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RESUMEN

Es ampliamente conocido que el consumo continuo de drogas psicoestimulantes puede inducir
sensibilizacion a los efectos conductuales de estas sustancias. Sin embargo, Unicamente la
recompensa de una droga no puede explicar porque algunos individuos se sensibilizan
facilmente mientras que otros son resistentes. Los factores que pueden determinar la
susceptibilidad a la sensibilizacion incluyen la hiperactivacion del eje hipotalamico-pituitario-
adrenal ante eventos estresantes y el estado nutricional. Desafortunadamente, la mayoria de los
estudios no consideran la variabilidad individual y utilizan modelos animales que no permiten
dilucidar la contribucién genética en la interrelacion del estado nutricional con la respuesta y
vulnerabilidad a la adiccion.

En nuestro laboratorio diversos estudios conductuales realizados en las sublineas de
ratas de alto (HY del inglés High-yawning) y bajo bostezo (LY del inglés Low-yawning),
indican que ante situaciones estresantes las ratas HY presentan respuestas conductuales y
enddcrinas asociadas a un mayor grado de ansiedad. En base a estos antecedentes, el objetivo
de nuestro estudio fue evaluar los efectos de una restriccion alimenticia (10 g/dia) y una dieta
alta en grasa (34%) ad libitum en la sensibilidad al bostezo e hipotermia inducidos por
pramipexol en la ratas macho HY y LY. Adicionalmente, como indicadores metabolicos
medimos los niveles plasmaticos de glucosa, colesterol y triglicéridos, asi como el porcentaje
de adiposidad del epididimo.

Los resultados que obtuvimos muestran que en ambas sublineas, la restriccion
alimenticia disminuyé la sensibilidad al bostezo inducido por pramipexol, resultando un
mayor efecto en las HY. La dieta alta en grasa aumento dicha sensibilidad en las HY, pero no
en las LY. En relacion a los perfiles metabolicos, basalmente estos fueron mayores en la
sublinea HY. La restriccion de alimento disminuyo la glucosa y los triglicéridos, pero no el
colesterol en las HY. Con la dieta alta en grasa se aument6 la glucosa en las HY, asi como el
colesterol y los triglicéridos en las dos sublineas. En ambos regimenes alimenticios, la dieta
estandar restaurd los perfiles metabolicos, excepto el colesterol en las ratas LY con previo
acceso a la dieta alta en grasa. El porcentaje de tejido adiposo del epididimo no fue diferente

entre los regimenes alimenticios, ni entre las sublineas. Sin embargo, las ratas HY que



previamente accedieron a la dieta alta en grasa presentaron adipocitos de mayor tamafo en
comparacion con las ratas LY bajo la misma dieta y las HY con dieta estandar.

Por lo tanto, se sugiere que la sublinea HY podria ser un modelo adecuado para el
estudio de la predisposicion genética a los efectos de la dieta en la sensibilidad conductual
inducida por agonistas dopaminérgicos. Asimismo, se propone que las ratas HY son un

modelo de hiperglicemia y dislipidemia sin obesidad asociada a la dieta.

Vi
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1. INTRODUCCION

1.1 Dopamina

La dopamina (3,4-dihidroxifeniletilamina) (Figura 1) es la principal catecolamina que actla
como neurotransmisor en el sistema nervioso central (SNC), ya que representa el 80% del
contenido total de catecolaminas del cerebro. En la mayoria de las neuronas del SNC la
dopamina actiia como precursor de la noradrenalina, solo 1 de cada 10° neuronas son
deficientes del enzima dopamina B-hidroxilasa, encargado de transformar la dopamina en
noradrenalina y en éstas neuronas es donde la dopamina actia como neurotransmisor (Bannon
y cols. 2001).

HO

HO CH,CH,NH,

Figura 1. Estructura quimica de la dopamina. Segun su estructura quimica, la dopamina es una feniletilamina.
También se le denomina catecolamina debido a que presenta un grupo catecol o di-alcohol aromatico (ilustrado a
la izquierda).

1.1.1 Sintesis, recaptura y metabolismo de la dopamina

La dopamina no es capaz de cruzar la barrera hematoencefalica, pero si sus precursores, por lo
tanto, su biosintesis tiene lugar en el citosol de las terminales nerviosas dopaminérgicas (Fuxe
1965, Levitt y cols. 1965, Cooper y cols. 1996). El precursor de la dopamina es el aminoacido
L-tirosina, adquirido a través de la dieta o bien a partir del aminoécido L-fenilalanina. La
tirosina es transportada hasta el cerebro por sistemas de transporte de aminoacidos de baja
afinidad y posteriormente llega a las neuronas dopaminérgicas desde el espacio extracelular a

través de transportadores de aminoacidos de baja y alta afinidad (Nagatsu y cols. 1964).



Dentro de las neuronas, la sintesis se lleva a cabo en dos pasos: 1) el enzima citosélico
tirosina hidroxilasa (TH) hidroxila a la L-tirosina a L-3,4 dihidroxifenilalanina (L-DOPA),
siendo esta la reaccion limitante en la sintesis de dopamina, y 2) mediante el enzima L-
aminoacido aromatico descarboxilasa (AADC) se produce una descarboxilacion de L-DOPA
para dar como producto final a la dopamina (Figura 2, Elsworth y Roth 1997).

HO

COOH COOH
HO @ CH,CHNH, » HO CH,CHNH,
TH

(tirosina hidroxilasa) L-DOPA
(L-3.,4 dihidroxifenilalanina)

L-tirosina

AADC
(L-aminoacido aromatico descarboxilasa)

HO

HO CH,CH,NH,

Dopamina
(3,4-dihidroxifeniletilamina)

Figura 2. Sintesis de la dopamina. 1) El enzima tirosina hidroxilasa (TH) cataliza la formacion de L-3,4
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) a partir del aminoacido L-tirosina en las neuronas dopaminérgicas. 2) La L-
DOPA es convertida en dopamina por la accidn del enzima L-amino4cido aromatico descarboxilasa (AADC).
Cabe mencionar que la TH es el enzima limitante en la sintesis de este neurotransmisor.

La dopamina recién sintetizada es almacenada en el interior de las vesiculas sinapticas,
adquiriendo una concentracion de 10-10,000 veces superior a la del citosol. Tras la llegada de
un potencial de accién se produce una entrada de iones calcio que facilitan la exocitosis de la
dopamina (Elsworth y Roth 1997). Una vez liberada se puede unir a receptores pre y

postsinapticos o quedar libre en el espacio sindptico, en este caso las terminales



dopaminérgicas cuentan con sistemas de transporte de alta afinidad que mantienen la
homeostasis del neurotransmisor.

El transportador de dopamina (DAT) pertenece a la familia de proteinas
transportadoras dependientes de sodio (Na*) y cloro (CI). EI DAT es capaz de transportar a la
dopamina de regreso a la neurona pre-sindptica, proceso que se denomina recaptura y
constituye el principal mecanismo para la terminacién de la transmision sinaptica en el SNC
(Cooper y cols. 1996). La estequiometria del DAT indica que la dopamina es cotransportada al
interior de la terminal con dos iones de Na™y un ion CI- (Attwell y Mobbs 1994). La principal
fuerza que permite el proceso de recaptura es el gradiente electroquimico del Na*, el cual se

mantiene a través de la actividad de la bomba Na*/K*-ATPasa (Figura 3, Kanner y Schuldiner
1987).

-
IK'I' - \-\ [\
LY
LY
*

1
]
Neurona Nat
presiniaptica 3Nat | DAT o
4 Da Receptor postsinaptico
- C1™

_,Z" D Neurona
postsinaptica

Receptor

presinaptico

Figura 3. Funcién del transportador de dopamina en la transmision sindptica. La dopamina (Da) liberada en
el espacio sinaptico se puede unir a receptores pre y postsinapticos. El neurotransmisor que queda libre es
removido a través del transportador a dopamina (DAT). Este transloca 2Na*, 1CI" y a la Da al interior de la
terminal pre-sinaptica. La fuerza que permite la recaptura es el gradiente electroquimico del i6n Na*, el cual se
mantiene debido a la actividad de la bomba Na*/K*-ATPasa.

Cabe sefalar que la disfuncién de la transmision dopaminérgica relacionada al DAT ha

sido implicada en multiples des6rdenes neurodegenerativos y psiquiatricos, incluyendo



esquizofrenia, desorden bipolar, enfermedad de Parkinson y adiccion a drogas, entre otras
(Mehler-Wex y cols. 2006, Mazei-Robison y cols. 2008).

Otro proceso por el que se mantiene la homeostasis de la dopamina es la
biodegradacion. Por un lado, si la dopamina recapturada no es protegida con la membrana
vesicular, entonces se metaboliza por los sistemas enzimaticos intraneuronales. La
metabolizacién se inicia con la desaminacion oxidativa de la dopamina por parte del enzima
monoaminooxidasa (MAO), que se localiza en la membrana externa mitocondrial,
obteniéndose asi el metabolito acido dihidroxifenilacético (DOPAC), este es liberado al
espacio sindptico y es sustrato del enzima catecol-O-metiltransferasa (COMT), que lo
convierte en acido homovanilico (HVA) (McGeer y cols. 1987, Cooper y cols. 1996). Por otro
lado, la dopamina que no es recapturada experimenta la accion de la COMT ubicada
extraneuronalmente en la hendidura sinéptica y se transforma en 3-metoxitiramina, la cual a su
vez es metabolizada por la MAO, que termina transformandola en HVA (Figura 4, Feldman y
cols. 1997).

Q.l-

DOPAC "'

X Receptor presin:ipticu 2] Receptor postsindptico

Figura 4. Biodegradacion de la dopamina. 1) La dopamina (Da) recapturada es metabolizada en el interior de
la terminal nerviosa por el enzima monoaminooxidasa (MAOQO), el metabolito resultante es el acido
dihidroxifenilacético (DOPAC). Este es liberado al exterior de la terminal para ser transformado en écido
homovanilico (HVA) a través de la accion del enzima catecol-O-metiltransferasa (COMT). 2) La dopamina no
recapturada es metabolizada por la COMT en 3-metoxitiramina (MetDa), metabolito que a su vez es sustrato de
la MAO, que termina por convertirlo en HVA (Modificado de Siegel y Sapru 2006).



1.1.2 Receptores para la dopamina

Los receptores dopaminergicos pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a
proteinas G (Schwartz y cols. 1992). En base al tipo de proteina G al cual se acoplan, su
estructura molecular, respuesta farmacoldgica y distribucion anatdémica, los receptores de
dopamina han sido agrupados en dos familias: la familia D1, que comprende a los subtipos D1
y D5, y la familia D2 que incluye a los receptores D2, D3 y D4 (Kebahian y Calne 1979).

Con respecto a su estructura, los receptores de ambas familias presentan una regién
amino terminal extracelular glicosilada, un extremo carboxilo terminal intracelular y siete
dominios transmembranales conectados de forma alterna por asas intracelulares (i1, i2, i3) y
extracelulares (el, e2, e3). El asa i3 y el extremo carboxilo terminal son las regiones que
interaccionan con la proteina G. Por lo tanto, las diferencias presentes en estas regiones son la
base de la interaccién selectiva con un tipo particular de proteina G. Asi, los receptores de la
familia D1 se caracterizan por poseer una asa i3 corta y un carboxilo terminal largo (siete
veces mayor que el correspondiente a los receptores de la familia D2), que particularmente se
acoplan a proteinas G estimulatorias (Gs). En contraste, una estructura inversa (i3 larga y
extremo carboxilo terminal corto) les permite a los receptores de la familia D2 acoplarse a
proteinas G inhibitorias (Gi) y de tipo O (Go) (Figura 5, Schwartz y cols. 1992, O’Dowd
1993).

El acoplamiento con un tipo distinto de proteinas G repercute directamente tanto en la
funcion como en la via de sefializacién de cada familia de receptores. Los que pertenecen a la
familia D1 son postsinapticos (Neve y cols. 2004, Nieoullon y Amalric 2002) y la union a su
ligando activa el enzima adenilato ciclasa, lo que en consecuencia provoca la despolarizacion
de la membrana plasmatica con la subsecuente exocitosis de la dopamina (Marinissen y
Gutkind 2001). En contraste, los receptores de la familia D2 pueden expresarse en terminales
pre y postsindpticas (Dal Toso y cols. 1989) y su activacion inhibe la AC. La sefializacion
presinaptica de estos autorreceptores puede suprimir la sintesis de dopamina mediante una
disminucion en la fosforilacién de la tirosina hidroxilasa (Kehr y cols. 1972) o limitar la
descarga del neurotransmisor a través de la hiperpolarizacion de la membrana (Farnebo y
Hamberger 1971).



Familia D1: Familia D2:
subtipos D1 y D5 subtipos D2, D3 v D4

Figura 5. Familias de receptores a dopamina. La familia D1 se encuentra integrada por los receptores D1 y
D5, mientras que la familia D2 se conforma por los receptores D2, D3 y D4. Los receptores de la familia D1
interaccionan con las proteinas Gs mientras que los receptores de la familia D2 se acoplan a proteinas Gip
(modificado de Levant 1997).

Otra diferencia sustancial entre estos receptores es la afinidad diferencial por la
dopamina. El subtipo D3 es el mas afin (constante de inhibicion Ki=0.030 nM), mientras que
los receptores D1 y D2 presentan la menor afinidad por su ligando enddgeno, ambos tienen
una Ki=2000 nM (Figura 6, Feldman y cols. 1997, Missale y cols. 1998, Jaber y cols. 1996).

Familia D1 Familia D2
Ligando D1 D5 D2 D3 D4
Dopamina
Ki (uM) 2000 250 2000 0.030 450
Agonista SKF-38393  SKF-38393  Quinpirole  Pramipexol Apomorfina
selectivo Ki (uM) 150 100 1400 9.7 x10* 4
Antagonista SCH-23390 SCH-23390 Haloperidol Espiperona  Espiperona
selectivo Ki (uM) 0.35 0.35 0.60 0.60 0.08

Figura 6. Afinidad de los receptores de dopamina. En la familia D1, el receptor D5 es el de mayor afinidad por
su ligando enddgeno. El subtipo D3 no solo es el més afin a la dopamina en la familia D2, sino también de ambas
familias. Constante de inhibicion (Ki) (Modificado de Missale y cols. 1998).



La investigacion de varias décadas ha hecho evidente que el entendimiento de la
funcién de los receptores de dopamina presenta una estrecha relacion con la localizacion
anatomica y el nivel de expresion de cada subtipo. El receptor dopaminérgico D1 es el mas
abundante en el sistema nervioso central. Se distribuye a niveles altos en el tubérculo olfatorio,
el caudado-putamen, el nicleo accumbens (NAC), las islas de Calleja, la amigdala, la sustancia
nigra y el cerebelo (Gingrich y cols. 1992). Se expresa en las neuronas postsinapticas y esta
implicado en el control del movimiento, funciones cognitivas y funciones cardiovasculares.
Ademas, se relaciona directamente con diversos efectos conductuales y moleculares inducidos
por la cocaina, incluyendo la hiperactividad locomotora (Xu y cols. 1994).

Los receptores D2 presentan alta densidad en el caudado-putamen, el tubérculo
olfatorio, el NAc, las islas de Callejay el area tegmental ventral (ATV). También se encuentra
en moderadas cantidades en la sustancia nigra reticulada (SNr) y compacta (SNc), la corteza
cerebral (regiones prefrontal, entorrinal y cingulo), el globo pélido, la amigdala, el tdlamo, el
hipotalamo e hipocampo (Meador-Woodruff y cols. 1991). La activacion de este subtipo de
receptor se caracteriza por incrementar la actividad locomotora y la hipotermia (revisado en
Jackson y Westlind-Danielsson 1994). El gen de este receptor expresa dos isoformas: la corta
0 D2S y mediante un procesamiento alternativo genera la isoforma larga o D2L, la cual
presenta 29 aminoacidos adicionales en la tercera asa intracelular (Giros y cols. 1989). Esta
diferencia estructural entre las dos isoformas repercute directamente en una funcidn
diferencial, ya que D2L se asocia con la sefializacion postsinaptica mientras que D2S participa
en la sefalizacion presinaptica como auto-receptor, pues disminuye la fosforilacion de la
tirosina hidroxilasa (Missale y cols., 1998). Cabe sefialar que la reduccion en la funcién de
esta Gltima isoforma y el subsecuente aumento en la liberacion de dopamina, a menudo se
relaciona con la vulnerabilidad al abuso de drogas (Lee y cols. 2007).

Con respecto a la densidad de los receptores D2 se reporta una amplia variabilidad
interindividual, la cual puede ser explicada por la influencia de factores ambientales y/o por
los polimorfismos del gen que codifica para este receptor (JOnsson y cols. 1999). El
polimorfismo TaqlA es el més estudiado debido a que se ha sugerido que sus variantes alélicas
(TaglAl/TaqlAl, TaglAl/TaglA2 y TaqlA2/TaqlA2) afectan la expresion del receptor D2

(Ritchie y Noble 2003, Fossella y cols. 2006). En esta linea, diversos estudios indican que los
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individuos con una o dos copias del alelo TaglAl presentan de 30 a 40% menos receptores D2
cuando se comparan con aquellos individuos sin este alelo (Noble y cols. 1991, Thompson y
cols. 1997, Jonsson y cols. 1999). Al mismo tiempo, esta reduccién ha sido asociada con una
predisposicion genética de los individuos a desarrollar adicciones (Comings y cols. 1994) y
obesidad (Epstein y cols. 2007).

El subtipo D3 presenta una distribucion mas restringida que el D2. Su expresién se
limita principalmente a regiones limbicas incluyendo la concha del NAc, las islas de Calleja y
el nucleo mamilar medial del hipotalamo. Las densidades intermedias se observan en el
hipocampo, el neoestriado y la amigdala. Este subtipo esta presente mayoritariamente en
neuronas presinapticas. (Bouthenet y cols. 1991, Lévesque y cols. 1992, Murray y cols.
1994.). En contraste con el papel estimulatorio de los D2 en la locomocidn, diversos estudios
relacionan al D3 con la inhibicion de esta actividad (revisado en Sokoloff y Schwartz 1995).
Ademas, su expresion selectiva en estructuras que regulan las emociones y la alta expresion de
su &cido ribonucleico mensajero (ARNm) en el NAc de adictos a la cocaina (Staley y Mash
1996) lo han colocado como una diana terapéutica en el tratamiento de la adiccion a drogas de
abuso.

El receptor D4 se localiza con alta densidad en la corteza frontal, el bulbo olfatorio, la
amigdala y la retina (Cohen y cols. 1992, Defagot y cols. 1997). En densidades intermedias se
observa en el caudado-putamen, mientras que densidades bajas o apenas detectables se han
reportado en el hipotalamo y el hipocampo (Defagot y cols. 1997). Este subtipo se presenta en
neuronas pre y postsinapticas (Feldman y cols. 1997).

La expresion del receptor D5 se restringe al hipocampo y a los nucleos lateral mamilar
y parafascicular del tdlamo (Meador-Woodruff y cols. 1992). Se localiza en las neuronas
postsinapticas (Feldman y cols. 1997) y su funcién no se ha elucidado claramente.

En general, si se consideran los diversos mecanismos de transduccion de sefiales de
cada subtipo de receptor dopaminérgico y la diferente afinidad que cada uno presenta por su
ligando enddgeno, potencialmente se puede generar una creciente gama de respuestas a una
misma sustancia. Esto refleja claramente la diversidad funcional que ejerce la dopamina,
especialmente si se toma en cuenta la expresion diferencial de estos receptores en cada uno de

los circuitos dopaminérgicos.
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1.1.3 Circuitos dopaminérgicos

Los cuerpos celulares de las neuronas que contienen dopamina se localizan principalmente en
el cerebro medio y controlan una gran variedad de funciones como la modulacion de la
actividad sensorial, la actividad motora, la actividad endocrina, el aprendizaje, la memoria, la
emotividad, la efectividad y la motivacién (Missale y cols. 1998). Estas acciones se llevan a
cabo mediante la participacion de cuatro circuitos principales: 1) nigroestriado, 2)

mesolimbico, 3) mesocortical y 4) tuberohipofisario (Figura 7).

