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Resumen

El trastorno por atracon (TPA) se caracteriza por la ingesta de grandes cantidades
de alimento palatable en un periodo breve de tiempo en ausencia de deplecion
energética; y al igual que otros trastornos de la conducta alimentaria el TPA es mas
prevalente en mujeres. Estudios en humanos con TPA y modelos animales de la
conducta tipo atracon (CTA) sugieren que las alteraciones en la transmision
dopaminérgica mesolimbica y en el receptor a dopamina D2 (D2R) se relacionan con la
ingesta excesiva y aumento en la motivacién por el alimento. Este trabajo tuvo como
objetivo implementar un modelo de CTA en ratas hembra para evaluar si existe una
relacion entre las fases del ciclo de estro y la CTA, ademas de caracterizar su
microestructura y determinar el efecto del bloqueo farmacolégico del D2R sobre la
expresion del atracén. Adicionalmente se evalud si existen cambios en la motivacion
por el alimento palatable medida por un programa de razon progresiva, y en la
expresion del D2R del nucleo accumbens shell (SNAcc). El acceso intermitente (2 horas
al dia) a solucion de sacarosa (10% v/w) indujo un aumento en la ingesta del 197%
respecto al grupo con sacarosa ad libitum. No se encontraron diferencias en la ingesta
de alimento estandar o palatable en funcion de la fase del ciclo de estro. La CTA se
caracteriz6 por diversos episodios alimentarios con latencia, duracion e intervalos entre
episodios cortos, y sin cambios en la motivacion. La administracién del antagonista D2R
Raclopride intra SNAcc previno los cambios en la frecuencia y duracion de las comidas,
ademas de disminuir la ingesta de solucion de sacarosa. En sujetos con CTA el
inmunoblot revelé una tendencia a la baja en la expresién de la proteina del D2R,
mientras que su inmunoreactividad disminuyé de manera significativa en las neuronas
positivas a GAD67. Los resultados indican que la ingesta excesiva en este modelo de
CTA no esta relacionada con la fase del ciclo de estro, ni con un aumento en la
motivacion por alimentos palatables, pero si con alteraciones en el proceso de
saciedad. También sugieren que la alteracion de otro proceso mediado por los D2R de
las neuronas GABAérgicas del SNAcc estaria implicado, y apuntan a que el D2R del
SNAcc es un potencial blanco farmacologico terapéutico para los trastornos con

conducta de atracon.



Abstract

Binge eating disorder (BED) is characterized by the intake of large amounts of
palatable food in a short time in the absence of energy depletion; like other eating
disorders, BED is more prevalent in women. Studies in humans with BED and animal
models of binge-like behavior (BLB) suggest that alterations in mesolimbic dopaminergic
transmission and the dopamine D2 receptor (D2R) are related to excessive intake and
increase in motivation for food. The aim of this study was to implement a BLB model in
female rats to assess the relationship between estrous phases and BLB; additionally,
the feeding microstructure was characterized and the effect of D2R pharmacological
blockade on BLB microstructure was determined. Furthermore, changes in motivation
for palatable food and in D2R expression in the nucleus accumbens shell (SNAcc) were
determined. Intermittent access (2 hours a day) to sucrose solution (10% v/w) induced a
197% intake increase compared to the ad Libitum sucrose group. No changes in
standard or palatable food intake depending on the estrous cycle phase were found.
BLB was characterized by numerous episodes of eating with short latencies, short
duration and intervals between episodes, and without changes in motivation. The
administration of the D2R antagonist Raclopride Intra SNacc prevented changes in the
frequency and duration of meals, in addition to decreasing the intake of sucrose
solution. In subjects with BLB, the immunoblot revealed a downward trend in the
expression of the D2R protein, and the immunoreactivity of the D2R decreased
significantly in GAD67-positive neurons. The results show that excessive intake in the
BLB is not related to estrous phases or an increase in the motivation for palatable foods
but to alterations in the satiety process. They also suggest that the alteration of another
process mediated by the D2Rs of the GABAergic neurons of the SNAcc could be
involved, and that the D2R of the SNAcc is a potential therapeutic pharmacologic target
for binge eating disorders.
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Introduccién

La Organizacion Mundial de la Salud define al sobrepeso y a la obesidad como
una acumulacién anormal o excesiva de grasa que representa un riesgo para la salud.
Un IMC (IMC= Peso en Kg/Talla en m?) 225 indica sobrepeso, y =30 obesidad
(Organizacion Mundial de la Salud, 2014) . En México, la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion 2012 (Instituto Nacional de Salud Publica, 2012) encontré que la prevalencia
nacional de obesidad y sobrepeso en adolescentes entre 12 y 19 afios era de 35%;
mientras que en adultos fue de 69.4% y 73.0% para hombres y mujeres,
respectivamente, convirtiendo a esta condicion en un problema de salud publica
preocupante, ya que ademas se le ha relacionado con las dos principales causas de
mortalidad por enfermedades prevenibles entre la poblacion mexicana: la Diabetes
Mellitus y las enfermedades isquémicas del corazén (Soto-Estrada et al., 2016). La
ENSANUT 2020 reporta que las cifras de sobrepeso y obesidad han aumentado a 43.8
% en jovenes de 12 a 18 afios y en mexicanos mayores de 20 afios alcanzé 74.1%
(Shamah-Levy et al., 2021).

La conducta de atracén (ingesta de una gran cantidad de alimento en ausencia de
hambre fisiol6gica durante un periodo breve de tiempo) es un signo clinico relevante
para la bulimia y el trastorno por atracon (TPA) (American Psychiatric Association,
2022). Ademas, se estima que entre los pacientes obesos que buscan tratamiento entre
30% y 53% padecen TPA (de Zwaan, 2001; Villagbmez, et al., 2003), el cual predice
una mayor afectacion a la salud en general y dificulta el tratamiento y el prondstico. En
México, un estudio realizado en 1995 y 2002 encontré6 que la prevalencia de la
conducta de atracdén en una poblacion universitaria femenina fue 0.35 y 0.91% para

cada afo, respectivamente (Mancilla-Diaz et al., 2007).

Si bien la ingesta de alimentos es regulada por un sistema homeostéatico que
responde a necesidades metabdlicas, también es cierto que el placer asociado al
consumo puede motivar a un sujeto a comer mas allda de sus necesidades
homeostéticas (Kringelbach, et al., 2012; Mela, 2006). En el caso de las personas con

obesidad y/o TPA, se han hipotetizado las alteraciones en el procesamiento del valor



heddnico y la motivacion por los alimentos palatables como las responsables de su
sobre ingesta (Dalton, et al., 2013; Mitchell et al., 1999; Saelens & Epstein, 1996;
Temple, et al., 2008).

A nivel sistema nervioso central, las proyecciones dopaminérgicas mesolimbicas y
sus receptores, también llamadas circuito de la recompensa, participan en la
modulacion de la experiencia heddnica y motivacional por diversos estimulos, incluidos
los alimentos (Bassareo, et al., 2002; Heffner, et al., 1980; Martel & Fantino, 1996;
Radhakishun, et al., 1988); consecuentemente la investigacion de la actividad
dopaminérgica en esta via y del receptor a dopamina 2 (D2R) — su principal receptor
pre y postsinaptico (Onali & Olianas, 1989; Wong, et al., 1999)—, en humanos con TPA
y en modelos animales de conducta tipo atracén (CTA) es clave para determinar los
mecanismos subyacentes a esta conducta, lo cual contribuiria a comprender los
mecanismos fisiopatolégicos, neuroquimicos y conductuales del atracén, aportando

evidencia para el disefio de blancos farmacologicos que coadyuven en su tratamiento.



Antecedentes

Psicobiologia de la alimentacion

A fin de realizar sus funciones biolégicas, los organismos deben equilibrar la
energia consumida al alimentarse y la gastada en actividad fisica, metabolismo basal y
termogénesis adaptativa. Para ello se requiere de sistemas sensibles al estado de sus
reservas energéticas y a las sefiales ambientales que predicen la disponibilidad del
alimento, de manera que su integracion resulte en la regulacion homeostatica de la
energia circulante para su uso inmediato y las reservas para las situaciones de escasez
(Coppari & Elmquist, 2009; Woods, 2009).

El cerebro, especialmente el hipotdlamo y algunas regiones del tallo cerebral
integran la informacion sensorial y coordinan las respuestas para regular el balance
energético, incluyendo el control de las sefiales que indican al sujeto cuando iniciar o
terminar un episodio de alimentacion, su tamafio, y la preferencia alimentaria. La
alimentacion ocurre en cuatro fases distinguibles: 1) deteccion del déficit energético, 2)
forrajeo dirigido a metas (busqueda del alimento), 3) conducta consumatoria o ingesta
de alimentos, y 4) terminacion de la alimentacién. Llevar a cabo este proceso recae en
una comunicaciéon y coordinacién cercana entre 6rganos metabdlicos periféricos y el
cerebro (Hao, et al., 2020).

Factores homeostaticos en la regulacién de la conducta alimentaria

La regulacion homeostatica de la alimentacion es producto de la accién conjunta
de redes neurales interconectadas. Estas incluyen al sistema nervioso visceral que
envia sus proyecciones a través de las vias autonomas o periféricas y las redes
presentes en la meédula espinal, el tallo cerebral y los sistemas rostrales del
prosencéfalo. Estas redes estan interconectadas y organizadas en sistemas de
retroalimentacion, prealimentacibn y asas de control adaptativo que integran la

informacion en todos los niveles de dicho neuroeje visceral (Powley & Phillips, 2009).



Las aferencias viscerales se organizan en dos ramas, la primera envia sus
neuritas paralelas con las fibras motoras parasimpaticas del nervio vago y proyecta al
nacleo del tracto solitario (NTS); mientras que la segunda viaja con nervios simpaticos,
notablemente con los nervios esplacnicos, y proyecta a las laminas |1 y V de la médula
espinal. El nervio vago provee la mayoria de las aferencias al tracto gastrointestinal
(TGIl) e higado, donde las propiedades mecanicas, quimicas y térmicas de los
nutrientes ingeridos son censadas y constituyen el asa primaria de retroalimentacion
negativa asociada con la ingestion y digestion de nutrientes. Por otro lado, las
aferencias esplacnicas se han asociado a la nocicepcion por estimulos quimicos y
mecanicos. Las aferencias enteroceptivas son moduladas por hormonas intestinales y
otros factores periféricos, como leptina, PYY, GLP-1, Insulina, CCK, y grelina, de los
cuales se tratara posteriormente. La informacion visceral es proyectada al hipotalamo,
un nucleo cerebral nodal en el control homeostético de la alimentacion, que gracias a su
proximidad con la eminencia media es capaz de integrar dichas aferencias con factores
endocrinos provenientes del torrente sanguineo, y regular respuestas somatomotoras,
hipofisiarias y eferentes auténomas (Figura 1) (Leibowitz & Wortley, 2009; Powley &
Phillips, 2009; Teff, 2008).

Control hipotaldmico de la conducta alimentaria. La identificacion de las
estructuras hipotalamicas responsables de la homeostasis energética resultd de
estudios de lesiones cerebrales sistematicas en ratas, en los cuales los nudcleos
hipotalamicos VMH, ARQ, PVH y DMH fueron destruidos y se observo la ocurrencia
simultdnea de hiperfagia y obesidad (Brobeck, et al., 1943; Hetherington & Ranson,
1940); por el contrario, las lesiones del HL o la estimulacion del VMH se relacionaron
con hipofagia (Anand & Brobeck, 1951). Estas observaciones fueron la base del antiguo
modelo del centro dual, en el cual el LH actia como centro de la alimentacion y el VMH

como el centro de la saciedad (Stellar, 1954 citado en Elmquist, et al., 1999).
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Figura 1. Principales hormonas y factores periféricos involucrados en la regulacion
homeostéatica de la conducta alimentaria. El tracto gastrointestinal secreta hormonas
gue informan de su estado a nucleos cerebrales en el hipotalamo y tallo cerebral a
través de su difusién en el torrente sanguineo, o bien a través de la estimulacion de sus
receptores en el nervio vago. CCK: colecistoquinina; PYY: péptido YY; GLP-1: péptido
similar al glucagon tipo 1; LEP-R: receptor a leptina; Y2R: receptor a PYY 2; GLP1-R:
receptor a péptido relacionado a glucagon tipo 1; CCK-1 -2: receptores a
colecistoquinina 1 y 2; GHS-R; receptor a grelina. Modificado de Klockars, et al., 2019.



Posteriormente la investigacion se ha centrado en el ndcleo arqueado del
hipotalamo (ARQ), dentro del cual existen dos grupos de neuronas: las primeras
expresan NPY, AgRP, son GABAEérgicas, y promueven la ingesta a través de sus
proyecciones al HL y PVH; mientras que las segundas expresan POMC y CART, y se
les relaciona con la supresion de la ingesta a través de sus proyecciones a varios
nacleos cerebrales, incluyendo los hipotalamicos (Figura 2) (Coppari & Elmquist, 2009;
Dietrich & Horvath, 2013).

© Ingesta
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GLP-1
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? 3V ST Ingesta Gasto
LEPR/— T{ = energétiCO
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)

EM
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Figura 2. Esquema de la integracion hipotalamica de las sefiales periféricas para
la regulacién homeostatica de la alimentacion. Diversas sefiales periféricas interactian
con las neuronas del nucleo arqueado (ARQ) y otros nucleos hipotalamicos. En el ARQ
activan a sus receptores expresados en neuronas POMC/CART y/o NPY/AgRP/GABA,
cuyos efectos son anorexigénicos y orexigénicos, respectivamente.

Principales sefiales anorexigénicas. En condiciones de balance energético
positivo se activan sefiales que inhiben la ingesta a través de la regulaciéon de los

nacleos hipotalamicos. Un ejemplo es la leptina, la cual es secretada por los adipocitos
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de manera proporcional a su contenido de grasa, es decir, indica al cerebro el estado
de las reservas energéticas. Los receptores a leptina (LEP-R) se expresan en el ARQ,
DMH y VMH, principalmente, donde al ser activados ejercen efectos diferenciales: las
neuronas orexigénicas que expresan AgRP y NPY son inhibidas, mientras que las que
expresan POMC y CART son activadas (Coppari & Elmquist, 2009; Sohn, 2015),
ademas de liberar la hormona a-MSH que es un potente inhibidor de la ingesta y
promotor del gasto energético a través del agonismo de los MC3R y MC4R (Twyman,
2009).

Existen también sefales provenientes del intestino, por ejemplo las células
enteroenddcrinas | secretan colecistoquinina (CCK) en respuesta a la ingestion de
acidos grasos y proteinas, activan a receptores CCK-1 y CCK-2 regulando el
vaciamiento géstrico, la motilidad intestinal y la contraccion de la vesicula biliar, a la vez
que estimula al nervio vago y el NTS. A nivel hipotdlamo la CCK activa sus receptores
en las neuronas del PVH que expresan el transcripto anorexigénico CART promoviendo
la sensacion de plenitud, la terminacién del episodio de alimentacion e iniciando la
saciedad (Chandra & Liddle, 2007; Dockray, 2012; Valassi, et al., 2008). Por otro parte,
en las células L se secretan PYY y el péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-1) durante
la fase postprandial, por lo que a ambos se les ha relacionado con la induccién de
saciedad. Los efectos del PYY estdn mediados por los NPY 2R, expresados
presinapticamente en las neuronas NPY/AGRP donde inhibe su actividad (Coppari &
Elmquist, 2009; Steinert et al., 2017); mientras que el GLP-1 activa a sus receptores
expresados en nudcleos hipotaldmicos como el ARQ y el PVH, ademas de nucleos del
tallo cerebral relacionados con el control autbnomo del balance energético como el area
postrema y el NTS (Coppari & Elmquist, 2009; Mduller et al., 2019). Finalmente, las
células enterocromafines del tracto gastrointestinal sensan los nutrientes ingeridos, la
contraccion del tracto gastrointestinal y metabolitos de la microbiota intestinal, ante lo
cual secretan serotonina (5HT) que estimula a fibras vagales y facilita la sefal de
saciedad (Jones, et al., 2020).
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En el pancreas las células B secretan insulina en respuesta a los niveles de
glucosa en sangre, sus receptores se encuentran ampliamente expresados en la
periferia asi como en el cerebro, notablemente en el hipotdlamo, cerebelo y regiones
corticales y subcorticales (Kullmann et al., 2020; Woods et al., 1985). La inyeccion
cronica de insulina intraventricular reduce la ingesta de alimentos (Woods, et al., 1979)
y promueve la disminucion de peso de manera dosis dependiente (Woods et al., 1985);
a nivel hipotalamico interactia con péptidos promotores e inhibidores de la ingesta
(leptina y glucocorticoides) para regular la sintesis y liberacion del NPY en el ARQ
(Gerozissis, 2004), la disminucion de la expresion de sus receptores en el hipotalamo
resulta en hiperfagia e incremento de peso (Figuras 1y 2) (Bruning et al., 2000; Obici,
et al.,2002).

Principales sefales orexigénicas. La activacion de las neuronas NPY/AgRP
dentro del ARQ inducen la ingesta de alimentos a través de la liberacion del
neuropéptido Y (agonista de los receptores Y) y la proteina relacionada al agouti;
adicionalmente liberan GABA para inhibir a las neuronas POMC, las neuronas de
oxitocina del PVH y neuronas dentro del nucleo parabraquial lateral (Sohn, 2015). El
NPY es liberado en regiones hipotalamicas adyacentes como el PVH, nucleo
dorsomedial (DMH) é&rea perifornical (APF) area hipotalamica lateral (LHA) y el area
predptica medial (Morton & Schwartz, 2001); mientras que la AgRP ejerce sus efectos
orexigénicos a través del agonismo inverso de MC3R y MC4R (Morton & Schwartz,
2001). La expresiéon de NPY y AgRP aumenta cuando existe privacion de alimentos,
cuando hay un incremento de la demanda energética y en presencia de sefiales de
deficiencia energética como niveles bajos de leptina e insulina; de igual manera ambos

son potentes estimuladores de la ingesta de alimentos (Leibowitz & Wortley, 2009).

En la periferia la principal sefial orexigénica proviene de la grelina, un péptido de
28 aminoacidos que en humanos se produce principalmente en el estbmago, duodeno y
yeyuno por las células P/D1 (Davis, 2018; Hao et al., 2020; Lv, et al., 2018) Los niveles
de grelina incrementan durante el ayuno, tienen un pico momentos antes de la comida y

disminuyen considerablemente 30 a 60 minutos después de alimentarse (Yanagi, et al.,
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2018). Una vez liberada se transporta de manera pasiva al SNC donde activa a los
receptores GHSR-1a, promoviendo la liberacion de hormona del crecimiento e
induciendo un efecto orexigénico a través de la estimulacion de las neuronas
NPY/AgRP e inhibiendo a las neuronas POMC via GABA, previniendo la liberacién del
péptido anorexigénico a-MSH (Andrews, 2011; De Vriese & Delporte, 2007); las
inyecciones intracerebroventriculares de grelina son un potente estimulador de la
ingesta y promueven el aumento de peso a través de la reduccion del gasto energético
y la reduccién de los efectos anorexigénicos de la leptina (Nakazato et al., 2001;
Tschop, et al., 2000).

Aunada a la homeostasis energética, la conducta alimentaria requiere la
coordinacion con los sistemas que controlan el estado de activacion y vigilia. Comer y
dormir son conductas mutuamente excluyentes, de manera que la promocion de un
estado de alertamiento y activacion motora confieren una ventaja para el forrajeo y
alimentacion adecuados al ciclo circadiano del sujeto. El principal sistema encargado de
dicha regulacién es el de los péptidos orexinas ORX A y ORX B —también llamadas
hipocretinas 1 y 2— (Sakurai, 2002). Se sabe que las orexinas estan relacionadas con la
regulacion del ciclo suefio vigilia, ya que la disminucion de neuronas orexinérgicas esta
relacionada con los sintomas de somnolencia excesiva diurna propia de la narcolepsia,
ademas que la administracion de ORX A mantiene la vigilia, suprime el suefio,
promueve la activacibn motora espontdnea y en experimentos con animales aumenta la
ingesta en periodos del ciclo luz-oscuridad en que suelen disminuir, es decir, sincroniza
la ingesta con el ciclo de suefio-vigilia (Leibowitz & Wortley, 2009; Sakurai, 2008). Las
neuronas orexinérgicas responden a los cambios en glucosa y lipidos circulantes en
situaciones de ayuno y restriccion alimentaria, se ubican principalmente en el HL y area
perifornical, proyectan densamente al ARQ, donde interactian con el sistema de
neuronas NPY/AgRP y POMC a través de OxR1 y OxR2 (Figuras 1y 2) (Girault, et al.,
2012).
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Factores no homeostéticos en la regulacion de la conducta alimentaria

En las sociedades desarrolladas es raro que la ingesta se lleve a cabo en
condiciones de deplecidon energética, y mas bien parece estar motivada por el placer
inducido al probar alimentos palatables; propiedades como la presentacion, el aroma, la
textura o el sonido al masticar alimentos crocantes, favorecen que se coma mas alla de
las necesidades homeostéaticas. Esta ingesta no depende de retroalimentacion
metabdlica y se relaciona con aspectos hedodnicos y de recompensa, haciendo
referencia a los estados subjetivos y los mecanismos fisiolégicos que la median, y no a
la ingesta en si. Se presume que los mecanismos de saciedad tiene un papel
despreciable en la regulacion de esta ingesta y que es la disponibilidad y palatabilidad
de los alimentos su principal regulador (Berthoud, 2011; Herndndez, al., 2018; Lowe &
Butryn, 2007).

