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1. INGESTA

1.1. CONCEPTO

La ingesta es una forma de comportamiento que tiene una estructura y patrén definidos '%,
debe ser suficiente para satisfacer las necesidades metabolicas, pero no demasiada para causar
obesidad ', Es por ello que el gasto energético, que es continuo, se contrapesa mediante actos
discontinuos, las comidas, que se caracterizan por dos parametros esenciales ',

a) El desencadenamiento, relacionado en primera instancia con el hambre que determina el
intervalo entre dos comidas ', El término hambre significa anhelo vehemente de alimentos y se
acompafia de sensaciones o signos fisicos, como las contracciones por hambre del estomago,
sensacion de tensidn o corrosion en la boca del estémago (que a veces provocan verdaderos
dolores) y mayor tension e intranquilidad.

b) El cese de la ingesta alimentaria, tomado como criterio de la aparicion de la saciedad que
determina la dimension de las comidas '7®. Significa satisfaccion en la basqueda del alimento '®.
Se puede diferenciar entre una saciacion somatica (presion en el estdbmago, sensacion de replexion)
y una saciacion psicoldgica (pérdida de apetencia) '**.

En el ser humano actual, el intervalo entre las comidas se halla fijado por las condiciones
de comportamiento de la sociedad de la que forma parte. Al individuo no se le exige que tenga
hambre para servirle la comida; por otra parte, llega a estar condicionado, como la mayoria de los
animales domésticos, para tener hambre a las horas convenidas. En este marco los ajustes de la
racion solo pueden conseguirse modificando la dimension de la comida. En estado natural, los
animales alimentados ad /ibitum presentan una modulacion doble, en volumen o cantidad y en
frecuencia, de la ingesta de 24 horas. El estudio sistematico de estos dos parametros (volumen e
intervalos) en la rata ha mostrado la existencia de una correlacion positiva entre la cantidad de la
comida y el intervalo que le sigue. Cabe deducir de ello que el intervalo entre dos comidas se halla
en funcion de la cantidad de metabolitos almacenados a raiz de la comida precedente.

El término apetito se utiliza generalmente con el mismo significado que hambre, pero
implica deseo por tipos especificos de alimentos en lugar de nutrientes en general. Ayuda a

determinar la calidad del alimento a consumir %,
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En la rata existe un ciclo circadiano de lipolisis-lipogénesis, de tal forma que este animal
desarrolla su actividad y come en exceso durante la noche para poder dormir y esconderse durante
el dia. El exceso alimentario nocturno va acompaiiado de lipogénesis y se produce un escape
interno de metabolitos. En el curso del dia, en cambio, se manifiesta una movilizacion del exceso
acumulado como reserva a lo largo de la noche anterior, los aportes orales se refuerzan mediante
un aporte endogeno (lipolisis). El resultado es un acortamiento durante la noche y un alargamiento
durante el dia de los intervalos posteriores a una cuantia determinada '”®, El movimiento de los
metabolitos hacia las reservas lipidicas puede provocarse artificialmente con la inyeccion de
insulina durante el periodo diurno. También en este caso se constata un acortamiento de los
intervalos y, en consecuencia, la disminuciéon de la relacion existente entre el intervalo y la

dimensién de la comida precedente ',

1.2. GENERALIDADES SOBRE LAS BASES ANATOMICAS

Los centros que desempefan un papel en el comportamiento alimentario han sido
estudiados desde 1939, aunque ya habian sido postulados desde el siglo pasado por los datos
derivados de casos de traumatismos y tumores hipotalamicos. Las investigaciones realizadas
posteriormente sustentaron la idea de la existencia de un centro especifico del hambre (hipotalamo
lateral (HL)) y otro de la saciedad (hipotidlamo ventromedial (HVM)) '®, basandose en la
reproducibilidad y nitidez de los resultados obtenidos en el hipotalamo, asi como en la comodidad
conceptual que suponia ese sistema. Las distintas exploraciones demostraron la participacion de
estructuras extrahipotalamicas, limbicas y corticales, en la manifestacion del comportamiento
alimentario. Ello es mas evidente cuanto mas evolucionado sea el animal %

Se cree que las estructuras limbicas suprahipotalamicas ejercen una influencia moduladora
sobre los centros hipotalamicos, que transmiten a su vez ordenes a las estructuras limbicas
mesencefalicas responsables de la incitacion especifica y de la ejecucion motora del

comportamiente apropiado '™

. Esta influencia aumenta en proporcién con el grado de
U} . papag | M H - - . -

encefalizacion” de la especie. Asi en los mamiferos mas evolucionados el comportamiento
alimentario puede verse alterado por la sexualidad, las emociones, la célera, la alegria, y las demas
manifestaciones vitales en las que el sistema limbico y la corteza desempefian un reconocido

papel '"*. La regulacién del apetito a nivel cerebral hipotalamico (Anand y Brobeck 1951) se
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realiza a través de dos centros, un "centro del hambre, de iniciacion de la ingesta o alimentario",
localizado en la region hipotalamica lateral y un "centro de la saciedad" situado en la region
hipotalamica ventromedial *. La estimulacion del primero provoca el acto de comer y su
destruccion anorexia. La estimulacion del segundo, por el contrario, produce cesacion de comer,
y su lesion hiperfagia, pudiéndose ocasionar el "sindrome de obesidad hipotalamica” (Fig.1). Sin
embargo esto no esta tan claro, y existen teorfas que indican que lo que regula el hipotalamo es
el peso corporal y no el consumo de alimentos *'. Actualmente esta hipotesis bicentral se considera
demasiado simplista y lo sabido es que la informacion y el tratamiento de las informaciones

referentes al hambre o saciedad pasan por el hipotalamo '*' .

Hipotétama latersl  Hipotdlamo ventral ™
Lesidn  Ingestay 4 ngesta

Estimuiacion:  Ingesta f ¥ Ingesta
Fig. 1. Seccidn coronal de un cercbro de rata mostrando como son opucstos los efectos en el HVM e HL resultado

de la lesidn y estimulacién de estas zonas **,

Apoyando esta hipotesis se ha visto que en el sindrome de Fréhlich (bulimia y obesidad),
el HVM es la zona més afectada . La hiperfagia y obesidad consecuencia de 1a lesién del HVM,
puede reducirse de modo importante por una vagotomia o por lesidon de las células beta de
pancreas, por ello parecen estar causadas, en parte, por la hiperinsulinemia "> 2

El HL y la sustancia innominada (por registros neuronales realizados en el primate)
contienen neuronas que responden a los estimulos de recompensa que representan la vision o el

gusto del alimento. Sin embargo estas neuronas cesan de responder si el animal est4 saciado *,
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Ademas de las areas hipotalamicas intervienen de forma mdas o menos especifica en el
comportamiento alimentario la amigdala, el putamen, el globus pallidus, el area predptica, los
limites posteriores del hipotalamo, diversas estructuras del tegmento y los nticleos intralaminares
del talamo '"®, La lesidn bilateral de los nicleos laterales de la amigdala produce una hiperfagia,
que recuerda a la que resulta de la lesion del area medioventral hipotalamica '"®, consumiendo
incluso alimentos adulterados y podridos **. La lesion bilateral de la porcion dorsomediana de la
amigdala da lugar a un sindrome de afagia que se parece al obtenido mediante lesiones
hipotalamicas laterales *7*. También desempefan un importante papel las estructuras situadas en
la posicion mas baja del tronco cerebral, como las areas paramedianas que se encuentran en la
proximidad inmediata del nlcleo del tracto solitario en el que desembocan las aferencias vagales
y gustativas ™.

Esta base anatomica de la ingesta adquiere una nueva dimension a raiz del desarrollo de
la neuroquimica, haciendo posible la configuracién de nuevas vias de comunicacion cerebral '7%,
Estos mediadores quimicos desempefian un papel fundamental en la ingesta alimentaria y mas ain
a partir del descubrimiento en el hipotdlamo de hormonas conocidas en la periferia. Asi la
concentracion de la insulina es veinte veces mayor a este nivel que en el plasma. Ello da a pensar
que el cerebro utilice localmente los mismos péptidos que el cuerpo humano entero para asegurar
las funciones metabdlicas de sus propias células ',

Es de gran importancia considerar que los neurotransmisores implicados en el control de
la ingesta de agua y comida producen sus efectos en funcion de la via utilizada y del lugar de
inyeccion, ademas de la influencia de la composicion de la comida y de las condiciones previas de

saciedad o ayuno del animal.

1.3. REGULACION DE LA INGESTA DE ALIMENTOS

La ingesta de alimentos esta controlada, en general en todos los animales, a partir de un
peso que se conserva bastante fijo por perfodos largos *'. Asi en la naturaleza no existen animales

obesos !

‘1 En algunas especies, como la rata, el volumen de alimentos absorbidos se ajusta

erfectamente a las necesidades energéticas, ya que ¢l fin es equilibrar el aporte calorico con los
g yaq q p

gastos de energia, para mantener dicho peso corporal. Hoy dia sabemos que las fluctuaciones

fisiologicas del peso guardan una relacion esencial con las de las reservas energéticas. En
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consecuencia, es mas correcto hablar de homeostasis energética que ponderal '"’. Sin embargo esta
relacion es indirecta, € incluso a veces no guardan una relacion inmediata *',

Una de las grandes nociones introducidas por Claude Bernard es la existencia necesaria
de un "medio interno" en torno a las células del organismo que, dentro de ciertos limites, es
independiente del medio externo en el que evoluciona el organismo. El medio interno se
caracteriza por su gran estabilidad, a pesar de las variaciones del medio externo. Esta estabilidad
se describe a menudo mediante el término propuesto por Cannon de homeostasis. La homeostasis
de cada componente del medio interno es defendida intensamente por un conjunto de funciones
y 6rganos que aseguran su regulacion. Asi pues, la regulacion es el conjunto de acciones que, en
un sistema, tienden a mantener constante un componente '7’.

