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Resumen

Los farmacos no selectivos con actividad serotoninérgica son capaces de
producir un efecto hipofagico mayor al compararse con agentes selectivos.
Pero se desconoce el papel especifico de cada uno de los subtipos de
receptores 5-HT y su mecanismo de accion. Dado lo anterior, el objetivo de la
presente investigacion fue determinar el papel de la estimulacion individual y
por pares de los receptores 5-HT;a, 5-HTig, 5-HT,a Yy 5-HT,c del ndcleo
paraventricular hipotalamico (NPVH), sobre la ingesta de alimento y pardmetros
conductuales asociados, en ratas. Se realizaron tres experimentos
considerando la estimulacion de los pares de receptores 5-HTiac, 5-HT1g2c Y
5-HT,a2c. En grupos independientes se administraron intraparaventricularmente
los agonistas 5-HT1a (8-OHDPAT), 5-HT1g (CP-93129), 5-HT,a (DOI) y 5-HTo¢
(Ro 600175). Para la activacion por pares se administro el Ro 600175 mas un
agonista 5-HT;a, 5-HT15 0 5-HT,a segun correspondiera. El pretratamiento con
los antagonistas 5-HTia (WAY100635), 5-HTig (SB224289) y 5-HToa
(Ketanserina) determind la especificidad de dichos receptores sobre la ingesta
de alimento. Se utiliz6 un ANOVA de una via para determinar las diferencias
sobre la ingestion de alimento y parametros del analisis microestructural. La
estimulacién de los receptores 5-HTia 5-HT1g 5-HT2a Y 5-HT2c indujo hipofagia
sobre la ingestion de carbohidratos pero la estimulacion de los pares 5-HT1a2c,
5-HT1gc Y 5HT2a2c produjo un efecto hipofagico mayor. Sugiriendo que la
activacion de dos receptores es necesaria para producir un efecto hipofagico
completo. El analisis microestructural mostré diferencias en la estructura
temporal de la conducta alimentaria. Los agonistas 5-HTig y 5-HT,c
desarrollaron una Secuencia de Saciedad Conductual (SSC) normal en tanto
que los agonistas 5-Hia y 5-HT2a interrumpieron el desarrollo de la SSC por

hiperactividad.

Palabras clave: Serotonina, Conducta alimentaria, Agonistas 5-HT, Analisis
microestructural, Secuencia de saciedad conductual, Ingesta de alimento.



Abstract

The nonselective drugs with serotonergic activity are able to produce a stronger
hypophagic effect compared with selective agents. However the role of each 5-
HT receptors subtypes and their mechanism of action are unknown. Therefore,
the purpose of this research was to determine the role of the individual
stimulation and the combination of the receptors 5-HTa, 5-HT1g, 5-HT24 and 5-
HT,c of the hypothalamic paraventricular nucleus (PVN), on the food intake and
associated behaviors in rats. Three experiments were carried out considering
the combination of receptors 5-HT1A/2C, 5-HT1B/2C and 5-HT2A/2C. Agonists
5-HT1a (8-OHDPAT), 5-HTig (CP-93129), 5-HT,xn (DOI) and 5-HT,c (RO
600175) were administered intra-PVN in independent groups. For the
combination Ro 600175 followed by agonist 5-HT15, 5-HTi1g or 5-HT,a were
injected to would correspond. One-way analyses of variance (ANOVA) were
carried out to calculate the differences in food intake and meal patterns. The
stimulation of 5-HT 14, 5-HT1g, 5-HT2a and 5-HT,¢ receptors induced hypophagia
on carbohydrate intake but the co-administration of 5-HT1A/2C, 5-HT1B/2C and
5HT2A/2C agonists produced a strongest hypophagic effect. These findings
suggest that it is necessary the activation of two 5-HT receptors in order to
produce a complete hypophagic effect. The microstructural analysis showed
differences in the temporary structure of the feeding behavior. The 5-HT;g and
5-HT,c agonists promoted a normal development of the natural behavioral
satiety sequence (BSS) whereas the 5-H;a and 5-HT,a agonists interrupted the

natural development BSS due to hyperactivity.

Key words: serotonin, eating behavior, 5-HT agonist, microstructural analysis,

behavioral satiety sequence.



Dos preguntas basicas que han sido el eje de la investigacion de la
conducta alimentaria son ¢qué variables hacen que se inicie la ingesta de
alimento? y consecuentemente ¢qué variables intervienen para terminar la
ingesta de alimento? Las hipétesis iniciales sobre la regulacion de la ingestién
de alimento se fundamentaron en modelos homeostéaticos que trataban de
explicar los mecanismos del hambre y la saciedad. Asi, surgieron multiples
hipotesis como la termostética (Brobeck, 1948), la glucostatica (Mayer, 1952), y
la lipostatica (Kennedy, 1953), entre otras. Las investigaciones actuales han
llevado a comprender que la respuesta a estas preguntas es mas compleja de

lo que parecia inicialmente.

Actualmente se sabe que la conducta alimentaria es regulada por
variables sociales, biolégicas, econdmicas, y culturales las cuales controlan el
tipo, cantidad y calidad del alimento ingerido. Desde el punto de vista biologico
dos tipos de sefales regulan el control de la conducta alimentaria, las sefiales a
largo plazo regulan el peso corporal y las de corto plazo modulan la porcién y
propiedades del alimento a ingerir. La cantidad de alimento ingerido puede
estar regulada por factores orofaringeos, metabdlicos y neuroquimicos, siendo
estos Ultimos el interés central del presente trabajo. Los mecanismos
neuroquimicos que participan en el control de la conducta alimentaria han sido
estudiados principalmente a través de la administracion de farmacos, midiendo
los efectos inducidos en la cantidad de alimento ingerido. De esta forma se ha
revelado la participacion de diferentes sistemas de neurotrasmisores que
influyen en el control de la ingesta de alimento, entre algunos de ellos se puede
hacer mencion de la noradrenalina, neuropéptido Y, colecistoquinina, dopamina

y serotonina, por mencionar solo algunos.

La investigacion de la relacion entre la conducta alimentaria y los
neurotrasmisores, ha sido estudiada bajo diferentes estrategias, una de las
mas utilizadas es la farmacologica. Desde este punto de vista se sabe de una
gran variedad de farmacos que modifican la estructura de la conducta
alimentaria. La forma de accién mas conocida es la que tiene que ver con la
utilizacion de farmacos que suprimen la ingesta de alimento. Sin embargo, es

necesario tener en cuenta que la supresion de la ingesta de alimento inducida



por un farmaco puede deberse a efectos colaterales mas que al desarrollo de la
saciedad. De tal modo que la investigacion de la conducta alimentaria basada
en la sola interpretacion de la cantidad de alimento ingerido pueden llevar a
formular conclusiones parciales o erroneas (De Vry & Schreiber, 2000; Halford,
Wanninayake & Blundell, 1998), por lo tanto es recomendable utilizar técnicas
que permitan reconocer los cambios producidos por los farmacos sobre la

estructura de la conducta alimentaria.

Las técnicas de evaluacion conductual como son el analisis
microestructual y la secuencia de saciedad conductual (SSC) han sido de gran
relevancia en la investigacién de la conducta alimentaria, ya que han permitido
caracterizar el papel que juegan diferentes agentes farmacolégicos utilizados
para manipular los sistemas de neurotrasmisores. Aunque en este trabajo se
presentan evidencias de la participacion de algunos de estos sistemas en el
control de la ingesta de alimento, se tratara con mayor detalle el sistema

serotoninérgico.

La participacion de la serotonina (5-HT) en la regulacion central de la
ingestion de alimento esta bien establecida (Hewitt, Lee, Dourish & Clifton,
2002; Leibowitz & Alexander, 1998; Weiss & Suh, 1990). Una gran cantidad de
estudios farmacolégicos los cuales han utilizado agentes precursores,
agonistas o los que incrementan la transmision de la 5-HT, han evidenciado
consistentemente el control de la 5-HT para promover la saciedad y el control
selectivo sobre la ingesta de carbohidratos (Leibowitz, Alexander, Cheung &
Weiss, 1993; Wurtman & Wurtman, 1977; 1979 a, b;). Las investigaciones han
propuesto que las familias de receptores 5-HT; y 5-HT, son las principales
involucradas en el control de la conducta alimentaria (Schreiber & De Vry,
2002; Shcriber, Selbach, Asmussen, Hesse & De Vry, 2000), pero se
desconoce el papel especifico de cada uno de los subtipos que conforman a
estas familias. Por algun tiempo se pensé que la activacion de un receptor 5-
HT, por ejemplo el subtipo 5-HTig era suficiente para inducir hipofagia
(Schreiber, et al., 2000), en investigaciones posteriores se sugiere que la
participacion conjunta de los receptores 5-HT;g ¥y 5-HT,c, €S necesaria para

producir una respuesta hipofagica completa (Schriber & De Vry, 2002), pero se



desconoce el mecanismo a través del cual actian. La caracterizacion de
nuevos subtipos de receptores 5-HT ha creado la necesidad de esclarecer cual
es el papel funcional que tiene cada uno de estos subtipos en el control de la
conducta alimentaria. Ademas de esclarecer si el activar a dos subtipos de
receptores 5-HTérgicos, se produce un efecto hipofagico total en relacion a la
activacion de un solo receptor. Por lo que el objetivo de la presente
investigacion fue determinar el papel de la estimulacion, individual y por pares,
de los subtipos de receptores 5-HT1A, 1B, 2A y 2C del nucleo paraventricular
hipotalamico (NPVH) sobre la ingesta de alimento y parametros conductuales

asociados en ratas.

Las hipotesis a probar fueron que la estimulacion por pares de dos
receptores 5-HT (5-HTianc; 5-HTisrec; 5-HTaanc), produciria una hipofagia
mayor a la producida por la estimulacién de un solo receptor, particularmente
sobre la ingestion de carbohidratos. Una segunda hipétesis fue que los
parametros de la microestructura de la conducta alimentaria serian afectados
diferencialmente al estimular a dos receptores que al estimularlos
individualmente. Y finalmente que los parametros de la secuencia de saciedad
conductual serian afectados diferencialmente al estimular a dos receptores que

al estimularlos individualmente.

Para probar las hipotesis, se implantd una canula en el ndcleo
paraventricular hipotalamico y se administraron los agonistas 8-OHDPAT (5-
HT1a), CP-93129 (5-HTg), DOI (5-HT24) ¥ Ro 600175 (5-HT,c), en grupos
independientes. En otra serie de grupos independientes se coadministraron los
farmacos 8-OHDPAT+R0600175; CP93129+R0600175 y DOI+R0600175, para
estimular a un par de receptores. Las variables a medir fueron la cantidad de
alimento ingerido, andlisis microestructural y secuencia de saciedad
conductual. Los sujetos experimentales (ratas Wistar), se mantuvieron en un
ciclo invertido de luz-oscuridad de 12x12 hr., con acceso libre a una dieta de
fuentes separadas para carbohidratos, proteinas y grasas. Cada nutrimento se
cambio de lugar de acuerdo a un orden preestablecido, para evitar "preferencia
de lugar”. Las observaciones se realizaron al inicio del periodo de oscuridad

con un registro de duracion continua de una hora. El andlisis estadistico que se



utilizé fue el andlisis de varianza de una via (ANOVA), para la ingestion (g) de
proteinas, carbohidratos, grasas y para los parametros del analisis

microestructural.

La revision bibliografica fue dividida en tres capitulos. En el primer
capitulo se trataron los aspectos generales del Neurotrasmisor Serotonina (5-
HT), como son la biosintesis y familias de receptores 5-HT enfocandose
principalmente a los subtipos que han sido asociados a la conducta alimentaria
(5-HT1a, 5-HT1g 5-HT2a Y 5-HT2c), principales vias de sefializacion y localizacion
de la 5-HT en areas cerebrales. En el segundo capitulo se abordaron aspectos
relacionados con la Psicobiologia de la alimentacibn como son los
antecedentes histéricos generales en torno a la investigacion de la conducta
alimentaria. Posteriormente se presentaron los trabajos pioneros en torno al
descubrimiento del neurotrasmisor 5-HT y su participacion en el control de la
conducta alimentaria. De forma particular se abordaron cada uno de los
subtipos de receptores (5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT2a Y 5-HT2c) Y su participacion en
el control de la conducta alimentaria. En el tercer capitulo se presentan los
principales procedimientos conductuales utilizados en la investigacion de la
conducta alimentaria. Especificamente se tratan dos tipos de analisis que son
el andlisis microestructural de la conducta alimentaria y el conocido como
Secuencia de Saciedad Conductual (SSC). El orden de la informacién
responde a la necesidad de 1) sentar las bases de los aspectos fisiologicos y
neuroquimicos relacionados con el neurotrasmisor 5-HT. Esto con la finalidad
de entender los mecanismos de acciébn que se activan al administrar los
farmacos y que posteriormente permitiran dar explicacion del efecto inducido
sobre la conducta alimentaria. 2) Una vez entendidas las bases fisiologicas de
la 5-HT demostrar a través de los hallazgos de diferentes investigaciones el
control que ejerce la serotonina sobre la conducta alimentaria y 3) mostrar que
la investigacion de la conducta alimentaria ha sido abordada con diferentes
técnicas y metodologias. Pero se requiere de técnicas sensibles que permitan

establecer efectos sobre las caracteristicas conductuales de la alimentacion.



La Serotonina

1) Sintesis de Serotonina

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es una amina biogénica que se
produce a partir del aminoécido triptéfano (Ver Figura 1), la hidroxilacion del
triptéfano forma el 5-Hidroxitriptofano (5-HTP), esta reaccién es catalizada por
la enzima triptéfano hidroxilasa y como cofactor la tetrahidrobiopterina (BH,). El
5-HTP es descarboxilado rapidamente a 5-HT, por la enzima aminoacido-
descarboxilasa. Una vez sintetizada, la serotonina se almacena o es inactivada
por la Monoaminooxidasa (MAO). El producto de la accion de la MAO es el 5-
hidroxiindolacetaldehido que a su vez es oxidado por una aldehido
deshidrogenasa a acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), el cual es considerado

el principal metabolito de la serotonina (Cooper, Bloom & Roth, 1996).

LCOOH LL00H
CHz-CH, CH-CH,,
\ MNHz HO. MH;
M
H Trptéfuno H
hidroxilasa
Triptofano ) o
F-Hidroxitriptéfan
FOH Triptamina descarboxilas
CHz-CHO CHa-CHo-HH,

5-hidroxiindolacetaldehido | S-Hidroxi triptaming serotoning |

/ SHF-Aldehido elorhidrogenasa

CHz-COOH
|

L

Acido 5-hidroxiindolacético

Figura 1. Sintesis y metabolismo de la serotonina.



La 5-HT se encuentra en sistema nervioso periférico y sistema nervioso
central, asi como en tejidos no neurales por ejemplo, intestino, sistema
cardiovascular y en sangre. En términos evolutivos la 5-HT es uno de los
neurotrasmisores iniciales y ha sido implicado en la etiologia de la depresion,
ansiedad, fobia social, esquizofrenia, desérdenes obsesivos-compulsivos y de
panico, migrafia, hipertension, hipertension pulmonar, vémito y desordenes

alimentarios.

En base a consideraciones estructurales, operacionales y de
transduccion, los receptores 5-HT han sido clasificados en 7 familias (ver
Tabla 1) con 14 subtipos de receptores (Barnes & Sharp, 1999; Hoyer, Hannon
& Martin, 2002). A excepcion de la familia de receptores 5-HT; (ionotrépicos),
todos los receptores 5-HT estan acoplados a proteinas G, produciendo
segundos mensajeros que regulan las funciones celulares via
fosforilacion/defosforilacion de proteinas intracelulares (Feldman, Neverova &
Saywell, 2005; Pauwels, 2000). Debido a los intereses de este trabajo solo se

abordaran los subtipos 5-HT1a, 18, 2ay 2c-
2) Receptores 5-HTia

Los receptores 5-HT; comprometen cinco diferentes subtipos de
receptores (ver Tabla 1), todos ellos acoplados principalmente a la inhibicion de
la adenilato ciclasa y a la formacién de adenosin monofosfato ciclico (AMPc).
En algunos sistemas, éste es manifestado por la habilidad para reducir los
niveles basales de AMPc, mientras que en otros, la actividad inhibitoria de la

adenilato ciclasa se debe a la estimulacion de la forskolina (Hoyer, et al., 2002).

El receptor 5-HTia fue el primer receptor 5-HT secuenciado
completamente. El receptor de la rata tiene una homologia del 89% con el

receptor humano, localizado en el cromosoma 5 (5gq11.2-q13) (Ver Tabla 1).



Nomenclatura Nombre Agonistas Antagonistas Radioligandos Efector Genellocalizacion Informacion
anterior selectivos selectivos (pKg) proteina-G cromosomal Estructural
5-HT1a - 8-OH-DPAT (£) WAY 100635 (8.7) [zH]WAY 100635 Giro HTR1A/5q11.2-913 h421 P8908
[’°H] 8-OH-DPAT m421 Q64264
r422 P19327
5-HT1s 5-HT1pp Sumatriptan GR 55562 (7.4) s [**NGTI Giro HTR1B/6q13 h390 P28222
L-694247 SB 224289 (8.5) [**I]CYP (roedores) m386 P28334
SB 236057 (8.9) [33H]Sumatriptan r386 P28564
[’HIGR 125743
5-HT1p 5-HT1pq Sumatriptan BRL 15572 (7.9) , [NGTI Gino HTR1D/1p34.3-36.3 h377 P28221
PNU 109291 ["H]Sumatriptan m374 Q61224
[PHIGR 125743 r374 P28565
5-htie - - - [PH]5-HT Giro HTR1E/6q14-15 h365 P28566
5-hte 5-HT1ep, LY 334370 - [**°IILSD Giro HTR1F/3p11-p14.1 h366 P30939
5-HT [PH]LY 334370 m366 Q02284
r366 P30940
5-HT2a D/5-HT; DOI Ketanserina (8.5-9.5) , [**Ipol Gg11 HTR2A/13q14-g21 h471 P28223
MDL 100907 (9.4) H]Ketanserina m471 P35362
[EH]MDL 100907 r471 P14842
5-HTzs 5-HT¢ BW 723C86 SB 200646 (7.5) [H]5-HT Gg11 HTR2B/2g36.3-937.1 h481 P41595
SB 204741 (7.8) m504 Q02152
r479 P30994
5-HTxc 5-HTic Ro 600175 Mesulergina (9.1) [**ILSD Gyt HTR2C/Xq24 h458 P28335
SB 242084 EQ.O; [3H]Mesulergina m459 P34968
RS 102221 (8.4 r460 P08909
5-HT3 M SR 57227 Granisetron (10) [*H](S)-zacoprida Canales HTR3/11923.1-923.2 Multisubunidad
m-clorofenil- Ondansetron (8-10) [jH] tropisetron ionicos. 5-HT3a 5-HT3s
biguanida Tropisetron (10-11) [ I3—|] granisetron 5-htsc
H]GR 65630
LEH]LY 278584
5-HT, - BIMU 8 GR 113808 (9-9.5) [:SI]SB 207710 Gs HTR4/5q31-33 h387 Y09756/:55
W 10302 RS10008(112)  [HRS57630 387 U20006"
5-htsa 5-HT5a - - [#I|LSD Gio HTR5A/7q36.1 h357 P47898
[*H]5-CT m357 P30966
r357 P35364
5-htsg - - - [*I)LSD No htr5b/2q11-q13 m370 P31387
[3H]5-CT identificado r370 P35365
-htg - - (o] . s pso-
5-ht Ro 630563 (7.9) [125I]ISB 258585 G HTR6/1p35-36 h440 P50406
SB 271046 (7.8) [**ILSD m440 NP_067333
SB 357134 (8.5) [*H]5-HT r438 P31388
5-HT; 5-HTx - SB 258719 (7.9) [**ILSD Gs HTR7/10923.3-24.3 h445 P34969"°
5-HT 1.ike SB 269970 (9.0) [3H][ 35? 269970 m448 P32304
H]5-CT r448 P32305
[*H]5-HT

Tabla 1. Clasificacion de los receptores 5-HT propuesta por el comité de la NC-IUPHAR
Tomado de Hoyer, D., Hannon, J.P., Martin, G.M. (2002) Molecular, pharmacological and functional diversity of 5-HT receptors. Pharmacology
Biochemistry and Behavior, 71, 533-554.
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Los receptores 5-HT;a han sido mapeados con técnicas de
autoradiografia y se han encontrado concentrados principalmente en areas
limbicas como el hipocampo, el septum, la amigdala, la corteza y los ndcleos
del rafe (Barnes & Sharp, 1999; Roberts, Price & Middlemiss, 2001). En
reportes recientes se presentan evidencias de neuronas en el nucleo
paraventricular hipotalamico (NPVH) que expresan receptores 5-HTia
(Carrasco et al., 2004, Li, Battaglia & Van de Kar, 1997). Li et al. (1997), con
técnicas de binding usando [*H]-8-OH-DPAT, reportaron una alta densidad de
receptores 5-HT;4 en algunos nucleos hipotalamicos, en el NPVH subdivision
parvocelular 14.0+1.8 fmol/mg y en la subdivision magnocelular 9.1+1.4
fmol/mg. Con estudios de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia también
se reportd una alta densidad de recetores 5-HT1a en el NPVH (Zhang, et al.,
2004).

