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Resumen

El ndcleo paraventricular hipotalamico (NPV) es una estructura heterogénea que
esta constituido de poblaciones neuronales agrupadas en neuronas
magnocelulares y parvocelulares ambos, grupos celulares se relacionan con el
control de la alimentacion. En los ultimos 35 afos se ha sugerido que las neuronas
serotoninergicas del nucleo del rafé tienen contacto con el NPV y que la
serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) liberada regula la saciedad. Por otra parte
tenemos que los receptores 5-HTa inducen hipofagia o hiperfagia debido a la
activacion con en agonista 8-OH-DPAT. La mayoria de los estudios indican que la
serotonina estimula la secrecion de ACTH y corticosterona, via receptor 5-HT 4 del
NPV. Debido a esto el objetivo de este estudio fue evaluar la participacién del
receptores 5-HTa del nucleo paraventricular hipotalamico en la regulacion de la
glucosa, triglicéridos, colesterol y corticosterona sistémica post-ingesta. Ratas
Wistar macho de 200-220g, ambientadas a una dieta de proteinas, carbohidratos y
grasas (en comederos separados), fueron canulados estereotaxicamente en el
NPV (lado derecho). Se inyectd (pasado el periodo de recuperacion postquirurgico
de 5 dias), vehiculo (ss), 8-OH-DPAT, WAY 100635 y Antisauvagine-30 en el NPV,
la determinacion de corticosterona, triglicéridos, glucosa y colesterol en suero se
realizd post-ingesta (lapso de 60 min). Los resultados mostraron que el 8-OH-
DPAT disminuye la ingesta de alimento, mientras el WAY 100635 previene el
efecto inducido por la estimulacién del receptor 5-HT1a y el antagonismo de los
receptores-2 a hormona liberadora de corticotropina (CRH-R2) realizada con el
antagonista antisauvagina-30 (AS-30), solo conto con un efecto significativo en la
concentracion sérica de glucosa, triglicéridos, colesterol y corticosterona
sugiriendo que el sistema serotoninérgico, el eje simpato adrenomedular y el eje
Hipotalamo pituitaria adrenal (HPA), en el NPV actuan de forma conjunta para

inhibir la ingesta y regular moléculas energéticas.



Abstract

The paraventricular nucleus (PVN) of the hypothalamus is a heterogeneous
structure comprise of neuronal populations that are grouped generally into
magnocellular and parvocellular neurons both groups have been implicated in the
control of feeding. Over 35 years of research suggest that serotoninergic neurons
of rafe nucleus inervate the pvn and the serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT)
release plays an important role in within-meal satiation and post-meal satiety
processes. Additionally, serotonin receptor 5-HTia has been show to induce
hypophagia or hyperphagia when the agonist 8-OH-DPAT stimulates these
receptors. The majority of studies indicate that 5-HT stimulates ACTH and
corticosterone secretion by way of PVN 5-HT4a receptors. That's why the aim of
this research was sought the participation of the 5-HT44 receptors of the PVN in the
regulation of stimulation of systemic glucose, triglycerides, cholesterol and
corticosterone post-meal. Male Wistar rats of 200-220g., Habituated to a proteins,
carbohydrates and fats diet (separate bowls), stereotaxic cannulated in PVN (right
side), were injected (after the post-surgery recovery 5 days) with: vehicle (ss), 8-
OH-DPAT, WAY 100635 and Antisauvagine-30 intra-PVN, the serum determination
of glucose, triglycerides, cholesterol and corticosterone, was made post-intake (60
min). The results showed that 8-OH-DPAT decrease food intake, while WAY
100635 prevent the effect induce by the stimulation of 5-HTa receptor and the
antagonism of corticotropin realise hormone receptors 2 (CRH-R2) by
Antisauvagine-30, only have a significant effect in the serum concentration of
glucose, triglycerides, cholesterol and corticosterone, suggesting that serotonin
system, (Simpatho-adrenomedular) SAM axis, (Hypothalamus Pituitary Adrenal)
HPA axis in the PVN act together to inhibit food intake and regulate energy

molecules.



I. Introduccidén

La alimentacién es un proceso que responde a la necesidad metabdlica que los
organismos tienen y es cubierta a través de la ingesta, este proceso voluntario, es
regulado y preservado por el sistema nervioso central (SNC), quien se encarga a
su vez de la homeostasis y de acoplar e incorporar respuestas fisiolégicas en todo
el organismo, para cumplir con la demanda energética (consumo y el gasto

energético).

La evolucién del SNC, ha propiciado la adquisicion de nuevas habilidades, que
permitan adaptarse continuamente, a los cambios paulatinos en la alimentacion
reflejandose en los habitos alimenticios, ademas de conservar los mecanismos
que permitan mantener reservas de energia, para situaciones en las que se

requieran alta demanda metabdlica y sea escaso el recurso.

El aumento en el consumo energético debido a las dietas que incluyen alimentos
ricos en grasas saturadas, azucares, sal y alimentos procesados, tiende a
disminuir el estimado actual de la poblacién mundial mal nutrida el cual es de un
billon (17%), estos cambios en la disponibilidad de alimento determinan los
patrones de alimentacion, generando que una gran cantidad de paises estén
experimentando un cambio significativo en la forma y tipos de alimentacién, asi
como en las enfermedades asociadas y los mecanismos que regulan el balance

energético

Diversos autores han sefalado que existen grupos de genes que regulan el
almacén de reservas energéticas, estos son llamados genes “ahorradores” o
“ahorrativos”, pero debido a la gran disponibilidad energética y el poco gasto

tienden a ser una desventaja y un riesgo para la salud (Sodersen, et al., 2007).

La obesidad es una de las enfermedades asociadas a los cambios en la
alimentacién, el cuadro clinico caracteristico de estos pacientes revela un
desequilibrio neuroinmunoenddcrino, debido a la compleja comunicacion neural

involucrada (Angelopoulos, et al., 2005, Korner, et al., 2009).
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El desarrollo de la obesidad contribuye a la presencia de enfermedades
cardiovasculares, a la diabetes, que se ha transformado rapidamente en una
epidemia mundial. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) calcula que las
muertes por diabetes aumentaran en todo el mundo, en mas de un 50% en los
préximos 10 afios, asi como enfermedades del aparato locomotor (en particular la
artrosis), algunos canceres, como los de endometrio, mama y colon (Brown, et al.,
2009).

Otra enfermedad asociada a los cambios en la alimentacion es el lado opuesto de
la moneda la anorexia nerviosa, un sindrome que cumple con criterios
diagndsticos como: perdida del peso esperado para la edad y talla (al menos el
85%), miedo intenso a la obesidad, percepcion de la imagen corporal
distorsionada y amenorrea (al menos por 3 meses). Actualmente la prevalecia en
la cultura occidental es un tépico de debate, pero sin embargo se sefiala una
prevalencia de 0.3% para anorexia nerviosa (Atchley & Eckel, 2006, Garner &
Keiper, 2010).

Una vez mas se describe un desequilibrio neuroinmunoenddcrino, donde se
menciona al hipotalamo como parte de la regulacion conductual involucrada en
este padecimiento, debido a su funcién como censor del estado hambre-saciedad
y se describen irregularidades en el sistema serotoninérgico para los pacientes

con este trastorno (Kaye., et al., 2005).

La lucha contra estos padecimientos se ha sugerido comienza en el sistema
nervioso central donde los mediadores de senales es decir las hormonas y los
neurotransmisores juegan un papel especifico y caracteristico este ha sido

descrito en diversas investigaciones sugiriendo interacciones especifica.

Dado el control que ejerce el hipotalamo sobre la alimentacion uno de los
principales centros involucrados es el nucleo paraventricular hipotalamico (NPV),
como un sitio importante para constituir la homeostasis neuroendocrina, modular
la saciedad e integrar circuitos de neurotransmision expresados en este nucleo
(Zsombok & Smith, 2009).
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La descripcién inmunohistologica, ha determinado dos grupos neuronales para
este nucleo, la zona parvocelular y la zona magnocelular, que a su vez cuentan

con distribucién de receptores y sistemas tales como el serotoninérgico.

Leibowitz y Alexander en 1998, describe que la inyeccion de serotonina (5-HT),
intrahipotalamica (dentro del NPV) produce hipofagia y este efecto es mediado por
los receptores 5-HT1a, expresados en la zona parvocelular, describiendo la

participacion del sistema serotoninérgico sobre la ingesta

Este dato fue corroborado con el uso del agonista selectivo para el receptor 5-
HT1a, 8-hydroxy-2-(di-n-propylamino) tetralin (8-OH-DPAT), ya que su
administracion intraperitoneal, produce un efecto hiperfagico o hipofagico dosis
dependiente (Dourish, et al., 1986a) y la administracién central, muestra un efecto
hipofagico, sobre carbohidratos principalmente, acompafiado del desarrollo

temprano de la secuencia de saciedad conductual (Lopez, et al., 2007).

Los receptores 5-HT1a, han sido descritos en neuronas de la region parvocelular
encargadas de la liberacion de factor liberador de corticotropina (CRF) y son parte

del eje hipotalamo pituitaria adrenal HPA.

Sumando evidencia tenemos que al estimular con el agonista 8-OH-DPAT a los
receptores 5-HTia postsinapticos del NPV, se encontr6 aumento en las
concentraciones de corticosterona y hormona adrenocorticotropica (ACTH), como
efecto de la activacion del eje HPA (Yamada, et al., 1998; Haleem, et al., 1999;
Zhang, et al., 2004).

Se ha descrito que la liberacion de CRF cuenta con un efectivo supresor sobre la
ingesta este efecto es principalmente mediado por los receptores CRF-R2 y la
liberacion de este factor promueve el aumento en la concentracion de ACTH vy

corticosterona retroalimentando el circuito de forma negativa.

La estimulacion del NPV es también asociada al aumento en la actividad simpatica
que incluye la secrecién de catecolaminas de las glandulas adrenales (Martin et
al., 2006).

12



La evidencia histolégica describe como al marcar neuronas de la medula espinal
estas proyectan al NPV, revelando la participacion de este nucleo en la actividad
del eje simpato adrenomedular / sistema simpato adrenomedular (SAM),
controlado por innervaciones simpaticas, sumado a la presencia de fibras y
receptores adrenérgicos y noradrenérgicos (Gunion, et al., 1992; Watkins, et al.,
2009).

Algunas investigaciones sugieren que los receptores serotoninérgicos pueden
participar en la regulaciéon de la glucosa debido al efecto que tienen sobre la
liberacion de adrenalina y que la coexpresion de los receptores adrenérgicos vy
noradrenérgicos en el NPV, con los receptores 5-HT4a producen hiperglucémia e
hipoinsulinémia sérica (Bechtholt, et al., 2008; Smith, et al., 1999; Yamada, et al.,
1998).

El sistema serotoninérgico a través de los receptores 5HTa ubicados en la region
parvocelular del NPV participan en el control de la alimentacion debido a que se
encuentran expresados en neuronas que liberan CRH y coexpresados con
receptores de otros neurotransmisores que participan también en este proceso

(Esquema 1).
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Esquema 1. Proyecciones a una neurona parvocelular del NPV. ElI NPV recibe inervaciones de
diversas vias extrahipotalamicas que regulan las funciones homeostaticas incluyendo: 1) nucleo del
tracto solitario (NTS), que libera Norepinefrina (NE) y Glutamato (GLUT), 2) del nucleo del rafé
dorsal (NRD), que libera serotonina (5-HT), y 3) del Locus ceruleus (LoC), que libera Norepinefrina
(NE). EI NPV libera Hormona Liberadora de Corticotropina (CRH), que estimula la liberacién de
Hormona Adrenocorticotropica (ACTH) y estimula la liberacion de Glucocorticoides de la corteza
adrenal que a su vez inhibe la sintesis de CRH y catecolaminas de la medula adrenal que estimula
al LoC. Expresién de los receptores a2 adrenérgicos, 5-HT 14, CRH-R2 en el NPV. Modificado de
Herman et al., 2003.
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Il. Antecedentes

a) Nucleo paraventricular hipotalamico, el sistema serotoninérgico, eje

hipotalamo pituitaria adrenal (HPA) y el eje simpato adrenomedular (SAM).

