UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE PSICOLOGIA

VNIVERADAD NACIONAL
AVEN°MA DE
MEXICO

‘EFECTO DE FARMAQOS SEROTONERGICOS SOBRE LA
DISCRIMINACION DE SENALES INTEROCEPTIVAS PRODUCIDAS
POR 2Y 22 H DE PRIVACION DE ALIMENTO EN RATAS”.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TIiTULO DE

LICENCIADA EN PSICOLOGIA
PRESENTAN:

NADYA GABRIELA LANGUREN RAMIREZ
ELVIA NOEMI LEVARIO RAMIREZ

DIRECTOR DE TESIS: DR. DAVID N. VELAZQUEZ MARTINEZ
ASESOR: DR. CESAR CASASOLA CASTRO
SINODALES: DR. FLORENCIO MIRANDA HERRERA
DR. OSCAR ZAMORA AREVALO
DR. GUSTAVO BACHA MENDEZ

Tesis apoyada por PAPIIT-IN303209 y CONACYT 46066-H

Focultad
de pPyicologio

México, D.F. 2010



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS:

En especial, quiero dedicar este trabajo a mi familia:

A mis padres, por todo su amor, apoyo incondicional y por creer siempre en mi.
Gracias por su esfuerzo y por alegrar cada instante de mi vida, los amo.

A mis hermanos Octavio y Gerardo, por acompafiarme siempre, por hacerme
sonreir y confiar en mi. Los quiero mucho!

Familia Bernal Cardona: Por su carifio y apoyo.

Elvia: Por ser mi amiga, por escucharme, apoyarme incondicionalmente, por
aprender juntas, compartir alegrias y por este logro, te quiero mucho!

Esme, Aridahi, Nancy y Dianelita: Gracias por todo niflas, por ser personas
auténticas y especiales, por estar conmigo en los buenos y malos momentos, por
confiar en mi, apoyarme, compartir alegrias, cafés y platicas que nos hacen
reflexionar y aprender mucho, por ensefiarme cada dia que una amistad
verdadera es invaluable, las quiero muchooo!

Diana, Monse, Liz, Fab y Sandra: Por su valiosa amistad, por apoyarme y estar
siempre, a pesar de la distancia.

Lic. Olga Rojas: Muchas gracias por tu inmensa ayuda para concluir este trabajo,
por tus consejos y ensefianzas.

Dr. David Veladzquez: Gracias por guiar este proyecto, sus invaluables
aportaciones y sugerencias que fueron el pilar de este trabajo.

Al Dr. Casasola, Dr. Bacha, Dr. Zamora y Dr. Miranda: Por el tiempo dedicado a la
revision de este trabajo, sus valiosas aportaciones, consejos y ayuda para
enriquecerlo.

A la Universidad Nacional Autbnoma de México, por permitirme ser parte de ella.
En esta casa de estudios he vivido gratos momentos, creci, conoci amigos y
aprendi cada dia. Gracias por todo!!!

Gaby.



AGRADECIMIENTOS:

Papa (“Pa”): Lo prometido es deuda, finalmente aqui esta la tesis!!! gracias por tu
paciencia, yo sé que te hice esperar mucho pero sabes que no fue nada fécil llegar
hasta este punto, gracias por tu apoyo, por tu comprension y sobre todo por tu
carifio!'! Te quiero muchisimo!! Gracias por hacer de mi una buena hija, una
buena estudiante y por ensefiarme a superarme cada dia, porque es lo que he
aprendido de ti, porqgue me has demostrado que si se puede!!!.

Mama (“Ma”): He aqui la razén por la que no pude ayudarte a las labores del
hogar (jajajaja) y por la cual sacrifiqué el tiempo para estar contigo, gracias por
apoyarme en todo a cada momento, por comprenderme, por quererme, por
procurarme siempre. Gracias por hacer de mi una buena hija, porque sin tu ayuda
y sin tu apoyo incondicional de madre nunca hubiera llegado hasta este punto. Te
quiero y te valoro mucho!.

A mis hermanas: Tanya y Etna gracias por creer y por confiar en mi, las quiero
mucho!!ll. A mis sobrinos: lan y Azul por llenar mi vida de alegria y de dulces
momentos.

Gaby: Por ser una gran amiga que ha estado conmigo en las buenas y en las
malas. Por los momentos felices, por los momentos malos, por reirnos hasta de lo
mas banal, por siempre estar ahi, porque siempre me has sabido escuchar, por
brindarme tu apoyo incondicional, por ser tan noble, por ser como eres: una gran
amiga y una gran colega, porque siempre aprendo mucho de ti y porque sin tu
ayuda esta tesis no hubiera salido.

Esmeralda: Por tus sabios consejos, por ser también una buena amiga, por darnos
animos para seguir adelante, por tu gran humor, por tu bella, valiosa y loca
amistad jajaja, por ser mas que una compafiera de laboratorio, por echarnos la
mano con los experimentos dia a dia y por compartir grandes y buenos momentos,
por tu compafiia en los congresos, porque sin tu ayuda también esta tesis no

A la comadre (Aridahi): Sabes que te quiero mucho!! gracias por ser una GRAN
AMIGA, por siempre brindarme tu apoyo, por las asesorias con los carteles para
los congresos, por contestarme las llamadas telefénicas a tan altas horas de la
noche soélo para darme una palabra de aliento cuando mas lo necesitaba, por los



tacos de canasta, por los “chetos”, por las coca-colas, por “la viuda”, por ser
buena influencia (aunque digas lo contrario), porque siempre aprendo mucho de ti,
por las visitas al laboratorio, gracias por todo, te admiro, te valoro y te aprecio
mucho!!

Nancy, Dianelita, Fab y Sandra: Otras personitas tan especiales y maravillosas!!
Gracias por su bella y valiosa amistad, por los buenos y felices momentos que
hemos compartido juntas!!

A los de “la secu”: Chicos jQué grato poder reunirnos de nuevo después de tanto
tiempo! A Kris, a Choche, a Luis los quiero mucho!! Gracias por tan buenos
momentos que he vivido con ustedes, espero que sigan siendo muchos mas.
Gracias por brindarme su apoyo tanto en las buenas como en las malas, por
darme animos para seguir adelante. Gracias por su amistad!!! Y, ;qué creen? “Ya
estan peinados pa atras”.

A la Lic. Olga Rojas y futura Doctora: Mil gracias por tus sabios consejos y por tu
gran apoyo para la realizacion de esta tesis, por que sin tu ayuda no lo
hubiéramos logrado.

Al Dr. David Veldzquez por sus pertinentes correcciones para la tesis, por
compartir su gran conocimiento en los seminarios, por permitirme trabajar y
aprender en su laboratorio, por enseflarme a hacer las cosas bien y por corregirlas
cuando salen mal y a todos los demas sinodales: el Dr. Bacha, el Dr. Miranda, el
Dr. Zamora y al Dr. Casasola, gracias por sus pertinentes correcciones.

A la UNAM: Mi segundo hogar!! orgullosa de pertenecer a ella y estudiar en ella.

ELVIA.



INDICE

L 0 1Y = PP 1
(€1 Lo TT= 1 o IR 2
Talq oo IV ToT o1 1o ] o IFFTETT TSRO 6

Capitulo 1. MECANISMOS FISIOLOGICOS QUE REGULAN LAS SENALES DE
HAMBRE Y SACIEDAD.

1.1. Factores que determinan la ingesta de alimentos ..o 9
1.2. Hormonas gastrointestinales como sefializadoras de hambre ...........ccccooooeiiiiiiinnnnnnn. 9
12,0 GRIIINA et 9
1.3. Hormonas gastrointestinales como sefializadoras de la saciedad .................cc......... 10
O T =Y o] 1] - PR 10
L.3L2 INSUNIN@ .ttt e e e et e e e e e e e e e e e e e 11
1.3.3. ColecistoCiniNa (CCK) .o 11
1.4. Blancos de accion en el Sistema Nervioso Central: Integracion de las sefiales
PEIFEIICAS .....oeeeiiiiee e e e e e e ettt e e e e e e e e e e et e s e e eeeeeeestaaa s eeeeeeeearraaaanas 13
1.4.1. El Hipotalamo: Integracién de informacién metabolica.............oooovieiveiieiiiiiiiinee, 13
1.5. Hipotalamo Lateral (HL) e Hipotalamo Ventromedial (VMH) como “centros del hambre
Y 1A SACIEAAA" ... e e e et e aaaaaaaaa 13
1.6. Nucleo Arcuato del Hipotalamo (ARC): sitio clave para la regulacion del balance de

(=T =T o | = PRSP 14
1.6.1. Neuronas de Primer OFdEN .....cccoo oo 14
1.6.1.2. Neuronas NPY/AGRP ...t e e e e e 15
1.6.1.3. Neuronas POMC/CART ......uuiiiiiiiieeeeieei ettt e e e e e 15
1.6.2. Neuronas de SegundO OFAEN .....cccoeieeeieeeee e 16

1.7. Neurotransmisores clasicos que regulan la ingesta de alimento ..................ceoee... 18



Capitulo 2. REGULACION SEROTONERGICA DE LA INGESTA DE
ALIMENTOS.

2.1. Serotonina (5-HT) oo 19
2.2. SINEESIS A 5-HT . 20
2.3. RECEPLOrES e 5-HT . oo a e e e 21
2.4. Papel de la serotonina en la ingesta de alimento ...........ccccovvviiiiiiiiiiiiiiceee 23
2.5. Receptores de serotonina implicados en la ingesta de alimento .............ccccvveeeenn. 24
2.6. Farmacos serotonérgicos con acCidn @nOIEXICa ..........cevveveeeieeieieeeeieeiieeeieeeeeeeeeaeeeees 26
2.6.1. AQONISIAS 5-HT  oooiiiiiiii e e e e e 26
2.6.1.1. Inhibidores Selectivos de la Recaptura de Serotonina (ISRS) .........ccccccvvvvvvvennn. 28
2.6.2. FArmacos serotonérgicos con accCion OreXigeéniCa...........ceevvvevvivieiieeeeeeeeriiieee e 29
2.7. Fluoxetina: Inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina (ISRS)..........ccccceeeennn. 31
2.7.1. Efecto de la fluoxetina sobre la ingesta de alimentos ...........cccccceeeieeeiiiiiiiiieeeeeenn, 32
2.8. CIproneptading .........coiiii i 34
2.8.1. Efecto de la Ciproheptadina sobre la ingesta de alimentos. ...........cccccvvvvvvvinneeennn. 34

Capitulo 3.CONTROL DE LA CONDUCTA POR ESTIMULOS.

3.1. El control de @SHIMUIOS ......coviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee ettt 36
3.2. Discriminacion y GeNEeraliZaCion ..............coueoiiiiuiiiiieieee et e e e e e e 37
3.3. Paradigma de discriminacion de drogas (DD) 6 Discriminaciéon de la Intensidad de
Privacion de AlIMento (DIPA). ... a e e 38
3.3. 1. En qué consiste el paradigma de DD O DIPA? ......cooiiiiiiiiiicee e 39
3.3.1.2 Qué evalla el paradigma de DD O DIPA? ..o 40
3.4. Generalizacién de neuropéptidos y agentes farmacoldgicos implicados en la ingesta
de alimentos a las sefiales fisiologicas de hambre y saciedad............cccocceeiiiiiiiiieenneen.. 42
JUSTIFICACION ..ottt ettt ettt e teeteete e eeeenaeaaeeneenes 46
L0 ] = L AV 1 47
ODJEtiVO gENETaL......cco i 47
(O o] 1= 1)V 0 L3y o =T (o U ] =T g SO 47
T =S S TSR 47
[ TT o101 ( T o =TT - 47

HIPOLESIS PAIICUIAIES. ... .ottt e e e e e e st e e e e e e e e annneeees 48



Capitulo 4. METODO

T S U =1 (01 PP PP PP PP PPPPPPPPP 48
N o = 1 - 0 1 RSP 49
O N = 11 1 = ol o ST TSP P PPPPPPRPPR 49
4. 3.PrOCEAIMIEINTO .....ceiiiiiiiiitite ettt e e e e e e e e e e e e e e s r e e e e e e e e aaes 49
4.3.1.Fase de MOIJEAMIEINTO. .......cuuiiiiiiiiiiiii et e e e e e e e 49
4.3.2.Fase de eNtreNamiENTO ........ceuiiiiiiiiiiiiiiiiiii ettt 50

4.3.2.1. Entrenamiento de discriminacion de 2 estados alternos de privacion de alimento

....................................................................................................................................... 50
4.3.3.Fase de generalizacCiOn ..........cccoii i e e 51
4.3.3.1.Fase de generalizacion Sin fArMaCO...........cccuviiiiiiii e 51
4.3.3.2. Fase de generalizacidn con farmaco............ccoevviiiiiiii e 51
4.4, Registro de consumo de agua y alimento  ........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 52
4.5, ANALISIS €StAUISLICO  ..iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 52

Capitulo 5. RESULTADOS
5.1. Entrenamiento de discriminacion de 2 y 22 h de privacion de alimento .................... 54
5.2. Generalizacion sin farmaco (Horas intermedias de privacion de alimento) .............. 56
5.3. Generalizacion con farmaco: FIUOXetina. .. ........cooviiiiiiiiii e 58
5.4. Generalizacion con farmaco: Ciproheptadina .........ccccceeeiiieiiiiiiiiiiee e, 60
5.5. Efecto de la fluoxetina sobre el consumo de alimento y agua bajo 2 y 22 h de
Privacion de aliMENTO...........uuuiiiii e e e e e 62
5.6. Efecto de la ciproheptadina sobre el consumo de alimento y agua bajo 2y 22 h de
Privacion de aliMENTO ..........uuuiii i e e e e e e e e e e a 65

Capitulo 6. DISCUSION Y CONCLUSIONES................ccoooovvvmmiiinrineinniennns 68

R (=] (=] A [ T= LT 75



RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de un inhibidor
selectivo de la recaptura de serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), fluoxetina y un
antagonista a los receptores 5-HT,, ciproheptadina, sobre la discriminacion de
estados interoceptivos (también conocida como Discriminacion de Drogas, DD 6
Discriminacion de la Intensidad de Privacion de Alimento, DIPA) producidos por 2
h (“saciedad”) y 22 h (*hambre”) de privacion de alimento. Diez ratas macho de la
cepa Wistar fueron entrenadas a emitir respuestas diferenciales bajo 2 y 22 horas
de privacion de alimento en cajas de condicionamiento operante. Una vez
alcanzado el criterio de discriminacion se realizd6 la fase de generalizacion
cuantitativa. En esta fase se evaluaron horas intermedias de privacién de alimento
(2, 5, 6.20, 11.10 y 22h). En la fase de generalizacion cualitativa se evaluo el
efecto de la fluoxetina (0.1, 1.0, 3.0, 5.0 y 10.0 mg/kg, i.p.) y ciproheptadina (0.1,
1.0, 3.0 y 10.0 mg/kg, i.p) bajo 2 y 22 h de privacion de alimento. Los animales
fueron capaces de discriminar las sefales fisiolégicas de hambre y saciedad y la
seleccion de la palanca asociada a “hambre” fue una funcion directa de las horas
de privacibn. Bajo dos horas de privacion de alimento, la fluoxetina
(independientemente de la dosis) y la ciproheptadina (0.1 y 1.0 mg/kg) produjeron
un estado interoceptivo similar al de “saciedad”, mientras que las dosis mas altas
de ciproheptadina (3.0 y 10.0 mg/kg) produjeron una generalizacion parcial hacia
el estado de “hambre”. Bajo 22 horas de privacion de alimento la fluoxetina (0.1 y
1.0 mg/kg) produjo un estado similar a “hambre”, mientras que las dosis mas altas
(3.0, 5.0 y 10.0 mg/kg) produjeron una generalizacién parcial a “saciedad”. En el
caso de la ciproheptadina, ninguna de las dosis alter6 el estado interoceptivo
producido por la condicién de “hambre”. Se confirmd el efecto anoréxico de la
fluoxetina al reducir el consumo de alimento en ratas después de 2 y 22 h de
acceso a la comida y el efecto orexigénico de la ciproheptadina al incrementar el
consumo de alimento después de 2 y 22 horas de acceso a la comida. Resultados
interesantes fueron encontrados en lo que respecta al consumo de agua después
de la administracion de fluoxetina y ciproheptadina. Estos resultados sugieren que
los estados interoceptivos producidos por fluoxetina y ciproheptadina pueden
mimetizar los estados de “hambre” y “saciedad”. Por lo tanto, el papel de la
serotonina en la discriminacion de sefiales interoceptivas de hambre y saciedad es
fundamental. Investigaciones futuras en DD 6 DIPA son requeridas para evaluar
otros farmacos que alteren distintos sistemas de neurotransmision implicados en
la regulacién de la conducta alimenticia.



Glosario de abreviaciones

a-HSM. Hormona a-melanocito estimulante

2-DG. 2- desoxy-glucosa

5-HT. 5-hidroxitriptamina

5-HTP. 5-hidroxitriptofano

5-HT1. Receptor a serotonina tipo 1

5-HT2. Receptor a serotonina tipo 2

5-HT3. Receptor a serotonina tipo 3

5-HT4. Receptor a serotonina tipo 4

5-HT5. Receptor a serotonina tipo 5

5-HT6. Receptor a serotonina tipo 6

5-HT7. Receptor a serotonina tipo 7

8-OHDPAT. (£)-8-Hydroxy-2-dipropylaminotetralin hydrobromide
AADC. Aminoéacido aroméatico descarboxilasa

Acc. Nucleo acumbens

AGRP. Péptido relacionado al gen agouti

ARC. Nucleo Arcuato del hipotalamo

ARNm. Acido ribonucleico mensajero

AVT. Area ventral tegmental

BW 723C86. a-methyl-5-(2-thienylmethoxy)-1H-indole-3-ethanamine hydrochloride
CART. Transcripcion regulada por anfetamina y cocaina

CCK. Colecistocinina



CCK-8. Colecistocinina octapéptido

CCK-1. Receptor para colecistocinina tipo 1
CCK-2. Receptor para colecistocinina tipo 2
CCK-A. Receptor para colecistocinina tipo A
CCK-B. Receptor para colecistocinina tipo B
CPu. Caudado-putamen

CP 93129. 1,4-Dihydro-3-(1,2, 3,6-tetrahydro-4-pyridinyl)-5H-pyrro 1[3,2-b]pyridin-
5-one dihydrochloride

CP 94253. 5-Propoxy-3-(1,2, 3,6-tetrahydro-4-pyridinyl)-1H-pyrrolo [3,2-b]pyridine
hydrochloride

CRH. Hormona liberadora de corticotrofinas

DA. Dopamina

D;. Subtipo de receptor 1 a dopamina.

