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RESUMEN

La regulacion del consumo de alimentos es un mecanismo complejo en el cual se
involucran sustancias endoégenas y estructuras del sistema nervioso central como el
hipotdlamo e inclusive el hipocampo. El neurotransmisor serotonina (5-HT) es
reconocido como mediador del control de la ingesta de alimentos; entre sus
multiples receptores los 5-HT.c tienen caracterizada su accion inhibidora del
apetito, sin embargo de los receptores 5-HTsa no se posee informacién sobre su
implicacion en la obesidad; ademas se desconoce si existen cambios de expresion
de estos receptores en el hipocampo de ratas con obesidad inducida por una dieta
alta en energia (HED) y suplementada con triptéfano (TRP). La metodologia
consistid en inducir la obesidad a ratas Sprague Dawley jovenes mediante una
dieta alta en energia y suplementada con tripto6fano para luego determinar el patron
de expresion de los receptores 5-HToc y 5-HTsa en el hipocampo. Se utilizaron
como técnicas la inmunohistoquimica y el western blot para conocer la distribucion
y cuantificar la expresion proteica de los receptores. Las ratas con dieta HED
desarrollaron obesidad a partir de la semana 13 de tratamiento; las diferentes
dietas no afectaron los niveles de glucosa y la dieta HED+TRP disminuyo
significativamente el colesterol sérico. Las ratas con dietas control consumieron
mas agua y alimento que aquellas con dieta HED y HED+TRP. La expresion de los
receptores 5-HTzc disminuyo en CAl, CA2, CA3 y DG en el grupo HED y en CA2,
CA3 y DG para el grupo HED+TRP. La expresion de los receptores 5-HTsa
disminuyé unicamente en el DG del grupo HED. Los cambios en el nivel de
expresion de los receptores, ayudara a comprender mas los multiples mecanismos
gue influyen en el desarrollo de la obesidad y dara pauta a futuras investigaciones
para elucidar y comprender su funcién en el hipocampo, servira como base para la
obtencién de farmacos, destinados a controlar el peso corporal.

(Palabras clave: 5-HT2c, 5-HTsa, Dieta Alta en Energia, Hipocampo, Obesidad)



SUMMARY

The food intake regulation is a complex mechanism that involves endogenous
substances in central nervous system structures like the hypothalamus or even the
hippocampus. The neurotransmitter serotonin (5-HT) is distinguished as mediator of
food intake control, within their multiples receptors, the 5-HT.c type had
characterized its inhibitory action of appetite, however of 5-HTsa receptors there is
no information about their involvement in obesity disease; also it is unknown if there
are receptors expression changes in rat hippocampus with diet induced obesity
through a high energy diet (HED) and supplemented with tryptophan (TRP). The
methodology was inducing obesity to young Sprague Dawley rats through a high
energy diet and supplemented with tryptophan to know the receptors hippocampus
expression pattern. Also it has been used immunocytochemical and western blot
techniques to know the receptor distribution and quantify the protein expression.
The rats with HED diet develop obesity since treatment week 13; the different diets
do not affected the glucose levels and the HED+TRP diet significantly decreased
the serum cholesterol. The rats with control diet consumed more water and food
than those with HED diet. The 5-HT2c receptor expression decreased in CAl, CA2,
CA3 and DG of HED group and CA2, CA3 and DG for HED+TRP group. The 5-HTsa
receptor expression only decreased in DG for HED group. The level changes in
receptor expression, will help to understand more the multiples mechanisms that
influence obesity development and will serve as a guideline for future investigations
to elucidate and recognize their function in the hippocampus, as well as future basis
for drug obtaining, destined to control body weight.

(Keywords: 5-HT2c, 5-HTsa, High Energy Diet, Hippocampus, Obesity)
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I. INTRODUCCION

La obesidad es la actualidad un grave problema de salud en México segun la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricibn (ENSANUT) en el afio 2012,
aproximadamente el 26.8% de los hombres y el 37.5% de las mujeres mayores de
20 afios que conforman la poblacion adulta padecen la enfermedad, provocando
gastos exorbitantes en recursos del presupuesto federal destinado a salud publica.
No se conocen con precision todas las variables que se encuentran relacionadas
con el comienzo de la obesidad debido a su origen multifactorial; sin embargo el
contenido de grasa corporal es influenciado por cambios en la dieta
preferentemente al consumir alimentos ricos en energia con alto contenido de
grasas saturadas y azucares simples, este tipo de alimentacion se sabe que

produce dafios en el hipocampo que conllevan a una pérdida cognitiva.

Dentro de los elementos que regulan la ingesta de alimentos se encuentra la
serotonina, para la cual se ha observado que cambios en la concentracion de la
misma o una disminucion en los niveles de expresion de cierto tipo de receptores
serotoninérgicos, se relacionan con un incremento en el anhelo por dulces y
carbohidratos ademas de propiciar un aumento en el peso corporal (Lam et al.,
2008). La biosintesis de la serotonina comienza a partir del aminoacido esencial
L-triptéfano, lo cual aumenta la concentracién plasmatica de serotonina. La
utilizacion de agonistas especificos para ciertos receptores, inhibidores de la
recaptura de la amina, entre otros farmacos relacionados con el sistema
serotoninérgico, al ser utilizados producen una pérdida de peso; pues eéstos
optimizan el poder de saciedad de la comida después de ser ingerida y otorgan una

mejor calidad de vida a las personas obesas.

Entre los diferentes subtipos de receptores serotoninérgicos, los mas
estudiados por sus cualidades como inductores de la saciedad, se encuentran el
5-HT1a, 5-HTis, 5-HT2c, 5-HTs, 5-HTs4, 5-HTe y 5-HT7. Sin embargo aun se
desconoce si la obesidad produce cambios en la expresién de los receptores

11



5-HTsa en el hipocampo. Se ha reportado una similitud entre los receptores 5-HTsa
y los receptores 5-HT1p (Rees et al., 1994), conduciendo a la especulacién de que
algunas de las acciones atribuidas a estos receptores 5-HTip (es decir, control
motor, ansiedad, comportamiento de alimentacién) en realidad podria involucrar a

los receptores de 5-HTsa.

Por los motivos anteriores, en este estudio se caracterizo la distribucion de
los receptores 5-HT2c y 5-HTsaen el hipocampo de ratas con obesidad inducida por
dieta y suplementada con tript6fano; ayudando asi a conocer la implicacién de la
serotonina en el desarrollo y evolucion de la obesidad, para posteriormente realizar
estudios a partir de los cuales se les pueda considerar como un blanco terapéutico

y desarrollar medicamentos para el tratamiento de la obesidad.

12



. ANTECEDENTES

2.1 Obesidad

La obesidad es caracterizada por una acumulacién anormal o excesiva de
grasa que puede ser perjudicial para la salud (OMS, 2014), convirtiéndose asi en el
principal desorden de nutricion del planeta. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) ha establecido un criterio simple de seleccion para determinar si un individuo
es obeso y en caso de que lo sea, en qué grado de obesidad se encuentra,
mediante el indice de masa corporal (IMC), el cual se calcula como el peso (kg)
dividido entre la altura al cuadrado (m?) del sujeto en cuestion. El individuo con un
IMC de 25 a 29.9 kg/m? es considerado con sobrepeso, mientras que el que obtiene
un IMC 2 30 kg/m? es obeso. La obesidad puede ser ademas dividida en tipo | (30-
34.9 kg/m?), tipo 1l (35-39.9 kg/m?) y tipo Il o también conocida como obesidad
morbida (239.9 kg/m?) (Barquera et al., 2009).

Los indices de prevalencia en obesidad han incrementado mundialmente de
forma dramatica en los ultimos afios, actualmente poseen sobrepeso y/u obesidad
mas del 70% de los adultos y 26% de los nifios (Villalobos-Comparan et al., 2012).
Los mayores incrementos en obesidad desde 1980 se han observado en los paises
gue se encuentran en vias de desarrollo, ya sea con ingresos bajos o medios,
particularmente en las regiones urbanas de Africa del Norte, Latino América y
Oceania (Ahima, 2011).

La comunidad cientifica ha aunado esfuerzos por investigar a fondo la
obesidad ya que se ha comprobado su relacion con una variedad de enfermedades
de indole cronica degenerativa incluyendo diabetes, hipertension, enfermedades
cardiacas, ademas se vincula con mdultiples enfermedades digestivas, (el reflujo
gastroesofagico y sus complicaciones como la esofagitis erosiva, eséfago de

Barrett's y adenocarcinoma esoféagico), polipos colorrectales, cancer, enfermedades

13



del higado (higado graso no-alcohdlico, cirrosis y carcinoma hepatocelular) dentro
de las condiciones comorbidas se encuentran: apnea del suefio, osteoartritis,
hipertension idiopética intracraneal, estasis venosa de extremidades inferiores,
incontinencia urinaria ocasionada por estrés, dificultad respiratoria, problemas
cronicos musculoesqueléticos, lumbago, problemas en la piel e infertilidad (Das,
2010; Kanasaki y Koya, 2011; Nguyen y El-Serag, 2010).

Los inconvenientes ocasionados por la obesidad conllevan a un deterioro en
la calidad de vida de los pacientes obesos y un aumento en la incidencia de la
mortalidad ya que la mayoria de las complicaciones, se encuentran dentro de las
primeras causas de muerte a nivel mundial (Herrera et al., 2011). La obesidad se
considera ademas como una condicion sistémica inflamatoria en bajo grado, es
decir, es comun encontrar las concentraciones de perilipinas, proteina C-reactiva,
TNF-a e interleucina-6 incrementadas, ejerciendo una accién proinflamatoria
proveyendo las condiciones requeridas para desarrollar diabetes de tipo Il (Das,

2010), encontrandose asi las patologias intimamente relacionadas.

En México el sobrepeso y obesidad son un grave problema de salud publica
afectan cerca del 71% de la poblacién adulta mayor de 20 afios (mujeres 73%,
hombres 69.4%). La prevalencia de la suma del sobrepeso y obesidad en los
adultos mexicanos aumento de 34.5% en 1988 a 61% en 1999 y a 69.3% en el
2006. Datos arrojados por la ENSANUT en el afio 2012 describieron que alrededor
de 38.5% de la poblacion mayor de 20 afios (mujeres 42.6%, hombres 34.5%)
tienen obesidad (Gutiérrez et al., 2012), lo cual represent6 un gasto al pais cercano
a los 67,345 millones de pesos en el afio 2008, con una proyeccion para el afio
2017 de 150,860 millones de pesos, practicamente se duplicara el gasto realizado
en el afio 2008 (Barquera et al., 2009).

La obesidad es un problema que no solo perturba a la poblacion adulta; si
bien es cierto que el mayor indice se encuentra en esta etapa de la vida, cabe

resaltar que en todas las demas etapas incrementa dia con dia. Se estima en el
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mundo cerca de 22 millones de nifios menores de 5 afios que sufren de sobrepeso
u obesidad infantil. En México los datos otorgados por la ENSANUT, revelan que la
prevalencia de sobrepeso y obesidad fue de 5.5% en nifilos menores de 5 afos,
18.6% para los escolares y del 21.6% en los adolescentes (Lépez-Alarcon vy
Rodriguez-Cruz, 2008). Para el afio 2012 los infantes en edad escolar (de 5 a 11
afos) el 17.4% de los nifios y 11.8% de las nifias tenian obesidad; en cambio para
los adolescentes entre 12 a 19 afos de edad el 14.5% de los hombres y el 12.1%

de las mujeres tenian obesidad (Gutiérrez et al., 2012).

La interaccion familiar es un factor que posee una estrecha relacion en el
origen de las enfermedades, incluso en aquellas donde la patologia es claramente
biologica. Por tal motivo los nifios en edad escolar son considerados los miembros
mas vulnerables a la influencia de un ambiente familiar “obesogénico” y del medio
social extrafamiliar, ubicandose éste alrededor de la escuela donde se presenta el
mayor consumo de productos con escaso valor nutricional (Gonzéalez —Rico et al.,
2012), debido a la facilidad, rapidez y bajo costo con el que se pueden conseguir

estos productos alimenticios.

La OMS, la Organizacion Panamericana de la Salud y diversos gobiernos,
reconocen como prioritario prevenir y tratar el problema de la obesidad por todas
las complicaciones que conlleva. Parte de los esfuerzos se han concentrado en
identificar la naturaleza que origina la obesidad, sin embargo son poco conocidos
todos los elementos que influyen para su desarrollo; la patologia se debe a una
compleja interaccion entre diversos elementos conformados principalmente por el
ambiente, la predisposicién genética y el comportamiento humano (Nguyen y El-
Serag, 2010), por lo que la obesidad es considerada como una compleja patologia

de arquetipo multifactorial.

Este ambiente, predisposicién genética y comportamiento humano dan como
resultado un balance positivo de energia o un consumo alimenticio que excede las

necesidades fisiologicas. Las diferencias entre el balance de energia estan
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preponderantemente determinadas por el estilo de vida contemporaneo incluyendo
el multiple y continuo consumo de alimentos y comidas hipercaldricas, el
desplazamiento en vehiculos de motor, mirar la television, entre otras actividades

gue conforman el muy conocido estilo de vida sedentaria (Carr et al., 2011).

Los factores genéticos se encuentran involucrados en el desarrollo de la
obesidad aproximadamente entre un 30% a 40% (L6pez-Alarcén y Rodriguez-Cruz,
2008). Los genes candidatos a los cuales se les ha detectado relacion al prescindir
de ellos o por mutaciones; se pueden dividir en cuatro grupos: 1) Genes que
regulan la ingesta: leptina, receptor de leptina y receptor dopaminérgico de tipo 2, el
receptor 4 de melanocortina y la pro-opiomelanocortina, 2) Genes que regulan el
gasto energético: Proteinas desacoplantes 1 y 2, receptor beta adrenérgico 3, 3)
Genes de adipogénesis: el receptor gamma activado por proliferadores de
peroxisoma, grelina, factor de necrosis tumoral y el receptor beta- 2 adrenérgico, 4)
Otros: receptor de proteinas de baja densidad y el gen asociado a la masa grasa y
la obesidad (FTO).

Estadisticamente se ha observado que la incidencia de algunos
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) coinciden con la presencia de la
obesidad para los genes: transportador ATP vinculante cassette, receptor B3
adrenérgico, receptor de leptina, propiomelanocortina, receptor de peroxisoma-
proliferador-activado gamma, monoamino oxidasa A y neuropéptido Y, (Lopez-

Alarcén y Rodriguez-Cruz, 2008).