Diversas areas del cerebro que regulan funciones autébnomas vy
neuroinmunoendadcrinas participan en el control de la alimentacion esto ha sido
estudiado con la finalidad de entender desdordenes metabdlicos y en la

alimentacion.

El hipotalamo se ha descrito que juega un papel importante en el control de la
ingesta y del metabolismo periférico, por ser un centro de convergencia e
integracion de multiples sefales, relacionadas con la nutricion. Es capaz de
censar los cambios en el organismo y al recibir proyecciones neuroanatémicas,
brinda la posibilidad de integrar respuesta fisiolégica que permitan la homeostasis
(Blouet, & Schwartz, 2009).

Conservado filogenéticamente dentro del sistema nervioso central, el hipotalamo
se encuentra ubicado debajo del tadlamo y limitado en la parte superior por el piso
del 3er ventriculo, en la parte anterior por el quiasma 6ptico, en la parte inferior y
lateral por el subtalamo y en la parte posterior por los cuerpos mamilares y la

comisura posterior.

Estructuralmente el hipotalamo se divide en varios nucleos con fenotipos celulares
especificos, que censan la concentracion de nutrientes, a través de senales
moleculares y esto deriva en la produccion de respuestas neuroquimicas y
neurofisiolégicas. Estas sefiales moleculares permiten regulan el consumo de
alimento y contribuyen a almacenar reservas o permitir que se desencadene la
inhibicién de la alimentacion, manteniendo constantes las concentraciones basales

que el organismo requiere (Sanchez, et al., 2010).

El nudcleo paraventricular hipotalamico es reconocido por su poblacidn neuronal
heterdloga, en el se expresan varios sistemas de neurotransmision, y se encuentra

dividido en neuronas magnocelulares y parvocelulares. Ambos grupos se han

15



identificado en base a la expresion de péptidos blancos y localizacion en el nucleo

(Figura 1).

Figure 24

Bregma -1.40 mm

Figura 1. Corte coronal en el que se muestra el hipotalamo y el NPV (Paxinos, G. & Watson. C.
1998).

Las neuronas de la zona parvocelulares son neuroendécrinas y estan encargadas
de liberar al factor liberador de corticotropina / hormona liberadora de
corticotropina (CRH/CRF), esta molécula forma parte del eje hipotalamo pituitaria
adrenal (HPA) y regulan a su vez la liberacion de adrenocorticotropina (ACTH), al
llegar a su receptor en la adenohipdfisis anterior, generando la retroalimentacion

negativa del eje.

Existe evidencia que sugiere una relacion funcional entre el sistema
serotoninérgico y el eje HPA. Fibras serotoninérgicas originadas en el nucleo del
rafe que pertenecen a los grupos celulares B7-B9 inervan el NPV, sus terminales
hacen contacto sinaptico con neuronas secretoras de CRH, evidencia
experimental sugiere que la 5-HT es exicitatoria para el eje HPA provocando la
liberacion de CRH (Berendsen, et al., 1996, Romanova, et al., 2004, Temel, et al.,
2003).

El subtipo de receptor del receptor 5-HT, que media el efecto aun no es claro pero
se ha observado que la administracion del agonista 8-OH-DPAT, ha mostrado que
la administracion intra-NPV, estimula la liberacion de ACTH, debido a la liberacion

de CRH (Laflamme, et al. 1999, Zhang, et al., 2001) y que la administracion intra
16



peritoneal de 8-OH-DPAT, produce un efecto dosis dependiente sobre las

concentraciones de corticosterona (Haleem, et al., 1989).

El NPV esta también involucrado en la regulaciéon de la actividad nervosa
autonoma vy tiene conexiones con el locus coeruleus, el mayor nucleo
noradrenérgico (Jezova, et al., 1999). Existe fuerte evidencia de la accién
endodgena de noradrenalina en el NPV, se ha demostrado que la administracion de
estas catecolamina produce aumento en la ingesta debido a que la zona
parvocelular se encuentra densamente inervada por vias aferentes norepinefrina;
cuyos cuerpos celulares son originados en el tronco cerebral del grupo celular A2
(Chen & Toney, 2003, Daftary, et al., 2000).

Cummings y Seybold en 1988 mostraron la presencia de adrenoreceptores a1y
a2 en neuronas CRH en el NPV. Debido al ser sistemas que se activan en
respuesta al estrés, su coparticipacion es importante y se complementa, debido a
esto no sorprende que CRH participe en la regulacion de la adrenalina, en medial
los disparos celulares de neuronas del locus ceruleus y en el aumento en los

niveles de mRNA de tirosina hidroxilasa.

Algunos parametros que son regulados por ambos sistemas son los de la insulina
y la glucosa, debido a que brindan el principal aporte energético inmediato, es asi
como la administracién de noradrenalina en el NPV, eleva las concentraciones
plasmaticas de glucosa, este efecto es mediado por receptores o, adrenérgicos
(Alexander, et al., 1993; Takahashi, et al., 2001).

La interaccién de el eje HPA y del sistema SAM son importantes no solo para la
alimentacion, también para la respuesta hacia amenazas y son sistemas
conservados evolutivamente para la supervivencia, de la misma forma sabemos
que el sistema serotoninérgico es preservado y que se concentren en el NPV

debido a que esta encargado de la homeostasis.
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b) Sintesis de serotonina

Debido a la participacion del sistema serotoninérgico en la alimentacion, es
importante conocer como es que se lleva a cabo la sintesis de serotonina en el
sistema nervioso central, como esto afecta a la alimentacién y cual es la ruta

bioquimica especifica por la que se sintetiza y degrada.

La alimentacion inicia este proceso, ya que tras la ingesta, se produce el
catabolismo de los nutrientes, tomando esto en cuenta, tenemos que no todos los
aminoacidos son obtenidos mediante el metabolismo, los aminoacidos esenciales

como el triptéfano (TRY/TRP), solo pueden obtenerse de la dieta.

El triptéfano, es el precursor de la serotonina y al igual que los otros aminoacidos
es absorbido por transporte activo a nivel del intestino. Una vez transportado, el
TRY se puede encontrar en asociacion con albumina, para alcanzar
concentraciones en plasma, que puedan pasar la barrera hematoencefalica, los
acidos grasos disocian al TRY de la albumina, dejandolo disponible (Markus, et
al., 2002).

Una vez disociado y en la sangre el L-triptéfano, es transportado una vez mas por
transporte facilitado y pasa al cerebro, este transporte depende de la competencia
con otros aminoacidos; ya que no se permite de forma simple, el paso a través de

la barrera hematoencefalica.

El TRY compite para pasar la barrera hematoencefalica con los aminoacidos de
cadena larga, mientras el aumento en la concentracion de insulina, facilita su paso
al SNC (Chaouloff, et al. 1989). La secrecion de insulina regula la actividad
serotoninérgica al promover la entrada del precursor triptéfano y aumentando el
metabolismo 5-HT los niveles de insulina en plasma tras la ingesta aumentan,
propiciando la sintesis de 5-HT vy la inhibicién de la ingesta en el NPV, la cantidad
de insulina liberada es proporcional a la concentracion de glucosa. Una dieta con
mayor proporcion de carbohidratos y menor de proteinas, elevara los niveles de
insulina en sangre, favoreciendo la entrada en las células de aminoacidos de
cadena larga (LNNA), que provienen del catabolismo de proteinas (Wurtman &
Wurtman 1979 a, b).
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Una vez que pasa la barrera hematoencefalica, la captura de triptéfano por
terminales nerviosas se efectia mediante difusion facilitada (Moreno, et al., 2005).
Dentro de la célula el TRY, se puede incorporar a dos vias: 1) la via Metoxindol y
2) la via de Kineurina. La via de Metoxindol permite la formacion de serotonina (5-
HT) (Oxenkrug, 2010). Dentro de las neuronas serotoninérgicas, el triptéfano se
convierte en 5-hidroxitriptéfano (5-HTP), al hidroxilarse en su C5, esta reaccion es
catalizada por la enzima triptéfano hidroxilasa (triptéfano 5-monooxigenasa,
Tph1/Tph2) (Smith, 1964, Gershon, et al., 1977), la enzima requiere de la
oxidacion del cofactor biopterina (Zhang, et al., 2004, Porter, et al., 2008). El 5-
HTP (5- hidroxitriptéfano), se descarboxila por accion de la enzima L-aminoacido
aromatico descarboxilasa (Dihidroxifenilalanina descarboxilasa), formando
serotonina (5-HT) (De Vitry, et al., 1986, Matsubara, et al., 1994, Chamas, et al.,

2004) (Figura 2).
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Figura 2. Vias metabdlicas para la sintesis y metabolismo de la serotonina, modificado de Alberts
etal., 1994.
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El paso limitante de la biosintesis de 5-HT, es la hidroxilacion de TRY, catalizado
por triptéfano hidroxilasa con la formacién de 5-hidroxitriptofano (Mathews &
Holde, 2000, Walter, et al., 2003). El aumento en la sintesis de 5-HT es
dependiente del Ca®+ extracelular. Una mayor tasa de sintesis y liberacion de 5-
HT a largo plazo, resulta en la produccion de la enzima triptéfano-hidroxilasa
(Healy & Leonard, 1987).

La 5-HT es almacenada en vesiculas y es liberada por exocitosis, el
almacenamiento es necesario para proteger la indolalquilamina de la degradacion
neuronal por la monoaminooxidasa (MAQO) (lzumi, et al., 2007). El catabolismo
primario de la 5-HT, es la desaminacion oxidativa por la MAO, que la convierte en
5-hidroxi-indoleacetaldehido y este producto es oxidado por una aldehido
deshidrogenasa dependiente de NAD" para formar acido 5-hidroxi-indolacetico (5-
HIAA) (Herrero, et al., 1985).

Se ha sugerido que la disponibilidad de triptéfano como sustrato, es otro de los
factores limitantes de la biosintesis de 5-HT, menos del 5% de triptéfano es

metabolizado a través de esta via (Gal & Sherman, 1980).

Héry y colaboradores en 1985, sugirieron que la sintesis de serotonina en cerebro
de rata es maxima durante la fase de luz y su liberacion es activada durante el
periodo de oscuridad, debido a su actividad nocturna que esta especie tiene
(Akiyosi, et al., 1989). Es asi como el precursor de la serotonina y la sintesis,
forman parte de la regulacion sobre la alimentacién, y el mantenimiento ténico de

este proceso.
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c) Serotonina y alimentacion

El sistema serotoninérgico tiene efectos fisioldgicos descubiertos desde hace 135
afos, pero la molécula fue purificada apenas hace 60 afios; inicialmente se
conoce su papel dentro del sistema cardiovascular y su participacion en la

vasoconstriccion. (Vergé & Calas, 2000).

En 1949, gracias a su estudio relacionado con la hipertension, Irvin Page aislo y le
dio el nombre de serotonina a la molécula responsable de este efecto en el
sistema cardivascular por otro lado en Italia Esperman en 1930, la describe con
actividad dentro de la mucosa gastrica y entérica de mamiferos, pero que también
existe evidencia de que se encuentra en fluidos de moluscos, el primer nombre
que se le dio fue de enteramina, mas tarde en 1954 Gaddum, report6é su presencia
no solo en el sistema cardiovascular y gastrico, también en el sistema nervioso
central (Green, 2006).

Los estudios filogenéticos determinaron que esta molécula se encuentra en todas
las especies que poseen sistema nervioso e interviene en diversas conductas y
procesos fisioldgicos, como los del balance energético. La forma de accién de la
serotonina es comparable entre especies de vertebrados e invertebrados (Tecott,
2007).

