacion excesiva de los receptores postsinapticos 5-HTia. Las
graficas de la secuencia de saciedad conductual, demuestran que la

activacion de los receptores produce un incremento en la actividad, sobre



todo destaca la dosis mayor 4.2 ug, ya que en presencia de ésta, el tiempo
se alarga desplazando a la saciedad, permitiendo la estimulacion no solo
en la presinapsis, también en la postsinapsis.

La importancia en la estimulacion de los autoreceptores presinapticos
radica en la concentracion de 5-HT que se encuentra disponible para los
receptores postsinapticos; debido a que la estimulacion del receptor,
mediante el agonista, disminuye la sintesis y la liberacion del
neurotransmisor.

Entre los trastornos musculares mencionados por Mufioz y Vargas (2004)
se encuentra la mioclonus con un 58%, la hiperflexia con un 52% vy la
rigidez muscular en los miembros inferiores.

Las secuencias de saciedad conductual muestran un efecto claro del
agonista en todos los grupos experimentales, ya que se alteran con
respecto al grupo control, siendo el extremo el G4 (4.2 ug), retardando
expresion de la saciedad, sin embargo se presenta una interrupcion que no
puede ser considerada por la hiperactividad presente.

Mediante el é&rea bajo la curva se determind6 que las diferencias
significativas entre los grupos control y experimental, con respecto a la
actividad, fueron significativas; demostrando el incremento observado en la
SSC, la alimentaciéon al igual que el descanso, obtuvieron también
diferencias significativas que demuestran como se vio afectado el desarrollo
de la conducta. En el caso del grupo experimental, con la concentracion
mas alta, se demostrd que tuvo una mayor actividad con respecto al grupo
con menor concentracion de agonista aplicado.

Area Bajo la Curva y Tasa local de alimentacion

La interaccion con la que cuenta la ingesta, la conducta de actividad y el
descanso, permiten determinar la influencia de estos dos Ultimos
parametros en la cantidad de alimento consumido, ya que estas dos
actividades desplazan de forma determinante el tiempo que invierten los
sujetos en la ingesta. Los resultados permitieron determinar, mediante la
taza local de alimentacion, que todos los grupos al tercer dia de tratamiento
disminuian el tiempo dedicado a esta actividad, pero la cantidad de
alimento era la misma que la del grupo control. La ingesta de los sujetos fue

igual en todos los casos (control con vehiculo y experimentales), no asi el



tiempo que invirtieron en esta actividad; lo cual indica, que al aplicar las
diferentes dosis del agonista, los animales consumieron la misma cantidad
de alimento en menor tiempo.

Extraccion de RNA y Electroforésis

La presencia del receptor 5-HT;4 fue confirmado por Colin, et al., (2002)
mediante inmunoreactividad en el soma de algunas células en el NPV,
ocasionalmente en algunas dendritas, pero nunca fue visto en fibras o en
terminales nerviosas.

Las investigaciones moleculares del mRNA realizadas por Alberts, et al.,
(1990) han permitido localizarlo en diversa estructuras del cerebro,
determinando 4 especies de mRNA (3.9, 3.6, 3.3 y 2.0 kb). En el sistema
limbico, el mMRNA mas abundante fue el de 2.0 kb; dentro de este
experimento se consideraron estructuras como el septum, el tdlamo, la
amigdala, el bulbo olfatorio y el hipotalamo.

Esto ha permitido que se realicen diferentes busquedas de mRNA en otras
estructuras, usando diferentes primers; tal es el caso de Shi, et al., (2003),
Ulimer, et al., (1995) y Li, et al., (2000).

La amplia gama de segmentos usados permiti0 tomar una decision
restringida para el primer a utilizar; la cual se bas6é en investigaciones,
donde se ha utilizado en otras estructuras, cercanas al NPV como el cortex
frontal y el hipocampo (Charest, et al., 1993; Kulikov, et al., 2005).

Se comprobd por medio de espectrofotometria, la extraccion de cantidades
consistentes de RNA entre los grupos (control y experimentales).
Mostrando en el caso de los controles, que el agonista no interfiere con la
cantidad de RNA total, descartando la falla de este primer paso, al no
demostrar contaminacion o degradaciéon de RNA como un factor para no
presentar una amplificacion por medio del RT-PCR, en el cual no se
amplifico el segmento del receptor, como se muestra en las electroforesis
realizadas de las muestras. Si bien en algunos casos se puede observar
una ligera banda, esta no es determinante para asegurar la presencia del
receptor.