El gen FTO codifica la proteina 2-oxoglutarato demetilasa dependiente de
acido nucleico, que esta implicada en la demetilacion o reparacion del acido
desoxirribonucleico. Su funcion “in vivo” es todavia desconocida (Herrera et al.,
2011), sin embargo su expresion se encuentra relacionada con la obesidad.
Villalobos-Comparan et al. en el afio 2008 determinaron la presencia del gen FTO
en la poblacibn mestiza mexicana y algunos SNP asociados (rs9939609,

rs1421085, rs17817449) encontrandose relacién particularmente con la obesidad
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de clase Il (Villalobos-Comparan et al., 2008). El polimorfismo R230C del gen
ABCAL se ha asociado a la obesidad en poblaciones amerindias (Lopez-Alarcon y
Rodriguez-Cruz; 2008), proponiendo una mayor susceptibilidad para algunos

grupos étnicos.

Las interacciones sociales son un elemento predisponente para elevar el
riesgo de una persona a ser obesa; si se tiene un amigo obeso, el riesgo es de
57%, si es su hermano 40% y si es su conyuge 37% (Nguyen y El-Serag, 2010).

Un factor mas de propension son los cambios globales en las practicas de
agricultura, procesamiento de alimentos (con altas cantidades de grasas saturadas,
azucares simples, sal, conservadores), el proceso de mercadeo, distribucion,
transporte entre otros aspectos del planeamiento urbano, han incrementado el
aumento en el consumo de comida rapida, comida preparada fuera de casa y
disminuido el tiempo de preparacion de alimentos, conformando este llamado
“ambiente obesogénico” (Ahima, 2011), que se ha relacionado como causante de la

epidemia de obesidad.

Dentro de las acciones emprendidas por los organismos gubernamentales
para combatir la obesidad, como las llevadas a cabo por la Secretaria de Salud en
México se encuentran: fomentar la actividad fisica en la poblacion, aumentar la
accesibilidad al agua potable, disminuir el consumo de azucar y grasas en bebidas,
incrementar el consumo diario de frutas, verduras, leguminosas, cereales de granos
enteros y fibra en la dieta, mejorar la capacidad de toma de decisién sobre una
dieta correcta y el tamafio de las porciones, disminuir el consumo de azucares y
otros edulcorantes caloricos afiadidos en los alimentos y disminuir el consumo de

sodio (Barguera et al., 2009).

Son ademas pasos logicos para prevenir y tratar la obesidad, la dieta, el
ejercicio y otras modificaciones saludables en el estilo de vida, complementado el

tratamiento con la toma de farmacos anti-obesidad. Desgraciadamente la
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experiencia comun dice que es mas sencillo ganar peso que perderlo; los farmacos
anti-obesidad a la larga son inefectivos, inclusive la cirugia bariatrica es seguida por
un incremento de peso en el periodo de recuperacion e inclusive se puede llegar a

ganar el peso perdido con la reincidencia.

2.2 Dieta occidental

La evolucion, actuando a través de la seleccion natural, representa la
interaccion entre el genoma de las especies y su ambiente durante el transcurso de
multiples generaciones. La humanidad al comienzo de sus dias, tuvo que adaptarse
a las dificiles y cambiantes condiciones ambientales donde la mayor parte del
tiempo era destinado a actividades como la recoleccion de plantas y la caza de
animales, alimentos que eran minimamente procesados al momento de ser
engullidos. Por lo que saciar el hambre fue la principal actividad a ejercer por el

hombre primitivo

Con la invencion de la agricultura y la ganaderia, la sociedad goz6 de mayor
tiempo para crear tecnologia que le facilitaria la obtencién de alimentos. El
procesamiento de los alimentos fue desarrollado particularmente durante la
revoluciéon industrial, permitiendo la combinacion de nutrientes y una comida
cuantitativa y cualitativa, que antiguamente no se encontraba en el curso de

evolucion de los hominidos (Cordain et al., 2005).

Los humanos contemporaneos estan genéticamente adaptados al ambiente
de sus ancestros; sin embargo los productos diarios como cereales, azucares
refinados, aceites vegetales refinados y alcohol conforman cerca del 72.1% de la
energia total consumida por las sociedades occidentales. Este tipo de alimentos
procesados (por ejemplo: galletas, pasteles, panaderia, cereales para el desayuno,
muffins, papas, botanas, pizza, refrescos, dulces, helados, condimentos y aderezos

de ensaladas) dominan la tipica dieta occidental, alterando de esta forma las 7
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caracteristicas nutrimentales de una dieta ancestral hominida: 1) carga glicémica,
2) composicion de los &cidos grasos, 3) composicidn de macronutrientes, 4)
densidad de micronutrientes, 5) balance acido-base, 6) relacion sodio-potasio y 7)
contenido de fibra.

La colision de nuestro genoma antiguo con las cualidades nutrimentales que
recientemente se han introducido en los alimentos procesados, podrian ser la razén
de la existencia de muchas de las enfermedades cronicas en la sociedad
Occidental (Cordain et al., 2005).

2.3 Hambre v saciedad

Las condiciones implicadas en la ingesta de alimentos, requieren la
regulacion del balance de energia, siendo este un proceso complejo que incluye la
integracion de sefiales externas, periféricas y centrales. El cerebro es el nucleo de
integracion de las sefiales homeostaticas y no homeostéaticas (Cornier, 2011). Las
sefales le indican al individuo el momento preciso en el cual se requiere consumir
alimentos. En ultima instancia, la decision de iniciar la ingesta de alimentos, la
cantidad a consumir y cuando terminar la comida se ve afectada no soélo por los
mecanismos homeostaticos, sino también por comportamientos aprendidos,
factores cognitivos, habitos, contexto social, disponibilidad de la comida y sefales
sensoriales externas como la entrada visual, el olor, el color y el gusto (Minor et al.,
2009).

Es necesario diferenciar entre la necesidad de consumir alimentos y el deseo
de consumir alimentos. Se conoce como hambre a esas sensaciones que
promueven la consecucion de las necesidades minimas de energia (Mattes, 2010),
dentro de estas sensaciones se pueden encontrar las relacionadas directamente
con el estbmago (por ejemplo, grufiidos, dolores) o la cabeza (dolor de cabeza,

mareo, vértigo, pérdida de la concentracién), sensaciones mas generalizadas (por
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ejemplo, debilidad, ansiedad, nausea) y atribuciones a otros sistemas sensoriales
relacionados al balance de los fluidos (por ejemplo, sed, sequedad en la boca,
salivacion). En cambio el apetito abarca el deseo de comer y el disfrute de ciertos
alimentos ya sea por expectativas sociales o la esperada estimulacion sensorial
(Sanger et al., 2010).

En el tracto gastrointestinal, hipotdlamo y tejido adiposo se generan
moléculas que dan respuesta final en la forma de saciedad o hambre; el consumo
de alimentos depende del balance entre este estimulo regulatorio. La red de
moléculas reguladoras del apetito es sumamente compleja, se han realizado
ensayos donde se manipula la alimentacion, ayuno e infusion de hormonas, para

observar el efecto de los anorexigénicos y orexigénicos (Kumar et al., 2008).

2.3.1 Moléculas orexigénicas y anorexigénicas

Las moléculas orexigénicas incrementan su concentracion en plasma antes
de las comidas, su aumento inicia el consumo de alimentos y su concentracion
declina después de la comida. Las anorexigénicas incrementan su concentracion
siguiente al inicio de la comida y pueden terminar la ingesta de alimentos o regular

los intervalos entre comidas (Tabla 1) (Gibson et al., 2010).

Como ejemplos de péptidos orexigénicos se cuenta con: péptido relacionado
agouti (AgRP), endocannabinoides, galanina, grelina, hormona liberadora de la
hormona de crecimiento, hormona concentradora de melanina, neuropéptido Y
(NPY) vy péptidos opioides (B-endorfina). Como anorexigénicos: hormona
estimulante a-melanocortina, amilina, péptido del gen relacionado de la calcitonina,
colecistoquinina, transcripto regulado por cocaina y anfetamina (CART),
propiomelanocortina (POMC) hormona liberadora de corticotropina, glucagoén,

péptidos tipo glucagén 1 y 2, insulina, leptina, neuromedina U, neurotensina,
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oxintomodulina, polipéptido pancreético, péptido YY, urocortina y serotonina (Cooke
y Bloom, 2006; Gibson et al., 2010).

Tabla 1. Ejemplos de moléculas reguladoras del apetito. Modificado (Gibson et al.,

2010)
Regulacion entre
Orexigénicos Anorexigénicos comidas
(Anorexigénicos)
Péptido similar al
Grelina Colecistoquinina
glucagon 1
NPY Serotonina Péptido YY336
Proteina agouti Oxintomodulina Leptina
Endocannabinoides Amilina Insulina

Los anorexigénicos y orexigénicos controlan la homeostasis de la ingesta de
alimentos mediante el circuito descrito como intestino-cerebro, donde el intestino
genera seflales de hambre o saciedad secundarias a cambios en el estimulo
mecanico y nutricional; esta sefial viaja a lo largo del nervio vago, para llegar al

tronco cerebral y luego al hipotalamo donde se integran y procesan las sefales.

2.4 El cerebro como centro del control del consumo de alimentos

Existen dos mecanismos neurobiolégicos que gobiernan el consumo de
alimentos: uno controla la necesidad de comer y el otro el deseo de comer. Las
sefales periféricas como la hormona relacionada con adiposidad, leptina, péptidos
derivados de alimentos, nutrientes y distencion del estébmago, todas ellas son la
clave fisioldgica u homeostatica. Sefiales cerebrales superiores que abarcan desde
las cognitivas, emocionales, motivacionales y vias de recompensa son también
centrales en la regulacién del balance de energia (Cornier, 2011). Finalmente,

seflales externas ambientales relacionadas con los alimentos, contexto social,
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tiempo de las sefiales, etcétera son criticas en la ultima regulacion del balance de
energia. Por lo que se ha observado que para poder integrar las sefiales primitivas
de alimentacion y las funciones superiores; multiples regiones cerebrales se
encuentran implicadas en la regulacién del consumo de alimentos, sefialando el

hipotalamo, tronco encefélico y mesencéfalo.

El hipotdlamo es una pequefia area del cerebro localizada justo debajo del
talamo, es el centro regulador del apetito y homeostasis de la energia. El
hipotdlamo contiene varios nucleos de interconexion: el nacleo arcuato (ARC),
nacleo paraventricular (PVN), area lateral hipotalamica (LHA), nucleo ventromedial
(VMN), y el nucleo dorsomedial (DMN). El ARC es considerado el area hipotalamica
primaria que censa las sefales metabdlicas. En el ARC existen dos tipos distintos
de poblaciones neuronales: el primero es un grupo de neuronas que coexpresan
neuropéptidos orexigénicos, incluyendo NPY y AgRP, el otro subconjunto de
neuronas expresan neuropeéptidos anorexigénicos incluyendo POMC y CART. Estas
neuronas son de primer orden donde las sefiales periféricas metabdlicas incluyendo
leptina, insulina, grelina y nutrientes son transferidas principalmente. La monoamina
anorexigénica serotonina, también actia en las neuronas POMC mediante el
receptor 5-HT>c para inducir anorexia. Las neuronas POMC envian proyecciones
axonales a neuronas de segundo orden en otras areas hipotalamicas, PVN, VMN y
LHA (Kim et al., 2011; Yu y Kim, 2012).

El tronco encefalico es otra area del cerebro involucrada en el consumo de
alimentos y el balance de energia. Las sefiales de saciedad del tracto
gastrointestinal principalmente relacionadas al nucleo del tracto solitario (NTS) a
través del nervio sensorial vago, propician una mayor unién neuronal entre el
intestino y el cerebro. Transmisiones de fibras vagales sensoriales resultan en un
incremento del tamafio y duracion de la comida, confirmando que las sefales
vagales aferentes transfieren sefiales de saciedad en el cerebro (Schwartz, 2000).
El NTS esta localizado en un sitio perfecto para recibir ambas sefiales humorales y

neurales. Mientras tanto, el NTS recibe extensivas proyecciones neuronales de
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PVN y viceversa, indicando que existe una intima comunicacion entre el hipotalamo
y el tronco encefélico. Similarmente a las neuronas hipotalamicas, las neuronas
NTS producen el péptido relacionado a glucagon 1, NPY, y POMC, ademas censan
sefiales periféricas metabdlicas. Por ejemplo las neuronas POMC en el NTS
muestran sefial de transduccion activada del transcripto 3 (STAT3) en respuesta a
leptina (Ellacott et al., 2006). Por lo tanto las hormonas circulantes y nutrientes
pueden informar sefiales metabdlicas al cerebro actuando en el hipotalamo vy el
tronco encefalico (Yu y Kim, 2012).

El mesencéfalo esta relacionado con el sistema de recompensa involucrado
en el control de la alimentacién heddnica, por ejemplo el consumo de alimentos
palatables o agradables. Como en otros comportamientos de adiccion, las vias
mesolimbicas y mesocorticales dopaminérgicas estan involucradas en la
alimentacion hedonica. EI consumo de comidas palatables ejerce una liberacion de
dopamina en el area ventral tegmental (VTA), que en cambio activa las vias
neuronales de VTA al nucleo accumbens via el haz medial del cerebro anterior,
donde la alimentacion hedodnica es modulada por sefiales metabodlicas como la
leptina (Yu y Kim, 2012).

Recientemente ha sido posible examinar la respuesta humana del cerebro a
sefales relacionadas con comida utilizando técnicas de neuroimagen, permitiendo
comprender mejor las complejas vias y redes neuronales y como es que ellas se
relacionan en el consumo de alimentos. Usando una Tomografia de Emisién de
Positrones, se examin6 el flujo de sangre regional cerebral en respuesta al
consumo y sabor de la comida en individuos con peso normal, obesos e individuos
con obesidad-reducida (DelParigi et al., 2004). En contraste con los individuos
control, se encontré6 que ambos grupos obesos y con obesidad-reducida tienen un
incremento similar en la actividad en respuesta del sabor en la insula, region
cerebral importante para la percepcion y control de aspectos complejos del
comportamiento en la alimentacién incluyendo anticipacion y recompensa. En

respuesta a la comida (saciedad) ambos obesos e individuos con obesidad-

23



reducida tienen reducciones de actividad en el hipocampo posterior comparado con
individuos controles. Los autores concluyeron que la similitud “anormal” de las
respuestas neuronales a la comida en obesos e individuos con obesidad-reducida
sugieren la predisposicién que la obesidad puede implicar en regiones cerebrales

gue son importantes para el comportamiento en la alimentacion.