La participacion del sistema serotoninérgico en funciones fisiolégicas (Wesemann
& Weiner 1990) y conductuales (Lucki, et al., 1998), van desde su participacion en
el sistema circulatorio (Ramage & Villalo, 2001; Navalivaiko & Sgoifo, 2009),
sistema gastrointestinal (Sanger, et al., 2008), ciclos circadianos (Akiyoshi, et al.,
1989), conducta sexual (Centeno, et al., 2007) y alimentacion (Orosco & Gerozisis,
2001, Gamaro, et al., 2003).

Diversas investigaciones han determinado la participacion del sistema
serotoninérgico en la alimentacion, indicando que esta cuenta con un efecto
supresor de la ingesta y en el peso. La administracién de agonistas a nivel
periférico y central, asi como del neurotransmisor ha permitido recopilar evidencia
de su efecto estimulador o supresor y su relacion con la alimentacion. El aumento
en la ingesta se ha demostrado, al usar antagonistas de los receptores
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serotoninérgicos o inhibidores de la actividad de este neurotransmisor (Leibowitz &
Alexander, 1998).

La Serotonina regula el apetito, influenciando los episodios, es decir las senales a
corto plazo, producidas por las respuestas fisiologicas de la ingesta de comida,
regulando la alimentacion a través de su papel en la saciedad (Halford, et al.,
2007).

Es asi como Blundell propuso en 1978, que el sistema serotoninérgico tiene no
solo un papel inhibidor en la alimentacion, sino que es también la llave de la
saciedad; que a su vez controla el mecanismo natural de ingesta, por ello se
sugiere al sistema serotoninérgico como un blanco viable para el control de peso y

de la obesidad.

El hecho, de que de forma temprana se vincul6 al sistema serotoninérgico con la
alimentacién, dando origen al uso de farmacos que permitieran la liberacion
(fenfluramina) o la recaptura de 5-HT (fluoxetina, sertralina, sibutramina), pese a
que en algunos casos no se destinaran inicialmente a su uso terapéutico en esta

area.

La mayoria de los farmacos, que se han probado contra la obesidad, fueron
inicialmente tratamientos experimentales para algunos desdérdenes psiquiatricos y

cuentan con efecto sobre diversos receptores a serotonina (Adan, et al., 2008).

La accion de la 5-HT es dependiente de los diferentes subtipos de receptores
serotoninérgicos, los cuales en 1957 Gaddum y Picarelli clasificaron en dos tipos
de receptor, el tipo de receptor D, antagonizados por la dibencilina, y los

receptores M, bloqueados por la morfina, aunque estas acciones eran débiles.

Con el paso del tiempo y gracias a una gran variedad de técnicas, se han
determinado en la actualidad 15 subtipos de receptores 5-HT, de los cuales solo
se han descrito efectos sobre la alimentacién para los subtipos 5-HT1a, 5-HT1p, 5-
HT1g, 5-HT2a, 5-HTyc, 5-HT4, 5-HT7 y recientemente el receptor 5HTs (Rask-
Andersen, et al., 2010).
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Se sabe debido a esto que la activacion de los receptores 5-HT4g produce la
disminucién de la ingesta y disminuye el gasto de energia, mientras que los
ratones con deficiencia en el receptor 5HT1g muestran un aumento en el peso

corporal (Da Silva, et al., 2004)

Por otra parte, la estimulacion de los receptores 5-HT,c produce hipofagia al
promover la liberacion del agonista enddgeno, como se muestra en los
experimentos de Vickers y colaboradores en el 2001, quienes al administrar
dexfenfluramina muestran un efecto hipofagico mediado por este receptor, ya que

al antagonizarlo con SB242084, el efecto es bloqueado.

La m-chlorophenylpiperazine (mCPP) agonista del receptor 5-HT,c genera el
mismo efecto hipofagico, los ratones que carecen de este receptor por su parte

muestran hiperfagia (Curzon, 1997).

Es a través del sistema melanocortina que los receptores 5-HT,c pueden explicar
su efecto modulador en la ingesta, debido a que mas del 80% de las neuronas que
contienen a-MSH expresan mRNA del receptor 5-HT,c y es probable que cuente
con efecto en la activacion de neuronas de pro-opiomelanocortina (POMC)
(Heisler, et al., 2007).

El uso de psilocybin agonista de receptores 5-HT1a/5-HT24a, interrumpe el balance
entre estos dos neurotransmisores y permite que el receptor 5-HT,a, tome poder
en la actividad produciendo un excesivo potencial de salida neuronal, asociado
con ansiedad, caracteristica presente en pacientes con anorexia nerviosa (Kaye,
2008)

La administracién de agonistas y antagonistas 5-HT,a en el NPV modula la
hiperfagia inducida por el neuropéptido Y (NPY), reportes posteriores indican que
receptores serotoninérgicos 5-HT,a se encuentran expresados en neuronas NPY

del NPV, sustentando la interaccion del sistema NPY y serotoninérgico.

La ausencia del receptor 5-HT4, atenua el estrés inducido por la hipofagia e induce
actividad exploratoria, sugiriendo que este receptor esta involucrado en la

anorexia, inducida por el estrés, ademas de regular la expresion de mRNA de
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CART (cocaine- and amphetamine-regulated transcript), por la via de sefializacion
cAMP/PKA (Bockaert, et al., 2008).

Los receptores 5-HT7, se sabe también cuentan con participacion en la regulacion
de la ingesta, debido al efecto mediador en la liberacion de glucocorticoides de la
glandula adrenal (Parikh, et al., 2003, Hedlund & Sutcliffe, 2004).

La inhibicion de los receptores 5HTs permite la reduccidn de la ingesta y del peso
corporal, al igual que los ratones deficientes de receptor, esto adquiere
importancia terapéutica, ya que el uso de antagonistas podria contar con un efecto
antiobesidad (Frassetto, et al., 2008).

Hasta este momento los receptores 5SHT mencionados describen efectos sobre la
alimentacion, esto permite determinar que en efecto el sistema serotoninérgico
esta involucrado de forma activa en la regulacion de este proceso, pero a su vez
debemos destacar la participacion de los receptores 5-HT1A descrita por diversos
autores asi como las caracteristicas que este receptor presenta y que median su

efecto.
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d) Receptores 5-HT4a y alimentacion

Después de la subdivision de los receptores 5-HT en 1950, donde se clasificaban
en M por ser bloqueados por morfina y D por ser bloqueados por dibenzilina.
Bradley y colaboradores propusieron la existencia de tres familias de receptores 5-
HT. Llamados 5-HT1-like, 5-HT2 y 5-HT3, esta propuesta fue basada
principalmente en su criterio funcional, debido a que los estudios de unién con
radioligandos no convencian aun, los estudios de segundos mensajeros eran

menos populares y no se habia clonado ninguna proteina G en 1984.

Una vez que estos estudios se realizaron, la clasificaciéon fue modificada una vez
mas, para empezar se describieron los sitios de union de los receptores,
generando cinco tipos de receptores (5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT1c, 5-HT1p, Shtig), al
final se ha derivado en cinco receptores (5-HT1a, 5-HT4g, 5-HT1p, 5-ht1e y 5-HT4f).

Los receptores 5-HT1a, caracterizados en base a su alta afinidad por serotonina,
en ensayos de union a radioligandos, pertenecen a la familia de receptores
acoplados a proteinas Gi/o, acoplados de forma negativa a la adenilato ciclasa,
disminuyendo a su vez la formacion de cAMP, que a su vez en el caso de células
presinapticas hiperpolariza la membrana mediante la apertura de canales de K,
este mecanismo a su vez reduce la liberacion de 5-HT dependiente de Ca2+, de
las vesiculas secretoras hacia el espacio sinaptico, en las células pueden permitir
la despolarizacion y la inhibicion del disparo, sin embargo también se puede
acoplar a IP3 / PKC / vias que movilizan calcio y a proteinas Gz (Hannon & Hoyer,
2008, Serres, et al., 2000, Tecott & Julius, 1993).

Los receptores 5-HT4a fueron los primeros en ser caracterizados y clonados
debido a su homologia con los receptores 32-adrenergicos (42%) y con receptores
de invertebrados de los cuales se ha sugerido una divergencia de 600-650
millones de afios. Estos hallazgos sugieren que los receptores de los mamiferos
que evolucionaron después de este punto tienen sus analogos en invertebrados
(Peroutka y Howell 1994).

En humanos este receptor cuenta con 422 aminoacidos que son codificado por un
gen sin intrones, localizado en el cromosoma 5(5911.2-q13), tipicamente cuenta
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con 7 dominios transmembranales, en la terminal amino, tres glicosilaciones
asociadas con N, una secuencia conservada TRY en el segmento inicial del tercer
enlace citoplasmatico y un sitio de fosforilacibn en la tercera y quinta asa
citoplasmatica, tenemos que este receptor ha sido bien conservado entre especies
de mamiferos, difiiendo su secuencia en humanos en un 80% a 85% homologa

con la rata y el raton respectivamente (Figura 3).
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Figura 3. Estructura molecular del receptor 5-HT4 (Dabrowska & Brylinski, 2006).

La diversidad en los genes de esta familia de receptores ha permitido detectar que
diferentes secuencias pueden determinar la localizacion de los receptores,
presentando distribuciéon en sitios presinaptico (autoreceptores) localizados en
cuerpos celulares y dendritas de neuronas serotoninérgicas en el nucleo del rafé

dorsal (NRD) y post sinaptico (heteroreceptores).

La estimulacién de los autoreceptores del NRD, no afectan los niveles de cAMP,
pero una estimulacion similar en neuronas post sinapticas, aumentan de forma
significativa la actividad de la adenilil ciclasa. Este efecto ha sido atribuido a la
activacién de adenilato cilclasa en su isoforma 2 acoplada a la proteina G, del

receptor 5-HT1a, que requiere la movilizaciéon de la subunidad Gy.

La activacion de los autorreceptores induce la inhibicion de actividad eléctrica de
neuronas 5-HT y aumentando la liberacion de 5-HT dentro del nucleo y en el

territorio de sus proyecciones.
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Los receptores 5-HT4p postsinaptico cuentan con evidencia bioquimica y

autoradiografica y han sido encontrados en el hipotalamo (Li, et al., 1997).

Estudios cronobiologicos revelan la presencia de ritmos en varios receptores
intracerebrales, dentro de ellos se incluyen los receptores 5-HT1a, debido a una
mayor presencia de sitios de unién o receptores (Bmax) durante el tiempo en el
que la sintesis de 5-HT es activada y minima durante su liberacién. Es asi como
se asume que el ritmo circadiano de los sitios de unién para los receptores 5-HTa,
puede ser regulada por la liberacion de 5-HT, aunque otros estudios contrastan
esto y encuentran que el mayor pico de 5-HT se da en la mitad del periodo de

oscuridad en animales con ciclo de luz invertido.

Sumando evidencia, se sabe que los receptores acoplados a proteinas G se
encuentran en estado acoplado y desacoplado y esto produce alta o baja afinidad
por agonistas, asi como de radioligandos marcados que en el caso del receptor 5-
HT1a el agonista mas usado ha sido el [3H](z)-8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)tetralin
([3H]8-OH-DPAT) (Assié, et al., 1999).

Debido a su alta afinidad por el receptor 5-HT1a, el agonista 8-OH-DPAT ha sido
ampliamente usado en estudios relacionados con este receptor, dentro de los
cuales a permitido aclarar el papel de este receptor en diversas conductas como la
alimentaria, demostrando que la hiperfagia que puede inducir después de ser
inyectado en el nucleo rafe dorsal y medial, debido a la disminucion en el numero

de disparos de las neuronas 5-HT.

Una gran variedad de estudios mencionan que existe influencia directa por parte
de la dosis, via de administracion y linea base de la ingesta en el efecto que se
observe, ya que se puede presenta tanto hipofagia como hiperfagia ocasionada

por este agonista (Clifton, 2000).