Mesocortical ¢ »
ACPEY Lo

Mesolimbico

Figura 7. Circuitos dopaminérgicos en el sistema nervioso central. Nigroestriado: Se origina en la sustancia
nigra (SN) que proyecta axones al nlcleo caudado y al putamen del cuerpo estriado (E). Mesocortical: Los somas
neuronales se encuentran en el area tegmental ventral (ATV) que envia proyecciones a la corteza prefrontal
(CPF). Mesolimbico: Comienza en el ATV y sus proyecciones se distribuyen principalmente al nucleo
accumbens (NAc). Tuberohipofisario: Este circuito surge en el hipotadlamo (HT) que proyecta a la hipofisis (HF).

1) Nigroestriado. Se origina en la sustancia nigra, que es un nucleo de neuronas
localizado en el mesencéfalo. Este nucleo se puede dividir en dos regiones: la reticulada,
formada principalmente por neuronas GABAérgicas (&cido gamma-amino butirico) y la
compacta, constituida por neuronas dopaminérgicas. Estas neuronas constituyen el principal
tracto dopaminérgico en el cerebro y proyectan axones que proporcionan una densa inervacion

al nacleo caudado y al putamen del cuerpo estriado, aproximadamente un 80% de toda la
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dopamina del cerebro se encuentra en el cuerpo estriado. Este sistema es el implicado en la
regulacién motora y la ejecucién de tareas (Schultz 2002).

2) Mesocortical. En este circuito los somas neuronales se encuentran en el ATV,
también localizada en el mesencéfalo. EI ATV contiene neuronas dopaminérgicas que envian
proyecciones a la corteza prefrontal medial, que incluye la corteza orbitofrontal y la corteza
del cingulo. Este circuito se encuentra relacionado son funciones como la memoria a corto
plazo, la planificacion y la elaboracion de estrategias (Shirayama y Chaki 2006, Arias-Carrién
y Poppel 2007).

3) Mesolimbico. Al igual que el circuito anterior, se origina en el ATV, pero sus
proyecciones axonales se distribuyen por el sistema limbico, principalmente se dirigen hacia el
NAc vy el tubérculo olfatorio, en menor medida se proyectan a la amigdala e hipocampo
(Spanagel y Weiss 1999, Schultz 2002, Adinoff 2004, Shirayama y Chaki 2006). Este circuito
es el sustrato neurobioldgico de la prediccion de la recompensa (Schultz 2000, Phillips y cols.
2007), la motivacion para obtener la recompensa (McClure y cols. 2003, Phillips y cols. 2007)
y la facilitacion del aprendizaje condicionado (Fenu y Di Chiara 2003). Ademas, la
hiperestimulacion del circuito mesolimbico puede resultar en conductas de adiccion (Wise
1996).

4) Tuberohipofisario. Se origina en el hipotdlamo (ndcleo arcuato principalmente) y se
comunica con el l6bulo intermedio de la hipofisis y la eminencia media. Este sistema
desempefia una funcién sustancial en la regulacion de la liberacién de hormonas pituitarias,
especialmente la prolactina, ya que la dopamina inhibe su liberacion (revisado en Ben-
Jonathan y Hnasko 2001).

1.2 El sistema mesolimbico

Estructuralmente, el sistema mesolimbico esta formado por un grupo de neuronas que se
encuentra en el ATV, las cuales proyectan hacia el NAc, la corteza prefrontal (CPF), el
hipocampo, la amigdala y el tubérculo olfatorio (Swanson 1982). EI NAc se subdivide en las
subregiones limbica y motora, conocidas como concha y nucleo, respectivamente (Heimer y

cols. 1997). La concha del NAc se encuentra conectada con regiones cerebrales que tienen un

13



papel fundamental en la regulacion de procesos emocionales y motivacionales, como el
hipocampo, la amigdala, el nicleo dorsomedial del tdlamo, el palido ventral (PV) vy el
hipotalamo lateral (Koob y cols. 2004). EI NAc recibe aferencias glutamatergicas de la CPF,
amigdala, hipocampo y tadlamo dorsomedial (Georges y Aston-Jones 2001, Geisler y cols.
2007, Omelchenko y Sesack 2007). Este nucleo presenta dos vias de salida principales, las
cuales son proyecciones GABAérgicas hacia el PV y el ATV/SN, que a su vez envian
eferencias GABAEérgicas al talamo dorsomedial (Figura 8, Johnson y North 1992, Ikemoto y
Wise 2004).

Cl.)F ’,HC
~ TDM
J HL v SN
NA "
= - ATV
PV TO
AMG

Figura 8. Sistema implicado en las vias de obtencion de recompensa y reforzamiento positivo. El sistema
dopaminérgico mesolimbico se origina en el grupo de células en el area tegmental ventral (ATV), la cual
proyecta hacia el nicleo accumbens (NAc), el tubérculo olfatorio (TO), amigdala (AMG) e hipocampo (HC).
Corteza prefrontal (CPF), hipotalamo lateral (HL), palido ventral (PV), sustancia nigra (SN), tAlamo dorsomedial
(TDM) (representacion en cerebro de rata, modificado de Koob y Volkov 2010).

Un evento que proporciona recompensas o gratificaciones, es decir que es
motivacionalmente relevante, induce que las proyecciones del ATV liberen dopamina a lo
largo del circuito mesolimbico (Robinson y Berridge 1993, McClure y cols. 2003), este
responde asignando recursos de atencion y conducta a las relaciones predictivas (estimulos y
consecuencias) ligadas con el evento, y al realizarlo facilita cambios celulares que establecen
el aprendizaje asociado con el evento (Jay 2003). De esta forma, si el evento ocurre
nuevamente el organismo emitird una respuesta conductual dirigida hacia los resultados méas

deseables.
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El sistema mesolimbico ha sido mantenido a lo largo de la evolucidn, debido a que
conductas naturales placenteras como la alimentacién, la reproduccion y el cuidado parental,
entre otras, deben reforzarse para la supervivencia de las especies. Sin embargo, al igual que
los reforzadores naturales (e.g. alimento y agua), las drogas de abuso (e.g. cocaina y
anfetamina) son capaces de producir efectos placenteros utilizando los mismos mecanismos
neurobiolégicos de los reforzadores naturales (Fernandez-Espejo 2002). Aunque, sus efectos
estimulantes sobre la liberacion de dopamina en el NAc son significativamente mayores. Por
ejemplo, los alimentos incrementan el nivel de este neurotransmisor en un 45%, en tanto que
la anfetamina y la cocaina lo elevan hasta en un 500% (Hernandez y Hoebel 1988). En
consecuencia, la disfuncion del sistema mesolimbico estd involucrada en la etiologia y

tratamiento de la adiccion.

1.2.1 Mecanismo de accién de las drogas de abuso en el sistema mesolimbico

Desde la década de 1970 se hizo evidente que la administracion aguda de la mayoria de las
drogas de abuso, a través de su accion en las neuronas dopaminérgicas y GABAEérgicas del
AVT, aumenta los niveles de dopamina en la concha del NAc (Figura 9, Imperato y Di Chiara
1986, Di Chiara e Imperato 1988, Wise y Rompre 1989). A pesar de la diversidad del perfil
farmacologico de las sustancias de abuso, se han propuesto tres mecanismos celulares
subyacentes a su accion en el sistema mesolimbico:

1) El etanol, la morfina, la heroina, la marihuana, el acido gamma-hidroxibutirico y las
benzodiacepinas aumentan la dopamina indirectamente, mediante el silenciamiento de las
neuronas GABAEérgicas que inhiben a las neuronas dopaminérgicas del ATV (Figura 9,
Johnson y North 1992, Cruz y cols. 2004).

2) Las drogas adictivas como la nicotina, incrementan directamente la liberacion de
dopamina en el NAc a través de la despolarizacion de las neuronas dopaminérgicas del ATV
(Figura 9, Maskos y cols. 2005).

3) La cocaina y las anfetaminas actlan a través del DAT. La cocaina bloquea la
recaptura de dopamina por la inhibicion del DAT (Ritz y cols. 1987), mientras que las

anfetaminas promueven la liberacion no vesicular de este neurotransmisor mediante la
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inversion funcional del DAT, el cual captura anfetaminas y libera dopamina (Figura 9, Jones y
cols. 1998).

Nicotina: Inecrementa la liberacion de

dopamina en las neuronas del ATV { £ —-
N > { \
Cocaina: inhibe la recaptura de % eu.ror'za’ .
. dopaminérgica
dopamina bloqueando el del ATV ’
transportador en el ATV s o~

Transportadoe
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Figura 9. Mecanismos celulares de diversas drogas de abuso a travées del sistema mesolimbico. El aumento
de la liberacion de dopamina en el nicleo accumbens es el mecanismo de accion comin para todas las drogas de
abuso. Area tegmental ventral (ATV).

En dltima instancia, la hiperestimulacion no natural del sistema mesolimbico con el
consumo intermitente de drogas de abuso, produce cambios pre-sindpticos (mayor liberacién
de dopamina) y post-sinapticos que en conjunto inducen la sensibilizacion del circuito
mesolimbico a los efectos motivacionales y gratificantes de tales sustancias.

1.2.2 Sensibilizacion dopaminérgica y conductual

En el NAc, la liberacion de dopamina por drogas de abuso, induce una excitabilidad neuronal
progresiva, que se observa como un aumento en la sensibilidad a la aplicacion posterior del
estimulo original. Esta sensibilidad se refuerza con el consumo cronico de la droga y se
denomina sensibilizacion dopaminérgica (Pierce y Kalivas 1997, Cadoni y cols. 2000, Nestler
2004). Los eventos bioquimicos cerebrales que subyacen a la induccion de este proceso

comienzan con el incremento en la liberacién de dopamina de las neuronas del ATV que
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desensibiliza los autorreceptores D2 y conlleva a la despolarizacion de la neurona (Nestler y
cols. 1990). Esto activa los receptores D1 de las terminales presinapticas que en respuesta
aumentan la liberacion local de glutamato, que a su vez estimula en mayor medida a las
neuronas dopaminérgicas del ATV (Wolf y Xue 1999). En conjunto, estos hechos constituyen
el ciclo fundamental en la sensibilizacion a drogas psicoestimulantes.

Paralelamente a la sensibilizacion dopaminérgica, la exposicién repetida a drogas de
abuso da lugar a un incremento progresivo de sus efectos psicomotores y de busqueda de la
recompensa (Robinson y Becker 1986, Robinson y Berridge 1993). Este fendmeno se
denomina sensibilizacion conductual y se caracteriza porque puede persistir durante meses o
afios después de que el tratamiento con drogas se interrumpe (Kolta y cols. 1985, Piazza y
cols. 1989, Kalivas y Duffy 1993). Asimismo, se reporta que este proceso se acentla si se
administran dosis altas de forma intermitente, ya que administraciones continuas son
relativamente ineficaces (Samaha y cols. 2002).

En los animales de laboratorio y el ser humano, dosis mayores de drogas
potencialmente adictivas pueden aumentar la excitacion, la atencion y la actividad locomotora,
resultando en un incremento de la exploracion y los movimientos estereotipados. Estas
conductas resultan faciles de medir y al ser mediadas, al menos en parte, por los receptores de
dopamina, los cuales también participan en la busqueda y obtencion de recompensas,
proporcionan un excelente medio para el estudio de la sensibilizacion conductual (Wise y
Bozarth 1987). Si bien la relativa contribucion de cada receptor dopaminérgico ain no es
totalmente esclarecida, la evidencia indica que los subtipos D2 y D3 participan en la mayoria
de los efectos conductuales de las drogas de accion dopaminérgica, tanto terapéuticas como de
abuso (revisado en Baladi y cols. 2012). Dentro de estos efectos el bostezo provee un
excelente modelo para evaluar in vivo los cambios en la sensibilidad conductual putativos a los
receptores D2/D3. Esto se debe a que la induccidn farmacoldgica de esta conducta se media a
dosis bajas del farmaco a través de la activacion de los D3 y la subsecuente inhibicion a dosis
altas resulta de un incremento en la actividad de los D2 (Collins y cols. 2005, Collins y Woods
2007, Collins y cols. 2009, Collins y Eguibar 2010) presentes en el ndcleo paraventricular del
hipotalamo, que se sugiere es la estructura clave en la regulacién del bostezo (Argiolas y Melis
1998).
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Sin embargo, Unicamente los efectos conductuales y de recompensa de una droga no
pueden explicar por qué algunos individuos se sensibilizan facilmente, mientras que otros son
resistentes. Los factores que pueden alterar la respuesta a las drogas de abuso y determinar la
susceptibilidad a la sensibilizacién incluyen la variabilidad genética, tal es el caso de la
respuesta diferencial al estrés (Robinson 1988), y un factor adicional que recientemente ha
tomado gran relevancia es la condicidon alimenticia (Krahn 1991, Holderness y cols. 1994,
Piran y Robinson 2006). Lo anterior responde a que en la mayoria de los individuos
sensibilizados se presentan dos procesos: 1) la sensibilizacién cruzada entre drogas y estrés
(Antelman y cols. 1980, Antelman y Chiodo 1983, Robinson 1988), y 2) el incremento del
valor incentivo de otras recompensas, incluyendo la comida altamente apetitosa (Wyvell y
Berridge 2001).

1.3 La respuesta fisiologica al estrés

La respuesta al estrés constituye una cascada de acontecimientos que permiten al organismo
realizar los cambios fisioldgicos, metabdlicos y/o conductuales que tienen como objetivo
primordial la minimizacion de los efectos potencialmente perniciosos y la recuperacion de la
homeostasis (Dallman y Jones 1973). En mamiferos, el eje hipotdlamo-pituitaria-adrenal
(HPA) es el principal circuito relacionado con la respuesta al estrés. La estructura cerebral del
hipotdlamo junto con las regiones limbicas integran los estimulos emocionales, cognitivos,
neuroendocrinos y autondmicos, y determinan la magnitud y duracién de las respuestas
neuronales, conductuales y hormonales ante situaciones estresantes. Durante la activacion del
eje HPA, las neuronas del nicleo paraventricular del hipotdlamo secretan el factor de
liberacion de corticotropina (CRF), el cual estimula la sintesis y liberacion de la
adrenocorticotropina (ACTH) en el l6bulo anterior de la pituitaria (Vale y cols. 1981). Una
vez secretada, la ACTH viaja a través del torrente sanguineo e induce la sintesis y liberacion
de glucocorticoides (cortisol en primates, corticosterona en roedores) en las glandulas
adrenales (Figura 10, Dallman y Jones 1973).

Los glucocorticoides son potentes reguladores de la fisiologia celular y del

comportamiento, que alertan al organismo sobre un desequilibrio ambiental o fisiolégico.
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Consecuentemente, la activacion del sistema HPA por periodos cortos es esencial para
funciones vitales, pero la hiperactivacion por exposicion a estrés crénico y la subsecuente
hipertrofia adrenal e incremento de los niveles basales de corticosterona en plasma, a menudo,
se asocia con patologias tales como la adiccion (Robinson y Becker 1986, Robinson y
Berridge 1993).

y

B )indula advanal

Figura 10. Regulacion del eje hipotadlamo-pituitaria-adrenal. En respuesta a situaciones estresantes el ntcleo
paraventricular del hipotalamo (NPV) secreta el factor liberador de la corticotropina (CRF), que se transporta a
través de los capilares del sistema circulatorio porta hipofisario al I6bulo anterior de la pituitaria o adenohipéfisis.
En respuesta esta libera adrenocorticotropina (ACTH), que a través del torrente sanguineo se transporta a la
corteza de las glandulas adrenales, donde estimula la secrecion de gluococorticoides (cortisol en primates,
corticosterona en roedores), los cuales a su vez regulan negativamente su propia liberacién (modificado de Sadek
y Nemeroff 2000).

1.3.1 El estrés y la adiccion

Estd ampliamente documentado que una consecuencia de la hiperactivacion del sistema HPA,
es el incremento de la actividad de las neuronas mesencefélicas dopaminérgicas (Thierry y
cols. 1976, Deutch y cols. 1991). Por consiguiente, la repetida exposicion a situaciones de
estrés aumenta la motivacion y/o la vulnerabilidad al consumo de sustancias de abuso, ya que

sensibiliza al organismo a largo plazo a los efectos reforzantes de las mismas (Robinson y
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Becker 1986, Kalivas y Stewart 1991, Robinson y Berridge 1993). Del mismo modo, los
animales sensibilizados por las drogas pueden llegar a ser extremadamente sensibles al estrés,
proceso que se conoce como sensibilizacion cruzada (Antelman y cols. 1980, Antelman y
Chiodo 1983, Robinson 1988).

En roedores, este proceso ha sido demostrado tanto en estudios farmacol6gicos como
en investigaciones donde utilizan estrés fisico o social para analizar su influencia sobre la
conducta adictiva. Por ejemplo, la inyeccion exdgena de corticosterona aumenta la
sensibilidad a los efectos de la cocaina (Mantsch y cols. 1998). En contraste, el tratamiento
con un inhibidor de la corticosterona reduce la conducta de autoadministracion de esta droga
(Goeders y Guerin 1996). Asimismo, la intermitente exposicién a diversos factores estresantes
(aislamiento social, relaciones sociales de dominancia-sumision, ambientes novedosos,
inmovilizacion, descargas eléctricas en las patas, natacion forzada y el pinchamiento de la
cola, entre otros) induce sensibilizacién conductual y aumenta la autoadministracion de drogas
de abuso (Piazza y cols. 1989, Miczek y cols. 2004, Nikulina y cols. 2004, Lu y Shaham 2005,
Lé y cols. 2005, Cleck y Blendy 2008, Sinha 2008).

Adicionalmente, se reporta que el conjunto de experiencias estresantes en etapas
tempranas posee valor predictivo en la vulnerabilidad a la adiccion a drogas de abuso. Esto
responde a que las crias de ratas gestantes expuestas a estrés moderado presentan una mayor
administracion de sustancias psicoestimulantes, asi como una alta respuesta conductual a estas
drogas (Deminiere y cols. 1992, Henry y cols. 1995, Morley-Fletcher y cols. 2004, Koenig y
cols. 2005, Park y cols. 2007, Kippin y cols. 2008, Thomas y cols. 2009, Mairesse y cols.
2012, Hausknecht y cols. 2013).

Interesantemente, la restriccion crénica de alimento y el mantenimiento de bajo peso
corporal se han identificado como variables que en su calidad de estresores incrementan
sensibilidad del sustrato neural de la recompensa a los efectos de las drogas de abuso (Cabeza
de Vaca y Carr 1998). En esta linea, diversas investigaciones han demostrado que los animales
restringidos de alimento son mas responsivos a los efectos locomotores y a la
autoadministracion de drogas de abuso (Campbell y Fibiger 1971, Carroll y Meisch 1984,
Deroche y cols. 1993, Marinelli y cols. 1996). Asimismo, la evidencia indica que bajo esta

condicion alimenticia, el previo tratamiento con un inhibidor de la sintesis de corticosterona
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reduce la tasa de autoadministracién de cocaina (Campbell y Carroll 2001). Estos hallazgos
sugieren que las neuroadaptaciones que participan en la sensibilizacion y el subsecuente
proceso de adiccion a drogas de abuso se activan especificamente por el estrés crénico a
consecuencia del balance energético negativo persistente.