Estudios in vitro indican que los receptores 5-HT;a se acoplan a la
familia de proteinas Gi/G,, incluyendo las proteinas Gi;, Giz, Giz Y G, sensibles
a la toxina pertusis, y la proteina G, insensible a la toxina pertusis. Existen
diferencias regionales en el acoplamiento de los receptores 5-HT;p a las
proteinas G, en el hipocampo los receptores 5-HT;4 se acoplan a proteinas Go;
en la corteza frontal a proteinas G, y Gis; en el nucleo del rafe dorsal a
proteinas Giz y en el hipotdlamo a proteinas Gii, Giz ¥ G;. En el hipotdlamo
paraventricular la proteina G, transduce la sefal de los receptores 5-HT14 para
la secrecion de las hormonas oxitocina y adrenocorticotropina (Hensler, 2003;
Li et al., 1997; Serres et al., 2000). En una investigacion reciente se sefiala que
con técnicas de cromatografia de inmunoafinidad y de Western Blot fueron
identificadas en el hipotalamo las proteinas Gi; y G;, no encontrando marcaje

para proteinas Gs y Giz (Mannoury la Cour, et al., 2006).

El acoplamiento negativo de la adenilato ciclasa es sensible a la toxina
pertusis, lo cual sugiere que este efecto requiere de proteinas Gi/G, (Barnes &
Sharp, 1999; Hoyer, et al., 2002; Liu & Albert, 1991; Raymond, Mukhin, Gettys
& Garnovskaya 1999). Contrariamente, también existen reportes de que los



receptores 5-HT;a se acoplan positivamente a la adenilato ciclasa (Barnes &
Sharp, 1999; Cadogan, Kendall & Marsden, 1994). Aun existen controversias
para explicar este efecto, Cadogan y sus colaboradores (1994) llegaron a la
conclusion de que el flujo de AMPc en el fluido extracelular en el hipocampo de
la rata puede ser detectado por microdialisis in vivo y que este fendbmeno puede
ser mediado por receptores 5-HT;a. Ellos indican que el incremento de flujo del
AMPc inducido por la administracion de 8-OH-DPAT, fue prevenido con
WAY100135 (antagonista 5-HT;a). Recientemente Malmberg y Strange (2000),
reportaron que los receptores 5-HT;5 son capaces de acoplarse a diferentes
proteinas G para evocar la respuesta inhibitoria y exitatoria del AMPc,
respectivamente Gs y Gj, al demostrar que una mutacién en el tercer asa
(“loop”) intracelular del receptor 5-HT1a puede facilitar el acoplamiento a la
proteina Gs. Otros lo atribuyen a la activacibn de un subtipo de receptor
diferente, posiblemente el 5-HT-, el cual puede ser estimulado por ligandos
selectivos a los receptores 5-HTi1a, como el 8-OH-DPAT (Barnes & Sharp,
1999; Raymond, et al., 2001).

Otras vias de sefalizacion neural a las que se acoplan los receptores 5-
HT.1a incluyen la apertura de canales de K* (Barnes & Sharp, 1999; Bayliss, Li
& Talley, 1997; Feldman, Meyer & Quenzer, 1996; Katayama, Yakushiji &
Akaike, 1997; Raymond, Mukhin, Gettys & Garnovskaya 1999), la inhibicion de
canales de Ca* (Cardenas, Mar & Scroggs, 1997; Liu & Albert, 1991; Raymond
et al., 2001), la activacion de la fosfolipasa C y de la fosolipasa A, (Berridge,
2005; Liu et al., 1991; Raymond, et al., 1999; Raymond et al., 2001; Stamford,
Davidson, McLaughlin & Hopwood, 2000), y la activacion de las quinasas ERK
y la MAP (Albert, et al., 2001; Chen, Shen & Meller, 2002).

3) Receptores 5-HTip

Inicialmente se pensaba que los receptores 5-HTigz se expresaban
exclusivamente en roedores (hamster, ratén y rata), pero estudios de clonacion
y secuenciacion de cDNA revelaron una alta homologia con el receptor humano

5-HTipp (ver Tabla 1). Los genes que codificaron para el receptor 5-HTg en el



ratbn y en el humano se localizaron en el cromosoma 9 (posicion 9E) y
cromosoma 6 (6q13), respectivamente. Por tanto, se recomendo el uso de la
misma nomenclatura para designar a estos receptores, asi el receptor humano
5-HT1pp fue renombrado como 5-HTig (Barnes & Sharp, 1999; Raymond et. al.,
2001; Sari, 2004).

Los estudios autoradiograficos han identificado receptores 5-HT;g en el
sistema nervioso; en hipocampo, septum, amigdala, corteza, nucleos del Rafé y
en el cerebelo. Con inmunohistoquimica se han obtenido resultados
semejantes pero en adicion identifican receptores en la habénula (Barnes &
Sharp, 1999; Hoyer et al., 2002; Roberts, et al., 2001). Una investigacion
reciente muestra datos de neuronas 5-HTig inmunoreactivas ampliamente
distribuidas en el hipotalamo. La acumulacion de neuronas 5-HT;g fueron
localizadas en los nucleos magnocelular, supradptico, retroquiasmatico y

paraventricular (Makarenko, Seguid & Ugrumov, 2002).

Las investigaciones de las sefiales de transduccién de los receptores 5-
HT.s indican que estos receptores estan acoplados negativamente a la
adenilato ciclasa porgue su activacion con agonistas selectivos (ver Tabla 1),
induce una reduccion en la actividad de ésta, la cual es estimulada por
forskolina (Hoyer et al., 2002; Millan et al., 2003; Sari, 2004). Esta inhibicion de
la actividad puede ser bloqueada por antagonistas como, por ejemplo,
metiotepina y también toxina pertusis, indicando un acoplamiento a proteinas G
del tipo G, (Gerhardt & Heerikhuizen, 1997). En estudios recientes se hace la
observacion de que los receptores 5-HT1g se acoplan méas eficientemente a la
inhibicion de la adenilato ciclasa que los receptores 5-HTja (Lin, Setya, Jonson-
Farley & Cowen, 2002).

Los receptores 5-HT;g también pueden activar a la fosfolipasa C (PLC)
en algunos tipos de células (Raymond et al 2001). Por otro lado, Berg y Clarke
(2001) sefnalan que los receptores 5-HT;a pueden activar a la PLC y a la
fosfolipasa A, en tanto que los receptores 5-HT;g sOlo son sensibles a la
fosfolipasa A, Otras investigaciones han mostrado que estos receptores

pueden activar a la quinasa ERK (Lin, et al., 2002; Pullarkat, Mysels, Tan &
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Cowen, 1998). Particularmente se sefiala que los receptores 5-HT;g se acoplan
mejor a la inhibicién de la adenilato ciclasa y a la activacion de la ERK que los

receptores 5-HT1a (Mendez, Kadia, Somayazula, Badawi & Cowen, 1999).

4) Receptores 5-HTza

En el caso de la familia 5-HT, (ver Tabla 1), se han clonado tres
receptores acoplados positivamente a una proteina Gg/11 para incrementar la
hidrolisis de fosfato de inositol y elevar las concentraciones de calcio citosolico.
El receptor 5-HT,a fue denominado inicialmente como receptor D, descrito por
Gaddum y Picarelli en 1957 y posteriormente nombrado receptor 5-HT, por
Peroutka y Snyder en 1979. El receptor 5-HT,a ha sido localizado en el
cromosoma humano 13q14-g21 y compromete 471 aminoacidos en la rata, en
el raton y en el humano. El receptor humano tiene una homologia del 87% con
su contraparte en la rata (Barnes & Sharp, 1999; Gerhardt et al., 1997; Hoyer et
al., 2002).

Con técnicas de autoradiografia usando [°H]-espiperona, [*H]-
ketanserina, [°H]-DOI y [*H]-MDL 100907, los receptores 5-HT,x se han
localizado particularmente en corteza, nucleo caudado, ndcleo accumbens,
tubérculo olfatorio e hipocampo (Barnes & Sharp, 1999; Hoyer et al., 2002).
También ha sido confirmada su presencia en el NPVH con técnicas de
inmunohistoquimica en la subdivision magnocelular del NPVH (Zhang et al.,
2002). Evidencias recientes sefialan que los receptores 5-HT,a Yy su mRNA se
localizan en el NPVH (Zhang et al., 2004).

Se ha demostrado que la estimulacién de los receptores 5-HT,a activa a
la fosfolipasa C en la mayoria de tejidos y en las células en las que se
encuentran expresados, resultando en la acumulacién de fosfatos de inositol y
en la elevacién de Ca?' intracelular via proteinas G. (Barnes & Sharp, 1999;
Gerhardt et al., 1997; Grotewiel & Sanders-Bush, 1999; Raymond et al., 2001).

Los receptores 5-HT,n pueden activar otras fosfolipasas, como la

fosfolipasa A; (PLA;) y la fosfolipasa D (Tournois, Mutel, Manivet, Launay &
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Kellermann, 1998). La activacion de la PLA; via proteinas G insensibles a
toxina pertusis, resulta en la liberacién de acido araquidénico (Berg, Maayani &
Clarke, 1998 a,b). Estos receptores no regulan tipicamente la formacién de
AMPc, pero pueden estimular e inhibir la acumulacion de AMPc en células
especificas (Berg, Clarke, Chen, Ebersole McKay & Maayani, 1994;
Garnovskaya, Negibil Arthur, Spurney & Raymon, 1995; Raymond et al., 2001).

Otras vias de sefializacion neural a las que se acoplan los receptores 5-
HT.a incluyen la activacion de la quinasa regulada por una sefal extracelular
(ERK), perteneciente a la familia de la proteina mitogena-activada (MAP)
(Greene et al., 2000; Raymond et al.,, 2001); ligados a la activacién de
cotransporte de Na*, K" y CI" (Mayer & Sanders-Bush, 1994); la activacion de
los canales de Ca?" activan pequefias conductancias de canales de K

(Jalonen, Margraf, Wielt, Charniga, Linne, & Kimelberg, 1997).

5) Receptores 5-HT,¢

Originalmente este receptor fue clasificado como un miembro de la
familia 5-HT; y fue denominado como 5-HT;c. Sin embargo una vez que el
receptor fue clonado y se tuvo mas informacion acerca de sus caracteristicas
fue reclasificado y renombrado como 5-HT,c (Barnes & Sharp, 1999; Hoyer et
al., 2002).

Los estudios autoradiograficos han usado una variedad de ligandos
incluyendo [*H]-5HT, [®H]-mesulergina y [*H]-LSD con los cuales se ha provisto
un mapeo detallado de la distribucion de los sitios de binding para receptores 5-
HT,c en ratas y otras especies. Se ha detectado alta densidad de receptores en
plexo coroideo, en corteza, nldcleo accumbens, hipocampo, amigdala, nucleo
caudado y substancia nigra (Barnes & Sharp, 1999; Giorgetti & Tecott, 2004;
Hoyer et al., 2002). Park, Harrold, Widdowson y Williams (1999), reportaron
una alta densidad de receptores 5-HT,c en el NPVH de ratas (34.0+2.3
fmol/mg), con técnicas de binding usando [*H]-mesulergina.

En el caso de los receptores 5-HT,c se ha reconocido que son capaces de
activar la fosfolipasa C en varias especies y en células transfectadas acopladas
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a mecanismos via proteinas G (Barnes & Sharp, 1999). En células
transfectadas la acumulacion de fosfatos inositol debidos a la estimulacion de
la PLC ha sido relacionada con receptores 5-HT,c (Grotewiel et. al., 1999). En
una investigacion reciente se sefiala que los receptores 5-HT,c pueden
acoplarse tanto a la PLC como a la fosfolipasa A, (Berg, Crooper, Niswender,
Sanders-Bush, Emeson & Clarke, 2001).

Tanto a bajas densidades como a altas densidades los receptores 5-
HT,c pueden activar a la fosfolipasa C, asi como a la adenilato ciclasa. Este
receptor también puede inhibir a la adenilato ciclasa pero solo a altas
densidades, posiblemente ésto se deba al acoplamiento del receptor a distintas
proteinas G (Gerhardt, 1997; Raymond et al., 2001).

Los receptores 5-HT,c pueden regular canales de K* y de CI. Se ha

demostrado que receptores 5-HT,c clonados cierran los canales de K™ vy

estimulan la conductancia de CI" (Hung, Loo & Wright, 1993).
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Psicobiologia de la alimentacion

1) Antecedentes

Los trabajos pioneros de Heterington y Ranson en 1939 y los de Anad y
Brobeck en 1951 demostraron que la lesion del nudcleo hipotalamico
ventromedial causa sobrealimentacion y una ganancia excesiva de peso. En
contraste la lesion del hipotalamo lateral previene la alimentacion voluntaria,
ocasionando muerte por inanicion. Esto llevé a concluir que el centro de
“saciedad” se localizaba en el hipotdlamo ventromedial y el centro del “hambre”
en el hipotalamo lateral (citados en: Ahima & Osei, 2001; Escobar 1999; Smith
1997). Este modelo del “centro dual”’, que conceptualmente es atractivo, ha
sido cuestionado severamente, ya que los efectos observados por la lesion del
area lateral o medial del hipotdlamo sobre la alimentacion pueden deberse a
otros factores, como es la alteracion de la informacion sensorial debida a la
lesion del sistema del trigémino, la alteracion en el equilibrio del peso corporal,
la alteracion en el equilibrio hormonal (cambios en los niveles de insulina), y el
dafio sobre fibras de paso, principalmente dopaminérgicas (via nigroestriatal y
proyecciones mesocorticolimbicas) (EImquist, Elias & Saper, 1999; Kandel,
Schartz & Jessell, 2001). Actualmente esta hip6tesis de “centros” separados ya
no es defendible, sin embargo estos experimentos establecieron el papel del
hipotalamo en la regulacién de la ingesta de alimento y del peso corporal,
ademas de sentar las bases que dieran inicio a la busqueda por el control

neural de la conducta alimentaria.

Investigaciones posteriores han probado que otros nucleos
hipotalamicos como el nucleo paraventricular (Leibowitz & Alexander, 1998), el
nacleo dorsomedial (Bellinger & Bernardis 2002), el nucleo supraguiasmatico
(Nagai, Nagai, Sugahara, Niijima & Nakagawa, 1994) y el ndcleo arqueado
(Nakata, et al., 2004), también contienen mecanismos neurales que estan
implicados en aspectos especificos de la alimentacion. Por ejemplo, la
administracion de noradrenalina en el nacleo paraventricular (NPVH), estimula
la ingesta de alimento en general, pero en animales a los que se les permite

elegir entre carbohidratos, proteinas y grasas, selectivamente incrementan la
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ingesta de carbohidratos, contrariamente la administracion de serotonina (5-
HT) en el mismo nucleo inhibe la ingesta de este nutriente (Currie, 1993;
Leibowitz, Weiss, Yee & Tretter, 1985; Leibowitz & Wortley, 2004; Stanley,
Schwartz, Hernandez, Leibowitz & Hoebel, 1989). Dos péptidos (por mencionar
algunos) que han sido relacionados fuertemente con el control de la
alimentacion son la galanina y el Neuropéptido Y. La administracion de
galanina en el nacleo paraventricular se ha reportado que estimula la ingesta
de alimento, incrementando selectivamente la ingesta de grasas (Leibowitz et
al., 2004). Por otro lado, el Neuropéptido Y es un potente estimulante de la
ingesta de alimento, la inyeccion de éste en el NPVH esta relacionado con el
incremento selectivo de la ingesta de carbohidratos y con los patrones
conductuales de la ingesta de carbohidratos (Stanley, Daniel, Chin & Leibowitz,
1985; Wang, et al., 1998).

Aunque el hipotdlamo sigue siendo considerado un sitio primario del
sistema nervioso central para el control de la conducta alimentaria, actualmente
se sabe que otras estructuras también contribuyen en la regulacién de esta
conducta. Por ejemplo, Bakshi y Kelley (1993) encontraron que los opioides en
el estriado ventral incrementan la ingesta de alimento, en tanto que Badiani,
Leone, Beth y Stewart (1995) reportaron que en el area tegmental ventral,
facilitaban las conductas relacionadas con la alimentacion, especificamente
reduciendo la latencia para iniciar la alimentacion e incrementado la interaccion
con el alimento. Por otro lado, Ward, Somerville y Clifton (2000) reportaron que
el GABA en el nacleo accumbens aumenta la cantidad de alimento ingerido.
Recientemente Carlini, Varas, Cragnolini, Schi6éth, Scimonelli y Barioglio (2004)
reportaron que la grelina (hormona péptidica) en el hipocampo y en el nucleo

del rafe incrementa la ingesta de alimento significativamente.

Los reportes antes mencionados muestran que la investigacion de la
conducta alimentaria se ha realizado bajo dos lineamientos principales: a)
establecer las estructuras anatémicas y b) los neurotrasmisores que estan
relacionados con el control de la conducta de alimentacién. Sin embargo, se
denota la gran complejidad para establecer cuales son las estructuras

cerebrales que controlan las diferentes facetas de la conducta alimentaria y
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cuales son los neurotrasmisores relacionados con la regulacion de la

alimentacion.

2) Serotoninay alimentacion.

Diversos estudios han demostrado que la regulacion central de la
conducta alimentaria es mediada por hormonas, sistemas de neurotrasmisores
y neuropéptidos (Ahima et al., 2001; Inui, 2000; van de Pol, 2003). En las
dltimas tres décadas se han sugerido al menos 25 sustancias de origen

endogeno involucradas en el control de la conducta alimentaria (ver Tabla 2).

Estimulan la alimentacién Inhiben la alimentacion
Norepinefrina (receptor a,) Norepinefrina (receptor B)

Acido Gama Aminobutirico (GABA) Serotonina (5-HT)

Neuropéptido Y (NPY) Dopamina

Péptidos Opioides (B-endorfinas y dinorfinas)  Histamina

Galanina Corticotropina (CRF)

Hormona de crecimiento a-Melanocitos

Melanina Glucagon

Orexinas Transcripcion Cocaina-Anfetamina (CART)
Noradrenalina Neurotensina

Colecistoquinina
Amilina
Polipéptido pancreatico
Adrenomedulina
Enterostatina
Oxitocina
Anorectina
Tirotropina
Leptina

Insulina
Interleucina
Bombesina

Neurotensina

Tabla 2 Muestra algunos de los neurotrasmisores, hormonas y neuropéptidos
que se ha reportado participan en la regulacion de la alimentacion.
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La lista de neurotrasmisores-alimentarios incluye a la serotonina (5-HT),
neurotrasmisor que ha cautivado fuertemente la atencion de los investigadores.
La serotonina es un mediador importante de la saciedad, la literatura sefiala
que el aumento de la actividad del sistema serotoninérgico al ser estimulado
periférica o centralmente promueve la saciedad (Clifton, Barnfield & Philcox,
1989; Fletcher & Paterson, 1989; Halford & Blundell, 1996; Hewitt, Lee, Dourish
& Clifton, 2002; Kitchner & Dourish, 1994; Leibowitz & Alexander, 1998;
Leibowitz, Weiss & Suh, 1990; Weiss, Rogacki, Fueg, Buchen, Suh, Wong &
Leibowitz, 1991). Los reportes indican que la estimulacion de esta monoamina
reduce la ingesta de alimento y el peso corporal en animales y humanos. Las
primeras evidencias fueron presentadas por Wurtman y Wurtman (1977, 1979a,
1979b), al administrar periféricamente fenfluramina, fluoxetina o MK-212
(agentes que favorecen la disponibilidad de 5-HT), sus resultados sugirieron
que el efecto anoréxico especifico sobre la ingestion de carbohidratos era
dependiente de mecanismos serotoninérgicos. En investigaciones posteriores
se demostré que la administracidon central de agentes serotoninérgicos
producen el mismo fendmeno, la administracion de 5-HT, fluoxetina 6 d-
norfenfluramina en el NPVH también redujo selectivamente la ingestion de
carbohidratos, particularmente al inicio de la fase oscura del ciclo natural de
luz/oscuridad (Leibowitz, Alexander, Cheung & Weiss, 1993). Las evidencias de
este fendbmeno se han extendido a otros nucleos del hipotalamo medial
particularmente a los nucleos ventromedial, supraquiasmatico y dorsomedial
(Leibowitz & Alexander 1998).