D,. Subtipo de receptor 2 a dopamina

DD. Discriminacién de drogas

DIPA. Discriminacion de la Intensidad de la Privacion de Alimento.
DEP. Hambre

DMH. Nucleo dorsomedial del hipotalamo

EEG. Electroencefalograma

GHSR. Receptor secretagogo de la hormona de crecimiento

GHS-R1a. Subtipo de receptor secretagogo de la hormona de crecimiento tipo 1la
GHS-R1b. Subtipo de receptor secretagogo de la hormona de crecimiento tipo 1b
GI. Tracto gastrointestinal

GR127935. N-[4-Methoxy-3-(4-methyl-1-piperazinyl) phenyl]-2'-methy [-4'-(5-
methyl-1,2,4-oxadiazol-3-yl)-1,1'-biphenyl-4-ca rboxamide hydrochloride



HCM. Hormona concentradora de melanina
HL. Hipotadlamo Lateral

HVM. Hipotalamo ventromedial

I.c.v. intracerebroventricular

ID. indice de Discriminacion

INDO. Indorrenato

i.p. intraperitoneal

ISRS. Inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina
i.v. via de administracion intravenosa
m-CPP. 1-(3-Chlorophenyl)piperazine hydrochloride
MCR1. Receptor a melanocortinas tipo 1
MCR3. Receptor a melanocortinas tipo 3
MCRA4. Receptor a melanocortinas tipo 4

NA. Noradrenalina

NPY. Neuropéptido Y

NPY-Y1. Receptor para neuropéptido Y tipo 1
NPY-Y2. Receptor para neuropéptido Y tipo 2
NPY-Y3. Receptor para neuropéptido Y tipo 3
NPY-Y4. Receptor para neuropéptido Y tipo 4
NPY-Y5. Receptor para neuropéptido Y tipo 5
NPY-Y6. Receptor para neuropéptido Y tipo 6
NTS. Nucleo del tracto solitario

OX-R1. Receptor para orexinas tipo 1

OX-R2. Receptor para orexinas tipo 2



PFA. Area perifornical

PYY. Péptido YY

POMC. Pro-opiomelanocortinas

PVN. Nucleo paraventricular del hipotalamo

RU 24964. 5-Methoxy-3-(1,2,5,6-tetrahydro-4-pyridinyl)-1H-indole hemisuccinate
SAT. Saciedad

SB 200646. N-(1-Methyl-1H-indol-5-yl)-N'-3-pyridinylurea

SB 206553. 3,5-Dihydro-5-methyl-N-3-pyridinylbenzo[1,2-b:4,5-b"]di pyrrole-1(2H)-
carboxamide hydrochloride

SB 224289. 1'-Methyl-5-[[2'-methyl-4'-(5-methyl-1,2,4-0xadiazol-3- yl)biphenyl-4-
yllcarbonyl]-2,3,6,7-tetrahydrospiro[furo [2,3-flindole-3,4'-piperidine hydrochloride

SB 242084. 6-Chloro-2,3-dihydro-5-methyl-N-[6-[(2-methyl-3-pyridin  yl)oxy]-3-
pyridinyl]-1H-indole-1-carboxyamide dihydrochloride

s.c. subcuténea

SNC. Sistema Nervioso Central

TFEMPP. 1-(a,a,a-Trifluoro-m-tolyl)piperazine hydrochloride
TR. Tasa de respuesta

TRH. Hormona liberadora de tirotrofinas

VGAT. Transportador vesicular para GABA

VGLUT2. Transportador vesicular para glutamato



INTRODUCCION

La ingesta de alimentos es una conducta filogenéticamente relevante, ya que
permite la supervivencia de los organismos. Sin embargo, al ser una de las
conductas mas antiguas filogenéticamente, el grado de complejidad para llevar a
cabo los procesos que la regulan es muy amplio. La conducta de alimentacién va
mas alla del consumir nutrientes ya que hay factores sociales, fisiologicos y
neurales que inician o detienen el acto de comer. Dentro de estos factores se
encuentran el olor y el sabor de las comidas, el niumero de comensales, la hora del
dia, estados fisiol6gicos como el hambre y saciedad. Los estados de hambre y
saciedad son modulados desde la periferia mediante la secrecién de hormonas
gastrointestinales liberadas antes o después de una comida. La sefializacién de
estas hormonas gastrointestinales son integradas en el SNC, mediante aferentes
vagales enviando proyecciones al tallo cerebral y finalmente a los nudcleos
hipotaldmicos, principalmente a poblaciones neuronales localizadas en el nucleo
arcuato del hipotalamo, las cuales a su vez liberan una serie de neuropéptidos que
se encargaran de controlar de manera diferencial la homeostasis energética bajo
la modulacion de sistemas de neurotransmisiobn como la serotonina (5-HT). La
importancia de comprender adecuadamente los mecanismos de la conducta de
ingesta (que permite a los organismos mantener un balance de energia para estar
en Optimas condiciones) permitir4, en el mediano plazo ayudar a los organismos
cuando aparece una falla o un desajuste en la homeostasis energética que
conllevan a la aparicion de trastornos alimenticios como la anorexia, bulimia y

obesidad.

De los trastornos alimenticios arriba mencionados, deriva la preocupacion por
investigar aun mas los mecanismos fisiol6gicos que subyacen a la ingesta de
alimentos. La investigacién en este campo se ha centrado principalmente en la
busqueda de nuevos agentes farmacoldgicos eficaces para el tratamiento de

desoérdenes alimenticios.



Mediciones simples en el consumo de alimento han sido llevadas a cabo vy el
efecto de agentes farmacologicos que inhiben o incrementan el consumo de
alimento ha sido evaluado. Sin embargo, se desconoce si el efecto de estos
agentes farmacolégicos sobre el consumo de alimento en ratas es producido por

una sefal de hambre o saciedad.

Mediante un reporte verbal, podemos obtener un indicador acerca del estado
energético de una persona (si se encuentra hambrienta o saciada), pero en el
caso de los animales como las ratas, medidas simples en el consumo de alimento
no nos dan un indicador acerca de su estado energético, ya que un incremento o
decremento en el consumo de alimento podria deberse a otros factores distintos a
los estados de hambre o saciedad. Para poder resolver ésta cuestion se recurrio a
los procedimientos empleados en el area de la farmacologia conductual,
especificamente el paradigma de discriminacion de drogas, el cual ha permitido
caracterizar los mecanismos fisioldgicos que subyacen a los efectos subjetivos
producidos por los farmacos (Colpaert, 1999). Uno de los primeros experimentos
disefiados para resolver tal cuestion fue realizado en la década de los 90°s por
Schechter y mas adelante nuevos investigadores centraron su atencion en DD
para utilizarlo como una herramienta eficaz en la evaluacion de sefiales
fisiolégicas utilizando horas de privacion de alimento para evaluar los estados

interoceptivos de hambre y saciedad.

Hasta el momento los resultados obtenidos de la investigacion de las sefiales de
hambre y saciedad han resultado dicotdmicos; es decir, en los experimentos en
los que se evaluaron agentes implicados en la ingesta de alimentos como NPY,
ghrelina y 2-desoxy-glucosa (2-DG) en algunos casos la respuesta de los animales
no se generalizaba hacia las sefiales de hambre y saciedad, lo que sugeria que el
efecto producido por los farmacos no era igual o semejante al producido por los
estados de hambre y saciedad producidos por las horas de privacion de alimento.
Sin embargo hubo otros experimentos en los que si se lograba en primer lugar la

discriminacion de las sefales y posteriormente la generalizacion.



Debido a que hay una gran cantidad de farmacos que son prescritos para tratar los
desordenes alimenticios es importante conocer los mecanismos fisiolégicos que
los subyacen. La mayoria de los farmacos que estan actualmente en el mercado
han sido evaluados en modelos animales y clinicos, pero a pesar de que se ha
mostrado su eficacia para reducir o aumentar la ingesta de alimentos y por ende el
peso corporal, muchas veces no se posee informacion de las sefiales fisiologicas

de las que deriva su efecto.

Para tener un mejor conocimiento sobre el efecto que producen los farmacos en
animales y humanos, en esta investigacion se pretende evaluar el efecto que tiene
la fluoxetina (Prozac) que es un inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina
y, el efecto de un antagonista a los receptores 5-HT,, ciproheptadina, sobre las

sefales de hambre y saciedad producidas por privacion de alimento.

Al utilizar el paradigma de DD podremos obtener informacion referente al estado
fisiolégico que mimetizan ambos farmacos, ademéas de conocer un poco mas
sobre la participacion del sistema de neurotransmision 5-HT en la conducta de

alimentacion.



CAPITULO 1. MECANISMOS FISIOLOGICOS QUE REGULAN LAS SENALES
DE HAMBRE Y SACIEDAD.

1.1. Factores que determinan la ingesta de alimento

Una de las conductas mas importantes para la supervivencia, es la ingesta de
alimentos. Esta conducta es una de las mas complejas de entender, debido a la
interaccion de multiples factores que la regulan, como la hora del dia, el nimero
de comensales presentes a la hora de comer (de Castro y de Castro, 1989),
estados emocionales, la disponibilidad del alimento, la atraccion percibida de la
comida y el sabor agradable de la misma (Schwartz, Woods, Porte, Seeley y
Baskin, 2000). La ingesta de alimentos va mas alld del abastecimiento de
nutrientes, implica procesos metabodlicos a corto y a largo plazo; interaccion de
diferentes  péptidos  gastrointestinales, neuropéptidos, sistemas de
neurotransmision y areas especificas del cerebro y tallo cerebral que orquestan los
mecanismos de hambre y saciedad (Benoit et al., 2001; Berridge, 1996; Benoit y
Tracy, 2008).

El “hambre” es definida como un fuerte deseo o necesidad de ingerir alimento,
mientras que la “saciedad” se refiere al proceso que actua para inhibir o reducir el
consumo de alimento en comidas posteriores (Maljaars, Peters y Masclee, 2007;
Smith y Ferguson, 2008). Los estados de hambre y saciedad son regulados a nivel
periférico, especificamente desde el tracto gastrointestinal (GI) mediante la
presencia de nutrientes en el estbmago y la secrecion de ciertas hormonas

peptidicas en el intestino delgado (Maljaars et al., 2007).
1.2. Hormonas gastrointestinales como sefializadoras del hambre
1.2.1. Ghrelina

La ghrelina ha sido la Unica hormona peptidica descrita actualmente como la
sefalizadora del hambre (Hameed, Dhillo y Bloom, 2009). Es secretada en el

estbmago e incrementa sus niveles en sangre cuando el organismo se encuentra



bajo un estado energético negativo (privacion de alimento) y decrementa después
del término de una comida, por lo que se le considera como la molécula iniciadora
de la toma de alimentos tanto en humanos como en roedores (Small y Bloom,
2004; Carlson, 2006). La ghrelina es un ligando enddgeno del receptor
secretagogo de la hormona de crecimiento (GHSR) y han sido identificados dos
subtipos de receptores: el GHS-R1la y GHS-R1b (Olszewsky, Schiét y Levine,
2008). Sin embargo, la mayoria de las funciones de la ghrelina son mediadas por
el receptor GHS-R1la (Milke-Garcia, 2005). Neuronas que expresan a ambos
receptores son localizadas en varios nucleos hipotalamicos como el arcuato
(ARC), paraventricular (PVN), el hipotalamo lateral (HL) e hipotdlamo dorsomedial
(DMH) (Guan et al., 1997).

1.3. Hormonas gastrointestinales como sefializadoras de la saciedad
1.3.1. Leptina.

La leptina es una de las hormonas sefalizadoras de la saciedad ya que inhibe el
consumo de alimento, aumenta el gasto energético y circula en la sangre en
niveles proporcionales al contenido de grasa corporal (Campfield, Smith, Guisez,
Devos, y Burn, 1995; Williams y Mobarhan, 2003), por lo que se le considera una
hormona sefalizadora de la adiposidad (Schwartz et al., 2000). La leptina, es
secretada en el tejido adiposo y es codificada por el gen lep. Las investigaciones
realizadas utilizando ratones con mutaciones en el gen que codifica para leptina o
con una falla en los receptores para la misma, son hiperfagicos y severamente
obesos (Williams y Mobarhan, 2003). A estos ratones se les denomina ratones
ob/ob o db/db respectivamente (Schwartz et al., 2000; Williams et al., 2001). Los
receptores para leptina estan localizados en ndcleos hipotalamicos, principalmente
el arcuato (ARC), Ventromedial (VMN), Paraventricular (PVN) y Dorsomedial
(DMH) (Gao y Horvath, 2007; Small y Bloom, 2004). La administracion de leptina
ya sea por via central o sistémica, provoca una reduccion en el consumo de
alimento al incrementar el gasto energético en animales y humanos

(Pelleymounter et al., 1995).
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1.3.2. Insulina

Otra hormona periférica de gran relevancia en la regulaciéon del balance de
energia es la insulina, una hormona peptidica secretada por el pancreas que al
igual que la leptina, detecta los niveles de energia y actda enviando sefiales de
saciedad al SNC (Schwartz et al.,, 2000). Cuando los animales y humanos
consumimos nutrientes, los niveles de glucosa en sangre son elevados y de
inmediato la insulina es secretada, facilitando la captura de glucosa en varios
tejidos periféricos donde puede ser utilizada o almacenada. La insulina actla
durante la fase de absorcion de nutrientes y, al igual que la leptina, los niveles
circulantes de insulina reflejan la cantidad de grasa corporal almacenada,
actuando también como sefializadora de la adiposidad. Los receptores para
insulina a nivel central son localizados principalmente en el area de la eminencia
media del nucleo arcuato (Unger, Livingston y Moss, 1991). La administracion
central de insulina puede producir un decremento en el peso corporal. En
contraste, a nivel periférico produce un incremento en el peso corporal (Brining,
Gautam y Burks, 2000).

1.3.3. Colecistocinina (CCK)

Una de las hormonas peptidicas sefializadoras de la saciedad es la colecistocinina
(CCK), la mas estudiada y extensamente revisada (Naslund y Hellstrém, 2007). La
CCK es secretada por las células “I” del intestino delgado en respuesta a una
comida (Chaudhri, Salem, Murphy y Bloom, 2008). Se han identificado dos tipos
de receptores para la colecistocinina: el CCK-1 y el CCK-2, antes conocidos como
CCK-A y CCK-B (Maljaars et al., 2007; Naslund y Hellstrom, 2007; Chaudhri et al.,
2008). Estudios realizados por Gibbs y cols. (1973, en Maljaars et al., 2007)
permitieron determinar que esta hormona posee un efecto inhibitorio en la

conducta de ingesta, pues su administracion sistémica en roedores reduce el
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consumo de alimento de manera dosis-dependiente. En humanos (Kissileff, Pi-

Sunyer, Thornton y Smith, 1981) la administracion intravenosa (i.v.) de CCK-8

redujo el consumo de alimento y el estado de hambre. Existen reportes de que el

efecto de saciedad producido por CCK se debe al efecto inhibitorio sobre la

motilidad del Gl y vaciado gastrico (Chaudhri et al., 2008). La sefial de saciedad

producida por la CCK es transmitida al hipotalamo a través del nervio vago,

pasando por nucleo del tracto solitario (NTS) y &rea postrema del tallo cerebral
(Schwartz et al., 2000; Maljaars et al., 2007).

Otras hormonas
Tabla 1.

implicadas en la sefalizacion de la saciedad son descritas en la

Péptido

¢Doénde se libera?

Consumo de

alimento

Péptido 1 similar al
glucagon (GLP-1)

Células “L” del intestino

PYY

Células “L” del intestino

Oxyntomodulina

Células “L” del intestino

Enterostatina

Pancreas exécrino

Apolipoproteina A-IV

Epitelio Intestinal

Péptido Pancreético

Células “F” pancreéaticas

Amylina

Células “B” pancreaticas

GRP (Péptido
liberador de
gastrina), NMB

(Neuromedina B)

Plexo mientérico gastrico

— | | | | «| | <«

Tabla 1. Péptidos entéricos implicados en la sefial de saciedad. Las flechas hacia abajo indican

una reduccion en el consumo de alimento. Imagen traducida de: Maljaars et al., 2007.
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1.4. Blancos de accion en el Sistema Nervioso Central: Integracion de las

sefiales periféricas.
1.4.1. El Hipotalamo: Integracion de informacion metabodlica.

La investigacion sobre las estructuras cerebrales que controlan la homeostasis
energética se centré principalmente en el Hipotdlamo, un &rea cerebral que se
encarga de regular funciones basicas relevantes como la temperatura,
reproduccion, procesos hormonales y ritmos biologicos (Meister, 2007; Gao y
Horvath, 2007). El hipotdlamo se encarga de integrar la informacion de las sefiales
de hambre y saciedad originadas desde el tracto gastrointestinal, a través de
aferentes vagales y estructuras del tallo cerebral para poder controlar el consumo
de alimento y la homeostasis energética (Gao y Horvath, 2007; Proulx y Seeley,
2005).

1.5. Hipotadlamo Lateral (HL) e Hipotdlamo Ventromedial (VMH) como

“centros del hambre y la saciedad”.

Desde los afios cuarenta del siglo pasado se habia propuesto que los centros del
“hambre” y la “saciedad” eran el Hipotadlamo Lateral (HL) e Hipotalamo
Ventromedial (HVM). En estudios realizados por Hetherington y Ranson (1940, en
Gao y Horvath, 2007; Smith y Ferguson, 2008) se observé que posterior a la lesiéon
del HL, las ratas se volvian hipofagicas, mientras que lesiones del HMV resultaban
en animales hiperfagicos (Schwartz et al., 2000; Williams, Harrold y Cutler, 2000;
Williams et al., 2001; Carlson, 2006; Gao y Horvath, 2007). Esta nocion fue
reemplazada por la evidencia de que existen poblaciones neuronales localizadas
en el ARC las cuales liberan una serie de neuropéptidos encargados de controlar

de manera diferencial la homeostasis energética.
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1.6. Ndcleo Arcuato del Hipotalamo (ARC): Sitio clave para la regulacién del

balance de energia.
1.6.1. Neuronas de primer orden

Dentro del ndcleo arcuato del hipotadlamo (ARC), se han identificado dos
poblaciones neuronales encargadas de controlar de manera diferencial la
homeostasis energética actuando como moléculas de sefializacion anabdlica o
catabdlica; es decir mediante el incremento del consumo de alimento y del
decremento del gasto energético o viceversa (Schwartz et al., 2000). La primera
contiene a las neuronas que liberan neuropéptidos orexigénicos conocidos como
neuropéptido Y (NPY) y proteina relacionada al gen agouti (AGRP) (ambas
inhibidas por leptina), mientras que la segunda clase de neuronas liberan péptidos
anorexigénicos conocidos como pro-opiomelanocortinas (POMC) y hormona

concentradora de melanina (HMC) (ambas estimuladas por leptina) Ver figura 1.