La ingesta hedonica se caracteriza por la ingesta de un alimento, generalmente
palatable, mas alld de las necesidades homeostaticas. El contexto en el que ocurre la
ingesta adquiere relevancia y puede promover la ocurrencia de dicha conducta en
patrones alterados. El estudio sistematizado de esta conducta requiere que el sujeto no
esté en condiciones de deplecion energética a corto plazo, y que el ambiente en el que
se examina involucre la exposicibn a algun tipo de estimulo-comida altamente
palatable. No obstante, ambos tipos de ingesta se relacionan, es decir un patron de
ingesta normal no es estrictamente homeostético, ya que se puede dar en anticipacion
a la sensaciéon de hambre, y también es cierto que un estado de privacion puede influir
en la palatabilidad de un alimento y en el valor de recompensa de éste. En el cerebro
los circuitos que regulan la ingesta homeostatica tiene una sobreposicion e interaccion
considerable con las relacionadas a los aspectos hedonicos como las estructuras
procencefalicas y las vias limbicas (Figura 3) (Corwin & Hajnal, 2005; Lowe & Butryn,
2007).

Respecto a los mecanismos motivacionales de la ingesta hedonica es importante

distinguir sus dos componentes, el primero es el heddnico o de "liking", es decir la
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reaccion del cerebro subyacente al placer sensorial desencadenado por la recepcion
orosensorial inmediata de una recompensa como el sabor dulce, y cuya experiencia
estd relacionada con la palatabilidad. ElI segundo es el componente de
relevancia/saliencia o "wanting" del incentivo, es decir la motivacién que el sujeto

experimenta para involucrarse en la conducta de ingesta.

Sefiales periféricas Factores hedonicos,
(Leptina, insulina, etc estrés, experiencia, etc.
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(CCK, etc.)
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Figura 3. Representacion de como se considera que los factores homeostéticos y
no homeostéaticos influyen en la conducta alimentaria. Para ambos factores se
consideran dos grandes porciones del cerebro, que en su mayoria no interactdan sino
hasta la decision final de la conducta, es decir, iniciar o detener la ingesta a nivel del
rombencéfalo. EI NTS (nucleo del tracto solitario), recibe sefiales de saciedad durante
la ingesta. El VTA (area tegmental ventral) en el mesencéfalo es el origen de los tractos
dopaminérgicos mesolimbico y mesocortical. EI PVH (nucleo paraventricular del
hipotalamo) es una region que puede integrar informacion sobre estados cognitivos y
emocionales con el valor de recompensa de la comida. Modificado de Woods & Begg,
2015.

Distinguir entre liking y wanting es diferenciar entre la disposicion para comery el

placer sensorial de comer en si. Aparentemente el cerebro evolucioné de manera
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independiente ambos componentes para una misma recompensa, de manera que el
wanting serviria como una forma elemental de dirigir la conducta hacia metas para
perseguir incentivos innatos o incondicionados en anticipacion a su experiencia
hedonica, posteriormente el wanting aprendido seria usado como predictor del liking.
Esto es congruente con observaciones de experimentos de manipulaciones cerebrales
en las que se han disociado ambos componentes, implicando diferentes estructuras y
circuitos cerebrales para cada uno de ellos. El foco primario ha sido el llamado circuito
de la recompensa, un grupo de neuronas dopaminérgicas que proyectan anteriormente
a diversas regiones del cerebro incluyendo el nucleo accumbens, relacionado con
aspectos de recompensa y motivacién (Berridge, 1996, 2004; Mela, 2006; Woods &
Begg, 2015).

Estrogenos y comportamiento alimentario

En mamiferos hembra la funcién ovarica necesaria para que ocurra la ovulacion
resulta en la produccidn ciclica de las hormonas sexuales estradiol y progesterona, que
ejercen sus efectos en diversos 6rganos, incluido el cerebro. Dado que las conductas
reproductiva y la reproduccibn son funciones que demandan energia, estan
estrechamente relacionadas con el balance energético y la conducta alimentaria (Smith,
2009). La ingesta y el peso corporal pueden variar en funcién de las fases folicular o
latea del ciclo menstrual en mujeres, a su vez relacionadas con fluctuaciones en los
niveles de estrégenos y progesterona (Pliner & Fleming, 1983). Estas observaciones
son congruentes con estudios en roedores en los que la ovarectomia bilateral provoca
un aumento en la ingesta y el peso corporal, mientras que la administracién de estradiol
en dosis fisioldgicas o progesterona en dosis altas restablece dichos parametros (Bell &
Zucker, 1971; Drewett, 1973; Eckel, 1999; Varma et al., 1999).

El ciclo de estro en la rata. La rata presenta ciclos reproductivos cortos de 4 a 5
dias llamados ciclos estrales o de estro y ocurren durante todo el afio sin variaciones
estacionales en colonias de laboratorio. El primer ciclo se presenta entre los 32 y 42

dias postnatales con un peso corporal justo por encima de los 100 gr. Un ciclo se
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compone de cuatro etapas sucesivas: proestro, estro, diestro 1 (o0 metaestro) y diestro
2. Durante el proestro se desarrollan el endometrio y los foliculos ovaricos,
posteriormente, la fase de estro se caracteriza por la receptividad a los machos y
posible apareamiento; por su parte, el metaestro (diestro 1) se caracteriza por la
inactividad sexual y la formacién del cuerpo luteo, y el diestro (diestro 2) por el
desarrollo de un cuerpo lateo funcional (Maeda, et al., 2000; Paccola, et al., 2013).

Las fluctuaciones hormonales son reguladas por la secrecién de gonadotropinas
en la hipofisis anterior resultando en cambios ovéricos y foliculares, asi como en
cambios detectables en la citologia vaginal. El perfil de la hormona luteinizante (LH)
fluctia de manera pulsatil con altas frecuencias durante el proestro y bajas durante el
estro. Los aumentos de LH durante el proestro estimulan los foliculos preovulatorios a
que ovulen y formen el cuerpo lateo. Dos picos periovulatorios de hormona foliculo
estimulante (FSH) estimulan el crecimiento de los foliculos; durante el metaestro
(diestro 1) el cuerpo IUteo segrega progesterona, que luego decae durante el diestro. El
desarrollo folicular esta asociado con un incremento del 17B-estradiol (E2) que sucede
durante la fase de luz previa al estro (Hansel & Convey, 1983; Lohmiller & Swing, 2006;
Maeda et al., 2000; Paccola et al., 2013).

Efecto del estradiol en la alimentacién. Humanos, ratas y ratones disminuyen
su ingesta durante el periodo periovulatorio del ciclo ovarico; en el caso de las ratas, la
ingesta es reducida hasta en un 25% durante la noche siguiente del aumento de la LH
(la noche de la ovulacion y del estro). Los niveles de E2 alcanzan su maximo justo
antes del aumento de LH y son muy bajos durante el estro. Sin embargo, debido a que
los receptores a E2 activan factores de transcripcién, la mayoria de sus efectos
fisiol6gicos se observan en las siguientes 12 horas o mas, por lo que la disminucion de
la ingesta durante el estro se relaciona con el incremento previo del E2. Esta
disminucion estéa relacionada con comidas numerosas pero de menor tamafio (Asarian
& Geary, 2013; Geary, 2001, 2004; Geary & Asarian, 2006).
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Cambios en la citologia cervical de la rata en funcién del ciclo estral. A lo
largo del ciclo estral de la rata las células cervicales van cambiando su proporcion
relativa en muestras de frotis examinados bajo el microscopio (Paccola et al., 2013). El
proestro esta caracterizado por la predominancia de células epiteliales nucleadas
redondeadas; la fase de estro por células cornificadas anucleadas; el metaestro por una
proporcion aproximadamente similar entre leucocitos, células cornificadas y epiteliales;
y durante el diestro predomina la presencia de leucocitos (Ajayi & Akhigbe, 2020; Cora,
et al., 2015; Marcondes, et al., 2002; Westwood, 2008) El método de citologia
exfoliativa vaginal es relativamente simple de implementar y confiable para determinar
la fase de estro en roedores, adicionalmente, la toma de muestra no altera la duracion
del ciclo estral (Ajayi & Akhigbe, 2020; Paccola et al., 2013).

Patologia alimentaria

Los trastornos de la conducta alimentaria (TCA) son trastornos psiquiatricos
caracterizados por conductas de ingesta y control de peso anormales. Las alteraciones
en las actitudes hacia el peso corporal, la forma de éste, y la ingesta juegan un papel
clave en su origen y mantenimiento. (Erzegovesi & Bellodi, 2016; Treasure, et al.,
2020). A nivel mundial, la prevalencia a lo largo de la vida de un TCA es de 8.4% para
mujeres y de 2.2% para hombres (Galmiche, et al., 2019); en paises de américa del
norte, como Estados Unidos se estima una prevalencia del 9% en poblacién general
(Deloitte, 2020) mientras que en México la prevalencia a lo largo de la vida de anorexia,
bulimia y trastorno por atracén es de 0.5%, 1.0% y 1.4%, respectivamente (Benjet, et
al., 2012), sumandose 20 mil nuevos casos de TCA cada afio (Secretaria de Salud,
2022). Dependiendo del trastorno, los TCA afectan a las mujeres en proporciones de
3:1 hasta 10:1 en comparacién con los hombres, ademas, el grupo etario de entre 15y
19 afos posee mayor riesgo de presentarlos (Schaumberg et al., 2017; Smink, et al.,
2012).

Ambos, el DSM-5-TR (American Psychiatric Association, 2022) y el CIE 11 (World
Health Organization, 2019) incluyen seis principales trastornos de la ingesta y la
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conducta alimentaria, estos incluyen la anorexia nerviosa, bulimia nerviosa y trastorno
por atracon; ademas del trastorno por evitacion o restriccion de alimentos, la pica y el
trastorno por rumiacion. Existen diversas formas de conceptualizar a estos trastornos,
ya que su expresion se ha relacionado con factores dependientes de la ingesta, de la
imagen corporal, psicosociales y neurobiolégicos. Es probable que las interacciones
entre factores genéticos y ambientales durante etapas criticas del desarrollo subyazcan
sus mecanismos; en este sentido los modelos animales han contribuido de manera
importante a develar dichos mecanismos fisiopatologicos de los TCA, tanto de los
trastornos de tipo restrictivo como de los del espectro de la bulimia (Erzegovesi &
Bellodi, 2016; Fairburn & Harrison, 2003; Nagata, et al., 2020; Treasure et al., 2020).

Trastorno por atracon (TPA)

El TPA se caracteriza por episodios recurrentes de atracones alimentarios que
ocurren al menos una vez a la semana por tres meses. Un episodio de atracén se
define como la ingesta, en un periodo breve de tiempo, de una cantidad de comida que
es definitivamente mas abundante de lo que la mayoria de la gente comeria bajo
circunstancias similares. Estos episodios suelen estar acompafiados de angustia y una
sensacién de pérdida de control sobre la ingesta; asimismo, se presentan al menos tres
de las siguientes caracteristicas: ingesta mas rapida que lo normal, comer hasta
sentirse incobmodamente pleno, ingesta abundante en ausencia de hambre fisioldgica,
comer a solas por vergienza, y sentir repugnancia por si mismo, depresion o culpa

luego del atracon (American Psychiatric Association, 2022).

La etiologia del TPA es multifactorial, por ejemplo, los pacientes con TPA reportan
mas eventos estresantes durante el afio previo al diagndstico comparados con sujetos
sin TPA o con cualquier otro trastorno psiquiatrico (Pike et al., 2006). En el corto plazo,
los estados afectivos negativos y el estrés han sido asociados con la conducta de
atracon (Woods, et a., 2010), por ejemplo, en los dias de atracon los sujetos reportan
un aumento de estados afectivos negativos y tensidon (Munsch, et al., 2012). Se ha

propuesto que esta conducta es un mecanismo de escape ante los estados afectivos
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negativos (Polivy & Herman, 1999), aunque el mejoramiento del estado del &nimo no es
inmediato ni muy marcado. También se sugiere que el atracon puede darse por una
pérdida momentanea de los recursos cognitivos de autocontrol y censo de lo que se
esta ingiriendo, y que puede ser independiente de los estados afectivos negativos
(Dingemans, Martijn, Jansen, & van Furth, 2009; Dingemans, Martijn, van Furth, &
Jansen, 2009).

Otro factor asociado es el sometimiento a dietas restrictivas (Howard & Porzelius,
1999). Un estudio longitudinal de 10 afios con adolescentes encontrd que quienes
presentaban conductas restrictivas tenian entre dos y tres veces mas probabilidad de
desarrollar conducta de atracon en los cinco afios siguientes (Goldschmidt et al., 2012).
En otro estudio se encontré que los indices altos de supresiéon de peso (peso mas alto
en toda la vida menos el peso actual) predice la condicién actual de atracén (Van Son,
et al.,, 2013). Estos datos sugieren que la restriccidn crénica y los cambios de peso

corporal ciclicos son factores predictores del atracén.

TPA y obesidad. EI TPA puede presentarse en individuos normopeso, con
sobrepeso y con obesidad (IMC = 30 kg/m?). Se estima que entre 30 y 53% de los
pacientes que buscan tratamiento para la obesidad también padecen TPA (de Zwaan,
2001; Gearhardt et al., 2012; Villagbmez, et al., 2003). Los pacientes que presentan
obesidad y TPA tienden a dar peores evaluaciones a su imagen corporal, a estar mas
insatisfechos con su fisico (LIoyd-Richardson, et al., 2000), a presentar un patrén de
ingesta mas desorganizado (Masheb & Grilo, 2006) e impulsivo, con menor capacidad
de regulacién de su ingesta y estados emocionales, comparados con sus pares sin TPA
0 normopeso (Dawe & Loxton, 2004; Gianini, et al., 2013; Mobbs, et al., 2011; Nasser,
et al., 2004; Riener, et al.,, 2006; Schag, et al., 2013). En general, la presencia de la
conducta de atracon predice un mayor grado de deterioro en la calidad de vida y salud
del paciente.
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Modelos animales de TPA

Una de las metas para el estudio de un trastorno es desarrollar modelos animales
validos y confiables que permitan estudiar sus mecanismos conductuales vy
neuroquimicos con procedimientos que, dada su naturaleza, no serian viables en
humanos. En las ultimas décadas se han desarrollado modelos animales que permiten
replicar la conducta de atracon y sus factores asociados en especies no humanas; en
su mayoria se trata de modelos isomorficos, es decir, disefiados para generar
conductas analogas a la sintomatologia clinica (Corwin, et al., 2011; Corwin & Buda-
Levin, 2004; Kim, 2012; Smith, 1989), es decir, conducta tipo atracén (CTA). En los
siguientes apartados se revisan brevemente los aspectos mas relevantes de modelos

de CTA en animales.

Modelos basados en el acceso limitado a un alimento palatable. En estos
modelos se da acceso durante un periodo limitado (30 minutos a 2 horas) a un alimento
palatable alto en azlcar (Avena et al., 2006), grasa (Corwin et al., 1998) o ambos
(Lardeux, et al., 2013). A pesar de gque no existe restriccion caldrica, el sujeto escala
progresivamente su consumo hasta ingerir significativamente mas alimento palatable
que los sujetos control durante el mismo intervalo y a disminuir su consumo de alimento
estandar (Colantuoni et al., 2001; Corwin, 2004; Rada, et al., 2005). Este representa un
modelo animal de una conducta comun en humanos: la restriccion de alimentos
energéticamente densos encaminada a disminuir el peso corporal y la sobreingesta
posterior cuando el alimento vuelve a estar disponible (Horm & Anderson, 1993).
Ademas se ha encontrado que este régimen de alimentacion induce cambios en la
composicién corporal de manera selectiva en hembras (Corwin et al., 1998; Dimitriou, et
al., 2000) e induce alteraciones en los sistemas opioide y dopaminérgico, similares a la
administracion cronica y abstinencia a drogas de abuso (Avena & Hoebel, 2003;
Colantuoni et al., 2001; Colantuoni et al., 2002; Rada et al., 2005; Spangler et al., 2004).
Con base en lo anterior, se ha propuesto también como modelo de adiccion a la
comida, aunque el empleo de este concepto es debatible (Dileone, et al., 2012;
Salamone & Correa, 2013; Ziauddeen & Fletcher, 2013).
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Modelos basados en estrés. Se basan en la habilidad de los estimulos
estresantes de provocar la sobreingesta de alimento. Se ha demostrado que estimulos
estresantes leves, como la presion de la cola (Tail Pinch) (Martin, 1984), la exposicion a
ruido blanco (Wilson & Cantor, 1986) y los choques eléctricos (Hagan, et al., 2003) en
ratas saciadas, o la restriccion de espacio en ratas privadas (Inoue et al., 1998) pueden
inducir un consumo mayor que el de sujetos control, y que este efecto es mas evidente

en sujetos sensibles al estrés (Martin, 1984).

Modelos basados en el estrés cronico y restriccion. Como se menciong, la
restriccién cronica (Howard & Porzelius, 1999) y el estrés (Woods et al., 2010) estan
asociados a la conducta de atracén. Hagan et al., (2002; 2003) desarrollaron un modelo
donde el historial de restriccion caldrica predispone para que un estimulo estresor como
los choques eléctricos precipiten un episodio de CTA, aun cuando los sujetos estan
saciados y no difieren en peso corporal respecto a los sujetos control. En sujetos
expuestos a este modelo, se han encontrado alteraciones neuroquimicas vy
conductuales relacionadas con la depresion (Chandler-Laney et al., 2007a; Chandler-
Laney et al., 2007hb).

Dopaminay conducta alimentaria

Como se mencioné anteriormente, los factores homeostaticos y heddnicos
interactdan para una regulacion integrativa de la conducta alimentaria. En este sentido
el sistema de neurotransmisién dopaminérgico juega un papel critico a través de la
regulacion de los circuitos de la recompensa, del control homeostatico y de la
convergencia de ambos, vinculando las sefiales asociadas a los estados de saciedad y
deplecién energética con las conductas motivadas relacionadas a la recompensa
(wanting vy liking) (Baik, 2021; Liu & Borgland, 2015).
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Biosintesis y metabolismo de la dopamina

El precursor de la dopamina (DA), la tirosina, es un aminoacido que se obtiene de
la dieta y del metabolismo de la fenilalanina. La dopamina es sintetizada de la tirosina
en dos pasos enzimaticos: la primera reaccion es catalizada por la enzima tirosina
hidroxilasa (TH) en el citosol, que convierte a la TH en L-3-4 dihidroxifenilalanina (L-
DOPA) y se considera como la responsable de la tasa limitante de su sintesis. El
segundo paso es catalizado por la L-descarboxilasa de amino&cidos aromaticos, la cual
convierte a la L-dopa en dopamina (Elsworth & Roth, 2009). La dopamina es vesiculada
por el transportador vesicular de monoaminas (VMAT2), dependiente de adenosin
trifosfato (ATP) y, posterior a su liberacién, puede ser racapturada por el transportador
de dopamina (DAT) desde el espacio sinaptico al interior de la presinapsis, o bien
puede ser degradada por enzimas, especificamente se trata de la monoaminoxidasa
(MAO) y la catecol-O-metiltransferasa. La MAO se expresa en la membrana exterior de
las mitocondrias y por lo tanto en terminales nerviosas y glia; posee dos isoformas, la A
y la B. EIl principal metabolito de la DA en humanos es el acido homovanilico (HVA),
mientras que el acido dihidroxifenilacético (DOPAC) es méas abundante en roedores
(Foley, 2009).

Receptores a dopamina

En el espacio sinptico la DA activa a receptores acoplados a proteinas G con
siete dominios transmembranales. Los receptores a DA se agrupan en dos familias, la
D1-like, conformada por el receptor D1 (D1R) y el receptor D5 (D5R), y la familia D2-
like, conformada por los receptores D2, D3 y D4 (D2R, D3R y D4R, respectivamente).
Estas familias son distinguibles entre si no solo por su farmacologia, sino también por
Su estructura genética, patrones de expresion, estructura proteica y vias de

transduccion de sefales (Peterson, et al., 2012).

El gen que codifica para los receptores D1-like carece de intrones y existen dos

pseudogenes del D5R donde la secuencia de aminoacidos es truncada en la posicion
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154 y no se expresan. La similitud entre los receptores D1-like es del 80%, sin
embargo, el D1IR es menos sensible a la dopamina que el D5R. El D1R se expresa
amplia y densamente en el estriado, el mesencéfalo, sistema limbico y corteza frontal; y
con menor densidad en hipocampo, cerebelo, areas talamicas e hipotalamicas. Por su
parte, el D5R se expresa en neuronas piramidales de la corteza prefrontal, corteza
premotora, corteza cingulada, corteza entorrinal, sustancia nigra, hipotdlamo e
hipocampo. Los D1-like se expresan exclusivamente de manera postsinaptica en las
células receptoras de dopamina, donde activan a la familia de proteinas Gas/olf para
estimular la produccion de cAMP mediada por adenilil ciclasa (AC) y la activacion de
proteina cinasa A (PKA) (Beaulieu & Gainetdinov, 2011; Peterson et al., 2012; Seeman,
2009).

El gen del receptor D2, el DRD2, contiene seis intrones y mediante splicing
alternativo se generan dos isoformas funcionales del receptor: el D2, (la isoforma larga)
y el D2s (la isoforma corta) el cual carece de 29 aminoacidos en la tercera asa
intracelular del receptor (Peterson et al., 2012). Se expresa en el estriado, tubérculo
olfatorio y en menor cantidad en la sustancia nigra, area tegmental ventral, hipotalamo,
areas corticales, septum, amigdala e hipocampo. El D2, suele estar postsinaptico, y el
D2s como autorreceptor, regulando la liberacién, tasa de disparo y sintesis de
dopamina. Los receptores D2-like estdn acoplados a la familia Gai/o de proteinas G, por
lo tanto, tienen un efecto inhibitorio en la produccién de cAMP que resulta en un

decremento en la actividad de PKA (Beaulieu & Gainetdinov, 2011).