Las investigaciones relacionan principalmente a las familias 5-HT; y 5-
HT, con el control de la alimentaciéon, sin embargo aun se desconoce el papel
que juega cada uno de los diferentes subtipos: 5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT1p, 5-htsg,
5-htyg, 5-HT2a, 5-HT2s y 5-HT,c. Por lo tanto, el conocimiento de la existencia
de cada subtipo de receptor 5-HT es un llamado a tratar de caracterizar los
mecanismos bajo los cuales la 5-HT manifiesta su accién inhibitoria sobre la
alimentacion. De Vry, Eckel, Khul y Screiber (2000) sefialan que los receptores
5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT24, 5-HT25 y 5-HT2c han sido relacionados en el control de
la conducta alimentaria. Particularmente se ha establecido que los subtipos
5-HT,c, 5-HT1gy 5-HT24 inducen hipofagia (Schreiber & De Vry, 2002; Shcriber,
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Selbach, Asmussen, Hesse & De Vry, 2000) en tanto que la estimulacion del

subtipo 5-HT;a produce hiperfagia (Currie, Coscina & Fletcher, 1998).

3) Receptor 5-HT3a y conducta alimentaria

La inyeccion central y sistémica del 8-OH-DPAT (agonista 5-HTia),
induce hiperfagia debido a la inhibicibn de la liberaciéon de la 5-HT en el
hipotalamo (Park, et al., 1999), el efecto es especifico sobre la ingesta de
carbohidratos (Luo, Ransom & Li, 1990). Se ha reportado que el 8-OH-DPAT
es capaz de bloquear el efecto hipofagico de la colecistoquinina, de la
fenfluramina y de la fluoxetina (Currie, et al., 1998; Currie, Braver, Mirza &
Sricharoon, 2004; Poeschla, Gibbs, Simansky & Smith, 1992). Sin embargo
también existen resultados contradictorios respecto al efecto hiperfagico
inducido por la estimulacién de los receptores 5-HT;a ¥ que posiblemente
tengan que ver con la metodologia utilizada, dosis, periodos y tiempo de
observacién. Se ha reportado que el efecto hiperfagico del 8-OH-DPAT es
dependiente de la condicion de linea base de ingesta de alimento con la que se
esté realizando la comparacién, de esta forma cuando la linea base de ingesta
es baja puede observarse la hiperfagia, pero contrariamente al comparase con
una linea base alta la ingesta parece reducirse (Clifton, 2000). Por otro lado,
también se reportd que la administracion del 8-OH-DPAT en el rafe medio
disminuy0 la ingesta de alimento al inicio del ciclo de oscuridad (Wirtshafter,
2001), en tanto que en el reporte de otro farmaco agonista 5-HT;5 se sefala
qgue es al final del intervalo de alimentacién cuando se observa este efecto, asi
la administracion periférica de ipsapirona produjo un efecto bifasico sobre la
alimentacion, notando una pérdida progresiva de la hiperfagia y la ocurrencia
de hipofagia al final del intervalo o a altas dosis, sugiriendo que este efecto
puede ser el resultado de un proceso compensatorio (rebote hipofagico)
(Schreiber, et al., 2000). El efecto hipofagico también se ha observado con
farmacos no selectivos como el RU 24969 (agonista 5-HT1a/18), pero que tienen
actividad sobre el receptor 5-HT34 (Luo & Li, 1991). Otra variable que puede
influir sobre los efectos de los farmacos es el sexo de los sujetos
experimentales. Existe el reporte que la administracion del 8-OH-DPAT en el
nucleo del rafe para revertir el efecto hipofagico de la fluoxetina es dependiente

del sexo, en ratas macho el pretratamiento del 8-OH-DPAT fue mas efectivo
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que en las hembras para prevenir la hipofagia inducida por la fluoxetina,
implicando la participacion de mecanismos neuroendocrinos (Currie, et al.,
2004). Adicionalmente se sefiala que la administracion intracerebroventricular
del 8-OH-DPAT fue incapaz de afectar la conducta alimentaria en pichones (Da
Silva et al., 2004). Las evidencias de estas investigaciones sugieren que la
estimulacion de los receptores 5-HT;a inducen efectos bifasicos sobre el
consumo de alimento, es decir tanto pueden aumentar como disminuir la
cantidad de alimento ingerido. Posiblemente el aumento de la ingesta de
alimento se deba a la activacion de receptores presinapticos
somatodendriticos, que al ser activados inhiben la liberacion de serotonina y
consecuentemente se eleva la ingestion de alimento (De Vry & Schreiber,
2000; Dourish, Hutson & Curzon, 1985; Hutson, Dourish & Curzon, 1988).
Ebenezer, Velluci y Parrott (2001) sugieren que el efecto hipofagico es mediado
por receptores 5-HT1a, Sin embargo la metodologia empleada no les permite
concluir, si es a través de receptores postsindpticos o presinapticos. Otras
investigaciones sugieren que este efecto puede estar mediado por la activacion
de receptores 5-HT;a postsinapticos y la contribucion de receptores a2-
adrenérgicos en las células del Nucleo hipotalamico paraventricular (De Vry &
Schriber, 2000; De Vry, Schriber, Daschke & Jentzsch, 2003).

4) Receptor 5-HT3g y conducta alimentaria

En términos generales se ha reportado que la activacion de los
receptores 5-HT;g reduce la ingesta de alimento, de agua y de alcohol. Los
farmacos con alta afinidad por los receptores 5-HT;g como el RU24969 vy el
CP94253 reducen la ingesta de alimento y generan anorexia, a causa de los
efectos producidos en el desarrollo de la secuencia de saciedad conductual.
Los ratones mutantes o knockout 5-HT;g (faltos de receptores 5-HTig),
comparados con ratones wild type (hermanos heterocigotos que si expresan el
receptor), se caracterizan por un incremento del peso corporal, aumento de la
ingesta de alimento y del agua. El incremento de peso no esta relacionado con
la obesidad (Bouwknecht et al., 2001).
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Postsinapticamente los receptores 5-HT;g pueden actuar como
heteroreceptores, controlando la liberacién de otros neurotrasmisores como la
dopamina, acetilcolina, noradrenalina, glutamato y GABA (Bouwknecht et al.,
2001; Chenu, Dailly & Bourin, 2005; Sari 2004;). Un ejemplo del efecto
modulador es la investigacion reportada por Lin y York (2005), quienes
demostraron que la administracion de enterostatina (pentapeptido de la
procolipasa pancreatica, que reduce selectivamente la ingesta de grasas), en el
nucleo dorsal de la amigdala redujo la ingesta de una dieta alta en grasas en
ratones hembras y machos. El pretratamiento con el antagonista 5-HT;g GR
55526 en el NPVH, bloqueo el efecto de la enterostanina. Estos resultados
implican que, la respuesta anoréxica de la enterostatina puede ser modulada

por receptores 5-HTg.

De Vry y Schriber (2000) reportaron que el CP 94253 (agonista 5-HT3g),
produce hipofagia bajo la utilizacién de diferentes paradigmas como pueden ser
programas de conducta operante, alimentacion libre e infusion oral del
alimento, entre otras. Tanto la administracion periférica como central de
agonistas 5-HT;g son capaces de producir hipofagia. Los reportes sefialan que
la aplicacion intraperitoneal del CP 94253 redujo la ingesta de una dieta
paladeable, asi mismo, la administracion de CP 93129 (agonista 5-HT;g) en el
NPVH y en el nicleo parabranquial redujo marcadamente la ingestion de
alimento (Lee, Aloyo, Fluharty & Simansky, 1998; Lee, Kennett, Colin, & Clifton,
2002; Park, et al., 1999). Recientemente se reporté un efecto hipofagico menor
del CP 94253 en ratones mutantes o knockout 5-HT;5, en comparaciéon al
efecto producido en ratones wild type. Adicionalmente en la misma
investigacion se demostro que el efecto hipofagico inducido por el CP 94253 en
ratones wild type es revertido por el pretratamiento del antagonista selectivo 5-
HT.s SB224289, concluyendo que la activacién de los receptores 5-HT1g son
un componente importante de los mecanismos enddgenos de saciedad en el
raton (Lee, Somerville, Kennett, Dourish & Clifton, 2004).

Por algun tiempo se pensé que la sola activacién de los receptores 5-
HT.s era suficiente para inducir hipofagia (Schreiber, et al., 2000), pero en

investigaciones posteriores se reportd que la interaccion funcional entre los
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receptores 5-HTig y 5-HT,c es necesaria en la mediacion de la respuesta
hipofagica (Schriber & De Vry, 2002).

5) Receptor 5-HT,4 y conducta alimentaria

Existen evidencias de que los receptores 5-HT,, estan asociados a la
reduccion de la ingesta de alimento (Hewitt, et al., 2002), la estimulacién de los
receptores 5-HT,a del nlcleo paraventricular hipotalamico puede bloquear el
efecto hiperfagico inducido por el neuropéptido Y (Grignaschi, Sironi &
Samanin, 1996). De acuerdo con Currie, Coiro, Niyomchai, Lira y Farahmand
(2002), la hipofagia inducida por la administracién de 5-HT puede relacionarse
con el bloqueo de la accion del NPY via la activacion selectiva del receptor 5-
HT.a; ya que han mostrado que el efecto de la administracién de NPY sobre la
ingestion de alimento es prevenido por el DOI, agonista de los receptores 5-
HT2a2c Y dicha inhibicion de los efectos del NPY fue revertido por la espiperona
y la ketanserina. Mancilla, Escartin, Lopez y Cruz (2002) demostraron que el
efecto supresor de la 5-HT sobre la ingestion de alimento es prevenido por la
administracion de mianserina, antagonista de los receptores 5-HToans.
También se ha reportado que el efecto hipofagico de la d-fenfluramina es
prevenido en ratas pretratadas con ketanserina (Hewson, Leighton, Hill &
Hughes, 1988). Los efectos hipofagicos inducidos por el DOI (agonista 5-
HT.a2c) han sido reportados utilizando diferentes paradigmas (De Vry &
Schreiber, 2000). Se dice que el efecto hipofagico inducido por el DOI es
dependiente de la dosis utilizada (Schreiber, et al., 2000). Los resultados de un
estudio reciente apoyan fuertemente la hipétesis de que se requiere de la
estimulacion de los receptores 5-HT,aoc para la expresion total de la hipofagia
inducida por la administraciéon intrahipotalamica de 5-HT (Mancilla, Escartin &
Lépez, 2006).

6) Receptor 5-HT,c y conducta alimentaria.

La activaciéon de los receptores 5-HT,c se ha relacionado con el efecto
hipofagico y control del peso corporal. Tecott et al. (1995) demostraron que los

ratones mutantes o knockout (faltos de receptores 5-HT,c, al eliminar el gen
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que codifica para estos receptores), tienen sobrepeso comparados con ratones
wild type (hermanos heterocigotos que no expresan la ausencia del receptor),
ligando este efecto al incremento de la ingesta de alimento. Diferentes
investigaciones han demostrado que los agonistas 5-HT1g2c m-CPP y TFMPP
producen hipofagia (De Vry & Schriber, 2000; Kennett & Curzon, 1988; Kennett,
Dourish & Curzon, 1987; Walsh et al., 1994), la cual es blogueada por
antagonistas selectivos de los receptores 5-HT,c (Giorgetti, et al., 2004; Hewitt,
et al., 2002;). Recientemente se demostré que dosis bajas de m-CPP en
conejos producen hipofagia y patrones tipicos de satisfaccion en el cual el
namero de intervalos de alimentacion se reduce; asi como se incrementa la
conducta de descanso, en tanto que otras conductas no son afectadas
(Simansky et al., 2004). La administracion del Ro 600175 (agonista de los
receptores 5-HT,c), en el NPVH y en el nlcleo hipotalamico ventromedial se ha
reportado reduce la ingesta de alimento (Grottick, Fletcher & Higgins, 2000;
Hikiji, Inoue, lwasaki, Ichihara & Kiriike, 2004).

A través de diferentes metodologias de investigacion como, el
pretratamiento con antagonistas selectivos 5-HT,c 0 la lesion del nucleo
parabranquial medial, se ha demostrado que la hipofagia inducida por d-
fenfluramina y d-norfenfluramina, es mediada principalmente por receptores 5-
HT,c (Trifunovic & Reilly 2006; Vickers, Dourish & Kennett, 2001), confirmando
los hallazgos de investigaciones previas las cuales sugirieron, que los
receptores hipotalamicos 5-HT,c posiblemente eran los mediadores del efecto
hipofagico de la d-fenfluramina (Clifton, Lee & Dourish, 2000; Vickers, Clifton,
Dourish & Tecott, 1999; Vickers et al., 2000).

Los farmacos no selectivos como el m-CPP y el TFMPP que poseen
actividad para los receptores 5-HTigc son capaces de producir un efecto
hipofagico mayor al compararse con el producido por agentes selectivos como
el ORG 37684 (Schriber, Selbach, Asmussen, Hesse & De Vry, 2000; Schriber
& De Vry, 2002). Consistentemente se ha demostrado que los ratones
mutantes o knockout 5-HT,c son menos sensibles que los ratones wild tipe al
efecto hipofagico inducido por el m-CPP (Dalton, Lee, Kennett, Dourish &

Clifton, 2006). Los resultados de estas investigaciones hacen evidente que se
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requiere de la estimulacion de ambos receptores 5-HTigc para obtener una

respuesta hipofagica completa.

Recientemente se reporto el efecto del WAY163909 (agonista novedoso
5-HT,c), el cual reduce el peso corporal y los niveles de triglicéridos, lo cual lo
hace un farmaco potencialmente atractivo para el tratamiento de la obesidad
(Dunlop et al., 2005); la administracion crénica de YM348, m-CPP, Ro 600175
y del WAY-161503 (agonistas de los receptores 5-HT,c) han llevado también a
concluir que los receptores 5-HT,c intervienen en la disminucion del peso
corporal, sin embargo las caracteristicas en el desarrollo de tolerancia a la
accion hipofagica es diferente (Hayashi, Suzuki, Sasamata & Miyata, 2005;
Rosenzweig-Lipson et al., 2006).
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Procedimientos conductuales para la investigacion de la conducta

alimentaria.

Desde el punto de vista de la farmacologia de la alimentacion, esta bien
documentada la existencia de una gran variedad de farmacos que modifican la
conducta de alimentacion, la forma de accién mas conocida hasta el momento,
es la que tiene que ver con la utilizacion de farmacos que suprimen la ingesta

de alimento.

Un aspecto importante que no todas las investigaciones consideran y
gue esta relacionado con la supresion de la ingesta de alimento debida a la
administracion de un farmaco, es que un animal puede dejar de comer por
varias razones que pueden o no estar relacionadas necesariamente con el
hambre. Por ejemplo, existen farmacos que actuan inhibiendo conductas
motoras, otros que producen somnolencia o0 contrariamente un estado de
actividad exagerado, generando asi situaciones que son incompatibles con las
conductas relacionadas con la alimentacion como son el acercarse al alimento
y llevarselo a la boca. Por lo tanto, la sola interpretacion de datos que han
resultado estadisticamente significativos acerca de los gramos de alimento
consumidos por un animal al que se le ha administrado un farmaco puede
llevar a conclusiones parciales o incluso erroneas (De Vry & Schreiber, 2000;
Halford, Wanninayake & Blundell, 1998).

Es recomendable que las investigaciones en el campo de la
farmacologia de la alimentacion utilicen metodologias y herramientas que
permitan conocer no solo la cantidad de alimento consumido, sino que también
consideren el “flujo conductual”, el cual incluye las caracteristicas cualitativas
de la conducta de alimentarse, como la duracién y frecuencia de conductas
particulares (sujetar el alimento, morderlo, caminar, husmear, acercarse de
nuevo a la comida, etc.). De esta forma se consideran las conductas que
preceden y que suceden a cada periodo de alimentacion, sélo asi se puede
entender que cuando un animal deja de comer debido a la acciébn de un
farmaco, no sélo se debe a que “no tiene hambre”, sino porque existe una

estructura de la conducta de alimentacién que puede estar sufriendo cambios
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que se reflejan sobre el consumo de alimento (Blundell, 1981; Blundell, &
McArthur, 1981; Velazco, 1989).

Para la investigacion de la conducta alimentaria, es necesario distinguir las
variables de analisis, como son la tendencia a obtener el alimento, la conducta
consumatoria de alimentacion y la cantidad de alimento consumido (Lopez &
Mancilla, 1995; Mancilla & Pérez, 1992). Considerando estos aspectos se
puede diferenciar entre el “hambre”, definida como el proceso mediante el cual
se estimula el inicio de comer (contacto con el alimento), y el “apetito”, el
proceso por el cual se dirige y guia el comer (duracién del episodio alimenticio
y tamafio [g] de la ingesta). El término “satisfaccion” se refiere al proceso
debido al cual la alimentacion cesa (cuando la duracion de un episodio
alimenticio es mas largo, se dice que el proceso de satisfaccion fue demorado),
en tanto que “saciedad” es el estado de inhibicibn sobre una préxima
alimentacion; cuando el tiempo que transcurre entre un episodio alimenticio y
otro es mas largo, se dice que el estado de saciedad fue desinhibido (Blundell,
1979; Blundell & Latham, 1979; Blundell, 1984; Mancilla & Pérez, 1992;
Mancilla, Escartin, Lopez & Camacho, 2006). Frecuentemente la accion de una
droga que inhibe la ingesta de alimento es reconocida como una accién sobre
el proceso de satisfaccion alimentaria. Sin embargo, la satisfaccién puede ser
sOlo desencadenada cuando el cese de la alimentacion es realizado como
consecuencia de la ingesta de alimento (Velazco, 1989). La mera observacion
del decremento parcial de la ingestion es insuficiente para justificar el uso del

término satisfaccion o saciedad (Blundell, 1979; Blundell & Latham, 1979).

Dentro de los procedimientos conductuales para investigar la conducta
de alimentacion se requiere, que las observaciones y el analisis de la estructura
de la conducta alimentaria no soOlo sean una técnica para detectar las
diferencias ocasionadas por la administracion de una droga sobre la cantidad
de alimento consumido, sino también es necesario evidenciar procesos
motivacionales fundamentales (hambre, saciedad, satisfaccion, entre otros), los
cuales controlan la alimentacién y son afectados por los farmacos. De acuerdo

a ésto, se han creado nuevos procedimientos para el estudio de la
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farmacologia de la alimentacion, que incluyen un analisis fino de la estructura

temporal de la conducta alimentaria (Lopez & Mancilla, 1995).

1) Analisis Microestructural

Una técnica que distingue entre la ingesta de alimento y la conducta
alimentaria, es la denominada Analisis Microestructural de la Conducta
Alimentaria, la cual permite caracterizar de manera precisa, lo que constituye
un periodo de alimentacion. De esta forma, se han clasificado y medido
categorias de la conducta alimentaria, identificando parametros como: total de
alimento ingerido (g), latencia para iniciar el primer episodio de alimentacién
(seq), frecuencia, tamafio de los episodios alimenticios y duracion (seg) de
éstos, tasa local de alimentacién (g/seg) y tiempo total empleado en comer
(seg) (Blundell & Hill, 1986; Blundell & Latham, 1980; Lépez & Mancilla, 1995;
Mancilla & Pérez, 1992;).

La utilizacion de este analisis ha llevado a diferenciar el efecto anoréxico
inducido por farmacos, por ejemplo aunque la anfetamina (liberador de
dopamina) y la fenfluramina (liberador e inhibidor de la recaptura de 5-HT)
suprimen la ingesta de alimento, la caracterizacién conductual del efecto
anoréxico de cada una de ellas es diferente. La anorexia producida por la
anfetamina se caracterizo por el aplazamiento para iniciar el primer episodio de
alimentacion, episodios alimentarios poco frecuentes y muy cortos, en tanto
que, la fenfluramina afecta la tasa local de alimentaciébn provocando una
marcada lentitud para ingerir una porcion de alimento (Blundell, Latham &
Leshem, 1976; Blundell & Latham, 1978; Blundell & Latham, 1980; Burton,
Cooper & Popplewell, 1981; Cooper & Francis, 1980; Grinker, Drewnowsky,
Enns & Kissileff, 1980; Willner & Towell, 1982). De forma particular se ha
demostrado que la administracion sistémica de agonistas 5-HT ejerce control
sobre aspectos temporales de la alimentacion (Leibowitz & Alexander, 1998;
Mancilla et al., 1993) caracterizados por la disminucion del tamafio y duracion
de los intervalos alimentarios y la reduccion de la tasa local de alimentacion. La

latencia para iniciar el intervalo de alimentacién y la frecuencia no son
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afectados, lo que sugiere que la 5-HT influye el término de la alimentacion mas
que el inicio de ésta. La administracion de 5-HT en los nucleos hipotalamicos
paraventricular y ventromedial, reduce la ingestion de carbohidratos, esta
reduccion se caracteriza conductualmente por la reduccion de la tasa de

ingestion de carbohidratos (Leibowitz & Alexander, 1998).