Leptina

Figura 1. Poblaciones neuronales localizadas en el Nucleo Arcuato del hipotalamo. Neuronas que
liberan NPY/AGRP (en verde) son orexigénicas e inhibidas por leptina, mientras que neuronas que
liberan POMC/CART (en rojo) funcionan como anorexigénicas y son estimuladas por leptina.
Ambas poblaciones neuronales envian proyecciones al PVN, e HL. Imagen traducida de Schwartz
et al., 2000.
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1.6.1.1. Neuronas NPY/AGRP

El sistema de neuronas que se localizan en el Nucleo Arcuato y que regulan el
balance de energia son la proteina relacionada al gen agouti (6 AGRP) y el
Neuropéptido Y (6 NPY) (Cummings y Overduin, 2007; Adan, Vanderschureny La
Fleur, 2008). Ambos péptidos estimulan de manera robusta la alimentacion y el
gasto de energia (Gao y Horvarth, 2007) por lo que se les considera como
moléculas de sefalizacion anabdlica (Schwartz et al., 2000). La AGRP es el unico
péptido que actla como un antagonista/agonista inverso cuando se encuentra en
presencia de la hormona con accion anorexigénica, alfa melanocito estimulante (a-
MSH) y puede disminuir la actividad del receptor para melanocortinas (el receptor
MCR4), sugiriendo que la actividad de este receptor es modulada por dos
neuropéptidos con acciéon opuesta (Proulx et al., 2005). La administracion de
AGRP produce un incremento en el consumo de alimento y peso corporal (Rossi
et al., 1998).

El Neuropéptido Y (NPY) es un péptido compuesto por 36 aminoacidos, es co-
localizado en neuronas que expresan AGRP del ARC. Al ser administrado
centralmente, el NPY incrementa de manera robusta el apetito, produciendo
Hiperfagia y un “Hambre Voraz” (Clarck, Kalra, Crowley y Kalra, 1984; Stanley y
Lebowitz, 1984). EI NPY intereractiia con al menos 5 tipos de receptores (NPY-Y1,
Y2, Y4, Y5y Y6) para mediar una vasta cantidad de acciones a nivel periférico y
central, pero los receptores NPY-Y1 y NPY-Y5 son los que median el efecto
estimulante del NPY sobre la alimentacion (Xu, Li, Rowland y Kalral,1995).

1.6.1.2. Neuronas POMC/CART

El segundo sistema de neuronas sintetiza al péptido precursor de las pro-
opiomelanocortinas (POMC) y al péptido CART (por sus siglas en inglés de

transcripcion regulada por anfetamina y cocaina) (Carlson, 2006; Gao y Horvath,
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2007). Cuando estos neuropéptidos son estimulados producen efectos
anorexigénicos (decremento en el consumo de alimento) (Boston et al., 1997;
Ellacott y Cone, 2004; Berthoud y Morrison, 2008).

Uno de los ligandos importantes de las células POMC es la a-MSH, la cual actia
como un agonista a los receptores de melanocortinas MCR1. En el SNC la a-MSH
actia como agonista a los receptores MCR3 y MCR4 y varios analogos sintéticos
pueden reducir el consumo de alimento y el peso corporal. El efecto que produce
en la ingesta de alimentos es mediado por el receptor MCR4 (Proulx et al., 2005).

Las células POMC del ndcleo arcuato proyectan hacia la columna tor4cica
interomedial de la médula espinal, ademas se ha identificado la expresién de
ARNmM del receptor MC4 en la médula espinal y en nucleo dorsal del nervio vago.
Estos datos sugieren que la a MSH y neuronas AGRP regulan el gasto de energia
a través de nervios simpéticos que inervan al tejido adiposo (Yasuda, Masaky y
Kakuma, 2004).Ambas poblaciones neuronales (NPY/AGRP y POMC/CART) son
consideradas como neuronas de primer orden y envian sus proyecciones a
neuronas de segundo orden localizadas en otros nucleos hipotalamicos como el
PVN, area perifornical del HL y DMH (Williams et al., 2000; Williams et al., 2001;
Gao y Horvath, 2007; Gao y Horvath, 2008).

1.6.2. Neuronas de segundo orden:

Las neuronas de segundo orden son localizadas en el HL y PVN mismas que
liberan otro tipo de neuropéptidos conocidos como hipocretinas u orexinas y la
hormona concentradora de melanina (HCM). Ambos neuropéptidos funcionan
como orexigénicos ya que estimulan la toma de alimentos. Aunque ambas
poblaciones de neuronas se sobrelapan, el papel que juegan en el control de la
homeostasis energética es independiente una de otra. La sefializacion anabdlica
de las orexinas o hipocretinas es modulada por las neuronas que liberan NPY. Las

orexinas interactan con receptores acoplados a proteinas G conocidos como
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receptor 1 de orexina (OX-R1 0 receptor 1 para hipocretinas) y receptor 2 para
orexinas (OX-R2 & receptor 2 para hipocretinas). Las neuronas que liberan
orexinas y HCM estan relacionadas con el sistema de neuronas POMC y NPY del
Nucleo Arcuato (Qu et al., 1996; Elias et al., 1998), es por ello que el efecto de
ambos neuropéptidos puede ejercer su accion a través del sistema de
melanocortinas. La actividad de ambos grupos de neuronas es regulada por
numerosas hormonas incluyendo a la leptina y ghrelina y practicamente por cada

neurotransmisor (Elias et al., 1998) Ver figura 2.

Senalizacion neuronal de segundo orden

PVN

Sefalizacion de
neuronas de
‘ primer orden

i Axones de neuronas del ARC que
’ expresan NPY/Agrp y POMC/CART

O=CO=="~30< “0OO=0—

Figura 2.Neuronas del ARC que expresan NPY/AGRP y POMC/CART son neuronas de primer
orden, las cuales envian proyecciones a las de segundo orden localizadas en el nucleo
paraventricular (PVN) del hipotdlamo expresando péptidos anorexigénicos como la hormona
liberadora de tirotrofinas (TRH) y la hormona liberadora de corticotrofinas (CRH). El area
perifornical (PFA) adyacente al fornix y area lateral (HLA) expresan péptidos orexigénicos tales
como las orexinas u hipocretinas y hormona concentradora de melanina (MCH). Imagen traducida
de Schwartz et al., 2000.
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1.7. Neurotransmisores clasicos que regulan la ingesta de Alimento

La regulacion de la conducta de ingesta no podia estar completa sin la
participacion de algunos sistemas de neurotransmision clasicos. Las
catecolaminas como la dopamina (DA) posee un efecto inhibitorio en la conducta
de ingesta (Kuo, 2002). Mediante manipulaciones farmacolégicas, se ha reportado
que los subtipos de receptores D; y D, son los encargados de este efecto
inhibitorio. Conductas dirigidas hacia una meta como la ingesta de alimentos,
incrementan la tasa de disparo de neuronas DA (Palmiter, 2007). La sefalizacion
de la dopamina en el estriado dorsal (Caudado-Putamen, CPu) es importante para
la alimentacién, ya que ratones deficientes de dopamina en el CPu son
hipofagicos y mueren de inanicién (Sotak et al., 2005). Mientras que la liberacion
de DA en el area ventral tegmental (AVT) y nacleo acumbens (Acc) tienen que ver
mas con el aspecto reforzante del comer (Meister, 2007; Palmiter, 2007). En el
caso de la noradrenalina, la cual es sintetizada en el tallo cerebral, se observan
fibras noradrenérgicas ascendentes al PVN del hipotdlamo ejerciendo efectos
bifasicos, ya que puede elicitar alimentacién o saciedad (Wellman, 2000; Schwartz
et al., 2000; Meister, 2007). Por otro lado, la acetilcolina promueve un decremento
en el consumo de alimento y peso corporal, ya que la nicotina (un ligando para
acetilcolina) promueve una reduccion del apetito y se ha reportado que el cese de
fumar tabaco, conduce a hiperfagia y ganancia del peso corporal (Miyata et al.,
1999).

El sistema histaminérgico, es otro de los neurotransmisores implicados en el
control de la conducta de ingesta. Neuronas en el nucleo tuberomamilar, liberan
histamina y envian proyecciones a casi todo el cerebro. Se ha reportado que los
antidepresivos y antihistaminérgicos estimulan el consumo de alimento, sugiriendo

que la histamina produce un efecto anorexigénico (Meister, 2007).

En el caso de los aminoacidos como el glutamato y el GABA también participan en

el control de la conducta de ingesta. Existe la evidencia (utilizando técnicas de
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hibridacion in situ) que el transportador vesicular para GABA (VGAT) asi como el
transportador vesicular para glutamato (VGLUTZ2), son expresados en nudcleos
hipotalamicos, como el ARC modulando las neuronas NPY/AGRP y POMC/CART
(Meister, 2007).

Existen ademas otros neurotransmisores que también regulan la ingesta de
alimento. Tal es el caso del sistema opioide y canabinoide los cuales poseen la
capacidad de incrementar el apetito y el consumo de alimento tanto en humanos
como en animales (Solinas y Goldberg, 2005). Se ha reportado que estos dos
sistemas de neurotransmision estan relacionados con el valor hedénico o
reforzante de la comida, tal como la saliencia o lo sabroso de la comida (Kirkham,
2003).

La participacién de otro sistema de neurotransmision, no menos importante que
los anteriores, es la serotonina 6 5-HT y tiene un papel fundamental en el control
del consumo de alimento. Debido a que en el presente trabajo fueron utilizados
farmacos que afectan la actividad serotonérgica es necesaria la descripcion de

este neurotransmisor con mas detalle en el siguiente apartado.

CAPITULO 2. REGULACION SEROTONERGICA DE LA INGESTA DE
ALIMENTO.

2.1. Serotonina (5-HT)

La 5-Hidroxitriptamina (5-HT) es una amina la cual fue caracterizada como una
indolamina, gracias a las primeras investigaciones realizadas en 1930 por
Erspamer, el cual estudiaba la distribucion de células enterocromafines que se
tefiian con reactivos para grupos indoles, encontré que las concentraciones mas
altas se hallaban en la mucosa del tubo digestivo, las plaquetas y algunas
regiones del SNC, por ello el indol que adn no era identificado fue denominado
como enteramina. Mas adelante otros investigadores en Cleveland se encargaron
de aislar a una sustancia vasoconstrictora que era liberada por las plaquetas en

sangre coagulada, a la cual denominaron como serotonina (Murphy, Campbell y
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Costa, 1978; Folk y Long, 1988). Posteriormente se realizaron comparaciones
entre la serotonina y la indolenteramina, encontrando que ambas sustancias eran

idénticas desde los puntos de vista quimico y farmacoldgico.

La serotonina, se encuentra distribuida en grandes concentraciones en el Sistema
Periférico, especificamente en las células enterocromafines de la mucosa del tubo
digestivo, las plaguetas y el tracto gastrointestinal. Ademas actua sobre el musculo
liso, es reconocida como un farmaco que fomenta la agregacion plaguetaria y en
1950 se sugirid que podia funcionar como neurotransmisor en el Sistema Nervioso
Central (SNC) (Folk y Long, 1988), ejerciendo un amplio repertorio de acciones y
funciones en ritmos circadianos, suefio, conducta sexual, trastornos mentales,
ingesta de alimentos y otras funciones neuroendocrinas (Serreti, Benedetti,
Zanardi y Smeraldi, 2005; Boadle-Biber,1993). En el SNC los cuerpos celulares
que contienen serotonina, son restringidos a agrupaciones de células localizadas a
lo largo de la linea media del tallo cerebral. Sin embargo; sus axones inervan a
casi todas las areas del SNC. La mayor cantidad de somas serotonérgicos se
encuentran en el nucleo del rafé del tallo cerebral y el mesencéfalo (Steinbusch y
Nieuwenhuys, 1983; Tork, 1985; Boadle-Biber, 1993). Aunque el numero de
neuronas serotonérgicas es pequefio en comparacién con el nimero total de
neuronas en el cerebro, tienen la ventaja de encontrarse agrupadas, lo cual
permite estimularlas eléctricamente o0 lesionarlas selectivamente. Se han
observado diferencias estructurales y bioquimicas entre las proyecciones
descendentes y rostrales del sistema serotonérgico. Estas diferencias son
asociadas a diferentes sensibilidades ante neurotoxinas, o a propiedades
fisiol6gicas caracteristicas de cada subgrupo de neuronas serotonérgicas (Molliver
et al., 1990).

2.2. Sintesis de 5-HT.

La biosintesis de la 5-HT es realizada por células que se localizan en el SNC.
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Debido a que la serotonina no cruza la barrera hematoencefélica, las neuronas
serotonérgicas captan de manera activa al aminoacido triptéfano, este aminoécido
es transformado a 5-hidroxitriptofano (5-HTP) por la accion de la enzima triptéfano
hidroxilasa y el 5-HTP el cual es el precursor de 5-HT es transformado a 5-
Hidroxitriptamina (5-HT) por la accidon del aminoacido aromatico descarboxilasa
(AADC) (Graeff, 1997) Ver Figura 3.

L-TRIPTOFANO

Triptofano Hidroxilasa

HO

5-HIDROXI-L-TRIPTOFANO (5-HTP)

5-Hidroxitriptofano Descarboxilasa

/
HO

5-HIDROXITRIPTAMINA (5-HT, SEROTONINA)

Figura 3. Sintesis de la 5-HT. La triptofano hidroxilasa cataliza la conversién de triptofano a 5-
Hidroxitriptofano (5-HTP). El aminoécido aromético descarboxilasa cataliza la conversion de 5-
Hidroxitriptofano a 5-Hidroxitriptamina (5-HT).Imagen modificada de Das et al., 2004.

2.3. Receptores de 5-HT

La serotonina (5-Hidroxitriptamina) es uno de los neurotransmisores mas antiguos,
esto ha permitido ser objeto de una gran cantidad de investigaciones para
descubrir sus propiedades biolégicas, fisioldégicas y funcionales. Estas
investigaciones han permitido diferenciar a la vasta y compleja familia de

receptores que posee la 5-HT. Los receptores serotonérgicos comenzaron a ser
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caracterizados gracias a estudios de union de radioligandos, los cuales permitian
diferenciar sitios de uniéon de 5-HT (Glennon, 1990). Estos sitios de unién se
encuentran tanto a nivel periférico como a nivel central, y se han descubierto
también en tejido no neural, como en el tracto gastrointestinal y el sistema
cardiovascular (Hoyer, Hannon y Martin, 2002). Los receptores 5-HT han sido
clasificados en 7 clases (5-HT1-5-HT7), de acuerdo a sus caracteristicas
estructurales, operacionales y de transduccion. Con excepcion del receptor 5-HT3,
el cual se une a un canal idnico, el resto de los receptores pertenecen a la familia
de receptores acoplados a proteinas G, los cuales contienen una estructura de 7
dominios transmembranales. Estas 7 clases de receptores han sido divididos en
14 subtipos (Ver Figura 4), los cuales cubren la vasta cantidad de funciones
fisiolégicas de 5-HT (Barnes y Sharp, 1999, Hoyer et al., 2002; Kroeze y Roth,
1998). Estos receptores han sido caracterizados usando herramientas
farmacolégicas y mas recientemente las técnicas de biologia molecular han

permitido confirmar esta clasificacion.

Dentro de la familia de receptores 5-HT1 se encuentran los subtipos 5-HTi,, 5-
HTs, 5-HTyp, 5-htie y 5-hty¢, todos son receptores acoplados a proteinas G y se ha
pensado que son receptores unidos negativamente a adenilato ciclasa. La familia
de receptores 5-HT2 consiste de 3 subtipos denominados 5-H,,, 5-HT,5 y 5-HT .
El receptor 5-HT3 es el Unico que se une a un canal iénico (receptor ionotrépico).
El resto de los receptores 5-HT (5-HT4-HT7) son receptores metabotrépicos,
acoplados a proteinas G (Hoyer et al., 2002; Glennon, 1990; Pauwels, 2000;
Barnes y Sharp, 1999), los cuales producen segundos mensajeros que regulan
funciones celulares via fosforilacién/desfosforilacion de proteinas intracelulares.
Cinco clases de receptores 5-HT (5-HT1, 5-HT2, 5-HT4, 5-HT6 y 5-HT7) regulan 2
de las principales vias de sefializacion intracelulares de los segundos mensajeros;

adenilato ciclasa y fosfolipasa C (Pauwels, 2000).
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Clasificacion Actual de los Receptores de Serotonina

Tipo de Receptor: 5-HT1 5-HT2 5-HT3 5-HT4 5-HT5 5-HTe 5-HT7
Efector: AC ¥ tric  canaiénico 4 AC AéI, » act act
(GifGa) (Go/11) Na"/K/Ca (Gs) (Gs) (Gs) (Gs)
|
I I I I | ' I | |
Subtipos: 5-HT.. 5-HTiz 5-HTip 5-htee 5-htir 5-HT2a 5-HT2z 5-HTzc 5HTm  5-HT:

Figura 4. Los receptores de serotonina se han clasificado de acuerdo a sus caracteristicas
operacionales, estructurales y de transduccion. Son divididos en 7 familias (5-HT1-5-HT7) los
cuales son subdivididos en 14 subtipos de receptores. Los receptores 5-HT son metabotrépicos;
acoplados a proteinas G, excepto el receptor 5-HT3 el cual se une a un canal iénico. Imagen
modificada de Barnes y Sharp, 1999.

2.4. Papel de la serotonina 5-HT en laingesta de alimento

Como se mencion6 en el capitulo anterior, una gran variedad de sistemas de
neurotransmision estan implicados en los mecanismos fisiolégicos que subyacen a
la ingesta de alimentos. A pesar de esto, la investigacion se ha centrado en el
sistema de serotonina (5-HT) el cual muestra una gran versatilidad, se encuentra
en diferentes nucleos a nivel central, sin embargo la mayor cantidad de serotonina
se encuentra concentrada en la periferia; especificamente en el tracto

gastrointestinal (Blundell y Lathan, 1979).