Estudios recientes han resaltado la posibilidad de que diferentes estructuras
del encéfalo a las clasicamente relacionadas en el control de la ingesta de
alimentos sean consideradas como reguladoras de la funcién biolégicas, un claro
ejemplo se puede observar en el hipocampo donde se sefiala la posibilidad que el
aprendizaje y memoria dependientes de él, pudieran estar relacionadas con la

ingesta de alimentos (Davidson et al., 2007).

2.4.1 El hipocampo v la obesidad

El hipocampo es una pequefia estructura situada dentro del I6bulo temporal
intermedio del cerebro humano y comprende una parte importante del sistema
limbico, la regién encargada de regular las emociones. El hipocampo se asocia
principalmente a la memoria, particularmente a la memoria de largo plazo, también
desempefia un papel importante en la navegacion espacial. Cualquier dafio puede

llevar a la baja de la memoria.

Giulio Cesare Aranzio (1530-1589), propuso el término hippocampus para
referirse a la region medial del I6bulo temporal dada su semejanza con un caballito
de mar (Iniesta, 2012). Las regiones neuronales que conforman al hipocampo, se
encuentran conformadas por capas moleculares (fibras nerviosas y neuronas
diseminadas), piramidales (neuronas piramidales), polimorfa y granular. Las partes
gue conforman el hipocampo se dividen en giro dentado (DG, capa celular curveada
densamente empaquetada con células granulares), cuernos de Amén (CA) que
pueden ir desde 1 al 4, compuestos principalmente de neuronas piramidales

(Kandel, 2005). El nombre CA fue asignado por los anatomistas franceses de la
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ilustracion quienes acufiaron el término Cornu Ammonis o asta de Amoén para
referirse a esta oculta y retorcida estructura anatomica debido a su similitud mérfica
con las astas de carnero presentes en la cabeza del dios egipcio Amoén (Iniesta,
2012).

El sobrepeso ha mostrado estar asociado con dafios neuronales en el
hipocampo de adultos jovenes, Mueller et al., sometieron a resonancia magnética
nuclear a sujetos con sobrepeso, obesidad y peso normal de entre 20 a 41 afos, en
los cuales se observo que entre mas indice de cintura cadera se tenga (individuos
con sobrepeso u obesidad), el parametro se correlaciona negativamente con el

volumen del hipocampo sugiriendo un dafio neuronal (Mueller et al., 2012).

Los dafios neuronales se presentan en multiples formas, ya sea como una
disminuciéon de la neurogénesis donde la dieta puede jugar un papel fundamental;
por ejemplo al otorgarse una dieta alta en grasas (HF, 42% de la energia calérica
total) a ratas Sprague Dawley machos y hembras durante 4 semanas y cuantificar
el cambio en la tasa de proliferacion neuronal mediante el ensayo de
bromoderoxiuridina o Brdu, no se observaron diferencias significativas en el peso
corporal con respecto a grupos control para cada sexo, ni un aumento significativo
en la acumulacion de grasa corporal; para los machos con la dieta HF, se encontrd
una disminucion aproximadamente del 40% con respecto al control en la
neurogénesis del giro dentado y hasta un incremento 3 veces mayor con respecto
al grupo control en los niveles de corticosterona; sugiriendo que la corticosterona
producida por el estrés inhibe la neurogénesis en el hipocampo, este efecto no se
observo en las hembras probablemente debido a la presencia de estrogenos que
promueven la neurogénesis mediante la estimulacidén del factor de crecimiento tipo
insulina (Lindqvist et al., 2006). Esto fue confirmado por estudios realizados en
macacos adultos, cuyas madres fueron sometidas a una demanda de forrajeo
variable y se midi6 la tasa de proliferacién con el marcador mit6tico doblecortina o
DCX encontrando una correlacion negativa entre el peso corporal y las células

marcadas con DCX (Perera et al., 2011).
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Los factores ambientales como la alimentacion materna, alteran el desarrollo
hipocampal de los fetos; en ratones hembras C57BL/6 expuestas a dieta HF al 60%
durante 10 semanas fueron posteriormente fecundadas, se les removieron los fetos
a los 17 dias de gestados, encontrdndose una reabsorcion de fetos al 10% con
respecto a la dieta control, sin embargo lo mas interesante que se observo fue que
las células mitéticas en el DG disminuyeron significativamente en los fetos
expuestos a dieta HF, la maduracion neuronal en DG disminuyé un 75% y para CA
y fimbria la apoptosis disminuy6é un 80%. Cabe resaltar que durante el desarrollo
neuronal del feto la apoptosis es un proceso fundamental que permite la selecciéon
de las células apropiadas antes de completar su diferenciacién en la vida postnatal,
las disminuciones en apoptosis del hipocampo durante la etapa fetal pueden ser
interpretadas como un retraso constitutivo en el desarrollo (Niculescu y Lupu,
20009).

No se originan uUnicamente cambios en la apoptosis y neurogénesis
hipocampal, se han observado ademas modificaciones en la funcionalidad. Las
ratas Zucker son knock out para el receptor a leptina y el genotipo homocigoto
exhibe obesidad espontanea; las ratas homocigotas comparadas contra las
heterocigotas, reportaron mediante ensayos electrofisiologicos dafios en la
potenciacion a largo plazo en CA1l, pero no en DG, observandose ademas para
CAl mediante western blot una disminucién en la fosforilacion de la CaMKII,
involucrada en la sefalizacion celular mediadora del aprendizaje y la memoria
aunado a una disminucién de la disponibilidad de CaMKII; mientras que en el DG
de igual forma se observé una disminucién de la disponibilidad de CaMKIl, sin
embargo aumenté la proporcion de P-CaMKIl (Alzoubi et al.,, 2005), como
consecuencia el modelo biolégico presentd deficiencias cognitivas y deterioro en la

memoria (Winocur et al., 2005).
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2.4.1.1 Hipocampo v dietas altas en energia

Dentro de los elementos que componen las dietas occidentales altas en
energia, las grasas saturadas se han asociado con un incremento en la incidencia
de la enfermedad de Alzheimer y con otras formas leves de disfuncién cognitiva
(Berrino, 2002; Pasinetti y Eberstein, 2008; Eskelinen et al., 2008). El consumo de
carbohidratos simples (mono y disacaridos) ha estado relacionado con dafios en el
desempeiio cognitivo en contraste a dietas compuestas de carbohidratos complejos
en adultos y nifios (Papanikolaou et al., 2006; Benton et al., 2007).

Dafios en la memoria y aprendizaje han sido demostrados en roedores de
laboratorio seguidos al consumo de dietas altas en grasas saturadas, altas en
carbohidratos simples o en la combinacién de ambos mediante una dieta alta en
energia. Las ratas al ser sometidas a un tratamiento con dieta alta en energia
durante las pruebas de aprendizaje muestran una disminucién en la capacidad para
poder discriminar objetos (Kanoski et al., 2007; Kanoski et al., 2010). En el laberinto
acuatico de Morris, prueba estandar para observar dafios confinados a la regidn
hipocampal, también acontecen perturbaciones en el aprendizaje y memoria al

ingerir altos niveles de acidos grasos saturados y sacarosa (Stranahan et al., 2008).

La evidencia acumulada sugiere que: a) el consumo de una dieta occidental
interfiere con el funcionamiento hipocampal, b) la interferencia con el
funcionamiento hipocampal puede dafiar la memoria de inhibicién en conjunto con
otras funciones cognitivas y, ¢) dafios en la memoria de inhibicion pueden promover
la elicitacion del comportamiento apetitivo por sefiales ambientales relacionadas
con comida (Kanoski y Davidson, 2011) llevando a un “ciclo vicioso” en el que la
alimentacion continua lleva a un mayor dafio en la funcion de la memoria
dependiente de hipocampo que posteriormente debilitard la habilidad de inhibir el
consumo de dietas occidentales que promueven la disfuncion hipocampal en primer

lugar.
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2.5 Neurotransmisores

En el cerebro la comunicacion celular regula los complicados procesos de
aprendizaje, memoria, control del consumo de alimentos entre otros, a traveés de un
amplio repertorio de moléculas sefalizadoras como: a) hormonas y citosinas, b)
moléculas de adherencia y componentes de la matriz extracelular y c)
neurotransmisores, pueden inducir una cascada de reacciones intracelulares, que
regulan en gran medida los diferentes aspectos del comportamiento celular,
incluyendo su metabolismo, motilidad, proliferacién, supervivencia y proliferacion

(Cooper y Hausman, 2002).

Las neuronas son las células encargadas de realizar la comunicacion
sinaptica. Su morfologia con extraordinarias formas complejas y extensivas ramas,
permite que cada neurona se conecte a sus vecinas mediante uniones
protoplasmicas formando una intrincada red neuronal (Purves et al., 2004). Cada
neurona consiste en un cuerpo celular, con un nimero de delgados procesos que
radian hacia el exterior, usualmente un axon lleva las sefiales lejos del nucleo
celular a las células objetivo y varias ramas cortas llamadas dendritas se extienden
del cuerpo celular proporcionando un area mas amplia para recibir sefales de

axones de otras neuronas (Alberts et al., 2008).

Al llegar el impulso nervioso al extremo del axén, este se transmite por un
mecanismo que puede ser eléctrico o quimico. En el caso del mecanismo eléctrico,
simplemente la desporalizacién pasa el impulso de una célula a otra; en otros
casos, es gracias a la sinapsis que libera sustancias quimicas especificas, que
varian de unas neuronas a otras en las distintas regiones del sistema nervioso, y
gue por su papel reciben el nombre de neurotransmisores. El neurotransmisor al
ser liberado en el espacio intersinaptico funge una accion sefializadora que captan
los receptores especificos postsinapticos, mismos que daran lugar a una respuesta

como la generacion o el relevo de un nuevo impulso nervioso (Pefa, 2010).
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El gran numero de agentes conocidos como neurotransmisores (100
diferentes) permiten una tremenda diversidad de sefales quimicas entre las

neuronas (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion de los principales neurotransmisores

Tipo Neurotransmisor Ejemplo de funcion

Excitatorios Acetilcolina Facilita la transmision de
impulsos nerviosos a
través de la sinapsis
Adrenalina, noradrenalina | Excita el cerebro y lo
mantiene alerta

Serotonina Regulacion de la
temperatura, percepcion
sensorial, inicio  del
sueiio, control del apetito

Dopamina Control motriz, control del
apetito

Inhibitorios Acido gamma- Coordinacion motriz a
aminobutirico (GABA) través de la inhibicion de
ciertas neuronas

Glicina Inhibe la transmision a lo

largo de ciertos haces de
la médula espinal

Neuropéptidos Encefalinas, endorfinas Bloquean la transmision
(aminoacidos de cadena y la percepcién del dolor
corta) Sustancia P Impulsos del dolor

Es util clasificar a los neurotransmisores en dos categorias dependiendo de
su tamafo. Los neuropéptidos son moléculas compuestas de 3 a 36 aminoacidos;
mientras que los neurotransmisores de una sola molécula son aminoacidos
individuales como el glutamato, GABA, acetilcolina, serotonina, histamina,
dopamina, norepinefrina, epinefrina. Las particularidades de sintesis,
empaguetamiento, liberacion y eliminacion difieren para cada neurotransmisor
(Purves et al., 2004). Una uUnica neurona puede ser capaz de utilizar diferentes

transmisores en la misma sinapsis (Kolb y Whishaw, 2009).
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2.6 Receptores

Cuando un neurotransmisor es liberado durante la sinapsis atraviesa la
hendidura sinaptica y se une a un receptor. Existen dos clases de receptores:
ionotrépicos y metabotrépicos (Koolman y Ro&éhm, 2004). Los receptores
ionotrépicos se componen de un sitio de union al ligando y un poro o canal, estos
receptores pueden ser ligando dependientes o voltaje dependientes, abrir o cerrar
el canal i6nico cambiando brevemente su permeabilidad y por lo tanto la
excitabilidad de la célula postsinaptica (Byrne y Roberts, 2004).

Los receptores ionotropicos se relacionan con una rapida sefal sinaptica
entre células excitables eléctricamente. En cambio los receptores metabotropicos,
estan acoplados a proteinas G como mecanismo efector e influyen a través de ellas
en la formacion de los segundos mensajeros (Koolman y R6hm, 2004), los cuales
provocan en la neurona postsinaptica una alteracion en el flujo i6nico, ya sea por la
formacion o estimulacion para la produccion de una nueva proteina (Kolb y
Whishaw, 2009).

Los receptores ademas de localizarse en las neuronas postsinapticas,
también se localizan en las neuronas presinapticas donde, modulan la transmision,
liberacion o sintesis de neurotransmisores o flujo de impulso y pueden ser
considerados como un mecanismo homeostatico de retroalimentaciéon (Byrne y
Roberts, 2004).

2.7 Serotonina

Dentro de los neurotransmisores de clase amina mas importantes se
encuentra la serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT); molécula integrada por un
grupo amino basico separado de un nucleo aromatico por una cadena alifatica de

dos carbonos, el nombre fue asignado al ser identificada por vez primera en el
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suero “sero” y al incrementar su concentracion se observd una contraccion en el
tono de los vasos sanguineos “tonin” (Rapport et al., 1948); al mismo tiempo Vittorio
Erspamer, descubria en un extracto acetonico de células enterocromafines
localizadas en la mucosa del tracto gastrointestinal una molécula que causaba la
contraccion del musculo liso del utero, llamandola enteramina (Gershon, 2009). No
fue sino hasta el afio 1952, cuando se establecié que la molécula conocida como
enteramina era idéntica a la serotonina, revelando asi su comportamiento de tipo
ubicuo pues actia como mensajera, asi como neurotransmisora Yy

neuromoduladora (Barnes y Sharp, 1999).

La serotonina se encuentra distribuida en plantas y animales; dentro del
reino animal se puede encontrar en sistemas neuronales que abarca practicamente
a todos los organismos, desde los mas sencillos como la Drosophila hasta los mas
complejos como los humanos (Jonnakuty y Gragnoli, 2008). Esta hormona feliz
llamada asi por el Dr. Barnes (Barnes, 2011), esta involucrada en multiples
procesos biolégicos, participa en el desarrollo, con funciones cardiovasculares,
gastrointestinales, endocrinas, de percepcidon sensorial, modifica el comportamiento
tal como la agresion, apetito, sexo, suefio, humor, aprendizaje y memoria (Nichols y
Nichols, 2008).