El gen del D3R, el DRD3, contienen cinco intrones codificantes y presenta splicing
alternativo, truncando la cadena de aminoacidos después del dominio transmenbranal
2, después del 3 o antes del 6, sin embargo estas isoformas no son funcionales
(Beaulieu, 2011; Peterson et al., 2012; Seeman, 2009). El D3R esta implicado en la
inhibicion mediada por la cinasa regulada por la sefal extracelular (ERK) en el estriado.
El D3R se encuentra expresado en el estriado ventral e hipotdlamo (Beaulieu, 2011,
Seeman, 2009).
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El gen del receptor D4 contiene tres intrones en la regiébn que codifica. En
humanos posee polimorfismos con diferentes inserciones en la tercer asa intracelular;
esta asa contiene secuencias de 16 aminoacidos con diferentes repeticiones, la forma

repetida cuatro veces es la mas comun en humanos (Missale, et al., 1998).

Anatomia del sistema dopaminérgico

Anatomicamente, podemos diferenciar 5 principales vias de proyecciones
dopaminérgicas: 1. la via mesocortical (A10), constituida por proyecciones desde el
area tegmental ventral (ATV) hacia regiones corticales como la corteza prefrontal (PFC),
la corteza cingulada anterior y la corteza entorrinal (Elsworth & Roth, 2009; Horvitz,
2000; Quessy, et al., 2021; Wise, 2009); 2. la via nigoestriatal (A9), formada por
proyecciones desde la sustancia nigra pars compacta hacia el caudado y putamen
(Deumens, et al., 2002; Hikosaka, et al., 2002; Prensa, et al., 2009); 3. la via
tuberoinfundibular  (A12), cuyas proyecciones desde el nucleo arqueado vy
paraventricular del hipotdlamo inervan la hipdfisis inhibiendo la liberacion de prolactina
desde el I6bulo anterior de ésta (Goudreau, et al., 1995; Klein et al., 2018); 4. la via
incertohipotaldmica (A13) cuyos somas residen en la porcidn rostral de la zona incerta
medial y proyectan al nucleo central de la amigdala, la banda diagonal de Broca y el
ndcleo paraventricular del hipotalamo (Eaton, et al., 1994; Klein et al., 2018); y 5. la via
mesolimbica (A8), conformada por neuronas en el area tegmental ventral (ATV) que
proyectan hacia el septum y ndcleo accumbens (NAcc), tubérculo olfatorio y complejo
amigdaloide (Elsworth & Roth, 2009; Horvitz, 2000; Quessy et al., 2021).

El circuito de la recompensa. Las proyecciones de las neuronas del area A8 son
conocidas como el circuito de la recompensa; sus somas en el ATV reciben inervacion
de regiones limbicas (palido ventral, nacleo accumbens), del diencéfalo (hipotalamo
lateral), corticales (corteza prefrontal, area predptica lateral) y del tallo cerebral (nucleo
tegmental peddnculopontino, ndcleo laterodorsal tegmental) (Bjorklund & Dunnett, 2007;

Grace, et al., 2009), y a su vez proyecta a las regiones dorsolateral (core) y
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ventromedial (shell) del nacleo accumbens, ésta ultima fuertemente relacionada con la

recompensa y la conducta motivada (lkemoto, 2010).

La actividad dopaminérgica de este circuito se relaciona con la fase de busqueda y
aproximacion (wanting) de la conducta motivada por estimulos recompensantes
(Berridge, 2007; Berridge, et al., 2009; Pecifa, et al., 2003), las sefiales que los
predicen (Bassareo & Di Chiara, 1999; Blackburn, et al.,, 1989) y la actividad
anticipatoria a la alimentacion (Liu et al.,, 2012). Adicionalmente, participa en la
regulacion del miedo y la conducta de escape (Martinez, et al., 2008; Richard, et al.,
2013), la novedad o discordancia de una recompensa respecto a lo esperado (Schultz,
1998), la valencia afectiva (estimulo aversivo o apetitivo) (Bassareo, et al., 2002) y la
motivacion para emitir respuestas costosas a través del tiempo aun en la ausencia de

un reforzador primario (Salamone et al., 2003).

Dopamina en el circuito de larecompensay conducta alimentaria

La ingesta de alimentos, al igual que otros estimulos reforzantes, aumenta la
concentracion de dopamina y sus metabolitos en el nucleo accumbens (Di Chiara &
Imperato, 1988; Heffner et al., 1980; Hernandez & Hoebel, 1988) area tegmental
ventral, hipotalamo posterior y la amigdala, los cuales regresan a niveles basales una
vez terminada la ingesta (Heffner et al., 1980; Radhakishun et al., 1988; Yoshida et al.,
1992). Especificamente, la actividad dopaminérgica se relaciona con la palatabilidad del
alimento (Bassareo & Di Chiara, 1999; Bassareo et al., 2002; Martel, & Fantino, 1996;
Rada et al., 2005) independientemente a los efectos metabdlicos postprandiales de los
alimentos, puesto que la sola estimulacién orosensorial con alimento palatable produce
un efecto reforzante, el cual es atenuado por farmacos antagonistas de los receptores
D1y D2 administrados en el accumbens (Hajnal, et al., 2004; Smith & Schneider, 1988).

En ratones hiperdopaminérgicos con knock down del trasportador de dopamina al
90% se observa hiperfagia y aumento del peso corporal respecto a los ratones control

wild-type; ademas adquieren y ejecutan con mayor eficiencia una respuesta para
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obtener un alimento dulce (Pecifia et al., 2003). Por el contrario, ratones deficientes de
dopamina inducida por knock out del gen de la tirosina hidroxilasa de manera selectiva
en neuronas dopaminérgicas del estriado se observan afagia y muerte por inanicion, sin
embargo, al restituir mediante vectores virales la produccion de dopamina en el
caudado-putamen central o lateral, pero no en el nicleo accumbens, se restablece la
conducta de ingesta de alimento estandar, mientras que la restitucion de la actividad
dopaminérgica en el accumbens es suficiente para restablecer la preferencia por un

alimento palatable (Szczypka et al., 1999; Szczypka et al., 2001).

Estos datos son consistentes con hallazgos en pacientes que padecen
enfermedad de Parkinson y que estdn bajo tratamiento con L-Dopa o agonistas
dopaminérgicos (pramipexol, rotigotine o entacapone), en quienes se ha observado
hipersexualidad, un incremento en el IMC, episodios de atracones, ingesta nocturna y
deseo intenso por alimentos palatables (Hinnell, et al., 2011; Nirenberg & Waters,
2006).

Alteraciones dopaminérgicas y conductatipo atracén

La conducta de atracén esta presente en trastornos como el TPA, la BN (American
Psychiatric Association, 2022) y en mas de la mitad de los casos de obesidad (de
Zwaan, 2001; Gearhardt et al., 2012; Villagbmez, et al., 2003); teniendo en comun
sintomas como la ingesta de grandes cantidades alimentos palatables (American
Psychiatric Association, 2022), impulsividad (Lawyer, et al., 2015; Pivarunas & Conner,
2015) y alteraciones en la motivacion por los alimentos (Stice & Burger, 2012),

sugiriendo que poseen mecanismos neurobiolégicos en comun (Davis, 2017).

La obesidad (Wang et al., 2001) y la bulimia (Broft et al., 2012) estan relacionadas
con una disminucién de los sitios de unién para el “““raclopride en el estriado. De
manera similar, la respuesta dopaminérgica evocada esta reducida respecto a sujetos
control, y esta alteracion esta mediada por el alelo Al del polimorfismo de un solo

nucledtido SNP 18000497 (Tagl Al) que predice una baja expresion de los D2R en el
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estriado, en el caso de la obesidad (Stice, et al., 2008); y por la frecuencia de los
atracones, en el caso de la BN (Broft et al., 2012). En el aspecto conductual, en ambos
trastornos hay evidencia de mayor sensibilidad al reforzamiento con alimentos
palatables (Epstein et al., 2008; Schienle, et al., 2009).

De manera similar, en modelos animales se ha encontrado que la predisposicion a
la obesidad (OP) esta relacionada con una menor densidad de neuronas positivas a TH,
DAT, D2S y VMAT2 en la via mesolimbica en ratas nonatas, comparados con sujetos
resistentes a la obesidad (OR) (Geiger et al., 2008; Huang et al., 2006). En la vida
adulta estas alteraciones persisten al haber una reduccién en los niveles extracelulares
de dopamina y sus metabolitos en el nicleo accumbens de manera basal, evocada por
el consumo de alimentos palatables, la administracion de bD-anfetamina, y la
estimulacién eléctrica in vitro (Geiger et al., 2009; Rada, et al., 2010). Asimismo se ha
encontrado que cuando los sujetos OP son alimentados ad libitum con alimentos altos
en grasas y carbohidratos disminuye la expresion de los genes que codifican para los
receptores D2 y D1 en el estriado dorsal y en el accumbens, respectivamente; mientras
que con la misma dieta pero restringida (isocal6rica) la expresion de los genes de los
receptores D1 y D2 disminuye en el accumbens, aun cuando no existen diferencias en
la ingesta caldrica ni en el peso corporal respecto a los sujetos alimentados con dieta
estandar (Alsi® et al., 2010). Estos datos sugieren que los déficits en las vias
dopaminérgicas pueden ser un factor que predispone a la obesidad y que, por otra
parte, la ingesta de alimentos palatables densamente caldricos pueden inducir

alteraciones similares, aun cuando no se desarrolle obesidad.

Las implicaciones conductuales de las alteraciones dopaminérgicas estriatales son
ilustradas en el estudio de Johnson y Kenny, (2010), el cual reporta que en ratas con
acceso prolongado (18-23 h) a una dieta palatable por 40 dias se observé una
reduccion de la expresion del receptor D2 en el estriado respecto a la de los sujetos con
acceso restringido (1h) y la condicion control (sélo alimento estandar). Esta alteracion
estaba acompafiada de un aumento en los umbrales de reforzamiento por

autoestimulacion del hipotalamo lateral (LH) para los sujetos de acceso prolongado y el
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desarrollo de CTA con una tendencia a aumentar los umbrales de reforzamiento en los
sujetos de acceso intermitente, ambos comparados con la condicién control. En el
mismo sentido, cuando la CTA es inducida mediante acceso intermitente a sacarosa, en
el estriado dorsal disminuyen los sitios de union y la expresion del mRNA del D2R y
aumentan para el D1R (Colantuoni et al.,, 2001; Spangler et al., 2004); en el nucleo
accumbens, sin embargo, los hallazgos no han sido consistentes pues se ha
encontrado una menor expresion del mRNA del D2R (Bello, et al., 2002; Spangler et al.,
2004) o bien no se han encontrado diferencias en sus sitios de unién (Colantuoni et al.,
2001). Por el contrario, el aumento en la expresion del receptor D2 y el DAT en el
SNAcc inducidos por la administracion de metilfenidato al igual que la administracion
sistémica de raclopride atendan la CTA de alimento palatable (Bello & Hajnal, 2006;
Rao, et al., 2008) y aumentan la ingesta de alimento estandar (Bello & Hajnal, 2006);
mientras que la estimulacion eléctrica profunda del SNAcc también reduce la CTA,
efecto que es prevenido al administrar el antagonista D2/D3 raclopride (Halpern et al.,
2013). Estos datos sugieren que la disfuncion estriatal dorsal y/o ventral inducida por el
consumo de alimento palatable y que esta caracterizada por alteraciones en receptores
D2, puede estar relacionada con cambios en la motivacion (Lardeux et al., 2013;
Wojnicki, et al., 2006), aunque estos hallazgos no siempre se han replicado entre
estudios (cf. de Jong, et al.,, 2013; Rossetti, et al., 2014; Wojnicki, et al., 2010).

Basados en la evidencia farmacolégica y genética que sugiere una hipofuncion
dopaminérgica y regulacién a la baja del receptor D2 en otros trastornos relacionados al
reforzamiento, como el alcoholismo y la obesidad Blum, et al., (1996) acufaron el
término Sindrome de Deficiencia de la Recompensa, el cual es un predictor de
conductas impulsivas y adictivas relacionadas con una deficiencia bioquimica en los
mecanismos de recompensa y que se manifiesta como la inhabilidad del individuo de
obtener recompensa de las actividades cotidianas. Entonces, las personas obesas (y
muy probablemente aquéllos con ingesta compulsiva tipo atracdén) estarian
predispuestos a usar la comida como medio para compensar temporalmente las
deficiencias dopaminérgicas en el circuito de la recompensa (Blum, et al., 2013;
Comings & Blum, 2000).
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Sin embargo, la ingesta mediada por aspectos hedodnicos en sujetos con TPA u
obesidad puede ser explicada también por una respuesta exacerbada del sistema
dopaminérgico y la facilitacion en la sefializacion de los circuitos que regulan aspectos
heddnicos de la ingesta (Stice & Burger, 2012). Por ejemplo, al comparar los alelos de
los SNPs del gen DRD2 que codifica para el receptor D2 entre pacientes obesos con y
sin TPA, se encontrd que entre los sujetos con TPA es mas frecuente el genotipo A2/A2
del SNP rs1800497 (gen ANKK1), relacionado con un incremento en la sefializacion
dopaminérgica y metabolismo estriatal; el T/T del rs6277, relacionado con un alto
potencial de union al ligando natural; y el T- del rs2283265, relacionado a un
decremento en la proporcidén de la isoforma corta (presinptica) del D2 respecto a la
isoforma larga (Davis et al., 2012), y que los perfiles genéticos relacionados con la
facilitacion de la sefalizacion dopaminérgica predicen la conducta de atracon, el deseo
incontrolado de comer y la sobre ingesta inducida por factores emocionales (Davis et
al., 2013). Al evaluar el SNP rs18000497 en conjunto con el SNP rs1799971 del gen
OPRM (receptor opioide mu) y la motivacion por la comida (The Power of Food Scale),
se encontré que el 80% de los sujetos con genotipo Al- y G+ (que predice aumento en
la funcion del receptor mu) presentaban TPA y puntuaciones altas en la escala de
motivacion por la comida, contrario a los sujetos con genotipo Al+ y G- de los cuales
solo 35% padecian TPA (Davis et al., 2009). Los datos sugieren, a decir de los autores,
que el TPA estaria relacionado con una hipersensibilidad del sistema de la recompensa
que implicaria un incremento en la respuesta a las propiedades hedonicas del alimento

y la motivacién para involucrarse en conductas apetitivas.

En sujetos con IMC mayor a 25 y TPA moderado existe mayor activacion de areas
relacionadas con el reforzamiento, como la corteza orbitofrontal (OFC), AVT, insula,
ndcleo caudado, putamen, y NAcc cuando se les presentan pistas asociadas a alimento
altamente calorico (Filbey, et al., 2012; Schienle et al., 2009); y la activacion de
amigdala, putamen, insula, talamo y AVT correlaciona directamente con los puntajes

obtenidos en la escala Binge Eating Scale (BES) (Filbey et al., 2012).
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Existe también evidencia que sugiere que la actividad dopaminérgica basal
(Markianos, et al., 2013) y evocada por la administracion de metilfenidato (Wang et al.,
2011) estd aumentada en sujetos obesos y con TPA, especificamente hay mayor
liberacion de dopamina en el nucleo caudado y putamen respecto a sujetos obesos sin
TPA. Sin embargo, no se han encontrado diferencias en los sitios de unién para el
[Craclopride ni en la concentracién de dopamina en nicleo accumbens entre sujetos
cony sin TPA (Wang et al., 2011).

En modelos animales de CTA se ha reportado que la liberacion de dopamina y su
recambio en el accumbens shell incrementa durante el episodio de atracon y
permanece igualmente elevada durante los dias 1, 2 o 21, contrario a los sujetos con
acceso ad libitum a sacarosa o0 a alimento estandar intermitente cuya respuesta
dopaminérgica se habitia y llega a niveles basales al dia 21 (Hajnal et al., 2004; Rada
et al., 2005). Por otra parte, Avena, et al., (2008) encontraron que la restriccion
alimentaria y la disminucion de peso pueden potenciar el efecto del acceso intermitente
a sacarosa sobre la liberacién de dopamina en el accumbens; sin embargo, Chandler-
Laney et al., (2007a) no encontraron tal efecto de la restriccion cronica sobre la
concentracion de dopamina en muestras de tejido homogeneizado de nucleo

accumbens de ratas.

Herramientas conductuales para evaluar la conducta alimentaria

Métodos operantes

La conducta operante es aquella que cumple dos condiciones: (1) es emitida por
un organismo de manera libre, y (2) puede ser reforzada o castigada de manera que
aumente o disminuya su probabilidad de ocurrencia, respectivamente (Toates, 2012).
El término condicionamiento operante fue acufiado por Burrhus Frederic Skinner (1937)
en el contexto de la fisiologia del reflejo para distinguir el fendmeno en el que estaba
interesado —la conducta que afecta al ambiente— del tema de interés Pavloviano
(Staddon & Cerutti, 2003).
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En la practica, el condicionamiento operante es el estudio de la conducta
mantenida por programas de reforzamiento, comiunmente en cajas de condicionamiento
operante o de Skinner, usando un reforzador para motivar la respuesta de los animales,
donde la unidad de medida mas empleada es la tasa de respuesta. Sin embargo,
cuando se estudia la motivacion por el alimento en modelos animales este parametro
no siempre es un indicador confiable de la fuerza de reforzamiento (Collier, et al., 2022);
en su lugar, el estandar mas confiable es el punto de ruptura (breaking point) o razén
terminal (Arnold & Roberts, 1997), obtenido a través de programas de reforzamiento de
razon progresiva (progressive ratio; PR). Los PR fueron originalmente empleados para
estudiar el reforzamiento por comida y leche azucarada (Hodos, 1961): en este
procedimiento se le requiere al sujeto que emita un nimero progresivamente mas alto
de respuestas para obtener cada reforzador sucesivo. El punto de ruptura es definido
como el nimero mas alto de respuestas emitidas antes de una pausa de 15 minutos,
por ejemplo. El punto de ruptura varia consistentemente con cambios en la magnitud
del reforzador y la privacion: a medida que la concentracion de una solucion de leche
condensada dulce disminuye, el punto de ruptura también declina. Es importante
mencionar que los animales mantenidos bajo alimentacién ad libitum son tolerantes a
razones notablemente altas, sugiriendo que los alimentos dulces son un potente

reforzador en condiciones de saciedad en roedores (Hodos, 1961; Lardeux et al., 2013).

Analisis microestructural

Una practica habitual en la investigacion de la conducta alimentaria consiste en
colocar a los animales en programas de entrenamiento ciclicos siendo forzados a
comer en horarios especificos 0 bajo privacion, para posteriormente cuantificar la
cantidad de alimento consumido durante dicho periodo discreto. Sin embargo la
conducta alimentaria se da de manera continua a través del tiempo, alternando
periodos de ingesta y periodos donde no ocurre, mostrando una estructura particular.

Estas consideraciones han incitado el desarrollo de ensayos conductuales mas
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sensibles que puedan detectar cambios sutiles en la disposicion a comer, como el
"andlisis microestructural de la conducta alimentaria” (Blundell, 1984).

Este andlisis permite observar diferencias conductuales sutiles ocasionadas por la
administracion de algunas drogas, distinciones entre la ingesta de alimento y la
conducta alimentaria. Para ello define al "apetito” como el proceso que guia y dirige la
ingesta una vez que se ha iniciado, el "hambre" se define como el proceso por el cual
se estimula el inicio de la alimentacion; la "satisfaccion" entendida como el proceso que
conduce a detener la ingesta de alimento y la "saciedad" se define como el estado
fisiolégico de inhibicion sobre el proximo episodio de alimentacion (Blundell, 1984;
Lépez, 1995).

El andlisis de la conducta alimentaria a nivel micro, permite caracterizar de manera
precisa lo que constituye un periodo de alimentacion. De esta forma se han clasificado y
medido categorias de la conducta alimentaria, identificando parametros como el total de
alimento ingerido, la latencia para iniciar el primer episodio de alimentacion, la
frecuencia y tamafio de los episodios, asi como su duracion y tasa local de alimentacion
(Mancilla et al., 1993).
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Planteamiento del problema

La CTA se ha modelado en animales, en estos modelos se suelen emplear sujetos
machos, aun cuando la conducta de ingesta de alimentos es sexualmente dimorfica
(Eckel, 2011), y la conducta de atracon incide con mayor frecuencia en mujeres que en
varones (Benjet et al., 2012; Galmiche et al., 2019). Estos estudios han demostrado que
las ratas hembra son especialmente susceptibles de expresar la CTA, definida en
términos de un aumento en la ingesta, sin embargo no se conocen las alteraciones en
la microestructura de la alimentacion asociadas al atracon (Babbs, et al.,, 2011; Calvez
& Timofeeva, 2016; Hildebrandt, et al., 2014; Klump et al.,, 2011), por lo que es
necesario caracterizar la CTA en un modelo de ratas hembra y explorar la relacion de
las variaciones hormonales con la ingesta, asi como la microestructura de un episodio

de atracon.