La proposicion de que la serotonina es uno de los principales sistemas de
neurotransmision que regulan el control del consumo de alimento y la expresion

del apetito ha sido hecha hace mas de tres décadas, debido a que los receptores
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de serotonina ocupan una localizacion anatdmica estratégica proyectando hacia
diferentes nucleos hipotalamicos (Azmitia,1978; Halford, Harrold, Lawton y
Blundell, 2005). La serotonina actia como un poderoso agente anorexigenico, se
encuentra principalmente en neuronas que proyectan del nucleo del rafé al
hipotalamo. Los receptores de serotonina se encuentran de manera abundante en
el ndcleo paraventricular, el ndcleo arcuato y el nudcleo ventromedial del
hipotalamo (Leibowitz y Alexander, 1998). Estudios en los que se infundia 5-HT, o
agentes farmacologicos con afinidad a los receptores 5-HT, reducian los niveles
de neuropéptidos que regulan la ingesta de alimento como el NPY, POMC y AgrP
en areas hipotalamicas. Un estudio realizado por Rogers, McKibbin y Williams en
1991, mostraron que la administracion aguda de fenfluramina redujo los niveles de
NPY en el hipotalamo. Dryden, McCarthy, Malabu, Ware, y Williams (1993)
evaluaron el efecto de la metisergida sobre los niveles de NPY, observando un
incremento del neuropéptido en el nucleo arcuato y paraventricular del hipotalamo,
ademas de un efecto hiperfagico en los animales. Mas adelante en 1996, Dryden,
Frankish, Wang, Pickavance y Williams, también observaron una reduccién de
NPY en el nucleo paraventricular del hipotdlamo después de administrar m-CPP,
un agonista a los receptores 5-HT,g,c, €l cual suprime el consumo de alimento.
Estos datos sugieren una interaccion entre el sistema 5-HT y el NPY, uno de los
principales neuropéptidos que incrementa la ingesta de alimentos, el cual es
inhibido por neuronas serotonérgicas. Sin embargo los primeros estudios que
evaluaron la participacion del sistema serotonérgico, fueron de caracter
farmacoldgico, con la finalidad de descubrir la participacion de los receptores

implicados en los mecanismos de alimentacion.

2.5. Receptores de serotonina implicados en la ingesta de alimento.

Debido a manipulaciones farmacolégicas que producian alteraciones en el
consumo de alimento se ha planteado que la 5-HT ejerce un papel inhibitorio en el
control de la conducta de alimentacion (Boess y Martin, 1994; Blundell, 1984;
Dourish, Clark, Fletcher e Iversen, 1989; Blundell y Halford, 1998; Shor-Posner,
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Grinker, Marinescu, Brown y Leibowitz, 1986; Simansky, 1996; Leibowitz y
Alexander, 1998).

Estudios farmacol6gicos muestran que la administracion directa de 5-HT o de
agentes que incrementan la disponibilidad de serotonina sobre receptores
postsinapticos o que actuan al liberar y bloquear la recaptura de la serotonina
endodgena producen un efecto supresor en el consumo de alimento (Blundell,
1984; Blundell, 1977; Samanin, 1983; Bendoti y Samanin, 1987) en un amplio
rango de especies, desde roedores hasta el humano y primates no humanos
(Simansky, 1996). Por el contrario, la administraciéon de farmacos que bloquean a
los receptores 5-HT postsindpticos o que decrementan la neurotransmision
serotonérgica o0 la deplecion de células serotonérgicas con alguna neurotoxina
como la 5-7 dihidroxitriptamina producen un efecto estimulante en la ingesta de
alimentos (Dourish et al., 1989; Blundell, 1984).

De los subtipos de receptores del sistema 5-HT, existe evidencia de que los
subtipos 5-HT1 y 5-HT2 ejercen un papel fundamental en los mecanismos de
alimentacion, especificamente de los que regulan el hambre y la saciedad (De Vry
y Schreiber, 2000; Bendotti y Samanin, 1987; Kennett, Dourish y Curzon, 1987).
Sin embargo los subtipos de receptores 5-HT;; y 5-HT,. parecen ser los
principales receptores en mediar el control inhibitorio de la serotonina en la ingesta
de alimentos al realizar acciones en conjunto para producir saciedad (Samanin y
Grignaschi, 1996; Simansky, 1996; De Vry y Schreiber, 2000).

Diversos estudios farmacolégicos han mostrado que al administrar de manera
sistémica agonistas a los receptores 5-HT,; y 5-HT,c. se produce un efecto
hipofagico (Simansky, 1996; Leibowitz y Alexander, 1998). Es considerable la
cantidad de investigaciones que muestran el efecto inhibitorio de la serotonina
sobre la ingesta de alimentos y la cantidad de evidencia que apoya a la hipotesis
del efecto modulador de la 5-HT en la alimentacion (Ver tabla 2).
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2.6. Farmacos serotonérgicos con accion anoreéxica.
2.6.1. Agonistas 5-HT.

Los primeros estudios farmacologicos centrados en descubrir agentes con
propiedades anorexigénicas vertieron su atencion en los agonistas de los
receptores serotonérgicos, debido a que la estimulacién de los receptores de 5-HT
produjo un decremento en el consumo de alimento de roedores. Esto llevd a la
hipoétesis de que el incremento en la actividad serotonérgica podria estar implicado
en los mecanismos de alimentacion. Al igual que las hormonas que producen
saciedad como la leptina; la 5-HT ejerce un efecto inhibitorio en la conducta de
alimentacion al interactuar con las diferentes poblaciones de neuropéptidos
localizadas en circuitos hipotalamicos (Halford et al., 2005). Existe evidencia de
qgue la administracion de agentes que incrementan la liberacion de 5-HT activan a
las neuronas proopiomelanocortinas (POMC) en el nucleo arcuato del hipotalamo,
sugiriendo que el sistema de melanocortinas es un blanco de accion principal para

la 5-HT en el efecto inhibitorio de la alimentacion (Heisler et al., 2006).

Como la 5-HT es el neurotransmisor que mas se ha relacionado con la conducta
de ingesta, es logico que la mayor cantidad de investigacion se centrara en
descubrir agentes farmacol6gicos eficaces para inhibir la ingesta de alimentos. Los
farmacos que mas se han empleado son los agonistas a receptores 5-HT;z y 5-
HT,c. Estudios realizados con agonistas al receptor 5-HT,z; como el pyridyl indol,
RU 24969 y CP-94253 reducen el consumo de alimento en ratas (Kennet et al.,
1987; Simansky y Vaidya, 1990; Lee, Kennett, Dourish y Clifton, 2002). Y al
administrar antagonistas de estos subtipos de receptores se ha podido invertir los
efectos hipofagicos producidos previamente por los agonistas en una variedad de
especies (De Vry y Schreiber, 2000; Kennett, 1988). Luo y Li en 1991, evaluaron la
administracion cronica de agonistas serotoninérgicos, encontrando un efecto

anorexigénico marcado, también hubo un decremento en el consumo de
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carbohidratos, sin embargo después de 5 dias de administracion observaron un
ligero incremento en el peso corporal. Kennett y cols. en 1987, evaluaron el efecto
de tres agonistas a los receptores 5-HT,s sobre la conducta de alimentacion;
encontraron que el m-CPP, TFMPP y RU24964 decrementaron el consumo de
alimento de manera dosis-dependiente, para diferenciar el efecto hipofagico de los
tres fAarmacos evaluados administraron antagonistas a los receptores 5-HT1 y 5-
HT2, ademés de antagonistas dopaminérgicos; los resultados mostraron que la
metergolina Unicamente invirtid el efecto hipofagico producido por RU24969,
mientras que el antagonista dopaminérgico espiperona no alter6 el efecto
hipofagico producido por los tres agonistas 5-HT. En 1992, Fletcher, Ming, Zack y
Coscina, evaluaron el efecto de TFMPP y RU24969 infundidos en el hipotalamo
medial y de manera periférica, en tres paradigmas de alimentacion: la alimentacion
inducida por noradrenalina (NA), privacion de alimento y alimentacion libre;
encontrando que ambos farmacos administrados periféricamente redujeron el
consumo de alimento de manera dosis-dependiente en los tres paradigmas de
alimentacion en que fueron evaluados. Sin embargo, la administracion de ambos
farmacos en el hipotdlamo medial no produjo una reduccion en el consumo de
alimento. Estos datos contrastan con los obtenidos por Hutson, Donohoe y Curzon
(1988) quienes administraron los mismos agonistas en el NPV; encontrando una
reduccion del consumo de alimento de manera dosis-dependiente después de 18

h de privacién de alimento.

En 1995, Veladzquez-Martinez, Valencia-Flores, Lopez-Cabrera y Villarreal,
evaluaron el efecto del indorrenato (INDO), un agonista a receptores 5-HTa1s:c
sobre el consumo de alimento y lo compararon con el efecto producido por
anfetamina y fenfluramina. Entrenaron a ratas a consumir alimento durante 4 h al
dia y encontraron que todos los farmacos redujeron el consumo de alimento.
Ademas registraron el consumo de agua encontrando que el INDO no alteré la
ingesta de liquido en los animales en comparacion con la fenfluramina y la

anfetamina, los cuales redujeron el consumo. Al administrar antagonistas como la
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ciproheptadina, cinancerina, metisergida y metergolina revirtieron el efecto
hipofagico producido por el INDO. La administracion de haloperidol, un
antagonista dopaminérgico no alteré el efecto producido por el INDO. Sugiriendo
que el efecto producido por el INDO es mediado Unicamente por mecanismos

serotonérgicos.

Estos datos son so6lo una muestra de la gran cantidad de estudios experimentales
que concuerdan con la hipétesis que sefiala que el incremento de 5-HT en el
espacio extracelular produce una reduccién en el consumo de alimento y en el
peso corporal y que la reduccion de la neurotransmision serotonérgica estimula la
ingesta de alimentos, ademas de que los receptores 5-HT,z pueden mediar el
efecto de saciedad y regular el tamafio de las comidas, mientras que los
receptores 5-HT,:. pueden modular la tasa de alimentacion (g/min) (Grignaschi y
Samanin, 1992b; Simansky, 1996).

2.6.1.1. Inhibidores selectivos de recaptura de serotonina (ISRS)

Los Inhibidores Selectivos de Recaptura de Serotonina (ISRS), son de los agentes
terapéuticos mas prescritos en la actualidad (Vaswani, Linda y Ramesh, 2003),
sus acciones terapéuticas son diversas, aunque son utilizados mas
frecuentemente para tratar la depresion, ademas se utilizan en el tratamiento de
otros desérdenes como el Trastorno Obsesivo Compulsivo, la ansiedad, desorden

de panico y en algunos desordenes de alimentacién como la bulimia (Stahl, 1998).

Los ISRS inhiben al transportador de 5-HT, e incrementan la liberacion de
neurotransmisor (Stahl, 1998; Wong, Perry y Bymaster, 2005; Anderson, 2004), de
acuerdo a la hipétesis planteada sobre el incremento extracelular de 5-HT y el
efecto inhibitorio de la alimentacién, se ha evaluado el efecto de diferentes ISRS
sobre la ingesta de alimentos. Uno de los ISRS mas explorado ha sido la
fenfluramina, un agente con un blanco terapéutico diverso (Simansky, 1996). La

fenfluramina ha sido administrada en un amplio rango de paradigmas que evaldan
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el consumo de alimento, como la Secuencia de Saciedad Conductual, la cual
permite evaluar una serie de conductas post-prandiales como el inicio de la
alimentacion seguido de un corto periodo de conductas activas como la
locomocion, olfateo y acicalamiento (Antin, Gibbs, Holt, Young y Smith, 1975)
también ha sido evaluada en una gran cantidad de especies desde roedores hasta
el humano. (Grinker, Drewnowski, Enns y Kissileff, 1980; Foltin y Moran, 1989;
McGuirk y Silverstone, 1990). Los resultados obtenidos muestran que este agente
serotonérgico actia como un farmaco anorexigénico produciendo un decremento
en el consumo de alimento y en el peso corporal (Willner, McGuirck, Phillips y
Muscat, 1990; Kaplan et al.,1977; Fletcher y Davies, 1990; Grignaschi y Samanin,
1992a).0tros ISRS que tienen el mismo efecto son la sertralina (Lucki, Kreider y
Simansky, 1988), paroxetina y también la fluoxetina (Simansky et al., 1996;
Gutiérrez et al., 1992; Wong, Reid y Threlkeld, 1988; Halford y Blundell, 1996;
Stein, Wayner, Kantak y Adler-Stein, 1978).

2.6.2. Farmacos serotonérgicos con accidn orexigénica.

Como la hipotesis de 5-HT plantea que la disminucion de 5-HT en el espacio
extracelular produce un incremento en el consumo de alimento (Dourish et al.,
1989; Halford, 2001; Goudie, Thornton y Wheeler, 1976; Heisler et al.,1999) una
amplia cantidad de investigaciones se centraron en descubrir los mecanismos que
subyacen a este efecto, ademas de esclarecer la participacion que juegan los
diferentes receptores 5-HT sobre el incremento en la alimentacién producido por

farmacos con efecto orexigénico.

Para evaluar el efecto producido por el incremento de la neurotransmision
serotonérgica sobre el consumo de alimento, se evaluaron antagonistas a los
subtipos de receptores 5-HT1 y 5-HT2. En 1988, Fletcher examind el efecto
producido por ritanserina, metisergida y metergolina, los cuales produjeron un
efecto estimulatorio en el consumo de alimento. Mas adelante, Dourish y cols.

(1989) evaluaron el efecto de antagonistas a los receptores 5-HT1, encontrando
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que

la metergolina,

metiotepina,

metisergida,

mesulergina y mianserina

incrementaron el consumo de alimento en ratas con alimentacion libre de manera

dosis-dependiente.

EFECTO DE FARMACOS SEROTONERGICOS SOBRE LA INGESTA DE ALIMENTOS

EFECTO EN
FARMACO ACTIVIDAD LA INGESTA | ESPECIE AUTOR Y ANO
DE
ALIMENTO
AGONISTAS
m-CPP Agonista a receptor | Anoréxico Ratas Halford et al.,2005.
5-HT1B/2C Humano | Walsh et al.,1994.
Kennet y Curzon,
1988.
8-OHDPAT Agonista a receptor | Efecto Ratas Leibowitz, 1993.
5-HT1A bifasico
TFMPP Agonista a receptor | Anoréxico Ratas Fletcher et al.,1992.
5-HT1B/2C
CP -93129 Agonista a Anoréxico Ratas Halford y Blundell,
receptores 5-HT1B 1996.
DOl Agonista a Anoréxico Ratas De Vry y Schreiber,
receptores 2000.
5-HT2A/2C
Agonista a Anoréxico Ratas Hutson et al., 1988.
RU 24-969 receptores
5-HT1B/2C
Sumatriptan Agonista a Anoréxico Humano | Boeles et al., 1997.
receptores 5-
HT1B/1D
Ipsapirona Agonista a Efectos Ratas De Vry y Schreiber,
receptores 5-HT1A | Bifasicos 2000.
BW 723C86 Agonista al receptor | Efectos Ratas Kennett et al., 1997.
5-HT 2B Bifasico
CP 94-253 Agonista al receptor | Anoréxico Ratas Schreiber et al.,
5-HT1B 2000
ANTAGONISTAS
SB242084 Antagonista a Orexigénico | Ratas Vickers y Dourish,
receptores 5-HT2C 2004.
GR127935 Antagonista a No se tiene Ratas Vickers y Dourish,
receptor 5-HT1B claro el 2004.
efecto
SB224289 Antagonista a No se tiene Ratas Vickers y Dourish,
receptor 5-HT1B claro el 2004.
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efecto
Metergolina Antagonista a Orexigénico | Ratas Halford y Blundell,
receptor 5-HT2 1996.
Bifasico Ratas Simansky, 1996.
Ritanserina Antagonista a Orexigénico | Ratas Grignaschi y
receptor 5-HT2 Samanin, 1992a.
Ketanserina Antagonista a Orexigénico | Ratas Garattini et al., 1989.
receptor 5-HT2
SB 200,646 Antagonista a Orexigénico | Ratas Kennett et al., 1994.
receptor 5-HT2B/2C
SB 206,553 Antagonista a Orexigénico | Ratas De Vry y Schreiber,
receptor 5-HT2B/2C 2000. .
Ratas Oomura et al., 1973.
Antagonista no Orexigénico
ciproheptadina | selectivo a receptor
5-HT2 Humano | Konstandi et al.,
1996.
ISRS
Inhibidor Selectivo | Anoréxico Ratas Rogersy
Fenfluramina | de la Recaptura de Humano | Blundell,1979.
5-HT Halford et al., 2005.
Inhibidor selectivo Anoréxico Ratas Mc Guirk y
Fluoxetina de la recaptura de Humano | Silverstone, 1990.
5-HT Wong et al., 1988.
Inhibidor selectivo
Sertralina de la recapturade | Anoréxico Ratas Koe et al., 1983.
5-HT
Rogers y Blundell,
d- fenfluramina | Enantiomero activo | Anoréxico Ratas 1979
de fenfluramina. Halford y Blundell,
1996.

Tabla 2. Muestra la gran cantidad de estudios en los que se ha evaluado el efecto de farmacos
serotonérgicos sobre la ingesta de alimentos. Y en los que se apoya la participacion del sistema 5-
HT en los mecanismos de alimentacién.

2.7. Fluoxetina: Inhibidor Selectivo de la Recaptura de Serotonina (ISRS)

La fluoxetina N-Methyl-3-[(4-trifluoromethyl)

hydrochloride (ver figura 1), es un farmaco antidepresivo que incrementa la

phenoxy]-3-phenylpropylamine

neurotransmision serotonérgica al inhibir selectivamente la recaptura neural de
serotonina (Benfield , Heel y Lewis, 1986; Frankfurt et al., 1994) tanto en animales
como en humanos (Messiha, 1993). La inhibicién de recaptura de 5-HT incrementa

la cantidad de serotonina disponible en el espacio sinaptico para unirse a
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receptores postsinapticos y promover la neurotransmision 5-HT (Frankfurt et al.,
1994).

F,C—(8)-0—CH—(CH,),—NHCH, * HCI

Figura 5. Estructura quimica del farmaco fluoxetina.