La 5-HT es sintetizada a partir del aminoacido esencial triptéfano, a través de
diferentes reacciones enzimaticas. Primeramente el L-triptofano se hidroxila a
5-hidroxi-L-triptéfano (5-HTP), por medio de la triptéfano hidroxilasa. Esta enzima
se puede encontrar en dos isoformas como triptéfano hidroxilasa 1 (tejidos
periféricos) y triptéfano hidroxilasa 2 (cerebro), esta reaccidon constituye el paso
limitante en la sintesis de serotonina. Se requiere oxigeno y tetrahidropteridina para
gue ocurra la reaccion. El 5-HTP es convertido en 5-HT por la enzima L-amino
acido descarboxilasa, que usa como cofactores la vitamina B6, vitamina B3 y el

magnesio (Jonnakuty y Gragnoli, 2008).
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Cerca del 95% de la serotonina total se localiza en tejidos periféricos, ella es
sintetizada y almacenada en las células enterocromafines (Camilleri, 2009), por lo
tanto solo una sola pequefia fraccion es producida en el cerebro en el nucleo del
rafe ya que la 5-HT no puede atravesar barrera hematoencefalica. La serotonina
liberada en la circulacibn sanguinea por las célula enterocromafines, es
rapidamente recapturada por las plaquetas via transportador de serotonina y
almacenado en densos granulos en las plaguetas que constituyen casi toda la
serotonina corporal circulante (Jonnakuty y Gragnoli, 2008).

2.8 L-triptéfano

El L-triptofano (Trp) es un aminoacido esencial que actia como precursor de
la 5-HT, por lo tanto la sintesis y disponibilidad de dicha amina esta influenciada por
el consumo de Trp. Los cambios en la concentracion de Trp contenido en la dieta
son utilizados como un método no invasivo para manipular los niveles plasméaticos

de Trp y por lo tanto la neurotransmision central de 5-HT (Noristani et al., 2012).

En el hipocampo puede ser manipulado el nivel de 5-HT extracelular
modificando el contenido de Trp en la dieta. Los niveles serotoninérgicos
incrementan significativamente cuando ratas Sprague-Dawley macho son
expuestas a una dieta alta en triptéfano (0.48 g de Trp /100 g de alimento) después
de una semana de tratamiento. En cambio una dieta baja en tript6fano (10%)
otorgada por 4 dias disminuye significativamente los niveles de 5-HT (van der Stelt
et al., 2004).

Noristani et al., reportaron que un modelo de ratén con Alzheimer (3xTg-AD)
sometido a un tratamiento por 40 dias con una dieta alta en tript6fano (0.40g de Trp
/100 g de alimento), no mostraba diferencias significativas en el peso corporal con

respecto al grupo control, sin embargo, las dieta alta en tript6fano disminuyé la
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acumulacién de las placas B-amiloides sugiriendo que el incremento de serotonina,

puede ser un agente neuroprotector (Noristani et al., 2012).

2.4 Receptores a serotonina

La expresion ubicua de los receptores a serotonina en el cuerpo humano
contribuye a su funcion en numerosos sistemas fisiol6gicos (Barnes y Sharp, 1999).
Los primeros ensayos farmacoldgicos realizados en el intestino diferenciaron dos
tipos de respuestas a la 5-HT: la bloqueada por morfina y la bloqueada por
dibencilina, asi se introdujo la primera clasificacion de receptores serotoninérgicos
M y D. Actualmente una clasificacion diferente es utilizada pues la familia de
receptores a serotonina se encuentra ampliamente localizada, se han reportado
siete familias de receptores designadas de 5-HTi7;, muchas de ellas con
subfamilias y todas presentes en el sistema nervioso (Tabla 3) (Barnes y Sharp,
1999; Nichols y Nichols, 2008).

La mayoria de los receptores a serotonina estan acoplados a proteinas G, y
activan intracelularmente la cascada de segundos mensajeros como: el adenosin
monofostato ciclico (CAMP), el diacilglicerol (DAG) y/o el inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3); a excepcion de los receptores 5-HTz que son canales idnicos (Barnes y
Sharp, 1999).

La clasificacion los receptores serotoninérgicos, se ha realizado de acuerdo
a su estructura, transduccion de sefial y farmacologia (Figura 1). El primer receptor

de serotonina en ser clonado y caracterizado fue el 5-HT1a (Fargin et al., 1988).

Los receptores serotoninérgicos acoplados a proteinas G (compuesta de 3
subunidades: a, B, y y), pueden ejercer multiples efectos en la célula dependiendo
de a qué tipo de subunidad a se encuentren acoplados, ya sea inhibiendo (aio) 0
estimulando (as) a la adenilato ciclasa o activando a la fosfolipasa C (ag). Cabe
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resaltar que como muchos otros receptores acoplados a proteinas G, se ha
observado que los receptores a serotonina suelen formar homodimeros como en el
caso de los receptores 5-HT.c. Esta dimerizacibn se observdO en células
transfectadas de riibn embrionario (linea celular HEK293), sin embargo el
significado funcional de la dimerizacién continda siendo desconocido (Herrick-Davis
et al., 2005).

Tabla 3. Clasificacién de la familia de receptores a serotonina. Modificado (Escobar
et al., 2006)

. _ Mecanismo de o oL
Familia | Subtipo o Principal localizacion
sefalizacion

5-HT1a Giro Hipocampo, nicleo de rafe
5-HT1s Giro Estriado, sustancia negra
5-HT1 | 5.HTp Giro Vasos sanguineos craneales
5-HT1e Gio Corteza
5-HT1r Gio Encefalo y periferia
Plaquetas, musculo liso, corteza
5-HT2a Ggu
cerebral
S5-HT2 | 5.HT, Ggu1 Fondo gastrico
Plexo coroideo, corteza,
5-HT2c Gy

hipocampo

Nervios periféricos, tracto
5-HT3 5-HTsac

intestinal
5-HT4 Gs Hipocampo, tubo digestivo
5-HTs 5-HTsa Gio Hipocampo
5-HTss Giro Habénula medial e hipocampo
5-HTs Gs Cuerpo estriado
5-HT7 Gs Hipotalamo, intestino
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Figura 1. Principales vias de sefalizacion de la serotonina. AC, adenilato
ciclasa; ATP, adenosin trifosfato; cAMP, adenosin monofosfato ciclico; DAG,
diacilglicerol; PIP,, fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; PLC, fosfolipasa C; IPs, inositol
1,4,5-trifosfato; PKA, proteina quinasa A; PKC, proteina quinasa C. Modificado
(Berumen et al., 2012).

Los receptores se encuentran localizados en mdltiples tejidos, principalmente
en el cerebro. Dentro de los receptores serotoninérgicos implicados en la mediacién
de la ingesta de alimentos, se encuentran los receptores 5-HT1g y 5-HT2c los cuales
mediante su agonismo presentan efectos hipofagicos, mientras que el antagonismo
del receptor 5-HTs parece tener un efecto anoréxico (Sargent y Henderson, 2011);
alguna variacién en su expresion se puede ver relacionada con el desarrollo de

enfermedades de tipo nutricional como la anorexia y la obesidad.
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2.7 Obesidad y receptores a serotonina

Qué, cuando, porqué y cuanto comer, es un complejo proceso dependiente
de la habilidad del cerebro para integrar las sefales inhibitorias y excitatorias del
organismo. Las sefiales excitatorias reflejan la necesidad de energia y nutrientes,
mientras que las inhibitorias surgen de las sefiales de saciedad después del
consumo de alimentos (Haahr et al., 2012).

El papel de la serotonina en el control del apetito se encuentra bien
reconocido, los farmacos serotoninérgicos como la fenfluramina, fluoxetina,
sibutramina, m-clorofenilpiperazina, lorcaserina, teofensina y dexfenfluramina por
mencionar algunos, reducen el consumo de alimentos en roedores, en una forma
consistente con el realce de la saciedad. En humanos, se ha demostrado una
reduccion en el consumo caldrico, un efecto asociado con un hambre reducida y
saciedad incrementada con el uso de este tipo de farmacos (Halford y Harrold,
2012). Estudios realizados en animales reportan a los receptores 5-HT1a, 5-HT1s, 5-
HTip, 5-HT2c, 5-HT4, 5-HTe y 5-HT7 (Tabla 4) como elementos que influencian la
ingesta de alimentos, ademas se les considera como blancos terapéuticos

farmacoldgicos anti-obesidad (Garfield y Heisler, 2009).

Se realiz6 una resonancia magnética nuclear a un grupo de humanos
utilizando el rastreador [**C]SB207145 el receptor 5-HT4 ubicado en la regién del
hipocampo izquierdo presenté una relacion positiva entre el incremento de su
densidad con respecto al IMC (Haahr et al.,, 2012). Los sistemas centrales
serotoninérgicos pueden regular la eficiencia del gasto energético. Para el receptor
5-HT1a durante el desarrollo de las ratas Zucker obesas a las cuales se les
administré6 el antagonista 8-OH-DPAT, mostraron diferentes respuestas a la
alimentacion, indicando la relacion de los cambios en el metabolismo cerebral de la
5-HT en las regiones del hipotdlamo, el cértex frontal y el cértex parietal (Voigt et
al., 2002).
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Tabla 4. Receptores serotoninérgicos relacionados con obesidad

Efecto en el
Receptor Tipo de manipulacion consumo de
alimentos
5-HT1a Agonismo Incremento
5-HT1a Antagonismo Disminucion
5-HT1s Agonismo Disminucion
5-HT2a Agonismo Disminucion
5-HT2c Agonismo Disminucion
5-HT2c Antagonismo Incremento
5-HT3s Antagonismo Incremento
5-HT4 Agonismo Disminucion
5-HTs Antagonismo Disminucion

Los farmacos que inhiben la recaptura de serotonina, permiten que
permanezca en concentraciones considerables y por un tiempo mayor en el espacio
sinaptico incrementando la actividad de receptores postsinapticos serotoninérgicos,
los cuales causan reduccién en el consumo de alimentos durante la comida,
cambiando el patron de alimentacion. Sin embargo medicamentos como la
fluoxetina y sertralina que disminuyen la ingesta de alimentos, no se encuentran
indicados para el tratamiento de la obesidad, debido a su efecto no especifico en la
reduccion de peso; ademas después de un largo periodo de consumo se observa el
fendmeno de recuperacion del peso perdido en los pacientes (Feijo Fde et al.,
2011).
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El sistema serotoninérgico, concomitantemente regula las funciones
antagonistas de neuronas POMC/CART y AgRP/NPY, despolarizando neuronas
POMC/CART a través de la accién de receptores 5-HT2c acoplados a proteina Gqy
la hiperpolarizacion de neuronas AgRP/NPY mediante la accion de receptores
5-HTig acoplados a proteina Gi. Es de notar que compuestos agonistas
serotoninérgicos son muy eficaces en la reduccién de la ingesta de alimentos y se
vuelven ineficaces por la inactivacion farmacoldgica o genética de un Unico objetivo
rio abajo del receptor de melanocortina. Estos datos dilucidan que la via de la
melanocortina, es un objetivo clave para el control de la hipofagia serotoninérgica
(Garfield y Heisler, 2009).

El receptor serotoninérgico que mas se ha relacionado con la obesidad,
debido a la cantidad de informacion con la que se cuenta es el subtipo 5-HT2c. Los
modelos de ratones knockout a los cuales se les indujo una mutacion del gen
HTR2C para el receptor a serotonina 5-HTzc, presentaron hiperfagia y consumieron
comidas mas largas, indicando un déficit en la saciedad; estos rasgos contribuyen a
un incremento de la masa corporal (Tecott, 2007). Ratones con obesidad inducida
por dieta y ratones knockout ob/ob para el receptor de leptina B6.V-Lep®/J (exhiben
obesidad y poseen niveles elevados de glucosa e insulina en el ayuno comparado
con los ratones silvestres), a los ratones obesos se les administré durante 14 dias
el agonista clasico para receptores 5-HT2c m-clorofenilpiperazina observandose
una mejoria en la homeostasis de glucosa e insulina en los animales expuestos a la
dieta y en los mutantes, sin afectar la ingesta de alimentos a través de un
mecanismo dependiente del receptor a melanocortina 4. (Zhou et al., 2007). El
farmaco lorcaserina es un agonista selectivo de los receptores 5-HT2c debido a su
mayor afinidad con respecto a los receptores 5-HT2g la lorcaserina inhibe el
desarrollo de la obesidad inducida por dieta un afio de tratamiento en humanos
logra disminuir hasta 5.8 kg de peso corporal (Halford y Harrold, 2012). Los
receptores 5-HTs en ratones deficientes del receptor muestran una sensibilidad

reducida a la obesidad inducida por la dieta; esto puede deberse a que los dos
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subtipos de receptores, pueden tener roles opuestos, al mediar la funcién de la

serotonina en la sefializacion de la alimentacion (Frassetto et al., 2008).

La funcion de los receptores 5-HTsa no se ha caracterizado por completo,
hasta el momento se les ha atribuido funcién en el control del ciclo circadiano
(Duncan et al., 2010) entre otras posibles funciones. Los estudios realizados por
Rees et al.,, 1994 demostraron que existe una importante similitud entre los
receptores 5-HTsa y los receptores 5-HT1p, conduciendo a la especulacion de que
algunas de las acciones atribuidas a estos receptores 5-HTip (es decir, control
motor, ansiedad, comportamiento de alimentacion), en realidad podrian involucrar a
los receptores 5-HTsa. Recientemente se identifico al receptor 5-HTsa, cOmo un
factor que esta fuertemente asociado con los niveles plasmaticos de triglicéridos
elevados en la poblacién del norte de Europa, esto sugiere un potencial cerebral
especifico de regulacion de los niveles de triglicéridos en plasma, posiblemente por
la alteracion de la expresion de 5-HTsa, contribuyendo a los indices de obesidad
(Zhang et al., 2010).

2.8 Obesidad y receptores a serotonina en el hipocampo

Un set completo de sistemas neuroendocrinos controla el comportamiento de
la alimentacién, la energia y la homeostasis de la glucosa. Los péptidos y
neurotransmisores interacttan cercanamente en el hipotdlamo, donde las
hormonas periféricas, metabdlicas y sefales nutricionales son integradas para
regular estos procesos fisioldgicos. Se ha buscado elucidar la regulacion
serotoninérgica de la funcibn hipotaldmica sin llegar a comprenderla
completamente. Multiples subtipos de receptores a 5-HT se expresan en las
regiones hipotalamicas implicados en el equilibrio energético incluyendo el 5-HT1a,
5-HT1g, 5-HT2a y 5-HT7. De estos, el subtipo 5-HTig ha sido el mas fuertemente
implicado en la supresion de la alimentacion (Tecott, 2007). Sin embargo la red

neural responsable de la integracién total de este sistema, no es limitada al
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hipotdlamo, sino que incluye otras importantes estructuras celulares como el

hipocampo (Banas et al., 2009).