La explicacion a este efecto bifasico es dependiente de la estimulacion, es decir si
se estimulan receptores presinapticos somatodendriticos, se inhibe la liberacion de
5-HT y esto eleva la ingesta (De Vry & Schreiber, 2000; Dourish, et al., 1985;

Hutson, et al., 1988), el efecto hipofagico es mediado por receptores
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postsinapticos en conjunto con la estimulacion de receptores a2-adrenergicos y
CRH-R2.

Como parte de la evidencia que contribuye a pensar en estos receptores como un
blanco terapéutico para casos de anorexia y bulimia se han realizado estudios
usando Tomografia por emisién de positrones (PET); donde se muestra el
aumento en la union a los receptores 5-HTqa, en varias areas corticales de
pacientes con bulimia y pacientes que se han recuperado. Una distribucion
extensa en el area cortical de un mayor numero de receptores 5-HT1a, puede
reflejar una difusa e irregular actividad serotoninérgica que puede estar asociada
con una discapacidad en el control de los impulsos. Un aumento en la union del
receptor al ligando puede indicar o un aumento en la densidad del receptor o una
disminucién intrasinaptica de la concentracion del neurotransmisor /
neuromodulador. En ausencia de evidencia de un polimorfismo genético funcional
del receptor 5-HT4so que es asociado con bulimia, el aumento de la unién al

receptor puede reflejar los bajos niveles intrasinapticos de 5-HT.
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e) Hormona liberadora de corticotropina

La hormona liberadora de corticotropina / factor liberador de corticotropina
(CRH/CRF), es un péptidos de 41 aminoacidos, aislado en 1981 del hipotalamo de
oveja. Es considerado el principal neuroregulador del eje HPA, por ser mediador
de la respuesta endocrina autbnoma e inmune, en el estrés ademas de coordinar
respuestas autdbnomas y conductuales, incluyendo conductas de ansiedad, ingesta

de alimento, aprendizaje y memoria (Donaldson, et al., 1996).

Durante las ultimas décadas se han identificado otros miembros de la familia de
péptidos CRH, que se unen a receptores CRH, estos incluyen a los péptidos CRH,
urocortina (Ucn 1), urocortina Il (Ucn 2) y urocortina Ill (Ucn 3) de mamiferos, asi
como urotensina |, aislado del teleosteo, Catostomus commersoni y sauvagina
aislada de la rana de arbol, Phyllomedusa sauvage (Grammatopoulos & Chrousos,
2002).

Los péptidos de esta familia tienen un importante papel en el control de la ingesta
y son considerados anorexigénicos, efecto observado en la perdida de peso; se ha
visto que la administracion intraventricular de CRF, inhibe la alimentacién en ratas
(Nieuwenhuizen & Rutters, 2008; Tanaka, et al., 2009).

Por otra parte se ha demostrado, que la urocortina tiene un efecto aun mas fuerte
en la supresién de la ingesta, la administracion intraventricular realizada por Spina
y colaboradores en 1996, disminuia la ingesta de ratas privadas y no privadas
(Pan & Kastin, 2008).

La accion de CRH y los péptidos de esta familia, es mediada por receptores
transmembranales con 7 dominios (7 TMD) acoplados a proteinas G (GPCRs),
que han sido identificados en el corteza cerebral, hipocampo, centros adrenérgicos
y noradrenérgicos y otras regiones en el sistema limbico incluyendo al NPV
(Figura 4).
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Figura 4. Distribucion del sistema CRH en el sistema nervioso central de rata (Smagina, et al.,
2001).

La CRH cuenta con dos subtipos de receptores, identificados por clonacion
molecular: tipo 1 (CRH-R1) y tipo 2 (CRH-R2), codificados por diferentes genes, la
accion de los péptidos, sobre estos receptores es modulada por una proteina de
union a CRH (CRH-BP), que se ha propuesto induce la internalizacion vy

catabolismo de los péptidos.

Los receptores CRH pertenecen a la clase |l de receptores acoplados a proteinas
G. CRH-R1 se encuentra extensamente distribuido dentro del SNC y tiene alta
afinidad por CRH y baja afinidad por Ucn2 y Ucn 3. Por otra parte la afinidad por
Urc 1, que a su vez produce un aumento en la secrecion de CRH, ACTH vy
corticosterona, produciendo la inhibicién de alimento, demostrando su contribucion

en la regulacion de la ingesta de alimento (Davis, et al., 2004).

CRH-R2 es codificado por un gen distinto, que cuenta con una variacion en el
empalme de mRNA, codificando para los receptores R2a, R23 y R2y, solo en
cerebro humano. El receptor CRH-R2 de forma inversa tiene una distribucion mas
restringida y una baja afinidad por CRF pero una alta afinidad por Ucn 2 y Ucn3
(Hauger, et al., 2003).

CRH y sus receptores se expresan en estructuras que constituyen al eje HPA
(Figura 4), en este eje participan tres estructuras principalmente: el nucleo
paraventricular del hipotalamo, el I6bulo anterior de la adenohipdfisis y la glandula

adrenal. Una alta densidad de neuronas secretoras de CRH, han sido detectadas
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mediante técnicas inmunoreacivas, en la zona parvocelular del nucleo
paraventricular (Bakshi & Kalin 2000).

Las neuronas de la zona parvocelular del NPV, liberan CRH, al sistema porta
hipofisiario, llegando a la adenohipdfisis anterior, donde al unirse con su receptor,
induce la liberacion de ACTH a la circulacion. ACTH en respuesta, estimula la

sintesis y secrecion de glucocorticoides del corteza adrenal (Koob, et al., 2010).

ACTH tiene un efecto anoréxico evitando el efecto estimulador de péptidos
orexigénicos; su accion se lleva a cabo a través de sistema nervioso central y no
es regulado a nivel periférico, debido a que algunos experimentos han demostrado
que en ratas adrenalectomizadas el efecto también se presenta (Vergoni, et al.,
1990).

La union de ACTH a sus receptores en la corteza adrenal estimulara la sintesis y
secrecion de corticosterona, con ayuda de la internalizacion de colesterol, este es
un punto importante debido a que la inhibicidn de la sintesis de colesterol, por
parte de diversos farmacos como lo indica Huffman y Azarnof en1967, produce

una disminucién en la concentraciéon de corticosterona.

La corticosterona, ejerce sus efectos mediante la interaccion inicial con los
receptores intracelulares de las células efectoras; al ser liposoluble difunde con
facilidad a través de la membrana celular, una vez en el interior de la célula, se
une a proteinas permitiendo que se acople a su receptor en el citoplasma y el
complejo hormona receptor, interactia con secuencias reguladoras especificas de
ADN; las cuales son denominados elementos de respuesta a los glucocorticoides,
que inducen o reprimen la trascripcion génica, dentro de esta interaccion cobran
importancia los factores de trascripcion para la interaccion adecuada, esto produce
la retroalimentacion negativa por parte de la corticosterona al eje HPA
(Nieuwenhuizen & Rutters, 2008, Weindenfeld, et al., 1984).

A nivel energético se sabe que la corticosterona promueve la gluconeogénesis en
células hepaticas y controla la ingesta, en particular la ingesta de carbohidratos, la
administracién de corticosterona estimula la ingesta, presentandose como un

poderoso agente orexigénico (Kumar, et al., 1988).
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Es asi como estos elementos participan en la regulacion de la alimentacion debido
a co-expresarse con el sistema serotoninérgico pero para poder entender esta

correlacion debemos hablar también de los receptores CRH-R2
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f) Receptores CRH-R2

La activacion de los receptores CRH-R2, ha sido asociada con diversas funciones
fisiologicas, dentro de las que se encuentra la ingesta y mediador del eje

hipotalamo pituitaria adrenal (Chotiwat & Harris, 2008).

Algunos estudios sugieren que la supresion de la ingesta mediada por péptidos
CRH se realiza a través del receptor CRH-R2 (Figura 5), mientras otros estudios
sugieren que los receptores CRH-R2, no son funcionales en etapas tempranas de

una respuesta anoréxica a la administracion de péptidos CRH.
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Figura 5. Diagrama de los receptores CRH-R1 y CRH-R2. Este diagrama ilustra la secuencia de
aminoacidos con la que cuenta el receptor, se muestra en rojo la serina y treonina y la terminal

carboxilo representa el sitio potencial de fosforilacion por PKC.

Dentro de la familia de péptidos, el uso de urocortina 2 y 3 agonistas de CRH-R2
demostraron la supresion de la ingesta al ser administrados intracerebro
ventricularmente (Ohata & Shibasaki, 2004).

CRH-R2 se encuentra expresado en el NPV y se ha visto que la inyeccidén de
Urocortina en este nucleo, produce un efecto anoréxico mediado por los
receptores CRH-R2, en el caso de los ratones con deplecién de CRH-R2 se
muestra la inhibicion de la ingesta al comparar a los animales de tipo silvestre
(Chance, et al., 2007, Pan & Kastin 2008).
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Ademas el receptor CRH-R2 participa en la activacion del metabolismo y su
bloqueo produce la reduccion en el tiempo de liberaciéon de ACTH, que a su vez se

propone contribuye al desarrollo de la anorexia (Connan, et al., 2007).

La liberacién de CRH estimula los receptores CRH-R2, y produce el aumento de
ACTH y de glucocorticoides que regulan la expresién de CRH, prueba de esto es

la hipersecrecion ténica de CRH en organismos con adrenalectomia (Cook, 2004)

La corticosterona, que participa en el almacén de grasa, evidencia de esto es a la
presencia de irregularidad en el eje HPA en el caso de pacientes con obesidad, ya
que el aumento en el peso se considera un factor de estrés para el organismo,
presentandose disminucion en la sensibilidad de la regulacion de la
retroalimentacion negativo del eje o sensibilidad alterada por parte del tejido graso

o de musculo esquelético a glucocorticoides (Gervasoni, et al., 2004).

Estudios en humanos, han brindado fuerte evidencia de sobreingesta inducida por
experiencias emocionales, aumentando el consumo de carbohidratos después de
una exposicion a estrés, es decir se activa el eje HPA a través de los receptores
CRF-R2 y se reporta en pacientes un efecto de bienestar, debido al aumento en la
secrecion de insulina y la proporcion de triptéfano en plasma; lo cual aumenta la
liberacion de serotonina involucrada también en el control del humor y de la

alimentacion (Wurtman & Wurtman, 1998).

Otros estudios han reportado que la exposicién cronica a factores estresantes de
cierta severidad disminuyen la ingesta y el peso en ratas, a pesar de esto, el tipo
la duracién y la severidad puede modificar la respuesta al estrés proponiendo que
el estrés puede producir un aumento o una disminucion en la ingesta,

dependiendo de la naturaleza del estresor (Gamaro, et al., 2003).

Se suma como evidencia de la participacion de corticosterona en la regulaciéon
energética, su presencia a lo largo del ciclo circadiano, caracterizado por un
aumento en la fase de oscuridad para los animales nocturnos, seguido de bajas
concentraciones a la mitad de la fase oscura y una rapida retroalimentacion por

activacién en el caso del estrés (Vazquez, et al., 2001).
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La administracion de Ucn 2 se ha visto cuenta con un efecto sobre la
neurotransmision serotoninérgica y este efecto puede ser bloqueado por el
antagonista selectivo de los receptores antisauvagina-30 (AS-30), demostrando la
coparticipacion en la regulacién de ambos sistemas (Day, et al., 2004, Amat. et
al., 2004).

Diversos estudios han demostrado que la administracion de CRH y de los péptidos
de esta familia son claves para mediar la respuesta al estrés, la cual incluye la
hiperactividad del eje hipotalamo pituitaria adrenal (HPA), aumentando las sefales

simpaticas e inhibiendo la alimentacion (Jezova, et al., 1999).

Se ha demostrado ademas que CRH del SNC esta involucrado en la regulacién de
la respuesta de epinefrina adrenal, asi como hipoglucemia inducida por insulina
jugando un papel importante en la mediacion del disparo de neuronas

noradrenérgicas en el locus ceruleus.