Estudios realizados en nuestro laboratorio revelaron que el efecto
supresor de la 5-HT sobre la ingesta de carbohidratos puede ser bloqueado por
la ciproheptadina (antagonista 5-HT,c) y la mianserina (antagonista 5-
HT1s2410) al inicio del periodo natural de alimentacion. El patron conductual
que caracterizd la ingesta de carbohidratos en el grupo pretratado con
mianserina fue, una disminucion de la frecuencia e incremento de la duracion
de los episodios alimentarios y la reduccion de la tasa local de alimentacién. El
pretratamiento con mianserina no previno la disminucién de la frecuencia de los
episodios y de la tasa local de alimentacion inducido por la administracion de
5-HT, sin embargo el incremento de la duracion sugiere la afectacién del
proceso de satisfaccion (Mancilla, Escartin, Lopez & Cruz, 2002). El
pretratamiento con ciproheptadina no evitd la reduccion de la tasa local de
alimentacion inducida por la 5-HT, pero previno la reduccién de la frecuencia y
del tiempo entre los episodios, sugiriendo que el proceso afectado fue el de
satisfaccion (Mancilla, Escartin & Lépez 2003). Algunos investigadores han
sugerido que los subtipos de receptores 5-HT pueden influir un parametro
microestructural especifico, los receptores 5-HT,c parecen controlar
predominantemente la tasa local de alimentacién en tanto que los 5-HTig
afectan principalmente la duracion de los episodios (Schreiber & De Vry, 2002).

También en nuestro laboratorio se confirman los hallazgos de
investigaciones previas, en donde se afirma que el GABA y el sistema opioide
estan involucrados en el control de la ingesta de alimento. La administracién en
el hipotdlamo ventromedial (HVM) de muscimol (agonista GABA,) y baclofén
(agonista GABAg) estimularon la ingesta de alimento. Conductualmente el
incremento de la ingesta de alimento se caracterizé para el muscimol por un

incremento del tiempo total de ingesta y de la duracion de los episodios de

27



carbohidratos y proteinas. Mientras que para el baclofén hubo un incremento
de la duracion de los episodios de carbohidratos, de la duraciéon de los
episodios de grasas, tiempos entre episodios de carbohidratos y tiempo total de
ingesta. Esto hace pensar en que los episodios son mas largos pero menos
frecuentes. Ambos farmacos produjeron cambios en la microestructura
alimentaria que sugieren una inhibicién del proceso de satisfaccién (Lopez,
Mancilla, Duran, Escartin, Cobos & Garfias, 2000). La administraciéon de
naloxona (antagonista de los receptores p) en el HVM, provocé una reduccién
de la ingesta de alimento, conductualmente caracterizado por el incremento de
la latencia, disminucién de la frecuencia y duracion de los episodios de
carbohidratos y duracion total de los episodios alimentarios. Estos cambios en
la microestructura alimentaria sugieren la inhibicion del apetito favoreciendo la
satisfaccion y la saciedad principalmente sobre la ingestiébn de carbohidratos
(Escartin, Lépez & Mancilla, 1999).

Estas investigaciones evidencian que la técnica del andlisis
microestructural junto con alguna estrategia de manipulacion de los
neurotransmisores son una alternativa para evaluar los mecanismos
neuroquimicos responsables de la alimentacién y la expresion conductual de
ésta en términos cuantitativos y cualitativos. Asi, el analisis de los aspectos
cualitativos de la alimentacion permite diferenciar si los farmacos actian sobre

el apetito, el hambre, la satisfaccion o la saciedad.

2) Secuencia de Saciedad Conductual

En general el efecto hipofagico inducido por la administracion de
farmacos serotoninérgicos ha sido atribuido a la aceleracion del proceso de
saciedad. Algunos investigadores han sugerido que los farmacos que liberan la
5-HT y los que estimulan los receptores 5-HT,c y/o 5-HTig especificamente
incrementan la saciedad en ratas (Clifton, Barnfield & Curzon, 1993; Halford,
Wanninayake & Blundell, 1998; Kitchner & Dourish, 1994; Samanin &
Grignashi, 1996; Simansky & Vaidya, 1990). Una técnica conductual que puede
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distinguir si la hipofagia inducida por un farmaco se debe al desarrollo de la
saciedad o a reacciones colaterales adversas como nausea, sedacion,
hiperactividad y/o paladeabilidad del alimento, es el andlisis de Secuencia de
Saciedad Conductual [SSC] (L6pez, Mancilla & Escartin; 2002).

En el caso de la conducta de alimentacibn se ha observado, que
inmediatamente después de la ingestion de alimento se presenta una
secuencia caracteristica, que muestra un patron altamente estereotipado (Gao,
Harvey, Mook & Zeigler, 1998). Después de que cesa la ingesta de alimento en
turno, el animal se acicala o explora el interior de su caja-habitacion y la
secuencia tipicamente finaliza con el animal en una postura de descanso.
Halford, Wanninayake y Blundell (1998) la definen como la transicion ordenada
de comer, actividad, acicalamiento y descanso medidos durante el periodo de
post-ingesta. La SSC puede ser utilizada para identificar, si la hipofagia
producida por un farmaco se debe a mecanismos “naturales” ligados a la
saciedad o a mecanismos no relacionados que alteran el patrén de la SSC. La
interrupcion de la secuencia de saciedad da cuenta de que la reduccion de la
ingesta de alimento se debe a mecanismos diferentes a la saciedad, como por
ejemplo la induccion de nausea, dolor, sedacion o hiperactividad (De Vry &
Schreiber, 2000; Gao, Harvey, Mook & Zeigler, 1998; Halford et al., 1998;
McGuirk, Muscat & Willner, 1992; Vickers et al., 1999). Bajo este razonamiento,
los farmacos que inducen anorexia pueden clasificarse en los que preservan la
secuencia de saciedad y los que la interrumpen (Halford, Lawton & Blundell,
1998). La SSC parece estar fuertemente relacionada con el proceso de
satisfaccion (terminacion del intervalo de alimentacion) y el desarrollo de la
saciedad (inhibicion postingestiva de alimento) (Blundell, 1984; Gao et al.,
1998; Halford et al, 1998; Lopez, Mancilla & Escartin, 2003; Vickers et al.,
1999).

Para el andlisis conductual se han propuesto 8 categorias mutuamente
excluyentes que son: comer, beber, acicalarse, locomocion, encabritarse,
husmear, descansar y otras (Halford et al, 1997). Cada una de estas categorias
puede comprender una serie de subcategorias, por ejemplo las conductas
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activas englobarian el husmear, locomocion y encabritarse. La categoria de
acicalamiento puede dividirse en diferentes subcategorias como acicalamiento
de genitales, acicalamiento facial y acicalamiento del térax. Si se utiliza esta
definicion operacional de conductas entonces las categorias principales a
registrar son alimentacion, acicalamiento, conducta activa y de descanso
(Halford et al., 1998; Halford et al., 1997; Montgomery & Willner, 1988; Vickers
et al.,, 1999). El tiempo de observacion varia en cada investigacién. Sin
embargo, se puede apreciar que el tiempo minimo de registro continuo es de
40 minutos, este tiempo es subdividido en 8 periodos de 5 minutos cada uno y

en cada periodo se evallan las categorias conductuales ya definidas.

Los efectos hipofagicos inducidos por la administracion de farmacos
serotoninérgicos tipicamente han sido atribuidos a la saciedad, sin establecer si
los farmacos preservan el desarrollo de la secuencia de saciedad normal o
reducen la alimentacion por mecanismos no especificos. En el estudio que
reportaron Kitchner y Dourish (1994), la SSC fue utilizada para caracterizar la
accion del DOI (1-[2,5-dimetoxi-4-iodofenil]-2-aminopropano, agonista de los
receptores 5-HT,), del mCPP (1-[3-cloro-fenil]piperazina, agonista 5-HT,c/1B),
del TFMPP (1-[3-(trifluorometil)fenil]piperazina, agonistas de los receptores 5-
HT1s/5-HT,c, los receptores 5-HT;c actualmente son denominados como 5-
HT,c) y de la RU-24969 (5-metoxi-3[1,2,3,6-tetrahidropiridina-4-y1]-1H-indol,
agonista 5-HTi1ang), Sobre la alimentacion en ratas. Los cuatro farmacos
redujeron la ingesta en ratas que fueron privadas (17 h). La TFMPP y la mCPP
produjeron saciedad, el efecto en la SSC fue parecido al de un grupo que
utilizaron como referencia (no grupo control), que fue sometido a una sesion de
prealimentacion sin haberle inyectado nada. En contraste, la RU24969 y el DOI
no produjeron el perfil conductual que refleja la saciedad, la RU24969 elevo las
conductas activas y no acelero el descanso. Mientras que el DOI parece inducir
hipofagia por una fragmentacion conductual especifica, es decir, la ingesta se
caracterizé por numerosos episodios alimentarios de corta duracion. Con estos
resultados sugieren que la activacion simultanea de los receptores 5-HT1g y 5-

HT.c (actualmente 5-HT,c) puede ser suficiente para provocar la saciedad
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conductual en la rata. En contraste la activacion de los receptores 5-HT,a no

induce saciedad pero provoca conductas activas y reduce la alimentacion.

En nuestro laboratorio demostramos que el efecto hipofagico inducido
por la administracion de 5-HT en el NPVH, se debe al desarrollo prematuro de
la SSC. Caracterizada por la reduccidén del tiempo que las ratas emplearon
para alimentarse, un incremento inicial de conductas activas y la reduccién
posterior de éstas, seguidas de un rapido desarrollo de las conductas de
descanso. El analisis de la SSC producida por los pre-tratamientos de
ciproheptadina y mianserina, sugieren que el bloqueo del efecto hipofagico
inducido por la 5-HT se debié a que el proceso conductual de la satisfaccién se
pospuso con ambos pre-tratamientos. Afectando parametros conductuales
distintos posiblemente mediados por receptores 5-HT,c. El pre-tratamiento con
mianserina incremento el tiempo de alimentacion y retrasé la presencia de las
conductas activas, lo cual permiti6 que el tiempo dedicado para alimentarse
fuera mas largo al inicio de la observacion, no afectando la conducta de
descanso. En tanto que la ciproheptadina incrementé el tiempo de
alimentacion, retrasd las conductas activas y pospuso el desarrollo de las
conductas de descanso aunque no de forma significativa, sin embargo esto
permitid la presencia de la conducta de alimentacion hasta el final de la
medicién. Los resultados obtenidos en los parametros conductuales de
alimentacion sugieren que la prevencion del efecto hipofagico inducido por la 5-
HT, al administrar el pre-tratamiento de mianserina y el pre-tratamiento de
ciproheptadina es mediado posiblemente por receptores 5-HT,c (LOpez,
Mancilla & Escartin, 2003). Recientemente Somerville, Horwood, Lee Kennett y
Clifton (2007) demostraron que el agonista selectivo 5-HT,c VER23779 es
capaz de reducir la ingesta de alimento al ser administrado via sistémica. El
patron conductual se caracterizd por el incremento de las conductas de

descanso sin afectar el desarrollo normal de la SSC.

La utilizacion de ambos analisis (andlisis microestructural y SSC) en una
misma investigacion puede constituir una herramienta poderosa, al identificar
tanto las conductas que se presentan durante el periodo de alimentacién como

las que suceden a éste. Sélo asi se puede explicar que cuando un animal deja
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de comer debido a la accion de un farmaco, no sélo se debe a que “no tiene
hambre”, sino porque existe una estructura de la conducta alimentaria que

puede estar sufriendo cambios que se reflejan sobre el consumo de alimento.

32



Justificacion y planteamiento del problema.

Para caracterizar la contribucién que tiene cada uno de los receptores 5-
HTérgicos sobre el control de la ingestién de alimentos y su relacién con los
diversos mecanismos conductuales, incluyendo los efectos sobre la saciedad,
es necesario realizar estudios farmacolégicos con metodologias de
investigaciéon acordes a la naturaleza compleja de la conducta alimentaria.
Ademas de considerar los mecanismos fisiol6gicos, neuroanatomicos y
conductuales implicados en los efectos hipofagicos de estos componentes.
También es necesario esclarecer la posibilidad de que al activar
simultdneamente dos subtipos de receptores 5-HTérgicos, se produzca un
efecto hipofagico mayor al de la activacion de un sélo receptor. Dado lo anterior
es necesario investigar el papel de la estimulacion individual y por pares, de los
subtipos de receptores 5-HT1A/1B/2A/2C del NPVH sobre la ingesta de

alimento y parametros conductuales asociados.

Aunque estd bien establecido que los agonistas de los receptores
serotoninérgicos con alta o moderada afinidad a los subtipos 5-HT1 y/o 5-HT2
afectan la ingestion de alimento, no es claro el papel de los diferentes subtipos.
Asi, la presente investigacion contribuiria con elementos que permitirian
conocer el papel de la estimulacién individual o por pares de los subtipos de
receptores 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT2A y 5-HT2C, y su relacion con la conducta
de alimentacién, incluyendo los efectos sobre la saciedad y el apetito. También
contribuiria en el establecimiento de los mecanismos fisioldgicos vy
neuroanatomicos implicados en los efectos hipofagicos de estos componentes,
los cuales tampoco han sido establecidos totalmente. A nivel clinico los
farmacos con actividad 5-HT podrian ser considerados como una alternativa

potencial para el tratamiento de trastornos como la obesidad y la anorexia.

Considerando los antecedentes antes mencionados el presente trabajo

se fundamenta en los siguientes supuestos:

e Se sabe que el NPVH es un centro cerebral del control de la
conducta alimentaria e ingesta de alimento.

e También se sabe que el NPVH recibe inervacion serotoninérgica.
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e Existen evidencias de la presencia de los receptores de interés en el
NPVH.

e También se sabe del control de la 5-HT sobre la conducta alimentaria
en otros nucleos cerebrales.

e La 5HT participa en el control de la conducta alimentaria e ingesta de
alimento en el NPVH al activar a los receptores 1A, 1B, 2Ay 2C.

e La administracion de agentes que favorecen la disponibilidad de 5-

HT en el NPVH particularmente inhiben la ingestién de carbohidratos.

Por lo tanto las hipotesis de trabajo a probar son:

e H;: La estimulacion por pares de dos receptores 5-HT (5-HTiac; 5-
HT1s2c; 5-HT2a2c) producira una hipofagia mayor a la producida por la
estimulacién de un sélo receptor, particularmente sobre la ingestién de

carbohidratos.

e Hj: Los parametros de la microestructura de la conducta alimentaria
(latencia para iniciar el periodo de alimentacién, frecuencia, duracién y
tiempo entre episodios de alimentacion, tasa local de alimentacion,
beber, descansar) seran afectados diferencialmente al estimular a dos

receptores que al estimularlos individualmente.

e Hs: Los pardmetros de la secuencia de saciedad conductual (ingesta,
actividad, descansar) seran afectados diferencialmente al estimular a

dos receptores que al estimularlos individualmente.

Dado lo anterior, el objetivo general de la presente investigacion fue
determinar el papel de la estimulacién individual y por pares, de los subtipos de
receptores 5-HT1A, 1B, 2A y 2C del nucleo paraventricular hipotalamico
(NPVH) sobre la ingesta de alimento y parametros conductuales asociados en

ratas.
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Objetivos particulares:

1.

Evaluar, si la estimulacion individual de los receptores 5-HT1a 18 24 Y 2c,
ejerce control sobre la ingesta de alimento, principalmente sobre la
ingesta selectiva de carbohidratos.

Determinar la especificidad de los receptores 5-HT1a, 18, 2a y 2c SObre la
ingesta de alimento con la administracibn de los antagonistas
respectivos.

Evaluar si la activacion de dos subtipos de receptores 5-HT (5-HT1anc;
5-HT1g/2c; 5-HT2a2c), produce un efecto hipofagico mayor.

Caracterizar la secuencia de saciedad conductual al estimular tanto
individualmente como por pares a los receptores 5-HT.

Caracterizar la microestructura de la conducta alimentaria al estimular

tanto individualmente, como por pares a los receptores 5-HT.
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Método

Sujetos

Se utilizaron 120 ratas macho de la cepa Wistar de 200-230 g. Los
animales fueron provistos por el Bioterio de la UNAM campus lztacala. Los
procedimientos utilizados en este estudio cumplen con la norma oficial
mexicana (NOM-062-Z00-1999), especificaciones técnicas para la produccion,

cuidado y uso de los animales de laboratorio

Dietas

El alimento y el agua estuvieron disponibles durante toda la
investigacion. Las ratas tuvieron acceso a una dieta de fuentes separadas para
carbohidratos, proteinas y grasas. Para lo cual se adquirieron los siguientes
productos: 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 500 E, distribuido por Protein
Technologies International, S.A. of C.V. Checkerboard Square, St. Louis, MO),
grasas (manteca vegetal Inca. Elaborado por Anderson Clayton & Co. S.A. de
C.V., Tultitthn, Estado de México). En el agua se agreg6 el suplemento
vitaminico Vitater de uso veterinario (Laboratorio Maver), la dosis utilizada fue
la sugerida por el producto y que es considerada como preventiva (3g en cada
20 litros).

Farmacos

Los farmacos utilizados fueron: 2,5-Dimetoxi-4-iodoamphetamina (DOI
agonista 5-HT,a también activa receptores 5-HTyc, 7.2 pg/0.5ul); 8-hidroxi-2-
(di-n-propilamino)tetralina (8-OH-DPAT agonista selectivo 5-HT1a, 0.5 pg/0.5pl);
5-H-Pirrolo[3,2-b]piridina-5-uno, 1,4-dihidro-3-(1,2,3,6-tetrahidro-4-piridinila]
(CP-93129 agonista selectivo 5-HTig, 7.5 pg/0.5ul); (S)-2-(6-cloro-5-fluoroindol-
1-yl)-1-metiletilamina (Ro 60-0175, agonista 5-HT,c 3ug/0.5ul), 6-cloro-5-metil-
1-[2-(2metilpiridil-3-oxi)-pirida-5-il carbamoil] indolina (SB-242084 antagonista
selectivo 5-HT,c, 0.50 ug/0.5ul), (SB 224289 antagonista de los receptores 5-
HTis, 29.6 ng/0.5ul), N-(2-(4-(2-metoxifenil)-1-piperazinil)etil)-N-(2-piridil)-
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ciclohexanecarboxamida triclorado (WAY 100635 antagonista de los receptores
5-HT1a, 2 pg/0.5ul), Ketanserina (antagonista selectivo 5-HT,a, 2ug/0.5ul).
Estos farmacos fueron adquiridos con Sigma Chemical Co., St. Louis, MO.
Todos los farmacos fueron infundidos a una velocidad de 1ul/3min en el nucleo
paraventricular hipotalamico (NPVH). Para asegurar una difusion completa de
las sustancias el microinyector permanecido un minuto adicional dentro de la
canula guia, luego fue retirado. La administracién de los farmacos se realizé

con una jeringa digital para fluidos de alta precision (Hamilton Co., Reno, NV).

Las dosis utilizadas se eligieron a partir de las reportadas en
investigaciones previas y que fueron administradas en el NPVH, para el
8-OH-DPAT 1.6 nmol utilizada por Currie y Coscina (1993), el CP-93,129 (70
nmol) sugerida por Lee, Aloyo, Fluharty y Simansky (1998), la dosis de DOI
(7.2 pg) se eligié considerando el reporte de De Vry y Schreiber (2000). En el
caso de la WAY 100635 y la Ketanserina en nuestro laboratorio se ha probado

y utilizado la dosis de 2 ug (Mancilla, Escartin, Lopez, Floran & Romano, 2005).