2.7.1. Efecto de Fluoxetina sobre la ingesta de alimentos.

La fluoxetina, al incrementar la liberacién de 5-HT en las terminales nerviosas, se
ha reportado que reduce el hambre y el consumo de alimento en humanos
(McGuirk y Silverstone, 1990). La administracion de fluoxetina en ratas privadas
de alimento y con alimentacion libre también produce una reduccién en la
alimentacion (hipofagia) y por ende en el peso corporal (Currie, Coscina y
Fletcher, 1998). Wong, Reid y Threlkeld en 1988, administraron enantiomeros de
fluoxetina y antagonistas a receptores 5-HT de manera central y periférica para
revertir el efecto producido por la fluoxetina. Los resultados mostraron que la
fluoxetina produjo una reduccion del consumo de alimento de manera dosis-
dependiente. Los antagonistas administrados periféricamente no revirtieron el
efecto hipofagico producido por la fluoxetina. Ademas administraron a la fluoxetina
en el nucleo paraventricular del hipotalamo y en ratas con hiperfagia inducida por
2-DG, en ambos casos la fluoxetina redujo el consumo de alimento. En ratas
privadas de alimento la fluoxetina también ha suprimido efectivamente el consumo
de alimento (Goudie et al., 1976). Otra serie de investigaciones han mostrado la
eficacia de la fluoxetina al decrementar el consumo de alimento en ratas bajo
diferentes condiciones experimentales (Heisler et al., 1999; Uphouse, Hensler,
Sarkar y Grossie 2006; Wong et al., 1998; Luo y Li, 1990; Feldman y Smith, 1978;
Cooper et al.,, 1990; Schneider, Badjecki, Feldman y Murphy 1994; McBride,
Murphy, Lumeng y Li, 1987).
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Los mecanismos de accién de la fluoxetina y de agonistas a los receptores 5-HT1
y b5-HT2 son consistentes con la hip6tesis de que incrementando la
neurotransmision de 5-HT se reduce el consumo de alimento (Dourish et al., 1989;
Fuller, Hemrick-Luecke y Snoody, 1994; Tecott, 2007). Para evaluar qué subtipos
de receptores de 5-HT median el efecto hipofagico de la fluoxetina, se llevaron a
cabo estudios con antagonistas a los subtipos de receptores 5-HT1 y 5-HT2
principalmente, encontrando que los antagonistas al receptor 5-HT2 invertian el

efecto hipofagico de la fluoxetina parcialmente (Goéthert, 1986).

En investigaciones realizadas con neurotoxinas como la 5,7 dihidroxitriptamina no
se encontré modificacién en el efecto supresor de alimento inducido por fluoxetina
(Currie et al., 1998). Una posible explicacion para entender el pobre efecto de la
deplecion central de 5-HT es que el estado funcional de las neuronas
serotonérgicas que permanecen, es suficiente para mediar las acciones

anoréxicas de la fluoxetina (Grignaschi et al., 1992b).

La fluoxetina puede interactuar con diferentes neuropéptidos implicados en la
regulacion de la conducta alimenticia como el NPY, POMC y AgRP, sugiriendo
que la administracién de este farmaco puede incidir en los efectos de estos
neuropéptidos sobre la ingesta de alimentos. Gutiérrez y cols. (2002) evaluaron el
efecto de la fluoxetina sobre la actividad de NPY en el NPV de ratas Zucker,
encontrando que la fluoxetina decrementa los niveles de NPY en el NPV. Mas
adelante en el 2005, Myung y colaboradores evaluaron el efecto de la fluoxetina
sobre NPY en ratas normales, encontrando un efecto hipofagico después de la
administracion de fluoxetina por 2 semanas y una reduccion en la expresion de
MRNA de NPY y POMC, sugiriendo que la fluoxetina puede revertir el efecto
hiperfagico de NPY al reducir sus niveles en el hipotalamo.

Estudios clinicos han demostrado que la fluoxetina también puede reducir el
consumo de alimento y peso corporal en humanos (Ward, Comer, Haney,

Fischman y Foltin, 1999; Pomerleau, Pomerleau, Morrell y Lowenbergh, 1991,
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Foltin, Haney, Comer y Fischman, 1996). Sin embargo, a pesar de la gran
cantidad de estudios experimentales realizados con esta droga, no se ha
esclarecido el papel que ejerce sobre las sefiales fisiologicas de hambre vy

saciedad.
2.8. Ciproheptadina

La ciproheptadina, 4-(5H-Dibenzo [a,d] cyclohepten-5-ylidine)-methylpiperidine
hydrochloride (Ver figura 6) actia como un antagonista no selectivo a los
receptores 5-HT2 y como un antagonista de los receptores histaminérgicos H1
(Leysen et al., 1981; Chakrabarty et al., 1967). Bloquea la actividad de la 5-HT en
el muasculo liso debido a su fijacion sobre los receptores 5-HT2. Ha mostrado
actividad anticolinérgica y posee propiedades antidepresivas débiles. Debido a su
afinidad a los receptores Hi, la ciproheptadina tiene propiedades y aplicaciones
similares a las de otros antagonistas del sistema histaminérgico. Es prescrita para
tratar alergias cutdneas y se ha llegado a prescribir para tratar los efectos no
deseados producidos por los ISRS, como la fluoxetina y la sertralina (Orthen-
Gambill, 1988).
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Figura 6. Estructura quimica del farmaco ciproheptadina

2.8.1. Efecto de la ciproheptadina sobre laingesta de alimentos.

Existe evidencia de que farmacos antiserotonérgicos y antihistaminérgicos como la
ciproheptadina promueven un incremento en el consumo de alimento (Orthen-

Gambill, 1988). En humanos, se ha reportado que incrementa el apetito y el peso
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corporal. En 1962, Lavenstein, Dacaney, Lasagna y Van Metre, administraron
ciproheptadina a nifios asméticos y observaron un incremento en el apetito, talla y
peso corporal, descartando que estos cambios fueran producto de hipotiroidismo o
algun desbalance hormonal. En adultos normales, se ha reportado que la
administracion de ciproheptadina también incrementa el consumo de alimento y el
peso corporal (Noble, 1969; Silverstone y Schuyler, 1975). Resultados similares
fueron encontrados por Comer, Haney, Fischman y Foltin (1997) evaluando el
efecto de la ciproheptadina sobre el consumo de una dieta alta y baja en
carbohidratos en humanos. Investigaciones realizadas con otras especies también
muestran un efecto de la ciproheptadina sobre el consumo de alimento.
Chakrabarty y cols. (1967) evaluaron el efecto de la ciproheptadina sobre la
actividad eléctrica en el hipotalamo lateral y ventromedial de gatos. Encontraron
un incremento en la amplitud y la frecuencia del electroencefalograma (EEG) en el
HL después de la administracion intravenosa de 2.5 y 3.0 mg/kg de
ciproheptadina. Estos resultados correlacionaron con un decremento en los
niveles de glucosa corporales. Sin embargo, no hubo ningin cambio en la
actividad eléctrica del HVM después de la administracion de ciproheptadina.
Ademas, la ciproheptadina incrementé el consumo de alimento y el peso corporal
de los animales. En roedores el efecto de la ciproheptadina es mas controversial
ya que se ha reportado que en dosis muy pequefias puede ejercer una accion
anoréxica (Blavet, DeFeudis y Clostre, 1982). Ademas existe evidencia de que hay
cambios ciclicos en la conducta de ingesta de agua y alimento en ratas hembra
durante su ciclo estral. En un estudio realizado por Konstandi, Dellia-Sfikaki y
Varonos (1996) no se observé un incremento en el consumo de alimento después
de la administracion oral de ciproheptadina en ratas hembra, pero si un
incremento en el consumo de agua. Quizas la actividad antiserotonérgica de la
ciproheptadina sea un factor importante para alterar el consumo de agua, ya que
se ha reportado que la serotonina induce sed (Barofsky, Grier y Pradham, 1980).

El efecto de la ciproheptadina sobre centros hipotaldmicos también ha sido
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evaluado. Oomura, Ono, Sugimori y Nakamura (1973) evaluaron el efecto de la
ciproheptadina sobre los centros hipotalamicos de roedores, encontrando un
incremento en la actividad de neuronas del HL y HVM, asi como un efecto
estimulatorio sobre la ingesta de alimentos. Orthen-Gambill (1988) encontré que la
ciproheptadina (1.25 mg/kg, i.p.) produjo un incremento en el consumo de alimento
(Purina chow) 24 horas después de la administracion en ratas macho libres de
alimento. Similarmente, las dosis de 0.625 mg/kg y 1.25 mg/kg de ciproheptadina,
incrementaron el consumo de alimento de una dieta altamente sabrosa (leche
carnation sabor vainilla) en 1, 2, 4, 6 y 24 h después de la administracion. En
contraste, la ciproheptadina no alteré el consumo de agua en ambos tipos de
dieta. Baxter, Miller y Soroko (1970) encontraron que las dosis de 12.5 mg/kg y 25
mg/kg de ciproheptadina administradas por via subcutanea (s.c.) incrementaron el

consumo de alimento en ratas (cualquier sexo) privadas de alimento.
CAPITULO 3. CONTROL DE LA CONDUCTA POR ESTIMULOS
3.1. El control de estimulos.

El objetivo que subyace al control de estimulos, es el determinar si un estimulo
puede ejercer un control sobre la conducta al permitir un aprendizaje de
discriminacion. Un estimulo es definido como un suceso que puede ser
caracterizado en al menos una dimensién 6 puede estar compuesto por sucesos
de diferentes modalidades (Orozco, Lépez y Velazquez, 1998) y se dice que
ejerce un control sobre la conducta de los organismos ante la presencia o
ausencia del mismo. Por ejemplo, cuando las personas se encuentran manejando
su vehiculo, pueden avanzar o detenerse al ver el color de la luz que presenta el
semaforo. El cambio en la propiedad del estimulo, en este caso el color de la luz
(verde o rojo) va a propiciar un cambio en la conducta del automovilista (avanzar o

detenerse).

En 1956, Gutman y Kalish (en Honig y Urcuioli, 1981) denominaron dos procesos
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sin los cuales no se podria comprender el control de estimulos. El primero es la

discriminacion y el segundo la generalizacion.
3.2. Discriminacion y Generalizacion

La discriminacién es un proceso que implica hacer distinciones entre situaciones
para responder apropiadamente a cada una de ellas (Young, James y Rosecrans,
2001). La discriminaciéon ocurre cuando los organismos emiten respuestas
diferenciales ante la presencia o ausencia de un estimulo; es decir, la probabilidad
de una respuesta sera mayor ante la presencia de un estimulo (estimulo
discriminativo, ED) (Marona-Lewicka y Nichols,1998). Por el contrario, si los
organismos responden de manera similar ante estimulos que no habian sido
presentados anteriormente (estimulos de prueba), se dice que hubo una
generalizacion del estimulo. Qué tanto un estimulo de prueba puede ser
generalizable al estimulo de entrenamiento, dependera de las similitudes entre la
dimension de ese estimulo (Marx, 1976). De esta manera, se puede obtener un
gradiente de generalizacion que es definido como una variacion ordenada de una
dimensién del estimulo. La respuesta del organismo ante éstas variaciones estara
en funcién de la similitud que el estimulo de prueba guarde con el estimulo de
entrenamiento (Bickel y Etzel, 1985; Marx, 1976; Willner, Sanger, Emmet y
Oglesby, 1991; Katz, 1983).

En estudios de discriminacién se han utilizado estimulos exteroceptivos tales
como luces o tonos (John y Kleiman, 1975). La generalizacién se ha llevado a
cabo modulando diferentes dimensiones de los estimulos como la frecuencia
(Risley, 1964) y la intensidad, entre otras. Asimismo, se ha evaluado la capacidad
de estimulos interoceptivos, como lo son los agentes farmacoldgicos en el control
de estimulos. Por ejemplo, en 1964, Overton comparé la eficacia de los estimulos
exteroceptivos como las sefales visuales y de los efectos producidos por una
droga para ejercer un control discriminativo. Como parte del disefio experimental

se utilizé pentobarbital como estimulo discriminativo y se observé que la presencia

37



0 ausencia del pentobarbital adquirié un control discriminativo, pero que una sefal
visual no fue un estimulo efectivo. En otro estudio realizado por Overton (1977) se
encontr6 que la anfetamina puede servir como un ED mas efectivo en
comparacion con estimulos exteroceptivos. Estos resultados sugieren que ciertas
drogas pueden ejercer un control sobre la conducta de manera mas eficaz que

estimulos exteroceptivos.

De esta manera, el control de estimulos inducido por drogas ha permitido obtener
una caracterizacion farmacologica de una gran variedad de componentes
psicoactivos (Harris y Balster, 1971; Overton, 1971). Otras investigaciones se han
centrado en evaluar la eficacia de las drogas sobre el control de respuesta
conductual; es decir, qué tanto una droga puede ejercer el papel de estimulo
discriminativo (ED) (Laties, 1975; Thompson y Pickens, 1971). La capacidad de
una droga como ED ha sido probada en procedimientos de discriminacion
condicional, en los cuales los sujetos son entrenados a emitir una de dos
respuestas alternativas en una condicion de estimulos y una respuesta diferente
bajo otra condicién. Cuando los sujetos emiten su respuesta Unicamente bajo la
condicion de estimulos de entrenamiento, esa condicion ha adquirido un control

discriminativo (Schuster y Balster, 1977).

3.3 Paradigma de Discriminacién de Drogas (DD) 6 Discriminaciéon de la

Intensidad de Privacién de Alimento (DIPA)

Uno de los métodos mas utilizados para evaluar la eficacia de las drogas como
estimulo discriminativo es el paradigma de discriminacién de drogas DD 6 DIPA, el
cual permite estudiar de manera objetiva los efectos conductuales de drogas
psicoactivas (Colpaert, 1999). De ésta manera el paradigma hace uso de la
capacidad de los animales para identificar distintos estados interoceptivos
(sefales) (Schechter, Signs y Borja, 1989) para producir una linea base
conductual estable que pueda ser utilizada para investigar similitudes y diferencias

dentro y entre clases de farmacos psicoactivos (Diaz y Velazquez, 2000).
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El procedimiento de DD 6 DIPA ha sido utilizado en una gran cantidad de
especies; como humanos, primates no humanos, palomas y roedores (Glennon,
1991).

En DD 6 DIPA los sujetos experimentales son entrenados a ejecutar una
respuesta (presionar un operando) ante la presencia de droga y otra respuesta
cuando Unicamente el vehiculo (salina) o una droga diferente esta presente. Una
vez que los animales aprenden la discriminacion, se realizan pruebas en las que
se evallan otros agentes y se obtiene informacién sobre las semejanzas de las
propiedades de ED que existen entre la droga de entrenamiento y drogas distintas
(Marona-Lewicka y Nichols, 1998; Schechter y Filkenstein, 1985). De esta manera
los efectos de las drogas como ED en animales, es analogo a pedirle a un sujeto
humano que reporte de manera verbal los efectos producidos por un farmaco
(Smith y Bickel, 2001; Oliveto, Bickel, Kamien, Hughes y Higgins, 1994; Preston y
Bigelow, 1998).

Las primeras investigaciones en las que se reportaron efectos producidos por
drogas fueron realizadas por Combe en 1830 (en McMillan, Sun y Hardwick, 1996)
el cual reporté que el etanol podia producir un aprendizaje dependiente de estado,
ya que las “sensaciones” producidas bajo el efecto de la droga permitian
diferenciar situaciones especificas. En 1882, Ribot (en Laties y Weiss, 1966)
determind que las “sensaciones” podian reflejar el estado fisiolégico y
farmacolégico del organismo convirtiéndose en poderosas determinantes de la

capacidad de poder recordar o no un hecho ocurrido en un tiempo especifico.

3.3.1. ¢(En qué consiste el Paradigma de DD 6 DIPA?

El paradigma de DD 6 DIPA es un procedimiento sensible a los efectos producidos
por los farmacos, en el cual los animales son entrenados a discriminar una dosis
particular de una droga (droga de entrenamiento), de una dosis distinta de la droga
de entrenamiento, de una droga diferente de la de entrenamiento, 6 de un vehiculo
(Glennon, 1991; Colpaert, 1999; Overton, Leonard y Merckle, 1981; Young et al.,
2001).
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3.3.1.2 ¢ Qué evalua el paradigma de DD 6 DIPA?

El paradigma de DD evalla los mecanismos fisiolégicos y conductuales que
subyacen a la accion de los farmacos, permitiendo caracterizar sus mecanismos
de accion en el SNC. En DD se toman 2 medidas esenciales: La primera es el
indice de discriminacién (ID), el cual es un valor derivado del namero de
respuestas emitidas hacia el operando de la caja experimental asociado con la
droga o salina, dividido entre el nimero total de respuestas emitidas; el valor
resultante puede expresarse como porcentaje de respuestas hacia un operando
especifico. El ID nos indica el grado de semejanza entre el componente de prueba
y el de entrenamiento. Otra medida importante en DD es la tasa de respuesta
(TR), la cual nos indica si hay un deterioro motor o en el nivel de motivacién por
efecto del tratamiento y es obtenido como el nUmero de respuestas por unidad de
tiempo (Solinas, Panlilio, Justinova, Yasar y Goldberg, 2006). Una vez que una
droga ejerce control discriminativo, pruebas de generalizacion pueden ser llevadas
a cabo. En esta fase, pueden ser evaluadas diferentes dosis del farmaco de
entrenamiento o un farmaco diferente. La ejecucion de los animales estara en
funcion de la similitud de la droga de prueba con la droga de entrenamiento
(Appel, West, Rolandi, Alici y Pechersky, 1999).

Las investigaciones concernientes al control discriminativo, han examinado la
eficacia de estimulos particulares para controlar la conducta; ademas se han
evaluado diferentes programas de reforzamiento con el fin de encontrar el
procedimiento adecuado para mantener un control discriminativo eficaz (Li y
McMillan,1998).

Ademas de los farmacos, otros estados interoceptivos pueden ejercer un control
sobre la conducta. Tal es el caso de las sefales fisiolégicas de hambre y
saciedad, que han sido utilizadas como estimulos discriminativos en tareas de

condicionamiento clasico y operante, las cuales puede aportar informacién
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relevante sobre los mecanismos fisiolégicos que subyacen a la ingesta de

alimentos.

A principios de los afios noventa del siglo pasado, iniciaron una serie de
investigaciones para responder a la interrogante sobre si los animales son
capaces de discriminar estados interoceptivos de hambre y saciedad (Schechter,
1990) tal y como ocurre con los estados interoceptivos producidos por farmacos.
Todos los organismos son capaces de detectar cambios fisiol6gicos después de
comer o cuando se estd bajo un estado energético negativo (privacion de
alimento), porque aunque la falta de alimento o el abastecimiento de nutrientes es
producido a nivel periférico todas estas sefiales fisiolégicas son integradas en el
SNC (Simansky, 1996) y de esta manera los organismos pueden guiar Su
conducta al hacer una interpretacion de las sefales fisioldgicas (Benoit y Tracy,
2008).