El hipotadlamo y el hipocampo reciben serotonina del nucleo de rafe; sin
embargo el hipocampo se encuentra relacionado méas especificamente en el control
de las funciones cognitivas relacionadas con la comida; también se ha reportado un
incremento en la liberacion de 5-HT en el hipocampo asociado al consumo de
alimentos. En el hipocampo medial la liberacion de 5-HT se incrementa después del
consumo de alimentos, pues al ser un anorexigénico, su liberacion posterior al
inicio de la alimentacion, representaria el comienzo de las sefales de saciedad

para detener el consumo de alimentos (Banas et al., 2009).

Toda la familia de receptores a serotonina se encuentra expresada en el
hipocampo, es parte del sistema limbico (sistema relacionado con el procesamiento
de la memoria, juicio, afecto y motivacion de las acciones planeadas). La
innervacion de las vias serotoninérgicas en el hipocampo y la expresion diversa de
los receptores a serotonina en esta area del cerebro, reflejan las funciones
generales relacionadas a la 5-HT, en particular con la cognicion, humor e ingesta de
alimentos (Berumen et al., 2012); la distribucion de la expresion de los receptores
5-HT2c y 5-HTsa durante la ontogenia en el hipocampo fue detectada mediante

inmunohistoquimica (Garcia-Alcocer et al., 2006).

Al comparar por resonancia magnética nuclear, el encéfalo de adolescentes
humanos con exceso de peso contra adolescentes de peso normal se determind un
incremento de volumen en el hipocampo derecho de los adolescentes con exceso
de peso, lo cual fue relacionado con el aspecto emocional y motivacional del

consumo de alimentos (Moreno-Lépez et al., 2012).

La leptina puede regular la expresion de los receptores a serotonina 5-HTsa,
como fue reportado en el nimero de receptores presentes en la membrana de las

neuronas en CAl y el giro dentado del hipocampo, las ratas al ser tratadas con
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leptina disminuyeron la expresion del receptor 5-HTsa en comparacion con el
control (Garcia-Alcocer et al., 2010). Se ha observado que cuando los niveles
hipocampales de leptina disminuyen, la plasticidad sinaptica se ve modificada, lo
cual es importante porque facilita el aprendizaje espacial y también ha sido
considerada como un factor principal de la neurogénesis observada en la obesidad
(Grillo et al., 2011).

Alun quedan por descubrir funciones de la serotonina en la region del
hipocampo y los estudios funcionales concernientes a los efectos en el hipocampo
han sido contradictorios, posiblemente dependiendo del tipo de receptor a
serotonina que se encuentre involucrado (Bombardi, 2012), como su relacién con la
ansiedad y el estrés (Graeff et al., 1996), los cuales son moduladores de gran
alcance de la conexion cuerpo-mente, que esta fuera de equilibrio en individuos
obesos (Cizza y Rother, 2012), por lo que es necesario incrementar los estudios en
esta region para ampliar los conocimientos de su relacion con respecto a la

obesidad.
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I1l. JUSTIFICACION

En el desarrollo de la obesidad se han visto implicados mdultiples elementos
gque conforman wuna compleja interaccion, destacando: el ambiente, Ia
predisposicion genética y el comportamiento humano; donde un ambiente rodeado
principalmente de alimentos hipercaldricos favorecen el incremento de la masa
corporal, considerandose asi la obesidad como una patologia de arquetipo
multifactorial (Nguyen y El-Serag, 2010).

Los péptidos y neurotransmisores interactian en el hipotdlamo, donde las
hormonas periféricas, metabdlicas y sefiales nutricionales son integradas
resultando en la regulacion de la ingesta de alimentos (Banas et al., 2009), por lo
tanto la mayoria de las investigaciones, se han centrado en esa region; sin
embargo se ha propuesto que la obesidad y mas especificamente la obesidad
inducida por dietas de tipo occidental pueden alterar la integridad estructural y
funcional del hipocampo (Grillo et al., 2011), propiciando una disminucion en la tasa
de neurogénesis en esta estructura (Lindgvist et al., 2006) y con ello provocando
una deficiencia en la memoria y aprendizaje, la cuales se procesan en el

hipocampo (Winocur et al., 2005).

La 5-HT se encuentra relacionada como un factor de desarrollo neuronal y
por supuesto como regulador del control del apetito. EI aumentar los niveles del
precursor 5-HTP o interrumpir la funcion neuronal de la 5-HT mediante lesiones,
produce efectos profundos en la disminucién de la alimentacién en los roedores.
Ademas, los farmacos relacionados con 5-HT como los agonistas y los inhibidores
de la recaptura reducen el consumo de alimentos, de forma consistente con el
realce de la saciedad (Halford y Harrold, 2012), logrando asi restablecer la
conexion hambre-saciedad cuerpo-mente, que esta fuera de equilibrio en individuos
obesos (Cizza y Rother, 2012).
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La relacion del receptor 5-HT2c con el control de la ingesta de alimentos
aunado a la escasa informacion concerniente a la relacion entre la obesidad con los
receptores a serotonina 5-HTsa y la variabilidad en la expresion de los receptores
en el hipocampo cuando se somete a una dieta alta en energia, abre una venta de
oportunidad para resolver varias interrogantes que ayudaran a comprender mas la
patologia de la obesidad. Una investigacion que comprenda los receptores
serotoninérgicos aumentara el conocimiento de la regulacién serotoninérgica y sus
implicaciones en la ingesta de alimentos por lo que se tendra una mayor precision
de los mecanismos implicados en el desarrollo y origen de la irregularidad
alimenticia, donde se ven implicados procesos afectivos, de memoria y plasticidad

como uno de los posibles origenes de la misma.
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IV. HIPOTESIS
La obesidad inducida por dieta y una dieta suplementada con triptéfano

genera cambios en la expresion de los receptores serotoninérgicos 5-HTac y 5-HTsa

en el hipocampo de ratas Sprague-Dawley.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar los cambios de expresion de los receptores a serotonina 5-HTac
y 5-HTsa en el hipocampo de ratas Sprague-Dawley con obesidad inducida por una

dieta alta en energia y suplementada con triptéfano.

5.2 Obijetivos Especificos

e Emplear una dieta alta en energia (HED) para inducir obesidad a ratas

Sprague-Dawley jovenes.

e Emplear una dieta alta en energia (HED) para inducir obesidad a ratas

Sprague-Dawley jovenes suplementada con triptéfano.

e Semicuantificar la expresion de los receptores a serotonina 5-HT2c y 5-HTsa
mediante la técnica de inmunohistoquimica en el hipocampo de ratas control

y obesas y comparar los cambios de expresion.
e Cuantificar la expresiéon proteica de los receptores a serotonina 5-HToc y

5-HTsa mediante la técnica de western blot en el hipocampo de ratas control

y obesas y comparar los cambios de expresion.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Reactivos

Solucién buffer de sales de fosfatos (PBS) 10X.

Solucién de p-formaldehido (PFA) al 4% en PBS1X.

Sacarosa al 30% en PBS1X.

Medio para congelacion de tejidos (Jung®).

Solucién buffer de fosfato con Triton al 0.5% (PBT).

Peréxido de hidrogeno al 1% en PBS1X.

Leche en polvo descremada al 3% y 5% en PBT (Biorad®).

Anticuerpo primario contra p-actina hecho en cabra (Santa Cruz®).
Anticuerpo primario contra 5-HT2c hecho en conejo (Santa Cruz®).
Anticuerpo primario contra 5-HTsa hecho en conejo (Santa Cruz®).
Anticuerpo secundario peroxidado anticabra hecho en conejo (Santa Cruz®).
Anticuerpo secundario peroxidado anticonejo hecho en cabra (Santa Cruz®).
Anticuerpo secundario biotinilado anticonejo hecho en cabra (Santa Cruz®).
Buffer amortiguador de lisis (50 mM Tris-HCI pH 7.1).

Tabletas inhibidoras de proteasas (Roche®).

Reactivo de Bradford (Biorad®).

Solucién estandar 1 mg/mL de BSA.

Amortiguador de carga en relacion 1:1 (H2O destilada, Tris-HCI 0.125 M,
glicerol 20%, SDS 4%, Azul de bromofenol 0.02%, 2-mercaptoetanol 200
mM).

Membrana de nitrocelulosa (Amersham Biosciences®).

Geles de poliacrilamida (29% acrilamida; 0.8% bis-acrilamida) al 7.5%.
Marcador de peso molecular (Amersham Biosciences®).

Buffer amortiguador de transferencia (3.03 g Tris-base, 14.4 g glicina; 200
mL metanol; H>O destilada a 1 L).

TBS (Tris-HCI1.0 mM, NaCl15 mM, pH 8).

46



e Reactivo de deteccion preparado 1:1 soluciones 1y 2 luminol y peroxido de
hidrogeno del kit ECL (Amersham, GE Healthare®).

e Fijador (Kodak®).

e Revelador (Kodak®).

e Pelicula de autoradiografia (Amersham Biosciences®).

e Alimento para roedores 5001 (Purina®).

e Leche Condensada (Nestlé®).

e Aceite de maiz (Cristal®).

e L-Triptéfano (Sigma Aldrich®).

6.2 Materiales

e Estuche de diseccion.

e Cajas petri de plastico.

e Navajas.

e Cajas de refrigeracion 4°C (Cryo-Safe®).

e Tubos de 2mL, 1.5mL y 200uL (Eppendorf®).

e Tubos de 50mL y 15mL (Falcon®).

e Refractarios de vidrio con tapa (Pyrex®).

e Vasos de precipitado (Pyrex®).

e Probetas de 500mL, 250mL y 100mL (Pyrex®).

e Micropipetas de 1000uL, 100uL y 20uL (Pipetman®).
e Frascos de vidrio para diluciones (Pyrex®).

e Portaobjetos y cubreobjetos.

e TermOmetro.

e Tiras medidoras de Glucosa (Accutrend, Roche®).

e Tiras medidoras de Colesterol (Accutrend, Roche®).

e Hypercassette (Amersham Biosciences®).
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6.3 Equipos

e Estereoscopio (Zeiss, StemiDV4®).

e Criostato (Leica CM 1850®).

e Microscopio con camara (Axiostar Zeiss, MRC®).

e Plato caliente con agitacion.

e Balanza analitica.

e Refrigerador (4 °C)

e Congelador REVCO (-20 °Cy -70 °C).

e Centrifuga Microfuge 22R (Beckman Coulter®).

e Espectrofotometro (Ultrosepec 2100 pro®).

e Fuente de poder (Biorad®).

e Camara de electroforesis (Biorad®).

e Camara de transferencia (Biorad®).

e Transiluminador (Biorad®).

e Equipo para la determinacion de glucosa, colesterol y triglicéridos en sangre
total (Accutrend, Roche®).

6.4 Animales

Se usaron ratas Sprague Dawley macho de 21 dias de edad, se manipularon
de acuerdo a lo estipulado en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999:
“Especificaciones técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio”. Antes de sacrificarse todos los animales utilizados se mantuvieron
entre 21 + 2 °C, con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas y porcentaje de humedad

de 55 + 5%, alimentacion y suministro de agua ad libitum.
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6.5 Induccion de la obesidad

Se formaron cuatro grupos: 1) ratas expuestas a una dieta control, 2) ratas
expuestas a una dieta alta en energia (HED) 3) ratas expuestas a una dieta control
y suplementada con triptéfano y por ultimo 4) ratas expuestas a una dieta HED
suplementada con triptéfano. A las ratas con 21 dias de nacidas se les colocé
durante 4 dias en periodo de adaptacion, durante los cuales se les otorgé la dieta
control (Purina 5001); a los grupos que fueron sometidos a una dieta diferente a la
control, se les presentd diariamente cada tratamiento alimenticio respectivamente
por un periodo de 20 minutos, para después retirarlo y colocar la dieta control.
Pasado el periodo de adaptacion, los animales fueron sometidos a cada uno de los
tratamientos alimenticios por 15 semanas, con disposicion ad libitum; una vez

pasado el periodo, las ratas fueron sacrificadas.

El contenido de las dietas para cada grupo fue: la dieta HED estaba
compuesta por un 48% de alimento Purina 5001, 44% de leche condensada y 8%
de aceite de maiz y el suplemento de triptéfano consistié en 1g de L-triptéfano por
cada 100g de alimento. Se realizaron los calculos correspondientes para determinar
el contenido caldrico en cada tipo de alimentacion. La dieta HED mostré un mayor
contenido calorico (aprox. 4.15 kcal/gr), en comparacion a una dieta regular o CTR

(aprox. 4.03 kcal/gr).

6.6 Medicidon de pardmetros bioguimicos

Las ratas se pesaron semanalmente y quincenalmente se les extrajo sangre
de la cola para determinar el nivel de glucosa con las tiras reactivas; también se
realizd una medicion al final del tratamiento del colesterol total. Ambos parametros
fueron determinados con el equipo Accutrend® GCT. EI método que utiliza el

aparato es mediante la incidencia de luz de un diodo emisor de luz (DEL).
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En la parte inferior de la tira reactiva; se aplica una gota de sangre en la zona
de test de la tira la sustancia a determinar en la muestra aplicada representa una
reaccion enzimatica produciendo una coloracion cuya intensidad depende de la
concentracion de la sustancia a determinar. La intensidad del color se medira
iluminando la zona de test situada en la parte inferior de la tira con el DEL y
midiendo la intensidad de la luz reflejada con un detector. Para calcular el resultado
se evalla la sefial de la luz reflejada teniendo en cuenta el valor del blanco medido
inicialmente y los datos de que dispone el aparato previamente programados. Los
limites de deteccién manejados son: Glucemia 20 — 600 mg/dL y para Colesterol
150 — 300 mg/dL.

6.7 Inmunohistoqguimica

El sacrificio de las ratas se llevo a cabo aplicando pentobarbital sédico a una
dosis de 40 mg/kg de peso para anestesiarlas. Las ratas fueron sometidas a una
prefijaciéon con p-formaldehido realizando una perfusion cardiaca. Los encéfalos se
extrajeron y se colocaron en PFA al 4% durante toda la noche a 4°C. Una vez
transcurrido el tiempo de fijacion se enjuagé en buffer de fosfatos (PBS 1X). Los
tejidos se incubaron después en una solucién de sacarosa al 30% en PBS y se
refrigeraron a 4°C durante 2 dias. A continuacion se sumergieron en un medio de

congelacion dentro de un molde y se guardaron a -70°C.