La ingesta de alimentos depende de factores homeostaticos como p. ¢j. la concentracion
baja de glucosa en plasma, y de factores no homeostaticos tales como el sabor de la comida y la
variedad de alimentos >,

Por todo ello, nos interesa conocer cuéles son los mecanismos que adaptan el volumen de
las tomas alimentarias a los consumos fisioldgicos, y cuales son pues los factores de regulacion

del apetito y la saciedad ™!

En los humanos, el comportamiento de ingesta diario es
constantemente alterado por un nimero de factores, tanto internos como ambientales, y también
por una considerable entrada de conocimientos. Estos moduladores participan en los procesos de
toma de decision y a veces son tan predominantes que ellos mismos determinan el
comportamiento. Curiosamente, la forma por la que estos factores moduladores actian sobre el
mecanismo basico esta menos investigada y es menos entendida 7%,

Si se consideran periodos relativamente cortos, el peso corporal varia. Lo hace a lo largo
del dia, en el curso del ciclo sexual y, en especial, en un plazo de varios dias en torno a un valor
medio (en el sentido estatico del término). El periodo de estas oscilaciones depende de las especies
animales y de los individuos y se situa entre unos dias y unas semanas. Es esta media la que

constituye el valor estable de la homeostasis energética '™

. El valor regulado de la energia corporal
y en cierta medida del peso, no es obligadamente una linea horizontal, en meseta. Puede ser
ascendente (como p. €. en los animales en crecimiento) o constituir una funcion matematica
cualquiera y caracteristica de la especie (escalonada p. €]. en los animales que hibernan o migran).
Cuando la media de las oscilaciones es horizontal, se habla de "homeostasis" del valor en cuestion.

Si otra funcioén lineal (en pendiente) o no lineal viene a sustituir a la horizontal habitual, se trata
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de una "homeorreusis" (del griego "reusis", flujo, en lugar de "stasis", estancamiento). La
homeorreusis representa el aspecto dinamico de la homeostasis '™.

Mientras muchos agentes parecen inhibir la ingesta en animales, solo algunos demuestran
ser buenos moduladores de la ingesta a largo plazo en humanos. Existen dos principales razones
para esta discrepancia: la primera, la mayoria de los experimentos en animales son realizados sobre
una unica comida, mientras que los estudios en humanos duran semanas; ya que en la mayoria de
los casos, los animales sujetos a la administracion cronica de incluso los mas potentes inhibidores
de la ingesta rapidamente desarrollan algiin grado de tolerancia. Segundo, cuando se calcula en
base a los kilogramos de peso, las dosis administradas a los animales son generalmente mucho mas
altas y mas toxicas que las administradas al hombre .

La activacién de comportamientos de busqueda de comida parece depender de Ila
interaccion de neurotransmisores dentro del sistema nervioso central (SNC). Este sistema ha sido
denominado el sistema central de ingesta. Un sistema hormonal periférico, implicando
fundamentalmente a hormonas gastrointestinales y denominado sistema periférico de saciedad,
parece ser predominante en la implicacion de la tasa de ingesta y mostrando al SNC cuando son
suficientes los nutrientes que han sido ingeridos. Otros sistemas tales como el sistema de saciedad
especifico sensorial permite al organismo llegar a la saciedad para un nutriente pero todavia
mantiene el apetito para un nutriente diferente. Finalmente, el sistema de monitorizacion
metabolica provee informacion al sistema de ingesta central concerniente a la utilizacion de

energia'® (Fig. 2).
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SISTEMA DE SACIEDAD ESPECIFICO SENSORIAL
Cualidades hedénicas de la comida

+
Y

SISTEMA CENTRAL DE INGESTA
Péptido-Monoamina

—p COMPORTAMIENTO DE
BUSQUEDA DE COMIDA

Interaccioén
v *
+ -
SISTEMA DE MONITORIZACION SISTEMA DE SACIEDAD
PERIFERICO METABOLICO

Fig. 2. Representacién esquemadtica de la integracién de los componentes que intervienen en la ingesta.

1.3.1. Sistema central de ingesta

Se suele considerar al hipotalamo como el centro de integracién de la conducta relacionada
con la ingestion de alimentos ¥’. La conducta alimentaria esta determinada por factores muy
variados, que constituyen un complejo conjunto de estimulos metabolicos y nerviosos, los cuales
vehiculizados por via humoral y nerviosa, llegan al hipotalamo donde se integran e interpretan *’
(Tabla I). La historia de los trabajos experimentales sobre los mediadores quimicos a nivel central
se inicia en los primeros afios 60, cuando Grossman implanté en el HL microcéanulas que permitian
introducir cantidades minimas de sustancias. Este autor observo que las sustancias colinérgicas
(carbacol)} provocaban una toma de agua casi inmediata, en tanto que las sustancias
noradrenérgicas introducidas por la misma canula suscitaban la toma de alimento, incluso en ratas

saciadas '™
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Tabla I. Sustancias que aumentan o disminuyen la ingesta tras su administracién centra

Aumenfan la ingesta

Monoamina Noradrenalina (e-agonista)
Dopamina

Péptidos Péptidos opioides
Neuropéptido Y
Galanina

Hormona liberadora de
hormona del crecimiento

Aminoacidos GABA (muscimol)

Miscelanca Acelilcoling
Benzodiazepinas
Calcio

1.3.2. Sistema periférico de saciedad

] 161, l66, 240

Disminuven la ingesta

Adrenalina
B-agonistas
Dopamina
Scrotonina

Factor liberador de corticotropina
Hormona liberadora de tirotropina

Histidil prolina diciclopiperazina
Neurolensina

Bombesina

Calcilonina

Colecistoquinina (variabilidad de especics)
Glucagén

Insulina

Factor de crecimiento insulinico

GABA

Acetilcolina
Adenosina
Prostaglandinas
D-fenfluramina

El sistema periférico de saciedad parece enviar sus sefiales al cerebro a través tanto de

sistemas mensajeros neuronales como hormonales. Se han utilizado diferentes tipos de

experimentos para demostrar la existencia de un sistema de saciedad periférico. Estos estudios han

demostrado claramente la presencia de factores circulantes de saciedad. Ademas, han demostrado

que estos factores pueden ser liberados desde el estdmago, duodeno e iledn ', Asi pues, el

alimento en el aparato digestivo puede causar la secrecion de hormonas gastrointestinales y de otra

proveniencia que inhiben el consumo de otros alimentos *. Los estudios pioneros de Gibbs y

Smith (1973) sugirieron que uno de estos factores liberados desde el duodeno era la
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colecistoquinina. Subsecuentemente, otras hormonas gastrointestinales han mostrado inhibicion
de laingesta. Estas incluyen la bombesina, el péptido liberador de gastrina, somatostatina y

glucagon.

1.3.3. Sustancias implicadas en la ingesta

1.3.3.1. Monoaminas

La inyeccion de noradrenalina (NA) en el SNC aumenta la ingesta de comida, con
particular preferencia de comida rica en carbohidratos '** '*°; el incremento de la ingesta es debido
m4s a un aumento en el tamafio de la comida que de la frecuencia '*. Este efecto es mediado a
través de receptores o,-adrenérgicos dentro del nicleo paraventricular hipotalamico (NPV) %,
La NA endogena es liberada en el hipotdlamo medial en asociacion con la ingesta. El sistema de
ingesta o,-adrenérgico parece ser especificamente responsable del inicio de la ingesta siguiendo
el comienzo del ciclo nocturno. Esto parece estar relacionado con un aumento de la liberacion de
NA end6gena y una alteracion en la sensibilidad del NPV ' EI NPV es el sitio mas efectivo para

8

aumentar la ingesta '* respuesta mediada por los receptores c,-adrenérgicos '’

. La glucosa
parece especificamente modular la densidad del receptor «,-adrenérgico '®.

Los efectos facilitadores de la administracion central de NA requieren un vago intacto y
son abolidos por adrenalectomia, pudiendo ser restaurados con la administracién de
corticosterona %,

La NA puede también suprimir la ingesta. Este efecto puede requerir dosis mayores de NA
y parece sugir de localizaciones anatdmicas diferentes: el lugar mas sensible para la supresion
adrenérgica de la ingesta es el area perifornical del HL ** %7, En el HL la activacién de receptores
B-adrenérgicos disminuye el apetito . Las neuronas noradrenérgicas en el hipotalamo implicadas
en la ingesta y saciedad son activadas por receptores gastrointestinales '™,

La serofonina (3HT) ha sido implicada desde hace muchos afios en el control del SNC
sobre la ingesta '*'. Asi tratamientos farmacolégicos que modifican el metabolismo de la SHT
provocan alteraciones cuantitativas y cualitativas de la ingesta. Agonistas y antagonistas de la
5HT, que incrementan las concentraciones sinapticas de ésta, provocan disminuciones dramaticas

en la ingesta de humanos y animales ° % *®_ Ademas, los estudios de las caracteristicas de esta
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anorexia, para la mayoria, informan de una disminucion preferencial en el consumo de

166,229 Ppor lo tanto,

carbohidratos con un ahorro e incluso potenciacion de la ingesta de proteinas
se ha argumentado que la SHT juega un papel en la regulacion de las proporciones relativas de
macronutrientes de la ingesta animal, una hipotesis que algunos cuestionan **° y otros consideran
un mito '® La nocién de que la SHT esta implicada en el comportamiento alimenticio esta
derivada de observaciones del descenso de ingesta con incrementos de SHT 2. Tales
observaciones podrian ser el resultado, sin embargo, de una inhibicion comportamental no
especifica '** .