Los primeros estudios utilizaron técnicas de condicionamiento clasico, que
consistian en entrenar a ratas a discriminar diferentes niveles de privacion de
alimento, asociando un nivel de privaciéon con la liberacion de un choque ligero en
las patas del animal, mientras que un nivel diferente de privacién de alimento no
tenia ninguna consecuencia. El aprendizaje de este tipo de sefiales fue
demostrado con la conducta de freezing o congelamiento. A este procedimiento se
le llamo Discriminacion de la Intensidad de Privacion de Alimento 6 DIPA
(Davidson, 1993). Mas estudios fueron realizados utilizando este mismo
paradigma, evaluando diferentes niveles de privacion de alimento asi como
también hormonas gastrointestinales que participan en el control de la conducta de
ingesta como insulina, leptina, colecistocinina (CCK), neuropéptido Y (NPY) y 2-
desoxiglucosa (2-DG) (Davidson, Flynn y Jarrard,1992; Davidson, 1993; Benoit y
Davidson, 1996; Seeley, Benoit y Davidson, 1995). Estos estudios demostraron
que las sefales interoceptivas producidas por privacion de alimento pueden
ejercen un control en la conducta de los animales utilizandolas como sefiales

discriminativas que predicen la presencia o ausencia de un choque eléctrico.
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El DIPA, ha sido usado como herramienta para evaluar sefales interoceptivas de
hambre y saciedad como estimulo discriminativo en ratas. En DIPA el animal tiene
gue emplear una respuesta operante; es decir presionar un operando (usualmente
una palanca) de una camara experimental cuando se encuentre “hambriento” o
con un nivel alto de privacion de alimento y presionar otro operando cuando se
encuentre “saciado” o con un nivel bajo de privacion de alimento. Los animales
obtienen reforzamiento positivo (agua con azucar o pellets de azucar) cuando
responden en la palanca correcta asociada a cada condicion. De igual forma, han

sido evaluados diferentes neuroquimicos, hormonas gastrointestinales que inhiben
o incrementan el consumo de alimento y farmacos con accion anorexigénica, para

saber si producen un estado similar al de hambre o saciedad.

Debido a que este paradigma fue utilizado en el presente trabajo para evaluar
estados interoceptivos de hambre y saciedad como estimulo discriminativo en

ratas, seran descritos con mayor detalle los estudios que lo apoyan.

3.4. Generalizacién de neuropéptidos y agentes farmacolégicos implicados
en la ingesta de alimento hacia las sefales fisiolégicas de hambre y

saciedad.

Uno de los primeros estudios para evaluar los objetivos trazados fueron llevados a
cabo por Corwin, Woolverton y Schuster (1990) en el que evaluaron las sefiales de
hambre y saciedad en un paradigma de discriminacion. Entrenaron a 23 ratas en
cajas de condicionamiento operante a discriminar 3 y 22 horas de privacion de
alimento. Los animales tenian que responder en la palanca derecha cuando
estuvieran privados por 3 horas de alimento (un estado interoceptivo similar a
saciedad) mientras que cuando estuvieran privadas por 22 horas de alimento (un

estado interoceptivo similar al de hambre) respondian en la palanca izquierda.
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En las pruebas de generalizacion evaluaron un agente implicado en la saciedad, la

CCK y dos drogas anoréxicas (la anfetamina y la fenfluramina) para determinar si

estos agentes producian un estado interoceptivo similar al de 3 horas de alimento.
Se encontr6 efectivamente que los animales pueden discriminar estados
interoceptivos de hambre y de saciedad y soOlo la CCK a diferencia de la
anfetamina y fenfluramina, produjo un estado similar al de saciedad (6 3 horas de

privacion de alimento).

En otro estudio realizado por Schechter (1990) utilizando también una tarea de
discriminacion de drogas, siete ratas macho de la cepa Sprague-Dawley fueron
entrenadas en cajas de de condicionamiento operante para discriminar el estado
interno producido por 3 y 27 horas de privacion de alimento. Tres horas de
privacion de alimento (o saciedad, SAT) fueron asociadas con una respuesta
(RF10) en un operando, mientras que 27 horas de privacion de alimento (0
“‘hambre”, DEP) fueron asociadas con una respuesta (RF10) en el operando
contrario. Cuando los animales adquirieron el criterio de discriminacion (8 de 10
sesiones consecutivas) iniciaron las pruebas de generalizacion en las cuales se
evaluaron 1, 15, 21 y 48 horas de privacion de alimento. Se consider6 como
palanca “seleccionada”, las diez primeras respuestas (RF10) ya fuera en la
palanca de “saciedad” (SAT) o en la palanca de “hambre” (DEP) e inmediatamente
después los animales fueron retirados de la camara experimental. Las pruebas de
generalizacion fueron llevadas a cabo mediante extincion; es decir, sin
reforzamiento. Posteriormente, pruebas de generalizacion fueron llevadas a cabo
con las drogas anoréxicas anfetamina, fenfluramina y su metabolito
norfenfluramina. Cuando a los animales se les administré fenfluramina bajo la
condicion de “hambre” (27 h de privacion) emitieron una respuesta hacia el
operando asociado con “saciedad”, mientras que la anfetamina produjo respuestas
hacia el operando asociado con la condicion de hambre (27 h de privacion de
alimento). Por lo tanto, la fenfluramina produjo un estado interoceptivo similar a

“saciedad” (3 h de privacion de alimento).
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A partir de estos estudios, hubo un gran interés por evaluar si el estado
interoceptivo producido por neuropéptidos y hormonas gastrointestinales que
participan en la regulacion de la ingesta de alimentos, pueden mimetizar o producir
un estado interoceptivo similar al de hambre y saciedad. En 1991, Jewett, Schaal,
Cleary, Thompson y Levine, demostraron por primera vez que el NPY (un
neuropéptido que estimula de manera potente el consumo de alimento),
administrado intracerebroventricularmente (i.c.v.), es altamente discriminable de
manera dosis-dependiente. De igual forma, administrando otro péptido como el
péptido YY336 (PYY) (70% homologo al NPY y mucho mas potente que éste), las
ratas generalizaron su respuesta al operando asociado con NPY. Pero la privacion
de 24 y 48 horas de alimento, no se generalizd a la respuesta asociada con NPY,
sugiriendo que el NPY vy la privacién de alimento no producen sefiales internas
similares. En estudios mas recientes administrando NPY y ghrelina dentro del
nacleo paraventricular del hipotdlamo (PVN), produjeron un estado interoceptivo
equivalente al de 22 horas de privacion de alimento (Jewett et al., 2006).
Resultados similares fueron encontrados al administrar ghrelina de manera
intraperitoneal (i.p.) o intracerebroventricular (i.c.v.) en ratas privadas por 24 horas
de alimento (Davidson et al., 2005), sugiriendo que la ghrelina produce
consecuencias sensoriales interoceptivas similares a las producidas por 24 h de

privacion de alimento, siendo mas marcado el efecto por via i.c.v. que por via i.p.

Estudios similares administrando hormonas gastrointestinales tales como la leptina
y CCK por via intracerebroventricular (i.c.v.) e intraperitoneal (i.p.)
respectivamente, produjeron sefales similares a las producidas por 1 hora de
privaciéon de alimento, es decir; produjeron sefales similares a un estado de
saciedad (Kanoski, Walls y Davidson, 2007).De estos estudios, se concluyé que
los animales efectivamente pueden ser capaces de discriminar sefiales internas de
hambre y saciedad utilizando ya sea tareas de condicionamiento clasico u
operante. Actualmente la investigacion se esta centrando en evaluar si farmacos

que inhiben o incrementan el consumo de alimento, lo hacen a través de una sefial
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de hambre o saciedad. Jewett y cols. (2008) administraron farmacos con accion

anoréxica como la sibutramina y rimonabant a ratas entrenadas a discriminar 2 'y

22 horas de privacion de alimento en cajas de condicionamiento operante. Los
resultados obtenidos fueron que los animales son capaces de discriminar los
estados interoceptivos producidos por 2 y 22 horas de alimento. En la fase de
generalizacion, la sibutramina altero los efectos estimulo discriminativo producidos
por 22 horas de privacion de alimento; es decir, la sibutramina produjo un estado
similar al de 2 horas de privacion de alimento. En el caso del rimonabant, no alteré
los efectos estimulo discriminativo producidos por 22 horas de privacion de

alimento. Sin embargo, ambas drogas decrementaron el consumo de alimento.
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JUSTIFICACION

El incremento en la incidencia de trastornos alimenticios como la anorexia, la
bulimia nervosa y la obesidad hacen necesario realizar investigacion cientifica
seria sobre los mecanismos que subyacen a la ingesta de alimentos. Ahora bien,
la investigacion referente a la ingesta de alimentos y a la busqueda de opciones
farmacoldgicas que resulten efectivas en el tratamiento de los trastornos de
alimentacion se ha centrado Unicamente en evaluar si los agentes farmacoldgicos
tienen un efecto inhibitorio o incrementan la ingesta de alimentos, pero los nuevos
paradigmas de investigacion en farmacologia conductual tal como el paradigma de
Discriminacion de Drogas (DD) 6 Discriminacion de la Intensidad de la Privacion
de alimento (DIPA) aplicado en las nuevas lineas de investigacion sobre la
conducta alimenticia ha mostrado ser una herramienta util que permite caracterizar
las propiedades de agentes farmacoldgicos, evaluando los estados interoceptivos
producidos por los estados de hambre y saciedad como una sefial importante para
guiar a la conducta de ingesta. Por lo tanto, DD 6 DIPA ha resultado un
procedimiento efectivo para evaluar sefiales fisioldgicas como el hambre y la
saciedad, dando un estatus de control de la conducta a las sefiales interoceptivas.
En este contexto, el objetivo principal de la presente investigacion fue el de
evaluar mediante DD 6 DIPA las sefiales de hambre y saciedad como un estado
interoceptivo interpretado por los animales experimentales y determinar si el efecto
de farmacos serotonérgicos que producen un incremento en la ingesta de alimento
(efecto orexigénico) como la ciproheptadina o un efecto supresor en la ingesta
(efecto anorexigénico) como la fluoxetina, producen sefiales internas similares a
hambre y saciedad. El interés por evaluar los efectos de estos dos farmacos se
debe a que la fluoxetina ha mostrado tener efectos modulatorios en la conducta
de alimentacién y parece suprimir la ingesta de alimento en modelos animales y
humanos, aunque no se ha evaluado el efecto que tiene sobre las sefiales
fisioloégicas de hambre y saciedad. Por su parte, la ciproheptadina ha sido utilizada
para incrementar el consumo de alimento, pero tampoco se tienen datos de su

efecto sobre las sefales fisioldgicas de hambre y saciedad.
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OBJETIVOS

Objetivo General: Evaluar el efecto producido por los farmacos
serotonérgicos (fluoxetina y ciproheptadina) sobre las sefales fisioldgicas
de hambre y saciedad producidas por 2 y 22 horas de privacion de alimento
en ratas.

Objetivos Particulares:

Evaluar si la fluoxetina produce un estado interoceptivo similar a hambre o
saciedad bajo las condiciones de 2 y 22 h de privacion de alimento.

Evaluar si la ciproheptadina produce un estado interoceptivo similar a
hambre o saciedad bajo las condiciones de 2 y 22 h de privacion de
alimento.

Evaluar el efecto de la fluoxetina sobre el consumo de alimento bajo las
condiciones de 2y 22 horas de privacion de alimento.

Evaluar el efecto de la ciproheptadina sobre el consumo de alimento bajo
las condiciones de 2y 22 horas de privacion de alimento.

HIPOTESIS

Hipotesis general

Los farmacos serotonérgicos con efecto anorexigénico (fluoxetina) y
orexigénico (ciproheptadina) podran mimetizar el efecto de estimulo
discriminativo producido por las sefales interoceptivas de hambre y
saciedad en ratas.
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Hipotesis particulares

Si la fluoxetina altera (disminuye la generalizacion a) el efecto de estimulo
discriminativo producido por 22 h de privacion de alimento (condicién de
hambre) entonces la fluoxetina produce un estado interoceptivo equivalente
al de saciedad.

Si la ciproheptadina altera (disminuye la generalizacion a) el efecto de
estimulo discriminativo producido por 2h de privacion de alimento
(condicién de saciedad) entonces la ciproheptadina produce un estado
interoceptivo similar al de hambre.

Si la fluoxetina produce un efecto supresor en la ingesta de alimentos
entonces reducird el consumo de alimento después de 2 y 22 horas de
acceso al alimento.

Si la ciproheptadina produce un efecto orexigénico en la ingesta de
alimentos, entonces incrementard el consumo de alimento después de 2 y
22 horas de acceso al alimento.

CAPITULO 4. METODO

4.1. Sujetos

Se utilizaron 10 ratas macho de la cepa Wistar (experimentalmente ingenuas) con

un peso aproximado de 280-350 gramos a su llegada al laboratorio, alojadas en

cajas individuales, bajo un ciclo de luz- oscuridad de 12 h (con las luces

encendidas a las 7:00 am y apagadas a las 7:00 pm), con alimento (pellets Purina-

Chow) y agua ad libitum al inicio del experimento. Durante las fases de

experimentacion, las ratas fueron privadas de alimento para mantenerlas al 85 %

de su peso.
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4.2. Aparatos

Se utilizaron 5 cajas experimentales de condicionamiento operante de 28x22x28
cm (Lafayette, Instruments USA), con 2 palancas retractiles localizadas a 8 cm del
piso, un dispensador de liquidos localizado entre ambas palancas a 5 cm de
distancia de éstas; 2 luces localizadas a 7 cm de altura desde cada palanca, un
buzzer conectado a una bocina ubicado en la parte superior de la caja y una luz
general. Las cajas experimentales se encontraban en compartimentos
somoamortiguados, equipadas con un ventilador que generaba ruido blanco, para
enmascarar los sonidos ambientales. Los eventos experimentales fueron
controlados y registrados por una interfase (Med Associates inc, USA) y una

computadora 486.

4.2.1 Farmacos.

Se utilizé6 hidroclorido de fluoxetina el cual fue proporcionado por la casa
farmacéutica Tocris, diluido en salina isoténica al 0.9% y administrado
intraperitonealmente (i.p) en dosis de 0.1, 1.0, 3.0, 5.0 y 10.0 mg/kg, en un

volumen de 1 ml/kg, treinta minutos antes de las pruebas de generalizacion.

La ciproheptadina fue obtenida de la casa farmacéutica Tocris, fue diluida en una
solucion compuesta de propilenglicol al 60 % y agua inyectable al 40%, se
administré en dosis de 0.1, 1.0, 3.0 y 10.0 mg/kg i.p, en un volumen de 1 ml/kg,

treinta minutos antes de las pruebas de generalizacion.

4.3. Procedimiento

El experimento constd de 3 fases: de moldeamiento, de entrenamiento y de
generalizacion.

4.3.1. Fase de Moldeamiento

La primera fase consté de 3 sesiones, durante las cuales se llevd a cabo el
moldeamiento de los animales mediante el procedimiento de aproximaciones

sucesivas. Las ratas fueron entrenadas a responder hacia cada uno de los
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operandos de la caja experimental mediante el reforzamiento con 0.2 ml de
solucion sucrosa otorgado a los animales Unicamente cuando se aproximaban o
presionaban alguna de las palancas. Cuando los animales respondieron
adecuadamente en ambas palancas fueron entrenados a responder bajo el
programa de reforzamiento de razoén fija (RF) que fue incrementando de manera
progresiva desde RF1, RF3, RF5, RF8 hasta alcanzar RF10. Cuando las 10 ratas
se mantuvieron durante 3 sesiones consecutivas respondiendo de manera
correcta en RF10, inicio el entrenamiento de discriminacion de 2 y 22 h de

privacion de alimento.

4.3.2.Fase de Entrenamiento

4.3.2.1. Entrenamiento de discriminacion de 2 estados alternos de privacion

de alimento.

Después de la fase de moldeamiento, cada animal fue asignado aleatoriamente a
uno de dos grupos de 5 sujetos cada uno. Ambos grupos fueron entrenados a
discriminar dos estados de privacion de alimento, uno de 2 h denominado como
“saciedad” y otro de 22h denominado como “‘hambre” en cajas de

condicionamiento operante.

Asi, al primer grupo se le privdo por 2 h (estado de saciedad) y se entrend a
responder mediante RF 10 hacia el operando derecho cuando se encontraba bajo
esta condicion. Cuando se encontraba bajo 22 h (estado de hambre) su respuesta
se asocié al operando izquierdo de la caja experimental. Las condiciones del
segundo grupo fueron invertidas; cuando los animales se encontraban bajo 2 h de
privacion de alimento su respuesta se asocié al operando izquierdo y bajo el
estado de 22 h de privacion la respuesta era emitida en el operando derecho. Las
sesiones de cada grupo duraban 30 minutos cada una y se llevaron a cabo los 7
dias de la semana para mantener un control sobre las condiciones de
discriminacion. La secuencia de discriminacion que se utilizé en el entrenamiento

fue basada en el procedimiento de Colpaert et al. (1982) y las condiciones se
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presentaron de manera semialeatoria evitando que los estados de privacion se
repitieran mas de 2 veces, por ejemplo: 2, 22, 2, 2, 22, 2, 22, 22 etc. Cuando los
animales alcanzaron el criterio de discriminacion; es decir el 85% de respuestas
emitidas en la palanca asociada a 22 h, las pruebas de generalizacion

comenzaron.
4.3.3. Fase de generalizacion:

4.3.3.1. Generalizaciéon sin farmaco

Una vez alcanzado el criterio de discriminacion, las ratas fueron sujetas a sesiones
prueba constituidas por horas intermedias de privacion de alimento de 2, 5, 6.20,
11.10 y 22, con el fin de evaluar si los animales respondian a estos estados
interoceptivos de prueba de forma similar a “hambre” o “saciedad”. En esta fase,
s6lo se registraron las primeras diez respuestas emitidas (RF10) en cualquier
operando de la camara experimental. Posteriormente, las luces de la caja
experimental se apagaban indicando que la sesion experimental habia finalizado y
los animales eran retirados inmediatamente. El orden en el que fueron evaluadas
las horas de privaciéon de alimento de prueba, fue de manera semialeatoria y
fueron interpuestas sesiones de entrenamiento entre cada hora de prueba para
asegurar que el criterio de discriminacion se siguiera manteniendo. A diferencia de
la fase de entrenamiento, las respuestas emitidas en cualquier operando de la caja

experimental no tuvieron como consecuencia la liberacion del reforzador.