Por otra parte, la sobreingesta de comida altamente apetitosa también es considerada
como una conducta adictiva. Esto responde a que comparte diversas similitudes con el abuso
de drogas psicoestimulantes, siendo la activacion del sistema mesolimbico la similitud mas
sustancial (revisado en Alsio y cols. 2012). Por lo anterior, no es sorprendente que la
hiperactivacion del eje HPA también se asocie con la sensibilizacion a los efectos de
recompensa del alimento apetitoso. Una prueba de ello es que el estrés fisico moderado en
ratas no altera la ingesta de alimento con caracteristicas heddnicas limitadas, sin embargo,
cuando el alimento disponible es rico en carbohidratos o grasas, entonces el estrés aumenta el
consumo (revisado en Torres y Nowson 2007). Asimismo, bajo el modelo de estrés social de
dominancia-subordinacién, los sujetos subordinados incrementan en mayor medida la ingesta
de alimento alto en grasa y el peso corporal, en comparacion con los sujetos dominantes
(Moles y cols. 2006).

Adicionalmente, se reporta que la vulnerabilidad al aumento de peso debido a la dieta
puede ser predicha por el tipo de respuesta ante situaciones estresantes (Rossi y cols. 1997).
Una de estas respuestas es la proactiva que se caracteriza por ser altamente impulsiva y estar
mediada por la hiperestimulacion del sistema nervioso simpatico. En contraste, la respuesta
pasiva o reactiva presenta una baja conducta exploratoria y una hiperactividad del eje HPA
(revisado en Koolhaas y cols. 1999). Cuando las ratas proactivas y pasivas se alimentan con
una dieta estandar, su peso corporal no presenta diferencias (Boersma y cols. 2009), pero al
tener acceso a una dieta alta en grasa, 10s sujetos pasivos son mas susceptibles a la ganancia de
peso (Rossi y cols. 1997). Por lo tanto, la interaccion del eje HPA con el consumo de alimento
alto en calorias podria resultar en un factor de riesgo para el desarrollo de la adiccién a la
comida y la subsecuente obesidad.

En conclusién, el conjunto de evidencias mostradas sugiere que los individuos mas
vulnerables a desarrollar algin tipo de adiccion, ya sea a drogas de abuso o comida apetitosa,

son aquellos con una hiperactivacion del eje HPA (basal o inducida), la cual finalmente
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aumenta la sensibilidad a los efectos reforzantes de las recompensas a través de la accion de la

respuesta al estrés en el circuito mesolimbico.

1.4 La conducta alimentaria

La conducta alimentaria es un comportamiento motivado dirigido a conseguir la energia
necesaria para mantener el equilibrio homeostatico del organismo (Geiselman 1996). Los
cambios compensatorios en la ingesta y en el gasto energético se denominan en conjunto
homeostasis energética. Su regulacion es un proceso dual, integrado por los impulsos opuestos
del apetito y la saciedad, que implica diversas redes neuronales, resultando las hipotaldmicas

las de mayor relevancia.

1.4.1 Regulacién homeostatica de la conducta alimentaria

A nivel del sistema nervioso central, la regulacién homeostatica se lleva a cabo en dos grupos
de neuronas del nucleo arcuato (ARC) del hipotdlamo: 1) las que expresan
proopiomelanocortina/transcrito relacionado con cocaina y anfetamina (POMC/CART), y 2)
las que expresan el péptido relacionado con agouti/neuropéptido Y (AgRP/NPY, Wynne y
cols. 2005). POMC es la proteina precursora de las porciones alfa y beta de la hormona
estimulante de los melanocitos (a-MSH y B-MSH), que actian sobre los receptores de
melanocortina (MC3R y MC4R) para activar una respuesta anorexigena (Biebermann y cols.
2006). Por el contrario, AgRP es un antagonista competitivo de MSH que promueve el
consumo de alimento (Tolle y Low 2008). Particularmente, los efectos opuestos de ambos
grupos neuronales son mediados, en parte, por las acciones contrarias sobre el mismo
mecanismo de sefializacion, conocido como la via central de las melanocortinas (Figura 11,
Garfield y cols. 2009).

Esta via responde a dos tipos de sefiales periféricas que controlan el balance
energético: uno que actda en el corto plazo y otro que lo realiza en el largo plazo (Badman y
Flier 2005). El de corto plazo se encarga de regular el apetito o inicio y finalizacion de
comidas individuales. Este responde fundamentalmente a sefiales gastrointestinales o factores

de saciedad que se acumulan durante la alimentacién y contribuyen a concluir la ingesta.
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(Woods y cols. 1998). Las sefales en el largo plazo o factores de adiposidad que se liberan en
proporcidn a los depdsitos energéticos del organismo se encargan del mantenimiento del peso
corporal (Sanchez-Lasheras y cols. 2009). Dentro de este ultimo grupo de sefales se
encuentran la insulina y la leptina. La primera es secretada por el pancreas en respuesta a una
elevacion de los niveles plasméticos de glucosa, mientras que la leptina es secretada por los
adipocitos, y su concentracion plasmatica se correlaciona positivamente con el nivel de
adiposidad (Liuzzi y cols. 1999). Ambas hormonas son transportadas a través de la barrera
hematoencefalica y al unirse a sus respectivos receptores en el ARC favorecen la expresion de
POMC e inhiben la expresion de AgRP, acciones que en Ultima instancia promueven la

anorexia (Figura 11, Benoit y cols. 2002, Kitamura y cols. 2006).

Niucleo paraventricular Hipotilamo lateral
(Centro de la saciedad) (Centro de la alimentacidm)

Integra informacion interoceptiva Expresa MCH vy orexinas
- Lo

'l'/-d’fﬂf:

Niicleo arcuato

Neuronas

Insulina anorexig
PDE'[CIC&RT
o-MSH, B-MSH
Leptina + e o +

Receptores: Hlnsuljﬂa Leptina @I\{elanucurﬁnaS @I\{elanucurﬁna 4

Figura 11. Regulacién central del balance energético. En el mecanismo central que regula el peso corporal y el
apetito, diversos ndcleos intrahipotalamicos presentan numerosas interacciones entre si para logar el balance
energético. Propiomelanocortina (POMC), transcrito relacionado con cocaina y anfetamina (CART), porcién alfa
y beta de la hormona estimulante de los melanocitos (a-MSH y B-MSH), péptido relacionado con agouti (AgRP),
neuropéptido Y (NPY), hormona concentradora de melanina (MCH). (+) estimulacion, (-) inhibicién.
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Adicionalmente, el ARC proyecta hacia el nucleo paraventricular, considerado como el
centro de la saciedad. Este integra la informacién interoceptiva gastrointestinal y de
disponibilidad de sustratos y metabolitos, y optimiza la respuesta enddcrina (secrecion de
hormonas pituitarias) y autondmica. Un segundo sitio de proyeccion del ARC es el hipotalamo
lateral, que se considera como el centro de la alimentacidn puesto que contiene las poblaciones
de neuronas que expresan la hormona concentradora de melanina (MCH) vy las orexinas, las
cuales incrementan la ingesta de alimento (Figura 11, Elias y cols. 1999).

Sin embargo, la conducta alimentaria no es regulada Unicamente por nutrientes y
requerimientos caloricos, pues adicionalmente responde a las propiedades reforzantes de los
alimentos (estimulos placenteros y motivantes) a través de la activacion del circuito de la
recompensa. Por lo tanto, la aparicion del comportamiento adaptativo de busqueda y consumo
de alimento resulta de una compleja interaccion entre la regulacion homeostatica y el sistema

mesolimbico (Saper y cols. 2002, Lutter y Nestler 2009).

1.4.2 Interaccion de la regulacién homeostatica y el sistema mesolimbico

Una cualidad crucial de las propiedades reforzantes de la comida es su variabilidad, pues
dependen del estado interno y/o la experiencia previa del sujeto (Hyde y Witherly 1993,
Hetherington 1996, Swithers 1996, Berridge 2000). En el caso de la influencia del estado
interno del individuo, es claro que el alimento es mas recompensante para un animal cuando
estd privado que cuando no lo esta (Nader y cols. 1997). Con respecto al efecto de la
experiencia previa, el caracter recompensante de los alimentos resulta de un aprendizaje
operante entre el alimento y sus consecuencias. Este procedimiento puede inducir que un
estimulo adquiera el valor de reforzador positivo (e.g. comida altamente apetitosa), lo que en
consecuencia incrementara la ingesta de alimento. (Ossenkopp y Eckel 1995, Bernstein 1999).

El correlato neurobioldgico del componente de recompensa de la conducta alimentaria
se localiza principalmente en las interacciones que presentan el sistema mesolimbico (por
medio del NAc) y el hipotalamo lateral (a través de las neuronas MCH). Particularmente, el
NAc y las neuronas MCH presentan aferencias y eferencias entre si, 1o que le confiere dos

caracteristicas Unicas a las neuronas MCH: 1) activar al NAc con la finalidad de incrementar

24



el valor heddnico del alimento y 2) la informacion que reciben del NAc les permite participar
activamente en el autoreforzamiento del circuito que regula la ingesta de alimento (Figura 12,
Peyron y cols. 1998, Bittencourt y cols. 1992, Saito y cols. 2001, Marcus y cols. 2001).
Paralelamente a esta interaccion, se reporta que las sefiales periféricas que regulan el balance
energético pueden modificar la sensibilidad del sistema mesolimbico. Por un lado, las
orexigénicas (ghrelina) la incrementan, mientras que las anorexigénicas (leptina e insulina) la

disminuyen (Lattemann 2008).

Influencias Influencias homeostaticas
sensoriales v circadianas

Influencias
conductuales MCH

\5 @ Efectos de recompensa
v aversion en la ingesta

de alimento

Figura 12. Interacciones del sistema mesolimbico y el sistema central regulatorio de la homeostasis
energética. El nucleo accumbens (NAc) recibe principalmente informacién sensorial y conductual, mientras que
el hipotalamo lateral (HL), considerado como el centro del hambre, es blanco de la informaciéon homeostatica y
circadiana. En la generacion de la conducta alimentaria, la interaccion entre estas dos estructuras es a través de
las neuronas que expresan la hormona concentradora de melanina (MCH). Este grupo neuronal al estimular el
NAc puede incrementar el valor heddnico del alimento. Ademas, la informacidn que reciben del NAc les permite
participar activamente en el autoreforzamiento del circuito que regula la ingesta de alimento (modificado de
Saper y cols. 2002).

En consecuencia, la ingesta energética diaria no siempre se correlaciona con el gasto
energético, lo que podria facilitar el desarrollo de alteraciones metabdlicas como
hiperglucemia, incremento del peso corporal, altos niveles de adiposidad (hiperplasia e
hipertrofia), y/o dislipidemias (hipercolesterolemia e hipertriglicéridemia). Dichas alteraciones
se consideran factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades cronicas como obesidad,
hipertension y diabetes mellitus, entre otras (Blazquez y Quijada 1968, Glueck y cols. 1969,
Kalaivanisailaja y cols. 2003, Winzell y Bo Ahrén 2004, Drolet y cols. 2008).

En términos evolutivos, la interaccion de la regulacién homeostatica y el sistema
mesolimbico representa una ventaja adaptativa que favorece la ingesta cuando el alimento alto

en calorias se encuentra disponible. Esto en ultima instancia permite el almacenamiento de
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energia (grasa corporal) para su uso cuando las fuentes de alimento sean escasas. Sin embargo,
en las sociedades modernas, esta adaptacion incluso puede representar una desventaja, ya que
la ingesta excesiva de este tipo de alimentos induce respuestas neuroadaptativas similares a las
que produce el uso de drogas de abuso en el circuito de la recompensa (revisado en Wang y
cols. 2004). Por lo tanto, en los individuos vulnerables, el consumo de comida altamente
caldrica podria incrementar la sensibilidad a los efectos neuroquimicos y conductuales de las

drogas psicoestimulantes (revisado en Keny 2011).

1.4.3 Efecto de la dieta en la sensibilizacién del sistema mesolimbico

Existen numerosos estudios que mediante la administracion de drogas de accion
dopaminérgica han evaluado el impacto del estado nutricional en la sensibilizacion de la
neurotransmision mesolimbica. Para ello, la mayoria de estos estudios se han enfocado en los
efectos conductuales de las drogas que activan a los receptores D2 y D3 ya que estas
conductas se identifican y miden de forma relativamente sencilla (Oei y cols. 1980, Carroll y
cols. 1981, Deroche y cols. 1993, Pothos y cols. 1995, Patterson y cols. 1998, Carr y cols.
2003, Collins y cols. 2007, 2008, Wellman y cols. 2007, Davis y cols. 2008, Stamp y cols.
2008, Thanos y cols. 2008, Sevak y cols. 2008, Baladi y France 2009, Baladi y cols. 2011,
McGuire y cols. 2011).

Con respecto a la restriccion alimenticia, se ha documentado que esta se caracteriza por
reducir la dopamina extracelular en el NAc (Pothos y cols. 1995), incrementar la expresion del
receptor D2 en el estriado (Thanos y cols. 2008) y disminuir los niveles de expresion del
ARNmM del transportador a dopamina en el area tegmental ventral (Patterson y cols. 1998).
Asimismo, se ha demostrado que esta condicion alimenticia en respuesta a agonistas que
acttan en los receptores D2 y D3, incrementa la locomocién (Carr y cols. 2003, Collins y cols.
2008) y disminuye el bostezo (Baladi y France 2009, Collins y cols. 2008). Ademas, el efecto
inhibitorio en el bostezo inducido por agonistas de los receptores D2 y D3, puede ser revertido
por un antagonista selectivo de los receptores D2, indicando que los cambios en la
sensibilizacion son mediados por este subtipo de receptor (Collins y cols. 2008).

Adicionalmente, se presenta una controversia con respecto al efecto de la restriccion
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alimenticia en torno a la sensibilizacion a la hipotermia inducida por agonistas
dopaminérgicos, la cual es mediada por los receptores D2 (Collins y cols. 2007), pues algunos
estudios indican que no la modifica (Baladi y France 2009, Baladi y cols. 2011), mientras que
otros reportan una disminucion (Collins y cols. 2008).

Conjuntamente, estos estudios sugieren que la restriccion alimenticia podria modificar
la potencia de los agonistas de accion directa D2/D3, a través de un incremento de la actividad
del receptor D2. Lo anterior se correlaciona claramente con los altos niveles de expresion de
este receptor en el estriado de individuos restringidos de alimento, en comparacion con los
animales no restringidos (Thanos y cols. 2008).

En relacion a los agonistas dopaminérgicos de accion indirecta, como la cocaina, la
restriccion alimenticia, al igual que con los de accién directa, produce un incremento de los
efectos locomotores (Deroche y cols. 1993, Stamp y cols. 2008). Asimismo, se ha evaluado la
conducta de la autoadministracion de drogas de abuso ante una restriccion de alimento. Por
ejemplo, en sujetos cuyo peso corporal fue reducido en un 75%, la ingesta de café y cigarros
fumados se incrementé marcadamente (Franklin y cols. 1948). Del mismo modo, otras
investigaciones han reportado que en animales de laboratorio con restriccion alimenticia
también se incrementa la autoadministracion de las anfetaminas (Takahashi y cols. 1978), la
heroina (Oei y cols. 1980) y la cocaina (Carroll y cols. 1981). En base a estos antecedentes, es
claro que la restriccion alimenticia puede alterar los efectos de drogas terapéuticas y de abuso
de accién dopaminérgica

Por otro lado, no solo la cantidad de alimento sino también el tipo de dieta puede
alterar el sistema dopaminérgico. Recientes estudios muestran que las ratas con consumo
intermitente de comida altamente apetitosa, como la sacarosa y dieta alta en grasa, muestran
sintomas conductuales y cambios neuroquimicos que son comparables con el abuso de drogas
(Avena y cols. 2008, Johnson y Kenny 2010). Al respecto, numerosos estudios han
documentado que individuos obesos (Wang y cols. 2001) e individuos que consumen
cronicamente ya sea cocaina (Volkow y cols. 1993), metanfetamina (Volkow y cols. 2001),
alcohol (Volkow y cols. 1996) o heroina (Wang y cols. 1997), presentan una reduccion
significativa de los receptores en el estriado. En base a esto, se ha postulado que los

desdrdenes de conductas compulsivas, tales como la ingesta compulsiva de comida y el abuso
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de drogas, reflejan el denominado sindrome de déficit de recompensa (Blum y cols. 1996), el
cual se especula es debido en parte a la reduccién en la disponibilidad del receptor D2
(Comings y Blum 2000). Sin embargo, es probable que esta condicion tenga sus bases
genéticas en los polimorfismos de este subtipo de receptor.

En contraste con la restriccion alimenticia, el consumo excesivo de sacarosa o dieta
alta en grasa causa un incremento en la dopamina extracelular del NAc, que en suma a la
disminucion en la expresion del receptor D2 en el estriado y a un consumo intermitente de
drogas de abuso, podria sensibilizar al sistema mesolimbico. En esta linea, diversos estudios
sugieren que la comida alta en grasa incrementa la sensibilizacién conductual a los agonistas
de accion directa en los receptores D2/D3. Por ejemplo, las ratas que fueron alimentadas con
dieta alta en grasa, fueron mas sensibles a los efectos conductuales mediados por los
receptores D2 y D3, ya que la curva dosis-respuesta del bostezo inducido por quinpirole se
desplazé hacia la izquierda (Baladi y France 2009). Ademas, Baladi y cols. (2011) al
investigar si la dieta alta en grasa y el cambio en el peso corporal (incremento o decremento)
modifican los efectos conductuales de agonistas dopaminérgicas de accion directa,
encontraron que el incremento en la sensibilizacion a los efectos conductuales del quinpirole
se debe al consumo de este tipo de dieta y no necesariamente al incremento del peso corporal.
En este estudio al evaluar la tolerancia a la insulina, se encontrd que después de dos semanas
de alimentacion con dieta alta en grasa, las ratas mostraron resistencia a la hipoglicemia
inducida por insulina. Adicionalmente, se ha reportado que con la dieta alta en grasa no se
presentan cambios en la hipotermia inducida por agonistas dopaminérgicos de accion directa,
indicando que los cambios en la sensibilidad no son debidos a mecanismos farmacocinéticos
(Baladi y France 2009, Baladi y cols. 2011).

Respecto a los agonistas dopaminérgicos de accion indirecta, se reporta que la
sensibilizacion a algunos efectos de una sola dosis de anfetamina o cocaina se disminuye con
la dieta alta en grasa (Wellman y cols. 2007, Davis y cols. 2008). En contraste, el estudio con
un esquema de dosis crecientes de metanfetamina mostrd que la sensibilizacién se incrementa
con administraciones intermitentes de la droga (McGuire y cols. 2011). Sin embargo, aln se
requieren estudios que permitan establecer claramente los efectos de la dieta alta en grasa en la

respuesta a los agonistas de accion indirecta de los receptores a dopamina.
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Aunque la interpretacion de los estudios mencionados puede ser compleja, por el hecho
de que la mayoria de los agonistas y antagonistas de accion directa disponibles para estudios
de laboratorio presentan afinidad por mas de un tipo de receptor a dopamina, se puede concluir
que la sensibilidad a los efectos conductuales mediados por los receptores del subtipo D3 se
disminuye con la restriccion alimenticia, mientras que con la dieta alta en grasa se aumenta.
Asimismo, en las respuestas que se llevan a cabo a través de los receptores D2 ocurre lo

opuesto en cada condicién alimenticia.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Las sublineas de ratas de alto bostezo HY y bajo bostezo LY de la cepa Sprague-

Dawley

En 1981 se establecid en el Instituto de Fisiologia de la Benemérita Universidad Autbnoma de
Puebla una sublinea consanguinea de ratas con una alta frecuencia de bostezo HY (del inglés
High-yawning). Esta se obtuvo a partir de un macho de la linea Sprague-Dawley con una
frecuencia de bostezo espontanea de 22 bostezos por hora (b/h), obtenido de un pie de cria
proveniente de Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS. Esta sublinea presenta una
frecuencia de bostezo espontaneo de 20 b/h en promedio y se ha mantenido a lo largo de mas
de 80 generaciones (Urba-Holmgren y cols. 1990).