La integracidn de este receptor a la respuesta dada por el sistema serotoninérgico
a través de receptor 5-HT1a, en lo que concierne a la alimentacion, genera

diversas dudas y permite intentar explicar una parte de esta compleja regulacion.
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lll. Planteamiento del Problema
En la actualidad se sabe que

La estimulacion de los receptores 5HT1a en el NPV, promueven la aparicion
temprana de la saciedad y el desarrollo atipico de la secuencia de saciedad
conductual (SSC).

La activacion de los receptores 5HT4a del NPV, con el agonista 8-OH-DPAT,

aumenta la secrecion de la ACTH y corticosterona.

La administracion sistémica (intraperitoneal) de 8-OH-DPAT, aumenta la
concentracion de glucosa, sugiriendo su participacion en el sistema

simpatoadrenomedular.
Se desconoce:

El mecanismo por el cual la activacion de los receptores 5SHT1a del NPV, participan

en la modulacién de la ingesta y en las preferencias dietarias.

El mecanismo por el cual la activacion de los receptores 5SHT1a del NPV, participan

en la expresion de la secuencia de saciedad conductual y en la

El mecanismo por el cual los receptores CRF-R2 del NPV co-participan en la
modulacién de ingesta y las preferencias dietarias, al ser activados los receptores
5-HT1a.

El mecanismo por el cual los receptores CRF-R2 del NPV co-participan en la
expresion de la secuencia de saciedad conductual, al activar los receptores 5-
HT1a.

Como la activacion de los receptores 5-HT1a y el antagonismo de los receptores
CRF-R2 del NPV, producen cambios en las concentraciones séricas glucosa

triglicéridos, colesterol y corticosterona.
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IV. Hipotesis

Hipotesis Alterna (Ha): La estimulacion de los receptores 5HTqia del NPV,
generara cambios en la ingesta de alimento, secuencia de saciedad conductual y

en las concentraciones de glucosa, triglicéridos, colesterol y corticosterona.

Hipotesis Nula (Ho): La activacion de los receptores SHT1a del NPV, no generara
cambios en la ingesta de alimento, secuencia de saciedad conductual y en las

concentraciones de glucosa, triglicéridos, colesterol y corticosterona..

H1: La estimulacion del receptor 5-HT4a del NPV, cuentan con un efecto en la

seleccién dietaria de proteinas, carbohidratos y grasas e ingesta total.

H2: La estimulacion del receptor 5-HT1a del NPV, produce un efecto en la

expresion de la secuencia de saciedad conductual.

H3: El antagonismo del receptor CRH-R2 y la estimulacién del receptor 5-HT1a,
evidenciara la co-participacion del sistema CRH y serotoninergico en la
modulacién de la seleccion dietaria (proteinas, carbohidratos y grasas), la ingesta
total, en la expresion de la secuencia de saciedad conductual y en la tasa local de

alimentacion.

H4: El antagonismo del receptor CRH-R2 y la estimulacién del receptor 5-HT1a,
produce la activacion del eje hipotalamo pituitaria adrenal y del sistema simpato
adrenomedular, reflejandose en parametros bioquimicos y hormonales (glucosa,

triglicéridos, colesterol y corticosterona).
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V. Objetivo General

Evaluar la participacion de los receptores 5-HT4a del nucleo paraventricular
hipotalamico en la regulacibn de Ila glucosa, triglicéridos, colesterol y

corticosterona sistémica post-ingesta
VI. Objetivos Particulares

1- Evaluar el efecto de la activacién de los receptores 5-HTa del NPV en la

seleccion dietaria (proteinas, carbohidratos y grasas) e ingesta total.

2- Evaluar el efecto de la activacion de los receptores 5-HT1a del NPV en la

expresion de la secuencia de saciedad conductual y la taza local de alimentacién.

3- Evaluar el efecto del antagonismo de los receptores CRH-R2 y la
activacion de los receptores 5-HT1a del NPV, en la seleccion dietaria (proteinas,

carbohidratos y grasas) e ingesta total.

4- Evaluar el efecto del antagonismo de los receptores CRH-R2 y la
activacion de los receptores 5-HT1a del NPV, en la expresiéon de la secuencia de

saciedad conductual.

5- Determinar las concentraciones séricas de glucosa, triglicéridos, colesterol
y corticosterona, al antagonizar los receptores CRH-R2 y activar los receptores 5-
HT1a del NPV post-ingesta.
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VIl.  Materiales y métodos
a. Animales

Se utilizaron 60 ratas macho de la cepa Wistar, con un peso de 200-230 g. Los
animales fueron provistos por el bioterio de la UNAM campus lztacala. Los
procedimientos utilizados en este estudio cumplieron con la norma oficial
mexicana (NOM-062-Z00-1999).

b. Dietas

El alimento y el agua estuvieron disponibles ad libitum, durante toda la
investigacion. Las dietas utilizadas constaron de: hidratos de carbono (harina de
maiz Maseca, maiz nixtamalizado, contenido de proteinas 8%, carbohidratos
85.4%, grasas 6.6%, Molinos Azteca de Chalco S.A. de C.V., Planta Teotihuacan),
proteinas (proteina aislada de soya 90% marca Soya Profam 646, distribuido por
Food Proteins Corporation, S.A. de C.V., ADM Protein specialties division Decatur,
IL 62525 U.S.A.), grasas (manteca vegetal Inca, elaborada por Anderson Clayton y
Co. S.A. de C.V,, Tultitlan, Estado de México). El agua fue enriquecida con Vitater
suplemento vitaminico (Laboratorios Maver), la dosis aplicada fue de 0.15 g /It.

c. Farmacos

Los farmacos que se usaron fueron: (x)-8-Hydroxy-2-(dipropylamino)tetralin, ()-8-
OH-DPAT, agonista selectivo del receptor 5HTa, N-{2-[4-(2-metoxifenil)-1-
piperazini1]etil1}-N-(2-piridini1)ciclohexanecarboxamida, WAY-100635 maleate
salt antagonista selectivo 5HT 14, Antisauvagina-30 antagonista selectivo CRH-R2,
adquiridos con Sigma Chemical Co. St Louis MO. Estos farmacos fueron diluidos
en solucion salina fisioldgica e infundidos a una velocidad de 0.5 ul/ 3 min. en el
NPV. Para asegurar una difusion completa de las substancias, el microinyector
permanecié un minuto adicional dentro de la canula guia para ser retirado
posteriormente. La administracion de los farmacos fue por medio de una jeringa

digital para fluidos de alta precisién (Hamilton Co., Reno, NV.).

39



d. Procedimiento

Se colocaron a los animales de manera aleatoria en cajas habitacion individuales,
con tres comederos, en los que se proporciono a cada sujeto una dieta de fuentes
separadas para proteinas, carbohidratos y grasas. Cada nutrimento se cambio de
lugar de acuerdo a un orden preestablecido para evitar “preferencia de lugar”. Una
semana fue el lapso de tiempo bajo estas condiciones. Se dio acceso libre a
comida y agua. El ciclo de luz fue invertido luz /oscuridad de 12x12 hr. y fue
controlado por un dispositivo de encendido y apagado automatico (timer). Los

animales se pesaron una hora antes de iniciar el ciclo de oscuridad (8:00 hrs.).
e. Seleccion de los Sujetos Experimentales

En el periodo de adaptacion, se peso la ingesta de nutrientes; asi como a los
animales cada 24 hrs por 3 dias para verificar que la ingesta de alimento y
crecimiento de animales fueran adecuados; asi como la adaptacion a la dieta
experimental. Los animales que consumieron menos del 15% o mas del 50% del
total de su dieta, fueron excluidos del estudio. El modelo usado permite observar a
los animales en un estado aproximado al natural es asi como la secuencia de
saciedad conductual al inicio de la fase de oscuridad se desarrolla y puede
denotar efectos generados por los farmacos, ademas se ha determinado que la
privacion produce efectos sobre la ingesta al aumentar en la primera hora de

realimentacion.
f. Cirugia

Los sujetos fueron anestesiados con pentobarbital sédico (Sedalphorte, 35 mg/kg
ip) y posteriormente se implanté estereotaxicamente una canula de inyeccion en
el area suprayacente del NPV. Las coordenadas estereotaxicas que se emplearon
fueron: posterior a bregma + 1.4 mm, lateral + 0.5 mm, ventral + 6.4 mm
(Paxinos& Watson, 1998). Los animales tuvieron un periodo de 6 dias para

recuperarse de la cirugia.
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g. Medidas Conductuales

En todos los experimentos, el tratamiento correspondiente fue administrado
aproximadamente quince minutos antes de iniciar el periodo de oscuridad. La
recoleccion de datos comenzo al mismo tiempo que inicio el periodo de oscuridad,
se consideraron dos sistemas de registro para realizar la recoleccion de datos. Un
registro de duracién continua de 60 minutos, el cual sirvio para elaborar los
analisis conductuales (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 duracién continua se
pesaron los comederos (cuidando la recoleccion de lo que cayd de los

comederos), para conocer la cantidad de alimento consumido durante este tiempo.
h. Analisis de la Secuencia de Saciedad Conductual (SSC)

Para determinar que los efectos de los tratamientos sobre la ingesta de alimentos,
no son producto de mecanismos conductuales indirectos (sedacion, hiperactividad,
nausea) y estan relacionados con el proceso de satisfaccion (terminacion de la
alimentacioén), y/o al desarrollo de la saciedad (inhibicion progresiva de la
alimentacion), se empleo el andlisis de la secuencia de saciedad conductual. El
registro de duracion continua de 60 min, fue dividido en 12 periodos de 5 min cada
uno y se midié la duraciones de cuatro categorias conductuales, mutuamente
excluyentes: alimentacion, descanso (inactividad motora con o sin ojos cerrados,
la cabeza del sujeto se encuentra en el piso de la caja habitacion), actividad
motora y acicalamiento. Durante el mismo periodo de 60 minutos se determino la

cantidad de alimento ingerido (g).
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i. Tasa Local de Alimentacién

La tasa local de alimentaciéon se analizé en funcién de los resultados obtenidos de
la conductual y la ingesta, debido a que la cantidad de alimento que se consume

(9) entre la duracion de los episodios (s), determinan este parametro.
j. Disefo Experimental

El disefio experimental consté de seis grupos: el grupo control, al cual se le
administré el vehiculo (vh, solucion salina fisiologica),n=6, el segundo grupo
experimental tratado con el agonista al receptor 5HTa, 8-OH-DPAT, n=6; la dosis
fue de 0.525 pg, via central en el NPV, el tercer grupo fue tratado con el
antagonista del receptor 5HT15, WAY 100635, n=6, la dosis usada fue de 2 ug, el
cuarto grupo consto de una administracion de WAY 100635 + 8-OH-DPAT (0.525
Mg /2 ug ), n=6, el quinto grupo con una administracion del antagonista de los
receptores CRH-R2«, Antisauvagina-30, en este caso se usaron dos dosis las
cuales fueron de 2 y 5 pug, n= 5y el sexto grupo que contd con la administracion
de Antisauvagine-30 + 8-OH-DPAT (2 pg /0.525 ug), n=5.