4.3.3.2. Generalizacién con farmaco

El estimulo interoceptivo producido por fluoxetina y ciproheptadina fue evaluado
para saber si los animales lo reportaban de manera similar a un estado de
“hambre” o “saciedad”. Para ello, la fluoxetina en dosis de 0.1, 1.0, 3.0, 5.0 y 10.0
mg/kg i.p fue administrada treinta minutos antes de cada sesién experimental.
Como en la fase de generalizacion cuantitativa, solo se tomaron las primeras diez

respuestas emitidas en cualquiera de los operandos como respuesta.
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Posteriormente, las luces de las cajas operantes se apagaban indicando el término
de la sesion y los animales eran retirados inmediatamente. El procedimiento fue el
mismo al evaluar diferentes dosis de ciproheptadina (0.1, 1.0, 3.0 y 10.0 mg/kg
i.p). Las diferentes dosis de fluoxetina y ciproheptadina fueron administradas en
orden semialeatorio y ambos farmacos fueron evaluados bajo la condicion de
“hambre” y “saciedad”. Entre cada dosis de farmaco, fueron interpuestas sesiones
de entrenamiento para asegurar que el criterio de discriminacion se siguiera
manteniendo. De igual forma, las respuestas emitidas en cualquier operando no

tuvieron como consecuencia la liberacion del reforzador.

4.4. Registro de consumo de agua y alimento

Se registré el consumo de agua y alimento de los animales durante la fase de
entrenamiento y después de la fase de generalizacion con fluoxetina y
ciproheptadina. El objetivo de registrar el consumo de alimento fue para corroborar
el efecto inhibitorio de la fluoxetina y estimulatorio de la ciproheptadina sobre la
ingesta de alimentos. Para ello, fueron colocados 200 gramos de alimento en el
comedero de las cajas “hogar” de los animales y 200 ml de agua en botellas
graduadas al finalizar la sesion experimental. El registro de consumo de agua y
alimento se realiz6 bajo las condiciones de 2 y 22 h de privacion de alimento. Los
datos fueron obtenidos al restar la cantidad que consumieron los animales de los
200 gr de alimento y los 200 ml de agua que se les proporcioné al término de la

sesion experimental.

4.5. Andlisis Estadistico

Los datos obtenidos en las diferentes fases experimentales fueron el indice de
discriminacion (ID) y la tasa de respuesta (TR). El ID es obtenido como el total de
respuestas hacia la palanca correcta entre las respuestas totales emitidas en
ambas palancas. La TR es el numero de respuestas por segundo. Los datos

fueron expresados como media * error estandar.
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La ejecucion de los animales en la fase de entrenamiento de discriminacion de 2 y
22 h de privacion de alimento fueron analizados con un analisis de varianza
(ANOVA) de dos vias cuyos factores fueron las sesiones de entrenamiento y las

condiciones de discriminacion (hambre y saciedad).

Los datos de la fase de generalizacion cuantitativa (horas intermedias de privacion
de alimento) fueron analizados con un ANOVA de medidas repetidas de una via,
teniendo como factor las diferentes horas de privacién de alimento. Similarmente,
los datos de la fase de generalizacion cualitativa (fluoxetina y ciproheptadina)
fueron analizados con un ANOVA de medidas repetidas de una via, teniendo
como factor las dosis de cada farmaco. Los datos obtenidos del registro de ingesta
de agua y alimento se analizaron con un ANOVA de medidas repetidas de una via
comparando el efecto de las diferentes dosis de farmaco sobre el consumo de
agua y alimento durante 2 y 22 h de privacion de alimento. Cuando se
encontraron diferencias con una P<0.05, se realiz6 la prueba post hoc de Dunnett
para determinar las dosis en las que hubo diferencias significativas respecto al
grupo control. Los datos fueron analizados con el programa de analisis estadistico
GraphPad Prism versiéon 5.0 para Mac OS X, 2009.

Se descartaron los datos de 2 ratas en el andlisis estadistico para la fase de
generalizacion con farmaco y del consumo de agua y alimento, debido a que uno
de los animales desarroll6 preferencia hacia uno de los operandos de la camara
experimental y otro murié y no complet6 todas las dosis de prueba en la fase de

generalizacion.
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CAPITULO 5. RESULTADOS
5.1. Entrenamiento de discriminacion de 2y 22 h de privacion de alimento

La figura 7 muestra la ejecucion de los animales (n=10) en el entrenamiento de
discriminacion de 2 y 22 h de privacion de alimento, se puede observar que en
promedio los animales alcanzaron el criterio de discriminacion alrededor de las 80
sesiones de entrenamiento, 40 sesiones para la condicion de 2 h (saciedad) y 40
sesiones para la condicion de 22 h (hambre). Se encontraron diferencias
significativas en el indice de discriminacion bajo 2 y 22 h [F (19)=2253.151,
P<0.001] (ver figura 7). EI nimero de sesiones requeridas por cada sujeto para
alcanzar el criterio de discriminacion es mostrado en la tabla 3. La figura 8 muestra
la tasa de respuesta en la fase de entrenamiento. No se encontraron diferencias
significativas bajo las 2 y 22 h de privacion de alimento [F (19)=.6728, P=0.4333]
(ver figura 2).

indice de discriminacion bajo 2y 22 h de privacién de alimento.
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Figura 7. Muestra el indice de discriminacién bajo 2 y 22 h de privacion a lo largo de las sesiones
de entrenamiento. Los circulos cerrados representan la condicién de “Saciedad” y los circulos
abiertos la condicion de “Hambre”. En las ordenadas se muestra el porcentaje de respuestas hacia
la palanca asociada con 22h de privacion de alimento. En las abscisas se muestran las sesiones
de entrenamiento.
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Numero de
Rata sesiones

1 70
80
70
85
80
88
78
70
66
65
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[
o

Tabla 3. Muestra el nUmero de sesiones en el que cada rata alcanzé el criterio de discriminacion
(85 % de respuestas correctas asociadas a cada condicion de entrenamiento) durante 5 sesiones
consecutivas.

Tasa de respuesta bajo 2 y 22 h de privacién de alimento

3.0

2.5 1

2.0 1

Tasa de Respuesta (Rs/s)

50

Sesiones
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—O— 22hde privacion de alimento"Hambre"

Figura 8. Muestra la tasa de respuesta de los animales a lo largo de las sesiones de
entrenamiento bajo 2 y 22 h de privacion de alimento. En el eje de las ordenadas se muestra la
tasa de respuesta (respuestas/segundo). En el eje de las abscisas se muestran las sesiones de
entrenamiento. La condiciéon de “hambre” es representada por los circulos abiertos, mientras que la
condicién de “saciedad” es representada por los circulos cerrados.
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5.2. Generalizacién sin farmaco (Horas intermedias de privacion de alimento)

La figura 9 muestra la respuesta de los animales (n=10) en la fase de
generalizacion cuantitativa (horas intermedias de privacion de alimento), se puede
observar que la ejecuciéon de los animales fue una funcion directa de las horas de
privacion (2, 5, 6:20, 11:10 y 22 h) . EI ANOVA de una via de medidas repetidas
mostro diferencias significativas en el factor horas de privacion de alimento
[F(4,36)=7.7620, P=.00013]. Una prueba post hoc de Dunnett, encontré que 11:10 y
22 h de privacion de alimento fueron estadisticamente significativas con respecto a
la condicion control de 2 h de privacion de alimento (P<0.05), mientras que 2,5y
6:20 h fueron estadisticamente significativas con respecto a la condicion control de
22 h (P<0.05). Las figuras 10A y 10B muestran la tasa de respuesta de los
animales, bajo la condicion de saciedad y de hambre. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la ejecucion de los animales bajo las
diferentes horas de privacién, con respecto a las condiciones control (saciedad y
hambre) [F(4,36)=0.7074, P=0.5922).
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Figura 9. Gradiente de generalizacion al evaluar diferentes horas de privacién de alimento. En el
eje de las ordenadas se presenta el porcentaje de respuestas asociado a la palanca de 22 h, el de
las abscisas presenta la condicién de saciedad (circulo cerrado), condicion de hambre (circulo
abierto) y las diferentes horas de privacion de alimento; 2h (triangulo invertido), 5 h (cuadrado),
6:20 h (rombo) 11:10 h (tridngulo) y 22 h (hexagono).
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Efecto de las horas intermedias de privacion de alimento sobre la tasa de

respuesta.
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Figura 10. Muestra la tasa de respuesta en la fase de generalizacion sin farmaco (horas
intermedias de privacion de alimento) comparada con la condicion de saciedad (A) y la condicion
de hambre (B). En ambas gréficas las ordenadas presentan el nUmero de respuestas por segundo.
En las abscisas se presenta la condicién de saciedad (circulo cerrado), condicién de hambre
(circulo abierto) y las diferentes horas de privacién de alimento; 2h (triangulo invertido), 5 h
(cuadrado), 6:20 h (rombo) 11:10 h (tridngulo) y 22 h (hexagono).
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5.3. Generalizacién con farmaco: Fluoxetina

La figura 11A muestra la ejecucion de los animales (n=8) durante la prueba de
generalizacion con fluoxetina bajo la condicion de saciedad. Se puede observar
que independientemente de las dosis evaluadas, la fluoxetina no alter6 el efecto
de estimulo discriminativo producido por las 2 h de privacién de alimento y a partir
de la dosis de 5 mg/kg se observa una mayor estabilidad en la respuesta.El
ANOVA de una via indico que el factor dosis no difiri6 de manera significativa con
respecto a la condicién control de saciedad [F(s42)=0.8343, P=0.5504]. La figura
11B muestra el efecto de la fluoxetina bajo la condicion de hambre (n=8), se
puede observar una generalizacion parcial hacia la condicion de saciedad, las
dosis bajas (0.1 y 1.0 mg/kg) no alteraron el efecto de estimulo discriminativo
producido por la condicion de hambre. Sin embargo, con la dosis de 3.0 mg/kg se
puede observar una tendencia hacia la condicién de saciedad; las dosis altas (5.0
y 10.0 mg/kg) produjeron una generalizacion parcial hacia la condicion de
saciedad. EI ANOVA de una via mostré diferencias significativas entre las
diferentes dosis y la condicion de hambre [F (542)=4.358, P=0.0017]. La prueba
post hoc de Dunnett revel6 que la dosis de 10.0 mg/ kg resultd significativa con
respecto a la condicion de hambre P< 0.05 (ver figura 12). Las figuras 11C y 11D
muestran la tasa de respuesta de los animales evaluados bajo las condiciones de
saciedad y hambre con las diferentes dosis de fluoxetina. No se encontraron
diferencias significativas en la tasa de respuesta bajo ambas condiciones de
prueba; saciedad [F(s42)=1.351, P=0.2567] y hambre [F (s42)=0.6802, P=0.6664

con las diferentes dosis evaluadas.
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Generalizacion con Fluoxetina bajo 2y 22 h de privacion de alimento.
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Figura 11. Muestra la ejecucion de los sujetos en una prueba de generalizacion con diferentes
dosis de fluoxetina bajo la condicién de “saciedad” (A) y “hambre” (B). El efecto de las diferentes
dosis de fluoxetina sobre la tasa de respuesta (respuestas por segundo) bajo la condicion de
“saciedad” y “hambre” es mostrado en los paneles C y D respectivamente. Diferencias significativas
son representadas por asteriscos (p<0.05).
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5.4. Generalizacién con farmaco: Ciproheptadina

La figura 12A muestra el efecto de las diferentes dosis de ciproheptadina en la
prueba de generalizacion bajo la condicién de saciedad (n=8), las dosis bajas (0.1
y 1.0 mg/kg) no alteraron el efecto de estimulo discriminativo producido por 2 h de
privacion de alimento, pero se puede observar que las dosis altas produjeron una
generalizacion parcial hacia la condicion de hambre. EI ANOVA de una via mostro
diferencias significativas entre las dosis de ciproheptadina respecto a la condicion
control (2 h de privacion de alimento) [F(s 35)=4.083, P=0.0050]; es decir las dosis
de farmaco alteraron el efecto de estimulo discriminativo producido por la
condicion de saciedad, la prueba post hoc de Dunnett reveld diferencias
significativas con las dosis de 10.0 mg/kg respecto a la condicién control de
saciedad (P<0.005). La figura 12B muestra el efecto de la ciproheptadina en la
prueba de generalizacion bajo la condicion de hambre (n=8). Se puede observar
gue independientemente de la dosis administrada, la ciproheptadina produjo un
estado interoceptivo similar al de hambre. EIl ANOVA de una via de medidas
repetidas indicd que el factor dosis no mostré diferencias significativas entre el
efecto producido por las diferentes dosis de ciproheptadina respecto a la condicion
control de hambre, por lo tanto ninguna de las dosis de ciproheptadina alteré el
efecto de estimulo discriminativo producido por la condicion de hambre. [F(s3s)=
1.408, P=0.2455). Las figuras 12C y 12D muestran el efecto de la ciproheptadina
en la tasa de respuesta de los animales bajo las condiciones de saciedad y
hambre respectivamente. Se puede observar que la ciproheptadina
(independientemente de las dosis) no alteré la tasa de respuesta bajo la condicién
de saciedad [F(535)=2.218, P=0.0744] y la de hambre [F(5 35=0.5742, P=0.7193].
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Generalizacion con Ciproheptadina bajo 2y 22 h de privacion de alimento.
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Figura 12. Muestra la ejecucién de los animales en la prueba de generalizacion con diferentes
dosis de ciproheptadina (mg/kg) bajo la condicion de saciedad (A) y hambre (B). Se muestra el
efecto de la Ciproheptadina sobre la tasa de respuesta (respuestas por segundo) de los animales
bajo las condiciones de saciedad (C) y hambre (D). Diferencias significativas son representadas
con asteriscos (p<0.05).
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5.5. Efecto de la fluoxetina sobre el consumo de alimento y agua bajo 2 y 22
h de privacion de alimento

La figura 13 muestra el efecto de la fluoxetina sobre el consumo de alimento bajo
2 h de privacion de alimento (n=8), el ANOVA de una via encontré diferencias
significativas entre el efecto de la fluoxetina y la condicion control [F(s 35)=9.504,
P<0.0001] se puede observar que unicamente la dosis mas alta (10.0 mg/kg)
decrementé el consumo de alimento. La prueba post hoc de Dunnett confirmé que
la dosis de 10.0 mg/kg redujo de manera significativa el consumo de alimento
respecto a la condicién control (P<0.05).

La figura 14 muestra el consumo de alimento bajo 22 h de privaciéon de alimento,
después de la administracion de fluoxetina (n=8), se puede observar que todas las
dosis de fluoxetina decrementaron el consumo de alimento [F(s35)=29.11,
P<0.0001]. La prueba post hoc de Dunnett revel6 diferencias significativas con
todas las dosis de fluoxetina respecto a la condicion control (P< 0.05). La figura 15
muestra el efecto de la fluoxetina sobre el consumo de agua bajo 2 h privacién de
alimento (n=8), se puede observar que las dosis de 1.0 y 3.0 redujeron el
consumo; mientras que las dosis altas (5.0 y 10.0 mg/kg) no alteraron la condicion
control, el ANOVA de una via mostré diferencias entre las dosis de farmaco y la
condicién control [F(s,35)=14.76, P<0.0001], la prueba post hoc de Dunnett revel6
qgue las dosis bajas (1.0 y 3.0) redujeron de manera significativa el consumo de
agua (P<0.05). La figura 16 muestra el efecto de la fluoxetina sobre el consumo de
agua bajo 22 h de privacién de alimento (n=8). Se puede observar que las dosis
bajas de 0.1 y 3.0 mg/kg redujeron el consumo de agua, y que las dosis altas (5.0
y 10.0 mg/kg) produjeron un incremento en el consumo. EIl ANOVA de una via
encontré diferencias significativas entre las diferentes dosis y las condicién control
[F(535)=15.96, P<0.0001]. La prueba post hoc de Dunnett confirmé que las dosis
bajas (0.1 y 3.0) decrementaron de manera significativa el consumo de agua
(P<0.05).
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Efecto de la fluoxetina sobre el consumo de alimento bajo la condicion de saciedad
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Figura 13. Muestra el efecto de la fluoxetina sobre el consumo de alimento cuando los animales
fueron privados por 2 h de alimento (“saciedad”). En las ordenadas se presenta el consumo
promedio de alimento (g). En las abscisas se presenta la condicion control (barra abierta) y las
dosis de fluoxetina (mg/kg, barras cerradas). Diferencias significativas son representadas por
astericos(p<0.05).
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Figura 14. Muestra el efecto de la fluoxetina sobre el de consumo de alimento cuando los animales
fueron privados por 22 h de alimento (*hambre”). En las ordenadas se presenta el consumo
promedio de alimento (g). En las abscisas se presenta la condicion control (barra abierta) y las
dosis de fluoxetina (mg/kg, barras cerradas). Diferencias significativas son representadas por
asteriscos (p<0.05)
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Efecto de la fluoxetina sobre el consumo de agua bajo la condicion de saciedad
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Figura 15. Muestra el efecto de la fluoxetina sobre el consumo de agua durante 2 h de privacion de
alimento (“saciedad”). En las ordenadas se presenta el consumo promedio de agua (ml). En las
abscisas se presenta la condicién control (barra abierta) y las dosis de fluoxetina (mg/kg, barras
cerradas). Diferencias significativas son representadas por asteriscos (p<0.05).
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Figura 16. Muestra el efecto de la fluoxetina sobre el consumo de agua durante 22 h de privacion
de alimento (“hambre”). En las ordenadas se presenta el consumo promedio de agua (ml). En las
abscisas se presenta la condicidn control (barra abierta) y las dosis de fluoxetina (mg/kg, barras
cerradas). Diferencias significativas son representadas por asteriscos (p<0.05).
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5.6. Efecto de la ciproheptadina sobre el consumo de alimento y agua bajo 2
y 22 h de privacion de alimento.

La figura 17 muestra el efecto de la ciproheptadina sobre el consumo de alimento
cuando los animales fueron privados por 2 h de alimento. Se observd que la
ciproheptadina incrementé el consumo de alimento. EI ANOVA de una via de
medidas repetidas encontré diferencias significativas en el factor dosis
[F(4,28)=48.02, P<0.0001]. Una prueba post hoc de Dunnett reveld que las dosis
mas altas de ciproheptadina (1.0mg/kg, 3.0 mg/kg y 10.0 mg/kg) incrementaron de
manera significativa el consumo de alimento con respecto a la condiciéon control
(P<0.05). Mientras que la dosis méas pequefia de ciproheptadina (0.1mg/kg) redujo
de manera significativa el consumo de alimento comparado con la condicion
control (P< 0.05).