La administracion intracerebroventricular (ICV) de SHT es efectiva suprimiendo la ingesta
de comida a altas dosis, de 30-100 ug. La inyeccidn hipotalamica de 18-20 pg produce una
reducciéon significativa de la ingesta. Otras investigaciones con dosis mas bajas a nivel
hipotalamico, de 5 pg, son generalmente inefectivas en esta supresion **°. La deprivacion de
comida disminuye la respuesta facilitadora de las neuronas del HVM a la SHT '*".

Numerosos estudios han sugerido que la SHT reduce la ingesta actuando dentro del NPV.
Actualmente se considera que la activacidn del receptor SHT,, aumenta la ingesta. Es posible que
esto ocurra secundariamente a la activacion de receptores presinapticos, resultando en un descenso
de SHT sinaptica '®.

También se quiere implicar como mediador, al menos en parte, a la hormona liberadora de
corticotropina en la accién central anorexigena de la SHT %

Los efectos del tratamiento agudo con SHT en la ingesta han sido documentados e
investigados con bastante profundidad. Es conocido que la administracion sistémica de SHT, que
no cruza la barrera hematoencefélica (BHE) y debe, por consiguiente, actuar de forma periférica,
produce un efecto anoréxico dosis dependiente, que no es causado por una alteracion
sensoriomotora o locomotora o por la produccién de una aversion a gusto condicionada ™ %!,
Ademas, la SHT produce la secuencia comportamental completa de la saciedad y ha sido
argumentado que la SHT debe ser considerada como una posible sefial periférica de saciedad,
aunque se ha informado recientemente que la SHT no proporciona una sefial adecuada de
completa saciedad en ausencia de entrada postingesta, como puede ocurrir en ratas a las que se
les ha puesto una canula gastrica. El efecto anoréxico de la SHT es atenuado, aunque no

bloqueado completamente, por el antagonista especifico SHT, periférico xilamidina, sugiriendo

la implicacion en su mediacion de subtipos de receptores tanto SHT, como no-SHT, ™.
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Investigaciones mas recientes en los sistemas SHT han demostrado que el agonista al receptor
postsinaptico SHT no solamente produce una marcada anorexia en ratas, sino que también
aumenta la respuesta anoréxica de ratas a dietas desequilibradas en aminoacidos. El subtipo de
receptor SHT, fue el primer mediador implicado en el efecto anorexigeno de la dieta
desequilibrada en aminoacidos. El receptor SHT, no esta implicado en este mecanismo '*'.
Respecto al receptor SHT, se disminuye la ingesta con la activacion del SHT,; y SHT,.., pero no
conel SHT,, '°.

Bajas dosis de agonistas dopaminérgicos aumentan la ingesta, mientras que dosis mas altas
producen estereotipias e inhibicion de la ingesta. Los niveles de dopamina (DA) aumentan en el
nticleo accumbens durante la ingesta ** '* y la estimulacion eléctrica del HL. Estos estudios
sugieren que, al menos en algunas areas, la DA incrementa fisiologicamente la ingesta. Los
efectos de la DA en la ingesta parecen estar muy relacionados con los efectos de opioides sobre
ésta'®.

Los efectos de DA y agonistas del receptor dopaminérgico han generado de alguna forma
resultados conflictivos. Tanto agonistas como antagonistas del receptor de DA disminuyen la
ingesta de comida. La existencia de multiples subtipos de receptores de DA ha permitido su
evaluacion en la ingesta de comida, particularmente de los subtipos D, y D,. Se han estudiado los
efectos sobre la ingesta en diferentes condiciones y en distintos tipos de comida de agonistas D,
(SK-38393), D, (N-0437, RU-24926, (+)-4-propil-9-hidroxinaptoxazina y lisuride) y antagonistas
D1 (SCH-23390) y D2 (haloperidol, YM-09151-2 y racloprida) "'

1.3.3.2. Péptidos

A nivel central se conoce un gran nimero de péptidos que influyen en la ingesta de
comida. El glucagon e insulina se sithan entre los mas potentes de aquellos que inhiben la ingesta
de comida pero varios otros incluyendo hormona liberadora de corticotropina, bombesina,
calcitonina, factor liberador de tirotropina, histidil prolina diciclopiperazina y neurotensina
también reducen la ingesta de comida. Solamente un pequefio nimero de péptidos incrementan
la ingesta de comida, en los que se incluyen B-endorfina, dinorfina, neuropéptido ¥, galanina y

hormona liberadora de hormona del crecimiento % ¢,
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Esta establecido que la inyeccion de newrotensina (NT) ICV suprime la ingesta de comida
en ratas deprivadas. Tales hallazgos sugieren que la NT actda en lugares dentro del SNC 7. La
ingesta de comida es suprimida por inyeccion local de NT en vanas regiones cerebrales incluyendo
el HVM, el NPV ' y el 4rea tegmental ventral **’. La sustancia negra también est4 implicada en
el efecto anorexigeno de la NT **’. Quedan por investigar otros lugares que puedan mediar este
efecto 2V,

El factor liberador de tirotropina (TRH) y su metabolito, histidil prolina
diciclopiperazina, también disminyen la ingesta de comida bajo ciertas circunstancias '

Respecto al sistema opioide de ingesta estd completamente establecido que los
antagonistas opioides disminuyen la ingesta en una variedad de especies, incluyendo
humanos "% %1 1 o5 opioides de accién central la incrementan *'; este efecto puede ser debido,
al menos en parte, a que los opicides median un aumento en la palatabilidad o valor gratificante
de la comida 2 **. Los estudios disponibles sugieren que los opicides juegan un papel en el
reconocimiento de comidas grasas de gran apetencia y en ¢l rechazo de comidas envenenadas. Los
receptores opiaceos que afectan a la ingesta son mas densos en el NPV e hipotalamo perifornical

%1 Numerosos estudios

y menos densos o de menor respuesta en el dorsomedial y HVM
farmacologicos sugieren que el receptor k-opioide es el receptor predominante implicado en la
modulacion de la ingesta de comida '* '’ As{ agonistas del receptor x como la ketociclazocina
y el tartrato de butorfanol pueden ser los mas potentes incrementadores de ingesta en relacion a
otras clases de agonistas opiaceos. El end6geno k-agonista, dinorfina, es un estimulador central
potente de la ingesta, de su iniciacion **'%%%* En una comparacion de los agentes K, existe una
relacion inversa entre la especificidad del receptor y la cantidad de comida consumida **. El
sistema de ingesta k-opioide parece estar situado en el NPV y en el nicleo accumbens, mientras
que los receptores opioides p dentro de la amigdala parecen también estar implicados en la
modulacién de la ingesta (particularmente ricos son los niicleos lateral y basolateral)*™ ' 2% Los
opioides hiperpolarizan células no piramidales en la amigdala lateral ***. En el HVM son mas

102

importantes los p agonistas y en el HL los k ™ en relacion a la ingesta. Otros péptidos opioides

como la 3-endorfina y el analogo del receptor & D-ala2D-leuS-encefalina también estimulan la
ingesta tras su administracion central %
Los antagonistas opioides, como la naloxona y la naltrexona, reducen diferentes formas

de ingesta '"'. La naloxona disminuye la ingesta de las ratas bajo una gran variedad de condiciones,
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incluyendo la ingesta espontanea, inducida por inanicion, inducida por NA, inducida por muscimol,
inducida por 2-deoxiglucosa, e inducida por estrés ', Sin embargo, la naloxona antagoniza
pobremente la ingesta inducida por inanicién cronica, ingesta e hipoglucemia por insulina,
sugiriendo que el sistema opioide no es el Gnico sistema de ingesta '*°. Las reducciones pueden ser
farmacolégicamente moduladas por emparejamiento de un antagonista opioide con otro farmaco
bioactivo, como un antagonista del receptor serotoninérgico. Por ejemplo, ocurren mayores
reducciones en la hiperfagia siguiente a la deprivacion de comida siguiendo un cotratamiento con
naloxona y 5 hidroxitriptéfano que con naloxona sola. Ademas, también se obtienen mayores
reducciones en la hiperfagia siguiente tanto a la deprivacion de comida o 2-deoxi-D-glucosa
siguiendo un cotratamiento de un antagonista SHT;, ICS 205930, y un antagonista opioide general
en relacion a un antagonista opioide sélo. El cotratamiento de un antagonista general
serotoninérgico, o bien antagonistas de SHT,, con antagonistas opioides no produce tales efectos.
Mas ain, el cotratamiento de naltrexona con antagonistas 5SHT, o SHT, produce mayores
reduccciones en la hiperfagia por insulina que la producida por naltrexona sola. Por el contrario,
mientras la naltrexona inhibid tanto la ingesta de sucrosa o dextrina maltosa, este efecto fue
eliminado o retrasado cuando la naltrexona fue administrada con el antagonista de SHT,,
ritanserina ',