A partir de un pie de cria del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias de la
Secretaria de Salubridad y Asistencia, INER, SSA, se obtuvo una segunda sublinea con baja
frecuencia de bostezo espontaneo LY (del inglés Low-Yawning) con un promedio aproximado
de 2 b/h. Mediante entrecruzamientos entre ratas HY y LY se determind que este caracter esta
controlado por una sola unidad que se segrega (Urba-Holmgren y cols. 1990). Sin embargo, a
la fecha no se han establecido las bases genéticas de las diferencias en la expresion del bostezo
entre ambas sublineas.

Estas sublineas han permitido estudiar la influencia de variables medio ambientales y
de distintos tipos de farmacos sobre la frecuencia del bostezo (Anias y cols. 1984, Urba-
Holmgren y cols. 1993). A lo largo de estos estudios, se ha observado que conjuntamente con
la alta y baja frecuencia de bostezo se han seleccionado otros caracteres, sugiriendo que

podrian estar codificados por la misma regién de acido desoxirribonucleico.

2.2 Diferencias conductuales y neuroenddcrinas de las ratas HY y LY

Estudios realizados en nuestro laboratorio muestran que las diferencias en el bostezo entre
ratas HY y LY estan asociadas con otros rasgos conductuales. Por ejemplo, el bostezo
espontaneo e inducido farmacoldgicamente con agonistas dopaminérgicos se correlaciona

positivamente con las erecciones del pene (Holmgren y cols. 1985, Eguibar y cols. 2003). Sin
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embargo, al evaluar la conducta sexual masculina se encontré que el patron conductual esta
desorganizado en su evolucion espacio-temporal conductual en las ratas HY, pero no en las
LY (Portillo y cols. 2010).

Por otro lado, se reporta que la induccidon del aseo a través de estrés fisico (Moyaho y
cols. 1995) o mediante la administraciéon de ACTHi24 (Eguibar y cols. 2004) muestra
diferencias en la frecuencia, duracién y ejecucion de esta conducta entre las sublineas. Las
ratas HY presentan la mayor frecuencia, mientras que las LY exhiben la mayor duracion. Con
respecto a la ejecucion, las ratas LY presentan la secuencia cefalocaudal caracteristica del
aseo, en cambio las ratas HY varian e interrumpen este orden con una prevalencia de los
componentes caudales. Cabe mencionar, que el predominio de los rasgos en la conducta del
aseo presentes en las HY se asocia con un mayor grado de estrés (Kalueff y Tuohimaa 2005).

Ante la exposicion a un ambiente novedoso, las ratas HY se acicalan mas que las ratas
LY (Eguibar y Moyaho 1997). En la caja luz oscuridad, las ratas HY presentan un menor
numero de entradas al compartimento blanco en comparacion con las ratas LY, lo que indica
una aversion a espacios iluminados (Palacios 2014). Durante la prueba de campo abierto, las
LY pasan mayor tiempo en el centro y deambulan mas, en tanto que las HY pasan mas tiempo
en las esquinas y deambulan menos (Uribe 2010). La evaluacion de la conducta en el laberinto
en cruz elevado, muestra que las ratas HY exploran y pasan menos tiempo en los brazos
abiertos, en comparacién con las ratas LY (Uribe 2010, Palacios 2014). Asimismo, esta prueba
permitio establecer una correlacion negativa entre la frecuencia de bostezo y el tiempo pasado
en los brazos abiertos, es decir las ratas que mas bostezan también muestran un mayor grado
de ansiedad (Uribe 2010).

Al evaluar la conducta materna de las ratas HY y LY, se hall6 que en ambas sublineas,
estan presentes todos los componentes que se observan en las ratas de las cepas Sprague-
Dawley y Wistar, los cuales son: construccion de nido, acarreo de las crias, lamido genital y
amamantamiento (Ugarte y cols. 2011). Sin embargo, las hembras HY construyen nidos de
menor calidad y pasan menos tiempo en el nido en comparacion con las hembras LY vy
Sprague Dawley. Por otra parte, las HY muestran una mayor latencia de lamido de las crias,
asi como una mayor cantidad de reacarreos y acarreos atipicos (acarreos de la cabeza, el

abdomen y/o las extremidades y no de la piel del cuello como sucede normalmente). Cabe

31



sefialar, que estas deficiencias en la conducta maternal presentan se asocian con la conducta
semejante a la ansiedad y con respuestas al estrés, tales como mayor secrecion de
corticosterona, ACTH vy factor liberador de la corticotropina (Caldji y cols. 1998, Clinton y
cols. 2007, Wohr y Schwarting 2008).

Las ratas HY y LY también presentan ciertas diferencias neuroenddcrinas. Por
ejemplo, en el NAc, las HY presentan mayor densidad de receptores D3, pero menor
liberacion de dopamina que las LY (Diaz-Romero 2007). Por otra parte, se ha documentado
que el aclaramiento de los niveles de costicosterona, después de la induccién de estrés por
restriccion de movimiento durante 30 min, es mas lento en las ratas HY, las cuales también
presentan glandulas adrenales de mayor tamafio que las ratas LY (Uribe 2010).

En conjunto, los estudios anteriores muestran que las sublineas HY y LY ante
situaciones estresantes tienen respuestas conductuales y neuroendodcrinas bien diferenciadas.
Por una parte, las ratas HY presentan altos niveles de ansiedad e hiperactividad del eje HPA,
lo que se asocia a una respuesta pasiva, mientras que las LY, muestran una baja ansiedad y
mayor impulsividad, caracteristicas que se relacionan a la respuesta proactiva (revisado en
Koolhaas y cols.1999).
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3. JUSTIFICACION

En los seres humanos, el proceso de sensibilizacion a los efectos neuroquimicos y
conductuales de las drogas de abuso resulta de las neuroadaptaciones inducidas por el repetido
consumo de estas sustancias. Sin embargo, estas respuestas pueden variar en cada individuo.
Entre las diferencias individuales que se asocian a la sensibilizacion se encuentran la respuesta
diferencial a situaciones estresantes y recientemente el estado nutricional. Desafortunadamente
la mayoria de los estudios ignoran la variabilidad individual y a menudo utilizan modelos
animales que limitan la validez de estos estudios en humanos.

En nuestro laboratorio diversos estudios conductuales realizados en las sublineas de
ratas de alto (HY del inglés High-yawning) y bajo bostezo (LY del inglés Low-yawning),
indican que ante situaciones estresantes las ratas HY presentan respuestas conductuales y
enddcrinas asociadas a un mayor grado de ansiedad, mientras que las LY muestran respuestas
opuestas. En base a estos antecedentes, nosotros proponemos que las ratas HY y LY podrian
resultar un modelo exitoso para investigar la contribucion genética y su interrelacion con el
estado nutricional en la respuesta a drogas terapéeuticas y en la vulnerabilidad hacia las drogas

de abuso.
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4. HIPOTESIS

H1.

H2.

H3.

La restriccion alimenticia disminuye la sensibilidad al bostezo inducido por

pramipexol en las ratas HY y LY.

El libre acceso a una dieta alta en grasa incrementa la sensibilidad al bostezo

inducido por pramipexol en las ratas HY y LY.

Las ratas HY son mas sensibles a los efectos de la restriccion alimenticia y la

dieta alta en grasa en la sensibilidad al bostezo inducido por pramipexol.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar los cambios en la sensibilidad al bostezo e hipotermia inducidos por el agonista
dopaminérgico de accion directa, pramipexol, en ratas Sprague-Dawley de las sublineas HY y
LY bajo tres esquemas de alimentacion: dieta estandar ad libitum, restriccion alimenticia (10
g/dia) y dieta alta en grasa ad libitum.

5.2 Objetivos particulares

En las ratas HY y LY, antes, durante y después de la restriccion alimenticia o dieta alta en

grasa:

1. Evaluar el efecto de la dieta en la frecuencia de bostezo inducido por pramipexol.

2. Evaluar la hipotermia inducida por pramipexol.

3. Determinar los cambios en el peso corporal.

4. Evaluar la ingesta la ingesta de alimento.

5. Determinar los perfiles metabdlicos.

Al finalizar el periodo experimental:

6. Evaluar el porcentaje del tejido adiposo del epididimo de las ratas HY y LY con cada

régimen alimenticio.

7. Comparar el tamafio de los adipocitos del tejido adiposo del epididimo de las dos

sublineas con cada condicion alimenticia.

35



6. METODOLOGIA

6.1 Animales

Se emplearon 24 ratas macho, de los cuales 12 fueron de la sublinea HY y 12 de la sublinea
LY, reproducidas al azar y con 60 dias de edad. Las ratas se distribuyeron aleatoriamente en
tres grupos, cada uno conformado por 4 HY y 4 LY. Se colocaron por parejas en cajas de
acrilico transparente (60 x 40 x 17 cm) con cama de viruta de madera estéril (Aspen Chip,
EUA). Durante el periodo experimental las ratas se mantuvieron con libre acceso a agua
purificada, 40 + 5% de humedad, 21 £+ 1° C de temperatura ambiental y un ciclo luz/oscuridad

artificial de 12/12 horas, encendiéndose las luces a las 0700 horas.

6.2 Dietas

En los tres grupos, las dietas se suministraron diferencialmente en un periodo experimental de

tres fases consecutivas:

1. Todos los individuos durante dos semanas tuvieron libre acceso a una dieta estandar
(Lab Diet 5001, grasa=4.5%, proteina=23%, carbohidratos=34.43%, Kcal/g=4.07).

2. Cambio de dieta por cinco semanas. El grupo uno continud con la dieta estandar ad
libitum, el grupo dos fue restringido a 10 g/dia de dieta estdndar por cada rata y el
grupo tres accedio libremente a una dieta alta en grasa (Harland Teklad TD06414,
grasa=34.3%, proteina=23.5%, carbohidratos=27.3%, Kcal/g=5.1).

3. Los tres grupos nuevamente se alimentaron con dieta estandar ad libitum durante ocho

semanas.

Para registrar la cantidad de alimento ingerido y el peso corporal, diariamente a las
0830 horas se retird y peso el alimento sobrante del dia anterior, enseguida se pesé a cada una
de las ratas. Posteriormente, a cada pareja de animales se le proporcionaron 150 g de alimento,
a excepcion de las ratas restringidas de alimento, ya que a estas solo se les suministraron 20 g

de alimento por pareja.
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6.3 Droga y observacion conductual

Para inducir sensibilizacion conductual a los sujetos de estudio se utilizd el agonista
dopaminérgico pramipexol (Sigma-Aldrich). Este es altamente selectivo y especifico para la
familia de receptores de dopamina D2, con preferencial afinidad por el subtipo D3. Las curvas
dosis-respuesta se comenzaron 15 dias antes del término de cada fase mediante un esquema de
dosis acumulativas de pramipexol: vehiculo (agua inyectable), 1, 3.2, 10, 32, 100, 320 y 1000
Hg/Kg. Estas se administraron intraperitonealmente en un volumen de 1 mL/Kg cada 48 horas
a las 0900 horas. Posterior a la aplicacion del farmaco, los individuos se colocaron en cajas de

acrilico (21 x 15 x 21 cm) y durante 40 min se registré el nimero de bostezos.

6.4 Hipotermia

Al concluir la observacion conductual, se registré la temperatura de cada uno de los animales
por via rectal. Esto se efectu6 mediante la insercién en el recto de un termémetro digital de

rapida respuesta lubricado previamente con vaselina.

6.5 Perfiles metabélicos

Los animales se mantuvieron en ayuno total (agua y alimento) durante ocho horas, a partir de
la administracién de la Gltima dosis de pramipexol de cada curva dosis-respuesta. Al término
del ayuno, se obtuvieron 400 puL de sangre a través de la vena de la cola de la rata, a excepcion
del dia del sacrificio ya que la sangre se obtuvo por decapitacion. Las muestras sanguineas
reposaron durante 30 min a temperatura ambiente. A continuacidn, las muestras se
centrifugaron a 10,000 RPM durante 15 min y se recuperd el plasma, el cual se almaceno a -
70° C hasta su uso. La medicion de los niveles plasméticos de glucosa, colesterol y
triglicéridos se realizd a través del uso de reactivos comerciales siguiendo las instrucciones del

fabricante (LiquiColor, Licon).
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6.6 Diseccion, fijacion e inclusion del tejido adiposo del epididimo

Al término del periodo experimental, las ratas fueron sacrificadas por decapitacion.
Inmediatamente se realizd un corte ventral para descubrir y extirpar la grasa periférica del
epididimo izquierdo. El tejido se peso y se fijo por inmersion en una solucion de formalina
neutra al 10% durante no menos de 20 dias. Al concluir este periodo de tiempo, el tejido se
deshidrat6 con etanol de concentraciones ascendentes (70, 80, 96 y 100%), y se aclard en una
solucion de etanol-xileno (1:1) y otra de xileno. Finalmente, el tejido se impregnd e incluyo en

Paraplast Plus (Sigma-Aldrich).

6.7 Corte y tincion con hematoxilina-eosina

En un microtomo Leica (RM2135) se obtuvieron cortes transversales de 7 um de grosor del
tejido adiposo. Los cortes fueron desparafinados sumergiéndolos serialmente en Xxileno,
xileno-etanol (1:1), etanol de concentraciones descendentes (100, 96, 80, 70 y 60%) y agua.
En seguida los cortes se tifieron con hematoxilina de Harris durante 7 min. Posteriormente se
sumergieron en agua corriente, etanol-acido (etanol absoluto y &cido acético, 1:1), agua
destilada, etano-amoniacal (etanol absoluto y amoniaco, 1:1) y agua destilada. A continuacion,
fueron tefildos con eosina durante 40 min, lavados con agua destilada y sumergidos
serialmente en etanol al 96%, etanol al 100%, etanol-xileno (1:1) y xileno. Las preparaciones
fueron cubiertas con Cytoseal-60 (Richard-Allan Scientific), observadas con el objetivo 40x
en un microscopio de luz visible (Nikon ECLIPSE E600) y fotografiadas con una camara

OLYMPUS a una resolucion de 5.1 megapixeles.

6.8 Analisis de imagenes

Con el software AxioVision Rel.4.8 se analizaron cinco fotografias del tejido adiposo del
epididimo de cada rata (120 fotografias en total). Para medir aleatoriamente el area vacuolar
de los adipocitos se colocé en la pantalla una cuadricula de 18 cuadrantes (6 x 3) y cada cuatro
cuadrantes se considerd la vacuola del adipocito que abarcé la mayor parte del area del

cuadrante, esto se realizo hasta acumular tres adipocitos en cada imagen.
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6.9 Andlisis estadisticos de datos

Los datos obtenidos en todos los casos fueron expresados como el promedio * error estandar
de cuatro ratas. Para determinar las diferencias de cada pardmetro evaluado dentro de cada
sublinea y entre sublineas, se utilizd una prueba de ANOVA de dos factores para medidas
repetidas, seguida de una prueba de Tukey con una significancia de P<0.05 (Sigma Plot v.

12.0). Los parametros que se compararon fueron los siguientes:

e Frecuencia de bostezo

Se determind si la frecuencia de bostezo de las ratas restringidas de alimento y con libre
acceso a dieta alta en grasa era significativamente diferente de los mismos efectos en ratas con
libre acceso a dieta estdndar. Para determinar las diferencias entre las ratas HY y LY, la
frecuencia de bostezo registrada con cada dosis en el grupo con dieta estandar fue considerada
como el 100% vy los registros con la restriccion alimenticia o dieta alta en grasa se relacionaron
con estos valores para obtener los porcentajes de cambio y realizar la comparacién con cada

régimen alimenticio.

e Temperatura rectal
Para evaluar la induccién de la hipotermia en cada curva dosis-respuesta de pramipexol, la
temperatura con el vehiculo fue comparada con los registros de cada dosis. Posteriormente, en
cada sublinea se determin0 si la temperatura de las ratas restringidas de alimento o con libre
acceso a dieta alta en grasa era significativamente diferente de lo obtenido en el grupo con
dieta estdndar. Asimismo, durante el cambio de dieta se realizd una comparacion entre las

sublineas con cada régimen alimenticio.

e Peso corporal

En cada sublinea, se comparé el peso corporal de las ratas con restriccién alimenticia o libre
acceso a dieta alta en grasa respecto a las ratas con dieta estandar ad libitum durante todo el
periodo experimental. Entre las sublineas, se comparé el porcentaje de cambio en el peso
corporal en cada semana de los tres regimenes alimenticios. Para obtener el porcentaje de
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cambio, se tomo el peso corporal registrado al inicio del estudio como el 100% y el peso al
final de cada semana se relacion6 con este valor para calcular el porcentaje de cambio

respectivo.

e Perfiles metabodlicos

En cada sublinea, se compararon los niveles plasmaticos de glucosa, colesterol y triglicéridos
de las ratas restringidas de alimento o con libre acceso a dieta alta en grasa, respecto a las ratas
con libre acceso a dieta estandar a través del estudio. Ademas, en cada pardmetro metabolico,

se evaluaron las diferencias entre las sublineas en las tres fases del experimento.

e Porcentaje de tejido adiposo del epididimo
Para obtener el porcentaje de tejido adiposo del epididimo, se tomo el peso corporal del dia de
sacrificio como el 100% y el peso del tejido graso se relaciond con este valor para calcular el
porcentaje respectivo. Posteriormente, se determind si el porcentaje obtenido era diferente

entre cada régimen alimenticio y entre sublineas.

e Area vacuolar de los adipocitos del tejido adiposo del epididimo

La determinacion de las diferencias en el tamafio de los adipocitos se realizé a través de la
cuantificacion del area vacuolar de 15 adipocitos de cada rata. En cada sublinea, el area de los
adipocitos de las ratas con previa restriccion alimenticia o dieta alta en grasa ad libitum se
compard con el grupo de ratas que accedio libremente a la dieta estandar. Asimismo, se

evaluaron las diferencias entre las sublineas con cada régimen de alimentacion.
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7. RESULTADOS

7.1 Efecto de la dieta en el bostezo inducido por pramipexol en las ratas HY y LY

En las ratas HY y LY, pequerias dosis de pramipexol incrementaron el bostezo y dosis altas lo

disminuyeron, resultando en una curva dosis-respuesta en forma de U invertida (Figura 13).
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Figura 13. Frecuencia de bostezo inducido con pramipexol en ratas HY y LY. A) Frecuencia de bostezo de
las ratas de la sublinea HY. B) Frecuencia de bostezo de las ratas de la sublinea LY. En ambas sublineas de ratas,
pequefias dosis de pramipexol incrementaron el bostezo y dosis altas lo disminuyeron, resultando una curva
dosis-respuesta en forma de U invertida. Cada simbolo representa el promedio + error estandar de cuatro ratas.
(ANOVA de dos factores para medidas repetidas; Dieta, Fp63=1.2 P=0.353; Pramipexol, F63=50.1, P<0.001,
para la sublinea HY; Dieta, Fp63=9.3 P=0.007; Pramipexol, F¢e3=17.3, P<0.001, Interaccion Dieta X
Pramipexol, Fqa463=3.4 P<0.001, para la sublinea LY; en ambas sublineas posteriormente se realiz6 una prueba
de Tukey, P<0.05).