Por otra parte, la evidencia encontrada por Rasan et al. (1997); en la cual
se caracterizo el efecto del 8-OH-DPAT en la expresion del receptor, reveld

que algunas dosis que estimulaban al receptor in vivo y producian SS,



estimulando receptores postsinapticos, permitian incrementaba mRNA del
receptor en el nucleo del rafe dorsal por 30 min.; después de ser inyectado
el agonista y al pasar este tiempo, provocar que el mMRNA regresara a los
niveles control. En el nucleo medial del rafe el efecto opuesto se observg, a
los 30 minutos después de la inyeccion, el mRNA del receptor disminuia.
Este decremento era seguido por un aumento en las siguientes 8 hrs.,
indicando una regulacion bifasica. Estas diferencias en la regulacion del
MRNA también fue resultado de la actividad de regulacién de las neuronas;
ya que los cambios en el mMRNA son resultado de la funcion que
desempernia el receptor

Los resultados obtenidos de la presente investigacion descartan la
presencia de mRNA del receptor en las muestras obtenidas del NPV, pese
a contar con investigaciones como la de Colin et al., (2002), donde se
reporta la presencia del receptor y la concentracion mayor del receptor es
presinaptico (somas en el area del rafe); por lo que en la postsinapsis, ésta
debe ser menor, siendo un factor para encontrar una menor sintesis de
MRNA.

Otro punto a resaltar son las condiciones para la amplificacion; ya que el
estudio de Kulikov, et al., (2005) muestra una variedad de ciclos, a partir de
los cuales apreciaron la expresion del receptor en dos areas distintas (el
cortex frontal y el hipocampo), siendo diferentes las condiciones para
expresar los receptores 5-HT;5 en estas zonas. La posibilidad de que
también el NPV cuente con condiciones muy especificas de amplificacion
es muy alta; por lo que se sugiere en posteriores estudios, incrementar el
namero de ciclos.

Aunque la afinidad es menor, la estimulacion de este agonista puede estar
influyendo no sélo receptores serotoninérgicos del tipo 1A, también a
receptores 5-HT; y receptores a- adrenérgicos, que se encuentran
involucrados en la alimentacion; aunque aun no se sabe los efectos

especificos, ni el potencial del efecto en conjunto.

De forma adicional, pero importante, este agonista cuenta con afinidad a
receptores adrenérgicos al y a2, asi como a receptores dopaminérgicos
D2; cuya afinidad es inferior a la de los receptores serotoninérgicos, pero



qgue cuenta con una presencia de 36% en el rafe y un 5% en el hipocampo
(Assié y Koek, 2000).



CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo han permitido conocer mas acerca del
papel del receptor 5-HT1a en la conducta alimentaria. Ademas permite
destacar las posibles vias de accion del receptor, para generar nuevas
investigaciones y contribuir a una evolucién en los tratamientos de los

trastornos de la alimentacion.

*El agonista 8-OH-DPAT no mostré los efectos marcados, mencionados en
otras investigaciones; como son la hipofagia o hiperfagia, puesto que se
presentd un consumo similar en todos los grupos. La tendencia a la
disminucién en el consumo de carbohidratos, se muestra como una

influencia parcial.

*La secuencia de saciedad conductual confirma el incremento en la
conducta de actividad, provocada por el agonista y la disminucion en el

tiempo de ingesta.

*La taza local de alimentacion revel6 que la ingesta era la misma en los
sujetos tratados, pero el tiempo de consumo era menor, ademas el tiempo
invertido en esta actividad; asi como en el descanso fue menor en

comparacion con los grupos tratados con las dosis mayores.

*El RNA total extraido, no se vio afectado por los tratamientos al comprobar

gue las concentraciones eran similares en todos los grupos.

*Los resultados indicaron que la secuencia de nuestro interés no se
encontraba presente, bajo las condiciones en las que se hizo el RT-PCR en
la zona amplificada, lo que permite sugerir el uso de otra secuencia mas
amplia y variar los ciclos usados generando un nuevo parametro de

expresion para esta area.



*Otro factor a considerar, en futuras investigaciones, es el tiempo para
llevar a cabo la extraccion de las muestras; sugiriendo diferentes tiempos

para tener mayor control en la actividad de sintesis de mRNA.



PERSPECTIVAS

En la actualidad los trastornos de la conducta alimentaria (TCA) cuentan
con apoyo farmacoldgico para el tratamiento y recuperacion, sobre todo del
peso, mediante herramientas desarrolladas a partir del conocimiento de los
neurotransmisores.