Los hallazgos de los experimentos con modelos animales de CTA y/o exposicion
cronica a alimentos palatables y algunos reportes clinicos con pacientes con conducta
de atracdén, son consistentes al sefialar alteraciones en la neurotransmision
dopaminérgica en el estriado, y cambios en la motivacion por alimentos palatables
(Broft et al., 2012; Dalton et al., 2013; Davis et al., 2009; Davis et al., 2012; Epstein et
al., 2007; Filbey et al., 2012; Johnson & Kenny, 2010; Lardeux et al., 2013; Mitchell et
al., 1999; Rada et al.,, 2005; Schienle et al., 2009; Wojnicki et al., 2006). Se ha
planteado que la CTA se relaciona con la hipofuncién de la via dopaminérgica y sus
receptores, relacionados con la motivacion, lo que promueve que el sujeto se involucre
en conductas gratificantes para compensar dicha hipofuncién (Bello & Hajnal, 2010;
Blum et al., 2013; Blum et al., 2006; Comings & Blum, 2000). Sin embargo, también
existe evidencia que relaciona la ingesta tipo atracén de alimentos palatables con una
actividad dopaminérgica incrementada, que facilita su sefializacion, la motivacion por la
busqueda de alimentos y su ingesta heddnica (Chandler-Laney et al., 2007a; Davis et
al., 2009; Dauvis et al., 2012, 2013; Wang et al., 2011). De igual manera, los hallazgos
sobre las alteraciones en la motivacion, medidas mediante respuestas operantes, son

inconsistentes (de Jong et al., 2013; Lardeux et al., 2013; Rossetti et al., 2014; Wojnicki
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et al., 2010, 2006), lo cual deja sin aclarar en qué sentido se producen las alteraciones

motivacionales en esta conducta.

Finalmente, los hallazgos referentes a la expresion del principal modulador de la
liberacion y recepcion postsinaptica de la sefial dopaminérgica en la via mesolimbica
—el receptor D2 (Onali & Olianas, 1989; Wong et al., 1999)—, presentan evidencias
inconsistentes entre si al sugerir una disminucion (Bello et al., 2002; Hajnal, Margas, &
Covasa, 2008; Johnson & Kenny, 2010; Spangler et al., 2004) o un aumento (Huang et
al., 2006; Sharma & Fulton, 2013; South & Huang, 2008) en roedores con CTA y/o

acceso cronico a alimentos palatables.

Consecuentemente, en el presente trabajo se implementé un modelo de CTA en
ratas hembra, se caracteriz6 la microestructura de la conducta alimentaria tipo atracén y
los cambios en la motivacién por el alimento palatable asociados a dicha conducta.
También se determinaron los cambios en la expresion del receptor D2 del nucleo
accumbens, y el papel que tiene este receptor en la expresién de la CTA. Los hallazgos
de este trabajo aportan conocimiento de los mecanismos conductuales y neuroquimicos
de la CTA, y sugieren al receptor D2 como posible blanco farmacoldgico para los

trastornos con conducta de atracon.
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Hipotesis

1. La cantidad de Kcal ingeridas durante los episodios de CTA en ratas sera
afectada por las fases de estro y diestro, medidas de manera indirecta a través de

citologia cervical.

2. En comparacion con los grupos control, los sujetos con CTA presentaran
alteraciones en la microestructura de la conducta alimentaria, caracterizadas por
cambios en parametros como la frecuencia y duracién de los episodios alimentarios, asi
como de los periodos entre estos, la tasa local de alimentacion, el tiempo de actividad,
descanso y latencia para iniciar la ingesta. El bloqueo farmacol6gico del receptor D2
con una inyeccion intracerebral del antagonista Raclopride en el nldcleo accumbens
shell modificar4 la ingesta y la microestructura caracteristicas de un episodio de

atracon.

3. La motivacion por un alimento dulce, medida intra grupo mediante un programa
de razon progresiva, sufrira alteraciones luego de la adquisicion de la CTA en
parametros como el nimero de respuestas totales, la tasa de respuesta y los puntos de

ruptura.

4. La expresion de la CTA estara relacionada con alteraciones en la expresion del
receptor D2 del nucleo accumbens, en las terminales de las neuronas dopaminérgicas
gue se originan en el VTA y/o en los somas de las neuronas espinosas medianas

GABAérgicas hacia las que proyectan
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar las alteraciones de la conducta de ingesta de alimentos en un modelo

animal de conducta tipo atracén en ratas hembra.

Objetivos especificos

1. Evaluar dos modelos de CTA, describiendo sus efectos sobre la ingesta de

alimento palatable, estandar y ganancia de peso corporal.

2. Evaluar la relacion de las fases de estro y diestro con la CTA.

3. Determinar el efecto de la induccion de la CTA sobre la motivacion por alimento

palatable medida mediante un programa de reforzamiento de razén progresiva.

4. Caracterizar la microestructura de la CTA.

5. Determinar el efecto del bloqueo farmacoldgico del receptor D2 sobre la CTA 'y

Su microestructura.

6. Determinar el efecto de la CTA sobre la expresion de los receptores
dopaminérgicos D2 del ndcleo accumbens shell mediante inmunoblot e

inmunofluorescencia.
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Método

Sujetos

Como sujetos experimentales se emplearon 192 ratas hembra de la cepa Sprague
Dawley con un peso de entre 180 y 200 gr (Proyecto Camina, Ciudad de México) o
entre 250 y 300 g (Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional, Ciudad de México) al inicio de los procedimientos para inducir
CTA. Los sujetos se mantuvieron bajo un ciclo invertido 12x12 h de luz-oscuridad con
acceso libre a alimento estandar y agua, excepto en las condiciones que se especifica
lo contrario. Los sujetos se habituaron a las condiciones de alojamiento por
aproximadamente 10 dias antes de iniciar los tratamientos. Todos los procedimientos
empleados en el presente trabajo se llevaron a cabo conforme a la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-Z0O0-1999) con las especificaciones para la produccion, cuidado y

uso de animales de laboratorio.

Cirugia estereotaxica

Los sujetos fueron anestesiados con una mezcla de ketamina/xilacina (100 / 8
mg/kg i.p.) y se colocaron en un aparato estereotaxico. Se realiz6 un corte longitudinal
en la piel del craneo y con ayuda de una fresa dental se perfor6 el hueso de la region
supradyacente del SNAcc. Una canula guia de acero inoxidable (23 G, 15 mm; BD
Precision Glide, Becton Dickinson and Co., Mexico) fue implantada estereotaxicamente
en las coordenadas + 1.5 mm anterior a bregma; -1.2 mm. de la linea media; y -6 mm
ventral a la duramadre (Palkovits, 1983) en el SNAcc derecho; la canula fue fijada al
craneo con un tornillo de acero inoxidable y cemento acrilico dental. La incision fue
suturada con hilo de seda y los animales recibieron tratamiento con antibiético
(Enrofloxacina, 2.5 mg/kg i.m). Todos los sujetos tuvieron oportunidad de recuperarse
tres dias con alimento estandar ad libitum antes de cualquier manipulacion experimental

adicional.
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Dieta

Se empled alimento estandar para roedores de laboratorio Teklad Global 18%
Protein Rodent Diet (Harlan Laboratories, Indianapolis; 3.1 kcal/g; calorias de proteina:
24%, calorias de grasa: 18%, calorias de carbohidratos: 58%), sacarosa al 10% w/v
(Del Margués, Monterrey, Mex.; 0.4 Kcal/ml) y crema de cacahuate (Jif Creamy Peanut
Butter, The J.M. Smucker Company, Orville, OH, USA; 5.93 Kcal/gr). Para los
experimentos de conducta operante se emplearon pellets de 45 mg de sacarosa con
sabor a chocolate (Bio Serv, Frenchtown, NJ, USA).

Farmacos

Sal tartrato de S(-)-Raclopride (Ki 1.8 nM para receptor D2R) (Sigma Chemical
Co. Toluca, México) diluido en solucién salina estéril al 0.9%.

Aparatos

Para inducir estrés se usaron restrictores de movimiento de plexiglas de 6.6 cm de
diametro y 21.5 cm de largo (Plas-Labs, Inc., Lansing, MIl, USA) o una caja de acrilico
negro de 30 x 20 cm x 25 cm en cuya base (30 x 20 cm) se encontraba una parrilla
metalica conectada a un estimulador digital programable (Controladores Eléctricos

Digitales, Ciudad de México).

Para los experimentos de conducta operante se emplearon cajas de
condicionamiento operante (Med Associates Inc., St. Albans, VT., USA) equipadas en
su panel lateral con luces de iluminacion general y de estimulos discriminativos,
ademas de dos palancas retractiles y en medio de éstas un comedero adjunto a un
dispensador de pellets de 45 mg. Las cajas estaban contenidas dentro de camaras
sonoamortiguadas con un ventilador para suministrar aire fresco y ruido blanco. Los
eventos y contingencias dentro de la caja de condicionamiento operante fueron

monitoreados y controlados a través de una interfaz Smart Control Panel SG-716B
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(Med Associates Inc., St. Albans, VT., USA) conectada a una PC con el software Med-
PC (Med Associates Inc., St. Albans, VT., USA) y programas personalizados

construidos en lenguaje MedState Notation.

Para el registro de la microestructura de la conducta alimentaria se emple6 una
camara para baja intensidad de luz, conectada a un circuito cerrado de television y una
videograbadora digital (Provision ISR sh-4050a5-8I(MM))

Induccioén de la conducta tipo atracén

Para la induccién de la CTA se probaron dos modelos con evidencia de su
capacidad para provocar una sobreingesta en ausencia de hambre fisiolégica y
selectiva para alimentos palatables: el modelo de restriccion- realimentacion crénica
con estrés (Hagan et al., 2002), y el de acceso intermitente a solucion de sacarosa
(Avena et al., 2006).

Definicién operacional de la conducta tipo atracon

En humanos un atracon se define como la ingesta de una gran cantidad de
alimentos en un periodo breve de tiempo (American Psychiatric Association, 2022), sin
embargo la cantidad de kilocalorias puede variar, yendo desde las 2,000 hasta las
20,000 kilocalorias por episodio (Cuadro & Baile, 2013; Guss, et al., 2002). En modelos
animales similares a los aqui empleados en animales no restringidos se ha reportado
un aumento de 50% a 53% en la ingesta en periodos de dos horas al comparar los
sujetos con CTA con sus controles (Hagan et al., 2002; Rada et al., 2005), aunque
también existen reporte de aumentos del 200% hasta aproximadamente 300% (Avena,
et al., 2006; Zepeda-Ruiz, et al., 2020). Otro parametro relevante es la proporcion entre
la ingesta en el periodo de atracon y la ingesta de 24 horas, Halpern, et al., (2013)
definen el atracén como la ingesta del 25% del consumo cal6rico diario durante el
periodo de registro del atracon. En la presente investigaciéon un episodio de CTA es

definido como la ingesta de alimento palatable en un periodo de 2 horas que es al
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menos 50% mayor que la de sujetos bajo condiciones similares, y que ademas
representa al menos el 25% de la ingesta caldrica diaria.

Ciclos de restriccion-realimentacion y estrés con acceso a alimento palatable

Los sujetos fueron divididos en 4 grupos pareados por peso corporal (la media de
los pesos de los grupos no fue significativamente distinta; =180 gr al inicio del
experimento; datos no mostrados): un grupo Restriccion (n=4), un grupo Estrés (n=4),
otro grupo Restriccion+Estrés (n=4) y finalmente un grupo Control (n=4). EI modelo
constd de tres a cuatro ciclos consecutivos, cada uno compuesto por dos fases, la
primera de restriccion-realimentacion, donde los sujetos de los grupos con restriccion
fueron alimentados con 66% del consumo de alimento estandar de los sujetos no
restringidos durante 5 dias, seguidos de 6 dias de realimentacion, 2 dias con alimento
palatable (crema de cacahuate) y alimento estandar ad libitum y los 4 dias restantes
s6lo con alimento estandar; la segunda fase, de estrés, se administré6 un estimulo
estresor (choque eléctrico o restriccion de movimiento) a lo sujetos de los grupos con
estrés y enseguida se registré el consumo de alimento palatable y estandar a las 2, 4 y

24 horas posteriores.

Durante la fase de restriccion-realimentaciéon solo los sujetos de los grupos
Restriccién y Restriccion+Estrés se restringieron de alimento, mientras que los sujetos
de los grupos Estrés y Control permanecieron con alimento estandar ad libitum.
Independientemente del grupo, todos los sujetos tuvieron acceso a alimento estandar y
palatable durante la fase de realimentacion. Al dia siguiente, una hora y media después
de iniciada la fase de oscuridad (9:30 am) sélo los sujetos de los grupos Estrés y
Restriccion+Estrés se trasladaron a una habitacion distinta de donde se alojaron y, en 2
experimentos con grupos independientes, se probaron dos estimulos estresores
distintos: la administracién de 4 choques eléctricos de 0.6 mA (con intervalos de 15
segundos entre ellos), mediante la parrilla metalica del piso de la camara conectada al
estimulador eléctrico (tiempo total dentro de la camara 87 segundos), o bien la

inmovilizacion por 30 minutos en un restrictor de plexiglas. Por su parte, los sujetos de
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los grupos Restriccion y Control permanecieron en su caja de alojamiento sin alimento y
sin agua (experimento de estrés por inmovilizacion); o bien, después de lavar y
desodorizar la camara de administracion de choques eléctricos, los sujetos del grupo
Restriccion y Control permanecieron 87 segundos dentro de la camara de choques
eléctricos con el estimulador eléctrico apagado (experimento de estrés por choques
eléctricos). Este mismo dia, dos horas posteriores al inicio de la fase de oscuridad
(10:00 am) se colocé la crema de cacahuate en una caja de Petri fijada en una pared
lateral de la caja-habitacion fijada con cinta de doble cara adhesiva; los alimentos
estandar y palatable fueron pesados a las 2, 4 y 24 horas posteriores. Los datos de
ingesta en gramos se convirtieron a Kcal, el peso de los sujetos fue registrado al inicio

del experimento y al final de cada una de las fases de restriccién y de realimentacion.

El experimento se realizé por duplicado en grupos independientes (es decir, n= 16
por cada experimento) probando como estimulo estresor la administracion de choques
eléctricos o la inmovilizacion por 30 minutos en un restrictor de plexiglas en
experimentos independientes. El procedimiento se ilustra en la tabla 1.

24 hrs
Dias1-5 Dias6y7 Dias8-11 Dia 12 posteriores

Restriccion de

alimento Estrés. Registro de
estandar al Palatable + Alimento Choqueso ingesta2,4y
66% estandar estandar inmovilizacion 24 horas

Control v v

Restriccion v v v v

Estrés v v v
Estrés +

restriccion 4 v 4 v v

Tabla 1. Distribucion de las manipulaciones experimentales a lo largo de un ciclo
segun el grupo, de acuerdo al modelo de restriccion-realimentacion + estrés. Lo
experimentos constaron de 4 ciclos (experimento con choque eléctrico) o 3 ciclos
(experimento con inmovilizacion).
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Acceso intermitente a una solucion de sacarosa

Se expusieron a tres grupos de ratas pareadas por peso corporal (entre 250 y 300
gr al inicio del experimento) a distintos regimenes de acceso a alimento palatable
(sacarosa 10% w/v). En breve, el grupo Ad Libitum (n=13) tuvo acceso al alimento
palatable 24 horas al dia, el grupo Intermitente (n=16) 2 horas al dia 4 horas posteriores
al inicio de la fase de oscuridad (12:00 pm), y el grupo Control (n=14) no tuvo acceso al
alimento palatable. Todos los grupos se mantuvieron con acceso a alimento estandar y
agua corriente sin restricciones. La solucion de sacarosa fue preparada diariamente.
Las condiciones asignadas a cada grupo se mantuvieron por 28 dias. La ingesta de
alimento palatable y estandar fue registrada diariamente (en gramos, posteriormente
convertida a Kcal) en los tres grupos durante las dos horas en las que el grupo
Intermitente tuvo acceso a la solucion de sacarosa, y el peso corporal fue registrado al
inicio del experimento y posteriormente de manera semanal. En una muestra de cada
grupo (Control n=6; Intermitente n=6; Ad libitum n=4) se registr6 el consumo de
alimento estandar y palatable a las 24 horas durante los ultimos 4 dias del protocolo.
Este modelo de CTA fue el que se mantuvo para todos los experimentos posteriores.

Determinacion de la fase del ciclo de estro

Una vez que los sujetos llegaron al bioterio, durante el tiempo de habituacion a las
condiciones experimentales y antes de realizar cualquier manipulacién experimental, se
determind diariamente la fase del ciclo estral en la que se encontraban por al menos
dos ciclos ( aproximadamentel0 dias) mediante citologia exfoliativa vaginal (Marcondes
et al., 2002), de manera que todos los sujetos comenzaran el protocolo de acceso a
sacarosa en la mitad de su fase de diestro. A lo largo de todo el protocolo de
entrenamiento, aproximadamente media hora antes del inicio de la fase de oscuridad
(07:30 am), se tom6 una muestra del lumen cervical de la rata con ayuda de un hisopo
de algod6n humedecido en solucién salina fisiolégica. La muestra se colecté en un
portaobjetos y fue fijada con calor, para posteriormente ser tefiidas con violeta de
cresilo al 1% por 5 minutos. El exceso de tinte fue lavado con agua destilada y se
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examind la muestra en un microscopio de luz a 100X. Las fases de diestro y estro se
determinaron tomando en cuenta la proporcion relativa de tres tipos de células en las
muestras (Figura 4). Los datos de ingesta de sacarosa y alimento estandar en cada
semana del protocolo fueron agrupados y comparados entre fase de estro y diestro.
Adicionalmente se registraron y compararon el nimero de ciclos completos de estro de

cada grupo a lo largo de todo el experimento (n= 5/grupo).

Figura 4. Microfotografias representativas de la citologia cervical. Durante la fase
de diestro (A) se aprecian pocas células nucleadas y anucleadas, mientras que los
leucocitos son abundantes (flechas). Durante la fase de estro (B) las células
cornificadas anucleadas son las predominantes (puntas de flecha). Magnificacion:
100X.

Conducta operante y determinacién de puntos de ruptura

Los sujetos de los 3 grupos (n= 5/grupo) fueron sometidos a entrenamiento de una
respuesta operante, y sus puntos de ruptura fueron obtenidos antes y después de la
induccion de la CTA. En la fase de entrenamiento los sujetos fueron expuestos a 2
sesiones de habituacion de 30 minutos cada una, bajo en programa de intervalo
variable 60s. Los siguientes 7 dias, los sujetos fueron sometidos a sesiones de 20
minutos de entrenamiento para presionar la palanca bajo el siguiente protocolo: el
primer dia bajo un programa razén fija 1 (RF1), el segundo dia bajo un programa razén
fijla 2 RF2, y el resto de los dias bajo un programa razon fija 5 (RF5). Todas las
sesiones terminaron cuando el sujeto consiguio los 30 reforzadores disponibles (pellet
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de sacarosa) o bien al transcurrir el tiempo fijado para cada sesion de 30 minutos.
Cuando el sujeto fallaba en adquirir la respuesta en la primera sesion, esta fue
entrenada mediante moldeamiento por aproximaciones sucesivas (Catania, 1979 citado
en Domjan, 1998).

En la Fase de determinacion de Puntos de Ruptura (BP) los sujetos fueron
expuestos a un programa de razon progresiva (RP) en el que los requerimientos en la
respuesta para obtener un reforzador se incrementaron de manera progresiva de
acuerdo con la siguiente serie: 1, 2, 4, 9, 12, 15, 20, 25, 32, 40, 50, 62, 77, 95, 118, 145,
178, 219, 268, 328. Los valores anteriores se obtienen mediante la ecuacion: Razon =
[5e(0.2 x numero de ensayo)] — 5 (Floresco, et al., 2008; Richardson & Roberts, 1996).
La sesién de RP termind cuando el sujeto fallé en obtener al menos una recompensa en
4 minutos y se consider6 como BP la razon completada antes de que la sesion

terminara.

Posteriormente los sujetos fueron sometidos al protocolo de CTA con acceso
intermitente a sacarosa excepto que, una vez por semana, los sujetos de los tres
grupos fueron restringidos de alimento estandar y/o soluciéon de sacarosa, por 4 horas
al inicio del ciclo de oscuridad y se les expuso a una sesioén con el programa de RF5
con el fin de evitar un deterioro en la respuesta previamente establecida. Los datos de
ingesta de solucion de sacarosa y alimento estandar de estos dias fueron excluidos de
analisis posteriores. Concluido el protocolo de CTA, todos los sujetos regresaron a una
dieta estandar ad libitum y sus Puntos de Ruptura (BP) y Tasa de respuesta fueron

nuevamente determinados (Post acceso a sacarosa).

Los datos de los ensayos completados de los ultimos 3 dias con estabilidad al
80% fueron usados para los analisis estadisticos, tanto de la fase pre acceso a
sacarosa como de la fase post acceso a sacarosa. De los 15 sujetos, 11 cumplieron el
criterio de estabilidad en los primeros 5 dias de evaluacién pre acceso a sacarosa,
mientras que en la evaluacion post acceso 12 sujetos cumplieron el criterio en los

primeros 6 dias de evaluacion. Ningun sujeto en cualquiera de las dos evaluaciones
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demord mas de 11 sesiones en alcanzar el criterio de estabilidad. El desarrollo de este
procedimiento se muestra en la Tabla 2.

Las sesiones de entrenamiento en la respuesta operante asi como las
evaluaciones de los puntos de ruptura se realizaron entre las 10:00 am y 2:00 pm (2 a 6

horas posteriores al inicio de la fase de oscuridad).