Posteriormente se llevaron a cabo cortes coronales de 12 um de espesor en
el criostato y fueron colocados en portaobjetos (tres cortes por cada laminilla), los
cuales fueron almacenados a -20°C. Las laminillas se seleccionaron de acuerdo a
donde se podian apreciar en el menor volumen posible del hipocampo todas sus
regiones y se colocaron en una camara humeda. Se lavaron con PBS 1X, se cubrio
la camara con papel aluminio para proteger de la luz; a continuacion en cada

laminilla se colocaron 500uL de la solucién de perdxido de hidrogeno al 1%, para
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bloquear la peroxidasa enddgena, dejdndose incubar durante 1 hora a temperatura

ambiente.

Una vez transcurrido este tiempo se procedid a hacer 3 lavados y
posteriormente se adiciono la solucion de bloqueadora de leche en PBT. Después
se volvio a lavar tres veces con buffer de fosfato con tritobn (PBT 0.5%).
Consecutivamente se aplicaron 300uL de los anticuerpos primarios hechos en
conejo en dilucion para 5-HT2c y 5-HTsa, se conservaron incubando a 4°C durante
toda la noche. Al dia siguiente en la mafiana se realizaron 3 lavados, después se
colocaron en cada laminilla 300pL de una dilucion en PBT 0.5% del segundo
anticuerpo hecho en cabra anticonejo para 5-HToc y 5-HTsa, esta vez se dejo
incubar con el segundo anticuerpo 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente
se lavaron nuevamente las laminillas 3 veces con PBT 0.5%. Se incubd durante
media hora con el reactivo para amplificacion ABC y se realizaron 3 lavados con
PBT 0.5%.

Para revelar la marca inmunorreactiva, en una camara se coloco PBS1X
0.042g de diaminobencidina y 612.5uL de peréxido de hidrégeno al 3%. Se
sumergieron las laminillas en la camara en la oscuridad hasta que te tejido tomo
una coloracion café claro. Posteriormente se aplicd una gota de glicerol al centro de
cada laminilla, se coloco el cubreobjetos, dejandolo caer sin presionarlo. Por ultimo,

ya fijadas las laminillas, se observaron en un microscopio de campo claro.

6.7.1 Densitometria

Las fotografias del hipocampo completo y de cada una de las regiones (CAL,
CA2, CA3 y DG) se tomaron a cuarto cerrado con el microscopio Axiostar, acoplado
a una camara digital AxioCam MRC Zeiss. De las fotografias seleccionadas de las
distintas regiones y tratamientos, se midio la marca reactiva cuantificando la escala

de gris con el software KS-300 Zeiss. Para cada una de las imagenes se registraron
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los valores de MEAN/grey, STDD/grey, MIND/grey, MAXD/grey, SUMD/grey,
SUMQD/grey2, AREA/micrometer2) para analizar los resultados se trabajoé con el
dato SUMQD/grey?2.

6.8 Western blot

6.8.1 Extraccion de proteinas a partir de tejido

El sacrificio de las ratas se llevo a cabo aplicando pentobarbital sédico a una
dosis de 40 mg/kg de peso para anestesiarlas, se decapitd a los animales para
extraer el encéfalo y el hipocampo, congelandose a -70 °C hasta su utilizacion. El
tejido se homogeniz0 en amortiguador de lisis (25 mM Tris-HCI pH 7.1)
suplementado con inhibidores de proteasas (Tabletas Complete Mini, Roche).
Posteriormente el homogenizado se incub6é 1 hora a 4 °C en agitacion y se
centrifugdé 15 minutos a 3000 rpm a 4 °C, se recupero el sobrenadante, luego se
volvié a centrifugar 15 minutos a 12000 rpm a 4°C, las proteinas se localizaron en

el sobrenadante.

6.8.2 Cuantificacion de proteinas

La concentracidon de proteinas celulares contenidas en los homogenizados
se determin6 por el método de Bradford. Se prepar6é una curva de calibracién por
triplicado a concentraciones: 2.5, 5, 10, 15y 20 ug/mL de BSA (albumina bovina
sérica 0.1 mg/mL) como se muestra en la Tabla 5. Se realiz6 la curva de

calibracion, graficando absorbencia a 595 nm contra concentracion de proteina.

Para realizar la cuantificacion de proteinas, se tomaron 2 yuL de muestra, se
diluyeron con 798 pL de H>0 destilada, y se agregd 200 uL de azul de Coomasie a
cada una de las muestras. Se prepararon duplicados de las muestras. Las

muestras fueron incubadas durante 5 min y se ley6 la absorbencia a 595 nm y
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mediante la ecuacion de la recta, se interpolaron los datos de las muestras para

obtener la concentracién de proteina total.

Tabla 5. Preparacion de curva de calibracion de proteinas

Soln. Stock Reactivo de

Celda Conc. BSA H>O (uL
(ho) 20 (Hb) BSA (UL)  Bradford (jL)

Blanco 0 800 0 200
1 2.5 775 25 200
2 5 750 50 200
3 10 700 100 200
4 15 650 150 200
5 20 600 200 200

6.8.3 Electroforesis SDS-PAGE

Se realizaron célculos para cargar 8 ug, 35 ug y 50 ug de proteina por pozo
para identificar a la p-actina, al receptor 5-HToc o0 al receptor 5-HTsa
respectivamente. Antes de cargar las muestras en el gel se adiciondé amortiguador
de carga en relacion 1:1 (H20 destilada, Tris-HCI 0.125 M, glicerol 20%, SDS 4%,
Azul de bromofenol 0.02%, 2-mercaptoetanol 200 mM), adecuandose a un volumen

de carga de 20 pL y se hirvieron durante 5 min.

Se prepararon geles de poliacrilamida (29% acrilamida; 0.8% bis-acrilamida)

al 7.5%, se cargaron las muestras y el marcador de peso molecular, se corri6 la
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electroforesis durante 15 minutos a 100 V y 35 minutos a 150 V hasta que el azul

de bromofenol llegé al final del gel.

6.8.4 Electrotransferencia

Al concluir la separaciéon de las proteinas en funcién de su peso molecular,
se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Amersham Biosciences). Para
ello, los siguientes materiales se prehumedecieron en amortiguador de
transferencia (3.03 g Tris-base, 14.4 g glicina; 200 mL metanol; H>O destilada a 1 L)
en el siguiente orden: catodo, esponja, papel Whatman, gel, membrana, papel
Whatman, esponja, anodo, debido a la carga negativa de las proteinas migraron

hacia el anodo. Se transfirio 1 horaa 120 V.

6.8.5 Blotting

Luego de la transferencia, la membrana se lavé durante 10 minutos en
PBS1X para eliminar restos de poliacrilamida y se bloque6 con una solucién de
leche en polvo descremada en PBS1X de 3 a 5 horas, para evitar la union
inespecifica de los anticuerpos a la superficie de la membrana. Se lavo tres veces
con PBS1X y se incubd con los anticuerpos primarios para (-actina y para los
receptores diluidos en PBT 0.5% toda la noche a 15°C. Concluida la incubacién, se
lavd la membrana 3 veces en PBS1X y se incubd con un anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa diluido en PBT con leche al 1%. La membrana se incubo
durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacién y por ultimo se lavd tres
veces en PBS1X.

6.8.6 Deteccidn y revelado

La deteccion se realizd por medio del ensayo de quimioluminiscencia

potenciada. La membrana se sumergio en el reactivo de detecciéon [preparado 1:1
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soluciones 1 y 2 (luminol y peréxido de hidrogeno) del kit ECL], esto provoca una
oxidacién catalizada por peroxidasa, que produce quimioluminiscencia del luminol.
La luz resultante se detecta al exponer la membrana a una pelicula de
autoradiografia. El proceso de revelado se llevé a cabo en un cuarto obscuro. El
fijador y revelador (Marca KODAK) se prepard diluyendo 70 mL de la solucion
respectiva a un volumen de 250 mL con H20 destilada. Se tomé la pelicula de
autoradiografia (Amersham Biosciences), y se presiond contra la membrana de
nitrocelulosa en el hypercassette durante diferentes tiempos hasta encontrar el
ideal. Pasado el tiempo, se tomé la placa y se sumergio en el revelador, se enjuagé
con agua, se sumergio en fijador y por ultimo se enjuago con agua, sumergiéndose

la pelicula 1 minuto en cada solucion.

Terminado el revelado, en la pelicula se observaron sefiales que indicaran la
presencia de la proteina deseada. Dichas sefiales se compararon guiadas por el
marcador de peso molecular, coincidiendo con el peso de la proteina; mediante

estudio densitométrico se evaluo la diferencia de expresion entre cada grupo.

6.9 Analisis estadistico

Para encontrar diferencias entre los pesos de los grupos se realiz6 una
prueba de ANOVA de 2 vias con un post hoc de Bonferroni, asi como para las
mediciones de glucosa, consumo de alimento y toma de agua. Para las
densitometrias por pares de grupos se utilizé6 un andlisis estadistico T de student.
En el caso del colesterol y western blot se realiz6 un ANOVA de 1 via con post hoc
de Tukey, para asi correlacionar si la expresion de las proteinas 5-HToc y 5-HTsa

entre tratamientos poseen diferencias estadisticamente significativas.
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Induccién de la obesidad

Se logré inducir obesidad a ratas jévenes (Figura 2) mediante una dieta alta
en energia (HED), los resultados indicaron cambios estadisticamente significativos
a partir de la semana 13 a la 15 con respecto a la dieta control (CTR). Los grupos
control con triptéfano (CTR+TRP) y alto en energia con triptéfano (HED+TRP) no
presentaron diferencias significativas con respecto al CTR. Se utilizé un test de
analisis de varianza (ANOVA) de dos vias y una prueba posterior de Bonferroni

para comparaciones multiples.

Incremento de Peso

] CTR
- HED
400-
-«- CTR+TRP
g 300+ HED + TRP
£
©
| .
O 200-
100-
c L] L) L] A L A

1 3 5 7 9 11 13 15
Semana de tratamiento

Figura 2. Incremento de peso corporal. El peso corporal fue medido
semanalmente para cada grupo compuesto de siete ratas respectivamente. Los
valores son medias * error estandar (SEM), letra diferente indica una diferencia
significativa P<0.05
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En los resultados obtenidos es interesante observar que el grupo HED+TRP
se mantuvo con el mismo peso promedio, a lo largo de todo el tratamiento en
comparacién con el grupo CTR+TRP; por lo que las ratas bajo este régimen
alimenticio alto en energia pero suplementado con triptéfano, no desarrollaron una
obesidad inducida por la dieta. Se observé un pico en la semana de tratamiento
namero 7 para el grupo CTR+TRP, sin embargo el comportamiento se normalizé en

las semanas posteriores.

8.2 Medicion de parametros bioquimicos

Durante el transcurso del tratamiento, los niveles de glucosa plasmatica
fueron monitoreados de forma quincenal para detectar cambios en el metabolismo
de la misma (Figura 3). Los resultados obtenidos indicaron que el tipo de dieta no
vario significativamente los niveles glucémicos entre los grupos, sin embargo se
presentd una leve tendencia de disminucion gradual de los niveles conforme

pasaban las semanas de tratamiento.

Glucosa

200- — CONTROL
— HED

-«- CTR+TRP
HED + TRP

3 5 7 9 11 13 15
Semana de tratamiento

—

Figura 3. Glucosa plasmética. Las medidas fueron realizadas quincenalmente.
Los valores son medias + SEM, (mg/dL)
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Una Unica medicion se realiz6 en la semana 15 del tratamiento para
determinar el nivel de colesterol total (Figura 4). Los niveles plasmaticos fueron
significativamente menores para el grupo HED+TRP con un valor medio de 156
mg/dL en comparacion con los grupos CTR, HED y CTR+TRP donde los
parametros se encontraron en 169 mg/dL, 173 mg/dL y 165 mg/dL respectivamente.

Colesterol
200+
B CTR
b WA HED
150- B CTR+TRP
— B8 HED + TRP
T
D) 100+
=
50-
0-

Semana 15

Figura 4. Colesterol total. Tratamiento (medido a la semana 15). Los valores son
medias £ SEM. Se realizé un analisis de ANOVA de una via seguido por un post
hoc de Tukey. La letra distinta indica una diferencia significativa P<0.05

8.3 Consumo de alimento

En la Figura 5 se presenta el valor promedio diario del consumo de alimento
en gramos por semana de tratamiento. Los grupos CTR y CTR+TRP reportaron un

consumo significativamente mayor en comparacién con las otras dos dietas a
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excepcion de la semana 15 y dltima del tratamiento donde las pruebas estadisticas

revelaron que no se encontro diferencia entre los grupos.

Consumo de alimento por rata

- CTR

- HED

25+
-«= CTR + TRP

-~ HED + TRP
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5 7 9 11 13 15
Semana de tratamiento

-
We

Figura 5. Consumo de alimento. La grafica muestra el promedio diario de comida
consumida en gramos por semana. Los valores son medias + SEM. Letra diferente
indica una diferencia significativa P<0.05 de acuerdo a un analisis de ANOVA de 2
vias seguido por un post hoc de Bonferroni

8.4 Consumo de aqua

Asimismo se monitoredé la cantidad de agua en mililitros consumida
diariamente en promedio semanal por rata (Figura 6). Los grupos con dieta CTR y
CTR+TRP bebieron mas agua de forma estadisticamente significativa en
comparacion a aquellas expuestas a una dieta de tipo HED y HED+TRP. Es
interesante mencionar que se obtuvieron en promedio 20 mL de diferencia entre el
consumo de agua de los grupos CTR con respecto a los grupos HED, sin importar

la adicién o no de triptéfano; dicha diferencia se mantuvo durante el tratamiento.
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Consumo de H,O por rata
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- CTR
60+ - HED
-= CTR +TRP
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E 40+
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1 3 5 7 9 11 13 15

Semana de tratamiento
Figura 6. Consumo de H,O. La grafica muestra el promedio diario de agua
consumida en mililitros por semana. Los valores son medias + SEM. Letra diferente

indica diferencia significativa P<0.05 de acuerdo a un analisis de ANOVA de 2 vias
seguido por un post hoc de Bonferroni

8.5 Determinacion de los niveles de expresion de receptores 5-HToc v 5-HTsa por

inmunohistoquimica

Se observo la distribucion de los receptores 5-HToc y 5-HTsa en el
hipocampo de ratas, con el método de inmunohistoquimica basado en la reaccién
de peroxidasa amplificada acoplada a biotina y revelada con DAB en cortes de tipo
coronal del encéfalo. El corte permitié diferenciar facilmente las regiones tipicas

gue conforman el hipocampo: CAl, CA2, CA3y DG.