Durante las Ultimas décadas se han utlizado neurolépticos,
benzodiacepinas, antidepresivos y antagonistas serotoninérgicos como un
mecanismo secundario para la recuperacion de anorexia y bulimia. En
algunos casos, la unién de varios inhibidores de la recaptura de serotonina
(fluoxetina) y agonistas serotoninérgicos, han sido usados en conjunto
(Kaye, et al., 1998).

El lapso en el cual estos tratamientos se mantienen es dudoso; ya que no
actla como antidepresivo, aumentan la ingesta y suprimen los sintomas de
la BN.

Los estudios de tomografia en humanos, han detectado actividades
anormales de los receptores 5-HTia Yy 5-HT2a en pacientes con estos

trastornos (Kaye, et al., a, b, 2005), por ello la finalidad del presente trabajo.

No obstante lo anterior, los datos encontrados, nos llevan a plantear
diversos caminos a seguir para las investigaciones relacionadas con la

conducta alimentaria y su regulacion a través de los neurotransmisores.

Por ello se proponen

1- Determinar la participacion en conjunto del receptor 5-HT1a Yy otros
subtipos de receptores 5-HT en la conducta alimentaria.

2- Determinar la interaccion del sistema serotoninérgico con otros
neurotransmisores que cuenten con efectos en la conducta
alimentaria.

3- Evaluar los cambios moleculares que puedan presentar las células al
aplicarse diferentes farmacos, asi como las manifestaciones
conductuales.

4- A partir de estos estudios, proponer modelos de tratamiento para los

TCA gue cuenten con menores riesgos en la salud del paciente.



5- Proponer estrategias de farmacogénia que permitan adaptar a largo
plazo los farmacos usados, disminuyendo el riesgo de efectos

secundarios.



Anexo 1
Extraccion de RNA

La extraccion se realizo a partir del High Pure RNA Tissue kit (Roche,

Penzberg, Germany)

1.

Se homogeneizo el tejido obtenido previamente ademas de romper las
células por medio de sonicador.

A un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml libre de nucleasas con la
cantidad de tejido pulverizado y lisado se afiadio 400 ul de Lisis/Binding
Buffer.

Centrifugar el lisado por 2 min. A maxima velocidad en una
microcentrifuga y utilizar solo el sobrenadante recolectando para los
pasos siguientes (algunas veces pequefias cantidades de material
insoluble pueden estar presentes haciendo este pellet invisible).

Se afadieron 200 ul (0.5 volumenes) de etanol absoluto al
sobrenadante del lisado y mezclar bien (Si algo del lisado se perdié
durante la homogenizacion, se redujo el volumen de etanol de acuerdo
a la cantidad).

Combinar el filtro High Pure con el tubo de coleccion y se pipeteo toda
la muestra en el contenedor superior (volumen maximo 700 pl)
Centrifugar por 30s a méaxima velocidad (13 000 x g) en una
microcentrifuga estandar de mesa.

Se desecho el liquido filtrado y re-ensamblo el tubo filtro y el tubo
colector usados.

Para cada aislado se pipeteo 90 ul de DNAasa Incubation Buffer en
tubos El kit contiene solventes que 1) degradan la pared celular, 2) se
genera la precipitacién de organelos, 3) se precipitan las proteinas de
baja densidad, 4) se libera el DNA y 5) Se condensa el DNA ya que al

liberarlo se encuentra laxo.



Anexo 2
Trascripcion Reversa de la Polimerasa (RT-PCR)

La RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction; Transcripcion
Reversa - Reaccion en Cadena de la Polimerasa), permite la amplificacion de
una cantidad pequefia de moléculas blanco de RNA (tanto mMRNA como RNA
total) con gran especificidad, mediante la trascripcion reversa del RNA a
cDNA, que es posteriormente amplificado. De esta forma, se puede medir la
expresion génica (O’Connell, 2002). La RT-PCR es mas sensible que otras
técnicas y requiere menos RNA. Hay dos partes diferenciadas en cualquier
RT-PCR: (Dieffenbach y Dveksler, 2003).

1- Trascripcion reversa: la RT genera una cadena de DNA simple,
complementaria a los RNAs presentes en la muestra.

2- PCR: el uso de iniciadores especificos que amplifican por PCR un
fragmento a partir del DNA de cadena simple anterior.

En el campo de la neurociencias esta es una técnica que sirve de apoyo para
la deteccion de mRNA de los receptores.