También se observan relaciones entre los sistemas opioide y dopaminérgico para la ingesta
de comida. Los agonistas opioides estimulan la ingesta cuando son administrados en células ricas
en DA y regiones terminales como el area tegmental ventral y el nicleo accumbens * "', La
microinyeccion de haloperidol en este ultimo lugar también estimula la ingesta de comida. El
cotratamiento de antagonistas D1, agonistas D2 o antagonistas D2 con naltrexona produce una
mayor inhibicién de la ingesta inducida por deprivacion que la naltrexona séla ',

El Neuropéptido Y (NPY) es un péptido de 36 aminoacidos, aislado originalmente del

cerebro (hipotalamo) porcino por Tatemoto P 1%

, que aumenta poderosamente la ingesta de
comida tras su administracion central 7', Pertenece a la familia de los polipéptidos pancreaticos
y parece coexistir en las neuronas que contienen NA ', El NPY ha sido implicado también en la
modulacion del humor, excitabilidad cerebrocortical, relacion hipotalamico-pituitaria, fisiologia
cardiovascular, funcion simpatica 77 y comportamiento sexual '*. El incremento de comida es

altamente especifico para las comidas ricas en carbohidratos '* ¥% 1% Su lugar de accién parece
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ser en el hipotalamo anterior ventromedial y en estructuras asociadas con el cuarto ventriculo. La
administracion de NPY revierte la anorexia producida por lesiones hipotalamicas laterales '%.
La administracion central repetida de NPY o de la sustancia relacionada con él, el péptido

161 La tolerancia al efecto

YY (PYY), permite continuar la hiperfagia y ganancia de peso
orexigeno de este péptido no aparece. Hay, sin embargo, distensién gastrointestinal masiva
asociada con la administracion repetida de estos péptidos. Esto sugiere que las sefiales centrales
de ingesta pueden dominar las sehales periféricas de saciedad. La hiperfagia pasiva, la distension
estomacal, y la selectividad por los carbohidratos producidas por la inyeccion central de NPY ha
llevado a la sugerencia de que tanto NPY como PYY juegan un papel en la patofisiologia de la
bulimia '®.

El NPY ejerce sus efectos a través de varios subtipos de receptores acoplados a
proteinas G '*7. Sin embargo el significado biologico del NPY es dificil de establecer debido a la
falta de antagonistas farmacolégicos 77 especificos que inhiban la ingesta inducida por el NPY;
hasta el presente los desarrollados se enfocan al control vascular y es improbable que puedan
cruzar la BHE ' Podrian representar un tratamiento potencial para las enfermedades
cardiovasculares y la obesidad, de considerable atractivo para la industria farmaceatica '> 1" 1%,

En un estado de saciedad, la ingesta de comida inducida por el NPY es suprimida por el
antagonista optoide naloxona, sugiriendo que el NPY puede ejercer su efecto por la via de
activacion de los péptidos enddgenos opiaceos, que se sabe que actiian estimulando la ingesta de
comida en varias especies *''.

EI NPY aunque se encuentra ampliamente distribuido en las neuronas del sistema nervioso
central y periférico, alcanza altas concentraciones dentro del NPV ' !* donde coexiste con un
neurotransmisor clasico como es la SHT **. Algunas lineas sugieren que el NPY hipotalamico y
la SHT pueden interactuar de forma contraria en el control de la ingesta. En el caso del NPY, es
un potente estimulo que induce a la ingesta en ratas saciadas de cualquier manera cuando es
inyectado en el NPV directamente. Contrariamente, la SHT y sus agonistas inhiben la ingesta
cuando se inyectan tanto periféricamente como directamente en el NPV, Sin considerar la
consumicion de macronutrientes especificos, la ingesta inducida por NPY en el NPV parece ser
selectiva para carbohidratos mientras que el aumento de actividad neural central esta asociado con

la inhibicion selectiva de ingesta de carbohidratos. Los modelos de variaciones diurnas en los

niveles endogenos de NPY y SHT en el NPV son similares, mostrando ambos un pico en la
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méxima oscuridad, que es cuando las ratas normalmente inician su gran actividad de ingesta. En
base a estas observaciones, algunos han sugerido que ambas sustancias neuroquimicas pueden
estar implicadas en la regulacion de la ingesta de comida y la homeostasis de energia. De hecho,
se ha sugerido que el NPY puede ejercer su efecto hiperfagico actuando directamente en el
sistema SHT *.

El efecto sobre la ingesta del NPY no es bloqueado por el antagonista o fentolamina *,
pero es disminuido por la naloxona y el antagonista de la DA, haloperidol '*. El antagonista o,
adrenérgico yohimbina reduce la ingesta inducida por NPY, pudiendo esta accion estar mediada
por este receptor al menos parcialmente. Se sugiere también la participacion del 37,5'-
adenosinmonofosfato ciclico (AMPc) y la implicacion de la proteina G sensible a la
toxina pertusis *.

La temperatura ambiente modifica la accidn central del NPY sobre la ingesta cuando éste
es administrado ICV .

La galanina (Gal), un péptido de 29 aminoacidos, se halla en altas concentraciones en el
NPV ® Tiene miltiples efectos bioldgicos. Inhibe la liberacién de insulina inducida por glucosa,
la liberacion de acetilcolina y el glutamato hipocampal pero no la liberacién de 4dcido gamma-
aminobutirico, y baja la excitabilidad espinal y de disparo de las neuronas del locus coeruleus.
Estimula la ingesta de comida y la liberacion de hormona del crecimiento, ya sea intrahipotaldmica
o0 en inyeccion ICV. Las acciones de la Gal son mediadas por via de su alta afinidad a la proteina
G,/G, - receptores acoplados- implicando sistemas efectores tales como canales de K, Ca® y
adenilciclasa ''. Inyecciones de Gal en el NPV activan el comportamiento de ingesta. Este
incremento es parcialmente dependiente de la activacion de receptores @, noradrenérgicos ' %2,
Gal tiene efectos complejos en la ingesta de macronutrientes, con aumento de comida
carbohidratada y grasa durante diferentes fases del ciclo de ingesta. Estos hallazgos son
compatibles con un pape! de la Gal en la modulacion del ritmo circadiano de ingesta '%.

Los agonistas de los receptores de (al tienen aplicaciones terapetticas en el tratamiento
del dolor crénico y en la prevencion del dafio 1squémico. Los antagonistas del receptor de Gal
tienen potencial terapettico en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, depresion, y

desérdenes de ingesta '
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La hormona liberadora de hormona del crecimiento (GHRH) aumenta la ingesta de
comida tras su administracion central. Este efecto es atenuado por antagonistas opioides como la
naloxona '%,

La sustancia mas importante implicada en el control hipotalamico de la funcion hipotalamo-
hipofiso-adrenal es la hormona liberadora de corticotropina (CRH) '*. Este neuropéptido, que
es sintetizado y ltiberado desde la divisidn parvocelular del NPV, es un potente liberador de
horimona adrenocorticotropa (ACTH), y también muestra otras acciones extrahipofisiotropas que
incluyen la inlubicion de la entrada de energia y la activacion del sistema nervioso simpatico y por
lo tanto el gasto energético '**. La CRH administrada cn el cerebro (especificamente produce su
efecto en el NPV) inhibe potentemente la ingesta. Esta inhibicion de la ingesta esté asociada con
un incremento del acicalamiento, lo que sugiere un efecto saciante. Es la tinica sustancia capaz
de inhibir la ingesta estimulada por una gran variedad de condiciones, tales como el hambre, y la
ingesta iducida por un alto nimero de agentes farmacoldgicos, como muscimol, NA, dinorfina
o insulina '®. Tanto los antagonistas CRH como el antisuero CRH revierten parcialmente la
anorexia inducida por estrés, sugiriendo un papel fisiolodgico para la CRH en la modulacion de la
ingesta de comida '”’. Se ha postulado que la anorexia producida por SHT es debida a la liberacion
de CRH, mientras que la NA aumenta la ingesta por inhibicién de la liberacion de CRI '®.

La colecistoqiinina (CCK) es 1a mejor estudiada de los posibles agentes de saciedad.
Reduce la ingesta en muchas especies incluyendo la humana '% %' La CCK es una hormona
polipeptidica que fue aislada por primera vez en 1971 por Mutt y Jorpes como una hormona de
33 aminoacidos del tracto gastrointestinal porcino'*’. Posteriormente se ha visto que la porcion
activa de la molécula constste en los ocho aminoacidos carboxiterminales (CCK-8). También se
ha demostrado que la CCK tiene acciones tanto a nivel del tracto gastrointestinal como en el
SNC ' 19 El mecanismo por el que se limita la ingesta de comida es desconocido, parece ser
diferente en las distintas especies ' y puede en parte estar relacionado con su capacidad para
enlentecer el vaciamiento gastrico, pero esto no explica por completo los efectos de [a CCK. Asi,
un componente mas importante del efecto de la CCK en la naturaleza parece ser el paracrino o de
lazo corto. La CCK liberada desde el duodeno parece estimular fibras vagales ascendentes

llevando mensajes al nucleo del tracto solitario. Esta ahora en controversia si el efecto mas
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importante de saciedad de la CCK es ejercido a este nivel o a través de proyecciones al NPV del
hipotalamo *** '’ Existen evidencias de que la liberacion de catecolaminas, parcialmente, media
el efecto de la CCK-8 .