Las condiciones idéneas de anticuerpos primarios y secundarios fueron
estandarizadas por subtipo de receptor, para mostrar la proporcion necesaria de

marca inmunorreactiva (MIR) sin interferencia del fondo. Con la idea de precisar la
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posible marca inespecifica del anticuerpo secundario, se realizaron los
experimentos en donde una laminilla era blanco a la que se agregaron todos los
reactivos con excepcion de anticuerpo primario (Figura 7). En los experimentos no
se encontr6 marca inmunorreactiva con lo que queda comprobado que el

anticuerpo secundario no induce marca inespecifica.

Figura 7. Tejidos blancos. Se muestran cortes de tipo coronal del hipocampo
derecho a los cuales no se les aplicé anticuerpo primario y por lo tanto no muestran
MIR. A) Blanco de tejido para el receptor 5-HT2c, B) Blanco de tejido para el
receptor 5-Hsa. Fotos 1,25x.

En los grupos problema se consideroé la presencia de MIR cuando se aplico
el anticuerpo primario y en las muestras se observd marca en las membranas
celulares (Figura 8) Para los diferentes grupos de dietas CTR, HED, CTR+TRP y
HED+TRP, se realizaron por triplicado las respectivas inmunohistoquimicas
procediéndose a analizar la distribucion de la MIR y los cambios de expresion que
presentaban los hipocampos para cada receptor 5-HT2c 0 5-HTsa en las distintas
regiones del hipocampo CAl, CA2, CA3y DG.

En el receptor 5-HT>c se observé sin distincion de grupo que la principal
ubicacion de las células positivas a MIR fueron las neuronas piramidales y en
menor grado las de tipo granular. De igual forma se observé para el receptor 5-
HTsa, la MIR localizada primordialmente en las neuronas piramidales y en un menor
grado en las neuronas granulares. Las células piramidales se encuentran ubicadas
en la region CAl, CA2 y CA3, el soma asume una forma triangular mide
aproximadamente 20um de longitud, con un solo axdn, una larga dendrita apical,
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multiples dendritas basales y espinas dendriticas. El giro dentado contiene una
capa densamente empaquetada de células granulares (de 4 a 10 células de
grosor), las células son pequefias (cerca de 10 um de didmetro) con soma de forma
esférica; son neuronas monopolares, y sus axones son conocidos como fibras

musgosas.

Figura 8. Marca inmunorreactiva en neuronas hipocampales. A) Células
positivas a MIR para el receptor 5-HT>c en CA2 B) Células blanco para el receptor
5-HT2c en CA2 C) Células positivas a MIR para el receptor 5-HTsa en CA2 D)
Células blanco para el receptor 5-HTsa en CA2. Fotos 40x.

La densitometria para la MIR fue semicuantificada con el software KS-300, lo
cual requirié cierto tipo de precauciones al momento de tomar las fotografias, para
evitar al maximo variabilidad ajena a dicha marca. Los datos obtenidos se
trabajaron en escala de SUMQD/grey2 para determinar en densidad Optica las

diferencias estadisticamente significativas con una P<0.05.
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La semicuantificacion de la MIR para el receptor serotoninérgico 5-HT2c se
realizé por pares de grupos de tratamiento (con o sin triptéfano). La prueba
estadistica T de student revelé que para el grupo HED el receptor mostré6 una
disminucion en la expresién en comparacion con la mostrada por el grupo CTR de
forma estadisticamente significativa para las regiones hipocampales CAl, CA2,
CA3 y DG (Figura 10). Un comportamiento similar se produjo entre los grupos
CTR+TRP y HED+TRP; ya que el grupo HED+TRP redujo significativamente la MIR
con respecto a la dieta CTR+TRP; pero a diferencia del tratamiento sin triptéfano
las disminuciones exclusivamente fueron visibles para las regiones CA2, CA3 y DG
(Figura 11).

Figura 9. Inmunohistoquimica de 5-HT,c para CTR y HED. A) Hipocampo CTR
B) Hipocampo HED C) Grafica comparativa de la densitometria entre CTR y HED
los asteriscos representan una diferencia significativa, T de student. *P<0.05, **
P<0.01, *** P<0.001. D) Células positivas a MIR para 5-HT.c en DG F) Células
blanco para 5-HT2c en DG. Fotos 1,25x y 40x respectivamente
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Figura 10. Inmunohistoquimica de 5-HT,c. para CTR+TRP y HED+TRP. A)
Hipocampo CTR+TRP B) Hipocampo HED+TRP C) Grafica comparativa de la
densitometria entre CTR+TRP y HED+TRP los asteriscos representan una
diferencia significativa, T de student. *P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. D) Células
positivas a MIR para 5-HT2c en CA1 F) Células blanco para 5-HT2c en CAL. Fotos
1,25x y 40x respectivamente

La semicuantificacion de la MIR para el receptor 5-HTsa se realizd de forma
analoga a la del receptor 5-HT2c comparando por pares de grupos de tratamiento
(con o sin triptéfano). Los resultados indicaron que entre los grupos CTR y HED hay
diferencia significativa en la region del giro dentado del grupo HED donde
disminuy0; sin embargo cabe resaltar que para las regiones CA1 y CA2 existe un
leve incremento de expresion en el receptor del grupo HED sin embargo no fue
significativo, mientras que para CA3 no se muestra variacién entre los grupos
(Figura 12). Con respecto a las dietas CTR+TRP y HED +TRP no se encontraron
diferencias significativas entre la expresion del receptor serotoninérgico 5-HTsa para
ninguna de las regiones del hipocampo mediante la prueba T de student (Figura
13).
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Figura 11. Inmunohistoquimica de 5-HTsa para CTR y HED. A) Hipocampo CTR
B) Hipocampo HED C) Grafica comparativa de la densitometria entre CTR y HED
los asteriscos representan una diferencia significativa. *P<0.05, ** P<0.01, ***
P<0.001. D) Células positivas a MIR en DG F) Células blanco en DG. Fotos 1,25x y
40x respectivamente
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Figura 12. Inmunohistoquimica de 5-HTsa para CTR+TRP y HED+TRP. A)
Hipocampo CTR+TRP B) Hipocampo HED+TRP C) Grafica comparativa de la
densitometria entre CTR+TRP y HED+TRP D) Células positivas a MIR en CA1 F)
Células blanco en CA1l. Fotos 1,25x y 40x respectivamente

65



8.6 Cuantificacion de receptores 5-HT>c v 5-HTsa por western blot

La expresion de proteinas en el hipocampo total fue analizada mediante el
método de western blot, para lo cual inicialmente se procedi6 a realizar una curva
de calibracion con una solucion de BSA por triplicado. Se obtuvo una ecuacion de
la linea recta igual a y= 0.2256x + 0.3027 y un coeficiente de correlacion igual a
r=0.98. Una vez realizada la interpolacién de los datos obtenidos de las muestras
problema, se obtuvieron las concentraciones proteicas de los extractos
hipocampales: CTR = 5.15 + 2.48 pg/y, HED = 7.76 + 1.02 ug/n, CTR+TRP = 7.60
+ 4.32 pg/p y para HED+TRP = 8.89 + 1.42 ug/u.

Una vez cuantificadas las proteinas, se realiz6 el western blot; Como control
de carga se utilizo la proteina B-actina, la cual presentdé su banda caracteristica
cercana a los 38 kDa (Figura 14C). Al realizar la densitometria de las bandas
correspondientes para los cuatro grupos no se encontraron diferencias significativas

con un analisis ANOVA de 1 via con un post hoc de Tukey.

El western blot identifico una banda con un peso aproximado de 52 kDa para
el receptor serotoninérgico 5-HT2c que corresponde con el esperado (Figura 14A).
La semicuantificacién densitométrica muestra una sefal significativamente menor
para el receptor de la dieta HED+TRP con respecto a los otros grupos de dietas y

una disminucién no significativa del grupo HED con respecto al CTR.

El anticuerpo contra el receptor 5-HTsa identificO una banda con un peso
aproximado de 40 kDa (Figura 14B) en el hipocampo total para los diferentes
grupos de dietas. Se encontré mediante la densitometria una diferencia significativa
de la dieta HED+TRP comparada con los grupos CTR y HED; sin embargo
HED+TRP no mostré diferencia con respecto al grupo CTR+TRP y éste no mostré

diferencias con respecto a los grupos CTR y HED.
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Figura 13. Resumen de resultados para el Western blot de 5-HT,c y 5-HTsa. La
imagen muestra el analisis densitométrico y las bandas obtenidas A) Receptor
5-HT2c B) Receptor 5-HTsa C) B-actina. Letra diferente representa una diferencia
significativa, ANOVA de 1 via seguido de un post hoc de Tukey. P<0.05

8.7 Comparacion de resultados entre receptores

En base a la informacion anterior se puede decir que con la técnica de
inmunohistoquimica (Figura 15) se observdé una disminucion significativa de la
expresion del receptor 5-HT2c en el hipocampo, en los grupos tratados con una
dieta alta en energia, en comparacién con aquellas ratas expuestas a una dieta
control. Lo mismo se observd cuando la dieta alta en energia se suplementé con
triptéfano a excepcidon del area CA1 donde entre controles y tratados con la dieta
HED+TRP no hubo diferencia significativa.
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Con respecto a la expresién del receptor 5-HTsa, N0 se observo ningun
cambio significativo en los niveles del receptor entre los animales control y los
tratados con HED suplementada o no con TRP a excepcién de la region DG, donde

se observé una disminucion significativa en los animales tratados con HED

Los resultados obtenidos a partir de las inmunohistoquimicas en su conjunto
muestran La dieta es capaz de modificar la expresiéon de los receptores
serotoninérgicos de tipo 5-HT2c y 5-HTsa en el hipocampo de ratas.

Con la técnica de western blot se cuantifico la expresion global de los
receptores presentes en el hipocampo. Para el receptor 5-HT2c es interesante
sefalar que el grupo HED+TRP se encuentra expresado en menor grado los otros
tipos de dietas. Mientras que para el receptor 5-HTsa el grupo HED+TRP también
disminuy0 su expresion, aunque esta diferencia no fue significativa con respecto al
grupo CTR+TRP y este grupo no tuvo diferencias al compararse con las dietas sin

suplementacion del aminoéacido.
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Figura 14. Resumen de resultados inmunohitoquimicos de 5-HT,c y 5-HTsa. A)
CTR para 5-HT2c B) HED para 5-HToc C) CTR+TRP para 5-HT2c D) HED+TRP para
5-HT2c E) CTR para 5-HTsa F) HED para 5-HTsa G) CTR+TRP para 5-HTsa H)
HED+TRP para 5-HTsa I) Grafica densitométrica de 5-HT,c para CTR y HED J)
Grafica densitométrica de 5-HT.c para CTR+TRP y HED+TRP K) Gréfica
densitométrica de 5-HTsa para CTR y HED L) Gréfica densitométrica comparativa
de 5-HTsa para CTR+TRP y HED+TRP. Los asteriscos representan una diferencia
significativa, T de student. *P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. Fotos 1,25x
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

En el desarrollo posnatal las ratas cambian a una dieta sélida a las 3
semanas de vida, por lo cual este trabajo se inici6 en dicha edad y abarcé el
periodo de inmadurez, pubertad y adultez joven del animal (Mela et al., 2012). La
obesidad en adultos jovenes se ha asociado con dafios neuronales en el
hipocampo; pues entre mas proporcion de cintura cadera se tenga el volumen de

dicha estructura disminuye, sugiriendo una dafio neuronal (Mueller et al., 2012).

Las ratas Sprague Dawley desarrollaron obesidad al consumir una dieta HED
con un incremento promedio del 12% de peso corporal con respecto a la dieta
control. Estos resultados son consistentes con los previamente reportados por Ricci
et al., 2003, quienes aplicaron la dieta alta en energia utilizada en este estudio a
ratas Sprague Dawley de 21 dias y reportaron un incremento del 15% de peso
comparado con las ratas tratadas con dieta control. Sin embargo el incremento de

peso lo encontraron antes del tiempo que se observo para nuestro experimento.

Los resultados de este trabajo difieren con los de Meguid et al., quienes
encontraron un incremento significativo de peso a partir de la onceava semana
cabe resaltar que la dieta se suplementd con una suplemento liquido palatable
Boost Plus® (Meguid et al., 2004), para ser sometidas posteriormente a una cirugia
de bypass gastrico. La discrepancia de dos semanas para desarrollar la obesidad
puede ser atribuida a la administracion del suplemento. Sin embargo el modelo es
valido, porque se obtuvo diferencia significativa de peso en los dos grupos con una

dieta tipo occidental.

Es interesante mencionar que los resultados obtenidos en los dos grupos de
ratas tratadas con L-triptdfano, no se observaron diferencias significativas en el
peso entre el grupo CRT+TRP y HED+TRP, el resultado es consistente con los
obtenidos en los experimentos realizados por Van Der Stelt et al., 2004, en los

cuales a ratas Sprague Dawley sujetas a una dieta HED con L-triptéfano no
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mostraron diferencia con respecto a ratas en dieta control, cabe mencionar que
este grupo de investigadores realizaron sus experimentos en ratas adultas y con un
periodo mas corto. Nuestros resultados también son consistentes con lo obtenido
por Noristani et al., en un modelo de ratén con Alzheimer sometido a un tratamiento
por 40 dias con dieta 0.40g de Trp/100g de alimento este tipo de alimentacion
tampoco tuvo diferencia en el peso corporal con respecto al grupo control. Es
posible que estos resultados se deban a que una dieta alta en L—tript6fano no sélo
aumenta la liberacion basal de 5-HT, sino que también aumenta la sintesis y
almacén de 5-HT que puede estar contribuyendo al control del peso corporal.

Los niveles de glucosa plasmatica no se vieron modificados entre grupos a lo
largo de las semanas de tratamiento, lo cual sugiere que los procesos metabolicos
de la rata fueron capaces de evitar el incremento de este parametro bioquimico.
Estos resultados difieren de los publicados por Archer et. al., 2004, donde a ratas
Sprague Dawley se les compararon los niveles de glucosa entre las dietas CTR y
HED, sus resultados indicaron que a las 5 semanas de tratamiento, hubo un
incremento glucémico para el grupo HED con una P<0.05. Una de las posibles
causas por las cuales se encontré la diferencia puede deberse al hecho que en el
experimento realizado por Archer, no se monitorearon a lo largo del tratamiento los
niveles y la medicion se hizo al terminar el experimento (Archer et al.,, 2004);
ademas se ha reportado que en promedio los niveles plasméaticos de insulina no
muestran diferencias significativas si se somete durante 7 semanas a la dieta HED
(Ricci y Levin, 2003). Se observé una tendencia a disminuir los valores glucémicos
para los 4 grupos a lo largo del tratamiento, esto se atribuye al hecho que bajo el
nivel de estrés de los animales al momento de obtener las muestras al estar una

vez habituados a la toma de muestra.