Durante la restriccion alimenticia, el bostezo disminuyé significativamente en las ratas
HY (P=0.019) y LY (P<0.001) y no se presento la curva dosis-respuesta. Con el libre acceso a
la dieta alta en grasa, en las ratas de la sublinea HY, el bostezo generado con la dosis de 100
Hg/Kg fue significativamente mayor que el del grupo de ratas que accedieron a la dieta
estandar ad libitum (Figura 14). En la sublinea LY, no se presentaron diferencias significativas

con esta dieta (Figura 14).
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Figura 14. Efectos de una restriccion alimenticia (10 g/dia) y una dieta alta en grasa (34%o) en el bostezo
inducido por pramipexol en ratas HY y LY. A) Frecuencia de bostezo de las ratas de la sublinea HY. B)
Frecuencia de bostezo de las ratas de la sublinea LY. La restriccion alimenticia inhibié significativamente el
bostezo inducido por pramipexol en ambas sublineas. Con la dieta alta en grasa, las ratas HY presentaron un
incremento significativo en bostezo generado con la dosis 100 pg/Kg. Cada simbolo representa el promedio +
error estandar de cuatro ratas. (ANOVA de dos factores para medidas repetidas; Dieta, F63=53.6 P<0.001;
Pramipexol, F763=18.692, P<0.001, Interaccion Dieta x Pramipexol, F(463=4.3 P<0.001 para la sublinea HY;
Dieta, F263=9.3 P=0.007; Pramipexol, Fe3=17.3, P<0.001, Interaccion Dieta x Pramipexol, Fas63=3.4
P<0.001 para la sublinea LY; en ambas sublineas posteriormente se realiz6 una prueba de Tukey, P<0.05).
*P<0.05, &P<0.01, #P<0.001, indican las diferencias obtenidas al comparar las ratas con restriccion alimenticia
(simbolos rojos) o dieta alta en grasa (simbolos azules) con las ratas que tuvieron libre acceso a dieta estandar a
través del estudio.

Cuando las ratas con previa restriccion alimenticia nuevamente tuvieron libre acceso a
la dieta estandar, la frecuencia de bostezo de las ratas HY no presenté diferencias
significativas con el grupo control (P=0.715), mientras que en la sublinea LY, la frecuencia
fue significativamente con las dosis de 32 (P=0.008) y 320 pg/Kg (P=0.008), respecto al
grupo con dieta estandar (Figura 15).

En relacion con las ratas que anteriormente se alimentaron con dieta alta en grasa ad
libitum, en la sublinea HY no se presentaron diferencias significativas con el grupo control, en
tanto que en las ratas LY, el bostezo registrado con la dosis de 32 pg/Kg fue

significativamente menor (P=0.027) respecto al grupo con dieta estandar (Figura 15).
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Figura 15. Frecuencia de bostezo inducido por pramipexol en ratas HY y LY después del consumo de una
dieta alta en grasa y de una restriccion alimenticia. A) Frecuencia de bostezo de las ratas de la sublinea HY.
B) Frecuencia de bostezo de las ratas de la sublinea LY. En las ratas con previa restriccion de alimento, la
realimentacion con la dieta estandar restablecié el bostezo en las ratas HY, mientras que en las LY, este
pardmetro con las dosis de 32 y 320 ug/Kg fue significativamente menor respecto al grupo control. En las ratas
que previamente accedieron a la dieta alta en grasa, no se presentaron diferencias en la sublinea HY, en tanto que
en las LY, el bostezo con la dosis de 32 ug/Kg fue menor comparado con el grupo control. Cada simbolo
representa el promedio * error estadndar de cuatro ratas. (ANOVA de dos factores para medidas repetidas; Dieta,
Fr63=0.4, P=0.715; Pramipexol, Fze3=37.9, P<0.001, para la sublinea HY; Dieta, Fpe3=2.8, P=0.117;
Pramipexol, F63=22.7, P<0.001, para la sublinea LY; en ambas sublineas posteriormente se realiz una prueba
de Tukey, P<0.05). *P<0.05, &P<0.01, indican las diferencias obtenidas al comparar las ratas con restriccion
alimenticia (simbolos rojos) o dieta alta en grasa (simbolos azules) con las ratas que tuvieron libre acceso a dieta
estandar a través del estudio.

La comparacion entre las ratas de ambas sublineas con restriccion de alimento mostr6
que la inhibicién del bostezo en las HY fue significativamente mayor con el vehiculo (100%,
P=0.002) y las dosis de pramipexol de 3.2 (98.8%, P<0.001) y 10 pg/Kg (98.7%, P=0.007,
Figura 16). Con la dieta alta en grasa no se presentaron diferencias significativas entre las
sublineas (P=0.738, Figura 17).
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Figura 16. Efecto diferencial de la restriccion alimenticia (10 g/dia) en el bostezo inducido por pramipexol
en ratas HY y LY. Cuando las ratas de las dos sublineas fueron restringidas de alimento, la inhibicién del
bostezo fue significativamente mayor en las ratas HY con el vehiculo y las dosis de pramipexol de 3.2 y 10
Mg/Kg. En cada sublinea, la frecuencia de bostezo registrada con la dieta estandar se tomé como el 100% vy los
registros con restriccion alimenticia se relacionaron con estos valores para calcular el porcentaje de cambio
respectivo. Cada barra representa el promedio del porcentaje de cambio en el bostezo + error estandar de cuatro
ratas. (ANOVA de dos factores para medidas repetidas; Sublinea, F63=26.6, P<0.001; Pramipexol, F(63=8.1,
P<0.001, Interaccion Sublinea x Pramipexol, F63=8.8, P<0.001; posteriormente se realizd una prueba de
Tukey, P<0.05). cP<0.001.
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Figura 17. Comparacién del efecto de la dieta alta en grasa (34%o) ad libitum en el bostezo inducido por
pramipexol en las sublineas HY y LY. Con la dieta alta en grasa las sublineas HY y LY no presentaron
diferencias significativas. En cada sublinea, la frecuencia de bostezo registrada con la dieta estdndar se tomé
como el 100% vy los registros con la dieta alta en grasa se relacionaron con estos valores para calcular el
porcentaje de cambio respectivo. Cada barra representa el promedio del porcentaje de cambio en el bostezo +
error estandar de cuatro ratas. (ANOVA de dos factores para medidas repetidas; Sublinea, Fq63=0.1, P=0.738;
Pramipexol, F(763=0.4, P=0.867).
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7.2 La restriccion alimenticia aumenta la hipotermia inducida por pramipexol en las
ratasHY y LY

La temperatura rectal de las ratas HY y LY con dieta estandar se disminuyo significativamente

a partir de la dosis de 320 pg/Kg de pramipexol (P<0.05 en ambas sublineas, Figura 18).
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Figura 18. Hipotermia inducida por pramipexol en ratas HY y LY alimentadas con dieta estandar. A)
Cambio de temperatura de las ratas HY. B) Cambio de temperatura de las ratas LY. Las dosis de 320 y 1000
Mg/Kg de pramipexol disminuyeron significativamente la temperatura corporal de las ratas de ambas sublineas.
Cada simbolo representa el promedio de la temperatura rectal de cuatro ratas. (ANOVA de dos factores para
medidas repetidas; Dieta, Fp3=1.4, P=0.291; Pramipexol, F63=12.7, P<0.001, para la sublinea HY; Dieta,
F63=0.1, P=0.896; Pramipexol, F(73=14.9, P<0.001, para la sublinea LY; en ambas sublineas posteriormente
se realizd una prueba de Tukey, P<0.05). vP<0.05, muestra las diferencias de cada dosis de pramipexol respecto
al vehiculo (dieta estandar en negro, restriccién alimenticia en rojo y dieta alta en grasa en azul).

Con la restriccion de alimento, la hipotermia con el vehiculo y el pramipexol fue
significativamente mayor respecto al grupo con dieta estandar, tanto en las ratas HY (32
Hg/Kg, P<0.001) como en las LY (3.2, 10, 32 y 320 pg/Kg, P<0.05). Ademas, bajo esta
condicion alimenticia, la temperatura registrada con el vehiculo no mostrd diferencias
significativas con las dosis de pramipexol en ambas sublineas (Figura 19).

Respecto a la dieta alta en grasa, la hipotermia inducida en las HY con 1000 pug/Kg de
pramipexol fue mayor que con el vehiculo (P<0.05), pero menor en comparacion con el grupo
control (P=0.038, Figura 19A). En la sublinea LY no se presentaron diferencias con el grupo

control (Figura 19).
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Figura 19. Efectos de la restriccion alimenticia y la dieta alta en grasa en la hipotermia inducida por
pramipexol en ratas HY y LY. A) Cambio de temperatura de las ratas HY. B) Cambio de temperatura de las
ratas LY. La restriccion alimenticia aumento la hipotermia en ambas sublineas, mientras que la dieta alta en grasa
la disminuy6 en las HY, pero no en las LY. Cada simbolo representa el promedio de cambio de la temperatura
rectal de cuatro ratas. (ANOVA de dos factores para medidas repetidas; Dieta, F(263=18.1 P<0.001; Pramipexol,
F(7,63=17.8, P<0.001, para la sublinea HY; Dieta, F(263=27.4 P<0.001; Pramipexol, F763=11.5, P<0.001, para la
sublinea LY; en ambas sublineas posteriormente se realizd una prueba de Tukey, P<0.05). 0.05, muestra las
diferencias de cada dosis de pramipexol respecto al vehiculo (dieta estdndar en negro y dieta alta en grasa en
azul). *P<0.05, &P<0.01, #P<0.001, indican las diferencias obtenidas al comparar las ratas con restriccion
alimenticia (simbolos rojos) o dieta alta en grasa (simbolos azules) con las ratas que tuvieron libre acceso a dieta
estandar a través del estudio.

Cuando en ambas sublineas se restauro la alimentacion con dieta estdndar ad libitum, la
hipotermia registrada con el vehiculo no presentd diferencias significativas con las dosis de
pramipexol. Asimismo, los grupos con previa restriccion alimenticia o dieta alta en grasa no
mostraron diferencias con el grupo control (Figura 20).

La comparacion entre las sublineas mostré que con la restriccion alimenticia las ratas
HY presentaron una temperatura significativamente mayor con la dosis de 10 pg/Kg de
pramipexol (P=0.002, Figura 21). Con la dieta alta en grasa, no se presentaron diferencias

significativas (Figura 22).
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Figura 20. Hipotermia inducida por pramipexol en ratas HY y LY posterior al cambio de dieta. A) Cambio
de temperatura de las ratas HY. B) Cambio de temperatura de las ratas LY. Al restaurarse la alimentacion con la
dieta estandar, la hipotermia en las ratas HY y LY no presento diferencias significativas respecto al grupo
control. Cada simbolo representa el promedio de la temperatura rectal de cuatro ratas. (ANOVA de dos factores
para medidas repetidas; Dieta, Fe3=1.2, P=0.356; Pramipexol, F(63=3.9, P=0.001, para la sublinea HY; Dieta,
F(2,63=4.3 P=0.048; Pramipexol, Fz63=6.2, P<0.001, para la sublinea LY; en ambas sublineas posteriormente se
realizé una prueba de Tukey, P<0.05).
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Figura 21. Evaluaciéon de la hipotermia inducida por pramipexol en ratas HY y LY restringidas de
alimento (10 g/dia). Las ratas HY y LY con restriccion alimenticia presentaron una diferencia significativa con
la dosis de 10 pg/Kg de pramipexol. Cada barra representa la temperatura rectal promedio + error estandar de
cuatro ratas. (ANOVA de dos factores para medidas repetidas; Sublinea, F(63=2.5, P=0.167; Pramipexol,
F7.63=7.4, P<0.001; Interaccion Sublinea x Dosis F63=2.3, P=0.042; posteriormente se realizé una prueba de
Tukey, P<0.05). bP<0.010.
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Figura 22. Comparacion de la hipotermia inducida por pramipexol en ratas HY y LY con libre acceso a
dieta alta en grasa (34%). Las ratas HY y LY alimentadas con dieta alta en grasa ad libitum no mostraron
diferencias en la sensibilidad a la hipotermia inducida por pramipexol. Cada barra representa el promedio de la
temperatura rectal £ error estandar de cuatro ratas. (ANOVA de dos factores para medidas repetidas; Sublinea,
F(163=0.9, P=0.384; Pramipexol, F63=10.7, P<0.001; posteriormente se realizé una prueba de Tukey, P<0.05).

7.3 Efecto de la dieta en el peso corporal de las ratas HY y LY

Al concluir las cinco semanas de cambio de dieta, el peso corporal de las ratas HY que
accedieron a la dieta estandar se incrementd en promedio 46.5 g, el cual fue significativamente
diferente al obtenido con dieta alta en grasa (P=0.004) y con restriccion alimenticia (P<0.001);
el peso corporal con estos regimenes alimenticios aumenté 85.8 g y disminuyé 108.3 g,
respectivamente. Cuando todas las ratas retomaron el libre acceso a la dieta estandar, los
animales que siempre se alimentaron con dieta estandar ad libitum aumentaron en promedio
42.3 g, las ratas con previa restriccion alimenticia incrementaron 182.3 g y aquellas que
previamente comieron una dieta alta en grasa aumentaron 28.5 g (Figura 23A).

En relacion a las ratas de la sublinea LY, al finalizar cinco semanas de acceso libre a
dieta estandar o dieta alta en grasa, el peso corporal increment6 en promedio 75.8 gy 96.3 g,
respectivamente. En las ratas con restriccion alimenticia el peso corporal disminuyé 89.25 gy
fue significativamente diferente (P<0.001) al mostrado por el grupo de ratas que durante las
tres fases se alimentd con dieta estandar ad libitum. Al regresar a todos los animales al libre

acceso a dieta estandar, las ratas que siempre accedieron a dieta estandar incrementaron 59 g,
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las que previamente fueron restringidas de alimento ganaron 208.3 g y las que anteriormente

se alimentaron con dieta alta en grasa aumentaron 41 g (Figura 23B).
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Figura 23. Efecto de la dieta la restriccion alimenticia (10 g/dia) y dieta alta en grasa ad libitum en el peso
corporal de las ratas HY y LY. A) Peso corporal de ratas HY. B) Peso corporal de ratas LY. Las ratas HY con
previa restriccién alimenticia al retomar la dieta estandar ad libitum requirieron de dos semanas de dieta estandar
ad libitum para no presentar diferencias con el grupo control. En el caso de las ratas LY con la misma condicion
alimenticia, no se presentaron diferencias con el grupo control a partir de cuatro semanas de acceso a dieta
estandar. La dieta alta en grasa aumentd el peso de las ratas HY y LY después de dos y tres semanas;
respectivamente. Las lineas verticales indican las tres fases del estudio. Cada simbolo representa el promedio +
error estandar de cuatro ratas (ANOVA de dos factores para medidas repetidas: Dieta, F135=20.4, P<0.001;
Semana, Fqs135=322.2, P<0.001, Interaccion Dieta x Semana, Fgo135=63.9, P<0.001, para la sublinea HY:;
Dieta, Fp135=61.4, P<0.001; Semana, F(s5135=613.5, P<0.001, Interaccién Dieta X Semana, F0135=76.1,
P<0.001, para la sublinea LY’; en ambas sublineas se realizé una prueba de Tukey, P<0.05). *P<0.05, &P<0.01,
+P<0.001, indican las diferencias obtenidas al comparar las ratas con restriccion alimenticia (simbolos rojos) y
dieta alta en grasa (simbolos azules) con las ratas que tuvieron libre acceso a dieta estandar a través del estudio.

La comparacién del cambio en el peso corporal entre las sublineas, mostré que con la
dieta estandar ad libitum se presentaron diferencias significativas a partir de la semana cuatro
(P=0.024, HY=5.7% y LY=12.7%), las cuales persistieron hasta la semana siete (P<0.001,
HY=13.3% y LY=24.3%), resultando las LY con los mayores incrementos (Figura 24).

Durante la restriccion alimenticia, la disminucion de peso corporal entre las ratas de
ambas sublineas no mostro diferencias significativas. Al retomar el libre acceso a dieta
estandar, el cambio en el peso corporal de las ratas HY (72.8%) fue significativamente menor
(P=0.0149) que el de las LY (83.3%) desde la semana 11 (Figura 25).
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Figura 24. Evaluacion del cambio en el peso corporal de ratas HY y LY alimentadas con dieta estandar ad
libitum. El incremento de peso corporal con libre acceso a dieta estdndar fue temporalmente mayor en las ratas
LY. El peso corporal registrado al inicio de cada fase fue tomado como el 100% vy el peso al finalizar cada
semana se relaciond con este valor para calcular el porcentaje de cambio respectivo. Los valores obtenidos se
presentan como el promedio de cuatro ratas (ANOVA de dos factores para medidas repetidas; Sublinea,
F(1,90=15.9, P=0.007; Semana, F(s90=157.2, P<0.001, Interaccion Sublinea x Semana, F(s90=9.4, P<0.001,
seguida de una prueba de Tukey, P<0.05). aP<0.05, cP<0.001.
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Figura 25. Evaluacion del cambio en el peso corporal de ratas HY y LY restringidas a 10 g/dia de dieta
estandar. Durante la restriccion de alimento, no existieron diferencias en la reduccion de peso corporal. Al tener
nuevamente libre acceso a dieta estandar, el incremento de peso corporal fue mayor en las ratas LY. El peso
corporal registrado al inicio de cada fase fue tomado como el 100% vy el peso al finalizar cada semana se
relaciond con este valor para calcular el porcentaje de cambio respectivo. Los valores obtenidos se presentan
como el promedio de cuatro ratas (ANOVA de dos factores para medidas repetidas; Sublinea, F(1,90=20.6,
P=0.004; Semana, Fs5,90)=865.7, P<0.001, Interaccion Sublinea x Semana, Fs,90=22.8, P<0.001, sequida de una
prueba de Tukey, P<0.05). aP<0.05, bP<0.01 y cP<0.001.
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Con la dieta alta en grasa, el aumento de peso corporal de las ratas HY (12.4%) y LY
(17.8%) presentd diferencias significativas (P=0.020) después de dos semanas. Ademas, al ser
realimentadas con dieta estandar ad libitum nuevamente el peso corporal de las ratas HY (5%)

fue menor de forma significativa (P=0.022) que el de las LY (10.3%, Figura 26).
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Figura 26. Evaluacion del peso corporal de ratas HY y LY con dieta alta en grasa (34%) ad libitum. Con
dos semanas con libre acceso a dieta alta en grasa, las ratas LY presentaron un incremento mayor de peso
corporal. Después de siete semanas de regresar a la dieta estandar ad libitum ya no se presentaron diferencias
entre las sublineas. EIl peso corporal registrado al inicio de cada fase fue tomado como el 100% y el peso al
finalizar cada semana se relaciond con este valor para calcular el porcentaje de cambio respectivo. Los valores
obtenidos se presentan como el promedio de cuatro ratas (ANOVA de dos factores para medidas repetidas;
Sublinea, Fa90=13.7, P=0.01; Semana, F(s90=240, P<0.001, Interaccion Sublinea x Semana, F(s90=10.5,
P<0.001, seguida de una prueba de Tukey, P<0.05). aP<0.05, bP<0.01.

7.4 La dieta alta en grasa disminuye la ingesta de alimento de las ratas HY y LY

Al acceder libremente a la dieta estandar, las ratas HY con previa restriccion alimenticia
incrementaron significativamente (P<0.001) la ingesta de alimento, posterior a la semana
nueve no hubo diferencias, respecto al grupo de ratas con dieta estandar ad libitum. Durante la
alimentacion con dieta alta en grasa, las ratas HY disminuyeron significativamente el consumo
de alimento (P<0.001), aunque con el regreso al libre acceso de dieta estandar ya no se
presentaron diferencias a partir de la semana 11 (Figura 27A).