La figura 18 muestra el efecto de la ciproheptadina sobre el consumo de alimento
cuando los animales (n= 8) fueron privados por 22 h de alimento, se puede
observar que las dosis bajas (0.1 y 1.0 mg/kg) decrementaron el consumo de
alimento, y que las dosis altas produjeron el efecto contrario (3.0 y 10.0 mg/kg). El
ANOVA de una via de medidas repetidas, encontrd diferencias significativas en el
factor dosis [F(4,28)= 134.1, P< 0.0001]. Una prueba post hoc de Dunnett confirmé
que las dosis mas pequefias (0.1 mg/kg y 1.0 mg/kg) redujeron de manera
significativa el consumo de alimento con respecto a la condicion control (P< 0.05).
En contraste, las dosis mas altas (3.0 mg/kg y 10.0 mg/kg) incrementaron el
consumo de alimento con respecto a la condicion control (P<0.05) (ver figura 18).
La figura 19 muestra el efecto de la ciproheptadina sobre el consumo de agua
cuando los animales fueron privados por 2 h de alimento. Se observé que la
ciproheptadina también alteré el consumo de agua con respecto a la condicion
control. EI ANOVA de una via de medidas repetidas, encontré diferencias

significativas en el factor dosis [F(4 28)= 24.25, P< 0.0001]. Una prueba post hoc de
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Dunnett reveldé que la dosis de 1.0 mg/kg de ciproheptadina redujo de manera
significativa el consumo de agua con respecto a la condicion control (P<0.05). En
contraste, la dosis de 3.0 mg/kg de ciproheptadina increment6 de manera
significativa el consumo de agua con respecto a la condicion control (P<0.05). La
figura 20 muestra el efecto de la ciproheptadina sobre el consumo de agua cuando
los animales fueron privados por 22 h de alimento. Se observdé que la
ciproheptadina alteré el consumo de agua con respecto a la condicion control. El
ANOVA de una via de medidas repetidas encontro diferencias significativas en el
factor dosis [F(428)= 53.54, P< 0.05]. Una prueba post hoc de Dunnett revel6 que
las dosis méas pequefias (0.1 mg/kg y 1.0 mg/kg) redujeron de manera significativa
el consumo de agua con respecto a la condicidon control (P<0.05). En contraste,
con la dosis de 3.0 mg/kg incremento significativamente el consumo de agua con

respecto a la condicion control (p<0.05).

Efecto de la ciproheptadina sobre el consumo de alimento bajo la condicion de saciedad
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Figura 17. Muestra el efecto de la ciproheptadina sobre el consumo de alimento cuando los
animales fueron privados por 2 h de alimento (“saciedad”). En las ordenadas se presenta el
consumo promedio de alimento (g), mientras que en las abscisas se presenta la condicion control
(barra abierta) y las dosis de ciproheptadina (mg/kg, barras cerradas). Diferencias significativas son
representadas por asteriscos (p<0.05).
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Efecto de la ciproheptadina sobre el consumo de alimento bajo la condicion de hambre
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Figura 18. Muestra el efecto de la ciproheptadina sobre el consumo de alimento cuando los
animales fueron privados por 22 h de alimento (*hambre”). En las ordenadas se presenta el
consumo promedio de alimento (g), mientras que en las abscisas se presenta la condicion control
(barra abierta) y las dosis de ciproheptadina (mg/kg, barras cerradas). Diferencias significativas son
respresentadas por asteriscos (p<0.05).
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Figura 19. Muestra el efecto de la ciproheptadina sobre el consumo de agua cuando los animales
fueron privados por 2 h de alimento (“saciedad”). En las ordenadas se presenta el consumo
promedio de alimento (ml), mientras que en las abscisas se presenta la condicion control (barra
abierta) y las dosis de ciproheptadina (mg/kg, barras cerradas). Diferencias significativas son
representadas por asteriscos (p<0.05).
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Efecto de la ciproheptadina sobre el consumo de agua bajo la condicién de hambre
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Figura 20. Muestra el efecto de la ciproheptadina sobre el consumo de agua cuando los animales
fueron privados por 22 h de alimento (“hambre”). En las ordenadas se presenta el consumo
promedio de alimento (ml), mientras que en las abscisas se presenta la condicién control (barra
abierta) y las dosis de ciproheptadina (mg/kg, barras cerradas). Diferencias significativas son
representadas por astericos (p<0.05).

CAPITULO 6. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los animales fueron capaces de discriminar el estado interoceptivo producido por
2 y 22 horas de privacion de alimento en una tarea de discriminacion de drogas
(ver figura 1). Estos resultados apoyan la idea de que la privacion de alimento o su
ausencia producen sefales internas confiables que permiten controlar la conducta
del organismo (Davidson, 1992; Benoit y Tracy, 2008). La respuesta de los
animales fue una funcion directa de las horas de privacién de alimento. Asi cuando
los animales fueron evaluados bajo el estimulo interoceptivo producido por 2, 5y
6.20 h de privacion de alimento, los animales generalizaron su respuesta hacia el
estado interoceptivo producido por 2h (saciedad), mientras que el estimulo
interoceptivo producido por 11.10 y 22 h de privacion de alimento, fue similar al
producido por 22 h (hambre) de entrenamiento (ver figura 3).
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Estos hallazgos concuerdan con lo reportado por Orozco y cols. (1993) y Davidson
(1993) en los cuales se refiere que mientras mas se asemeje el estimulo de
prueba al estimulo de entrenamiento, el animal respondera de manera similar.
Resultados similares fueron encontrados en un estudio previo realizado por
Schechter (1990), s6lo que a diferencia del presente, entrenaron a ratas a
discriminar 3 y 27h de privacion de alimento y en la fase de generalizacion
evaluaron 1, 15, 21 o 48 horas de privacion de alimento.

En el presente trabajo, los animales adquirieron el criterio de discriminacion en 80
sesiones (40 sesiones bajo la condicion de hambre y 40 sesiones para la
condicion de saciedad). En el estudio realizado por Schechter (1990), los animales
adquirieron el criterio de discriminacion en 60 sesiones (30 para saciedad y 30
para hambre). Resultados similares fueron encontrados en un estudio realizado
por Corwin y cols. (1990) sélo que a diferencia del presente estudio, utilizaron
como estimulo discriminativo 3 y 22 horas de privacién de alimento y los animales
alcanzaron el criterio de discriminacion en un promedio de 96 sesiones de
entrenamiento (48 sesiones para 3h y 48 sesiones para 22 h de privacion de
alimento). Pero a diferencia del presente estudio, los animales fueron entrenados

a discriminar bajo un programa de reforzamiento de RF 20.

En un estudio realizado por Jewett y cols. (2006) entrenaron a ratas como en el
presente trabajo, a discriminar 2 y 22 h de privacion de alimento en cajas de
condicionamiento operante. Los animales lograron alcanzar el criterio de
discriminacion en 56 sesiones en promedio (28 sesiones para cada condicion). En
un estudio mas reciente, Jewett y cols. (2008) los animales alcanzaron el criterio
de discriminacion en 82 sesiones, similar al nUmero de sesiones requeridas para

alcanzar el criterio de discriminacién en el presente estudio.

Utilizando un procedimiento distinto al usado tipicamente en estudios de
discriminacion de drogas, Davidson y cols. (2005) entrenaron a ratas a discriminar

1 h'y 24 h de privacién de alimento mediante la aproximacion a un comedero o
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magazine (como indicador de conducta apetitiva). Los animales fueron reforzados
con pellets de sucrosa (45 mg) y requirieron 58 sesiones de entrenamiento bajo
cada condicion. En un estudio similar realizado por Kanoski y cols. (2007) los
animales fueron capaces de discriminar los estados interoceptivos producidos por
1 hy 24 h de privacion de alimento. En este estudio se requirieron de 80 sesiones

de entrenamiento (40 sesiones bajo cada condicion).

Estos datos muestran que una vez que los animales fueron capaces de
discriminar de manera efectiva las sefiales fisiologicas de hambre y saciedad, en
este estudio pudimos evaluar el efecto de farmacos con accion anoréxica u
orexigénica, para determinar si el efecto producido en el consumo de alimento es
regulado a través de sefiales fisiolégicas de hambre o saciedad. Sin embargo, el
papel que juegan agentes neuroquimicos en la conducta de ingesta han sido
evaluados previamente para conocer los mecanismos fisioldgicos que los
subyacen, como la ghrelina (Davidson et al., 2005; Jewett et al., 2006), leptina y
CCK (Kanoski et al., 2007), NPY (Jewett et al., 1991; Jewett et al., 2006) y
farmacos que producen una potencial pérdida de peso como en el caso de la
anfetamina y la fenfluramina (Corwin et al., 1990; Schechter, 1990). De la
diversidad de agentes evaluados utilizando horas de privacién de alimento como
estimulo discriminativo se ha encontrado que efectivamente estos neuroquimicos
pueden mimetizar las sefiales de hambre y saciedad. Sin embargo se ha
encontrado que algunos agentes implicados en la ingesta de alimentos como NPY,
y farmacos como la anfetamina y el rimonabant no producen sefiales similares a
las de hambre y saciedad (Corwin et al., 1990; Jewett et al., 2008). Las diferencias
entre los datos de este estudio y los de investigaciones previas, pueden deberse a
que la alteracion en el consumo es producida por un mecanismo diferente al de
hambre y saciedad. No obstante en este estudio los resultados obtenidos
muestran que la fluoxetina produjo un estado interoceptivo similar al de saciedad
cuando los animales se encontraban privados de alimento por 2h. Esto indica que

la fluoxetina produjo una sefal similar a la sefal fisiologica de saciedad en la que
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se encontraban los animales. Bajo la condicién de 22 h la fluoxetina (0.5 y 10.0
mg/kg) produjo un estado interoceptivo parcialmente similar al de saciedad,
apoyando la hipétesis de que la fluoxetina ejerce su accién anoréxica al producir

saciedad en ratas.

Como parte de la fase experimental, se registré el consumo de agua y alimento
durante la administracion de fluoxetina, los resultados mostraron que el farmaco
alter6 el consumo de agua y alimento durante la fase de generalizacion. Se
encontr6 que la fluoxetina decremento el consumo de alimento de manera
significativa cuando los animales fueron privados por 22 h de acceso a la comida
(Ver figura 14). Resultados similares fueron hallados por Cooper y cols. (1989)
quien encontr6 que dosis de 3.0 a 10.0 mg/kg de fluoxetina redujeron
significativamente el consumo de alimento en ratas con alimentacion libre. Otros
investigadores observaron una reduccién del consumo de alimento producida por la
dosis de 10.0 mg/kg de fluoxetina (Stein et al., 1978; Halford y Blundell, 1996).
Mientras que Heisler y cols. (1996) encontraron que la fluoxetina en dosis de 5.0,
10.0 y 15.0 mg/kg redujeron de manera significativa el consumo calérico en ratas
después de 2, 4, 6 y 24 h postinyeccion. Estos datos sugieren que la fluoxetina
produce un efecto anoréxico después de su administracion en animales con
alimentacion libre en un rango de dosis de 3.0-15.0 mg/kg. Sin embargo nuestros
resultados mostraron que las dosis bajas (0.1 y 1.0) también redujeron de manera
significativa el consumo de alimento en comparacién con la condicion control (Ver
figuras 13 y 14). Luo y Li (1989) evaluaron el consumo de alimento después de la
administracion de 2.0 mg/kg de fluoxetina encontrando una reduccién significativa
en el consumo después de 1 y 2 h de acceso al alimento. Cuando los animales
tuvieron acceso al alimento por 22 h Unicamente la dosis mas alta de fluoxetina
(10.0 mg/kg) redujo de manera significativa el consumo de alimento. Estos
resultados apoyan las investigaciones previas en las que se administraron dosis
similares de fluoxetina, como en el estudio realizado por Goudie y cols. (1976)

quienes administraron 10 mg/kg de fluoxetina y encontrg un efecto anoréxico
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después de 18 h de privacion de alimento. McBride (1987) evalto 5.0 y 10.0 mg/kg
de fluoxetina y encontré que después de 2 y 24 h de acceso al alimento la dosis de
10.0 mg/kg redujo significativamente el consumo de alimento. Estos datos en
conjunto apoyan los resultados de esta investigacion, confirmando que la fluoxetina
en dosis de 10.0 mg/kg produce un efecto anoréxico posiblemente debido al

incremento en la liberacién de 5-HT.

La investigacién concerniente al efecto de la fluoxetina sobre la ingesta de agua
ha sido escasa. Sin embargo, en el presente estudio se observo que la fluoxetina
alter6 el consumo de agua. Se observé que cuando los animales fueron privados
por 22 h de alimento, las dosis de 0.1 y 3.0 mg/kg de fluoxetina decrementaron de
manera significativa el consumo de agua. McBride y cols. (1987) observaron que
al administrar 5.0 y 10.0 mg/kg de fluoxetina se redujo el consumo de agua
después de 30 min, aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa, sin
embargo cuando los animales tuvieron acceso al agua por 2 h, el decremento en
el consumo de agua si resultd estadisticamente significativo. En ésta
investigaciéon, cuando los animales fueron privados por 2h, la fluoxetina en dosis

de 1.0 mg/kg y 3.0 mg/kg redujeron significativamente el consumo.

La ciproheptadina produjo un estado interoceptivo similar al de hambre al ser
evaluada bajo la condicién de 2 h de privacion de alimento. Bajo la condicién de
22 h de privacion de alimento la ciproheptadina produjo una sefial discriminativa
similar al estado fisiologico de hambre, sugiriendo que la ciproheptadina puede
ejercer su efecto orexigénico al producir un estado fisioldgico similar al de hambre
en los animales, efecto que probablemente sea modulado por la activacion de
nacleos hipotalamicos tales como el HL (Chakrabarty et al., 1967), pero también a

sus propiedades antiserotonérgicas y antihistaminérgicas (Orthen-Gambill, 1988).

Se confirmo el efecto orexigénico de la ciproheptadina al incrementar el consumo

de alimento. Los resultados del presente estudio mostraron un incremento en el
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consumo de alimento de manera dosis-dependiente cuando los animales
estuvieron privados por 22 h de alimento (ver figura 18), mientras que cuando los
animales fueron privados por 2 h de alimento, solo las dosis mas grandes (1.0, 3.0
y 10.0 mg/kg, i.p.) de ciproheptadina incrementaron el consumo de alimento. En
constraste, se observo un efecto inhibitorio sobre el consumo de alimento cuando
los animales fueron privados por 2 h de alimento, con la dosis mas pequefa de
ciproheptadina (0.1 mg/kg, i.p). Estos hallazgos son consistentes con estudios
previos en los que han reportado que dosis muy bajas de ciproheptadina pueden
ejercer una accion anoréxica en ratas (Blavet et al.,, 1982). En general los
hallazgos del presente estudio son consistentes con estudios previos en los que
han demostrado que la ciproheptadina ejerce un efecto orexigénico en la ingesta
de alimentos posiblemente debido a sus propiedades antiserotonérgicas y
antihistaminérgicas en ratas con acceso libre al alimento (Orthen-Gambill, 1988) o

privadas de alimento (Baxter et al., 1970).

Resultados interesantes fueron encontrados con la ciproheptadina sobre el
consumo de agua. La ciproheptadina increment6 el consumo de agua cuando los
animales fueron privados por 2 h y 22 h de alimento solo con la dosis de 3.0 mg/kg
i.p., mientras que con las dosis mas pequeiias (.01 y 1.0 mg/kg, i.p.) el consumo
de agua fue decrementado. Estos resultados son consistentes con estudios
previos en los que reportan que después de la administracién de 15 mg/kg s.c. de
ciproheptadina en ratas macho adultas, incrementa el consumo de agua. En
contraste, el consumo de agua ha sido decrementado en ratas hembra debido a
variaciones durante su ciclo estral (Konstandi, 1996), sugiriendo que la
ciproheptadina ejerce un efecto estimulatorio o inhibitorio en el consumo de agua
dependiendo del ciclo hormonal del sujeto. Este efecto encontrado en el consumo
de agua quizd sea debido también por las propiedades antiserotonérgicas del
farmaco al ser un antagonista de los receptores 5-HT, ya que existe la evidencia

de que la serotonina induce sed (Barofsky et al., 1980). Aunque en el presente

73



estudio solo se observd éste efecto con la dosis de 3.0 mg/kg i.p. en comparacion
con las dosis mas pequefias en las cuales se observé un decremento en el

consumo de agua después de la administracion de ciproheptadina.

El efecto de la ciproheptadina sobre la ingesta de agua y alimento quizds también
dependa del estado hormonal del animal, ya que hay cambios ciclicos en la
conducta de ingesta de agua y alimento durante el ciclo estral de ratas hembra
(Konstandi et al., 1996). Otro factor que también podria estar implicado es la via
de administracion de la droga, ya que la ciproheptadina fue administrada por via
intraperitoneal, en comparacion con otros estudios en los que la han administrado

por via subcutanea (Gosh y Pavarthy, 1973) u oral (Konstandi et al., 1996).

Hasta el momento no hay un procedimiento Unico para evaluar estados de hambre
y saciedad como estimulo discriminativo en ratas. Incluso, hay estudios en los que
han utilizado tareas de condicionamiento clasico (Davidson, 1993). Sin embargo,
el procedimiento de discriminacioén de drogas o discriminacion de la intensidad de
privacion de alimento utilizado en el presente estudio, permitié corroborar que los
animales son capaces de discriminar estados interoceptivos de hambre y saciedad
emitiendo respuestas diferenciales en cajas de condicionamiento operante y que
farmacos que inhiben o incrementan el consumo de alimento como la fluoxetina y
ciproheptadina respectivamente, o hacen por medio de sefiales interoceptivas de
hambre o saciedad, sugiriendo que la serotonina juega un papel fundamental en la

regulacion de sefales fisiolégicas de hambre y saciedad.

Futuras investigaciones en DD son requeridas para evaluar otros farmacos que
alteren otros sistemas de neurotransmisibn que participan en la conducta
alimenticia. Debido a que en el presente trabajo se evalué un farmaco con
propiedades antihistaminérgicas, seria interesante evaluar farmacos que bloqueen
o que faciliten la neurotransmisién histaminérgica. Los avances en esta linea de
investigacion permitiran desarrollar nuevos farmacos para el tratamiento de

desérdenes alimenticios.
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