Fase
Entrenamiento Puntos de Protocolo conductatipo Puntos de
ruptura atracén (CTA) ruptura
>

Programas IV 60, RF1,RF2 Razdn RF5 una vez a la semana Razon Progresiva

y RF5 Progresiva
Dieta Estandar ad Estandar ad Segun el protocolo de Estandar ad

libitum libitum conducta tipo atracon. libitum

Restriccion 4 horas una vez a

la semana.

Tabla 2. Dietas y programas en orden cronoldgico (segun la flecha) a los que
fueron expuestos los sujetos a fin de obtener sus puntos de ruptura.

Andlisis microestructural de la conducta de ingesta de alimentos

En el dltimo dia de entrenamiento en el modelo de CTA (dia 28), un grupo de
sujetos (n=15; 5/grupo) fue video grabado por 60 minutos durante el intervalo en que los
sujetos del grupo Intermitente expresaban la conducta tipo atracén (12:00 pm) y la
microestructura fue determinada (Blundell, 1986) computando los siguientes

parametros:

1. Frecuencia: es el numero de episodios alimentarios en el registro continuo de 60
minutos. Un episodio alimentario es un periodo de alimentacion no interrumpido

por otra conducta.
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2. Duracion (s): es el tiempo total de ingesta dividido entre la frecuencia de los
episodios alimentarios.

3. Intervalos entre episodios alimentarios (S); es la media de tiempo que transcurre
entre un episodio alimentario y otro.

4. Latencia (s): es el tiempo que tarda un sujeto en iniciar el primer episodio
alimentario.

5. Tasa local de alimentacion (kcal/Duracion): es la proporcion de alimento ingerido
por unidad de tiempo (ingesta total en kcal/Duracion promedio).

6. Actividad (s): tiempo en el que el sujeto realizaba conductas diferentes a
alimentarse, beber o descansar, por ejemplo olfatear, levantarse en sus patas
traseras, acicalarse, desplazarse dentro de su caja habitacibn y movimientos no
ambulatorios.

7. Descanso (s): inactividad con o sin los ojos cerrados, con la cabeza de la rata en

el piso de la caja habitacién.

Microinyecciones intracerebrales de Raclopride

Un grupo independiente de sujetos del grupo Intermitente (n=4) fue canulado en el
SNAcc unilateralmente, y luego del periodo de recuperacion de al menos tres dias con
alimento estandar ad libitum, se continu6é con el acceso intermitente a sacarosa hasta
gue presentara un consumo estable similar a su consumo previo a la cirugia por 3 dias
consecutivos. Al quinto dia se realizé una inyeccion simulada (mock injection), en la que
se manipul6 y colocé el inyector en la canula guia del sujeto durante 3 minutos en
condiciones similares a las de una inyeccion real, y al dia siguiente 3.5 horas después
del inicio de la fase de oscuridad se administr6 a través de la canula guia el tratamiento
farmacoldgico (0.5ul de raclopride 18 nM, a una velocidad de infusion de 0.25 ul x
minuto); es decir, las evaluaciones farmacoldgicas se llevaron a cabo a la misma hora

en que los sujetos solian tener acceso a la solucion de sacarosa (12:00 pm).

Posterior a las microinyecciones los sujetos fueron devueltos a sus cajas

habitacion, se les dio acceso a alimento estandar, agua corriente y sacarosa al 10% en
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bebederos separados. Los sujetos fueron video grabados y se determind la

microestructura de su conducta alimentaria.

Diseccion e histologia de tejido adiposo

Dado que el acceso a dietas altas en carbohidratos puede provocar la
acumulacion de tejido graso excesivo en algunos depdsitos corporales, asi como
inflamacion de los adipocitos (Fonseca et al., 2020; Sanchez-Tapia, et al., 2019), ambas
alteraciones relacionadas a disfunciones metabdlicas (Burchfield et al., 2018), se
exploré también si la exposicion diferencial a sacarosa esta asociada con alteraciones
en la acumulacion de grasa corporal o en la morfologia de los adipocitos. Al final de los
experimentos los sujetos fueron sacrificados con una sobredosis de pentobarbital
sédico intraperitoneal (n= 4/grupo), se extrajeron los depdsitos de grasa inter-escapular,
mesentérico, retroperitoneal, perirenal y gonadal y se pesaron para su comparacion
posterior (Mann, et al., 2014). Las medidas fueron expresadas como la normalizacién

del peso del depésito de grasa en mg por cada 100 gr de peso corporal.

Muestras independientes de tejido adiposo mesentérico (n= 4/grupo) fueron
extraidas y fijadas en paraformaldehido al 4%, posteriormente deshidratadas en alcohol
y embebidas en parafina ParaPlast® (Sigma Aldrich, Toluca, México). Los bloques de
parafina fueron cortados en rebanadas de 20 um de grosor, hidratadas y tefidas con
hematoxilina-eosina. Una vez tefiidos, las rebanadas de tejidos fueron deshidratadas y
preservadas en Entellan®. Los especimenes fueron examinados usando un
microscopio de luz (Leica DM 500) y una camara digital acoplada (Leica ICC 50 HD), y
se capturaron microfotografias con una magnificacién de 100X. Se seleccionaron dos
campos por sujeto de manera aleatoria y se determiné el area de cada adipocito en el
campo (um?) con el plug-in Adiposoft (Galarraga et al., 2012). Las areas de los
adipocitos observados fueron comparadas entre grupos (grupo Control n= 443; grupo
Intermitente n= 460; grupo Ad libitum n= 469).
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Determinacion de la expresion de receptores D2 del SNAcc mediante inmunoblot

Sujetos sometidos al protocolo de CTA (12 sujetos por grupo, Control, Intermitente
y Ad libitum) fueron sacrificados, las muestras de tejido del SNAcc de cada grupo
fueron divididas (4 sujetos por grupo) antes de homogenizarse, de manera que el
experimento se pudiera llevar a cabo por triplicado en muestras de tejido

independientes (n=3 muestras de homogenados independientes por grupo).

Los sujetos fueron decapitados sin anestesia, sus cerebros se extrajeron y
rapidamente fueron transferidos aCSF con la siguiente composicion (nM): 118.25 NacCl,
1.75 KCI, 1 MgSO, 1.25 KH,;PO4, 25 NaHCOg3, 2 CaCl y 10 p-glucosa. El cerebro fue
fijado en una caja de Petri llena de aCSF a 4°C y con ayuda de un vibratomo (Campden
Inc., Cambridge UK) se obtuvieron cortes coronales de 300 uym que contenian la
porcion shell del ndcleo accumbens que posteriormente fue disecada con un
sacabocados. Las muestras de tejido se suspendieron y homogenizaron en sacarosa
0.32 M, se centrifugaron a 3000 rpm a 4°C por 15 minutos. El sobrenadante fue
reservado (muestra de proteinas totales) y la pastilla de precipitado fue descartada. Se
afiadié a las muestras un coctel de anti-proteasas y anti-fosfatasas a base de PMSF
(Thermo Fisher Scientific) y cOmplete Roche (Sigma-Aldrich) en una proporcién de 5y
10 pl por cada 500 pl de muestra, respectivamente. Las muestras fueron sonicadas por
20 segundos al 30% de potencia con un sonicador de 130 Watt (Cole-Parmer 130-Watt
ultrasonic processor), y se tomaron alicuotas de 3 ul de cada muestra para determinar
su concentracion de proteinas mediante el método de Bradford. Se agregd buffer
muestra (25 ml 1 M Tris-HCI ph 6.8; 0.5 ml de agua desionizada, 1 g de SDS, 0.8 ml de
azul de bromofenol al 0.1%, 4 ml de glicerol, 2 ml de B-mercaptoetanol 14.3 M) a todas
las muestras en una proporcion de 3:1 y fueron hervidas en bafio maria por 10 minutos.
Cantidades iguales de proteina (50 pg) asi como un marcador de peso molecular (10-
250 kDa, Precision Plus Protein, Bio-Rad Laboratories, Inc.) fueron cargados en geles
de poliacrilamida al 30% y separados mediante electroforesis, posteriormente fueron
transferidas a membranas de PVDF y bloqueadas con leche sin grasa al 5% en TBS-

tween 0.1% en agitacion constante por 2 horas (Rangel-Barajas et al., 2011).
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Las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios rabbit anti-D2R
(Millipore AB5084P) en TBS-Tween 1:800, 4°C por 12 hrs en agitacion constante; o
mouse anti-Actina (donado generosamente por el Dr J. M. Herndndez, Departamento
de Biologia Celular, CINVESTAV) en TBS-tween 0.1% 1:250, 4°C por 2 hrs en agitacion

constante.

Luego de realizar lavados con TBS-Tween, las membranas fueron incubadas con
sus respectivos anticuerpos secundarios: HRP anti-rabbit (Abcam ab97051) en TBS-
Tween 1:2000 a temperatura ambiente por 2 horas; o bien HRP anti-mouse (Life

Technologies 62-6520) en TBS-Tween 1:2000 a temperatura ambiente por 2 horas.

La deteccion se llevo a cabo con el sistema de deteccion por quimioluminiscencia
ECL Plus (General Electric) usando placas fotograficas de alta sensibilidad (Amersham
Hyperfilm ECL) (Cruz-Trujillo et al., 2013; Rangel-Barajas et al., 2011). La banda
ubicada en el peso molecular de 50 KDa correspondié a la asociada al receptor D2,

mientras que las bandas ubicadas en 37 KDa correspondieron a la actina.

La densidad o6ptica correspondiente a la proteina de D2R fue normalizada para la
densidad Optica correspondiente de la proteina actina determinada en cada muestra;
los cambios en la densidad Optica fueron comparados entre grupos. Brevemente, las
placas fotograficas fueron digitalizadas en imagenes de 8 bits; empleando la
herramienta de analizador de geles del software ImageJ, las ROl (bandas
correspondientes a cada carril, muestras y controles de carga) fueron definidas y sus
perfiles fueron trazados (representacion grafica de la densidad relativa de la banda) y
cuantificados (Gassmann, et al., 2009).

Inmunofluorescencia anti- D2R, GAD67 y TH

Posterior al entrenamiento en el modelo de CTA, un grupo de sujetos (n=12) fue

sacrificado y se determind la inmunorreactividad para el D2R en neuronas positivas a
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TH o positivas a GAD67 en cortes de encéfalo que contenian el SNAcc. Los sujetos
fueron anestesiados con pentobarbital sédico (36 mg/Kg de peso, i.p.) y se perfundieron
de manera transcardiaca con ~300 ml de PBS/15 minutos y posteriormente con ~300 ml
PFA al 4% en PBS. Se extrajo el encéfalo y se fijo por 24 horas en PFA 4% y 48 horas
en sacarosa al 30%. Por medio de un criostato se obtuvieron cortes coronales de 20pm
que contenian el SNAcc. Los cortes fueron tratados con borohidruro de sodio en PBS al
1%, luego fueron hervidos por 10 min en bafio maria en buffer de citrato de sodio
0.01M, se bloguearon en solucion de lavado por 2 horas [BSA 1%, suero Normal
Donkey Serum 5% (Abcam ab7475), suero Normal Goat Serum 5% (Merk Chemicon
$26100ml) y azida de sodio 0.02%] y se permeabilizaron por 30 minutos (Triton x100 al

0.3% en solucion de lavado).

Las muestras fueron incubadas por 72 horas a 4°C en agitacién constante con los
anticuerpos primarios rabbit anti-D2R (Millipore AB5084p; 1:400) y mouse anti-TH
(T1299 Sigma-Aldrich; 1:400) o bien rabbit anti-D2R y mouse anti-GAD67 (Millipore
Mab5406; 1:400) para colocalizar receptores D2 y TH, o receptores D2 y GAD67,
respectivamente. Posteriormente se incubaron por 24 horas a 4°C en agitacion
constante con los anticuerpos secundarios Alexa Fluor 488 Donkey anti-rabbit
(Invitrogen H21206; 1:200) y Alexa Fluor 594 Goat anti-mouse (Invitrogen A11005;
1:200). Todos los anticuerpos fueron diluidos en la solucion de lavado. Una muestra
independiente de tejido fue usada como control negativo, incubandola Unicamente con
los anticuerpos secundarios. Finalmente, las muestras fueron montadas en portaobjetos
con un medio de montaje VECTASHIELD® con DAPI (Abcam ab 104139) para marcar
ndcleos, se cubrieron con cubreobjetos, se sellaron con barniz y fueron almacenadas

en oscuridad a 4° C hasta su uso.

Las muestras fueron examinadas en un microscopio laser confocal (Leica-
microsystems SP8) en el cual se adquirieron imagenes de 1024 x 1024 pixeles con 7
cortes dpticos consecutivos a intervalos de 4.626 uym en el eje Z. Los fluoréforos de las
muestras fueron excitados a 488 nm (para FITC; verde), 540 nm (para TRITC; rojo) y

650 nm (para CY5; azul). Posteriormente las imagenes fueron analizadas con el
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software de acceso libre ImageJ (NIH, Bethesda, MD). Las densidades Opticas de las
ROIs fueron cuantificadas; en breve, para cada muestra los 7 cortes Opticos de los 3
canales (rojo: alexa 594; verde: alexa 488; azul: DAPI) fueron superpuestos y
proyectados sobre el eje Z (intensidad promedio) para identificar las ROIs. En cada ROI
los cortes dpticos en los que no se identifico sefial en el canal verde (alexa 488) fueron
descartados, y los restantes fueron proyectados nuevamente sobre el eje Z y la media
de la sefial de dicho canal fue cuantificada (la suma de la densidad Optica de todos los

pixeles de la ROI, dividida entre el total de los pixeles).

En el caso de las muestras incubadas con los anticuerpos rabbit anti-D2R y mouse
anti-TH la sefal en el canal verde correspondié a la inmunorreactividad del D2R en
neuronas dopaminérgicas; mientas que para las muestras incubadas con los
anticuerpos rabbit anti-D2R y Mouse anti-GAD67, dicha sefal correspondié a la

inmunorreactividad del D2R en neuronas GABAérgicas.

Para los analisis cuantitativos las imagenes fueron procesadas sin ajustes de
contraste 0 ganancia; mientras que para las figuras representativas de microscopia
confocal, dichos parametros fueron ajustados con ImageJ y las imagenes resultantes
fueron montadas con Adobe Photoshop (version 21.0.3; Adobe Systems Inc.) para fines
ilustrativos. Las densidad 6ptica media (sumatoria de la densidad éptica de todos los
pixeles de la ROI / numero total de pixeles de la ROI) de las regiones de interés fueron

comparadas entre grupos, segun se muestra en la Tabla 3.

Andlisis Histoldgico

Los sujetos canulados en el SNAcc fueron sacrificados con una dosis letal de
pentobarbital sédico, el encéfalo fue extraido, fijado con formaldehido al 10% por al
menos un dia y seccionado en cortes coronales de 300 ym para determinar los sitios
reales de inyeccion. Los datos de aquellos sujetos cuyas inyecciones se registraron

fuera de la region de interés se excluyeron del analisis estadistico.
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Disefio experimental para inmunohistoquimica

D2R - TH

D2R - GADG67

Control

Intermitente

Ad libitum

2 sujetos
7 cortes 6pticos por sujeto
9 ROIs

2 sujetos
7 cortes 6pticos por sujeto
8 ROIs

2 sujetos
7 cortes 6pticos por sujeto
7 ROIs

2 sujetos
7 cortes Gpticos por sujeto
14 ROIs

2 sujetos
7 cortes Gpticos por sujeto
12 ROIs

2 sujetos
7 cortes 6pticos por sujeto
7 ROIs

Tabla 3. Se muestran los tratamientos inmunohistoquimicos a los que se
sometieron los tejidos de los diferentes grupos. Por cada condicion se usaron 2 sujetos
y de cada muestra se obtuvieron 7 cortes Opticos, de los cuales se pudieron obtener de
8 a 14 ROIs (regiones de interés).

Disefio experimental y procedimiento

El estudio fue disefiado para emplear la menor cantidad de animales posible, por
lo que algunos sujetos estuvieron sometidos a mas de una condicidn experimental. En
la Tabla 4 se resume el disefio experimental empleado posterior a la implementacion

del modelo de conducta tipo atracén.

Anadlisis estadistico.

El peso corporal y el cambio del peso (A) de los sujetos fueron comparados
mediante una ANOVA de dos entradas de medidas repetidas, usando los factores
Grupo y Tiempo (Semana o ciclo), seguida de la prueba post hoc de Tukey para

determinar la fuente de la significancia. Para el experimento de ciclos de restriccion-
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realimentacién, la ingesta de alimento estandar y palatable en kcal fue comparada
usando ANOVAs de 2 entradas, con los factores Estrés (estrés y sin estrés) y
Restriccidn (restriccion y sin restriccion), seguidas de la post hoc de Tukey cuando se
requirio; mientras que para el modelo de acceso intermitente a sacarosa la ingesta en
kcal se compar6 usando un ANOVA de dos entradas con los factores Grupo x Tiempo

(dias) seguida de la prueba post hoc Tukey para las comparaciones multiples.

La ingesta calorica (alimento estandar y sacarosa) durante las fases del ciclo de
estro fue comparada usando ANOVAs de dos entradas considerando la fase de estro
(estro y diestro) y grupos (Control, Intermitente y Ad libitum) como factores entre

grupos.

Para calcular la significancia de las diferencias en las evaluaciones operantes
(tasa de respuesta y puntos de ruptura) se emplearon ANOVAs de dos entradas,
considerando la exposicién a la solucién de sacarosa (antes del acceso a la sacarosa,
después del acceso a la sacarosa) como el factor entre grupos y Control, Intermitente y

Ad libitum como los grupos.

Debido a que los datos de la caracterizacion de la microestructura alimentaria no
se distribuyeron normalmente (prueba de Shapiro-Wilk) y/o las varianzas no fueron
uniformes, los datos fueron transformados por transformacién de raiz cuadrada (Field,
2013), posteriormente los valores atipicos fueron identificados y removidos de acuerdo
a la prueba de Grubb, finalmente se emple6 un ANOVA de una entrada para revelar las
diferencias entre grupos (Control, Intermitente, Ad libitum e Intermitente + raclopride) en
la microestructura de la conducta alimentaria (duracion y frecuencia de episodios
alimentarios, intervalos entre comidas, latencia, tasa local de alimentacion, actividad y
descanso). Los ANOVAs significativos fueron seguidos por la prueba post hoc

Bonferroni.

La acumulacion de tejido graso (mg/100 de peso corporal) fue comparada

mediante una ANOVA de 2 entradas usando los factores Grupo (Control, Intermitente y
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Ad libitum) y Depésito de grasa (mesentérico, gonadal, inguinal, retroperitoneal,
perirenal, tejido adiposo pardo interescapular y total), seguida de la prueba post hoc de
Tukey cuando fue apropiado. Mientras que el tamafio de los adipocitos del tejido
mesentérico (en pm?) fue comparado entre grupos (Control, Intermitente y Ad libitum)
mediante un ANOVA de una entrada, seguida de la prueba post hoc Tuckey para

determinar la fuente de la significancia.

Los cambios en la expresion relativa del receptor D2 fueron comparados mediante

la prueba estadistica de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba post-hoc de Dunn.

Los datos de los experimentos de inmunohistoquimica mostraron una distribucion
normal, segun la prueba de Shapiro-Wilkk. La densidad O6ptica media de la
inmunorreactividad del D2R en neuronas TH+ y GAD67+ fue comparada entre grupos
mediante un ANOVA de una entrada, y las comparaciones multiples se llevaron a cabo
mediante la prueba post hoc de Tukey. Los resultados de todos los experimentos son

mostrados como la media * el error estandar de la media (S.E.M).
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Resultados

Los resultados de los experimentos de acceso intermitente a sacarosa, ciclo de
estro, acumulacion de tejido adiposo, motivacion por el alimento palatable,
microestructura de la conducta alimentaria, y bloqueo farmacoldgico del receptor D2

fueron previamente publicados en Suarez-Ortiz et al., (2018).

Implementacion de un modelo de conducta tipo atracon

A fin de implementar un modelo que replicara de manera consistente una
conducta similar al atracon (aumento en la ingesta de un alimento palatable durante un
periodo discreto en ausencia de hambre fisioldgica) se probaron dos modelos de
manera secuencial. El primer modelo consisti6 en ciclos sucesivos de restriccion y
realimentacién con alimento palatable, seguidos de la administracién de un estimulo
estresor que precipitaria el atracon. Dos estimulos estresores fueron probados en
experimentos independientes: la administracién de choques eléctricos y la restriccion de

movimiento (inmovilizacion).