Con respecto a la dietas suplementadas con Trp tampoco presentaron
alguna diferencia significativa con respecto al control. No existen reportes donde se
indique el efecto que tiene una dieta alta en Trp para los niveles plasmaticos de

glucosa y tampoco cuando la dieta es HED. Sin embargo Inubushi et al.,
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encontraron mediante curvas de tolerancia a la glucosa que para ratas con
Diabetes Mellitus tipo 2, una dieta alta en triptéfano suprime los niveles de glucosa
sérica después una administracion oral, incrementando ademas el gasto de energia
asociado a glucosa en ratas in vivo (Inubushi et al., 2012); por lo antes mencionado
el consumo de Trp en ratas jévenes preserva la secrecion de insulina y por lo tanto

retrasa la progresion de la diabetes.

Los niveles de colesterol sérico fueron cuantificados en la Gltima semana de
tratamiento encontrdndose una disminucion significativa para el grupo HED+TRP
en comparacion con los grupos CTR, HED y CTR+TRP. Los resultados obtenidos
en este trabajo son consistentes con los reportados por Kawada et al., quienes
administraron a ratas Wistar una dieta control obteniendo valores de 104.9+2.8
mg/dl y para HED de 140.3t12.1 mg/dl, aunque la dieta HED fue distinta a la
aplicada en este estudio, es interesante resaltar que también usaron animales
jovenes (Kawada et al., 1986). En el estudio realizado por Boustany et al., se
obtuvieron resultados diferentes encontrando un incremento de los valores de
colesterol, esto quiza pueda asociarse al hecho que usaron ratas adultas (Boustany
et al., 2004).

Con respecto a la disminucién de colesterol en la dieta alta en triptéfano, se
ha reportado que un alto consumo de dicho aminoacido no afecta significativamente
los niveles séricos lipidicos en las ratas (Aviram et al., 1991). Una posible
explicacion de la disminucion de colesterol es que la dieta alta en triptdfano induce
peroxidacion de lipidos plasmaticos e incrementa la captacion de colesterol por los
macréfagos, debido al incremento de los niveles de serotonina seguidos al

consumo de una dieta suplementada con triptéfano (Aviram et al., 1991).
Fue mayor el consumo de alimento en gramos por los grupos control

comparados con las dietas HED. Sin embargo, la obesidad se logré inducir debido

a la procedencia de la energia disponible, pues las cantidades carbohidratos y
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grasas varian entre alimentos el control posee 48.7% y 10.7% respectivamente
mientras que la dieta HED 50.21% y 15.68%.

Los cambios en la ingesta de alimento son consistentes con lo reportado por
Noristani et al.,2012., ellos monitorearon la cantidad de alimento consumido por las
ratas, donde una alimentacion alta en triptéfano no tuvo diferencia significativa en el
consumo con respecto al grupo control; sin embargo una dieta con niveles bajos de
triptéfano produce un incremento en el consumo de alimento El consumo del
aminoacido y la consecuente sintesis de 5-HT puede estar contribuyendo al control

del peso corporal para el grupo HED+TRP (Noristani et al., 2012).

El agua consumida por los animales fue mayor para los grupos controles sin
importar la presencia del triptéfano. Estos resultados son consistentes con los
obtenidos en cabras que al ser expuestas a una dieta alta en energia durante 8
semanas mostraron un menor consumo del liquido de forma significativa (Ferreira
et al.,, 2002); asi también se observo en ratas expuestas a una dieta control en
comparacion de una dieta alta en grasas, las primeras consumieron el doble de
agua que las segundas (Burr y Burr, 1930). Estudios previos como el realizado por
Noristani et al., han remarcado el hecho que la cantidad de agua consumida por
ratas sujetas a una dieta alta en triptéfano o control, no muestran diferencias
significativas entre ambas (Noristani et al., 2012). La causa del mayor consumo de
la cantidad de agua ingerida por los grupos control se puede atribuir a que el agua
tiene un efecto de saciedad por la distencion de la pared estomacal y el organismo
tiene menos deseo de ingerir alimentos placenteros con exceso de calorias (Dennis
et al., 2010).

Los resultados de la inmunohistoquimica indicaron que la marca
inmunorreactiva para ambos receptores fue localizada principalmente en los
cuerpos celulares de las neuronas piramidales las cuales constituyen las regiones
CAl, CA2 y CA3. La densidad de axones serotoninérgicos es mayor en CA3, baja

en el giro dentado y vuelve a bajar en CA1 siguiendo el patrén de la via colateral de
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Schaffer (Hesler, 2006; Molliver, 1987). La marca fue observada en el soma de las
neuronas granulares que componen la region del giro dentado. Estos resultados
corroboran los estudios previos en los cuales por la misma metodologia se reporto
la expresion de diversos receptores serotoninérgicos en el hipocampo (Garcia-
Alcocer et al., 2006; Xu y Pandey, 2000).

El hipocampo es el principal blanco de sefales serotoninérgicas aferentes en
conjunto con todo el sistema limbico. Las proyecciones serotoninérgicas caudales
dorsales provenientes del nucleo de rafe con sus finos axones serotoninérgicos y
pequeias varicosidades estan ampliamente distribuidas a lo largo del hipocampo.
Esta obvia distribucién serotoninérgica hipocampal contribuye a la expresion de los
receptores serotoninérgicos (Berumen et al., 2012). No existen estudios similares
donde se haya cuantificado la expresion de los receptores serotoninérgicos 5-HTac
y 5-HTsa en el hipocampo de ratas con obesidad inducida por dieta alta en energia
por inmunohistoquimica. Los resultados indicaron que en todas las regiones
hipocampales para las ratas con una dieta HED hubo MIR significativamente menor
en comparacién a la dieta CTR. Una posible explicacion a este patron puede
basarse en estudios previos donde se han creado ratones con una mutacion nula
del gen htr2c ligada al cromosoma X para el receptor 5-HT2c, mostraron un
incremento en su masa corporal e hiperfagia (Nonogaki et al., 1998; Tecott, 2007).
Ademas el uso de farmacos agonistas especificos para el receptor como la
lorcaserina, reducen el consumo de alimentos en roedores, en una forma

consistente con el realce de la saciedad (Halford y Harrold, 2012).

Por su parte, el grupo HED+TRP también mostr6 una disminucion de
expresion del receptor 5-HToc, en las zonas C2, CA3 y DG de forma significativa en
comparacion al grupo CTR+TRP. Es probable que el efecto fisiolégico provocado
por la dieta HED haya contribuido en mayor grado a la disminucion de los
receptores en el hipocampo. Sin embargo, se ha demostrado que la mayor
disponibilidad de TRP en la dieta conlleva a un incremento en la 5-HT disponible en

el hipocampo dorsal (van der Stelt et al., 2004); y posiblemente la mayor
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disponibilidad de 5-HT logré reducir el peso corporal activando los receptores
5-HT2c e incluso otros subtipos de receptores serotoninérgicos como por ejemplo
5-HT1g, 5-HT2a, y 5-HT4 (Tecott, 2007).

La funcion de los receptores 5-HTsa no se conoce por completo; por lo que
no existen reportes que relacionen este tipo de receptor serotoninérgico con la
obesidad, sin embargo se ha caracterizado su expresion en el hipocampo,
destacando la variabilidad de su expresion durante la ontogenia de la rata (Garcia-
Alcocer et al., 2006; Garcia-Alcocer et al., 2010). En este trabajo se encontré una
disminucién estadisticamente significativa para el giro dentado en el grupo HED con
respecto a la dieta control, una posible explicacion para este resultado puede estar
asociada al hecho que una dieta alta en grasas tiene la capacidad de disminuir
hasta en un 40% la neurogénesis en el giro dentado (Lindgvist et al., 2006),
implicando una disminucion de las neuronas serotoninérgicas o también podria
deberse solo a la disminucion del receptor serotoninérgico 5-HTsa en la zona

debido a un mecanismo de regulacion.

La adicion de triptofano provocé que no se encontraran diferencias
significativas para la MIR entre los grupos CTR+TRP y HED+TRP. Por lo que la
mayor disponibilidad de 5-HT podria estar activando los receptores 5-HT2c e incluso
otros subtipos de receptores serotoninérgicos como por ejemplo 5-HTig, 5-HT2a, ¥
5-HT4 que se encuentran localizados también en el hipocampo (Tecott, 2007), y
contribuyen a la disminucién del peso corporal de las ratas Sprague Dawley con
dieta HED+TRP.

En el western blot se utilizé como control de carga a la proteina 3-actina, que
es una de las 6 isoformas que se han encontrado como proteina estructural del
citoesqueleto; es utilizada cominmente como proteina housekeeping, al ser un
componente basico de las células. Al no encontrarse diferencias significativas entre
los grupos se puede decir que se cont6é con la misma cantidad de proteinas para

cada pozo de la electroforesis y los cambios en los receptores son derivados de la
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cantidad de receptor presente en el tejido y no por un una diferencia en la

expresion proteica celular general.

Para el western blot del receptor 5-HT2c, la proteina presenté un peso
molecular de 52 kDa, estos resultados son consistentes con la banda encontrada
para el receptor 5-HT2c por Yu y Yamaguchi en el cerebro de rata (Yu y Yamaguchi,
2010). La diferencia de expresion del receptor 5-HT>c estadisticamente significativa
se encontrd Unicamente para la dieta HED+TRP, sin embargo para el grupo HED no
se encontré una diferencia. Al observarse el grafico se puede apreciar una
tendencia a disminuir los receptores para ese grupo. Puede ser el caso que estas
variaciones se deban a que el western blot no considera individualmente cada una
de las regiones hipocampales, pues detecta el receptor como un todo a diferencia
de la inmunohistoquimica donde se sabe que esta ocurriendo para cada una de

ellas.

El western blot del receptor 5-HTsa, mostré6 una banda con un peso
molecular cercano a los 40 kDa, por lo que la banda es consistente a la reportada
por Bach et al., pues ellos la encontraron con un peso aproximado de 43 kDa en el
ratén y ha sido reportado el receptor con un peso de 41 kDa para el humano (Bach
et al., 1996; Dutton et al., 2008).No se encontr6 una diferencia significativa en el
grupo HED+TRP con respecto a la dieta CTR+TRP, esto coincide con lo encontrado
mediante el método de inmunohistoquimica. Sin embargo, el método de western
blot no fue lo suficientemente sensible para detectar la disminucion de expresion
del receptor 5-HTsa para el grupo HED, pues las células granulares del giro dentado

fueron las que tuvieron menos marca inmunorreactiva.
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X. CONCLUSIONES

e Se logré inducir obesidad a ratas Sprague Dawley jovenes mediante una
dieta alta en energia (HED).

e Se observd un menor consumo de alimento (g) en los grupos CTR y
CTR+TRP.

e Se encontr6 un menor consumo de agua (mL) para los grupos CTR y
CTR+TRP.

e En las mediciones de glucosa a lo largo del tratamiento, no se encontraron
cambios significativos.

e En la concentracion de colesterol se observd una disminucion significativa
sé6lo para el grupo HED+TRP en la ultima semana de tratamiento

e Se localiz6 MIR en la membrana de las neuronas para ambos receptores por
inmunohistoquimica.

e Se mostré una disminucién del receptor 5-HT.c para la dieta HED en las
regiones CAl, CA2, CA3y DG.

e Se observd una disminucion del receptor 5-HTxc para la dieta HED+TRP en
las regiones CA2, CA3 y DG.

e Se presentd una disminucion del receptor 5-HTsa para la dieta HED so6lo en el
DG.

e El western blot mostré una disminucion significativa de la expresion de los

receptores 5-HTzc y 5-HTsa para el grupo HED+TRP.
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PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

Este trabajo servird de pauta para futuras investigaciones que traten de
comprender cual es la relacion entre el hipocampo y los receptores

serotoninérgicos en la complicada etiologia de la obesidad.

Los resultados aqui observados se basan en un modelo animal relacionado
con las condiciones obesogénicas a las cuales esta expuesta la poblacion joven,
donde el consumo de una dieta alta en energia produce obesidad, pero sobre todo
modificaciones a nivel molecular en el encéfalo y mas especificamente en el
hipocampo, lo cual pudiera asociarse con un déficit de las funciones de esta
estructura como la disminucion de la memoria y el aprendizaje, mismas que
pudieran precisarse en futuras investigaciones. Ademas es importante realizar
nuevas investigaciones para elucidar la funcion hipocampal de los receptores
5-HT2c y 5-HTsay las ventajas y desventajas de la participacion del triptéfano como

tratamiento auxiliar para el control de la ingesta de alimentos.
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Xll. APENDICE

En este apéndice se presentas las abreviaturas utilizadas a lo largo del texto

5-hidroxi-L-tript6fano

Acido gamma-aminobutirico
Albumina de suero bovino
Analisis de varianza

Area lateral hipotalamica
Area ventral tegmental
Buffer de fosfato

Buffer de fosfato con triton
Cuerno de Amon

Diaminobencidina
Dieta alta en energia

Dieta alta en energia
suplementada con triptéfano

Dieta alta en grasas
Dieta control

Dieta control suplementada
con triptéfano

Diodo emisor de luz

Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion

Error estandar

Gen asociado a la masa grasa
y la obesidad

5-HTP

GABA
BSA

ANOVA
LHA
VTA
PBS
PBT
CA

DAB

HED

HED+TRP

HF

CTR

CTR+TRP

DEL

ENSANUT

SEM

FTO
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Giro dentado

indice de masa corporal
Kilodaltons

Marca inmunorreactiva
Neuopéptido Y

Nucleo arcuato

Nucleo del tracto solitario
Nucleo dorsomedial
Nucleo paraventricular
Nucleo ventromedial

Organizacion Mundial de la
Salud

Péptido relacionado agouti

P-formaldehido

Polimorfismos de un solo
nucleétido

Potenciacion a largo plazo

Sefial de transduccion
activada del transcripto 3

Serotonina

Transcrito regulado por
cocaina y anfetamina

Triptéfano

DG
IMC
kDa
MIR
NPY
ARC
NTS
DMN
PVN
VMN

OMS

AgRP
PFA

SNP

LTP

STAT3

S5-HT

CART

TRP
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