En cada uno de los grupos se evalud la secuencia de saciedad conductual, el area
bajo la curva de las conductas evaluadas en la secuencia de saciedad conductual,
la tasa local de alimentacion (cantidad de alimento consumido por unidad de
tiempo, gr/seg) la ingesta total (gr) y por cada nutriente (gr, carbohidratos,
proteinas y grasas), la concentracién de glucosa, la concentracion de triglicéridos,
la concentracion de colesterol (mg/dl) y la concentracion de corticosterona (ng/ml)

en suero.
k. Determinacion de pardmetros bioquimicos y corticosterona

Al terminar el periodo de experimentacidn, los animales fueron decapitados con la
ayuda de una guillotina e inmediatamente se colect6 1.5 ml de sangre del tronco
en tubos de vidrio de 10 ml, el tubo fue colocado en una gradilla y se dejo coagular
la sangre por un lapso de 15-20 min a temperatura ambiente. Cuando se observo
la retraccion del coagulo se centrifugo el tubo por un periodo de 10 min a 3500

rom. Posteriormente se separo el suero (sobrenadante) empleando una
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micropipeta. El suero fue almacenado en tubos eppendorf de 1.5 ml y guardado a
una temperatura de —60° C, hasta que se determinaron las concentraciones de

glucosa, triglicéridos, colesterol y corticosterona.
|.  Protocolo de extraccion de la muestra

Debido a la técnica empleada para la determinacion de corticosterona y el
procedimiento descrito en el kit utilizado, se colocaron 100 pl de suero en tubos
eppendorf de 1.5 ml, a los cuales se les adiciono etil eter. Usando un vortex por 30
segundos se permitio la separacion de dos fases. La fase organica se separo y se
evaporo el solvente con gas nitrégeno. El residuo obtenido se diluyo en buffer de
extraccion y usando solo 10 pl de este se afiadié nuevamente buffer de extraccion
(990 pl).

m. Determinacion de corticosterona

Técnica de Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (Enzyme-Linked

ImmunoSorbent Assay, ELISA).

La técnica de Elisa descrita en el kit utilizado, opera en base a la competencia
entre la corticosterona conjugada y la corticosterona en la muestra, por un numero

limitado de sitios de union en el plato cubierto con anticuerpo.

La muestra o la solucion estandar se anadidé primero a la placa. Enseguida, se
anadio la corticosterona conjugada y se mezcld e incub6 a temperatura ambiente
por una hora. Durante la incubacién tomo lugar la competencia por sitios de unién.
La placa se lavdé para remover el material que no se unié. La union de la
corticosterona conjugada es detectada al agregar del sustrato que genera un color
optimo después de 30 min. La prueba cuantitativa de la prueba se obtuvo al medir
y comparar la lectura de la absorbancia de la muestra, con la absorbancia de la
curva estandar con espectrofotometro a 650nm. El color fue inversamente

proporcional a la cantidad de corticosterona en el estandar o la muestra.
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n. Determinaciones bioquimicas

La determinacion de las concentraciones de glucosa, triglicéridos y colesterol se

realizaron a partir de técnicas enziméticas de punto final.
0. Determinacion Glucosa

10 pl del suero extraido se usaron para la determinacion de las concentraciones
de glucosa, en un primer paso se realizd6 una curva patron para determinar las
concentraciones conocidas con 1ml de reactivo R y 1 yl de glucose cal (patron
primario de glucosa 100mg/dl), usando agua destilada para calibrar y como blanco
el reactivo R que consté de TRIS pH 7.4 (92 mmol/L), fenol (0.3 mmol/L), glucosa
oxidasa (GOD, 15000U/L), peroxidasa (POD, 1000 U/L) y 4-aminofenazona (4-AF,
2.6 mmol/L), una vez realizada la lectura, llevada a cabo en un espectrofotdmetro

a una longitud de onda de 450 nm.

La reaccidén enzimatica consta de la conversion de D-glucosa a acido D-gluconico
por medio de la glucosa oxidasa con formacion de peroxido de hidrégeno, usado
por la reaccion peroxidasa para oxidar a la 4-aminofenazona y al fenol dando
lugar a una quinonaimina coloreada. La intensidad de color fue proporcional a la
concentracion de glucosa presente inicialmente. Produciendo la reaccion

enzimatica de punto final de glucosa oxidasa / peroxidasa GOD-POD (spinreact).
p. Determinacion de Triglicéridos

10 pl del suero extraido se usaron para la determinacion de las concentraciones
de triglicéridos, en un primer paso se realizé una curva patron para determinar las
concentraciones conocidas, con 1ml de reactivo R y 1 ul de triglycerides cal
(calibrador primario de triglicéridos 100mg/dl), usando agua destilada para calibrar
y como blanco el reactivo R que const6 de GOOD, pH 6.3 (50 mmol/L), p-
clorofenol (2 mmol/L), lipoprotein lipasa (LPL, 15000U/L), glicerol quinasa (GK,
500 U/L), glicerol-3-oxidasa (GPO, 3500 U/L), 4-aminofenazona (4-AF, O.1
mmol/L) y ATP (0.1, mmol/L), una vez realizada la lectura, llevada a cabo en un

espectrofotometro a una longitud de onda de 450 nm
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La reaccion enzimatica permitieron que los los triglicéridos incubados con
lipoproteinas (LPL), liberen glicerol y acidos grasos libres. El glicerol es fosforilado
por glicerol fosfato deshidrogenasa (GPO) y ATP, en presencia de glicerol quinasa
(GK), produce glicerol-3-fosfato (G3P) y adenosina-5-difosfato (ADP). EI G3P fue
entonces convertido en dihidroxiacetona fosfato (DAP) y peroxido de hidrogeno
(H202) por GPO. El peroxido de hidrogeno (H20;) reacciono con 4-aminofenazona
(4-AF) y p-clorofenol, reaccion catalizada por la peroxidasa (POD), dando una
coloracion roja. Produciendo la reaccion enzimatica de punto final de triglicéridos

glicerolfosfato deshidrogenasa (GPO) — peroxidasa (POD) (spinreact).
g. Determinacion de Colesterol

10 pl del suero extraido se usaron para la determinacion de las concentraciones
de triglicéridos, en un primer paso se realizé una curva patron para determinar las
concentraciones conocidas, con 1ml de reactivo R y 1 pl de cholesterol cal
(calibrador primario de triglicéridos 100mg/dl), usando agua destilada para calibrar
y como blanco el reactivo R que consté de GOOD, pH 6.3 (50 mmol/L), p-
clorofenol (2 mmol/L), lipoprotein lipasa (LPL, 15000U/L), glicerol quinasa (GK,
500 U/L), glicerol-3-oxidasa (GPO, 3500 U/L), 4-aminofenazona (4-AF, O.1
mmol/L) y ATP (0.1, mmol/L), una vez realizada la lectura, llevada a cabo en un

espectrofotometro, a una longitud de onda de 500 nm.

La determinacion de colesterol se basé en la accidén de tres enzimas: colesterol
esterasa (CE), colesterol oxidasa (CO) y peroxidasa (POD). La 4-aminoantipirinay
el ADPS (N-Etil-N-sulfopropil-n-metoxianilina), en reaccién catalizada por la

peroxidasa produce la formacion de una quinonimina roja.
r. Analisis Histologico

El tejido cerebral fue removido después de colectar la sangre para el analisis
histologico. Posteriormente se realizaron cortes coronales de 60 ym de espesor
con un vibratomo, para poder asi verificar el sitio de implantacién. Los datos de los
sujetos que no estuvieron canulados en el NPV, no fueron considerados para el

analisis.
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s. Tipo de andlisis

Los datos fueron expresados en medias * error estandar de la media. Para la
ingesta de alimentos (g); el area bajo la curva, la taza local de alimentacion, asi
como para las concentraciones de glucosa (mg/dl), colesterol (mg/dl) triglicéridos
(mg/dl) y corticosterona (ng/dl). Se usdé un ANOVA de una via para las
comparaciones de los grupos (control y experimentales), con un analisis post hoc
de Tukey para la comparacion de los grupos. En todos los casos se usd una

p<0.05, para determinar la significancia de las diferencias.
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VIll. Resultados

Los resultados obtenidos en la investigacion se muestran en esta seccion,
desglosando la ingesta de alimento total y por cada nutriente, es decir
proteinas carbohidratos y grasas (g) de todos los grupos, la secuencia de
saciedad conductual, el area bajo la curva de la ingesta, descanso, acicalado y
actividad motora, la tasa local de alimentacién y las concentraciones de

glucosa, triglicéridos, colesterol y corticosterona extraido.
1. Ingestay seleccién dietaria.

Efecto de la activacion del receptor 5-HT14 € inhibicién de los receptores CRF-R2

del NPV en la ingesta total y de proteinas, carbohidratos y grasas.

La ingesta total de alimento muestra una reduccion significativa (F (528 = 5, 129,
p<0.05), en los animales tratados con 8-OH-DPAT comparados con el grupo
control y los grupos experimentales, por otra parte los animales tratados con WAY
100635, no muestran diferencias significativas al compararlos con el grupo control

y los grupos experimentales.

El efecto hipofagico sobre la ingesta total de alimento, se observa en lo animales
tratados con 8-OH-DPAT, este efecto es prevenido con la administracion del
antagonista WAY 100635, confirmando que el efecto es mediado por los

receptores 5-HTqa.

Por otra parte la co-administracion del antagonista CRH-R2, Antisauvagina-30
(AS-30) y el 8-OH-DPAT, genero una tendencia a la hipofagia lo cual nos muestra
una co-participacion del sistema serotoninérgico y CRH en la modulacion de la

ingesta (Figura 6).

Una disminucion significativa en la ingesta se hizo evidente en el consumo de
carbohidratos al administrar 8-OH-DPAT, (F s 28=3,196, p<0.05), como respuesta a
las estimulacion de los receptores 5.HT4a del NPV, ya que el antagonismo con el
WAY 100635, previene el efecto anorexigénico sobre los carbohidratos, debido al

papel que juega este nutriente sobre la sintesis de 5-HT, al producir una

47



disminucién en la liberaciéon de insulina, permitiendo la competencia del triptéfano
con otros aminoacidos.

Se presenta nuevamente una posible modulacion en la ingesta al administrar AS-

30 y 8-OH-DPAT, aunque este efecto no es significativo y solo se hace evidente
una tendencia (Figura 6).

La ingesta de grasas muestra diferencias significativas al administrar el

antagonista WAY 100635, en esta se muestra un aumento en la ingesta de este
macronutrimento (Figura 6).
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Figura 6 Efecto de la administracion del vehiculo (SS)(n=6), del agonista 8-OH-DPAT (n=6), del
antagonista WAY 100635 (n=6), de WAY 100635 + 8-OH-DPAT (n=6), de la Antisauvagina-30 (AS-
30) (n=5) y de AS-30 + 8-OH-DPAT (n=5), en la ingesta de proteinas (A), carbohidratos (B) y
grasas (C) e ingesta total del alimento (D). Los datos estan expresados en términos de la media +
EEM de la ingesta total de alimento. La significancia de las diferencias entre los grupos fue
determinada por la prueba post hoc de Tukey. * p< 0.05, ** p<0.01.
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2. Secuencia de Saciedad Conductual

Efecto de la activacién de los receptores SHT4a del NPV sobre la secuencia de

saciedad conductual.

La secuencia de saciedad conductual, conté con un desarrollo tipico al administrar
el vehiculo (ss), el cual se caracteriza por iniciar con una fase de alimentacion,
pasando por picos de actividad y la conducta de acicalamiento, hacia una eventual
fase predominante de descanso, la saciedad se expresa cuando se alcanza el pico
mayor en esta actividad sobre la ingesta (Halford, et al., 1998) presentando la

interseccion entre la ingesta y el descanso entre el periodo 8-9 (Figura 7A).

La administracion del agonista 8-OH-DPAT, promueve el desarrollo temprano de
la saciedad presentandose la interseccion entre la ingesta y el descanso en el
periodo 7 (Figura 7B).

La administracion del antagonista WAY 100635, muestra un patron tipico en lo que
respecta a la secuencia de saciedad conductual, presentandose la interseccion

entre la ingesta y el descanso entre el periodo 8 (Figura 7C).

La administracién del antagonista WAY 100635 y del antagonista 8-OH-DPAT,
mostré un patrdn tipico y se presento la interseccion de la ingesta y descanso

entre el periodo 5-6 (Figura 7D).

La administracion de Antisauvagina-30 (AS-30), antagonista de los receptores
CRH-R2, muestra la interseccion entre la ingesta y el descanso en el periodo 7
(Figura 7E).