Para el receptor 5-HT;4 su uso ha permitido verificar la presencia de este
MRNA en el regién limbica del cerebro en neuronas, piramidales del cortex e
hipocampo y a su vez asociar la interaccion con la que cuenta este receptor
con diferentes conductas entre ellas se incluye la conducta alimentaria e
intenta descubrir los mecanismos por lo que la presencia de esta molécula

fluctia (Palchaudhuri y Flugge, 2005).
Primers

La eleccibn de los primers ha de ser cuidadosamente sopesada.
Habitualmente, los primers utilizados en RT-PCR estan a ambos lados de un

intron; es decir, en diferentes exones, de forma que se pueda diferenciar



facilmente entre productos procedentes de mRNA y productos procedentes de
DNA gendmico contaminante. De esta forma, los productos originarios de un
proceso de RT-PCR, a partir de mRNA, serdn menores que los productos
obtenidos a partir de PCR de DNA genomico contaminante. Este principio no

es aplicable a organismos procariotas.

La seleccion del primer depende del tamafio del RNA molde. En la mayoria de
los casos, se utilizan primers especificos de secuencia. Para analisis de
MRNAS, pueden utilizarse primers oligo (dT), que se unen a las colas de

poli(A) presentes en los mMRNAs eucariéticos (Dieffenbach y Dveksler, 2003).

La concentracion de los primers suele estar alrededor de 50 pmol / 50 ul
volumen final reaccion, aunque esta concentracion puede variar y debe ser

optimizada.

En diversos estudios se han utilizado diferentes primers para el receptor 5-
HT.an esto debido a la variabilidad que algunos autores le atribuyen a la
existencia de en algunos casos dos tipos divididos en alta y baja afinidad (Abe
et al., 1999) y hasta cuatro tipos mRNA (Alberts et al., 1990).



RT-PCR
El RNA se amplifico mediante el kit Access RT-PCR System (Promega,
Madison, WI, USA)
Reacciones de Ensamble
1- Combine los reactivos en un tubo de reaccion con paredes delgadas de
0.5ml en hielo.
Reactivos Volumen [] Final
Agua libre de nucleasas (para Xul

un volumen final de 50 )

AMV/Tfl 5X Buffer de Reaccion 10pl
dNTP Mix (10Mm cada dNTP) 1pl
Forward Primer 50pmol
Reward Primer 50pmol
25 Mm MgS0O4 2ul

2-Mezclar pipeteando. Agregar los componentes restantes.
AMV Reverse Transcriptasa
(5u/ I)Tfl DNA Polimeraza(5u/l)

1yl
1yl



2- Agitar con un gentil vortex. Iniciar la reaccion agregando:
RNA Templado Yl

Anexo 3
ELECTROFORESIS
Buffer TBE 10X para electroforesis (Tris borato EDTA)

Tris base 53.99/500 ml
Ac. Borico 27.59/500 ml
EDTA 4.659/500 ml

Para tener una concentracion de 0.5X se disuelven 50 ml de Buffer TBE

10X en 950 ml de agua desionizada.

Gel de Agarosa Sigma (Biologia Molecular) al 1.5%

Pesar 1.5g de agarosa Sigma (TX, USA) y se disuelven en un frasco con
capacidad de 250 ml que contenga 100ml de agua desionizada. Esta
mezcla se calienta hasta que se haya disuelto por completo, se verifica por
lo tanto que no existan grumos, ni turbiedad, ademas de evitar que se
queme.

Al alcanzar estas condiciones se deja a temperatura ambiente evitando la
gelificacion hasta alcanzar aproximadamente 50 C para agregar 5 | DE
Bromuro de etidio (5 1/100ml de soluciéon de TBE 0.5X) permitiendo asi ser

revelado el gel en la cAmara de rayos UV.

Marcadores y muestras de RNA (Para amplificados)
Marcador 1, 605pb



1 ml de marcador

1 ml de colorante (mezclado con el marcador)

4 ml de agua desionizada

En un tubo ependorf de 1.5 ml se colocan el marcador, el colorante y el
agua agitando vigorosamente con ayuda del vortex, durante 20 seg., para

centrifugar por ultimo durante 10 seg. a maxima velocidad (short spin).

Muestras de RNA

Las muestras usadas para la electroforesis, se dejan a temperatura
ambiente por 10 min. y son centrifugadas durante 10 segundos a maxima
velocidad (short spin).

En un tubo ependorf de 1.5 ml se colocan:

2 ml de marcador gel loading (SIGMA, TX,USA)

8 ml de muestra

Nuevamente se agita con ayuda del vortex y se centrifuga (short spin).
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