Se han empleado muchos esfuerzos para demostrar que la CCK es un agente aversivo mas
que saciante ' '® Debido a la imposibilidad de comprender que los efectos locales o paracrinos
no puedan ser relacionados con los niveles de hormona circulante. En animales, Billington y cols.,
utilizando diferentes modelos de saciedad, finalmente demostraron convincentemente que la
CCK-8 actia como un verdadero agente de saciedad mas que como un aversivo, como es el

166, 169, 25 Otro efecto de la CCK es el hallazgo un tanto sorprendente de los

cloruro de litio
receptores de CCK median el aumento de retencién de memoria producida por la ingesta **. Este
efecto también parece estar mediado a través de fibras ascendentes del vago y posiblemente a
través de proyecciones desde el nacleo del tracto solitario a través de la estria terminalis a la
amigdala ™ ', El aumento de memoria parece estar mediado por la via de los efectos de
recompensa de comida 7.

Recientemente, dos lineas de evidencia parecidas han dado un papel fisiologico para la
CCK en la modulacion de la saciedad. La primera, los niveles circulante de CCK hallados tras la
administracién intraperitoneal (IP) de CCK-8 a dosis que inhiben la ingesta de comida son
similares a los niveles hallados tras la ingestion de comida. Segunda, un antagonista altamente
especifico de la CCK, la L-364,718, incrementa la ingesta de comida tras una comida normal. En
general, estos y otros estudios sugieren que la CCK es responsable del 10 al 20% del efecto
saciante implicado en la terminacién de una comida,

La inyeccion de CCK en el hipotalamo disminuye también la ingesta, por lo que se piensa
tiene accion central y periférica. Los receptores periféricos para esta hormona (CCC-A) son
diferentes de los centrales (CCC-B), inhibiendo los antagonistas selectivos para uno y otro la
saciedad; sin embargo aunque los antagonistas de los receptores CCC-A inhiben los efectos
anorexigenos de la CCK inyectada en la periferia, los antagonistas de la CCK-B no lo hacen. Los
antagonistas de los CCC-B son 100 veces mas potentes para inhibir la saciedad que los
antagonistas de los receptores CCC-A. Asi pues los receptores centrales son los mas
importantes *'*’. Es posible que la CCK circulante llegue a los receptores centrales localizados

en el HVM, ya que parte de éste se encuentra fuera de la BHE *.
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La bombesina (BBS) es un tetradecapéptido aislado originalmente de la piel de la rana
Bombina bombina 7 '°*'*’_ Este péptido afecta a la ingesta de comida, bebida y a la temperatura
en la rata " ' 2% Su administracién periférica reduce el tamafio de la ingesta de forma dosis-

*, Su administraciéon central también disminuye la

dependiente, incluso en el ser humano
ingesta '>*. Parece ser que el lugar de accion periférico inicial es el intestino, ya que la desconexion
de las vias neurales que conectan esta viscera con el cerebro bloquea el efecto de la BBS en la
ingesta **. La BBS periférica no tiene efecto en la ingesta de agua, ni efectos significativos en la
actividad locomotora de las ratas ' '%"_ El lugar de accién de la BBS a nivel central parece ser el

HL ', Como la auténtica BBS no existe en los mamiferos, se considera al péptido liberador de

gastrina como su representante enddgeno al mostrar caracteristicas inmunoldgicas parecidas .

Lugar de liberacion

SOMATOSTATINA
Estomago —r BOMBESINA

PEPTIDO LIBERADOR DE GASTRINA \

Duodeno = COLECISTOQUININA =g  [NGESTA DE COMIDA
Pancreas L GLUCAGON /
Heum — NUTRIENTES ABSORBIDOS / ' -

Fig. 3. Representacion diagramatica de los efectos aditivos de la liberacion de hormonas gastrointestinales tras la

ingesta de comida para producir saciedad en respucsta a la absorcién de nutrientes '%.

Los efectos de la CCK, glucagdn, y somatostatina parecen ser aditivos, alcanzando hasta
el 50% del efecto saciante en una comida normal. BBS y el péptido liberador de gastrina parecen
producir sus efectos tanto por promover la liberacion de CCK como por una accion independiente

de la liberacion de CCK. Tanto BBS como glucagdn inhiben la ingesta en humanos (Fig. 3).
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La somatostatina inhibe pobremente la ingesta en animales deprivados de comida ', A
nivel central los efectos son contradictorios, intentandose relacionarla con la GHRH .

En 1924 Babour demostré que la insulina estimulaba la ingesta tanto en nifios malnutridos
como normales. Este fendmeno es reconocido hoy, cuando la insulina dada a pacientes obesos tipo
II con diabetes mellitus lleva a hiperfagia y ain mas ganancia de peso, y puede mas que los
consejos médicos. Un hecho todavia no plenamente resuelto es que, en monos, la administracion
central de insulina disminuye la ingesta de comida. Es posible que este efecto de la insulina sea
secundario a su capacidad farmacolégica para activar receptores de factores de crecimiento
insulinicos (IGF), ya que IGF es un agente anorexigeno importante cuando se administra ICV.

La motilina es un péptido de 22 aminoacidos que estd asociado con complejos
interdigestivos mioeléctricos, y que incrementa la ingesta tras su administracién periférica,
posiblemente debido a su capacidad para incrementar la tasa de vaciamiento géstrico '¢’.

La calcitonina, hormona secretada por el tiroides y cuya funcion es reducir el nivel de
calcio sanguineo, es un potente agente anorexigeno en ratas, y su liberacion sigue a la comida !,
Es un inhibidor muy potente de la secrecion acida gastrica cuando es administrado ICV . El
efecto anorexigeno de la calcitonina es mil veces mas importante en inyeccidn intracerebral que
en inyeccion periférica, probablemente porque hay receptores de calcitonina en la superficie de las
neuronas cerebrales '*!. Parece producir este efecto por inhibicion de la recaptacion de Ca*' en el
hipotalamo '%'®*_ El péptido relacionado genéticamente con la calcitonina de rata (CGRP) inhibe
la ingesta cuando es inyectado en el cerebro, sin embargo es mucho menos potente que la
calcitonina de salmén como agente anorexigeno *’. La amilina, un péptido de 37 aminoécidos de
la familia de CGRP, aislado originalmente de los depositos amiloides del pancreas de pacientes
diabéticos no insulindependientes, también inhibe la ingesta en inyeccion intrahipotaldmica .

Knoll ha aislado y parcialmente purificado dos glicoproteinas denominadas sacietinas Iy
II, del suero humano. La sacietina también esta presente en la circulacion de otras especies
incluyendo roedores, ungulados y aves. Esta proteina reduce la ingesta de comida tras la
administracion ICV, intravenosa, subcutanea y oral *’. Sus efectos son particularmente duraderos
(24 a 48 h) comparados con los efectos (15 a 60 min) de las hormonas gastrointestinales de
saciedad. Se ha sugerido que la sacietina circula como una molécula inactiva y que es activada por

“sefiales" generadas desde el tracto gastrointestinal durante la ingestion de comida " '*°. La

sacietina no altera la ingesta de agua '’ La infusién ICV de sacietina de rata, ademas de la
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supresion de la ingesta conduce a una disminucion prolongada del peso corporal V. El estado
exacto de "sacietinas" estan a la espera de la caracterizacion completa de sus estructuras e
identificacion de sus lugares de accién '® .

La hormona del crecimiento (GH) tiene efectos anabolicos e incrementa el apetito.
Recientemente se ha demostrado que la GH produce una rapida ganancia de peso en individuos

mayores con severa malnutricion.

1.3.3.3. Miscelanea

Las hormonas esteroideas también aumentan el apetito, posiblemente por modulacion del
tono opioide (esteroides sexuales) o por modulacion de la actividad norepinefrinica y de CRH en
el hipotalamo '®*, e incluso podria ser por la potenciacién de los receptores GABA, a nivel
hipotalamico & %7,

Aparte de las ya discutidas, otras sustancias han demostrado disminuir la ingesta tras su
inyeccion central. Se incluyen las prostagilandinas y péptidos relacionados con genes 2> 1719,

El aumento de ingesta es mas marcado cuando la microinyeccioén de un exceso de iones
calcio se realiza a nivel del hipotalamo rostral y posterolateral 1.

Los antagonistas histaminérgicos estimulan el apetito, en particular el bloqueo de los H,
no asi de los H, y H;. Estos tres tipos de receptores han sido detectados en el SNC ¢,

El factor de necrosis tumoral (TNF) y la interleuquina-1a (I1.-1 &) suprimen la ingesta de
comida de forma dosis-dependiente, tanto en administracion central como periférica . Muchos
efectos bioldgicos han sido atribuidos a /-7, incluyendo analgesia, disminucion de la ingesta,
hipoglucemia, ¢ incremento de la temperatura. Sin embargo no esta claro si estos efectos son
directos y si estan mediados de forma central o periférica ',

Aunque la anorexia es generalmente aceptada como un efecto indeseable de la infeccion,
algunos autores como Murray y Murray demostraron un valor de supervivencia en la fase

temprana de defensa del huesped, ya que asi se disminuye la disponibilidad de los nutrientes

esenciales para el crecimiento de los microorganismos '
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1.3.4. Mecanismos intrinsecos