La administracion del antagonista AS-30 y el agonista 8-OH-DPAT en el NPV,
mostré una secuencia de saciedad en donde la interseccion entre la ingesta y el

descanso se ubico entre el periodo 1-2 (Figura 7F).
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Secuencia de Saciedad Conductual
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Figura 7. Efecto de la administracion de vehiculo (ss), n=6 (7A), agonista 8-OH-DPAT, n=6 (7B),
antagonista WAY 100635, n=6 (7C), antagonista WAY 100635 y el agonista 8-OH-DPAT, n=6 (7D),
antagonista CRH-R2 Antisauvagina-30, n=5 (7E) y antagonista AS-30 y el agonista 8-OH-DPAT,
n=6 (7F), en la organizacion temporal de la secuencia de saciedad conductual. Los datos estan
expresado en términos de las medias de las duraciones acumuladas de las cuatro categorias
conductuales (descanso, ingesta, acicalarse y actividad motora). El registro de duracién continua
fue de 60 minutos dividido en 12 periodos de 5 minutos. Los datos estan expresados en términos
de la media + EEM. La linea vertical indica el momento de la transicién entre la conducta de
ingesta y la conducta de descanso.
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3. Area bajo la curva (ABC)

El area bajo la curva determinada a partir de la secuencia de saciedad conductual
(segundos dedicados a comer, descansar, acicalarse y actividad motora / periodo),
no mostro diferencias significativas en el tiempo que invirtieron los animales en

comer (F528)=1,518, p>0.05), al administrarles todos los tratamientos (Figura 8).

En lo que respecta al area bajo la curva del descanso no se mostro diferencias
significativas en el tiempo que invirtieron los animales (Fs28=0.7413, p>0.05), al

administrarles todos los tratamientos (Figura 8).

En lo que respecta al area bajo la curva de acicalarse no se mostré diferencias
significativas en el tiempo que invirtieron los animales (F(528=1.091, p>0.05), al

administrarles todos los tratamientos (Figura 8).

En lo que respecta al area bajo la curva de la actividad motora no mostrd
diferencias significativas en el tiempo que invirtieron los animales (Fs28=1.796,

p>0.05), al administrarles todos los tratamientos (Figura 8).
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Ingesta ABC Descanso ABC Acicalarse ABC Actividad Motora ABC
Control 8-OH-DPAT WAY 100635 @ WAY 100635+8-OH-DPAT
@ Antisauvagina-30 BB AS30+8-OH-DPAT

Figura 8. Efecto de la administracion del vehiculo (SS)(n=6), del agonista 8-OH-DPAT (n=6), del
antagonista WAY 100635 (n=6), de WAY 100635 + 8-OH-DPAT (n=6), de la Antisauvagina-30 (AS-
30) (n=5) y de AS-30 + 8-OH-DPAT (n=5), en el area bajo la curva de la ingesta, descanso,
acicalarse, actividad motora. Los datos estan expresados en términos de la media + EEM del area
bajo la curva.

51



4. Tasa local de alimentacion

La cantidad de alimento consumido por unidad de tiempo, se analizo a través de la
tasa local de alimentacion, sin embargo no se encontraron diferencias

significativas (Fs28)=0.7926, p>0.05) entre los grupos (Figura 9).

Tasalocal de alimentacion total
0.020-

0.0154
0.0104

0.005+

0.000< i

Vehiculo (ss) 8-OH-DPAT WAY 100635
BB WAY 100635+8-OH-DPAT Antisauvagina-30 [l AS-30+8-OH-DPAT

Ingesta / duracion (g/s)

Figura 9. Efecto de la administracion del vehiculo (SS)(n=6), del agonista 8-OH-DPAT (n=6), del
antagonista WAY 100635 (n=6), de WAY 100635 + 8-OH-DPAT (n=6), de la Antisauvagina-30 (AS-
30) (n=5) y de AS-30 + 8-OH-DPAT (n=5), en la tasa local de alimentacién. Los datos estan
expresados en media = EEM.
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5. Pardmetros Bioquimicos y de corticosterona
Glucosa.

La administracion del agonista 8-OH-DPAT produce un aumento en la
concentracion de glucosa, que se revierte al administrarse el antagonista WAY
100635, por otra parte se observa una disminucion significativa, en las
concentraciones de glucosa (F (528 = 38.05, p<0.05), al comparar el grupo
experimental vs los grupos con administracion del antagonista AS-30 y el agonista
8-OH-DPAT (Figura 10).

Triglicéridos

Las concentraciones de triglicéridos muestran una disminucion al administrarse el
agonista 8-OH-DPAT, este efecto no se presenta al administrarse el antagonista
WAY 100635 ni con la administracion de AS-30, pero la coadministracion de AS-
30 y 8-OH-DPAT, en este caso si cuenta con una disminucion significativa en la
concentracion (F (s2¢) = 21.16, p<0.05), debemos considerar que la concentracion
de triglicéridos es un indicador directo y proporcional de la ingesta, pese a que en
la ingesta se muestra solo una tendencia, en la cual se hace evidente una leve

hipofagia, los triglicéridos muestran un parametro paralelo (Figura 10).

Colesterol
Las concentraciones de colesterol muestran un aumento significativo (F (52¢) =

15.43, p<0.05), al administrar el agonista 8-OH-DPAT, este efecto se previene al
administrar el antagonista WAY 100635 y AS-30 (Figura 10).

Corticosterona
La concentracién de corticosterona mostré un aumento significativo al administrar

el agonista 8-OH-DPAT (F (5.28) = 55.54, p<0.05) y una disminucion significativa al

antagonizar los receptores CRH-R2 (Figura 10).
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Parametros bioquimicos y corticosterona
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Figura 10 Efecto de la administracién del vehiculo (SS) (n=6), del agonista 8-OH-DPAT (n=6), del
antagonista WAY 100635 (n=6), de WAY 100635 + 8-OH-DPAT (n=6), de la Antisauvagina-30 (AS-
30) (n=5) y de AS-30 + 8-OH-DPAT (n=5), en la concentracién de glucosa, triglicéridos, colesterol y
corticosterona. Los datos estan expresados en términos de la media + EEM. La significancia de las

diferencias entre los grupos fue determinada por la prueba post hoc de Tukey. * p< 0.05, ** p<0.01.
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IX. Discusién

Los resultados de la presente investigacion mostraron un efecto hipofagico, al
evaluar la ingesta total, asi mismo el efecto sobre la ingesta de nutrimentos, revelo

una hipofagia directa sobre carbohidratos (Esquema 2).

B NPV
\ \ I
adrenéigicos
PKA y PKC
CRH CRH-R2 \ ) Glucosa

® o
8-OH-DPAT ® ® ® o ®
O @)

CRH-R2
Adenchipofisis

l Alimentacion
orticosterona

Esquema 2 Efecto de la administracion del agonista 8-OH-DPAT, en las neuronas de la zona
parvocelular del NPV.

Esto concuerda con lo reportado por autores como Dourish y colaboradores en

1986 (a y b), que mostré evidencia de un efecto hipofagico dosis dependiente a
través del tiempo, bajo una administracion sistémica, efecto asociado con la
estimulacion postsinaptica de receptores 5-HT5, ademas en este estudio sefalan
que se deben tomar en cuanta la linea base de ingesta debido a que este es un

factor para la presencia de diferencias.
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Por su parte Blundel en 1986, al tratar con 1 mg de triptofano (aminoacido precursor
de la 5-HT), a voluntarios normales observo, que al permitirles escoger su alimento
de fuentes altas en proteinas y carbohidratos, los sujetos disminuian la ingesta de
carbohidratos de forma significativa, luego de 3 hrs. de la administracion, revelando

la participacion serotoninérgica en las preferencias dietarias.

Integrando estas senales se ha sefialado que el aumento en la ingesta de
carbohidratos, permite el aumento en la concentracion de insulina, paralelo a la
concentracion de glucosa, esto permite el paso de triptéfano produciendo la sintesis

y liberacidn de serotonina, la cual inhibira la ingesta.

La administracion del antagonista WAY 100635, revirtié el efecto en la ingesta
provocado por la estimulacion de los receptores 5-HT4a (Esquema 3) y generd
una hipofagia en la ingesta de grasas, al ser administrado en el NPV, pese a que
no se encontraron diferencias significativas en la ingesta total al administrar el

antagonista.

/ NPV Glucosa

Adenohlpofisis

Corticosterona

Esquema 3 Efecto de la administracion del antagonista WAY 100635, en las neuronas de la zona
parvocelular del NPV.
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Fletcher y colaboradores en 1996, comprobaron que el WAY 100635 (PKg 9.47),
previene el efecto electrofisioldégico inducido por la serotonina via la estimulacion
del receptor 5-HT1a, a nivel post sinaptico y somatodendritico in vitro e in vivo y
confirmaron la interaccion selectiva por el receptor 5-HT 44, al desplazar la unién del
agonista 8-OH-DPAT al receptor (Defraiteur, et al., 2007).

El bloqueo del receptor 5-HTa por parte de este antagonista ha sido observado en
otras investigaciones como la realizada por Steffens y colaboradores en el 2010,

donde también se revirtié el efecto generado por el agonista 8-OH-DPAT.

Aunque sabemos que algunos autores mencionan que la afinidad del agonista WAY
100635 no solo es hacia los receptores 5-HT 14, debido a que dosis altas agonizan
receptores D4 y que esto podria influir en el aspecto heddnico de la ingesta, este
efecto no es determinante para la ingesta de grasas, debido a que la estimulacion

de los receptores D4 producen la disminucion en la ingesta (Martel, et al., 2007).

York y colaboradores en el 2010, proponen que la enterostatina, produce un efecto
directo en la ingesta de grasas, al probar que actua sobre los mecanismos de

saciedad controlados por dopamina y serotonina.

Por otra parte experimentos realizados por Lin y colaboradores en el 2005,
demuestran que al antagonizar receptores serotoninérgicos del tipo 5-HTqg, se

produce una disminucion en la ingesta de grasas.

Es por ello que no debemos dejar de considerar que este efecto antagdnico puede
estar mediado por enterostatina, debido a que el receptor 5-HT1ao pertenece a la

misma familia que el receptor 5-HT .

La estimulacion de los receptores 5-HT1a y el antagonismo de los receptores CRH-
R2 del NPV, muestran una significancia marginal con respecto al control asi como
al resto de los grupos experimentales, esto probablemente se debido al numero de

unidades experimentales usadas en el estudio.

Considerando que las neuronas CRH de la zona parvocelular del NPV, expresan

receptores 5-HT1a, y que el estimulo que ejerce el 8-OH-DPAT puede activar vias

de senalizacion de PKA y PKC que a su vez producen la liberacion de CRH ademas
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de aumentar la concentracion de ACTH, el uso del antagonista AS-30 podria
influenciar el efecto anorexigénico observado, tanto CRH como ACTH son
consideradas moléculas anorexigénica y podria deberse a un efecto co-regulado
tanto por la serotonina como por el eje HPA a través de estas homonas (Hu, et al.,
1992).

Otros estudios no solo mencionan el aumento de CRH o de ACTH al administrar 8-
OH-DPAT también muestra actividad cFos en estas neuronas (Laflamme et al.,
1999, Zhang, et al., 2001).

El uso del antagonista AS-30 pretendia ser la forma a través de la cual se
observaria este efecto pero este solo fue marginalmente significativo por lo que se
sugiere un grupo experimental mayor que permita definir si el efecto es

significativo.

La secuencia de saciedad conductual mostré un desarrollo tipico al administrar el
agonista 8-OH-DPAT, pero se promueve el periodo en el que se intersecta la

ingesta y el descanso.

El efecto anorexigénico ocasionado por el agonista 8-OH-DPAT, coincide con la
interrupcidon de la SSC, Lépez y colaboradores en el 2007, hablan de este efecto
sobre la expresion de la secuencia de saciedad conductual e indican que se

presenta un desarrollo tipico con un aumento en las conductas de actividad.