Procedimiento general

Se realizaron 3 experimentos, todos bajo las mismas condiciones
experimentales. Cada experimento correspondié al papel de la estimulacién
individual y por pares de uno de los receptores. En el Experimento 1 se probo
la activacion del receptor 5-HT;a y del par de receptores 5-HTianc, en el
Experimento 2 se activo al receptor 5-HTi5 y al par de receptores 5-HTigoc ¥
en el Experimento 3 se activd al receptor 5-HT,5 y al par de receptores 5-
HT2azc. EnN los tres experimentos se incluyé un grupo control y un grupo en el
qgue se activo el receptor 5-HT,¢, estos dos grupos fueron los mismos para los
tres experimentos. Para determinar la especificidad de los receptores 5-
HT1a, 5-HT1g, 5-HT2a Yy 5-HT2c se administré en grupos independientes un pre-
tratamiento con el antagonista correspondiente para estos receptores. Se
colocaron las ratas de manera aleatoria en cajas habitacién-individuales, con
tres comederos y mantenidas en un ciclo invertido de luz-oscuridad de 12x12 hr
con acceso libre al agua y al alimento. Los animales se pesaron una hora antes

de iniciar el ciclo de oscuridad (8:00 hr). Las ratas tuvieron acceso a una dieta
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de fuentes separadas para carbohidratos, proteinas y grasas. Cada nutrimento
se cambi6é de lugar de acuerdo a un orden preestablecido, para evitar
"preferencia de lugar”, por ejemplo, el primer dia el orden de los comederos de
izquierda a derecha fue; proteinas, carbohidratos y grasas, el segundo dia
carbohidratos, grasas y proteinas, el tercer dia grasas, proteinas y
carbohidratos. El tiempo bajo estas condiciones fue de una semana para que
los sujetos se ambientaran a las condiciones experimentales. Los sujetos que
no se adaptaron a la dieta (consumo minimo de cada uno de los nutrimentos y

peso corporal entre los 230 a 2509) fueron excluidos de la investigacion.

Después de lo anterior, los animales fueron anestesiados con hidrato de
cloral (450 mg/kg, ip). Una vez anestesiados, se fijaron a un estereotaxico y se
les implant6 una canula (1.5 cm de longitud), 2mm por arriba del NPVH del lado
derecho, considerando las coordenadas sugeridas en el Atlas estereotaxico de
Paxinos y Watson (1986). Las coordenadas fueron corregidas previamente por
ensayo y error en un grupo de ratas que “no” fueron consideradas para el
andlisis de resultados, inyectando azul de metileno a través de la canula guia
hasta tefir el NPVH. Este grupo de ratas permitio establecer las coordenadas
para localizar el NPVH, segun las caracteristicas (peso) de los sujetos, para
evitar variabilidad. Se considerd que los sujetos experimentales tuvieran un
peso de 230-250g, al momento de realizar la cirugia. Una vez corregidas las
coordenadas utilizadas fueron posterior a bregma -1.30; lateral a la linea media
-0.3 y de profundidad a partir de dura madre -6.4. Finalmente se aplicaron

50.000 U/kg, im de penicilina benzatinica para prevenir infecciones.

Cuatro dias después de la implantacion de la canula los sujetos
experimentales fueron asignados a uno de 12 grupos independientes (n=10):
. control
. agonista 5-HT,¢
. agonista 5-HTx,
. agonista 5-HT3p
. agonista 5-HT>a
. agonista 5-HT,ct+agonista 5-HTa

~N o o b~ WODN P

. agonista 5-HT,c+agonista 5-HT 5
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8. agonista 5-HT,c+agonista 5-HTa

9. pretratamiento con antagonista 5-HT1a
10. pretratamiento con antagonista 5-HTp
11. pretratamiento con antagonista 5-HTza

12. pretratamiento antagonista 5-HT,c.

En cada experimento se incluyeron 5 de estos grupos, el grupo control,
al que se le administré vehiculo seguido de vehiculo. Un segundo grupo, que
recibié vehiculo seguido del agonista 5-HT,c Ro 60-0175 (vehiculo + Ro-
600175). Estos dos grupos fueron utilizados en los tres experimentos. En un
tercer grupo para activar a uno de los receptores se suministrd vehiculo
seguido de alguno de los agonistas 5-HTia (vehiculo + 8-OHDPAT), 5-HTyg
(vehiculo + CP-93129) o 5-HT,x (SB242084+DOI), segun el experimento
correspondiente. Debido a que comercialmente no hay un farmaco selectivo
para estimular a los receptores 5-HT,a, en el tercer experimento se administrd
el pretratamiento con el antagonista selectivo 5-HT,c (SB242084+DOI) para
antagonizar la actividad del DOI sobre este receptor. En un cuarto grupo se
aplico el agonista 5-HT,c (Ro 60-0175), seguido de alguno de los agonistas
para los receptores 5-HTia, 5-HT15 0 5-HT,a (RO 600175 + 80OHDPAT, Ro
600175 + CP-93129 o Ro 600175 + DOI respectivamente), para activar a dos
de los receptores 5-HT. Para verificar que los efectos obtenidos sobre el
consumo de alimento se debi6 a la estimulacion de los receptores 5-HTja, 5-
HTig ¥ 5-HT2a en un quinto grupo se administrO un pretratamiento con los
antagonistas respectivos (WAY100635+8-OHDPAT, SB224289+CP-93129 vy
Ketanserina+DOlI).

En todos los grupos el tratamiento correspondiente fue administrado diez
minutos antes de iniciar el periodo de oscuridad. Entre la primera y segunda
administracion hubo un intervalo de tiempo de 5 min aproximadamente.
Inmediatamente después de la segunda inyeccién las ratas fueron colocadas
individualmente en cajas habitacion con acceso libre al alimento para dar inicio

a las observaciones.
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Recoleccién de datos

En todos los experimentos el tratamiento correspondiente fue
administrado aproximadamente diez minutos antes de iniciar el periodo de
oscuridad. La recolecciéon de datos empezé al mismo tiempo que inicio el
periodo de oscuridad, se consideraron dos sistemas de registro para realizar la
recoleccion de datos. Un registro de duracion continua de 60 minutos, el cual
sirvi6 para elaborar los analisis conductuales (analisis microestructural y
secuencia de saciedad conductual). Los 60 minutos de observacion fueron
video-grabados con una camara para baja intensidad de luz (todas las sesiones
fueron grabadas), desde un cuarto contiguo para no interferir la conducta de los
sujetos experimentales. El segundo registro fue un control de la cantidad de
alimento ingerido, al finalizar el registro de duracidon continua se pesaron los
comederos (cuidando de recolectar lo que cayé de los comederos), para

conocer la cantidad de alimento consumido durante este tiempo.

Analisis Histolégico

Finalmente los animales fueron perfundidos intracardialmente, primero
con solucion isoténica de NaCl al 0.9 % y luego con formalina al 10.0 %, para la
remocion del cerebro, el cual se mantuvo 15 dias en formol al 10.0 %.
Posteriormente se realizaron cortes histolégicos coronales de 60 u de espesor
con un vibratomo, para luego tefiirlos con la técnica de Nissl y poder asi
verificar el sitio de implantacién. Los datos de los sujetos que no estuvieron

canulados en el NPVH no fueron considerados para el analisis.

Analisis de datos

Para cuantificar el efecto de los farmacos sobre la ingesta de alimento y
conducta alimentaria se realizaron dos procedimientos de analisis, 1) el analisis
microestructural, el cual examina el desarrollo del intervalo de alimentacién y 2)
la secuencia de saciedad conductual, en donde se evallua la consecuencia del

intervalo de alimentacion.
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Para el andlisis microestructural fueron consideradas 19 variables
definidas como sigue: Se considerard como un episodio alimenticio, a un
periodo de alimentacién in-interrumpido por otra conducta. Los parametros del
andlisis microestructural considerados a partir de esta primera definicion seran
frecuencia de los episodios alimentarios y duracion de éstos en segundos,
tiempo entre episodios alimentarios, beber, descansar y otras conductas
(acicalarse, desplazamiento en la caja, rascarse, husmear etc.). Las unidades
de medicidn que se utilizaron para cada uno de estos pardmetros fueron los

segundos (s), a excepcion de la frecuencia.

La frecuencia se define como el nimero de episodios alimentarios
presentes en un periodo de registro (60 minutos). En forma particular se
consider6 la frecuencia de los episodios alimentarios para proteinas (Fpro),
carbohidratos (Fcho) y grasas (Ffat), y en general la frecuencia total (Ftot) de
los episodios alimentarios. La duracion del episodio alimentario se defini6 como
el tiempo total de ingesta entre la frecuencia de los episodios alimentarios.
Considerando asi, la duracién del episodio para proteinas (Dpro), carbohidratos
(Dcho) y grasas (Dfat). El tiempo total de ingesta (TTotal) se entendido como el
tiempo total que emplea el sujeto en alimentarse sin importar el tipo de alimento
seleccionado. El tiempo entre episodios alimentarios, se defini6 como el tiempo
que transcurre entre un episodio alimentario y otro. Nuevamente aplicandolo
para cada uno de los nutrimentos en particular conformando asi las variables
para proteinas (Teeppro), carbohidratos (Teepcho) y grasas (Teepfat) y en
general el tiempo entre episodios alimentarios sin considerar el tipo de alimento
seleccionado (Teeptot). También se consideraron las conductas de beber
definida como el tiempo que permanecié el sujeto en contacto con el bebedero,
descansar como el tiempo en segundos en el que las ratas permanecen
inactivas con cabeza en el piso. Finalmente la categoria de otras conductas
(otras) incluy6 el desplazamiento del animal dentro de su caja habitacion,

husmear, acicalarse y levantarse en patas traseras y rascarse.

Para realizar el analisis de la secuencia de saciedad conductual (SSC),
los 60 minutos de registro continuo fueron divididos en 12 segmentos de 5

minutos cada uno y se analizaron considerando las siguientes categorias
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conductuales: ingesta (definida como el tiempo en segundos que dedican las
ratas para alimentarse), descanso (tiempo en segundos en el que las ratas
permanecen inactivas con cabeza en el piso), y actividad (tiempo en segundos
que dedican para, desplazarse, acicalarse, husmear, levantarse sobre las patas

traseras etc. dentro de la caja-habitacion).
Para el andlisis estadistico se utilizé un analisis de varianza de una via

(ANOVA) para la ingestion (g) de proteinas, carbohidratos y grasas asi como

para cada uno de los parametros del analisis microestructural.
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Resultados.

Experimento 1: 8-OH-DPAT (agonista 5-HT14) y RO60175 (agonista 5-HTyc)

Posterior a la verificacion del sitio de implantacion, los grupos quedaron
conformados de la manera siguiente: Control (n=10), 8-OH-DPAT (n=9),
RO60175 (n=9), 8-OHDPAT+R0600175 (n=7).

Ingestion

En la Figura 2, se presentan los resultados obtenidos con los farmacos
en términos de las medias de ingestion de proteinas, carbohidratos y grasas.
Los datos obtenidos para la ingestion de proteinas y grasas no revelaron
diferencias estadisticas significativas, sin embargo se observdé que la
administracion individual de los agonistas 8-OHDPAT y RO600175 indujeron
una disminucion de la ingesta de éstos, comparados con el grupo control. Con
la coadministracion del 8-OHDPAT+R0600175 (8-OH+Ro), el efecto anoréxico
en el caso de la ingestion de proteinas fue mayor comparado con el grupo
control, contrariamente la ingestion de grasas tendid a incrementarse en

relacion a todas las condiciones.

Ingesta [—1 Control
2.59 1 8-OH-DPAT
* I Ro-60-0175
| 8-OH + Ro
2.0m
1.5-

Gramos
|_|
|_|

1.0+

0.5+

Gﬁﬁ% LIS

Proteinas Carbohidratos Grasas

Figura 2. Media+tESM de la ingesta de proteinas, carbohidratos y grasas
durante 1h de registro al administrar individualmente y por pares los agonistas
5-HT1Ay 5-HT,c. *p<005
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El analisis estadistico revelo6 diferencias significativas en la ingestion de
carbohidratos [F(3,31) = 3.101; p<0.05]. La comparacion por pares (Tukey)
indic6 que la administracion del 8-OHDPAT+R0O600175 disminuy6
significativamente la ingestion de carbohidratos, en comparacion con el grupo
control (ver Figura 2). Los farmacos agonistas 8-OHDPAT y RO600175
tendieron a disminuir la ingestion de carbohidratos al ser administrados

individualmente.

El pretratamiento con el antagonista de los receptores 5-HT;o WAY
100635 (WAY+8-OH) atenud el efecto anoréxico inducido por el 8-OHDPAT
sobre la ingesta de carbohidratos (ver Figura 3). El andlisis estadistico no

revelo diferencias significativas.

Ingesta Carbohidratos
21 S

Gramos
i

Control  8-OHDPAT WAY+8-OH

Figura 3. Media+ESM de la ingesta de carbohidratos durante 1h de registro al
administrar el pretratamiento con el antagonista de los receptores 5-HT;4 WAY
100635 (n=9).

Analisis microestructural.

Latencia

El andlisis estadistico (ANOVA), revelé6 que existen diferencias
significativas en la latencia para iniciar el primer episodio de ingestion de
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carbohidratos [F(3,31)=6.5; p<0.001], la comparacion por pares (Tukey)
determin6 que la coadministracién de los farmacos induce un incremento del
tiempo para iniciar la ingesta de carbohidratos en comparacion con los grupos
control, 8-OHDPAT y RO600175 (ver Tabla 3). En el caso de la latencia para
iniciar la ingestion de proteinas y grasas no se encontraron efectos

significativos por efecto de las inyecciones intrahipotalamicas

Control 8-OHDPAT RO-600175 8-OH+RO
Latencia (s)
Proteinas 1515.1+494.4 1457.3+543.4 1533.1+536.8 1901.1+610.8
Carbohidratos 71.6+35.3 43.1+24.3 60.7+28.7 370.5+124.4**
Grasas 831.1+392.4 1170.2+471.7 1616.5+554.8 772.8+488.5
Frecuencia de episodios
Proteinas 5.0+1.5 5.2+2.3 3.8+1.5 5.1+2.8
Carbohidratos 18.3+3.5 14.2+2.2 22.0+4.2 11.0+2.4
Grasas 7.8+3.9 4.6+1.8 6.0+2.6 9.2+3.9
Duracion de episodios (s)
Proteinas 29.9+10.7 29.4+11.2 30.1+13.7 13.8+7.9
Carbohidratos 117.3+21.1 55.1+8.2 72.3+27.9 35.6+5.6*
Grasas 42.4+14.2 18.1+5.9 24.0+8.5 41.6+16.4
Tiempo entre episodios (s)
Proteinas 79.5+26.1 50.3+16.2 115.7+55.5 78.4+55.9
Carbohidratos 95.0+27.4 77.4+13.0 113.2+36.9 119.6+23.6
Grasas 162.6+46.6 332.7+201.0 87.1+44.9 120.3+29.9
Tasa local de alimentacion (g/s)
Proteinas 0.0027+0.0014 0.0025+0.0014  0.0052+0.0035 0.0026+0.0017
Carbohidratos 0.00127+0.00017 0.0027+0.0014  0.0019+0.0009  0.0047+0.0025
Grasas 0.011+0.0086 0.006+0.0021 0.0031+0.0015  0.0081+0.0051

Tabla 3 Media + ESM de los parametros del analisis microestructural durante
1h de registro al administrar individualmente y por pares los agonistas 5-HTiay
5-HTc.

**P<(,001 8-OH+RO vs. control, 8-OH-DPAT y RO-600175

*P<0.035 Control vs. 8-OH+RO

Duracion de los episodios

Al analizar la duracién de la ingestion de carbohidratos (ver Tabla 3), la
prueba estadistica mostrd diferencias significativas [F(3,31)=3.24; p<0.05]. La
comparacion post hoc mostré que la coadministracion de los farmacos (8-
OHDPAT+R060015) produce una disminucién significativa en la duracion de

los episodios de carbohidratos al compararlo con el grupo control. La
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administracion individual del 8-OHDPAT o del RO600175 produjo la tendencia
a disminuir la duracién de los episodios en comparacion al grupo control,

potenciando este efecto al administrar simultdneamente los farmacos.

Para los parametros del analisis microestructural de la conducta
alimentaria, frecuencia de los episodios alimentarios, tiempo entre episodios
alimentarios y tasa local de alimentacion (ver Tabla 3) no se encontraron
diferencias estadisticas significativas. Tampoco se encontraron diferencias
estadisticas significativas en el caso de las conductas de descanso, beber y

otras conductas (ver Tabla 4).

Descansar Beber Otras
Control 503.0+253.4 103.9+23.7 906.4+145.5
8-OH-DPAT 927.8+255.0 121.1+32.3 964.0+139.5
RO-600175 562.0+264.2 244.2+70.8 1247.6+195.4
8-OH+RO 1328.1+329.5 125.4+44.1 1384.4+170.6

Tabla 4 Media + ESM de los parametros del analisis microestructural durante
1h de registro al administrar individualmente y por pares los agonistas 5-HTiay
5-HTc.

Secuencia de Saciedad Conductual

El grupo control muestra un desarrollo ordenado de la SSC, el tiempo
dedicado para alimentarse es prioritario (ver figura 4A), seguido de la presencia
de otras conductas y posteriormente del descanso. La transicion entre la
conducta de alimentarse y el descanso para este grupo se observé entre los
Periodos 11y 12.

La administracion del agonista 5-HTian 8-OHDPAT (ver Figura 4B)
produjo la aceleracion de la secuencia de la saciedad. En cuanto a la transicién
de la conducta de alimentarse y el descanso se observo un desplazamiento a
la izquierda (entre Periodo 6 y 7), al compararse con el grupo control. La
presencia de conductas activas se eleva al ser comparado con el grupo control
a partir del periodo 3, indicando que el efecto anoréxico causado por el 8-
OHDPAT posiblemente se deba a la interrupcién de la SSC.
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El grupo que recibié el agonista 5-HT,c RO600175 (ver Figura 4C)
preservo la secuencia de la saciedad conductual. La transicién de la conducta
de alimentarse y de la de descanso se desplazé a la izquierda (entre Periodos
10 y 11) en comparacion con el grupo control, lo cual indica que el efecto
anoréxico inducido por este farmaco se debe al desarrollo temprano de la

secuencia de saciedad.

El andlisis de la SSC revel6 que la coadministracion de los farmacos 8-
OHDPAT+R0O600175 (ver Figura 4D) interrumpié la secuencia de saciedad
conductual debida principalmente al incremento de las conductas activas. Entre
los periodos 1 y 6 predomina la presencia de otras conductas, seguida de la
alimentacion y del descanso. La transicion de la conducta de alimentarse y de
descanso fue desplazada a la izquierda (Periodo 6), indicando que la
potenciacion del efecto anoréxico puede deberse a la interrupcién de la SSC,
ya que estas conductas predominan desde el inicio del registro, rompiendo con
el patron normal de la SSC.

47



Secuencia de Saciedad Conductual
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Figura 4. Media + ESM de los parametros de la Secuencia de Saciedad Conductual al administrar los agonistas 5-
HTia y 5-HT,c. La linea vertical indica el momento de la transicion entre la conducta de ingesta y la conducta de

descanso.



Discusion Experimento 1

En la presente investigacion, la administracion del 8-OHDPAT y del Ro
600175 en el nucleo paraventricular hipotaldmico indujo la reduccion de la
ingestion de alimento, particularmente inhibiendo la ingestion de carbohidratos.
Estos resultados confirman los hallazgos de reportes previos en donde se
sefiala el efecto hipofagico inducido por la 5-HT, al ser administrada
periféricamente, afecta selectivamente la ingestion de carbohidratos (Shor-
Posner, lan, Brennan, Cohn, Moy, Ning & Leibowitz, 1993; Tempel, Shor-
Posner, Dwyer & Leibowitz, 1989; Wurtman & Wurtman, 1977; 1979 a, 1979b).
En esta investigacion, la coadministracion de los farmacos (8-OH-DPAT+Ro
600175), provocd mayor hipofagia sobre la ingestion de carbohidratos,
indicando que ambos receptores 5-HT1a Y 5-HT2c son necesarios para producir
un efecto hipofagico completo. Confirmando hallazgos previos en los que se
demuestra que la expresion hipofagica inducida por la administracion de 5-HT
en el NPVH, es mediada por receptores 5-HT;» (Mancilla, Escartin, Lépez,
Flordn & Romano, 2005).