En el experimento en que se probaron los choques eléctricos como estimulo
estresor se encontraron efectos de los factores Grupo (F, 81y = 74.59; p<0.0001) vy
Tiempo (F, 27= 92.78; p<0.0001) sobre el peso de los sujetos, asi como su interaccion
(F(o4, 81y= 4.468; p<0.0001). Las pruebas post hoc revelaron que al final de las fases de
restriccion alimentaria los grupos sometidos a restriccion tuvieron una disminucion de
peso mayor que aquellos que permanecieron con alimento ad libitum (p<0.001),
adicionalmente el grupo Restriccion+estrés continud con un peso bajo durante los ciclos
de Realimentacién 2 y 4 (p<0.05), comparado con el grupo Control, y durante el ciclo 4
comparado con el grupo Restriccion (p<0.05) (Figura 5). Referente a la ingesta de
alimento estandar y palatable, no se observo efecto de los factores Dieta (Alimentos
estandar Vs. Alimento palatable) ni estrés (Estrés vs. Sin estrés), a las 2, 4 y 24 horas

posteriores a la administraciéon del estimulo estresor (Figura 6).
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En el experimento en que se empleo la inmovilizacién como estimulo estresor se
encontraron efectos de los factores Grupo (F, e3= 12.01; p<0.0001) y Tiempo (F, 21)=
87.14; p<0.0001) sobre el cambio en el peso corporal de los sujetos, asi como su
interaccion (Fs, 63= 4.468; p=0.0311). Las pruebas post hoc no encontraron diferencias
en las variaciones de peso corporal entre grupos en las fases de realimentacion; sin
embargo revelaron que al final de los ciclos de restriccion alimentaria 1, 2 'y 3 el grupo
Restriccion+Estrés disminuyé su peso comparado con los grupos Control y Estrés
(p<0.01), adicionalmente el cambio del peso corporal del grupo Restriccion tuvo un
comportamiento similar comparado con los grupos Control y Estrés en el ciclo de
restriccion alimentaria 2 (p<0.05) y solamente con el grupo Estrés en el tercer ciclo de
restriccion (p<0.05) (figura 7). Referente a la ingesta de alimento estandar y palatable,
no se observd efecto de los factores Dieta (Alimentos estandar Vs. Alimento palatable)
ni estrés (Estrés vs. Sin estrés), a las 2, 4 y 24 horas posteriores a la administracion del
estimulo estresor (Figura 8).

D Peso corporal

100+
@ Control
& Estrés
+# Restriccion
- Restriccion+estrés
50+
S)
0-

Figura 5. Cambio en el peso corporal de los sujetos sometidos a ciclos de
restriccién-realimentacion con estrés (choques eléctricos). Los datos se muestran en
media + S.E.M. * p<0.0001 grupo Restriccion+Estrés Vs Control y Estrés. # p<0.001
grupo Restriccion Vs Control y estrés. ## p<0.0001 grupo Restriccion Vs Control y
estrés. + p<0.05 Restriccion+Estrés Vs Control. § p<0.05 Restriccion+Estrés Vs Estrés.
n= 4/grupo.
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Figura 6. Ingesta en kcal de alimento estandar y palatable a las 2, 4 y 24 horas
posteriores a la administracion de choques eléctricos. No se encontré efecto de los
factores Dieta ni Estrés. n= 4/grupo.
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Figura 7. Cambio en el peso corporal de los sujetos sometidos a ciclos de
restriccién-realimentacion con estrés (restriccion de movimiento). Los datos se
muestran en media £ S.E.M. ** p<0.01 Grupo Restriccidon+estrés Vs Control y Estrés. *
p<0.05 Grupo Restriccion Vs Control y Estrés. # p<0.05 Grupo Restriccion Vs Estrés.
n= 4/grupo.

En el segundo modelo, consistente en el acceso intermitente a sacarosa al 10%,
se encontrd que los sujetos continuaron ganando peso durante el protocolo [factor
tiempo Fu, 40= 15.19; p < 0.01], sin encontrar diferencias significativas entre los grupos
(Figura 9). El consumo calérico de la dieta estandar disminuy6 en lo grupos con acceso
a sacarosa (acceso intermitente y acceso ad libitum) [factor tiempo F(27, 40)= 1.80; p <
0.01; factor grupo F(z, 40= 33.57; p < 0.001] (Figura 10A). Durante las 2 horas de registro
los sujetos del grupo Intermitente consumieron mas kilocalorias de sacarosa
comparados con el grupo Ad libitum, alcanzando un consumo estable desde la segunda
semana del protocolo [interaccion F, »7y= 3.56; p < 0.001; factor tiempo F, 27= 1.99;p <
0.05; factor grupo F(1, 40) = 89.89; p < 0.001] (Figura 10B); llegando a un consumo de

=197% respecto al grupo Ad libitum durante la Gltima semana del protocolo.
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Figura 8. Ingesta en kcal de alimento estandar y palatable a las 2, 4 y 24 horas
posteriores a la restriccion de movimiento. No se encontrd efecto de los factores Dieta

ni Estrés. n=4/grupo.
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Por otra parte, la ingesta calérica total (sacarosa + alimento estandar) a las 2
horas fue mayor en el grupo Intermitente, alcanzando en las ultimas dos semanas un
=208% mas kilocalorias totales respecto al grupo Control [Interaccion Fsa, 10s0) = 1.866
p=0.0002; factor Tiempo F(7, 1080= 2.581 p<0.0001; factor Grupo F, a0= 83.3
p<0.0001)] (Figura 11A). Cuando se analizaron las ingestas totales de 24 horas de los
ultimos 4 dias del protocolo, se encontré que la ingesta durante el periodo de atracon
representd el 27.52% de la ingesta diaria del grupo Intermitente, ademas de que el
grupo Ad libitum era el que consumia mas kilocalorias totales diarias respecto a los
grupos Control e Intermitente [Interaccion F( s5= 4.571 P= 0.01; factor tiempo F(i, s5)=
467 p< 0.0001; factor grupo F(,, s55= 3.817 p=0.02; 2 horas control Vs. Intermitente p=
0.04; 24 horas control vs. Ad libitum p=0.007)] (Figura 11B).

Peso corporal

-©- Control
350- -o— Intermitente
-~ Ad libitum
300+
>
250+
200-
0 1 2 3 4
Semana

Figura 9. Peso corporal (gr) de los animales expuestos de manera diferencial a la
solucion de sacarosa al 10%: sin acceso (Control, n=14), 2 horas de acceso diario
(Intermitente, n=16), y acceso las 24 horas (Ad libitum, n=13) durante los 28 dias del
protocolo. Los datos se muestran como la media + S.E.M. (Suarez-Ortiz et al., 2018).
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Figura 10. Ingesta diaria de alimento estandar (A) y solucion de sacarosa (B) de
los sujetos durante los 28 dias del protocolo de induccion de CTA (Control n=14;
Intermitente n=16; Ad libitum n=13). La ingesta de alimento estandar y solucion de
sacarosa fue medida en gramos durante un periodo de 2 horas, convertido a Kcal y
expresado como media = S.E.M. (A) *p<0.05, **p<0.01 grupo Intermitente Vs. grupo
Control; f p<0.05 Ad libitum vs. grupo Control. (B) **p<0.01, ***p<0.001 grupo
intermitente vs. grupo Ad libitum (Suarez-Ortiz et al., 2018).
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Figura 11. Ingesta calérica total diaria de alimento estandar + solucion de
sacarosa consumidas a las 2 horas (Control n=14; Intermitente n=16; Ad libitum n=13)
durante los 28 dias del protocolo de exposicion a un alimento palatable (A) ***p<0.001
grupo Intermitente vs. grupo Control. En una muestra de sujetos de cada grupo (Control
n=6; Intermitente n=6; Ad libitum n=4) los datos de consumos totales a las 2 y 24 horas
de los ultimos 4 dias del protocolo fueron agrupados y comparados(B): las barras
negras representan el consumo total a las 2 horas y las barras blancas representan la
ingesta total a las 24 horas. *p< 0.05 grupo Intermitente Vs grupo Control; **p< 0.01
grupo Ad libitum Vs grupo Control. Los datos se expresan como la media = S.E.M.
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Relacion de la fase de estro con la conducta tipo atracén

A fin de determinar si las variaciones hormonales ciclicas propias de las ratas
hembra tenian influencia sobre la ingesta tipo atracon, se comparé la ingesta calérica
(alimento estandar, solucidn de sacarosa, e ingesta total) en cada una de las semanas
del protocolo usando la fase de estro (estro vs. diestro, n=7-14) como factor entre
grupos. Aunque los sujetos del grupo intermitente incrementaron su ingesta durante las
ultimas 3 semanas del protocolo comparados con el grupo Ad libitum [semana 2 F(, 33=
40.80; p>0.001; semana 3 F(, 33= 86.30; p>0.001; semana 4 F1, 3= 93.26; p > 0.001],
la ingesta entre las fases de estro y diestro permanecié sin cambios a través del
experimento (p= n.s.; Figuras 12-14). Todos los sujetos presentaron en promedio 6
ciclos estrales durante el protocolo de entrenamiento, sin embargo, el acceso diferencial
a la solucion de sacarosa no modifico significativamente el nimero de ciclos (Figura
15).
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Figura 12. Efectos de la fase de estro sobre el consumo Calorico (de alimento
estandar) de los sujetos expuestos diferencialmente a una solucién de sacarosa luego
de 1 (A), 2 (B), 3 (C) y 4 (D) semanas desde el inicio del protocolo (n= 5/grupo). La

ingesta de alimento fue medida en gramos durante un periodo de 2 horas, convertida a
calorias y expresada como la media + S.E.M. (Suarez-Ortiz et al., 2018).
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Figura 13. Efectos de la fase de estro sobre el consumo calérico (de sacarosa al
10%) de los sujetos expuestos diferencialmente a una solucion de sacarosa luego de 1

(A), 2 (B), 3(C)y 4 (D) semanas desde el inicio del protocolo (n= 5/grupo). La ingesta

de soluciébn de sacarosa fue medida en gramos durante un periodo de 2 horas,
convertida a calorias y expresada como la media + S.E.M. (Suarez-Ortiz et al., 2018).

67



A Ingesta total semana 1

251 [ Diestro
20 P Esto
= 151
(&}
X
10+
5-
o}
> @ &
& & &
ox & 5&\
« v
C Ingesta total semana 3
251 [ Diestro
20 B Estro
< 157
O
X
10+
5. '
oA
> @ N
& & <
< & ¥
&

B Ingesta total semana 2
251 [ Diestro
20- B Esto

< 151
O
~
104
5.
O.
0\.‘ \,Q./ Q&
& & 0
N & t>\>°\
N v
D Ingesta total semana 4
25+ [ Diestro
20 B Estro
e =
=< 151
(&}
%
104
5. ﬂ
O. |
&> @ N
S & &S
& & &
«* ¥

Figura 14. Efectos de la fase de estro sobre el consumo calérico total (alimento
estandar + sacarosa al 10%) de los sujetos expuestos diferencialmente a una solucion
de sacarosa luego de 1 (A), 2 (B), 3 (C) y 4 (D) semanas desde el inicio del protocolo
(n= 5/grupo). La ingesta de alimento estandar y solucién de sacarosa fue medida en
gramos durante un periodo de 2 horas, convertida a calorias y expresada como la

media =+ S.E.M. (Suéarez-Ortiz et al., 2018).
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Ciclos de estro durante el protocolo
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Figura 15. Numero de ciclos estrales completos presentados por los sujetos a lo
largo del protocolo de acceso a la sacarosa (n= 5/grupo). Los datos se muestran como
la media = S.E.M. (Suéarez-Ortiz et al., 2018).

Efecto de la conducta tipo atracén sobre la motivacion por el alimento palatable

Una vez establecido un modelo de CTA (acceso intermitente a sacarosa) se

evalu6é en un grupo independiente de ratas (control, intermitente, ad libitum, n=5 por

grupo) si el protocolo inducia cambios en la motivacion por el alimento palatable (pellets

de sacarosa sabor chocolate). La tasa de respuesta no fue afectada por el acceso a

sacarosa ni se encontraron diferencias entre grupos (Figura 16A). Sin embargo, el

punto de ruptura increment6 en aquellos sujetos con acceso ad libitum a la solucién de
sacarosa (F, 12=11.98; p<0.001) (Figura 16B).
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Figura 16. Tasa de respuesta promedio (A) y puntos de ruptura (B) de los sujetos
antes y después de someterse al protocolo de 28 dias de acceso a sacarosa (n=
5/grupo). Los datos se expresan como la media + S.E.M. *** p<0.001 pre-acceso a la
sacarosa vs. post-acceso a la sacarosa, grupo ad libitum (Suérez-Ortiz et al., 2018).

Efecto del bloqueo farmacolégico del receptor D2R sobre la microestructura de la
conductatipo atracon

Con el objetivo de detectar cambios sutiles en la ingesta no revelados por la
simple mediciobn del consumo energético, se caracteriz6 la microestructura de la
conducta alimentaria en animales con CTA (n=7). Adicionalmente se prob6 la hipotesis
de que la administracion de raclopride (antagonista del receptor dopaminérgico D2 a
una dosis 10 veces mayor de la K;, 18 nM, n=4) bloquearia los cambios conductuales
inducidos por el acceso intermitente a la solucion de sacarosa. Dado que el atracén
involucra el consumo de una gran cantidad de alimento en un periodo breve de tiempo,
los parametros conductuales analizados fueron los del primer periodo de 60 minutos,

aunqgue el grupo intermitente tuvo acceso a la solucion de sacarosa por 2 horas todos
los dias.

Se encontré que el acceso intermitente a la sacarosa incremento la frecuencia de
los episodios alimentarios (F3 20= 19.26; p<0.001), y produjo una disminucion
significativa de la duracion del episodio alimentario (F, 19= 8.19; p<0.01), intervalos

entre comidas (F(, 19= 8.76; p<0.001) y de la latencia (F3, 19= 25.54; p<0.001; Figura
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17 A-D), reflejando numerosos episodios alimentarios consecutivos de corta duracion
que pueden ser analogos a las observaciones clinicas de deseo por alimento,
particularmente por azucar y otros carbohidratos, lo que puede precipitar y mantener
vigente la ingesta impulsiva. El bloqueo farmacologico de los receptores D2 en el
SNAcc previno los cambios en la duracion y frecuencia de episodios alimentarios, sin
afectar los intervalos entre episodios alimentarios ni en la latencia (Figura 17 A-D). El
acceso a la sacarosa, tanto intermitente como ad libitum, disminuyo los intervalos entre
episodios alimentarios y latencia (Figura 17 C, D), mientras que la duracion de la
actividad y el descanso, asi como la tasa local de alimentacién no fueron afectadas por
las manipulaciones experimentales (Figura 17 E, G).

Adicionalmente se comparé la ingesta en kcal (alimento estdndar, sacarosa y total)
de sujetos que expresaban la CTA (acceso intermitente a solucion de sacarosa) y que
recibieron una inyeccion de vehiculo o raclopride (18 nM) (Figura 18D). Se encontro
que el bloqueo del receptor D2 disminuy0 la ingesta de sacarosa respecto al grupo
vehiculo (t= 3.021: p<0.05) (Figura 18B). No se encontraron diferencias significativas en

la ingesta energética de alimento estandar ni en la ingesta total (Figura 18 A, C)
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Figura 17. Microestructura de los parametros de la conducta alimentaria:
frecuencia de episodios alimentarios (A), duracion de episodios (B), Intervalo entre
comidas (C), latencia (D), tasa local de alimentacion (E) y duracion de la actividad (F) y
descanso (G) de animales expuestos diferencialmente a una solucion de sacarosa (n=
5/grupo). Un grupo independiente de ratas (n=4) tuvo acceso intermitente a la solucion
de sacarosa por 28 dias, y luego de recuperarse de la cirugia estereotaxica se les
administro raclopride 18 nM en el SNAcc. Los datos estan expresados como la media +
S.E.M. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (Suarez-Ortiz et al., 2018).
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Figura 18. Efectos de la inyeccion intra- SNAcc de raclopride (18nM) sobre la
ingesta caldrica de alimento estandar (A), solucion de sacarosa (B), y total (alimento
estandar + sacarosa) (C), luego de 28 dias de exposicion intermitente a la solucién de
sacarosa (n=4 por grupo). La ingesta del alimento estandar y la solucién de sacarosa
fue medida en gramos durante un periodo de 2 horas, convertida a kcal y se expreso
como la media + S.E.M. Se muestra de manera esquematica los sitios de inyeccion en
el SNAcc (circulos negros) (Paxinos & Watson, 1986) (D). Veh, vehiculo; Raclop,
raclopride- *p< 0.05 (Suarez-Ortiz et al., 2018).
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Efecto de la conducta tipo atracdn sobre la acumulacién de grasa y la morfologia

de los adipocitos

Grupos independientes de ratas (n=5 por grupo; Control, Intermitente y Ad libitum)
fueron sacrificadas al final del protocolo de acceso a la solucidn de sacarosa y su tejido
graso diseccionado para determinar su peso relativo (mg/100 g de peso corporal) y el
tamafio de los adipocitos (tejido graso mesentérico; um?). La acumulacién de tejido
adiposo en los diferentes depdsitos y total permanecié sin alteraciones entre grupos
(Figura 19).

Por otra parte, el tamafo de los adipocitos se vio afectado de manera diferencial
por el tipo de acceso a sacarosa (F(2, 1269)= 9.676 p<0.0001): el acceso libre incrementd
de manera significativa comparado con el de los grupos Control (p= 0.0001) y Ad libitum
(p=0.001) (Figura 20).

Tejido adiposo

‘TS 8000-
(@]
o
3 6000- I T
§ [] Control
Q. 40004 B Intermitente
3 [J Ad libitum
S
g 2000-
2 . cam Olla Ol afa ——— LEL
\ N N N \ } .
& N & i & w &
& N N & % S
& & S N N
N N
Q.

Figura 19. Acumulacion de tejido adiposo en los diferentes depdsitos corporales
de ratas expuestas diferencialmente a la solucion de sacarosa (control, intermitente y
ad libitum; n= 4/grupo) durante 28 dias. IBAT, tejido adiposo pardo interescapular. Los
datos se expresan como la media £ S.E.M. (Suarez-Ortiz et al., 2018).
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Tamano de los adipocitos

B

Control Intermitente
-”’/ » j - \ \-t‘/ )‘\‘ l ‘\j . ({\
: { ,; ¥ A '/ ] \\}‘/::\:j \ A!\J( { /: 3 4
& < Y_ 5 3 1 1
‘:\k/ % /' ) < { ) ‘/' E‘v 4 ¥ r"‘ & \/L/"v \ £
T SIS L @5 U o AN
AT Y |l B
~¢ )< 2 - X = A \
1 N\l ¢ f ' \ St b e\ 1 2 4
A 7. ( 2l =) A- "',/ ’) (N
LA Y —'r\/ YA/ J*\»/ 'I ”; ;f' k § ‘{\ \/\\ . >y \-,b\
77 P TR T B oy oY
y “~ / Y A\ / \‘; X / ‘\ 1
> [ 9. i PN A 2 ‘
i P y 4 C ] l— ; ';"L, y L/ 5 i —
C o D Area de adipocitos
Ad libitum *kk
7 P I |
o = 2000~ 'Ll
s Y
2 ~ A —
A ;/ T { 1500+ —
» \ 1\//‘ \ A ot N
\ \ PSRN\ / £ 1000+
= A ‘\‘l 7 )// 2 1 =
f < ) o ) 500~
g / ; N\ ,,_\ \‘ J— 1 \
» y ( > 3 E 0-
\ N = \ ?/
N - i A T T T
) 1 \'(\ 2 5 - N
= L o @
- — o(’\é .{@(‘ .’oo{@'
- ) - (@) ‘6‘ 6\\
N v
O

Figura 20. Efecto del acceso diferencial a una solucién de sacarosa al 10%
(Control: sin acceso; Intermitente: 2 horas al dia; Ad libitum: acceso 24 horas) durante
28 dias sobre el tamafio de los adipocitos de muestras de tejido adiposo mesentérico.
Microfotografias representativas de los adipocitos teflidos con la técnica de
hematoxilina y eosina para los grupos control (A) n= 443, Intermitente (B) n= 460, y Ad
Libitum (C) n= 469. Los adipocitos del grupo Ad libitum presentaron un mayor tamafo
respecto a los de los grupos control (*** p=0.0001) e intermitente (p=0.001), medidos en
um? (D). Barra de escala = 100 um.
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Efecto de la conducta tipo atracédn sobre la expresion del D2R en el SNAcc

Como se menciond previamente, la ingesta tipo atracon de alimentos palatables
esta relacionada con alteraciones en la transmision dopaminérgica mesolimbica, por lo
que en el presente trabajo se evalud la expresion del receptor D2 en muestras de
proteina total de NAcc de ratas expuestas a sacarosa mediante inmunoblot (n=3 por
grupo; Control, Intermitente y Ad libitum). La prueba de Kruskal-Wallis revel6 diferencias
en la expresion del receptor D2 (H)=7.448; p<0.01), sin embargo no se observaron
diferencias significativas de los grupos Ad libitum o Intermitente respecto al grupo
Control. Estas diferencias solamente fueron significativas entre los grupos Intermitente
vs. Ad libitum (p<0.05) (Figura 21).
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Figura 21. Efecto de la exposicion diferencial a una solucion de sacarosa (ad
libitum o intermitente) sobre la expresion del receptor D2R relativa a la condicion control
(sin acceso a sacarosa) (A). La proteina del receptor D2R fue detectada mediante
inmunoblot de homogenados de SNAcc y su expresion relativa normalizada respecto a
su control de carga actina (B), * p< 0.05. n= 3/grupo.
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Efecto de la conducta tipo atracon sobre la inmunoreactividad de D2R en

neuronas positivas a THy GAD67

Mediante inmunofluorescencia, la expresion del receptor D2 fue cuantificada en
neuronas positivas a TH o DAG67 en rebanadas de cerebro que contenian el nucleo
accumbens. La especificidad de los anticuerpos primarios y la baja union inespecifica
de los anticuerpos secundarios se muestra en las microfotografias de las muestras

usadas como controles negativos (Figura 22).