En las ratas LY previamente restringidas en la alimentacion, el regreso a la dieta
estandar aumentd significativamente la ingesta de alimento (P<0.001), la cual a partir de la

semana 11 ya no presentd diferencias con el grupo de ratas con dieta estandar ad libitum. El
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suministro de la dieta alta en grasa disminuy6 significativamente (P<0.001) el consumo de
alimento, que se restablecio después de la segunda semana de retomar el libre acceso a la dieta

estandar (Figura 27B).
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Figura 27. Ingesta de alimento de las ratas HY y LY antes, durante y después del cambio de dieta. En A) se
muestra el consumo de alimento de las ratas HY, y en B) el de las LY. En las ratas HY y LY con previa
restriccion alimenticia, el regreso a la dieta estandar restablecio el consumo de alimento. Con la dieta alta en
grasa, la ingesta de alimento se disminuyd similarmente en las dos sublineas.Cada simbolo representa el
promedio * error estandar de cuatro ratas (ANOVA de dos factores para medidas repetidas; Dieta, F(,135=14.6,
P=0.002; Semana, F(s135=48.4, P<0.001, Interaccion Dieta x Semana, Fzo135=13.2, P<0.001, para la sublinea
HY; Dieta, F(135=25.4, P<0.001; Semana, F(s,135=52.8, P<0.001, Interaccion Dieta x Semana, Fo135=17.1,
P<0.001, para la sublinea LY; en ambas sublineas se realiz6 una prueba de Tukey, P<0.05). *P<0.05, &P<0.01,
#P<0.001, indican las diferencias obtenidas al comparar las ratas con restriccion alimenticia (simbolos rojos) y
dieta alta en grasa (simbolos azules) con las ratas que tuvieron libre acceso a dieta estandar a través del estudio.

En el grupo de ratas que accedié a la dieta estandar durante todo el periodo
experimental, se presentd una menor ingesta en las ratas HY en las semanas tres y seis
(P<0.001), y a partir de la semana siete no hubo diferencias significativas con respecto a las
LY (Figura 28).

Las ratas LY que fueron restringidas de alimento, al realimentarse con la dieta estandar

ad libitum mostraron un consumo significativamente mayor que las HY (P=0.008, Figura 29).
El consumo de la dieta alta en grasa no difirié significativamente entre las sublineas.
Después de retomar la dieta estandar por tres semanas, la ingesta fue significativamente menor

durante una semana en las HY (P=0.045, Figura 30).
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Figura 28. Consumo de dieta estdndar ad libitum en las ratas HY y LY. La ingesta de dieta estandar en las
ratas HY presentd disminuciones significativas en las semanas tres y seis, pero a partir de la semana siete no fue
estadisticamente diferente de la sublinea LY. Cada simbolo representa el promedio + error estandar de cuatro
ratas (ANOVA de dos factores para medidas repetidas; Sublinea, F(90=2.2, P=0.192; Semana, Fsg90)=6.6,
P<0.001, Interaccion Sublinea x Semana, Fusg0=2.7, P=0.002, seguida de una prueba de Tukey, P<0.05).
cP<0.001.
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Figura 29. Consumo de alimento posterior a una restriccion alimenticia (10 g/dia de dieta estandar) en las
ratas HY y LY. Las ratas LY presentaron un mayor consumo de dieta estdndar después de la restriccion
alimenticia, aunque este ya no presento diferencias con las HY a partir de la semana 14. Cada simbolo representa
el promedio * error estandar de cuatro ratas (ANOVA de dos factores para medidas repetidas; Sublinea,
Fren=1.9, P=0.211; Semana, F(s90=153.3, P<0.001, Interaccion Sublinea x Semana, Fgsg0)=3.7, P<0.001,
seguida de una prueba de Tukey, P<0.05). aP<0.05, bP<0.01, cP<0.001.
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Figura 30. Efecto de las sublineas HY y LY en la ingesta de una dieta alta en grasa. Durante el acceso a la
dieta alta en grasa las ratas HY y LY presentaron una ingesta de alimento similar. Al retomar la dieta estandar, se
presenté una disminucion significativa en la ingesta de las ratas HY. Cada simbolo representa el promedio + error
estandar de cuatro ratas (ANOVA de dos factores para medidas repetidas; Sublinea, Fg0=5.5, P=0.057;
Semana, Fs90=29.1, P<0.001, Interaccion Sublinea x Semana, F(s590=2.1, P=0.015, seguida de una prueba de
Tukey, P<0.05). aP<0.05, cP<0.001.

7.5 Efecto de la dieta en los perfiles metabolicos de las ratas HY y LY

El nivel plasmatico de glucosa se incremento de forma significativa (P=0.016) en las ratas HY
que se alimentaron con dieta alta en grasa. Al retomar la dieta estdndar ad libitum este
parametro no presentd diferencias con el grupo control (Figura 31).

La comparacion ente las sublineas mostro que al finalizar la primera fase, el nivel de
glucosa fue significativamente (P=0.034) mayor en las ratas de la sublinea HY. En la segunda
fase, esta diferencia entre las HY y LY desaparecio6 en los grupos con dieta estandar ad libitum
o0 restriccion alimenticia, y persistio en las ratas que tuvieron acceso a dieta alta en grasa
(P=0.002). Al finalizar la tercera fase, no existieron diferencias significativas entre ambas

sublineas en ninguna de las dietas evaluadas (Figura 31).
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Figura 31. Nivel plasmatico de glucosa de ratas HY y LY con restriccion alimenticia (10 g/dia) y dieta alta
en grasa ad libitum. La dieta alta en grasa increment6 en las HY la concentracion de glucosa circulante, la cual
se restablecio con el regreso a la dieta estandar. Cada simbolo representa el promedio + error estandar de 4 ratas.
(ANOVA de dos factores para medidas repetidas; Dieta, Fp18=7.2, P=0.005; Sublinea, F(18=10.3, P=0.005,
Interaccion Dieta x Sublinea, F(,18=2.7, P=0.091; seguida de una prueba de Tukey, P<0.05). *P<0.05, indica las
diferencias obtenidas al comparar con el grupo de ratas de la misma sublinea que tuvieron libre acceso a dieta
estandar a traves del estudio. cP<0.001, indica las diferencias entre las sublineas HY y LY.

La concentracion circulante de colesterol se incremento significativamente en las ratas
HY (P=0.002) y LY (P=0.012) que fueron alimentadas con dieta alta en grasa. Al retomar el
libre acceso a dieta estandar, el nivel de colesterol se restaur6 en las HY, pero no en las LY
(P=0.003, Figura 32).

Al comparar entre las sublineas, los analisis mostraron que al finalizar la primera fase,
las ratas HY presentaron una concentracion de colesterol significativamente més alta
(P<0.001) que las LY. Al término de la segunda fase experimental, las diferencias entre ambas
sublineas desaparecieron en el grupo con dieta estandar y permanecieron en las ratas con
restriccion de alimento (P=0.033) y dieta alta en grasa (P=0.007). El nivel de colesterol al

término del estudio, no mostro diferencias significativas entre las ratas HY y LY (Figura 32).
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Figura 32. Concentracion plasmatica de colesterol circulante en ratas HY y LY con restriccion alimenticia
(10 g/dia) y dieta alta en grasa ad libitum. La dieta alta en grasa aumento el nivel plasmatico de colesterol tanto
en las HY como en las LY. Ademas, en las ratas LY el nivel permanecid alto ain con el regreso a dieta estandar.
Cada simbolo representa el promedio + error estandar de 4 ratas. (ANOVA de dos factores para medidas
repetidas; Dieta, F2,18=16.2, P<0.001; Sublinea, F(1,18=15.5, P<0.001, Interaccién Dieta x Sublinea, F,18=0.6,
P=0.557; seguida de una prueba de Tukey, P<0.05). *P<0.05, &P<0.01, indican las diferencias obtenidas al
comparar con el grupo de ratas de la misma sublinea que tuvieron libre acceso a dieta estandar a través del
estudio. aP<0.05, bP<0.01, cP<0.001, indican las diferencias entre las sublineas HY y LY.

Los niveles plasmaticos de triglicéridos disminuyeron significativamente en las ratas
HY (P=0.030) con restricciéon de alimento, y se incrementaron de forma significativa en las
ratas HY (P=0.003) y LY (P<0.001) con la dieta alta en grasa. En ambas sublineas, la
realimentacion con dieta estdndar ad libitum restablecio los niveles circulantes de triglicéridos
(Figura 33).

Al finalizar la primera fase, la comparacion entre las sublineas mostr6 una
concentracion de triglicéridos significativamente mayor en las HY (P<0.001). Estas
diferencias entre las sublineas HY y LY perduraron al concluir la segunda fase en los grupos
con libre acceso a dieta estandar (P=0.031) o dieta alta en grasa (P=0.002). Al tener
nuevamente acceso a la dieta estandar ad libitum, los tres grupos de la sublinea HY

presentaron niveles mas altos de triglicéridos que las LY (P<0.001, Figura 33).
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Figura 33. Comparacion de los niveles plasmaticos de triglicéridos en ratas HY y LY con restriccién
alimenticia (10 g/dia) y libre acceso a dieta alta en grasa. La restriccion alimenticia disminuyd los triglicéridos
en las ratas HY’; en tanto que la dieta alta en grasa los incrementd tanto en las HY como en las LY. Cada simbolo
representa el promedio * error estandar de 4 ratas. (ANOVA de dos factores para medidas repetidas; Dieta,
F218=29.5, P<0.001; Sublinea, F,16=13.9, P=0.002, Interaccion Dieta x Sublinea, F18=2.4, P=0.117; seguida
de una prueba de Tukey, P<0.05). *P<0.05, &P<0.01, indican las diferencias obtenidas al comparar con el grupo
de ratas de la misma sublinea que tuvieron libre acceso a dieta estandar a través del estudio. aP<0.05, bP<0.01,
cP<0.001, indican las diferencias entre las sublineas HY y LY.
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7.6 La dieta alta en grasa induce hipertrofia en los adipocitos de las ratas HY y LY

La prueba estadistica mostr6 que el porcentaje de tejido adiposo periférico del epididimo no se
modifico de forma significativa en ninguna de las dietas evaluadas. Ademas, no presentd
diferencias significativas entre las sublineas (Figura 34).

Con respecto al tamafio de los adipocitos, las ratas HY que previamente accedieron a la
dieta alta en grasa presentaron adipocitos 30.8% mas grandes que el grupo de ratas HY que
siempre accedio a la dieta estandar (P<0.001, Figura 35 y 36). Al comparar entre sublineas,
los grupos de ratas que se alimentaron con dieta alta en grasa presentaron diferencias
significativas (P<0.001), resultando los adipocitos de las HY los de mayor tamafio (30.3%,
Figuras 35y 36).
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Figura 34. Evaluacion del peso del tejido adiposo del epididimo de ratas HY y LY con restriccién
alimenticia (10 g/dia) y dieta alta en grasa ad libitum. El peso de la grasa del epididimo no present6 diferencias
significativas entre los diferentes regimenes alimenticios, ni entre las sublineas. El peso corporal registrado al
final del periodo experimental fue tomado como el 100% y el peso del tejido adiposo del epididimo se relaciond
con este valor para calcular el porcentaje respectivo. Los datos obtenidos se muestran como el promedio + error
estandar de 4 ratas. (ANOVA de dos factores; Sublinea, F(1,185=4.8, P=0.041; Dieta, F18=1.4, P=0.267; Sublinea
x Grupo, F(,18=0.2, P=0.803; seguida de una prueba de Tukey, P<0.05).
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Figura 35. Comparacion del tamafio de los adipocitos del tejido adiposo del epididimo de ratas HY y LY
con restriccién alimenticia (10 g/dia) y dieta alta en grasa ad libitum. El tamafio de los adipocito de ratas HY,
previamente alimentadas con dieta alta en grasa ad libitum, presentd un incremento significativo del 30.8%
(P<0.001) en comparacion al grupo con dieta estandar ad libitum. Este grupo también presento adipocitos 30.3%
(P<0.001) mas grandes que las LY con previa dieta alta en grasa. Los datos obtenidos se muestran como el
promedio * error estandar de 60 adipocitos. (ANOVA de dos factores para medidas repetidas; Dieta, F(2354=10.1,
P<0.001; Sublinea, F(,3s54=12.2, P<0.001; Interaccion Dieta x Sublinea, F3s4=3.1, P=0.047; seguida de una
prueba de Tukey, P<0.05). &P<0.01, indica las diferencias obtenidas al comparar con el grupo de ratas que
tuvieron libre acceso a dieta estandar a través del estudio, en la sublinea correspondiente; cP<0.001, indica las
diferencias entre las sublineas HY y LY.
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Figura 36. Andlisis histoldgico del tejido adiposo del epididimo de las ratas HY y LY con restriccién
alimenticia (10 g/dia) y dieta alta en grasa ad libitum. Las ratas HY que previamente accedieron a dieta alta en
grasa (DG) presentaron los adipocitos de mayor tamafio (3,502.8 um?+ 210.1). Dieta estandar (DE), restriccion
alimenticia (RA).
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7.7 Resumen de los efectos de la dieta en las ratas HY y LY

Sublinea HY Sublinea LY
Parimetro Rl?Stl'iCi?il?l’l Dieta alta Rtjistricc-ii?n Dieta alta
alimenticia en grasa alimenticia en grasa
Sensibilidad al bostezo ,L % = ,L —
Sensibilidad a la hipotermia — — — —
Peso corporal yL ‘r \L 1‘ %
Glucosa — 1‘ % — —
Colesterol — 'r % — 1‘
Triglicéridos ¢ ‘r % — 1‘

Grasa del epididimo

Tamano de los adipocitos — 1‘*

HY: High-vawning, LY: Low-yawning
1‘ Incremento, '1’ disminucidon, = sin cambios, respecto a la dieta estandar.

% Sublinea que presento el mayor cambio.
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8. DISCUSION

En este estudio caracterizamos los efectos de una restriccion alimenticia y una dieta alta en
grasa en la sensibilidad al bostezo e hipotermia inducidos por el pramipexol en las ratas HY y
LY. Adicionalmente, evaluamos los perfiles metabdlicos de cada sublinea con cada régimen
alimenticio. Las ratas HY y LY inicialmente fueron seleccionadas por su alta y baja frecuencia
de bostezo, respectivamente. Sin embargo, los estudios muestran que también difieren en otras
caracteristicas conductuales y neuroendocrinas. Por ejemplo, en la respuesta ante agonistas
dopaminérgicos y colinérgicos, las HY son las mas sensibles. Ademas, ante ambientes
estresantes las ratas HY muestran un comportamiento pasivo mientras que las LY responden
proactivamente. En base a estos antecedentes, nosotros hipotetizamos que las HY podrian ser
mas propensas a desarrollar sensibilizacion a los efectos del pramipexol, asi como alteraciones
metabolicas relacionadas a la obesidad y al sindrome metabdlico.

Nuestros resultados indican que en las dos sublineas la restriccién alimenticia
disminuyo la sensibilidad al bostezo inducido por pramipexol, resultando un mayor efecto en
las HY. Esto es consistente con estudios anteriores, en los cuales se utilizaron otras drogas de
accion dopaminérgica (Collins y cols. 2008, Sevak y cols. 2008, Baladi y France 2009). El
pramipexol es un agonista dopaminérgico selectivo y especifico de la familia de receptores
D2, con alta afinidad por los receptores D3. Este agonista induce bostezo con una curva dosis-
respuesta en forma de U invertida (Collins y cols. 2005, 2008). Collins y cols. (2005)
demostraron que la naturaleza bifasica de esta curva es debida a que el bostezo se induce por
dosis pequefias de ésta droga que activan los receptores D3 y se inhibe por la activacion
concomitante de los receptores D2 a dosis elevadas. Por lo tanto, en ratas con acceso
restringido al alimento, el desplazamiento hacia abajo en la curva de dosis-respuesta podria
deberse a: 1) la disminucion de la sensibilidad en los receptores D3, o 2) a un aumento en el
nimero o en la sensibilidad en los receptores D2, o 3) a la accion aditiva de ambos cambios.
La comparacion entre sublineas sugiere que el primer proceso podria ser el que principalmente
se lleve a cabo. Esto responde a que las ratas HY, a pesar de expresar mayor numero de
receptores D3 que las LY (Diaz-Romero 2007), fueron mas sensibles a la inhibicion del
bostezo con el vehiculo y dosis menores de pramipexol. Aungue, la validacion de esta

hipdtesis requiere corroborar la sobreexpresion del subtipo D3 en el nucleo paraventricular,
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que se postula como la estructura clave en la regulacion del bostezo (Argiolas y Melis 1998),
nuestro hallazgo sugiere que la sublinea HY es un modelo Optimo para identificar la
participacion del receptor D3 en los efectos conductuales de las drogas de accién
dopaminérgica. Ademas, el restablecimiento del bostezo con la dieta estandar en las HY,
indicaria que la inhibicion fue un efecto de la restriccion alimenticia. Sin embargo, en las LY,
es probable que el comportamiento atipico que presentaron algunos individuos del grupo
control ocultd el restablecimiento del bostezo con la dieta estandar.

Con la dieta alta en grasa, obtuvimos que la sensibilidad al bostezo se incrementd en
las ratas HY, pero no en las LY. En nuestros resultados, la hipersensibilidad se hizo evidente
con el aumento de hasta un 30% de la frecuencia de bostezo en la meseta de la curva-dosis
respuesta (véase Figura 14A). Nuestros hallazgos coinciden parcialmente con lo reportado por
otros estudios (Baladi y France 2009, Baladi y cols. 2011), ya que estos muestran que el
aumento en la sensibilidad resultd en el desplazamiento hacia la izquierda de las porciones
ascendente y descendente de la curva dosis-respuesta. Ademas, postulan que los cambios en
estas porciones son resultado de un aumento en la sensibilidad de los receptores D3 y D2,
respectivamente (Baladi y cols. 2011). Dado que en la sublinea HY, la porcion descendente de
la curva-dosis respuesta no fue diferente entre las ratas con dieta alta en grasa y dieta estandar,
sugerimos que el aumento en la sensibilidad al bostezo fue mediado selectivamente por los
receptores D3.

La sensibilizacion conductual se caracteriza porque puede persistir durante meses o
afios después de que el tratamiento con las drogas de abuso se interrumpe (Kolta y cols. 1985,
Piazza y cols. 1989, Kalivas y Duffy 1993). Sin embargo, en nuestro estudio el aumento en la
sensibilidad al bostezo fue solo temporal, pues al retomar la dieta estandar este efecto ya no se
present6 en las HY. Una posible explicacién a nuestros resultados podria radicar en el patrén
temporal de exposicion al farmaco. Pruebas previas en nuestro laboratorio mostraron que las
ratas HY eran altamente responsivas a la induccion del bostezo con pramipexol, presentandose
los efectos méaximos durante los 40-60 min después de aplicada la droga. Ademas, diversos
estudios reportan que dosis intermitentes y moderadas de drogas son mas efectivas para
inducir sensibilizacion, que una exposicion continua a dosis altas o escalonadas

(Vanderschuren y Kalivas 2000, Vezina y Leyton 2009). En base a estos antecedentes, y a que
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la vida media del pramipexol es de 8-12 h (Eisenreich y cols. 2010) decidimos aplicar las
dosis cada 48 horas y no cada 30-35 min como Collins y cols. (2008) o Baladi y France
(2009). Sin embargo, esta temporalidad solo nos permitio realizar una curva dosis-respuesta
durante las cinco semanas que las ratas accedieron a la dieta alta en grasa, mientras que Baladi
y France (2009) obtuvieron una curva cada semana, es decir cinco en total. En consecuencia,
es probable que la cantidad total de pramipexol administrado y/o la ausencia de acumulacién
de la droga entre cada dosis, no haya estimulado al sistema mesolimbico de forma suficiente
para desarrollar la sensibilizacion al bostezo a largo plazo.