La administracion individual del 8-OH-DPAT y del Ro 600175 en el
NPVH disminuyd la ingestion de alimento durante el arranque natural del
periodo de alimentacion (oscuridad). Estos datos son consistentes con reportes
previos en los que se sefala que los agonistas 5-HT1A, bajo ciertas
condiciones experimentales pueden inducir hipofagia (Clifton, 2000; De Vry &
Schriber 2000; Schreiber, Selbach, Asmussen, Hesse & De Vry, 2000;
Wirtshafter, 2001). Con la inyeccion central del agonista 5-HT1A (8-OH-DPAT)
se han reportado datos contradictorios. Por un lado se ha reportado un efecto
hiperfagico (Park, Harrold, Widdowson & Williams, 1999); el cual es atribuido a
la activacidbn de receptores presindpticos somatodendriticos que al ser
activados inhiben la liberaciébn de serotonina y consecuentemente se eleva la
ingestion de alimento (Dourish, Hutson & Curzon, 1985; De Vry & Schreiber,
2000). Por otro lado se ha reportado un efecto hipofagico al inicio del ciclo de
oscuridad (Wirtshafter, 2001), los datos de la presente investigacion coinciden
con el efecto hipofagico. Posiblemente, el efecto hipofagico puede estar

mediado por la activacion de receptores 5-HTia postsinapticos localizados en
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fiboras noradrenérgicas, inhibiendo la liberacion de noradrenalina y la
consecuente estimulacion de receptores a2-adrenérgicos en las células del
nucleo hipotalamico paraventricular e incremento de la corticotropina (De Vry,
Schriber, 2000; De Vry, Schriber & Jentzsch, 2003). Los efectos contradictorios
sobre la ingesta de alimento al administrar agonistas 5-HTia posiblemente
también estan relacionados con la activacion de diferentes vias de
sefalizacion. La activacion de receptores 5-HT;a en diferentes regiones del
cerebro pueden producir respuestas opuestas debido al acoplamiento
diferencial a proteinas G. Algunas investigaciones han sugerido que los
receptores 5-HT1a en el hipotalamo liberan oxitocina y adrenocorticotropina via
proteinas G insensibles a toxina pertussis en tanto que, en el hipocampo se
inhibe la adenilato ciclasa y se abren canales de potasio via proteinas G,
sensibles a toxina pertussis (Serres, et al 2000; Crane, et al 2007). Asi mismo
el efecto hipofagico inducido por la administracion individual del Ro 600175,
concuerda con reportes en los que se ha demostrado que la estimulacion de
los receptores 5-HT,c al menos en parte son responsables en la mediacion del
efecto hipofagico (Dalton, Lee, Kennett, Dourish & Clifton, 2006; De Vry &
Screiber, 2000; Schreiber & De Vry 2002; Vickers et al., 1999).

En la presente investigacion el andlisis microestructual también sefiala
cambios en el desarrollo temporal de la conducta alimentaria, al administrar el
8-OHDPAT+Ro 600175, especificamente se encontrdo la reduccion de la
duracién de los episodios de carbohidratos y el incremento de la latencia para
iniciar la ingesta de carbohidratos. Estos resultados concuerdan con
investigaciones previas en las que se sefiala, que la administracion periférica
de agonistas 5-HT ejerce control sobre aspectos temporales de la alimentacion
caracterizados por, la disminucién del tamafio y duracion de los intervalos
alimentarios y reducciéon de la tasa local de alimentacion (Leibowitz &
Alexander, 1998; Mancilla, Cisneros, Lépez, Ocampo, Alvarez, Véazquez,
Osornio & Rosales, 1993;). La latencia para iniciar el intervalo de alimentacion
y la frecuencia no son afectados, lo que sugiere que la 5-HT influye el término
de la alimentacién mas que el inicio de ésta (Leibowitz & Alexander, 1998). En
la presente investigacion la coadministracion del 8-OHDPAT+Ro 600175

demord el inicio del primer episodio alimentario, este efecto ha sido reportado
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en algunas investigaciones en la que se ha utilizado fenfluramina, 5-HT, 5-
Hidroxitriptéfano y RO600175 (Clifton, Lee, Dourish, 2000; Cooper & Francis,
1980; Grinker, Drewnowski, Enns & Kissileff, 1980; Mancilla, Lépez, Ocampo-
Tellez, Alvarez, Vazquez, Ruiz, Mejia & Alvarado, 1993). La reduccion de la
duracién de los episodios sugiere que la coadministracion de los farmacos
promueve el proceso de satisfaccion y el incremento de la latencia una

afectacion del estado de saciedad.

El analisis de la secuencia de saciedad conductual indica que en el
grupo control se ve una progresion ordenada de la conducta alimentaria, es
decir los sujetos comen, presentan conductas activas y posteriormente
descansan, patron estereotipado que se ha descrito en investigaciones previas,
y que se considera como un indicador de la saciedad (Gao, Harvey, Mook &
Zeigler, 1998; Halford et al., 1998; McGuirk, Muscat & Willner, 1992; Vickers,
Clifton, Dourish & Tecott, 1999). La reduccion de la ingesta de alimento debida
a la administracién del 8-OHDPAT se acompafid por un incremento moderado
de la actividad y el desarrollo temprano de las conductas de descanso. En el
caso del Ro 600175 disminuyd la ingesta de alimento, pero se preservo el
patron de desarrollo normal de la SSC. Este resultado concuerda con
investigaciones previas, en las que se ha reportado que la administracion
periférica de Ro 600175 produce un efecto hipofagico dependiente de la dosis y
un desarrollo tipico de la SSC (Clifton, Lee & Dourish, 2000; Hewitt, Lee,
Dourish & Clifton, 2002). La potenciacion de la anorexia inducida por la
coadministracion del 8-OHDPAT+Ro 600175 se explica conductualmente por
un aumento de la actividad al inicio del periodo de alimentacion y la promocion
de las conductas de descanso. Es decir, la administracion simultanea de los
farmacos no induce la saciedad, ya que el patron estereotipado de la SSC no
se observa bajo esta condicién. Existen reportes de que el Ro 600175 produce
hiperactividad (Higgins & Fletcher 2003), en la presente investigacion se
observd un incremento de la actividad al administrar este agonista
individualmente en comparacion con el grupo control, sin embargo no afect6 al
desarrollo normal de la SSC, pero al administrarlo simultaneamente con el 8-
OHDPAT se potencia la actividad interrumpiendo el desarrollo tipico de la

saciedad.
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En conclusién, los resultados del presente experimento confirman lo
reportado en estudios previos en relacion a que el sistema serotoninérgico
juega un papel importante en la regulacion de la conducta alimentaria
controlando particularmente la ingesta de carbohidratos. La expresion de la
hipofagia requiere de la participacion de los receptores 5-HTia y 5-HT,c del
nacleo paraventricular hipotalamico. Los resultados sugieren la existencia de
una interaccién funcional receptor-accion entre los receptores 5-HT1a y 5-HT2c
para la regulaciéon de la conducta alimentaria, ya que al estimularlos por pares
el efecto hipofagico es mayor. Los efectos sobre la secuencia de saciedad
conductual fueron diferentes al administrar individualmente los farmacos que al
coadministrarlos, en el caso de la anorexia inducida por la coadministracion de

los farmacos se atribuye a la interrupcion del desarrollo tipico de la saciedad.
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Experimento 2: CP-93129 (agonista 5-HT1g) y Ro-600175 (agonista 5-HT,c)
Después de verificar el sitio de implantacién, los grupos quedaron
constituidos de la siguiente manera: grupo Control (n=10), grupo CP-93129
(n=8), grupo Ro-600175 (n=9) y grupo CP-93129+R0-600175 (n=7).

Ingestion

En la Figura 5, se presentan los resultados obtenidos sobre la ingestion
de proteinas, carbohidratos y grasas en términos de las medias. Los datos
obtenidos para la ingestion de proteinas y grasas no revelaron diferencias
estadisticas significativas; sin embargo, se observdé que la administracion
individual de los agonistas CP-93129 y RO600175 indujeron una disminucién
de la ingesta de éstos, comparados con el grupo control.

Ingesta — Control
2 G [ Ro-60-0175
| * I CP 93129
2 0+ —_|__ ICP + Ro
9 1.5-
: T
O 1.0 T
0.5+ |j
Sloma LU E
Proteinas Carbohidratos Grasas

Figura 5. Media+tESM de la ingesta de proteinas, carbohidratos y grasas
durante 1h de registro al administrar individualmente y coadministrar los
agonistas 5-HT1gy 5-HT,c. *p<0.02.

El andlisis estadistico revel6 diferencias significativas en la ingestion de
carbohidratos [F(3,30) = 3.69; p<0.02]. La comparacion por pares (Tukey)
indicé que la coadministraciéon del CP-93129+R0600175 (CP+Ro0) disminuyo
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significativamente la ingestion de carbohidratos, en comparacion con el grupo
control (ver Figura 5). Los farmacos agonistas CP-93129 y RO0O600175
tendieron a disminuir la ingestion de carbohidratos al ser administrados

individualmente.

El pretratamiento con el antagonista de los receptores 5-HT,5 SB 224289
(SB+CP), atenu6 el efecto anoréxico inducido por el CP-93129 sobre la ingesta
de carbohidratos (ver Figura 6). El andlisis estadistico no reveld diferencias

estadisticas significativas.

Ingesta de Carbohidratos

Gramos
v

Control  CP93129  SB+CP

Figura 6. Media+ESM de la ingesta de carbohidratos durante 1h de registro al
administrar el pretratamiento con el antagonista de los receptores 5-HTig
SB224289 (n =6).

Analisis microestructural.
Duracion de los episodios

Cuando se analiz6 la duracibn de los episodios alimenticios de

carbohidratos (ver Tabla 5), se observo que los tres tratamientos redujeron la
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duracién de los episodios de carbohidratos. La prueba estadistica mostré
diferencias estadisticas significativas [F(3,30)=3.13; p<0.05]. La comparacion
post hoc mostré que la administracion individual del CP 93129 produce una
disminucién significativa en la duracion de los episodios de carbohidratos al
compararlo con el grupo control. No encontrando efectos sobre la duracion de

la ingestion de proteinas y grasas.

Control CP-93129 RO-600175 CP+RO
Latencia (s)
Proteinas 1515.1 +494.4  1500.5 + 616.3  1533.1 +536.8 1707.1 +671.9
Carbohidratos 71.6 +35.3 213.8+151.5 60.7 + 28.7 66.4 + 36.1
Grasas 831.1 +392.4 12711 +534.7 1616.5+554.8 1215.8 + 629.8
Frecuencia de episodios
Proteinas 50+15 6.1+24 3.8+15 44+34
Carbonhidratos 18.3+3.5 23.8+5.1 22.0+4.2 13.7+2.1
Grasas 7.8+3.9 76+3.3 6.0+2.6 55+4.0
Duracion de episodios (s)
Proteinas 29.9 +10.7 144+ 8.4 30.1+13.7 27.0+13.5
Carbohidratos 117.3+21.1 42.4 +7.9* 72.3+27.9 46.2 + 8.1
Grasas 424 +14.2 23.6+7.3 240+ 8.5 28.9+17.9
Tiempo entre episodios (s)
Proteinas 79.5+26.1 1566.1+598.7** 115.7 + 55.5 2276.2 +635.2%**
Carbonhidratos 95.0+27.4 126.6 + 37.8 113.2 + 36.9 119.4 + 27.2
Grasas 62.6 + 46.6 1111.0+5449 87.1+44.9 2172.3 + 674.7**
Tasa local de alimentacion (g/s)
Proteinas 0.0027 + 0.0014 0.0015 + 0.0006 0.0052 + 0.0035 0.0030 + 0.0010
Carbonhidratos 0.0012 + 0.0002 0.0013 +0.0002 0.0019 + 0.0009 0.0019 + 0.0005
Grasas 0.011 +0.008 0.0020 + 0.001  0.0031 +0.001  0.0037 + 0.001

Tabla 5 Media + ESM de los parametros del analisis microestructural durante
1h de registro al administrar individualmente y coadministrar los agonistas 5-
HT]_B Yy 5-HT2(:.

***P<0.001 Control vs. CP-93129; CP+RO

** P<(.002 Control vs. CP+RO

*P<0.040 Control vs. CP-93129

Tiempo entre episodios (S)
Aunque no se encontraron diferencias significativas en la ingestion de

proteinas y grasas bajo ninguno de los tratamientos, el andlisis del tiempo entre

episodios alimentarios (ver Tabla 5) mostré diferencias significativas para

55



proteinas [F(3,30)=7.793; p<0.001] y grasas [F(3,30)=6.257; p<0.002]. En la
comparacion por pares se observdé un aumento en el tiempo entre episodios
alimentarios de la ingesta de proteinas de los grupos CP 93129 y del grupo
CP+Ro. En el caso de las grasas se encontr6 que los tres tratamientos
indujeron un incremento del tiempo entre episodios alimenticios, sin embargo
este aumento solo fue significativo al coadministrar los farmacos (CP+Ro0). En
el caso de los carbohidratos no se encontraron diferencias significativas
aungue se puede apreciar un ligero incremento del tiempo entre episodios en

relacion al grupo control bajo todas las condiciones.

Para los parametros del analisis microestructural de la conducta
alimentaria, latencia, frecuencia de los episodios alimentarios, y tasa local de
alimentacion (ver Tabla 5), no se encontraron diferencias estadisticas

significativas.

Descansar Beber Otras
Control 503.0 + 253.4 103.9 + 23.7 906.4 + 145.5
CP-93129 730.6 + 275.1 188.8 + 43.8 1390.8 + 194.1
RO-600175 562.0 + 264.2 244.2 + 70.8 1247.6 + 195.4
CP+RO 1593.7 + 364.7* 89.8 + 29.5 950.1+ 172.3

Tabla 6 Media + ESM de los parametros del analisis microestructural durante
1h de registro al administrar individualmente y coadministrar los agonistas 5-
HTlB Yy 5-HT2¢.
*P<0.05 Control vs. CP+RO

El andlisis estadistico (ANOVA) revel6 diferencias significativas sobre la
conducta de descansar [F(3,30)=2.830; p<0.05]. En la Tabla 6, se observa un
incremento significativo en el tiempo dedicado a descansar en el grupo
CP+RO, en comparacion con el grupo control. No encontrando diferencias
estadisticas significativas en el tiempo que dedican a beber y para otras

conductas.
Secuencia de Saciedad Conductual

En la Figura 7A se aprecia que el grupo control presenta un desarrollo
ordenado de la SSC, preferentemente el tiempo es dedicado para alimentarse

en segundo lugar para otras conductas y finalmente para el descanso. La
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transicion entre la conducta de alimentarse y el descanso para este grupo se

observo entre los Periodos 11y 12.

El grupo que recibio el tratamiento con el agonista 5-HT,c RO600175
(ver Figura 7B), preservo el desarrollo de la secuencia de la saciedad
conductual. La transicién entre la conducta de alimentarse y la de descanso se
localiz6 entre los Periodos 10 y 11, en comparacion con el grupo control se
observo el desplazamiento a la izquierda del punto de transicion, lo cual indica
que el efecto anoréxico inducido por este farmaco se debe al desarrollo

temprano de la secuencia de saciedad.

La administracion del agonista 5-HT1g CP 93129 (ver Figura 7C) produjo
la aceleracion de la secuencia de la saciedad. En cuanto a la transicion de la
conducta de alimentarse y el descanso se observdé un desplazamiento a la
izquierda (Periodo 9), al compararse con el grupo control. La presencia de
conductas activas es elevada desde el inicio del registro, manteniéndose por
arriba de la conducta de alimentarse y el desarrollo temprano del descanso.
Aunque el tiempo dedicado a la actividad es ligeramente mas alto, no parece
haber una interrupcién de la SSC ya que el tiempo dedicado para alimentarse

se mantiene a través de los 12 periodos de alimentacion.

El andlisis de la SSC revel6 que la coadministracion de los farmacos CP
93129+R0O600175 (ver Figura 7D) induce el desarrollo temprano de la
secuencia de saciedad. La transicion de la conducta de alimentarse y de
descanso fue desplazada a la izquierda (Periodo 3), indicando que la
potenciacion del efecto anoréxico, puede deberse al desarrollo prematuro de la
SSC.
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Discusion Experimento 2

En el presente estudio también se encontré que la administracién del
agonista CP 93129 (agonista de los receptores 5-HT;g), en el NPVH disminuye
la ingesta de alimento particularmente la ingestion de carbohidratos. Este
efecto concuerda con investigaciones en las que se ha reportado que la
activacion de los receptores 5-HTig reduce la ingesta de alimento (Lee &
Simansky, 1997; Lee et al, 1998; Park et al, 1999; Lee et al, 2002).

La coadministracion del CP 93129 + Ro 600175, provoco un efecto
hipofagico mayor sobre la ingestion de carbohidratos, implicando que la
participacion de ambos receptores 5-HT1g Yy 5-HT,c €s necesaria para producir
un efecto hipofagico completo. Estos resultados van en contra de aquellas
investigaciones en las que se ha sefialado que la sdéla activacion de los
receptores 5-HTg es suficiente para inducir hipofagia (Halford & Blundell, 1996;
Simansky 1996). Apoyando aquellas en las que se plantea que el efecto
hipofagico se debe a la interaccion funcional entre los receptores 5-HTig y 5-
HT,c (Dalton, Lee, Kennett, Dourish & Clifton, 2006; Schreiber et al, 2002). La
literatura sefiala que la administracion de farmacos con actividad mixta 5-
HT1s2c como el m-CPP produce un efecto hipofagico mayor que el obtenido
con farmacos selectivos como el ORG 37684 (agonista 5-HT,c) o el CP 94253
(agonista 5-HT1g) (Schreiber et al, 2002).

El andlisis microestructural permite sefialar que la administracién del CP
93129 afectd reduciendo la duracién de los episodios de alimentacion. Estos
resultados son congruentes con investigaciones en las que se ha demostrado
que la activacion de los receptores 5-HTg principalmente reduce la duracion de
los episodios alimentarios (Clifton & et al.,, 1993; Schreiber et al, 2002;
Simansky 1996; Lee & Simansky 1997). La reduccion de la duracion de los
episodios sugiere que la administracion del CP 93129 promueve el proceso de

satisfaccion.

Aungue en la ingestion de proteinas no se encontraron cambios

estadisticos significativos, en el analisis microestructural se encontré que el
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tiempo entre episodios alimentarios de proteinas aumenta, la coadministracion
del CP 93129 + Ro 600175 también facilité el aumento del tiempo entre
episodios alimentarios de proteinas y grasas, estos resultados sugieren la
afectacion del estado de saciedad. Conductualmente esto explica la tendencia
a reducir de forma no significativa la ingestion de proteinas. La no afectacion de
la ingestion de proteinas al estimular el sistema serotoninérgico esta
documentado en los trabajos pioneros de Wurtman y Wurtman (1977, 1979) a
lo que ellos denominaron “protein sparing effect”. El andlisis microestructural
también reveld un incremento significativo de la conducta de descanso en el
grupo CP 93129 + Ro 600175. Ademas de la afectaciéon del proceso de
satisfaccion sobre la ingestién de carbohidratos el aumento de las conductas
de descanso puede explicar la presencia de un efecto hipofagico mayor.

Como ya se discuti6 en el experimento anterior, el analisis de la
secuencia de saciedad conductual indica que en el grupo control se ve una
progresion ordenada de la conducta alimentaria. En el caso del Ro 600175
(agonista 5-HT,c), disminuy0 la ingesta de alimento, pero se preservo el patrén
de desarrollo normal de la SSC. La reduccion de la ingesta de alimento debida
a la administracion del CP 93129 se caracterizé por el incremento moderado de
la actividad y el desarrollo temprano de las conductas de descanso. La
administracion de CP 94253 (agonista 5-HT;g), se reportd reduce la frecuencia
y duracién de los episodios alimentarios y una tendencia a incrementar la
actividad. Sin embargo, la hipofagia no se atribuye a la interrupcién o
fragmentacion de los episodios alimentarios, sino a un efecto sobre la
satisfaccion (Lee & Simansky 1997). En una investigacion posterior a ésta se
concluye que la hipofagia producida por el CP 94253 se debe el desarrollo de
la secuencia de saciedad (Lee, Kennett, Colin Dourish & Clifton, 2002). Este
patron concuerda con el andlisis de la SSC de la presente investigacion, en
donde se encontro el incremento de la actividad al estimular al receptor 5-HT g,
sin embargo esta actividad no parece interrumpir la conducta alimentaria. Se
puede decir, que la administracion del CP 93129 en el NPVH produce el
desarrollo normal de la SSC.

60



El efecto hipofagico inducido por la coadministracion de CP
93129+R0600175, se explica conductualmente por el desarrollo temprano de
las conductas de descanso, pero preservando el patrdn tipico de la SSC. Es
decir hay una aceleraciéon de la SSC, ya que en los primeros periodos de
observacion se dio prioridad a la conducta de alimentacion, seguida de la
actividad y finalmente la aparicion temprana de las conductas de descanso. En
la literatura se sefiala que farmacos con actividad mixta 5-HT1g2c como el m-
CPP o el TFMPP preservan la estructura de la SSC (Halford et al, 1998). Tanto
el andlisis de la SSC como el analisis microestructural sefialan que en este
grupo la conducta de alimentacion es desplazada rapidamente por la conducta

de descanso.