Las figuras 23 y 24 muestran las sefiales de fluorescencia asociadas a TH-D2R y
a GAD67-D2R, respectivamente, asi como los ndcleos celulares y las superposiciones
de las mismas. Cuando se compard la sefial media del receptor D2 en neuronas
positivas a TH no se encontraron diferencias significativas entre grupos (F, 21y= 1.094;
p= 0.35) (Figura 25A); sin embargo al comparar la sefial media del receptor D2 en
neuronas positivas a GAD67 si se encontraron diferencias (F(2, 30= 39.48 P<0.0001): la
sefal asociada al receptor D2 en neuronas positivas a GAD67 fue significativamente
mayor para el grupo Ad libitum (p=0.0002) y menor para el grupo Intermitente

(p<0.0001) comparadas con la condicion control (Figura 25B).
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Figura 22. Microfotografias de la inmunofluorescencia de cortes usados como
controles negativos. Los cortes fueron incubados Unicamente con los anticuerpos
secundarios con el marcador Alexa 594 (A) y 488 (B); los nucleos celulares fueron
marcados con DAPI (C). Las flechas soélidas muestran la unién inespecifica del
anticuerpo marcado con Alexa 594 (A y D), mientras que las puntas de flecha abiertas
muestran la union inespecifica del anticuerpo marcado con Alexa 488. Barra de escala
50 um.
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Figura 25. Efecto del acceso diferencial a la solucion de sacarosa sobre la
inmunorreactividad del D2R en neuronas del SNAcc positivas a TH (Control n= 9,
Intermitente n= 8, Ad libitum n=7; A) o positivas a GAD67 (Control n= 14, Intermitente
n= 12, Ad libitum n=7; B). La sefial media (densidad 6ptica de la ROI / pixeles totales
de la ROI) del D2R en neuronas positivas a GAD67 aumentd en el grupo con acceso ad
libitum, mientras que en el grupo intermitente disminuyo (B); *** p<0.001, **** p<0.0001.
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Discusién

El presente trabajo tuvo como objetivo implementar un modelo de conducta tipo
atracon en ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley que permitiera determinar si la
fase del ciclo estral de la rata hembra se relaciona con cambios en la ingesta tipo
atracon, ademas de caracterizar la microestructura de dicha conducta y evaluar si
existen cambios en la motivacion por el alimento palatable y en la expresion del
receptor D2 del nlcleo accumbens. Los resultados demuestran que el acceso
intermitente a una solucion de sacarosa sin privacioén alimentaria genera un patrén de
consumo similar a la conducta de atracon, caracterizado en su microestructura por
numerosos episodios cortos de alimentacion y baja latencia para iniciar el primer
episodio alimentario, sin cambios en la motivacion por el alimento palatable. Esta CTA
se expresa de manera independiente al ciclo de estro. El bloqueo farmacolégico del
receptor D2 previene el aumento en la frecuencia la disminucion en la duracién de los
episodios alimentarios, ademas que disminuyé de manera selectiva la ingesta calérica
de solucion de sacarosa. Los resultados indican que la inmunoreactividad del receptor
D2 en neuronas positivas a GAD67 aumenté en los sujetos con acceso continuo, y

disminuy6 en los sujetos del grupo con acceso intermitente a la solucion de sacarosa.

En las siguientes secciones se discutiran y contextualizaran cada uno de los

experimentos y posteriormente se retomara la discusion de manera general.

Implementacion del modelo de CTA

En relacion con la implementacion del modelo de CTA mediante ciclos de
restriccion-realimentacion y estrés, no encontramos efecto individual ni sinérgico de la
privacion de alimentos o el estrés sobre la ingesta acumulativa a las 2, 4 o 24 horas de
registro. Como se esperaba, los sujetos sometidos a restriccion alimentaria perdieron
peso comparados con aquellos sin restriccion; sin embargo, lograban recuperar peso
corporal durante los periodos de realimentacion hasta alcanzar niveles similares a lo de

los sujetos sin restriccion (Figuras 5y 7), lo que indica que los cambios en la ingesta

82



vistos en los dias de las evaluaciones con el estrés no se deben a mecanismos

homeostéaticos compensatorios.

De acuerdo con el modelo, las manipulaciones experimentales replican la
conducta de restriccion dietaria y acceso a alimentos palatables, que precederian a la
conducta de atracOn precipitada por estrés. En el modelo animal este efecto es
selectivo para el alimento palatable y un minimo de tres ciclos de restriccion-
realimentacién es requerido, lo que sugiere que los sujetos eventualmente aprendieron
a reducir la experiencia aversiva del estimulo estresor a través del alimento (Hagan et
al., 2002).

Una posible explicacién para la discrepancia de nuestros resultados es que dicha
asociacién no se establecio debido a tres posibles escenarios: 1. el alimento no es
palatable, 2. no existié contigliidad o contingencia entre el estrés y el acceso al alimento

palatable, o bien 3. el estimulo "estresor" no induce la respuesta de estrés.

Respecto a la palatabilidad del alimento, el modelo original emplea galletas
rellenas (Nabisco Oreo), mientras que en este estudio se usé crema de cacahuate. En
un experimento piloto previo las galletas fueron descartadas (datos no mostrados)
debido a la gran cantidad de migajas que desprendian y que dificultaban la
cuantificacion de la ingesta, ademas de que dicho alimento no es uniforme en su
composiciéon y contenido calérico (galleta vs. crema), observando sujetos con
preferencia por uno u otro componente. Debido a su palatabilidad, la crema de
cacahuate se ha empleado para facilitar la autoadministracion de drogas via oral
(Zapata, et al., 2021), ademas su ingesta es disminuida con manipulaciones en el
ndcleo accumbens que se sabe atenuan la recompensa por alimentos palatables
(vallof, et al.,, 2020), y es un alimento comunmente usado en modelos de dieta de
cafeteria (Zeeni et al., 2013; Zeeni, Dagher-Hamalian, et al., 2015), aunque comparado
con alimentos ricos en carbohidratos es el menos preferido, apenas por encima del

alimento estandar (Cabanac & Johnson, 1983).
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Por otra parte, se sabe que el estrés promueve la ingesta de alimentos palatables
ricos en carbohidratos y que a su vez estos alimentos atentan los efectos psicolégicos
y fisiolégicos del estrés mediante reforzamiento negativo, por lo que sus propiedades
palatables y metabdlicas jugarian un papel importante en el desarrollo de la conducta
de atracén (Ulrich-Lai, 2016). El acceso intermitente/limitado a dichos alimentos altera
al eje HPA atenuando los niveles de corticosterona en modelos animales y en personas
que padecen TCA (Het et al., 2015; Kinzig, et al., 2008; Martin & Timofeeva, 2010;
Ulrich-Lal, et al., 2011); sin embargo para las dietas altas en grasas la evidencia no es
concluyente ya que en algunos estudios se ha encontrado que su consumo aplana la
respuesta endocrina a estimulos estresores (Auvinen et al., 2012; Dominguez-Vias, et
al., 2021), mientras que en otros sus efectos son similares al estrés al aumentar los
niveles del corticosterona, las conductas relacionadas a la ansiedad, la anhedonia y los
marcadores proinflamatorios (Dutheil, et al., 2016; Sivanathan, et al., 2015). Esta
inconsistencia se podria explicar por el sexo de los sujetos empleados, ya que el
aplanamiento de la actividad del HPA puede encontrarse en machos, pero no en
hembras (Kalyani, et al., 2016), lo que en el presente trabajo prevendria la asociacion

entre los efectos del estimulo estresor y un alimento que los atenue.

Finalmente, dos tipos de estresores —choques eléctricos y restriccion de
movimiento— fueron probados en experimentos independientes. Los choques eléctricos
son suficientes para activar el eje HPA, sin embargo al ser inminente su administracion
e inducir dolor también se relacionan con hipofagia y anhedonia (Anderson et al., 1996;
Reppucci, et al., 2013; Stam, et al., 2002), mientras que la restriccion de movimiento es
un estresor mas leve, sin dolor y que aumenta la ingesta de alimentos palatables, mas
cercano al estrés psicosocial en el ser humano (Epel, et al., 2001; Ulrich-Lai, 2016;
Wardle, et al., 2000). Los resultados muestran una ligera tendencia a aumentar la
ingesta de alimento estandar solamente en los sujetos sometidos a restriccidn de
movimiento, pero no los sujetos en los que se les estres6 con choques eléctricos

(Figuras 6 y 8).
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El estrés precipita una CTA en animales con historial de restriccion y
realimentacién, ademas de inducir alteraciones neurobiolégicas y conductuales
relacionadas a la recompensa analogas a las descritas en humanos (Corwin et al.,
2011), sin embargo bajo circunstancias particulares se ha fallado en replicarla (Consoli,
et al., 2009; Hancock, et al., 2005). En conjunto estos datos sugieren que un alimento
rico en grasas “poco" palatable, y sin carbohidratos no es adecuado para inducir

conducta tipo atracon en sujetos hembra.

En el segundo modelo se indujo CTA mediante el acceso intermitente a una
solucion de sacarosa al 10%, paralelamente dos grupos control contrastaron el acceso
ad libitum de dicha soluciéon y su ausencia. Los sujetos con acceso a sacarosa
mostraron una preferencia por dicho alimento respecto al alimento estandar (Figura
10A), y en particular los sujetos del grupo Intermitente mostraron un patrén tipico del
desarrollo de atracon en modelos animales al disminuir su consumo de alimento
estandar sin afectar significativamente el consumo total (Avena et al., 2006; Corwin et
al., 2011, Lardeux, et al., 2015; Rossetti et al., 2014); sin embargo, el grupo Intermitente
escal6é su consumo desde la primera semana manteniéndose estable hasta el final del
protocolo, consumiendo aproximadamente el doble de calorias (=197%) comparado con
el grupo Ad libitum (Figura 10B), lo cual es congruente con reportes de dicho
escalamiento desde la primera semana de acceso intermitente y que se relaciona con el
inicio de las alteraciones en diferentes sistemas de neurotransmision y sus receptores
(Avena, 2010; Corwin et al., 2011; Dileone et al., 2012). Cuando se tomé en cuenta la
ingesta caldrica total (alimento estandar + alimento palatable) el grupo Intermitente
consumio =208% mas calorias que el grupo control (Figura 11A). Al final del protocolo,
el grupo Ad libitum consumié mas kilocalorias que los otros dos grupos; el grupo
intermitente no aumentd su consumo calorico total diario, sin embargo consumia =27%

de su ingesta total durante el periodo de atracén (Figura 11B).

Estos datos concuerdan con la caracterizacion de la CTA como un aumento en la
ingesta de al menos 50% del consumo caldrico durante un intervalo de 1 a 2 horas

comparado con sujetos bajo condiciones similares, bajo condiciones de no restriccion
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alimentaria, y que representaria al menos 25% de la ingesta de 24 horas (Avena et al.,
2006; Cifani, et al., 2009; Corwin et al., 1998; Halpern et al., 2013; Rada et al., 2005;
Zepeda-Ruiz, et al., 2020); ademas de ser consistentes con los de estudios que
relacionan el acceso restringido de alimentos palatables con el desarrollo de su
sobreingesta, conducta que se consideraria analoga al atracon (Corwin et al., 2011;
Hildebrandt & Ahmari, 2021), y con las observaciones clinicas de que si bien la
restriccion alimentaria puede estar presente, la ingesta tipo atracon estd mas alla de las
necesidades metabdlicas dado que se presenta también en sujetos saciados

(American Psychiatric Association, 2022).

Relacion de la fase de estro y la ingesta en la CTA.

Los niveles altos de estradiol (E2) se relacionan con una disminucion de la ingesta
durante la fase folicular en humanos y la fase receptiva del ciclo reproductivo en la rata
(Bell & Zucker, 1971; Drewett, 1973; Eckel, 1999; Pliner & Fleming, 1983; Varma et al.,
1999); en el mismo sentido, estudios con ratas que expresan CTA han encontrado que
la aparicion espontanea de la fase de estro o la administracion de E2 en sujetos
ovarectomizados e intactos reduce la ingesta caldrica de dietas altas en grasa (Alboni et
al., 2017; Brutman, et al., 2019; Micioni Di Bonaventura et al., 2017). En nuestro estudio
las fases de estro y diestro no se relacionaron con cambios en la ingesta de alimento
estandar, palatable o total (Figuras 12, 13 y 14), lo cual es congruente con estudios
previos que sugieren que el efecto inhibidor de la progesterona y el estradiol no se
presenta en sujetos con CTA durante la fase de estro (Calvez & Timofeeva, 2016; Yu,
Geary, & Corwin, 2011). La discordancia entre hallazgos apunta a que las distintas
variables metodolbégicas como el tipo de dieta, uso de estimulos estresores para inducir
CTA, hora de registro, dosis, y condiciones de administracion de las hormonas, podrian

explicar la divergencia de los resultados.
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Peso corporal, acumulacion de tejido adiposo y morfologia de adipocitos

El peso corporal de los sujetos se registro al inicio del experimento y luego de
manera semanal, sin encontrar diferencias significativas entre grupos en ninguna de las
mediciones (Figura 9), ademas, a fin de detectar posibles cambios sutiles en la
redistribucién de la grasa en los diferentes depoésitos se disecéd y compar6 el peso del
tejido adiposo mesentérico, gonadal, inguinal, retroperitoneal, perirenal, pardo
interescapular (IBAT) y total, sin hallar diferencias entre grupos (Figura 19). Estos
resultados son similares a los de otros estudios en los que la CTA se desarrolla sin que
haya cambios en el peso o la composicion corporal bajo protocolos de acceso de 4 - 6
semanas (Boggiano et al., 2007; Corwin et al., 1998). Otros estudios han encontrado un
aumento de peso significativo en sujetos con CTA de sacarosa, pero bajo protocolos de
12 semanas (Kreisler, et al., 2018). Estos datos sugieren que en modelos animales de
CTA el aumento del peso es dependiente de la duracion de la exposicion a la dieta

palatable.

Cuando se compard entre grupos el tamafio promedio de adipocitos del tejido
mesentérico, a pesar de que no se encontrd evidencia de redistribucion de la grasa en
los diferentes depdsitos, si se encontr6 una mayor tamafio en el grupo Ad libitum
comparado con los grupos Control e Intermitente (Figura 20A-D), hasta donde
sabemos, este es el primer estudio en reportar cambios a nivel histolégico en el tejido
adiposo mesentérico de ratas con CTA. Dichos cambios han sido asociados con
alteraciones metabdlicas relacionadas a dietas hipercaloricas (Burchfield et al., 2018;
Fonseca et al., 2020; Sanchez-Tapia et al., 2019; Wu et al., 2018), lo que sugiere que
estas alteraciones podrian estar presentes en nuestro modelo. En un estudio similar
gue indujo CTA se hallaron alteraciones metabdlicas independientes al aumento de
peso o redistribucion de la grasas en los diferentes depdsitos (Artiga et al., 2007). En
humanos la evidencia no es concluyente, mientras que en algunos estudios se ha
reportado una asociacion entre TPA e IMC, mayor acumulacion de grasa corporal en
general y visceral (Iceta et al., 2021; Mathisen et al., 2018), en otros no han encontrado

dicha relacion (Leone et al., 2018); sin embargo, la asociacion entre el aumento del
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riesgo de alteraciones metabdlicas en personas con TPA independiente a su condicion
de obesidad si se ha establecido (Dakanalis & Clerici, 2017; McCuen-Wurst, et al.,
2018)

Motivacién por el alimento palatable en ratas con CTA

Diversos estudios han relacionado la sobre ingesta de alimento en los protocolos
de CTA con alteraciones en el circuito de la recompensa, como el aumento persistente
en la liberacion de la dopamina y alteraciones en la sefializacién del receptor D2
(Colantuoni et al., 2001; Hajnal et al., 2008; Johnson et al., 2010; Rada, et al., 2005). De
acuerdo a estos reportes la sensibilizacion del sistema de recompensa predispondria al
sujeto a conductas de busqueda y consumo aberrantes de estimulos reforzantes, como
en el caso de las conductas adictivas y el desarrollo de obesidad inducida por dietas
palatables (Avena et al., 2012). Esta evidencia sugiere que el atracén en ratas
expuestas de manera intermitente a sacarosa incrementaria su motivacion por el
alimento palatable. Empleando un modelo de acceso limitado a grasa vegetal
hidrogenada en ratas macho, Wojnicki et al., (2010; 2013; 2015) encontraron que el
acceso intermitente (2 horas; lunes, miércoles y viernes) a este alimento induce un
aumento en la motivacién medida por programas de razon progresiva, comparado con
la condicion de acceso continuo (2 horas, 7 dias a la semana), de manera similar,
empleando como alimento palatable una emulsion a base de crema, aceite y azucar, se
analizé la microestructura del lengleteo durante el atracén encontrando que el
escalamiento en la ingesta se relacionaba con mayor numero de rafagas (burst licking)
y una menor latencia al primer lengieteo, ambos relacionados con aumento en la

motivacion (Lardeux et al., 2013).

Por el contrario, en este estudio no encontramos cambios en la motivacion
(breaking points; BP) (Figura 16B), ni en la tasa de respuesta durante la tarea operante
(Figura 16A) luego de la exposicion al protocolo de CTA. Nuestros resultados son
consistentes con los de estudios que emplearon chocolate en ratas hembra Wistar

(Presby, et al., 2020), Ensure® en ratas hembra Long Evans (Curtis et al., 2019), dieta
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alta en grasa y adicionada con sacarosa (5CYT Test Diet) en ratas hembra Wistar
(Rossetti et al.,, 2014), sacarosa (Zepeda-Ruiz, et al.,, 2020) o dieta de cafeteria
(Vazquez-Herrera, et al., 2021), en ratas macho Wistar, en los cuales tampoco se

observaron cambios en la motivacion posteriores al protocolo de CTA.

Los estudios que reportan un aumento en la motivacion emplean dietas altas en
grasa, mientras que los que reportan ausencia de este efecto, incluido el presente, han
utilizado dietas altas en carbohidratos o altas en grasas con sacarosa y/o al menos una
opcién rica en carbohidratos. En conjunto estos datos sugieren que los cambios en la
motivacion relacionados a la CTA pueden ser modulados por el tipo de dieta a la cual

se expone a los sujetos, lo que explicaria los resultados en sentidos opuestos.

Sin embargo, no podemos descartar que otros factores puedan estar interviniendo,
por ejemplo el sexo y edad de exposicion a la dieta palatable: Reichelt et al., (2016)
encontraron que la exposicion intermitente a sacarosa de los dias posnatales 28 al 56
puede incrementar los BP y este efecto es observado en las ratas hembra pero no en
los machos. Otros posibles factores son el tipo de progresion usada en el programa
operante (aritmética vs. exponencial) y el momento en que los BP son evaluados:
Vazquez-Herrera et al., (2021), encontraron que los BP tienden a disminuir durante las
primeras cinco sesiones post induccion de CTA en sujetos con y sin atracén cuando se
determinan mediante progresiones aritméticas; sin embargo el uso de progresiones
exponenciales revela que este efecto solo se encuentra en el grupo control y que es
prevenido por la conducta de atracon. En ambos experimentos encontraron que en las
tltimas cinco evaluaciones los BP tienden a recuperarse hasta alcanzar niveles
similares a la evaluacion pre-induccion CTA sin que se observen diferencias entre
grupos. Finalmente, el tiempo o intermitencia de exposicion a la dieta también pueden
tener efectos diferenciales: Curtis et al.,, (2019) compararon grupos con acceso
intermitente de 0, 2 y 6 horas a Ensure®, reportando que los grupos expuestos a la
dieta palatable desarrollaban sobre ingesta tipo atracén, sin embargo los BP solamente

aumentaron en el grupo con exposicion de 6 horas, mientras que en el grupo de 2 horas
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permanecieron sin cambios, lo cual también es congruente con nuestros hallazgos en el

grupo Ad Libitum, que tuvo una mayor exposicion a la sacarosa (Figura 16B).

La obesidad con ingesta excesiva de alimentos hipercal6ricos en humanos se ha
relacionado consistentemente con incrementos en los BP en infantes (9 a 18 meses)
(Kong, et al., 2015), nifios (Temple et al., 2008) y adultos hombres y mujeres (Giesen,
et al., 2010; Saelens et al., 1996), sin embargo hasta donde sabemos solamente un
estudio la ha explorado en sujetos humanos con TPA sin otras variables de confusion.
Goldfield et al., (2008) compararon los BP de sujetos con y sin TPA para obtener
snhacks, sin reportar diferencias entre grupos, sin embargo, al ser expuestos a una
condicion de estrés los BP aumentaron en los sujetos con TPA y disminuyeron en el
grupo control. Lo anterior sugiere que, si la sobre ingesta en el TPA esta dirigida por un
aumento en la motivacion, ésta seria precipitada por otro factor, por ejemplo, el estado
afectivo. Congruente con esta hipotesis se ha encontrado que el afecto negativo suele
preceder a un episodio de atracon en pacientes con TPA (Munsch et al., 2012) y lo
puede precipitar en individuos sin TPA pero que suelen hacer dietas restrictivas (Polivy,
et al., 1999).

Otra explicacion alternativa para nuestros resultados es que el desarrollo de
impulsividad — y no el cambio en la motivacion — sea el responsable del aumento en
la ingesta en este estudio. Entendemos por impulsividad las conductas que son
pobremente planeadas, prematuramente expresadas, excesivamente riesgosas o
inapropiadas a la situacion, y que a menudo desvian al organismo de maximizar sus

recompensas obtenidas (Evenden, 1999; Sosa et al., 2019; van Gaalen, et al., 2006).