Son aquellas sefiales fisiologicas relacionadas con el control de la ingesta de alimentos. Asi
cuando ha surgido la necesidad de encontrar un estimulo interno, reflejo del metabolismo, ios
autores han dirigido su atencion hacia tal o cual molécula cuyo contenido suponia la mejor
explicacion posible de los fendmenos observados. Sucesivamente se ha considerado que los
glicidos, los lipidos y los aminoacidos eran responsables del desencadenamiento del hambre y la
saciedad como consecuencia del aumento o de la disminucién de su concentracion plasmatica 7.
Este concepto representa una de las hipotesis mas antiguas en lo que se refiere a la regulacion del

peso %

- Hipotesis glucostética

A partir de estudios experimentales, se deduce que un descenso en la disponibilidad de la
glucosa puede producir hambre. Por el contrario, su administracién (con msulina) reduce la ingesta
de alimentos en animales hambrientos ™. Existe pues una cierta correlacion entre la glucemia y
los estados de hambre y saciedad ', Fue Carlson en 1916 quien sugiri6 esta hipotesis %,

Mas tarde, fue Jean Mayer quien en 1955 llevd adelante la hipdtesis, planteando que en
algin lugar del organismo, como el cerebro, posiblemente en el hipotalamo, y en algunos 6rganos
internos del cuerpo, existirian receptores sensibles al nivel de glycosa en sangre 2. Es un intento
de explicar la hiperglicemia de la diabetes mellitus asociada con hiperfagia '*. Se basa en el hecho
de que el metabolismo de los carbohidratos juega un papel central en la regulacion de 1a energia
metabolica. Las reservas corporales de carbohidratos son muy pequeifias en comparacion a las de
grasas y proteinas; ademas, la glucosa sanguinea es utilizada preferencialmente por todos los
tejidos y exclusivamente por el cerebro. La glucosa es como una gasolina esencial para el sistema
nervioso 2. Esta hipotesis sobre la regulacion de la ingestion del alimento puede ser a través de
sistemas de control capaces de detectar las variaciones plasmaticas de la glucosa, quizds mediante
células glucostaticas, situadas en los centros cerebrales ** %%, Asi se explicaria el aumento del
apetito en la diabetes *!.

Sin embargo, el nivel absoluto de glucemia no puede constituir en si mismo el estimulo
humoral del comportamiento. Estos glucorreceptores se mostrarian sensibles al nivel de

disponibilidad celular de la glucosa, ya que son muy numerosos los casos en los que se manifiesta
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una completa oposicion entre glucemia y hambre o saciedad. Asi, desde el comienzo de la comida
y antes de que se haya producido absorcion intestinal alguna, la glucemia se eleva (reflejo
hiperglicemiante), a pesar de lo cual continda la ingesta. Por otro lado, la hiperglucemia de los
diabéticos nunca ha reducido el hambre, registrandose mas bien el proceso contrario '”®. La
inyeccion de 2-deoxi-D-glucosa bloquea la utilizacion de glucosa por las células, de tal forma que
esta glucoprivacion intracelular provoca en algunos minutos una toma de alimentos (en un animal
que ya esta harto), asi como una hiperglucemia reactiva '™,

Los estudios apoyando a la glucosa como un modulador del hambre neuronal comenzaron
con uno que mostraba que la aplicacion iontoforética de glucosa incrementaba los disparos de las
neuronas del hipotdlamo medial y bajaba la frecuencia de descarga del HL . Asi, hoy se sabe,
que el area HL y el globo palido (GP) estan basicamente implicados en la regulacion de la ingesta
y procesos metabolicos '*. En el HL hay neuronas sensibles a la glucosa (GS), cuya actividad es
suprimida especificamente por aplicacion electroforética de glucosa, y estas neuronas parecen estar
también influenciadas por algunas sefales neuroquimicas asociadas a la ingesta '**. También se cree
que existen células GS en el GP '*, Sin embargo, neuronas de otras areas del cerebro parecen ser
también sensibles a la glucosa y por tanto participan en los circuitos cerebrales que controlan la
ingesta. Estas neuronas se localizan en el tronco del encéfalo, cerca del area postrema o nicleo
del tracto solitario. Asi microinyecciones a este nivel de analogos de la glucosa son efectivas en
inducir ingesta de comida en animales de experimentacidn %%,

La observacion de que ciertas lesiones hipotalamicas originan hiperfagia y obesidad, seglin
los partidarios de la teoria glucostatica se deberia a la destruccion de los glucorreceptores, que a
partir de entonces no serian capaces de detener la ingesta, con la hiperfagia consiguiente '™*. Sin
embargo, se opone el hecho de que tras una destruccion completa de los centros que son los
supuestos responsables de la glucorrecepcion, el sujeto de experimentacion reacciona
perfectamente bien a la 2-deoxi-D-glucosa y a la insulina, las cuales provocan la toma de alimento
en el animal saciado '"*.

Entre sus muchos efectos biologicos, los glucocorticoides inhiben la recaptacion de glucosa

por los tejidos periféricos. Esta accion se extiende también a la utilizacidn cerebral de la glucosa ™.
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- Hipotesis lipostéatica

Otra hipétesis a mencionar es la lipostatica, propuesta por Kennedy en 1953 %, seg(in la
cual el apetito serfa controlado a través de sefiales que informarian al cerebro sobre el tamafio de
los depositos adiposos corporales o la fluctuacion del contenido de tal o cual molécula de la
familia lipidica '”®. En un principio las investigaciones se orientaron hacia la busqueda de una
correlacion entre los lipidos circulantes y el comportamiento; pero hasta el momento ésta no ha
podido ser establecida. Asi la elevacion de los acidos grasos libres (AGL) acompafia tanto a los
estados de anorexia como a los de hambre intensa '7®.

Si se produce una sobrealimentacion en ratas, el resultado es una lipogénesis asociada a
hipennsulinemia y obesidad. Tras esta sobrealimentacion, las ratas espontaneamente comen muy
poco y se produce una lip6lisis hasta que el peso corporal vuelve aproximadamente a su valor
normal 22,

Este control esta muy relacionado con los niveles de insulina y el metabolismo de la

glucosa, pero aun no esta esclarecido lo que es verdaderamente detectado **.

- Hipétesis aminostatica

Fueron Mellinkoff'y cols., en 1956, quienes trabajando con voluntarios humanos, midieron
los aminoacidos séricos y la concentracidn sanguinea de azucar en varias situaciones, encontrando
una relacion inversa entre la concentracion de aminoéacidos en sangre y el apetito **. Esto llevo
a Mellinkoff a proponer la hipotesis aminostatica del apetito. El sugirié que excesos y deficiencias
de aminoacidos juegan un papel en la iniciacion e inhibicion de la ingesta, en vista del hecho de que
algunos aminoacidos, p. . el acido y-aminobutirico (GABA), actGa tanto como un
neurotransmisor ¢ inhibidor de la ingesta. Wurtman ha intentado conectar las hipotesis glucostatica
y aminostaticas basandose en que la glucosa facilita el transporte del triptéfano, el precursor de
la SHT, a través de la BHE ',

Aunque es clerto que la ingestion o la inyeccidn de aminoacidos posee una gran capacidad
de saciedad, en los diabéticos un alto contenido de aminoacidos no neutraliza la hiperfagia, y la
reduccidén de la concentracion de estos metabolitos en ciertas enfermedades hepaticas va

acompafiada de anorexia. Cabe indicar que la administracion de anfetaminas (anorexigenas)
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coincide con un descenso de los aminodcidos circulantes. El aporte alimentario de aminoéacidos

puede modular la sintesis de SHT cerebral (depende muy estrechamente de la relacion entre el

triptofano y el conjunto de los aminoacidos neutros) ',

- Hipotesis termostatica

Los mamiferos y las aves son los Gnicos animales que han desarrollado la capacidad de
regular su temperatura corporal {TC) manteniéndola constante a temperaturas préximas a los
37°C, incluso frente a temperaturas ambientales muy diferentes de la corporal. El proceso por el
que los animales homeotermos son capaces de producir calor recibe el nombre de termogénesis.
Para mantener la TC se aprovecha el calor producido en las reacciones de oxidacion de los
nutrientes, procedentes tanto de la dieta como de las reservas internas .

Algunos autores piensan que la sefial de hambre y de saciedad proviene de una de las
consecuencias de la utilizacion de los sustratos metabdlicos, la temperatura del htpotalamo. Un
enfriamiento relativo de los centros seria senal de hambre, en tanto el calentamiento indicaria
saciedad '"®. Asi el frio provoca un aumento de la ingesta alimentaria, y el enfriamiento local del
hipotalamo puede incitar a ingerir los alimentos; pero también se conocen un gran namero de
casos en los que estan disociados los factores térmicos y la aparicion del comportamiento
alimentarto '™,

En un estudio de Brobeck (1958) ' las ratas fueron colocadas en jaulas individuales a una
temperatura ambiental estrictamente controlada, y se midi6 tanto la ingesta de comida como sus
temperaturas. Cuando la temperatura ambiente era de 18,3°C a 25,4°C las ratas aumentaban su
ingesta y ganaban peso normalmente. Sin embargo, a temperatura entorno a los 33,3°C la ingesta
de comida disminuia mientras la ingesta de agua a veces se incrementaba, y las ratas rapidamente
perdian peso. Observaciones mas recientes de Booth y Strang en sujetos humanos mostraron que
tras la ingesta, la temperatura de la piel se incrementaba rapidamente y tenia lugar una dilatacion

de los vasos sanguineos periféricos **.