Los resultados de la presente investigacion permiten sugerir que la expresion
de la hipofagia requiere de la participacion de los receptores 5-HTig y 5-HTc
del nucleo paraventricular hipotalamico. Las evidencias sefialan que la
estimulacion de los receptores 5-HTig y 5-HT,c produce hipofagia por si
mismos. Sin embargo el presente estudio permite plantear que para obtener un
efecto hipofagico completo se necesita de ambos subtipos de receptores, los
cuales controlan diferentes aspectos cualitativos como lo muestran el analisis
microestructual y la SSC. El que este par de receptores sean capaces de
desarrollar una secuencia de saciedad normal, los hace atractivos para su
potencial uso terapéutico en la obesidad, la bulimia y los trastornos por atracon

alimentario.
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Experimento 3: DOI (agonista 5-HT,a) y R0-600175 (agonista 5-HTyc)

Al verificar el sitio de implantacion de la canula, los grupos quedaron
constituidos de la siguiente manera: Control (n=10), grupo SB24+DOI (n=8),
grupo Ro-600175 (n=9) y grupo DOI+R0-600175 (n=8).

Ingestion

Para antagonizar la actividad del DOI sobre los receptores 5-HT,c se
administré el antagonista SB242084. Los resultados sobre la media de la
ingesta de proteinas, carbohidratos y grasas no mostraron diferencias
estadisticas significativas con el ANOVA de una via. Sin embargo se encontré
una tendencia a disminuir la ingestién de los tres nutrimentos, principalmente

en el grupo pretratado (SB24+DOI), en comparacion al grupo control (ver

Figura 8).
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Figura 8. Media+tESM de la ingesta de proteinas, carbohidratos y grasas
durante 1h de registro al administrar el pretratamiento con el antagonista 5-
HT,c SB242084.

En la Figura 9, se presentan los resultados obtenidos sobre la ingestion

de proteinas, carbohidratos y grasas en términos de las medias. El analisis
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estadistico revelo diferencias significativas [F(3,31) = 3.73; p< 0.02] en la
ingestion de carbohidratos. La comparacion por pares (Tukey) indic6 que la
administracion de DOI+R0-600175 (DOI+Ro) disminuyé significativamente la

ingestién de carbohidratos, en comparacién con el grupo control.

Ingesta — Control
- =31 SB24+DO
: * =1 Ro-60-0175
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©
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Proteinas Carbohidratos Grasas

Figura 9. Media+tESM de la ingesta de proteinas, carbohidratos y grasas
durante 1h de registro al administrar individualmente y coadministrar los
agonistas 5-HT,ay 5-HT,c. *p<0.02.

El pretratamiento con el antagonista de los receptores 5-HTa
Ketanserina (Ket+DOI), sélo previno el efecto anoréxico inducido por el DOI
sobre la ingesta de carbohidratos (ver Figura 10), al compararse con el grupo
control. El pretratamiento con el antagonista 5-HT,c (SB24+DOI) atenu6 mejor

el efecto hipoféagico del DOI (ver Figura 9).
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Figura 10. Media+ESM de la ingesta de carbohidratos durante 1h de registro al
administrar el agonista DOI (n=6) y antagonista 5-HT, Ketanserina (n=6).

Andlisis microestructural

Tiempo entre episodios (S)

El analisis del tiempo entre episodios alimentarios (ver Tabla 8) mostro
diferencias significativas para proteinas y grasas [F(3,31)=12.06; p<0.000] y
grasas [F(3,31)=5.72; p<0.003]. En la comparacion por pares se observd un
aumento en el tiempo entre episodios alimentarios de la ingesta de proteinas
de los grupos SB242084+DOI y del grupo DOI+R0-600175 con respecto al
grupo control y del SB242084+DOI en relacion al grupo Ro-600175. En el caso
de las grasas se encontré que los tratamientos indujeron un incremento del
tiempo entre episodios alimenticios entre los grupos DOI+R0-600175 vy
SB242084+DOI al compararse con el grupo control y los grupos. DOI+ Ro-
600175 y SB242084+DOI con respecto al grupo Ro-600175.

Aunque en el analisis de la ingestion de carbohidratos se encontraron
diferencias estadisticas significativas en el grupo DOI+Ro vs. grupo Control. En
el analisis microestructural para este nutrimento no se encontraron diferencias
estadisticas significativas. Sin embargo, la tendencia de los parametros del
analisis microestructural para carbohidratos en este grupo fue la siguiente:

Incremento de la latencia para iniciar la ingestién de carbohidratos, decremento
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de la frecuencia y duracion de los episodios de carbohidratos, sin cambios en

los tiempos entre episodios alimentarios y tasa local de alimentacion (ver Tabla

8).

Control

SB24+DOl

RO-600175

DOI+RO

Latencia (s)

Proteinas 1515.1 +494.4  2562.4+ 512.03 1533.1 +536.8  720.7 + 426.38
Carbohidratos 71.6 + 35.3 112.7+42.8 60.7 + 28.7 467.87+ 332.7
Grasas 831.1+392.4 1959.4 +531.0 1616.5+554.8 1357.5+ 526.7

Frecuencia de episodios

Proteinas 50+15 1.2+0.61 3.8+15 41+1.3
Carbohidratos  18.3+3.5 13.9 + 2.61 22.0+4.2 11.1+29
Grasas 7.8+3.9 39+12 6.0 +2.6 49+2.6
Duracién de episodios (S)

Proteinas 29.9 + 10.7 23.75 +21.3 30.1 +13.7 72.0 + 30.16
Carbohidratos  117.3+21.1 85.4 +24.7 72.3+27.9 75.5+ 13.4
Grasas 42.4 +14.2 10.7 + 3.6 240+ 85 34.6 +20.9
Tiempo entre episodios (s)

Proteinas 79.5 +26.1 2578.8 + 499.5*  115.7 + 55.5 1401.6 +553.7*
Carbohidratos  95.0+27.4 182.4 + 57.4 113.2 + 36.9 94.79 + 18.9
Grasas 162.6 + 46.6 1622.1+589.3** 87.1 + 44.9 1760.9 + 579.5**

Tasa local de alimentacion (g/s)

Proteinas 0.0027 + 0.0014 0.0010 + 0.0005 0.0052 + 0.0035 0.0+ 0.0
Carbohidratos  0.0013 + 0.0002 0.0019 + 0.0004 0.0019 + 0.0009 0.0012 + 0.0003
Grasas 0.011 +0.008  0.0037 + 0.0014 0.0031+0.001  0.0030 + 0.001

Tabla 8 Media + ESM de los parametros del analisis microestructural durante
1h de registro al administrar individualmente y coadministrar los agonistas 5-
HT2A Yy 5-HT2(3.

*P<0.000 Control vs. SB24+DOI; Control vs. DOI+RO; RO vs. SB24+DOI.

**P<(0.003 Control vs. DOI+RO; Control vs. SB24+DOI; RO vs. DOI+RO; RO vs. SB24+DOlI

En el caso de las conductas de descansar, beber y otras, no se
encontraron diferencias estadisticas significativas en el tiempo (ver Tabla 9).
Aunque la tendencia en el grupo DOI+Ro fue un incremento de la conducta de

descanso y de otras conductas.
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Descansar Beber Otras

Control 503.0 + 253.4 103.9 + 23.7 906.4 + 145.5
SB24+DOl 1045.1+ 293.6  183.9 + 68.5 1187.4+ 156.9
RO-600175 562.0 + 264.2 2442 + 70.8 1247.6 £ 195.4
DOI+RO 1079.6 + 377.2 146.8 +125.5 1178.0+ 245.7

Tabla 9 Media + ESM de los parametros del analisis microestructural durante
1h de registro al administrar individualmente y al coadministrar los agonistas 5-
HT24 Yy 5-HT2c.

Secuencia de Saciedad Conductual

En la Figura 11A se muestra que el grupo control presenta un desarrollo
ordenado de la SSC, esto es, tiempo dedicado para alimentarse seguido de
otras conductas y finalmente el descanso. La transicion entre la conducta de
alimentarse y la conducta de descanso para este grupo se observo entre los
Periodos 11y 12.

La SSC en el grupo al que se le administr6 el SB242084+DOI (ver
Figura 11B), no produce el desarrollo normal de la secuencia de saciedad. La
presencia de conductas activas es elevada desde el inicio del registro, seguida
de la conducta de alimentarse y el desarrollo temprano del descanso. El
periodo de transicidon de las conductas de alimentacion y descanso se localizé
entre los Periodos 4 y 5, en comparacion al grupo control el desplazamiento fue
hacia la izquierda. Este patron sugiere que el efecto anoréxico se debe a la
interrupcién de la SSC por hiperactividad; la duracion de la actividad es mas

alta que la duracion de la conducta de ingesta.

El grupo al que se le administro el tratamiento con el agonista 5-HT,c
RO600175 (ver Figura 11C), preservo el desarrollo de la secuencia de la
saciedad conductual. La transicién entre la conducta de alimentarse y la de
descanso se localiz6 entre los Periodos 10 y 11, en comparacion con el grupo
control el desplazamiento de la transicién se observo recorrido a la izquierda, lo
cual indica que el efecto anoréxico inducido por este farmaco se debe al

desarrollo temprano de la secuencia de saciedad.
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El grupo en el que se coadministraron los dos agonistas 5-HT,a y
5-HT,c (DOI+RO), se desarroll6 la aceleracion de la secuencia de la saciedad.
(ver Figura 11D). En cuanto a la transicién de la conducta de alimentarse y el
descanso se observo un desplazamiento a la izquierda (Periodo 5), en relacion
al grupo control. La presencia de conductas activas es elevada desde el inicio
del registro, manteniéndose por arriba de la conducta de alimentarse y el
desarrollo temprano del descanso. Aunque el tiempo dedicado a la actividad es
ligeramente mas alto, no parece haber una interrupcién de la SSC, ya que el
tiempo dedicado para alimentarse se mantiene a través de los 12 periodos de

alimentacion.
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Secuencia de Saciedad Conductual
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Figura 11. Media + ESM de los parametros de la Secuencia de Saciedad Conductual al administrar los agonistas

5-Hza ¥ 5-HT,c. La linea vertical indica el momento de la transicion entre la conducta de ingesta y la conducta de

descanso. 68



Discusion Experimento 3

En la presente investigacion también se confirman hallazgos de
investigaciones previas en donde se ha demostrado que los receptores 5-HTza
tienen un papel fundamental en el control de la conducta alimentaria (De Vry &
Schreiber, 2000, Hewitt, et al., 2002, Mancilla et al, 2006).

Aunque el grupo pretratado con SB242084 + DOI decrementé la ingesta
de alimento debido a la estimulacion de los receptores 5-HT,a. La
coadministracién del DOI + Ro 600175 (DOI+Ro) provoco un efecto hipofagico
mayor sobre la ingestion de carbohidratos. Estos datos son consistentes con
reportes previos en los que se ha mostrado que los farmacos que facilitan la
transmision serotoninérgica disminuyen la ingestion de alimento (Klodzinska &
Chojnacka-Wojcik, 1990; Kitchener & Dourish, 1994; Leibowitz, et al,1990;
Leibowitz & Alexander, 1998), particularmente Lawton y Blundell (1993)
reportaron la reduccidbn de la ingesta de carbohidratos debida a la
administracion de DOI. Estos resultados también sugieren que la activacion de
ambos receptores 5-HT,a y 5-HT,c es necesaria para obtener un efecto
hipofagico mayor, estos resultados son consistentes con el reporte de que los
agonistas no selectivos tienen un efecto anoréxico mayor al ser comparados

con farmacos selectivos (Screiber et al, 2000).

En el presente experimento la coadministracion de DOI + Ro 600175
produjo un efecto hipofagico mayor sobre la ingestion de carbohidratos; a pesar
de que no se encontraron diferencias estadisticas significativas en el analisis
microestructural de la ingestion de carbohidratos, se observo una tendencia a
disminuir la frecuencia y duracion de los episodios alimenticios en el grupo DOI
+ Ro, estos datos sugieren una afectacion del proceso de satisfaccion. Kitchner
y Dourish (1994) sefialan que la administracion de DOI (IP) solo causo la
reduccion significativa de la frecuencia de los episodios alimenticios en los
primeros 5 minutos de observaciéon, no encontrando diferencias en la
frecuencia total a la hora. Aun cuando existen evidencias de que la
administracion del DOI directamente en el hipotdlamo induce hipofagia los

estudios conductuales no muestran un patron especifico que pueda explicar

69



dicho efecto, algunas investigaciones sugieren que el efecto hipofagico del
DOI (agonista 5-HT,a2c), sobre los patrones conductuales es inespecifico (De
Vry & Schreiber 2000; Schreiber Selbach et al, 2000). Por otro lado, Simansky
(1996) sefala que el DOI selectivamente reduce el tiempo de alimentacién
como consecuencia de la interrupcion frecuente de la conducta alimentaria
para ejecutar otras conductas. En la presente investigacion se encontré la

tendencia a disminuir la duracion de los episodios alimentarios.

El analisis de la SSC indica que el grupo control desarroll6 una
progresion ordenada. En el caso del Ro 600175 (agonista 5-HT,c), la ingesta

de alimento disminuy6 preservando el patron de desarrollo normal de la SSC.

En el presente trabajo al administrar el pretratamiento con el antagonista
selectivo 5-HT,c SB242084 + DOI se observo que no hay un desarrollo normal
de la SSC, estos resultados concuerdan con reportes en los que se sefiala que
la estimulacién de los receptores 5-HT,a no produce el desarrollo clasico de la
SSC, atribuyendo la hipofagia a la interrupcion de la SSC por hiperactividad
(Halford et al, 1998; Kitchner & Dourish, 1994; Simansky, 1996). Aunque en la
ingesta de proteinas y grasas no mostré diferencias estadisticas significativas
al administrar SB242084 + DOI el analisis estadistico sefiala un incremento
significativo del tiempo entre episodios para estos nutrimentos. Posiblemente
este incremento sea un reflejo del aumento de la actividad. Es decir el tiempo
entre un episodio y otro es mayor al presentarse otras conductas no

relacionadas con la alimentacion.

Aunque la conducta de actividad fue elevada en el grupo al que se le
coadministr6 DOl + Ro 600175 el desarrollo de la SSC parece conservar el
patron normal y se observa la aceleracion del proceso de saciedad. Como ya
se menciond, en general se piensa que el efecto hipofagico inducido por la
administracion de farmacos serotoninérgicos acelera el proceso de saciedad.
Algunos investigadores han sugerido que los farmacos que liberan la 5-HT
como la fenfluramina y los que estimulan los receptores 5-HT,c y/o 5-HTip
especificamente incrementan la saciedad en ratas (Clifton, Barnfield & Curzon,
1993; Halford, Wanninayake & Blundell, 1998; Kitchner & Dourish, 1994;
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Samanin & Grignashi, 1996; Simansky & Vaidya, 1990). En tanto que la
hipofagia debida a la estimulacion del receptor 5-HT,a parece estar mas
relacionada con la interrupcion de la SSC (Halford et al, 1998; Kitchner &
Dourish, 1994; Simansky, 1996). Por otro lado, se sugiere que aunque ambos
receptores estan involucrados en el control de la conducta alimentaria cada uno
de ellos regula una funcion diferente. Los receptores 5-HT,¢c contribuyen en el
control de la cantidad de alimento ingerido en tanto que los receptores 5-HTza
regulan aspectos sensoriales (olfato) de la conducta alimentaria (Huang &
Storlien, 2004). La ingesta de proteinas y grasas no mostré diferencias
estadisticas significativas al coadministrar DOI + Ro 600175, pero el analisis
estadistico del analisis microestructural indicé un incremento significativo del
tiempo entre episodios para estos nutrimentos, sugiriendo la afectacion del
estado de saciedad. El tiempo entre un episodio y otro es mayor al presentarse

otras conductas no relacionadas con la alimentacion.

Los resultados de la presente investigacion permiten sugerir que la expresion
de la hipofagia requiere de la participacion de los receptores 5-HT,a Yy 5-HT ¢
del ndcleo paraventricular hipotalamico. La hipofagia inducida por la
estimulacion del receptor 5-HT,a se debid principalmente a la interrupcion de la
SSC por hiperactividad. La coadministracion de DOI + Ro (agonistas 5-HT2a2c)
provoco un efecto hipofagico mayor y disminuyé la hiperactividad inducida por
la estimulacion del receptor 5-HT,a. Estos datos sugieren que la estimulacion
de los receptores 5-HT,a ¥y 5-HT,c son necesarios para producir un efecto
hipofagico completo, los cuales controlan diferentes aspectos cualitativos de la
conducta alimentaria como lo muestra la SSC.
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Discusién General

Sobre la Ingesta de Alimento

Estudios previos han demostrado que la actividad de la serotonina en
NPVH esta relacionada con el control de la conducta de alimentacion y el peso
corporal (Leibowitz, Alexander, Cheung & Weiss, 1993; Leibowitz & Alexander,
1998). Los estudios en roedores indican que bajas dosis de 5-HT o de
farmacos que incrementan la liberacion de la 5-HT inhiben de forma
preferencial la ingesta de carbohidratos mas que la de grasas o proteinas
(Wurtman & Wurtman, 1977, 1979 a, 1979b). Este fenomeno es mediado en
parte por receptores 5-HT localizados en varios nacleos del hipotalamo medio.
Leibowitz y Alexander (1998) reportaron que la administracion de 5-HT en el
ndcleo paraventricular hipotalamico provoca un decremento selectivo de la
ingestion de carbohidratos principalmente al inicio del periodo natural de
alimentacion (al inicio del periodo de oscuridad). En la presente investigacion
se observé un efecto sinérgico en la hipofagia inducida en la ingestion de
carbohidratos al coadministrar en el NPVH los agonistas 5-HTia Yy 5-HTac
(BOHDPAT+R0600175), los agonistas 5-HT1g y 5-HT 2c (CP 93129+Ro 600175)
y los agonistas 5-HT2a ¥ 5-HT ,c (DOI+Ro 600175). Estos datos sugieren que
para obtener un efecto hipofagico completo se requiere de la activacion de los

pares de receptores 5-HT1a2¢c, 5-HT1g2c Y/0 5-HT2a2c del NPVH.

El pretratamiento con el antagonista WAY 100635 (antagonista 5-HT1a)
previno el efecto hipofagico inducido por el 8-OHDPAT. Confirmando los
resultados de investigaciones previas en las que se sugiere que el efecto
hipofagico del 8-OHDPAT es mediado por receptores 5-HT;5 (De Vry, Schriber
& Jentzsch, 2003; Ebenezer, Velluci & Parrott, 2001). Adicionalmente se
reporta que la activacion de los autoreceptores 5-HT;a disminuye la actividad
5-HT y tiene un efecto antiserotoninérgico pero la activacion postsinaptica de
los receptores 5-HT;a puede promover el efecto serotoninérgico (Carey, De
Palma, Damianopoulos, Miler & Huston, 2004). La activacion de los
receptores 5-HT;n del NPVH por agonistas como el 8-OHDPAT induce el

incremento de la secrecion de las hormonas oxitocina, corticotropina y
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adrenocorticotropina via proteinas G, insensibles a toxina pertussis (Serres, et
al 2000; Zhang et al, 2004). Los hallazgos de estas investigaciones permiten
sugerir que el efecto hipofagico observado en la presente investigacion
posiblemente estd mediado al menos en parte por receptores 5-HTia

postsinapticos y la consecuente liberacion de la hormona corticotropina.

En el caso del pretratamiento con el antagonista SB 224289 (antagonista
5-HT1g), previno la reduccion de la ingestion de carbohidratos inducida por el
CP93129. Estos resultados son consistentes con los estudios en los que se ha
reportado que el receptor subtipo 5-HTg esta involucrado en el control de la
conducta alimentaria (Lee, et al, 2002, Mancilla et al, 2005; Schreiber et al,
2002). Se ha demostrado que la activacién del receptor 5-HTg inhibe la ingesta
de alimento. La activacion presinaptica de los receptores 5-HTg reduce la
liberacion de 5-HT a nivel vesicular, postsinapticamente los heteroreceptores 5-
HT.s influyen en la liberacion de otros neurotrasmisores como GABA,
glutamato, acetilcolina y noradrenalina (Bouwknecht et al, 2001). EI NPVH
recibe aferencias locales Gabaérgicas (inhibitorias) y glutamatérgicas
(exitatorias) de varias areas intrahipotalamicas como es el nucleo
supraquiasmatico y el nucleo arqueado. Recientemente Ho, Chow y Yung
(2007), demostraron que la activacion presinaptica del receptor 5-HT;g inhibe la
transmision GABAérgica en el NPVH. Es posible que la fuente de este efecto
inhibitorio sea el nacleo arqueado, el cual se sabe produce neuropéptido Y,
estimulador de la ingesta. Adicionalmente hay un incremento de la vasopresina
y de la oxitocina las cuales se sabe producen hipofagia en ratas. Los hallazgos
de estas investigaciones permiten sugerir que el efecto hipofagico observado
en la presente investigacion en parte es mediado por receptores 5-HTig

postsinapticos.