Por otro lado, obtuvimos que la restriccién alimenticia incrementd la sensibilidad a la
hipotermia inducida por el pramipexol en las ratas HY y LY. Nuestros resultados coinciden
con Collins y cols. (2008) y difieren del estudio de Baladi y France (2009), donde se muestra
un efecto nulo de la restriccion de alimento en la hipotermia. Se reporta que la inhibicion del
bostezo y la hipotermia son efectos mediados a través de los receptores D2 (Chaperon y cols.
2003, Collins y cols. 2007, Collins y cols. 2008). Sin embargo, el hecho de que las HY hayan
sido méas sensibles a la inhibicion del bostezo, pero no a la hipotermia, sugiere que la
restriccion alimenticia produce un efecto diferencial en las poblaciones de receptores D2.
Estas poblaciones serian las que se localizan en el nucleo paraventricular, que se postula
regula el bostezo (Argiolas y Melis 1998), y en el area preoptica, la cual participa en el control
de la temperatura corporal (Lin y cols. 1982). Con la dieta alta en grasa, la sensibilidad a la
hipotermia se disminuyd en las ratas HY, pero no en las LY. Esto supone una disminucion en
el nimero o sensibilidad de los receptores D2 que regulan la temperatura en la sublinea HY.
Lo anterior sumado a los resultados obtenidos con el bostezo en las HY, sugiere que la dieta
alta en grasa, al igual que la restriccion alimenticia, tendria una accion diferencial en los
receptores D2 de las estructuras ya mencionadas. Aunque, no descartamos la participacién de
otros mecanismos compensatorios en la regulacion de la temperatura corporal.

En relacion al peso corporal y la ingesta de alimento, estos fueron similares en las ratas
HY y LY alimentadas con dieta estandar. Con la restriccion alimenticia se disminuyo el peso
corporal de las ratas HY y LY en proporciones similares, sin embargo, al retomar la dieta
estandar se aument6 en mayor medida el peso e ingesta de alimento de las LY. Asimismo,

durante la alimentacion con dieta alta en grasa también las LY fueron las que presentaron el
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mayor aumento en el peso corporal, a pesar de no diferir con las HY en la cantidad de
alimento ingerido. Ademas, al retomar la dieta estandar, nuevamente las LY incrementaron en
mayor medida su peso, aunque en este caso la ingesta de alimento también fue mayor respecto
a las HY. Nuestros resultados coinciden con los estudios de Boersma y cols. (2009, 2010)
quienes muestran que los individuos pasivos y proactivos no muestran diferencias en el peso
corporal y consumo de alimento cuando se alimentan con una dieta estandar (Boersma y cols.
2009, 2010). Nosotros no encontramos referencias comparativas de individuos pasivos y
proactivos bajo una restriccion de alimento. Con la dieta alta en grasa, nuestros hallazgos son
contrarios a los reportados por Rossi y cols. (1997) y Boersma y cols. (2010), pues obtuvieron
que tanto la ingesta como el peso son mayores en los individuos pasivos. Una probable
explicacion a nuestros resultados se basa en que los animales pasivos y proactivos presentan
marcadas diferencias en sus patrones de alimentacion (Rossi y cols. 1997, Shepherd 2005). Se
reporta que los sujetos pasivos al ser mas ansiosos (Steimer y cols. 1997) y sensibles a
estimulos ambientales se distraen méas facilmente durante la alimentacion, por lo cual
presentan una mayor frecuencia de comidas de tamafio reducido por dia, en comparacién con
los sujetos proactivos (Rossi y cols. 1997, Shepherd 2005). Dado que las ratas HY y LY no
difirieron en la ingesta, nosotros sugerimos que las diferencias en el peso corporal podrian
deberse al patrén de consumo de cada sublinea.

Asimismo, no descartamos que nuestros resultados sean producto de diferencias
fisioldgicas entre las sublineas. Particularmente, nos referimos al nivel de hormonas que se
sabe pueden modificar el patron de ingesta (insulina, leptina y ghrelina) y al mismo tiempo
actuar a nivel del sistema mesolimbico (Figlewicz y cols. 1998, Patterson y cols. 1998,
Palmiter 2007). Incluso, se sugiere que el tiempo de transito intestinal del alimento podria ser
un factor relevante, pues se reporta que este parametro es menor en los sujetos pasivos
respecto a los proactivos (revisado en Boersma y cols. 2011). Sin embargo, para corroborar
estas hipotesis se requieren estudios que evallen la variacién individual del patron de ingesta 'y
los niveles de las hormonas que lo regulan, asi como la fisiologia intestinal.

Por otra parte, al valorar los perfiles metabdlicos encontramos que con la dieta estandar
las ratas HY presentaron mayores niveles plasmaticos de glucosa, colesterol y triglicéridos

(Figuras 31, 32 y 33). En contraste, con la restriccion alimenticia los niveles de glucosa y
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triglicéridos fueron similares entre las sublineas, no asi el colesterol que continuo alto en las
HY. Ademas, al retomar la dieta estandar la similitud entre las sublineas se mantuvo. Nuestros
resultados con la dieta estandar coinciden de forma parcial con estudios previos donde se
indica que basalmente los animales pasivos y proactivos no difieren en los niveles de glucosa,
sin embargo, los sujetos pasivos presentan altas concentraciones de colesterol, triglicéridos e
insulina (Boersma y cols. 2009). Si bien, los mecanismos subyacentes a estas diferencias ain
no se han elucidado, nosotros suponemos los altos niveles de glucocorticoides presentes en las
HY, y en general en el fenotipo pasivo, podrian tener un papel sustancial. Esta suposicion se
basa en que los glucocorticoides pueden inducir por diversas vias la resistencia a la insulina
(revisado en Peeke y Chrousos, 1995, Dimitriadis y cols. 1997). Alteracién que su vez es
asociada con una dislipidemia caracterizada por el aumento en las concentraciones plasmaticas
de triglicéridos y lipoproteinas de baja densidad (revisado en Ginsberg y cols. 2005). Esta idea
toma fuerza en funcion de que Boersma y cols. (2009) reportan altos indices de insulina en los
sujetos pasivos. Sin embargo, para probar esta hipotesis en nuestro modelo experimental se
requiere que en estudios futuros se evalGe el nivel de corticosterona, insulina y lipoproteinas
de alta y baja densidad.

Otro factor que consideramos pudo influir en nuestros resultados es que al inicio del
estudio las ratas HY presentaron un mayor peso corporal que las LY a pesar de contar con la
misma edad (2 meses). Esta idea surgié a raiz de que las ratas HY y LY no exhibieron
diferencias en los niveles de glucosa y triglicéridos cuando su peso fue similar en respuesta a
la restriccion alimenticia. Estos resultados coinciden con la evidencia donde se indica que la
disminucion de peso corporal se reconoce como una terapia natural que normaliza los niveles
de insulina, glucosa, colesterol y triglicéridos (Mahoney y cols. 2006, revisado en Holloszy y
Fontanal 2007). Sin embargo, la hipétesis de las diferencias en el peso incluso podria
fortalecer lo que anteriormente planteamos, con respecto a que las HY probablemente sean
resistentes a la insulina. Esto responde a que la reduccion de peso en individuos con
resistencia a la insulina es ampliamente utilizada para disminuir los triglicéridos y las
lipoproteinas de baja densidad (revisado en Ginsberg y cols. 2005). En cualquier caso, dado
que al regresar a la dieta estandar los perfiles metabdlicos continuaron siendo similares entre

las dos sublineas, nosotros concluimos que la restriccion de alimento tuvo un efecto benéfico
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en el metabolismo de las HY, ya que compensd y normaliz6 la mayoria de los perfiles
metabolicos.

Con el consumo de la dieta alta en grasa se aument0 la glucosa, colesterol y
triglicéridos en las HY, mientras que en las LY solo se incrementaron los dos ultimos
parametros. Resultando la sublinea HY la que presentd los niveles més altos en los tres
perfiles metabdlicos. Esta ampliamente establecido que los principales efectos de la dieta alta
en grasa en los perfiles metabdlicos son la reduccion de la absorcion de la glucosa, que a su
vez incrementa la concentracion circulante de si misma y de la insulina, asi como aumentos en
los niveles de colesterol y triglicéridos (revisado en Buettner y cols. 2007). Sin embargo, en
los estudios relacionados al metabolismo, uno de los objetivos principales es identificar y
caracterizar los factores que predisponen a un individuo a las enfermedades metabdlicas.
Nosotros encontramos que las ratas HY son mas propensas a incrementar sus perfiles
metabolicos cuando se exponen a una dieta alta en grasa. Esto coincide con el estudio de
Boersma y cols. (2010), que al utilizar esta dieta encontré que las ratas pasivas, comparadas
con las proactivas, presentan mayor nivel plasmatico de glucosa y desarrollan resistencia a la
insulina, aunque, los perfiles lipidicos no fueron evaluados. Bajo este régimen alimenticio,
nuestros resultados muestran que la dieta no es el unico factor involucrado en el desarrollo de
alteraciones metabdlicas, ya que las LY a pesar de la dieta alta en grasa no incrementaron la
glucosa y aunque los perfiles de lipidos presentaron aumentos estos fueron menores a los de
las HY. Las hipotesis que suponemos dan origen a estas diferencias son muy similares a las
expuestas en los anteriores regimenes alimenticios.

La evaluacion del tejido adiposo del epididimo reveld que el porcentaje no se modificd
con ninguna de las dietas evaluadas y que tampoco presentd diferencias entre las sublineas.
Sin embargo, el tamafio de los adipocitos fue mayor en las ratas HY con previo acceso a la
dieta alta en grasa. Nuestros resultados son parcialmente contradictorios a las investigaciones
donde se utiliza dieta alta en grasa, ya que estos reportan un incremento de grasa visceral
(Woods y cols. 2003, revisado en Buettner y cols. 2007, Boersma y cols. 2010). Esto podria
ser una consecuencia del pequefio tamafio de la muestra (n=4), ya que en todos los regimenes
alimenticios se present0 una tendencia no significativa a presentar mayor tamafo en las HY,

por lo que al aumentar el tamafio muestral es probable que las diferencias significativas se
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presenten. Esta suposicion se fortalece con el hecho de que los altos niveles de
glucocorticoides en sinergia con la insulina favorecen la expansion del tejido adiposo
(revisado en Bjorntorp 2001). Ademas, Boersma y cols. (2010) reportan que bajo una
alimentacién con dieta alta en grasa, las ratas pasivas tienen una mayor deposicién de grasa en
el epididimo que las proactivas (Boersma y cols. 2010).

Otra posible explicacidn a nuestros resultados es que la dieta alta en grasa incrementd
el tejido adiposo como reportan los antecedentes (Woods y cols. 2003, revisado en Buettner y
cols. 2007, Boersma y cols. 2010), pero las ocho semanas subsecuente al finalizar el cambio
de dieta habrian revertido estos efectos, y la hipertrofia presente en las HY seria un remanente
de dichos efectos. Sin embargo, para probar esto se requiere medir en cada fase del estudio los
niveles de leptina, la cual es un indicador del contenido de tejido adiposo, y/o evaluar el tejido
adiposo al finalizar el cambio de dieta, es decir sin que haya reingesta a la dieta estandar.

En resumen, este estudio demostrd6 que la restriccion alimenticia disminuy6 la
sensibilidad al bostezo inducido por pramipexol en ambas sublineas, resultando mas sensibles
las HY. Con este régimen alimenticio, la sensibilidad a la hipotermia se increment6 de forma
similar en ambas sublineas. La alimentacion con la dieta alta en grasa aumento la sensibilidad
al bostezo en las ratas HY, pero no en las LY. Ademas, la sensibilidad a la hipotermia fue
similar en ambas sublineas. Asimismo, en condiciones basales, la sublinea HY presento
perfiles metabdlicos considerados factores de riesgo para enfermedades metabdlicas. Sin
embargo, estos se normalizaron con la restriccién alimenticia y exacerbaron con la dieta alta
en grasa. Interesantemente, esta dieta hipertrofioé los adipocitos de las HY, sin aumentar el
nivel de adiposidad del epididimo y el peso corporal. En base a los resultados obtenidos se
sugiere que la sublinea HY podria ser un modelo adecuado para el estudio de la predisposicion
genética a los efectos de la dieta en la sensibilidad conductual inducida por agonistas dopaminérgicos.
Adicionalmente, se propone que las ratas HY son un modelo de hiperglicemia y dislipidemia sin

obesidad asociada a la dieta.
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8.1 Modelo propuesto para la sublinea HY

Hipotermia

|
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Figura 37. Representacion esquematica del modelo propuesto para la sublinea HY. Las ratas HY se
caracterizan por una respuesta pasiva ante situaciones estresantes, la cual se asocia a una hiperactivacion del eje
HPA. Nuestros resultados muestran que esta sublinea es mas sensible a los efectos de la dieta alta en grasa en el
bostezo inducido por pramipexol. También, se demostrd que las ratas HY presentan perfiles metabdlicos
considerados factores de riesgo para enfermedades metabolicas, los cuales se normalizan con la restriccion
alimenticia y se exacerban con la dieta alta en grasa.
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8.2 Modelo propuesto para la sublinea LY
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Figura 38. Representacion esquematica del modelo propuesto para la sublinea LY. La respuesta proactiva
ante situaciones de estrés es una caracteristica de las ratas LY. Este tipo de respuesta se asocia a un sistema
nervioso simpético hiperactivo. Nuestros resultados muestran que esta sublinea es menos sensible a los efectos de
la dieta alta en grasa, tanto en la sensibilidad al bostezo inducido por pramipexol como en el nivel de glucosa e
hipertrofia del tejido adiposo.
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9. CONCLUSIONES

1. La restriccion alimenticia disminuyd la sensibilidad al bostezo inducido por

pramipexol en las ratas HY y LY.

2. El libre acceso a una dieta alta en grasa incrementd la sensibilidad al bostezo inducido

por pramipexol en la sublinea HY, peronoenlas LY.

3. Las ratas HY fueron mas sensibles al efecto inhibitorio de la restriccion alimenticia en

el bostezo inducido por pramipexol.
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10. PERSPECTIVAS

e Incluir un grupo control de ratas de la cepa Sprague-Dawley.
En las ratas HY, LY y Sprague-Dawley:
e Evaluar los efectos de la restriccion alimenticia y dieta alta en grasa bajo un esquema
de dosis acumulativas de pramipexol, que permita la obtencion de una curva-dosis

efecto semanal.

e Determinar los niveles de insulina, leptina, ghrelina y corticosterona en cada fase del

experimento anterior.

e Evaluar otros depositos de tejido adiposo.

e Determinar el nivel de expresion de los receptores dopaminérgicos D2 y D3 en el

hipotalamo y en el estriado.
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11. GLOSARIO DE TERMINOS

AADC: L-aminoacido aromatico descarboxilasa
ACTH: adrenocorticotropina

AgRP: péptido relacionado con agouti

AMG: amigdala

ARC: nucleo arcuato del hipotalamo

ARNM: &cido ribonucleico mensajero

ATV: area tegmental ventral

CART: transcrito relacionado con cocaina y anfetamina
COMT: enzima catecol-O-metiltransferasa

CPF: corteza prefrontal

CRF: factor de liberacion de corticotropina

D1: subtipo de receptor de dopamina de la familia D1
D2: subtipo de receptor de dopamina de la familia D2
D2L: isoforma larga del receptor D2

D2S: isoforma corta del receptor D2

D3: subtipo de receptor de dopamina de la familia D2
D4: subtipo de receptor de dopamina de la familia D2
D5: subtipo de receptor de dopamina de la familia D1
DAT: transportador de dopamina

DOPAC: &cido dihidroxifenilacético

Familia D1: familia de receptores de dopamina conformada por los subtipos D1 y D5



Familia D2: familia de receptores de dopamina conformada por los subtipos D2, D3y D4
GABA: 4cido gamma-amino butirico

Gi: proteina G inhibitoria

Gs: proteina G estimulatoria

HC: hipocampo

HF: hipofisis

HPA: eje hipotalamico-pituitario-adrenal

HT: hipotdlamo

HL.: hipotalamo lateral

HVA: &cido homovanilico

HY': sublinea de ratas con alta frecuencia de bostezo (20 bostezos por hora)
Ki: constante de inhibicion

L-DOPA: L-tirosina a L-3,4 dihidroxifenilalanina

LY sublinea de ratas con baja frecuencia de bostezo (2 bostezos por hora)
MAO: enzima monoaminooxidasa

MC3R: receptor de melanocortina 3

MCA4R: receptor de melanocortina 4

MCH: hormona concentradora de melanina

MetDA: 3-metoxitiramina

a-MSH: porcién alfa de la hormona estimulante de los melanocitos
B-MSH: porcidn beta de la hormona estimulante de los melanocitos

NAC: nlcleo accumbens
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NPV: nucleo paraventricular del hipotdlamo

NPY': neuropéptido Y

POMC: proopiomelanocortina

PV: palido ventral

RHA: sublinea de ratas Roman de alta evitacion (del inglés Roman high-avoidance)
RLA: sublinea de ratas Roman de baja evitacion (del inglés Roman low-avoidance)
SN: sustancia nigra

SNC: sistema nervioso central

SNc: sustancia nigra compacta

SNr: sustancia nigra reticulada (SNr)

TaqlA: polimorfismo del gen d2

TaglAl: variante alélica del polimorfismo TaglA

TaqlA2: variante alélica del polimorfismo TaglA

TDM: talamo dorsomedial

TH: tirosina hidroxilasa

TO: tubérculo olfatorio
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Cambios en la sensibilidad dopaminérgica debidos a la
dieta en ratas Sprague-Dawley
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El sistema dopaminérgico es uno de los elementos cruciales en el trastorno adictivo, cuya implicacion
e importancia se han confirmado repetidamente con los estudios realizados en este campo. Estudios
experimentales sobre roedores han puesto de manifiesto que la administracion aguda de
psicoestimulantes, el alcohol y los opiaceos provoca un incremento en la actividad del sistema
dopaminérgico de la recompensa, que en individuos vulnerables puede significar el inicio del proceso
adictivo.

El abuso de sustancias muestra una elevada comorhilidad con los trastornos alimenticios v debido a
que algunos alimentos y medicamentos pueden activar sistemas de dopamina en comun, la nutricion,
es un factor que podria afectar los efectos de los farmacos que actian sobre los sistemas
dopaminérgicos.

Se ha demostrade en ratas, que la restriccion alimenticia incrementa, v una dieta alta en grasas
disminuye la sensihilidad de los efectos conductuales v moleculares inducidos por drogas agonistas
dopaminérgicas que actlian sobre el receptor D2. En contraste, en relacién al receptor D3, se reportaé
que la restriccidn alimenticia suprime, y una dieta rica en grasas aumenta la frecuencia de conductas
inducidas por las drogas agonistas del sistema dopaminérgico, entre las que destaca el bostezo, gue
se incrementa por accion de agonistas de los receptores D3

En el Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla se cuenta con dos sublineas de ratas de la cepa Sprague-Dawley que difieren en
su frecuencia de bostezo producido en forma espontanea, una de ellas es denominada High-Yawning
(HY) o ratas de alto bostezo que en promedio bostezan 20 veces/hora, la otra sublinea es nombrada
Low-Yawning (LY) o de bajo bostezo y su promedio es de tan solo 2 bostezos/hora. En consecuencia,
estas cepas isogénicas nos permiten realizar experimentos encaminados a explicar cdmo se median
diversas conductas a nivel del sistema nervioso central.