La administracion de WAY 100635, cuenta con un desarrollo tipico y con
caracteristicas cualitativas similares a las encontradas en el grupo con
administracion de vehiculo; Ebenecer y colaboradores en el 2001; al administrar

este antagonista encontraron que no existe efecto en el consumo de alimento.

La coadministracion de WAY 100635 y 8-OH-DPAT, demuestra el papel del
receptor 5-HTa en el control serotoninérgico de la conducta alimentaria, siendo
directamente relacionado con el proceso de saciedad, debido a que el WAY
100635 previene selectivamente la disminucidn en el consumo de alimento y el

cesacion temprana de la ingesta, producida por el 8-OH-DPAT.
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La secuencia de saciedad conductual muestra cambios en la interseccion de la
ingesta y el descanso, al adelantarse con respecto al control y predominando el
descanso, aunque el patron no es tipico, el area bajo la curva no revelo diferencias

estadisticamente significativas.

El receptor CRH-R2 media la conducta ansiolitica, debido a esto AS-30, permite un
efecto ansiogénico significativo, sin afectar la locomocién de los sujetos (Brauns, et
al., 2001, Takahashi, et al., 2001).

La administracion del agonista 8-OH-DPAT, generd un efecto hiperglucemiante, que
contrasta con el efecto anorexigénico, aunque se sabe que para organismos con
actividad nocturna, el aumento de glucosa previo a la fase de oscuridad, es un
indicador de preparacion para la actividad, las concentraciones se elevan por arriba

del grupo con administracion de vehiculo.

La sintesis de serotonina es dependiente de la ingesta de carbohidratos, debido a
la relacion entre la insulina y los aminoacidos largos, Considerando los hallazgos
podemos decir que efecto sobre la ingesta de carbohidratos es determinante,
debido al efecto con el que cuenta este nutriente y tomando en cuenta el efecto
sobre el aumento en la liberaciébn de insulina, que provoca una mayor
concentracion de glucosa en sangre, generando que el triptéfano cuente con una
mayor posibilidad de pasar la barrera hematoencefalica y pueda facilitar la
sintesis. Es asi que la sintesis de 5-HT es dependiente de la ingesta de
carbohidratos y produce un retro-alimentacion negativa (feedback negativo) en el

consumo posterior de este nutriente en la sintesis de serotonina.

Chaouloff y colaboradores en 1990, mencionan que el 8-OH-DPAT, produce
hipotension, seguida de un aumento en la presion sanguinea, que tiene su origen
en el efecto inhibidor simpatico del 8-OH-DPAT. La liberacién adrenérgica y las
propiedades hiperglicémicas del 8-OH-DPAT, se observaron en este estudio, el
cual apoya la hipétesis que sefiala que la activacién de los receptores 5-HTqa,
median la liberacién de adrenalina e hiperglicemia, por efecto de la accién tardia

excitatoria en el sistema simpato adrenal, es asi como la serotonina puede
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participar en la regulacion de la glucosa debido a la liberacién de adrenalina
(Korte, et al., 1991, Yamada, et al., 1998).

La inyecciéon de CRH i.c.v. se sabe aumenta los niveles de catecolaminas
adrenomedulares en plasma ademas las neuronas parvocelulares del NPV
participan en la regulacion simpatica siendo critica para la regulacion de

adrenalina (Jezova, et al., 1999)

Si el episodio fuese hiperfagico, el aumento en la glucosa seria un efecto clasico,
pero la hipofagia y el aumento en la glucosa, hacen clara la participacion de otros
sistemas que hacen posible el aumento de glucosa por medio de otras vias como
la gluconeogénesis dentro de los sistemas que podrian estar participando tenemos

al sistema simpato adreno medular y al el eje hipotalamo pituitaria adrenal.

En estudios realizados con ratas adrenalectomizadas se observa como el efecto
hiperglucemiante inducido por el 8-OH-DPAT, puede ser prevenido por el eje HPA
(Yamada, et al., 1998).

El NPV recibe sefales de neuronas adrenérgicas y noradrenérgicas de la region
A2/C2 originadas del nucleo del tracto solitario, estas contribuyen también a la
regulacion de la concentracion de glucosa, debido a que los impulsos
adrenérgicos y noradrenérgicos representan la mayor parte de actividad excitatoria
del eje HPA, al promover la liberacion de CRH y ACTH (Herman, et al., 2003).

El efecto noradrenérgico es mediado por interneuronas glutamatérgicas que

median a su vez en efecto de CRH.

La concentracion de triglicéridos disminuyo al administrar intra-PVN, el agonista 8-
OH-DPAT, este es uno de los principales indicadores metabdlicos, acorde con el

efecto hipofagico.

La evidencia reciente indica, que los niveles elevados de triglicéridos tienen impacto
en mecanismos hipotalamicos que controlan la ingesta y pueden inducir la
hiperfagia, en ratas con peso normal. La concentracién de triglicéridos cuenta con
relacion directa con la ingesta y con la estimulacion de mecanismos centrales

involucrados en el proceso anabdlico. (Karatayeu, et al., 2009).
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Los triglicéridos contribuyen al aumento de la ingesta caldérica al reducir la
sensibilidad a péptidos del sistema gastrointestinal, debido a que la oxidacion esta

menos regulada que la de carbohidratos (Gaysinskaya, et al., 2007).

El efecto en la ingesta se observo también en el consumo de grasas, el cual
disminuyo de forma significativa a la par de la concentracion de triglicéridos en

Suero.

Se sabe que la absorcién de grasa del sistema gastrointestinal, causa un rapido
aumento de los lipidos circulantes, en proporcion directa a la cantidad de grasa

consumida (Gaysinskaya, et al., 2007).

La regulacion por parte del NPV y su papel en el eje HPA, también regula la
concentracion de acidos grasos, debido al gasto energético que se origina de la
actividad motora y que no puede ser solo sostenida por la adquisicion de glucosa,
poniendo en marcha la maquinaria que generara los precursores para la sintesis de

glucosa a partir de la lipdlisis.

El efecto en la concentracién de colesterol fue un aumento en la concentracion

sérica de esta molécula.

La hipercolesterolemia puede ser consecuencia de multiples factores como: ingesta
excesiva, un aumento en la sintesis de colesterol o el metabolismo anormal de
colesterol. En el caso de pacientes con anorexia se ha visto que muchos actores
pueden interferir con el metabolismo de lipidos esto incluye la baja ingesta de
lipidos, disminuciéon energética, estrés (que induce la secrecion de adrenalina y
glucagén) y anormalidades en el eje HPA (altos niveles de CRH y altos niveles de

cortisol). El eje HPA puede inducir la sintesis de colesterol (Feillet, et al., 2000).

Estudios en los cuales se evaluaron a pacientes con depresion en la cual se sabe
los niveles de serotonina son bajos registraron una baja concentracion en los
niveles de colesterol lo que podria influir en la disponibilidad de los receptores

serotoninérgicos (Jow, et al., 2006).

La administracion del agonista 8-OH-DPAT en el NPV, aumento la concentracion de
corticosterona en suero, esto es un indicador de la actividad del eje HPA, aunque el
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efecto orexigénico de la corticosterona no fue observado debido a que su accion

posiblemente se desarrollaria posterior a la hora de registro usada.

A nivel del NPV la liberacion de serotonina de las terminales del rafe dorsal, actua
sobre los receptores 5-HT14, aumentando la concentracion de ACTH vy la liberacion
de corticosterona. Estudios realizados por Fone & Tropham en el 2002,
demostraron que concentraciones elevadas de corticosterona disminuye la
expresion de los efectos mediados por agonista 8-OH-DPAT, incluida la

hiperglicémia antes mencionada en los datos de este trabajo.

Estudios realizados por Lai y colaboradores en el 2003 indican que la corticosterona
es regulada por la exposicion a serotonina y noradrenalina a través de los
receptores 5-HT4a y [B-adrenérgicos, por su parte los niveles de coticosterona
regulan el funcionamiento y la expresidon del receptor 5-HTia, ya que la

administracion cronica reduce el mRNA del receptor (Hensler, et al., 2007).

Las concentraciones de corticosterona aumentaron al estimular los receptores 5-
HT1a del NPV, el efecto opuesto se obtuvo al bloquear los receptores CRH-R2 y
aunque el efecto no fue significativo se acompafo por una modulacién en la

ingesta, esto permite sefalar que se el eje HPA fue activado.

Ademas diversas investigaciones sefalan que los niveles altos de corticosterona
producen lipdlisis y protedlisis debido al gasto energético que implica la activacion
del eje HPA (Nieuwenhuizen, et al., 2008)

Las neuronas CRH de la zona parvocelular, estan directamente inervadas por
neuronas GABAergicas, con expresion de receptores GABA-A, que al ser
estimulados con muscimol inhiben la secrecién de corticosterona y permiten la

expresion orexigenica de este neurotransmisor.

El agonista 8-OH-DPAT, estimula los receptores 5-HTa postsnapticos expresados
en el NPV, que a su ves se encuentran coexpresados con receptores CRH-R2,
receptores a melanocortina MC4-R (Gelez, et al.,, 2010), receptores a
neuropéptido Y (NPY), YIR y Y5R (Yokosuka, et al., 2001), a2-adrenergicos
(Gunion, et al., 1992).
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La estimulacién de los receptores 5-HT4a, activa el eje HPA, aumentando la
liberacion de CRH, ACTH vy corticosterona que por una parte es un indicador de la
activacion del eje y que por otro lado contribuye a estimular la ingesta.

La estimulacion simpatica contribuyo a la gluconeogendlisis, permitiendo el
aumento de glucosa en suero, pese al efecto anorexigénico que existe tras la
liberacién de CRH.

El aumento en la concentracion de glucosa estimula la liberacién de insulina, que
a su vez estimula receptores en el nucleo arqueado en neuronas que liberan
melanocortina permitiendo que esta molécula sea liberada y llegue a sus
receptores en el NPV, inhibiendo la ingesta.

La insulina también llega a receptores expresados en neuronas que liberan NPY y
del péptido liberador de agouti (AgRP), en el nucleo arqueado, pero en este caso

se inhibe la liberacion permitiendo la disminucion de la ingesta (Esquema 4).
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Esquema 4. Esquema hipotético que muestra el mecanismo de accién del agonista 8-OH-

DPAT. % Receptor 5-HT 4, % receptor adrenérgico,%receptor CRH-R2,
receptor a insulina, receptor a NPY, estimulacion, inhibicién y liberacion.
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X. Conclusién

La estimulacioén de los receptores 5HTa del NPV produce un efecto hipofagico.

La estimulacién de los receptores 5HT4a del NPV, influye directamente en la
ingesta de carbohidratos, al disminuir su consumo de forma significativa, al

administrarse el agonista 8-OH-DPAT.

La administracion del agonista 8-OH-DPAT, promueve la secuencia de saciedad
conductual y produce una disminucion significativa en el tiempo que invierten los

animales en alimentarse.

Los receptores CRF-R2 cuentan con un efecto modulador en la ingesta, es asi que
el eje HPA participa en la hipofagia producida por el receptor serotoninérgico 5-
HT1a.

La glucosa, triglicéridos y colesterol, parametros bioquimicos indicadores del
balance energético, interactuan con el sistema serotoninérgico del NPV, mediado

por los receptores 5-HT qa.

El efecto observado en las concentraciones de corticosterona es mediado por los
receptores 5-HT1ay CRH-R2.
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XI. Perspectivas

La presente investigacién contribuye con la diseccion del efecto que produce la
estimulacién del receptor 5-HT1a del NPV, pero deja aun expectativas sobre como
es que este receptor interactua con otros sistemas como el adrenérgico y el
sistema CRH, para lo cual se pueden emplear otras estrategias que permitiran
reducir la variabilidad de los experimentos por lo que una propuesta seria realizar
experimentos en animales adrenalectomizados, aumentar el numero de sujetos
experimentales emplear agonistas y antagonistas de los receptores que podrian

estar involucrados como son los receptores CRHa2, a-2 adrenergicos.
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