- Hipotesis osmostatica

Esta hipotesis se basa en ciertas observaciones de un efecto anorexigeno de las soluciones
hipertonicas de cloruro sédico (CINa) o de glucosa. Los experimentos que respaldan esta hipotesis

recurren a estimulaciones extremas. No obstante, es concebible que e! apetito se inhiba
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temporalmente en un momento en el que el medio interno se halla inundado de electrolitos y no
puede permitirse la nueva agresion osmotica constituida por el alimento seco o demasiado denso

que se ofrece a los sujetos de experimentacion ',

- Hipdtesis isquimétrica

Esta hipotesis es mas reciente y tiende a conciliar las demdas hipotesis metabodlicas. La idea
de que la sefial fisioldégica de hambre y saciedad podria ser isquimétrica fue primeramente

4 178 179

publicada en 197 . Su nombre procede del griego "ischys" que significa potencia,
produccion de energia. El mensaje de desencadenamiento de la ingesta alimentaria tendria por
origen la disminucion en el recambio de las moléculas ricas en energia a nivel de los receptores.
La fuente de esta energia puede ser tanto glicidica como lipidica o proteica. Las células receptoras
de este mensaje no deben verse influidas por el recambio relacionado con funciones especificas
como la motricidad o la termogénesis periférica. Asi su emplazamiento ideal estaria en las
proximidades de los centros nerviosos o del higado. Son numerosos los argumentos
experimentales que respaldan esta hipotesis. La hipotesis isquimétrica permite integrar ciertas
nociones, como la del papel de las hormonas en el hambre v la saciedad '™*.

De acuerdo con la hipotesis isquimétrica, el mensaje critico de reduccion viene de la tasa

de utilizacion, a nivel celular, de todos los sustratos productores de energia 7.

- Otras hipotesis

Tanto la administracion periférica como central de purinas disminuye la ingesta. Como hay
una extensa evidencia de la existencia de un sistema nervioso purinérgico, se ha propuesto, de
forma un poco irénica, un modelo de ingesta purinostatico. Algunos estudios apoyan el concepto
de la modulacion purinérgica de la ingesta pudiendo implicar una interaccién con el receptor
diazepinico, y recientemente se ha reportado la evidencia de una interrelacion cerrada entre el
sistema purinérgico de ingesta y el sistema opioide de ingesta. Finalmente los niveles de xantina
en el liquido cefalorraquideo (LCR) estan asociados con ¢l escaso apetito de los pacientes
deprimidos, sugiriendo por ello un posible papel de las purinas para la regulacion del apetito
humano .

Otra teoria sobre la regulacién a largo plazo del apetito sugiere que la insulina juega un

papel clave como una sefial del tejido adiposo. Esta hipotesis estd basada en la impresionante
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correlacion entre el grado de adiposidad y los niveles plasmaticos de insulina. Woods y cols.
informaron que, en contraste con los efectos de la administracion periférica de insulina, cuando
la insulina es administrada centralmente se produce una disminucién marcada de la ingesta en
monos y en ratas Zucker delgadas pero no obesas (fa/fa). La instilacion de anticuerpos de insulina
en el HVM de ratas resulta en un incremento de la ingesta. Tannenbaum y cols. encontraton que
la administracion central del IGF parcialmente purificado es un inhibidor de la ingesta
extremadamente potente en ratas ',

La proliferacion de teorias sobre el control de la ingesta por nutrientes sugiere que el
cerebro posee multiples mecanismos para la modulacion de los niveles de los nutrientes esenciales.
Tales mecanismos estan en concordancia con la conocida posibilidad de los animales para
seleccionar un adecuado balance de macronutrientes y micronutrientes cuando se alimentan
libremente. Ultimamente se sugiere que son numerosas las ventanas en el cerebro que actilan como
monitores del medio interno. La informacion desde estos sensores es entonces procesada dentro

del SNC a través de un sistema de cascada que implica numerosos neurotransmisores '%.

- Otras sefiales fisioldgicas

- Sensaciones orofaringeas.

Las sensaciones orofaringeas desempefian un importante papel en el gusto y demas
sensaciones olfatobucales que intervienen en la aceptabilidad al principio de una comida
(palatabilidad), y en el rechazo a su final (aliestesia). El aparato sensorial orofaringeo se muestra
capaz de apreciar hasta cierto punto el valor calorico de la ingesta y de adaptarla a las necesidades
internas. SoOlo estas ultimas determinan el grado de ingesta como respuesta al estimulo que
representan los alimentos (palatabilidad) '™,

La masticacion y la deglucion de alimentos causan cierta saciedad *'.

Las estimulaciones sensoriales pueden evocar actuando por si mismas, respuestas
antirreguladoras. Asi si se realiza una fistula gastrica, el animal consume cantidades excesivas de
alimentos, tanto mayores cuanto mas agradable sea el sabor. En el animal intacto, es posible que
haya una preferencia de las soluciones o los alimentos edulcorados con sacarina a los glicidos

nutritivos no azucarados como la lactosa. Una alimentacién muy amarga puede originar una

delgadez extrema v, a la inversa, cualidades olfatogustativas muy atractivas conducen en ocasiones
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a una cierta obesidad. Los animales que se alimentan por sonda, autoinyectandose directamente
el alimento en el estomago, llegan a lograr una regulacion correcta de su peso en ausencia de
sensaciones orales ‘7%,

Nachman y Ashe en 1974 mostraron que las lesiones en la amigdala basolateral debilita la
adquisicidn del gusto aversivo. Ratas con lesiones bilaterales de la amigdala basolateral a las que
se les ofrecid una muestra de comida como la de laboratorio, cascaras de naranja, verduras, pasas,
patatas y coliflores, comieron significativamente menos comida de laboratorio pero mas comidas
nuevas (pasas y coliflores) que las ratas control. En otros experimentos se obtuvieron datos
similares. Por ello concluyeron que la amigdala basolateral puede estar relacionada con la seleccion
de la comida en base a experiencias previas 2.

La estimulacion eléctrica o gustatoria de la lengua o nervios linguales produjcen respuestas
eléctricas en el nicleo del tracto solitario en la médula, nicleos parabraquiales del puente, nicleo
posteromedialis ventralis, en el talamo, en el hipotalamo lateral, en los nacleos central y lateral

de la amigdala, y en las areas orbital y perihinal de la corteza cerebral 2%,

- Sensacidn gastrica.

Numerosos sujetos, cuando tienen hambre, sienten contracciones o molestias gastricas que
cesan con la saciedad. La inyeccion de insulina, que provoca hambre en razon de las necesidades
metabolicas, suscita paralelamente contracciones y secreciones gastricas. La inyeccidon intravenosa
de glucosa puede inhibir la hiperreactividad gastrica en el hombre. Pero estas correlaciones se
deben a que una causa comQn, de caracter metabolico, se halla en el origen tanto del hambre-
saciedad como de las contracciones gastricas. En muchos sujetos el hambre no va acompatiada de
sensaciones gastricas desagradables. La distension gastrica durante varios dias con ayuda de un
balén pequefio tiene un efecto de saciedad a corto plazo; a largo plazo la ingestion se adapta
rapidamente y termina por ser normal (incluso con la presencia del balén, que origina una
distension enorme). La rata con sonda gastrica permanente aprende a administrarse, mediante
presion sobre palanca, una cantidad de alimento adecuada, incluso aunque se varie su dilucion. La
gastrectomia total no suprime la capacidad de los sujetos para apreciar las alternacias de hambre

y saciedad, ni la aptitud para mantener un peso estable '"*.
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- Apetito de sustancias determinadas.

Cuando existe un déficit de un constituyente esencial, aparece en el animal una necesidad
de alimentos ricos en ese componente. Ello ha sido descrito para el calcio, proteinas, vitaminas y
otros alimentos, pero el caso mas estudiado es el del sodio. El apetito especifico de soluciones
saladas casi nunca ha sido experimentado por el hombre occidental, debido a su consumo excesivo
de sodio. Este peculiar apetito no va acompaiiado de sensaciones gastrointestinales, de sequedad
bucal, ni de otras manifestaciones somatovegetativas evidentes, lo que puede explicar el hecho de
su estudio se haya descuidado durante mucho tiempo, hasta que en los afios 30 Richter emprendid
sus investigaciones en la rata suprarrenalectomizada. Asi tras la adrenalectomia en ratas (provoca
grave pérdida de sodio), éstas beben casi exclusivamente agua salada si tienen a su disposicion
ambos tipos de agua. Si a estas mismas ratas se les secciona los nervios del olfato y del gusto, no
consiguen distinguir entre ambos tipos y mueren mas rapidamente. Existen pues dos cuestiones
de interés: la capacidad de detectar que hay un déficit de sal y la capacidad de conocer los
alimentos ricos en la sustancia deficitaria. Todavia no se han desvelado todos los secretos del
mecanismo del apetito especifico por lo salado, de gran interés fisiolégico, patologico y
epidemiologico si se tienen en cuenta que el consumo excesivo de sal genera enfermedades como
la hipertension arterial, etc. '

Recientes datos sugieren que la SHT puede tener una implicacion significativa en el control
de la ingesta de sal **. Algunos agonistas de SHT,, (8-hidroxi-2- (di-n-propilamino) tetralin,
gespirona, e isapirona) aumentan el consumo salino hipertonico en ratas rehidratadas. Este efecto
sobre la bebida salada no refleja un efecto general hiperdipsico de los agonistas SHT, , porque no
incrementan la bebida ni de agua normal ni adulterada. Por el contrario, los agonistas de los
receptores benzodiazepinicos aumentan la ingesta de bebida salada hipertonica en ratas deprivadas
de agua, pero también estimulan la ingestion de agua y salino isot6nico .