La alta impulsividad es un rasgo presente en las conductas relacionadas a las
adicciones (uso problematico de sustancias, pornografia, juego y atracén alimentario)
(Remer Thomsen et al., 2018; Rossetti et al., 2014; Waltmann, et al., 2021) y esta
relacionada directamente con la severidad de los sintomas de TPA (Boswell & Grilo,
2021), tanto que se ha propuesto conceptualizar al TPA como un trastorno impulsivo

con componentes de déficit en el procesamiento de la recompensa y el castigo
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(Kessler, et al., 2016). Conductas impulsivas y relacionadas a la adiccion comparten
mecanismos  neurobiolégicos  subyacentes: alteraciones en la transmision
dopaminérgica y compromiso de la sefalizacion del receptor D2 estriatal (Dalley et al.,
2007; London, 2016; Schulte, et al.,, 2016; van Gaalen et al., 2006; Volkow, et al.,
2007). En apoyo a esta hipotesis el estudio de Johnson y Kenny, (2010) demuestra que
el knock down de D2R dorsolateral produce una conducta de consumo de alimentos
palatables insensible al castigo y a las sefiales que lo predicen; de manera similar el
estudio de Adams et al., (2015) reporta que la exposicion a dietas altas en grasa y
sacarosa inducen impulsividad motora y que la media de respuestas prematuras de
cada sujeto correlaciona inversamente con la expresion del receptor D2R del
accumbens. Estos datos sugieren que el consumo excesivo de sacarosa en el presente
trabajo podria estar facilitado por el incremento en la impulsividad y la consecuente

dificultad para reclutar recursos necesarios para controlar la ingesta.

Microestructura de la CTA y bloqueo farmacolégico del receptor D2.

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio (Suarez-Ortiz et al., 2018) en
caracterizar la microestructura de un modelo animal de CTA inducido por exposicion
intermitente a sacarosa. El andlisis reveld alteraciones en la ingesta que van mas alla
del evidente sobre consumo. La ingesta del grupo Intermitente estuvo caracterizada por
numerosos episodios de alimentacion de corta duracién con intervalos entre episodios
cortos, ademas de una baja latencia a la primera comida. Es importante notar que la
tasa local de alimentacién, asi como el tiempo de actividad permanecieron sin cambios
respecto al grupo control (Figuras 17A-G). Si bien los estudios directamente
comparables al nuestro son escasos, nuestros hallazgos son compatibles con reportes
de la microestructura alimentaria en sujetos obesos o con predisposicion a la obesidad
inducida por dieta, lo cual nos permite suponer alteraciones similares en el estado de
saciedad, y en el proceso de satisfaccion y sus mecanismos neurobioldgicos
subyacentes. Estudios realizados en ratas propensas a la obesidad (Cottone, et al.,,
2007) y ratas OLETF (knock out del receptor CCK-1) (Marco, et al., 2012) reportan en

estos sujetos una tendencia a la hiperfagia, latencias cortas, con comidas numerosas e
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intervalos entre comidas mas breves. Ademas, se ha encontrado que los nifios con
obesidad que ademé&s reportaban conducta de atracon tendian a ingerir
aproximadamente 400 Kcal mas y reportar hambre =1 hora antes que sus pares sin
historial de atracon cuando se les daba acceso libre a alimentos tipo bufete (Mirch, et
al., 2006). En conjunto estos datos sugieren que la CTA esta relacionada con
afectaciones a los procesos de saciedad, que impedirian que las sefales de
retroalimentacion secundarias a la ingesta sean potentes o que harian al sistema

nervioso menos sensible a ellas.

Uno de los objetivos del presente trabajo fue evaluar la participacién del receptor
D2 en la expresion del atracdén y su microestructura. Cuando el D2R del accumbens
shell fue bloqueado con raclopride se previno el aumento en la frecuencia (Figura 17A)
y los intervalos entre episodios (Figura 17C), aunque la latencia (Figura 17D) y la
duracion media (Figura 17B) de las comidas permanecieron sin cambios respecto al
grupo Intermitente. Existe evidencia que relaciona la microestructura de la ingesta con
diversos episodios alimentarios de corta duracibn con un aumento en el tono
dopaminérgico por inhibicién sistémica de la COMT (Schendzielorz, et al., 2012) o bien
por una estimulacién especifica de la via mesolimbica mediante receptores de disefio
DREADD (Designer Receptor Exclusively Activated by Designer Drugs) (Boekhoudt et
al., 2017), por lo que nuestros resultados apoyarian la hipétesis de que este patron de
ingesta excesiva esta relacionado con alteraciones en la sefializacion dopaminérgica de
dicha via. Adicionalmente, el raclopride previno el aumento en la ingesta calérica de
manera selectiva para la sacarosa (Figura 18B), permaneciendo sin cambios la ingesta
de alimento estandar (Figura 18A) y la total (Figura 18C), lo cual es congruente con
estudios que reportan que la administracion del antagonista D2 sulpiride atenta el
restablecimiento de conductas relacionadas a la adiccion (Anderson, et al., 2006) y que
la estimulacion intracraneal profunda del SNAcc, pero no del estriado dorsal, disminuye
la conducta de atracon y que este efecto requiere de la sefalizacion del D2R (Halpern
et al., 2013). En conjunto estos datos sugieren que la transmision dopaminérgica es
parcialmente responsable del patrén de sobreingesta de sacarosa en sujetos hembra

con CTA, particularmente facilitando la iniciacion de la accion hacia la comida, sin que
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dicho efecto esté mediado por una activacion motora generalizada o inespecifica
(Figura 17F), y que el bloqueo del receptor D2R revierte parcialmente estos cambios y
previene el aumento en la ingesta de sacarosa, sin evidencia que sugiera afectaciones

motoras extrapiramidales significativas (Figura 17G).

En el caso del grupo Ad libitum también se observd un decremento en la
frecuencia, los intervalos entre comidas y la latencia, lo cual sugiere que estas
alteraciones son dependientes del acceso a la dieta de sacarosa aun cuando no se
desarrolle CTA, sin embargo, dado que el bloqueo del D2R del accumbens no previene
los cambios en el intervalo entre episodios y la latencia, la participacion de dicho
receptor en ambos parametros bajo acceso libre a una dieta palatable puede ser
limitada, y mas bien estaria siendo principalmente regulada por otros circuitos

neuronales.

Finalmente, es importante mencionar dos datos de interés, primero que el estudio
de Lardeux et al., (2013) encontrd un patrén de ingesta similar (menor latencia, mayor
tasa de lenglieteo) con machos expuestos a una dieta de crema, aceite y sacarosa,
pero no en sujetos expuestos a crema y sacarosa, la discrepancia entre este estudio y
el nuestro puede deberse a una compleja interaccion entre el tipo de dieta (grasa vs
sacarosa) y el sexo de los sujetos, ya que se ha descrito que en roedores los
pardmetros de la microestructura como el tamafio y nimero de comidas pueden variar
entre machos y hembras, y dependiendo también del intervalo del fotoperiodo en que
sean observados (Rathod & Di Fulvio, 2021). Y, por otra parte, el parametro de latencia
ha sido asociado a un aumento en la motivacion (Lardeux et al., 2013), sin embargo el
hecho de que esté presente en ambos grupos, con acceso intermitente y libre (Figura
17B), y que el incremento en los puntos de ruptura sélo se haya observado en los
sujetos del grupo Ad Libitum (Figura 16B) nos lleva a cuestionar la pertinencia de dicha
asociacion, es decir, probablemente la disminucion en la latencia al primer episodio
alimentario y una mayor motivacion puedan estar relacionados, pero el primero no

parece ser condicién necesaria para el segundo.
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Expresion del receptor D2 en el nucleo accumbens

La conducta de atracon, asi como las relacionadas a las adicciones que involucran
el consumo de un estimulo reforzante de manera compulsiva han sido relacionadas con
alteraciones en la expresion o funcion del receptor D2 estriatal dorsal y ventral. A fin de
responder la pregunta de si la conducta de atracon estaria relacionada con un cambio
en la expresion del D2R en el SNAcc, grupos independientes de ratas fueron expuestos
diferencialmente a sacarosa bajo el protocolo antes descrito, posteriormente la
expresion del receptor D2 fue evaluada mediante dos técnicas: western blot de
muestras de proteina total del nacleo accumbens e inmunofluorescencia anti- D2R en

células positivas a las enzimas TH o GAD67.

Las comparaciones de las densidades opticas de las bandas correspondientes al
D2R no revelaron diferencias significativas de los grupos expuestos a sacarosa vs. el
grupo Control, sin embargo, existi6 una ligera tendencia a aumentar en el grupo Ad
Libitum y a disminuir en el grupo Intermitente (Figura 21A-B). Como se menciono
anteriormente, los estudios acerca de la exposicion cronica a dietas densamente
caldricas, la predisposicion a la obesidad y las conductas relacionadas a las adicciones,
incluida la conducta de atracén, en general concuerdan que existen cambios en la
sefalizacion del receptor D2 del SNAcc, pero disienten en cuanto a la naturaleza de
estas alteraciones. Recientemente Yu, et al., (2022) llevaron a cabo una revision
sistematica, encontrando que, de los estudios de CTA/TPA en modelos animales y
participantes humanos que apoyan las alteraciones dopaminérgicas (incluyendo la
expresion del receptor D2), 9 de 26 (34.6%) se inclinan por un estado
hiperdopaminérgico y 17 de 26 (65.4%) por uno hipodopaminérgico; de manera similar
el estudio de Naef, et al., (2015) demostré que los datos sobre la expresion del D2R no
son concluyentes en modelos animales, y que estas diferencias podrian explicarse por
las variaciones en sujetos empleados, composicién de la dieta, tiempo de acceso y
nacleo reportado. Lo anterior sugiere que nuestros datos sobre la expresion del D2R
deben ser interpretados tomando en cuenta las condiciones experimentales y técnicas

de medicion bajo los que se han obtenido.
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Siguiendo la misma linea de razonamiento, es importante mencionar que las
caracteristicas de las técnicas usadas para evaluar la expresion de la proteina del D2R
pueden generar diferentes resultados. En el presente estudio se usé el anticuerpo
policlonal Millipore AB5084P (Merck Millipore) dirigido a una secuencia de 28
aminoacidos presentes en la tercera asa intracelular del D2R; mientras que del tejido
del SNAcc se extrajo un homogenado total y la recuperacion del antigeno fue a través
de la ruptura de las membranas celulares por ultrasonido, la ruptura de enlaces no
covalentes de las proteinas mediante un detergente (dodecilsulfato sodico), y la ruptura
de los puentes disulfuro de las proteinas (B-mercaptoetanol); es decir la deteccién del
antigeno pudo haber sido inespecifica al incluir a todos los epitopos de todas las
fracciones celulares. Se sabe que durante el trafico del receptor D2 desde su reciente
sintesis hacia su expresion en la membrana, esta proteina es glucosilada presentando
diferentes pesos moleculares y caracteristicas funcionales a lo largo de dicho proceso,
pudiendo tener pesos desde los 39 hasta los 72 KDa y ubicarse en el citosol (no
funcional) o en la membrana (pre y postsinaptica) (David, et al., 1993; Fishburn, et al.,
1995); esto nos permite suponer que no existe certeza de cudl de estas formas ni en
qué fraccidén celular fueron detectadas por el anticuerpo, si no es que todas fueron
detectadas, pudiendo esta medicion no ser sensible a nuestras manipulaciones
experimentales. Futuras investigaciones podrian incluir el uso de la fraccion
sinaptosomal, que es rica en uniones sinapticas y membrana celular (Weiler, 2009),
descartando los epitopos de D2R que, bajo los objetivos del presente trabajo, no fueron

relevantes.

A fin de tener mayor certeza en los resultados acerca de los cambios en la
expresion del D2 se determiné la inmunorreactividad del D2R en células positivas a TH
y GAD 67, indicadoras de neuronas dopaminérgicas o GABAérgicas, respectivamente,
en cortes coronales de sujetos con CTA y sus controles. La Figura 22 nos muestra que
se control6 adecuadamente la inespecificidad de los anticuerpos con flouréforo, ya que
la sefial de Alexa 488 y Alexa 594 es muy baja en ausencia de los anticuerpos

primarios (Figuras 22A, B, D), mientras que el marcador DAPI es facilmente apreciable
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(Figura 22C). Cuando la sefial de Alexa 488 asociada al D2R (canal verde) (Figuras 23-
24) fue cuantificada en las muestras de cortes cerebrales de ratas de los grupos
Control, Intermitente y Ad libitum, no se hallaron diferencias en su intensidad media
entre grupos cuando ésta se colocaliz6 con neuronas positivas a TH (Figura 25A); sin
embargo, de manera interesante cuando el mismo andlisis se llevé a cabo en neuronas
positivas a GAD67, la inmunoreactividad del D2R aumentd en el grupo Ad libitum y
disminuy6 en el grupo Intermitente, ambos comparados con el grupo Control (Figura
25B). Estos datos indican que los cambios en la expresion del D2R son selectivos para
las neuronas GABAEérgicas, presentando menores niveles asociados a la exposicion
intermitente a la sacarosa y desarrollo de conducta de atracén, pero mayores niveles en

el grupo que tuvo acceso a la sacarosa de manera continua.

Hasta donde sabemos este es el primer estudio que caracteriza la expresion del
D2R en neuronas positivas a GAD67 en ratas con atracon. Cerca del 95% de las
neuronas espinosas medianas (MSN) del estriado son GABAérgicas y se encuentran
segregadas dependiendo del tipo de receptor a dopamina que expresan. Las neuronas
gue expresan el D1R coliberan sustancia P y dinorfina, y proyectan a la sustancia nigra
y al globo palido interno, mientras que las neuronas que expresan al D2R coliberan
encefalina y proyectan al globo palido externo. Las MSN reciben inervacion
glutamatérgica de la corteza y del talamo, su principal funcién consiste en transformar la
actividad ejecutiva de la corteza en conducta dirigida, atribuyéndoseles funciones como
el aprendizaje motor, la formacién de habitos y la seleccion de acciones basados en
resultados deseados (Chuhma, et al., 2011; Gerfen & Bolam, 2016; Huerta-Ocampo, et
al., 2013). Si existen alteraciones GABAérgicas en estas vias en el TPA o la CTA, esto
permanece poco claro y la evidencia es escasa. Sun et al., (2021) reportaron que la
activacion del GABAgR en neuronas del estriado suprime el atracdn de grasa, por otra
parte Tsunekawa et al., (2019) encontraron que el Knock Out de mismo receptor en
neurona corticoestriales potencia la ingesta tipo atracon, mientras que el baclofen lo
suprime en ratas wild type, pero no en las Knock Out GABAgR. Adicionalmente, se sabe
gue la medicacion con agonistas dopaminérgicos en pacientes con enfermedad de

Parkinson se asocia con el desarrollo de conductas impulsivas/compulsivas

96



relacionadas con las recompensas (atracon, hipersexualidad, ingesta nocturna) (Hinnell
et al., 2011; Nirenberg & Waters, 2006) y, Trujillo et al., (2022), han encontrado una
respuesta GABAérgica talamica reducida a agonistas dopaminérgicos, especialmente
en pacientes con alta impulsividad. Aunque escasos, tomando en cuenta estos datos,
se podria plantear que las alteraciones conductuales en la CTA podrian estar
relacionadas también a otros nucleos subcorticales, por ejemplo, la de las neuronas que
expresan D2R y proyectan al globo palido externo, cuya funcién es la planeacién y toma
de decisiones en conductas dirigidas a metas y que sus alteraciones tendrian como

resultado la conducta compulsiva e impulsiva.

Discusién general

Nuestros resultados acerca de la microestructura sugieren que la sobreingesta del
atracon, podria involucrar no soélo la desregulaciéon de la conducta motivada, sino
alteraciones en las asas de retroalimentacion generadas por la ingesta, esenciales para
los procesos de saciedad. Nuestro hallazgo de alteraciones sutiles en los adipocitos
podria sugerir alteraciones metabdlicas, que harian al sujeto insensible a las sefiales de
saciedad a corto plazo aun en la ausencia de obesidad. Por otra parte, esto no excluiria
la participacion del sistema mesolimbico y su regulacion de los procesos
motivacionales; mas bien nos daria un panorama integrador, ya que se sabe que la
insulina, grelina y leptina expresan sus receptores en las neuronas del VTA y su
bloqueo disminuye la ingesta heddnica de alimentos palatables (Abizaid et al., 2006;
Hommel et al., 2006; Mebel, et al., 2012).

Adicionalmente, la administracion del antagonista de los D2R intra-accumbens
previno los cambios en la frecuencia de las comidas y la duracion de éstas, sin que
hubiera efectos motores significativos, ademas de prevenir de manera selectiva la sobre
ingesta de sacarosa, lo cual sugiere que el tratamiento con antagonistas D2R podria ser
considerado como una alternativa terapéutica plausible para tratar la patologia

alimentaria con conducta de atracon .
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La exposicion intermitente a alimentos palatables produce una conducta de
consumo descontrolado y excesivo (Colantuoni et al., 2001; Colantuoni et al., 2002;
Rada, et al.,, 2005), que recuerda a la desplegada por sujetos adictos a sustancias
(Avena et al., 2008). Una buena parte de la investigacion se ha centrado en explorar
este paralelismo; en este estudio hemos encontrado evidencia de un patron de ingesta
compulsivo que no esta mediado por un aumento en la motivaciéon. La sensibilizacién
del sistema dopaminérgico mesolimbico y déficits en la sefalizacion del receptor D2
han sido asociados también con el desarrollo de impulsividad y son congruentes con las
observaciones en humanos, por lo que este tipo de ingesta podria ser resultado de la
pérdida de recursos para el control de la ingesta.

Contrario a nuestra hipétesis inicial, no existi6 un aumento en los puntos de
ruptura de los sujetos con atracon, pero si en los sujetos con acceso ad libitum. Es
probable que el papel de la motivacién en la sobre ingesta de alimentos palatables sea
mas compleja de lo que se ha planteado. No solamente las caracteristicas
metodoldgicas del cada estudio agregan una capa de complejidad (dieta, sexo de los
sujetos, tipo de evaluaciones, etc.,) para interpretar esta relacién; sino que también
sugieren mecanismos dinamicos que van correlacionando con alteraciones de distintos
procesos a lo largo de las primeras exposiciones, el escalamiento en la ingesta y la
sensibilizacion del sistema dopaminérgico, el desarrollo de conducta compulsiva e
impulsiva y la respuesta aplanada de la liberacién de dopamina y las alteraciones en
sus receptores. Procesos a través de los cuales la motivacioén, el reforzamiento positivo,
reforzamiento negativo y la respuesta ante estimulos estresores jugarian diferentes

papeles en la adquisicion y el mantenimiento de las conductas aberrantes.

Limitaciones y perspectivas

Es importante reconocer que si bien nuestro resultado que indica que el ciclo de
estro no se relaciona con cambios en la ingesta tipo atracon es congruente con reportes
previos (Calvez & Timofeeva, 2016; Yu et al., 2011), esto no explica por qué no

encontramos este efecto inhibitorio en los grupos Control o Ad libitum. Es probable que
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en el momento de las evaluaciones de la ingesta los efectos del estradiol ya no se
encontraban presentes o bien el intervalo temporal es demasiado corto para ser
sensible a este efecto. Futuras investigaciones deberan controlar el intervalo del

fotoperiodo y la duracion de las evaluaciones para tener resultados confiables.

Como se menciond anteriormente, no encontramos cambios en la expresion del
D2R mediante western blot, sin embargo, para posteriores estudios sugerimos el uso de
fracciones celulares mas adecuadas para detectar esta diferencia, por ejemplo, los
sinaptosomas. En el mismo sentido, aunque existe evidencia que apoya el uso de
inmunofluorecencia para determinar la colocalizacion de dos proteinas en una muestra
de tejido (Rak & Reiss, 2022; Silver & Stryker, 2000), nuestros resultados deberian ser
tomados con cautela, ya que esta técnica no posee la resolucion espacial adecuada
para distinguir un receptor presindptico de uno postsinaptico, ademas que el uso de
cortes optico podria confundir a dos proteinas inmunoreactivas que se encuentran a la

misma altura de los ejes X y Y, pero lejanas en el eje Z.

Finalmente, a partir de los hallazgos de este trabajo y algunos otros por parte del
equipo del Grupo de Investigacién en Nutricion de la FES Iztacala, se ha planteado una
modesta pero prometedora linea de investigacion que explora el desarrollo de la
impulsividad en modelos de atracdén, medida a través de programas de descuento
temporal, con costo de demora y con costo de esfuerzo, y que en un futuro préximo

podria superar las limitaciones del presente trabajo.

Conclusiones

1. Bajo nuestras condiciones experimentales, la exposicion intermitente a
sacarosa indujo en un periodo de 2 horas una ingesta cal6rica que represent6 el
27.52% del consumo diario total. Esta ingesta se dio en ausencia de privacion y no es

afectada por la fase de estro en la que el sujeto se encuentra.
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2. La microestructura del atracon estd caracterizada por diversos episodios
alimentarios de corta duracién, con intervalos entre episodios breves y una baja latencia

a la primera comida.

3. La administracion intra accumbens de 18 nM del antagonista de los receptores
D2 raclopride previene los cambios en la frecuencia, duracién e intervalo entre

episodios de la microestructura alimentaria.

4. La administracion intra accumbens de 18 nM del antagonista de los receptores
D2 raclopride previene la sobre ingesta de alimento palatable sin afectar el consumo de

alimento estandar.

5. La conducta de atracon no se relacion6 a cambios en el peso corporal o la
acumulacion de grasas, pero si a un aumento en el tamafio de los adipocitos del tejido

mesentérico.

6. No se encontraron cambios en la expresion de la proteina del D2R en
homogenados totales mediante inmunoblot, ni tampoco en neuronas positivas a TH en

los sujetos del grupo con atracén.

7. En neuronas positivas a GAD67 el D2R aumenta su expresion en los sujetos del

grupo Ad libitum, mientras que para el grupo Intermitente baja.
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