Aunque cualqguier relacién causal entre el abuso de sustancias y los trastornos alimentarios, aun no es
bien entendida, su estudio en las ratas HY y LY podria ser relevante para deducir el impacto de la
nutricion sobre el uso de drogas terapéuticas y recreativas. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es
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evaluar los cambios en la sensibilidad dopaminérgica debidos a la dieta en ratas HY y LY de la cepa
Sprague-Dawley.

Para la realizacidn de este proyecto, emplearemos ratas machos de 2 meses de edad con
aproximadamente 250 g de peso corporal de las sublineas HY y LY de la cepa Sprague-Dawley. Las
ratas se colocaran por grupos de 3 a 4 animales, en cajas de acrilico transparente (60 x 40 x 17 cm)
con cama de viruta de madera estéril (Aspen, Chip, EUA). Durante todo el periodo experimental las
ratas seran pesadas y se les mantendra con libre acceso a agua purificada. Se mantendra un ciclo luz/
oscuridad artificial de 12:12 horas, encendiéndose las luces a las 0700. Emplearemos un total de 24
animales; 12 HY v 12 LY.

El periodo experimental constara de 2 fases: fase 1) durante dos semanas todos los individuos
tendrén libre acceso a una alimentacién estdndar (TD.7912.15 Teklad LM-485 Mouse/Rat Sterilizable
Diet); fase 2) durante dos semanas 8 individuos (4 HY y 4 LY) continuaran con el acceso libre a una
dieta estandar, igual nimero de individuos seran restringidos a 10 g/dia de dieta estandar y por
ultimo 8 ratas (4 HY y 4 LY) tendran acceso libre a una dieta rica en grasa (TD0614 Adjusted Calories
Diet 60/Fat); fase 3) durante dos semanas todos los individuos tendran libre acceso a una dieta
estandar.

En cada una de las fases, de cada grupo experimental se obtendrd una curva dosis-efecto con el
agonista dopaminérgico especifico D3, pramipexocle (rango de las dosis de 1-1000 pg/Kg i.p.), las
cuales seran administradas a las 0900 cada 48 horas.

Las conductas que se observaran durante 60 min inmediatamente después de la aplicacion de la
droga seran: bostezo, aseo, rascado, erecciones del pene y movimientos masticatorios. Para su
observacion los individuos se colocaran en cristalizadores cilindricos.

Los datos obtenidos seran analizados estadisticamente mediante la prueba de analisis de varianza
(ANOVA) con una significancia de p<0.05, seguida de la prueba de Tukey.
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C-174 Cambios en la sensibilidad dopaminérgica debidos
a la dieta en ratas Sprague-Dawley
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La dopamina (DA) media, los efectos de reforzamiento positivo cuando se consumen algunas drogas o bien alimen-
tos. Debido a esta convergencia, el estado nutricional puede alterar los efectos neuroquimicos y conductuales de
drogas de accidén directa e indirecta en los sistemas dopaminérgicos. Diversas investigaciones han reportado que
la restriccion alimenticia disminuye la sensibilidad a algunos efectos conductuales de agonistas dopaminérgicos.
Recientemente se esta comenzando a elucidar que no sélo la cantidad de alimento, sino también el tipo de ali-
mento, es un factor sustancial en la modificacién de los efectos conductuales de tales drogas. Estudios realizados
en ratas sugieren que la ingesta de una dieta alta en grasa incrementa la sensibilidad a los efectos conductuales
producidos por agonistas directos (e.g. quinpirole) e indirectos (e.g. cocaina) del receptor a DA. Estu dios previos
han demostrado que las ratas mds sensibles a los efectos de las drogas y comida altamente apetitosa (e.g. grasa
y azucar), presentan un sistema dopaminérgico v un eje hipotidlamo-hipofisario-suprarrenal hiperactivos. Por lo
tanto, el objetivo de nuestro proyecto fue evaluar en ratas Sprague-Dawley de las sublineas HY (del inglés High-
Yawning) v LY (Low-Yawning), las cuales difieren en su frecuencia de bostezo espontaneo (20 y 2 bostezos/hora
respectivamente), los efectos de una restriccion alimenticia (10 g/dia) v de una dieta alta en grasa ad libitum en
la sensibilidad a los efectos conductuales de un agonista dopaminérgico de accién directa como es el pramipexole.
Nuestros resultados muestran que al término del cambio de dieta, el peso corporal de las ratas HY y LY presento
cambios significativos entre las sublineas y condiciones alimenticias (Figura 1). La restriccién alimenticia en am-
bas sublineas disminuyé la sensibilidad a inducir bostezo provocado por pramipexol e incremento la hipotermia
inducida por esta droga. En contraste, en las dos sublineas con libre acceso a la dieta alta en grasa no se modificé
la sensibilidad al bostezo e hipotermia inducidos por pramipexol. Estos resultados apoyan la hipdtesis de que los
cambios en la sensibilidad de los sistemas dopaminérgicos debidos al estado nutricional podrian representar un
factor importante para entender las diferencias individuales en la respuesta a drogas terapéuticas y recreacionales.
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Figura 1. Efecto de |a diefa en &l peso comeral de ratas HY v LY. Las ratas fueron iratadas duranie 5 semanas con dieta
estandar, dista 33 en grasa o accaso resiringico 3 dieta eskandar (10 gidia). El pese ool mgisirade 3 nicie dal cambio
de dieta fue torado como el 100% y & camiio de peao ooporal 3l final de ks 5 semanas se felaciond con esle walor para
calkcular el porceriaje respecive. Los valores obenidos se presentan coma & promedio t emor estindar de 4 ratas
(*P=0.005, **P=0.001}
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ABSTRACT

One important feature of the susceptibility to dopaminergic sensitization by addiction, it
pertains to individual differences. The induction of sensitization is determined by a number
of individual factors, including genes, sex hormenes, individualized patterns of drug
exposure, nutritional status, stress hormones, etc. Dopamine (DA) mediates, in part, the
positive reinforcing effects of some drugs and some foods. Because of this convergence,
nutritional status can alter neurochemical and behavioral effects of drugs of direct and
indirect action on dopaminergic systems. In this line, several studies have reported that
food restriction decreases sensitivity to some behavioral effects of direct-acting dopamine
agonists. Recently, it is beginning to elucidate not only the amount of food, but also the

type of food, is a substantial factor in the modification of the behavioral effects of such
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drugs. For example, studies in rats suggest that the intake of high-fat diet increases the
sensitivity to some behavioral effects of direct agonists (eg. quinpirole) and indirect (eg.
cocaine) DA receptor. On the other hand, once sensitized, most individuals show cross-
sensitization. Even more intriguing, cross-sensitization can occur between drugs and
nondrug stress. Several investigations have shown that the activation of the hypothalamic-
pituitary-adrenal increases motivation and/or vulnerability to substance abuse, sensitizing
the body to its reinforcing effects. Consequently, stress-drug cross-sensitization might be
especially important in influencing stress-precipitated relapse, as well as initial
susceptibility to addiction. Behavioral studies conducted in two sublines of Sprague-
Dawley rats, selectively bred for high- (HY) and low-yawning (LY) frequency, found that
HY rats are more vulnerable to certain types of stressors compared with LY rats. In rats,
direct-acting dopamine receptor agonists produce yawning and hypothermia. This study
used drug-induced yawning and body temperature, to examine changes in sensitivity of
HY and LY rats to effects of the D3 agonist, pramipexole with free access to normal chow,
restricted access (10 g/day) to normal chow, or free access to a high fat chow. After five
weeks of diet change, food restriction in both sublines decrease the sensitivity
pramipexole-induced yawning and hypothermia increase induced by this drug. In contrast,
in the two sublines, free access to high-fat diet did not alter sensitivity of rats to
pramipexole-induced yawning and pramipexole-induced hypothermia. In conclusion, these
results support that changes in the sensitivity of DA systems due to nutritional status could
represent an important factor in understanding of individual differences in response to

therapeutic drugs and in vulnerability to drug abuse.

Keywords: Food restriction; High fat chow; High-yawning; Low-yawning; Sensitization.
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efectos conductuales del pramipexol en
ratas Sprague-Dawley de las sublineas de
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La dopamina (DA) es un factor clave en el desarrollo de las adicciones tanto a drogas de abuso
como a la comida apetitosa con alto contenido de grasas v azuicares. Se ha mostrado también que el
estado nutricional puede alterar la sensibilidad a drogas con accidn sobre el sistema dopaminérgico
mesolimbico. Es importante destacar que la sensibilidad a los agonistas dopaminérgicos directos
como el quinpirole e indirectos como la cocaina, disminuye al restringir el alimento y aumentan con
una dieta alta en grasa. El bostezo inducido por dopaminérgicos es muy adecuado para evaluar los
efectos de la dieta sobre este neurotransmisor. El objetivo fue evaluar los efectos del pramipexol en
un grupo con restriceion alimenticia (10 g/dia) v otro con una dieta alta en grasa ad libitum, en ratas
de las sublineas HY (del inglés. High-Yawning) v LY (del inglés. Low-Yawning), las cuales
difieren en su frecuencia de bostezo espontaneo. Nuestros resultados nmestran que en ambas
sublineas el bostezo inducido por pramipexol disminuye en ratas bajo restriceidn alimenticia, pero
1o se presentaron cambios significativos con la dieta alta en grasa. Mientras que los niveles basales
de glucosa. colesterol y triglicéridos en plasma son mayores en las HY que en las LY. La
administracion de una dieta alta en grasa incrementd los niveles plasmaticos de colesterol v
triglicéridos en ambas sublineas, la glucosa se incrementd en las HY v se mantuvo sin cambios en
las LY. Al volver a dieta estandar, se revirtieron los niveles de glucosa v triglicéridos, pero no los
de colesterol. Estos resultados apoyan la hipdtesis de que el estado nutricional v las diferencias
individuales pueden ser factores importantes en la sensibilidad a drogas dopaminérgicas
terapéuticas v recreacionales.
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La dieta remodela diferencialmente el tejido adiposo
de las ratas Sprague-Dawley de las sublineas de alto y
bajo bostezo

Erika Hubierna-Cordero’, Ma. del Carmen Cortés’, José R.
Eguibar’, Margarita Martinez-Gémez™*, Francisco Casteldn’.
'Maestria en Ciencias Bioldgicas, Universidad Auténoma de
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El remodelado del tejido adiposo es una respuesta metabdélica fundamental para compensar
las fluctuaciones en el balance energético. Asi, el ayuno se relaciona con una reduccion de
este tejido, mientras que el consumo de una dieta altamente caldrica resulta en una
expansion, a través de los mecanismos de hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos.
Particularmente, el segundo mecanismo a menudo se relaciona con el desarrollo de
obesidad. Ademds, si esta es intra-abdominal se considera un factor de riesgo en la
ocurrencia del sindrome metabdlico. Cabe sefalar que en el hombre, la mayor proporcion de
grasa abdominal es omental, pero en el roedor macho, los depodsitos grasos de mayor
tamanfio son los gonadales unidos al epididimo.

No obstante, estudios experimentales con roedores en ambientes obesogénicos
muestran que algunos individuos no presentan estas respuestas, mientras que otros son mas
vulnerables a desarrollar obesidad inducida por la dieta. En esta linea, se reporta que un
factor relevante en dicha vulnerabilidad es el proceso de sensibilizacion dopaminérgica, el
cual consiste en la sensibilizacion a largo plazo del circuito mesolimbico dopaminérgico a los
efectos reforzantes de las recompensas, incluyendo la comida altamente apetitosa.

Por otro lado, numerosas investigaciones farmacoldgicas y conductuales demuestran
gue en animales laboratorio, este tipo de sensihilizacion se puede inducir mediante la
administracién intermitente de drogas agonistas de accién dopaminérgica y/o la repetida
exposicion ante eventos estresantes. Del mismo modo, existe evidencia que indica una
predisposicidon genética a la sensibilizacion a consecuencia de un eje hipotilamo-pituitario-
adrenal (HPA) hiperactivo.

En conjunto, estos estudios sugieren que los modelos animales con activacién
diferencial del eje HPA son un excelente medio para evaluar la contribucion de las diferencias
genéticas en las respuestas metabadlicas ante desbalances energéticos. Entre estos modelos
se encuentran las ratas de alto hostezo o HY (del inglés high-yawning), vy su contraparte, es
decir las de bajo bostezo o LY (del inglés low-yawning).

Estudios previos reportan que las ratas HY y LY no solo exhiben diferencias en la
frecuencia de bostezo, sino también a nivel del eje HPA. Por ejemplo, al confrontar
situaciones estresantes, las ratas HY ejecutan respuestas conductuales altamente reactivas,
en tanto que las LY responden proactivamente. Ademds, las ratas HY, en comparacién con las
LY, presentan hipertrofia adrenal y una restauracion mas lenta de los niveles de
corticosterona posterior a la induccion de la repuesta al estrés. En base a estos
antecedentes, se propuso que las ratas HY y LY también podrian diferir metabdélicamente, en

Guanajuato, México 26-29 de agosto de 2014
104



19 Curso Internacional de Bases Biolégicas de la Conducta Cartel

particular, las HY serian mds propensas a presentar los mecanismos patofisiologicos de
adiposidad que caracterizan a la obesidad.

Para poner a prueba esta hipdtesis nosotros evaluamos los efectos de una restriccion
alimenticia (10 g/dia de dieta estdndar con 5 % de grasa) y una dieta alta en grasa (34 %) ad
libitum en el peso y la estructura histologica del tejido adiposo del epididimo de las ratas HY
y LY tratadas con el agonista dopaminérgico, pramipexol.

La realizacion de este estudio requirio el empleo de 24 ratas macho (12 HY y 12 LY) de
dos meses de edad. Se distribuyeron de forma aleatoria en tres grupos y se mantuvieron en
condiciones estandar de bioterio. Las dietas se suministraron de la siguiente forma: Fase 1.
Durante dos semanas todos los individuos tuvieron libre acceso a una dieta estandar (Lab
Diet 5001, grasa = 4.5 %). Fase 2. El grupo uno continud con la dieta estandar ad libitum, el
grupo dos fue restringido a 10 g/dia de dieta estdndar por cada rata y el grupo tres accedio
libremente a una dieta alta en grasa (Harland Teklad TD06414, grasa = 34.3 %). Fase 3. Los
tres grupos nuevamente se alimentaron con dieta estdndar ad flibitum durante ocho
semanas. Para inducir sensibilizacion dopaminérgica, se realizé una curva dosis-efecto con
pramipexol (vehiculo, 0.001 - 1 mg/Kg) en cada una de las fases, aplicando una dosis cada 48
h. Al término del periodo experimental se realizo la diseccion, fijacion e inclusion del tejido
adiposo del epididimo. A través del uso de un micrétomo Leica (RM2135) se obtuvieron
cortes transversales de 7 pm de grosor, que se tiferon con hematoxilina-eosina. A cada corte
se le tomaron fotografias y mediante el programa de analisis de imdgenes Axion Vision v. 4.8
se cuantifico aleatoriamente el area vacuolar de los adipocitos.

Nuestros resultados muestran que el porcentaje de tejido adiposo del epididimo no
fue diferente de forma significativa con la restriccion alimenticia o dieta alta en grasa dentro
de cada sublinea. Asimismo, no existieron diferencias significativas entre las sublineas HY y LY
con ninguna de las dietas evaluadas. Sin embargo, en las ratas HY, la dieta alta en grasa, en
comparacién con la dieta estandar, incrementd de forma significativa (P<0.01) el tamafio de
los adipocitos, el cual también fue mayor (P<0.001) al de las ratas LY alimentadas con dieta
grasa. En conclusion, estos resultados sugieren que el remodelado del tejido adiposo en las
ratas HY y LY no depende Unicamente de la dieta, sino de una sinergia entre esta y los
determinantes genéticos.
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La dieta modifica diferencialmente los niveles de glucosa y triglicéridos en ratas de
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Diversos estudios muestran que los factores genéeticos y recientemente el estado nutricional,
son algunas diferencias individuales que modifican la respuesta a drogas de accidn
dopaminérgica,tanto terapéuticas comode abuso. Al mismo tiempo, las condiciones
alimentarias,tales como la restriccién alimenticiay la dieta alta en calorias modifican el peso
corporal y losniveles circulantes de glucosa y triglicéridos. Dade que las ratas de las
sublineas High-Yawning (HY) y Low-Yawning (LY )presentan un alto grado de isogenicidad,
asi como diferentes estilos de confrontar condiciones de estrés, resulta importante valorar
sus disimilitudesen factores metabdlicos bajo distintos regimenes dietéticos. Por lo tanto, el
objetivo de este proyecto fue evaluar los niveles plasmaticos de glucosa y triglicéridos antes,
durante y después de una restriccidn alimenticia (10 g/dia de dieta estandar con 5% de
grasa) y una dieta alta en grasa (34%)ad /ibitum. Nuestros resultados muestran que antes del
cambio de dieta, los niveles de glucosa vy ftriglicéridos eranmayores en las ratas HY. La
restriccion alimenticia, en ambas sublineasno modificéla glucosa, aunque disminuyé el de
trigliceridos, los cuales al reanudar el libre acceso a dieta estandar se restauraron a los
valores iniciales en las LY, pero se incrementaron en las HY.En contraste, la dieta alta en
grasaaumentola glucosaen las dos sublineas y los ftriglicéridosunicamente en las LY. Sin
embargo, al regresar a la dieta estandar ad libitum, ambos parametros no fueron diferentes a
los valores iniciales en las dos sublineas,es decir se revirtid el efecto debido a la dieta.Estos
resultados sugieren que la relacion del estado nutricicnal con los factores genéticos podria
tener un papel transcendental en el desarrollo de obesidad y en la respuesta diferencial a
drogas terapeuticas o de abuso.
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The important role of dopamine (DA) in mediating feeding behavior and the
positive reinforcing effects of some drugs is well recognized. Because of this
convergence, nutritional status might impact the sensitivity to the neurochemical
and behavioral effects of drugs acting on DA systems as well as the development

of sensitization to these drugs. In this regard, several studies report that food
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other hand, once sensitized, most individuals show cross-sensitization. Even more
intriguing, cross-sensitization can occur between drugs and nondrug stress.
Consequently, stress-drug cross-sensitization might be especially important in the
initial susceptibility to addiction. Behavioral studies conducted in two sublines of
Sprague-Dawley rats, selectively bred for high- (HY) and low-yawning (LY)
frequency, found that HY rats are more vulnerable to certain types of stressors
compared with LY rats. Therefore, our is study used drug-induced yawning to
examine changes in sensitivity of HY and LY rats to effects of the D3 agonist,
pramipexole with free access to normal chow, restricted access (10 g/day) to
normal chow, or free access to a high fat chow. Results show that food restriction
in both sublines decrease the sensitivity pramipexole-induced yawning. In contrast,
in the two sublines, free access to high-fat diet did not alter sensitivity of rats to
pramipexole-induced yawning. It also revealed that the basal levels of glucose,
cholesterol and triglycerides are higher in rats HY subline. Furthermore,
administration of high fat diet increased the concentration of glucose, cholesterol
and triglyceride in rats HY, although in rats LY only increased levels of cholesterol
and triglycerides, but not glucose. Additionally, in both sublines the return to
standard diet, reversed glucose and triglycerides levels, but not the cholesterol.
These results support the hypothesis that nutritional status and individual
differences represent transcendental factors that could to contribution of changes

in the sensitivity of dopamine systems to therapeutic and recreational drugs.
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