Respecto a la hipofagia inducida por el DOI (agonista 5-HTzac), la
administracion de los antagonistas SB242084 (antagonista selectivo 5-HTyc) y
Ketanserina (antagonista selectivo 5-HT,a), solo previnieron en parte la
reduccion de la ingesta de carbohidratos. Investigaciones en las que se ha
reportado el uso de pretratamientos con antagonistas 5-HT,a altamente

selectivos fallan para bloquear completamente el efecto hipofagico del DOI.
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Sugiriendo que este efecto posiblemente puede también estar mediado en
parte por receptores 5-HT,g (Schreiber, Selbach, Asmussen, Hesse & De Vry,
2000), por otro lado la literatura también reporta que la estimulacion de los
receptores 5-HT,4 del NPVH incrementa la liberacion de corticotropina, la cual
se sabe reduce la cantidad de alimento ingerido (Grignaschi, Sironi & Samanin
1996). Zhang et al. (2002), reportaron que la administraciéon de DOI en el NPVH
incrementd los niveles en plasma de oxitocina, prolactina, corticotropina,
corticosterona y renina. Ademas con técnicas de inmunohistoquimica
localizaron en el NPVH receptores 5-HT,a sobre células de oxitocina y del
factor liberador corticotropina. Los datos de estas investigaciones permiten
sugerir que el efecto hipofagico observado en la presente investigacion
posiblemente estd mediado al menos en parte por receptores 5-HT.a y la

consecuente liberacion de la hormona corticotropina.

La administracion de Ro-600175 redujo la ingesta de alimento al ser
administrado en el NPVH, confirmando resultados de investigaciones previas
en las que se demuestra que la estimulacion de los receptores 5-HT,c son
necesarios para inducir hipofagia (Dunlop et al, 2005; Grottick, Fletcher &
Higgins, 2000; Hikiji, Inoue, lwasaki, Ichihara & Kiriike, 2004,). Damjanoska et
al (2003) reportan que el Ro 600175 estimula la liberacién de corticotropina,
corticosterona, oxitocina y prolactina por mecanismos independientes a la
activacion de receptores 5-HT,a Yy 5-HT2c. Sugieren que el incremento de la
liberacion de hormonas al administrar el Ro 600175 posiblemente esté mediado
por receptores adrenérgicos o histaminérgicos. Recientemente Heisler et al
(2007), demostraron utilizando una técnica de marcaje neurohistoquimico que
la mitad de las neuronas que expresan la hormona liberadora de corticotropina
coexpresan el mRNA de receptores 5-HT,c. Las neuronas de la hormona
liberadora de corticotropina consistentemente se despolarizan en presencia de
agonistas altamente selectivos 5-HT,c, efecto que es bloqueado por

antagonistas 5-HTc.

Son pocas las investigaciones, que por el momento estan tratando de
dar explicacion al mecanismo de accion, a través del cual estan actuando dos

receptores. Particularmente estos trabajos se han enfocado al par de
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receptores 5-HT1g y 5-HT2c. Aungque se sabe poco acerca de la manera en que
estos receptores interactian se han planteado dos posibles hipétesis. Algunos
investigadores piensan que la hipofagia inducida por la activacion de estos
receptores es mediada por mecanismos separados (Dalton et al., 2006), en
tanto que algunos otros han sugerido la existencia de vias comunes (Kennett &
Curzon, 1988). Acordemente se ha reportado que es necesario activar
concurrentemente a ambos subtipos de receptores para obtener un efecto
hipofagico completo (Schreiber & De Vry, 2000) arguyendo que cada receptor
actua sobre parametros conductuales diferentes, la estimulacion de los
receptores 5-HT,c afecta la tasa local de alimentacion en tanto que los
receptores 5-HT1g influyen sobre el tamafio del intervalo (duracién). Aunque
los datos obtenidos a través de este trabajo no permiten ser concluyentes
respecto a si el mecanismo de accion es a traves de vias comunes o
independientes. Permiten sugerir que la administracion de los agonistas 8-
OHDPAT, CP 93129, Ro 600175 y DOI son capaces de inducir hipofagia por si
mismos al activar respectivamente a los receptores 5-HT;a postsinapticos, 5-
HT1g postsinapticos, 5-HT,a ¥ 5-HT,c, los cuales desencadenan una respuesta

a través de una via de sefalizacion especifica,

Los receptores pertenecientes a la familia 5-HT; estan acoplados
principalmente via proteinas Gi/o a la inhibicion de la adenilato ciclasa (ver
Figural?), y a la formacion de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), en tanto
que los receptores pertenecientes a la familia 5-HT, estan acoplados
positivamente a una proteina Gg/11 para incrementar la hidrélisis de fosfato de
inositol (Hoyer, et al., 2002). Por lo tanto, esto lleva a sugerir que el efecto
sinérgico observado en la presente investigacion sobre la hipofagia al
coadministrar dos farmacos parece al menos inicialmente deberse a la
activacion independiente de dos vias de sefializacion ya que cada farmaco esta

activando una via diferente.
Los resultados de la presente investigacion sugieren que el sinergismo

sobre el efecto hipofagico al activar a un par de receptores 5-HT es mas
complicado de lo que plantea la hipotesis anterior. Ya que la estimulacion del
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Hipofagia
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Figura 12. Representacion esquematica de las vias de sefalizacion que

se activan al coadministrar los farmacos agonistas pertenecientes a las
familias 5-HT; y 5-HT,. La coadministracion de los agonistas puede

inducir un efecto sinérgico sobre la hipofagia.

sistema serotoninérgico desencadena un circuito complejo que incluye la
activacion e inhibicion de otros sistemas de neurotrasmisores que convergen
en el NPVH y posiblemente también la activacion del eje hipotalamo-pituitaria-
adrenales (HPA). En la Figura 13 se plantea un modelo hipotético de este
circuito al estimular el sistema serotoninérgico con agonistas 5-HT. La literatura
sugiere la existencia de una interaccibn mutua entre los sistemas
serotoninérgico y noradrenérgico del NPVH (Weidenfeld, Feldman, Itzik, Van de
Kar & Newman, 2002). Particularmente Leibowitz y Alexander (1998) sefalan
que la 5-HT puede actuar antagonicamente sobre la NE a través de los
receptores a2-noradrenérgicos. Tanto la administracion de serotonina como NE
estimulan la liberacion de CRH (hormona liberadora de corticotropina) en el
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hipotalamo (Feldman, Newman & Weidenfeld, 2000; Leibowitz & Shor-Posner,
1986).
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Figura 13 Modelo hipotético que muestra las vias que convergen en el
Nucleo Paraventricular Hipotalamico y la accién que ejerce sobre ellas la

administracion de agonistas serotoninérgicos.

Adicionalmente Weindenfeld et al. (2002) sugieren que el efecto de la
NE y 5-HT sobre las neuronas CRH pueden incluir la mediacion de efectos
excitatorios glutamatérgicos e inhibitorios gabaérgicos. EI NPVH es el sitio de
integracion de otras vias provenientes del ndcleo arqueado que han sido
relacionadas con el control de la alimentacién como son la NPY/AGPR vy la
POMC/CART. Las evidencias indican que los sistemas hipotalamicos
NPYérgicos y 5-HTérgicos interactian en forma antagonista en el control de la
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conducta alimentaria. Los niveles de NPY se reducen al administrar agonistas
5-HT e incrementan al administrar antagonistas 5-HT en el NPVH (Currie et al.,
2002; Currie, 2003). En otros reportes se indica que la administracion de NPY
en el NPVH estimula la liberacion de corticosterona y que sus efectos son
facilitados por neuronas locales GABA que simultaneamente reducen el disparo
de las neuronas POMC en el nucleo arqueado (Leibowitz & Wortley, 2004;
Wang et al., 1998). También estd documentada la interaccion de los sistemas
5-HTérgicos y POMC/CART, la administracion de agentes serotoninérgicos
como la d-fenfluramina y el m-CPP incrementan la expresion del sistema
POMC/CART en el hipotalamo (Heisler et al. 2003, Nonogaki, Ohashi-Nozue
& Oka 2006).

Por otro lado, en el NPVH las terminales nerviosas 5-HT hacen contacto
sinaptico con neuronas que contienen el factor liberador de corticotropina
(Hemrick-Luecke & Evans 2002; Raap & Van de Kar, 1999; Serres et al, 2000).
El NPVH es la fuente principal de la hormona corticotropina la cual regula la
liberacion de adrenocorticotropina, corticosterona y/o cortisol en el humano
(Bagdy, 1996). La administracién del factor liberador de corticotropina induce
hipofagia cuando es administrado en el NPVH pero no en otras areas que se
sabe estan relacionadas con la alimentacion y es capaz de bloquear el efecto
hiperfagico inducido por noradrenalina (Krahn, Gosnell, Levine & Morley, 1988).
La inervacion serotoninérgica y la expresion de receptores 5-HT en el NPVH
indican que en parte este neurotrasmisor puede mediar las respuestas
neuroendocrinas. La administracion sistémica de agonistas 5-HT,a2c como la
quipazina, m-CPP y DOI dependientemente incrementan la concentracién de
corticosterona en plasma (Hemrick-Luecke & Evans 2002). Zhang et al. (2002)
con técnicas de inmunohistoquimica y radioinmunovaloracién demostraron que
la administracion sistémica de DOI principalmente activa receptores 5-HT,5 en
el NPVH e incrementa los niveles en plasma de oxitocina, adrenocoticotropina,
corticosterona, prolactina y renina. Estos efectos fueron bloqueados con el
antagonista 5-HT,4 MDL100,907 administrado en el NPVH 15 minutos antes
del DOI. Treinta minutos después de administrar el DOI se recolecto la sangre

del sujeto para obtener el plasma y determinar la concentracién de hormonas.
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En estudios recientes se demostré que las neuronas de CRH del NPVH co-
expresan receptores 5-HTia, 5-HT2a Yy 5-HT,c (Zhang et al., 2004; Heisler, et
al., 2007). Estos hallazgos sugieren que hay una interaccion reciproca entre el
sistema serotoninérgico y el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA).

Sobre el Analisis Conductual

La hipofagia inducida por la co-administracion 8OHDPAT+Ro 600175
conductualmente se explica por el incremento del tiempo para iniciar la ingesta
de carbohidratos y una duracion menor de los episodios, estos datos sugieren
la afectacion del estado de saciedad y del proceso de satisfaccion. El patrén
que siguidé la SSC indica que la ingesta de alimento termina tempranamente
debido a la interrupcion de la secuencia por hiperactividad. En el caso del
grupo al que se coadministré el CP-93129+Ro 600175 el patron conductual del
analisis microestructural se caracterizo por un decremento de la duracion de los
episodios de carbohidratos (afectacion del proceso de satisfaccion), el
incremento del tiempo entre episodios alimentarios de proteinas y grasas
(afectacion del estado de saciedad), e incremento de la conducta de descanso.
La hipofagia inducida por el DOI+Ro 600175 no mostré un patron conductual
especifico en el analisis microestructural para la ingestion de carbohidratos.
Pero el tiempo entre episodios alimentarios para proteinas y grasas se
incrementd sugiriendo la afectacion del estado de saciedad. El andlisis de la
SSC fue mas sensible para detectar cambios en la estructura de la conducta
alimentaria al estimular al receptor 5-HT,a. La activacion del receptor 5-HTa
indujo hipofagia debido a la interrupcién de la SSC. La hipofagia debida a la co-
administracion del DOI+Ro 600175 desarrollé una SSC normal. Estos datos
sugieren que aunque los tres tratamientos inducen hipofagia el mecanismo de
accion es diferente. Por lo tanto cuando se prescribe en la clinica un
tratamiento farmacologico es necesario considerar que los farmacos utilizados
para inducir anorexia pueden clasificarse en los que preservan la secuencia de
saciedad y los que la interrumpen (Halford, Lawton & Blundell, 1997). La SSC
parece estar fuertemente relacionada con el proceso de satisfaccion
(terminacion del intervalo de alimentacion) y el desarrollo de la saciedad
(inhibicion postingestiva de alimento) (Blundell, 1984; Gao & et al.,, 1998;
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Halford & et al. 1998; Vickers, Clifton, Dourish & Tecott, 1999). Schreiber et al.
(2001) sugieren que los receptores 5-HT1g posiblemente estan involucrados en
la regulacion de la duracién de los episodios alimenticios en tanto que los
receptores 5-HT,c parecen estar controlando la tasa local de alimentacion y la
duracion de los episodios alimentarios. Los datos de la presente investigacion
sugieren que el sinergismo sobre el efecto anoréxico al estimular a dos
receptores serotoninérgicos se explica al considerar que cada subtipo de
receptor afecta diferencialmente pero a su vez cada uno complementa el

desarrollo de la saciedad.

El analisis de la SSC reveld que la administracion de los agonistas 5-HT
provocO la tendencia a elevar la conducta de actividad en todos los
experimentos pero no en todos los casos este incremento ocasiono la
interrupcion del patron normal de la SSC. Estos resultados son consistentes
con investigaciones previas en donde se reportd que agonistas 5-HT como el
Ro 600175, la RU24969, el CP 94253 y el DOI producen un aumento de la
actividad sin interrumpir el desarrollo de la SSC (Halford & Blundell, 1996;
Halford et al., 1998; Higgins & Fletcher, 2003; Kitchner & Dourish, 1994; Lee &
Simansky, 1997). Particularmente se sugiere que la administracion de
agonistas 5-HT;4 puede activar o inhibir la actividad locomotora dependiendo
de las condiciones ambientales bajo las cuales se esté realizando la
investigacion; en espacios grandes y/o bajo condiciones novedosas la actividad
locomotora se inhibe y en espacios pequefios y/o condiciones familiares la
actividad se incrementa (Mdller, Carey, Huston & De Souza, 2007). En el caso
del m-CPP (agonista 5-HT,apc) hay reportes de que no incrementa la
locomocion pero incrementa la actividad motora no ambulatoria como por
ejemplo conductas de vigilancia alrededor del entorno ambiental, movimientos
de cabeza asociados con husmear, cambios de posicibn corporal vy
acicalamiento (Abrams, Jonson, Hay-Schimidt, Mikkelsen, Sherkar & Lowry,
2005). Por otro lado Dalton et al (2004), sefialan que la hiperactividad inducida
por el m-CPP en ratones mutantes 5-HT,c 0 en ratones “wildtype” pretratados
con un antagonista 5-HT,c se atribuye a la activacion de los receptores 5-HT g,
5-HT,a y 5-HT.s, adicionalmente sugieren que la co-estimulacion de los
receptores 5-HTia y 5-HTi1g también inducen hiperlocomocion, estos efectos
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son dependientes de la densidad de receptores funcionales 5-HT,c. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos en la presente investigacion, la
administracion de los agonistas 5-HT en el NPVH indujeron el incremento de la
actividad sin embargo es necesario esclarecer si el incremento de la actividad
se debe al incremento de la conducta locomotora o a conductas no motoras
como acicalarse, rascarse etc. Algunos investigadores sugieren que el aumento
de la actividad motora no ambulatoria puede ser reflejo del incremento en el
estado de ansiedad, complementariamente los reportes sefialan que el sistema
serotoninérgico juega un rol importante en la modulacion de las respuestas
conductuales vy fisiolégicas relacionadas con la ansiedad (Abrams et al., 2005;
Fone & Topham, 2002; Lowry & Moore, 2006). Por lo tanto, el incremento de la
actividad al estimular a los receptores 5-HT del NPVH en la presente
investigacion, posiblemente esté relacionado a efectos ansiogénicos inducidos
por la administracion de los agonistas 5-HT. Sin embargo no se puede omitir el
hecho de que el sistema serotoninérgico interacciona con otros sistemas de
neurotrasmisores y facilita la activacion del eje HPA al activar neuronas que
expresan el factor liberador de corticotropina. En investigaciones previas se
demuestra que la microinyeccién del factor liberador de la hormona
corticotropina en el NPVH incrementa la conducta de acicalamiento y
conductas locomotoras en ambientes familiares (Krahn, Gosnell, Levine &
Morley, 1988; Monnikes, Heymann-Monnikes & Taché, 1992). De tal forma que
el incremento de la actividad, no solo es mediado por el sistema
serotoninérgico, sino que es controlado por un circuito complejo en el que otros
sistemas de neurotrasmisores también se estan activando o inhibiendo, al
administrar los agonistas 5-HT en el NPVH (ver figura 13). Estos resultados,
pueden constituir una aportacion importante para explicar la etiologia del patrén
reportado en estudios clinicos en humanos, que han asociado el exceso de
actividad y ejercicio con desordenes alimentarios como la anorexia (Kaye,
2008; Shroff et al., 2006).

La participacion del sistema serotoninérgico en el control de la conducta
alimentaria estd ampliamente documentada, sin embargo la existencia de
diferentes subtipos de receptores 5-HTérgicos requiere de la caracterizacién de

cada uno de ellos para un mejor entendimiento de los mecanismos de accién
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gue se activan o se inhiben. Aunque el NPVH no es el Unico que participa en la
regulacion de la conducta alimentaria, si es uno de los de mayor interés; ya que
es un area integradora de varios sistemas de neurotrasmisores y de factores
neuroendocrinos que se sabe controlan la conducta alimentaria. Las
caracteristicas neuroquimicas y neuroanatémicas de este nicleo son motivo de
investigacion para poder elucidar el circuito especifico que controla la conducta
alimentaria. El funcionamiento anémalo del sistema serotoninérgico y/o del eje
HPA se ha relacionado con la patofisiologia de desérdenes afectivos,
desordenes de ansiedad y desoérdenes alimentarios. El desbalance de la
modulacion de la 5-HT es el antecedente de los desordenes alimentarios,
estados premorbidos de ansiedad, estados obsesivos y de rasgos de
perfeccionismo en adolescentes. Algunos factores que se han relacionado con
el inicio de la anorexia y bulimia nervosa son entre otros, los cambios
gonadales relacionados con la edad en mujeres puberes; los cuales pueden
también causar la desregulacion del sistema 5-HT. Las presiones sociales,
culturales y estresantes pueden también contribuir a la activacion de este
sistema. Los cambios en la dieta diaria pueden originar el incremento de la
transmision serotoninérgica, creando asi un estado de vulnerabilidad. Por lo
tanto, los datos de la presente investigacion constituyen un aporte importante
para el entendimiento de los mecanismos cerebrales y neuroendocrinos, que
participan en la etiologia de la anorexia nerviosa y del patron conductual
asociado a esta como es el exceso de actividad y ejercicio al incrementar la
actividad 5-HT.

Conclusioén

Los datos de la presente investigacion son una evidencia mas del control
qgue ejerce la serotonina sobre la conducta alimentaria. La estimulaciéon de los
receptores 5-HTia 1B, 2a ¥ 2¢c bajo ciertas condiciones experimentales inducen
hipofagia por si mismos, sin embargo la estimulacion por pares de los
receptores 5-HT1a2c, 5-HT1gc Y 5-HT2a2c produce un efecto sinérgico sobre la
hipofagia. Apoyando fuertemente la hipotesis de que la activacion de dos
receptores es necesaria para producir un efecto hipofagico completo. Aunque
la estimulacién de estos receptores indujo hipofagia cada uno de ellos parece
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actuar a través de mecanismos conductuales diferentes. Los receptores 5-HTg
y 2c parecen desarrollar una SSC normal. En tanto que los receptores 5-Hiay 5-
HT2a inducen hipofagia al interrumpir el desarrollo de la SSC principalmente por
hiperactividad. Estos datos sugieren una importante participacion, de los
receptores 5-HTiapc, 5-HTigpc Y 5-HT2anc €n mecanismos conductuales
especificos; regulando la ingestion y duracion de los episodios alimentarios
(proceso de satisfaccion) e inhibiendo la ingestion voluntaria de carbohidratos.
Los resultados de la presente investigacion constituyen una aportacion
importante para el entendimiento de la etiologia de algunos trastornos

alimentarios como la anorexia nervosa.
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