Los mineralocorticotdes son agentes natriorexigenos bien conocidos en la rata, y el dafio
de la region medial de la amigdala ha mostrado abolir selectivamente el incremento en la ingesta
de sodio que es producida por dosis farmacolégicas de aldosterona. Es por ello que la region
medial de la amigdala es una parte del circuito neuronal especificamente sensible a los
mineralocorticoides que atiende el apetito de sodio '*. También el 6rgano subfornical participa

en el apetito por lo salado *,
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LaNA, NPY y Gal estimulan cada una de ellas la ingesta de comida tras su inyeccidn en
el NPV de ratas. En aquellos animales a los que se les es permitido la seleccion de las tres clases
de macronutrientes, tanto la NA como el NPY producen un incremento especifico de ingesta de
carbohidratos, mientras que la Gal en NPV aumenta preferencialmente la ingesta de grasas.
Ademas de éstos, también los esteroides adrenales han sido asociados con cambios en el
comportamiento de ingesta y en la seleccién de macronutrientes tanto tras su administracion
periférica como en el NPV #*#* La interaccion en el control de la ingestion de los nutrientes es
sugerida por la evidencia que muestra que existen receptores de esteroides dentro de las neuronas
del NPV que reciben inervaciones NA, NPY y Gal. Ademas, la inyeccion de NE, NPY y Gal altera
los niveles circulantes de esteroides, con incremento de la adrenocorticotropina y corticosterona
tras NE y NPY y disminucion de la liberacion tras Gal **,

Los efectos estimuladores de NE y NPY en el NPV en la ingesta total de comida son
fuertemente atenuados por la adrenalectomia y restaurados tras la administracion periférica de
corticosterona .

El glucocorticoide corticosterona se une a dos subtipos de receptores en el cerebro, el tipo
Iy el tipo I1. El receptor tipo I tienen una alta afinidad por la corticosterona y también funciona
como un receptor selectivo para mineralocorticoides. Por su alta afinidad para la corticosterona,
parece estar extensamente ocupado por bajos niveles de hormona circulante. El receptor tipo IT
tiene menor afinidad por la corticosterona que el receptor tipo Iy por ello solamente se ocupa
cuando hay niveles mayores de corticosterona circulante, tales como el pico circadiano de
hberacién de corticosterona, o tras estrés. Los antagonistas altamente selectivos para estos dos
receptores han sido recientemente desarrollados, incluyendo RU-28318, un antagonista para el
receptor tipo I, y RU-486, un antagonista para el receptor tipo 11. Estos compuestos permiten la
diferenciacion de los efectos mediados por ambos tipos de receptores. La corticosterona endégena
tiene un efecto permisivo en las respuestas de ingesta de carbohidratos producidas por NA y NPY
en el NPV y esta interaccion es mediada por receptores glucocorticoides tipo II dentro de este
nacleo >4,

El concepto de saciedad sensorio-especifica indica que el fenémeno de la saciedad, como
tal, no es un fendmeno general, sino relativamente especifico para los distintos tipos de alimentos

ingeridos. Curiosamente, ¢l fendémeno de la saciedad sensorio-especifica no se produce en los

31



Tesis Doctoral. Isabel AL Cwierz Lopez

pacientes que padecen bulimia nerviosa, enfermedad caracterizada por episodios recurrentes de

ingesta compulsiva de alimentos y abstinencia **.

* Sefiales no homeostaticas
Son aquellos factores que no estan directamente relacionados con las necesidades

energéticas en ese momento por parte del organismo ***:

- Sabor o gusto de los alimentos.

De la palatibilidad se ha sugerido que juega un papel en la patogénesis de la obesidad '%.
Cuando se ofrece una dieta mas sabrosa, la mayoria de las especies comen mas y pueden llegar a
ser obesas *°. Si las comidas son mds sabrosas, mas calorias son consumidas. Los sujetos con
sobrepeso ingieren mas en respuesta a una comida altamente sabrosa que las personas con peso
normal. Ademas, en las personas de peso normal la ingestion de glucosa transforma la sensacion
normalmente agradable de la sacarosa a desagradable, mientras que los sujetos obesos continuan
percibiendo la sacarosa como agradable '%.

Recientemente se realizan estudios para explorar la posibilidad de desarrollar agentes
farmacoldgicos que sean sustitutos del sabor preferido sin contener tantas calorias, o que alteren
la percepcion del sabor, Hlevando de esta manera a una ingesta alterada .

Se ha demostrado que sistemas de neurotransmisores modulan el gusto; los principalmente
implicados son el sistema opioide y el sistema GABA/benzodiazepina (BZD) ?'. El efecto
antidipsogénico del antagonista opiaceo naloxona es aumentado por sabores dulce y salado, y la
naltrexona, un antagonista opiaceo de larga actuacion, reduce mas eficientemente la ingesta de una
comida apetecible comparada con una comida normal de laboratorio. Por el contrario, la morfina
incrementa la ingesta de una solucion sacarinica (10%) relativamente preferida, mientras no afecta
a mas bajas concentraciones, vy las inyecciones repetidas de morfina con soluciones de sacarosa
0 quinina aumentan tanto la preferencia a la sacarosa como la aversion a la quinina. Estos
resultados sugieren que los opioides enddgenos pueden jugar un papel en la mediacion o
produccién de los cambios del valor incentivo de ciertos gustos %,

La sustancia P (SP) es un undecapéptido presente en las fibras que inervan las papilas
fungiformes y circunvalatas de la lengua de la rata asi como en el nicleo del tracto solitario. La

SP ha mostrado tener un efecto antidipsogénico selectivo. Este efecto se ateniia marcadamente
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cuando se afiade sacarosa o sacarina al agua de beber. De esta manera, como para el caso de los
opioides enddgenos, el sabor puede modular el efecto antidipsogénico de la SP . Un papel
establecido para la SP en el gusto es como un mediador del gusto ardiente del pimiento chili. El
chili contiene capsaicina, un producto quimico que bloquea la recaptacion y promueve la liberacion
de SP en las terminales nerviosa. Esto produce concentraciones aumentadas de SP en la lengua,
llevando a la sensacion quemante asociada con el chile ',

La CCK es otro péptido que ha mostrado tener efectos en la percepcion del gusto ademas
de sus efectos mejor documentados sobre la saciedad. La CCK reduce el periodo corto de ingesta
(tres minutos) de soluciones de sacarosa e inhibe la falsa ingesta, sugiriendo un componente
pregastrico de su efecto saciante. Compatible con este concepto, la CCK inhibe la actividad de las
neuronas en el nicleo del tracto solitario, y las infusiones intravenosas de CCK-8 aumentan las
respuestas integradas a la sacarosa desde la cuerda del timpano intacta de la rata. De esta manera,
las cualidades orosensoriales de la comida parecen jugar un papel en la produccién del efecto

llenante de la CCK en el comportamiento de ingesta ',

- Comida en grupo.

- Intervalos de tiempo entre comidas.
Como ya se ha mencionado el intervalo entre las comidas se halla fijado por las condiciones

de la sociedad de la que forma parte el individuo .

1.3.5. Sistema de monitorizacidn metabdlico

Se sugiere la posibilidad de un mecanismo integrativo en el control metabélico *°. Asi
existen receptores metabolicos tanto a nivel intracerebral como hepatico . Los receptores
intracerebrales pueden ser directos p. e]. para la glucosa, o bien para sustancias intermedias que
reflejan el estado de reserva energética como sacietinas, adipsina, etc. Hoy en dia se sabe, que el
higado también alberga este tipo de receptores *, pero no se conoce el papel exacto en relacion

con los centrales '™,
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1.3.6. Farmacologia

En los ultimos afios se ha llegado al descubrimiento de que una gran variedad de
mensajeros quimicos pueden modular la ingesta. Aunque el significado fisiologico de estas
sustancias es aun desconocido, estda claro que el desarrollo de agonistas y antagonistas
farmacoldgicos de estas sustancias ofrece la esperanza de ser una poderosa herramienta para
ayudar en la modulacion del control del apetito. En vista de la multiplicidad de factores implicados
en la regulacion de la ingesta, parece claro que no hay un unico regulador de la saciedad. La
etiologia de las alteraciones del apetito probablemente sea multifactorial, de ahi la necesidad de
adaptar la farmacoterapia al individuo ',

Farmacos tales como los GABA-miméticos o los bloqueantes de los receptores
serotoninérgicos como la ciproheptadina o la metergolina, estimulan la ingesta, aunque también
inhiben la locomocidn e incrementan el tiempo de descanso.

Es conocido que los agonistas del receptor benzodiazepinico como el flunitrazepam,
clordiazepoxido, clonazepam, y midazolam incrementan la ingesta *’. Por el contrario, otros
ligandos como el CGS 8216 y carbolinas, son anorexigenos y son agonistas inversos en este
aspecto. Roi5-1788 es un antagonista del receptor benzodiazepinico que no tiene un efecto
intrinseco en la ingesta pero que bloquea los efectos tanto de agonistas como de agonistas
inversos. Se esta investigando la separacion de los efectos ansioliticos e hiperfagicos de los
ligandos de receptores benzodiazepinicos **’. El efecto de incremento de la ingesta es por la
interaccién con el complejo GABA/canal del CI/BZD **,

Farmacos que, incrementan {a SHT extracelular cerebral, liberadores dela SHT (p. ¢). la
dl- o su isémero dextro la d- fenfluramina) e inhibidores de su recaptacion (p. ej. la fluoxetina),

reducen la ingesta de comida y de liquido apetecible > 1% 3% 3 104

. Ultimamente se sugiere que la
d-fenfluramina y su metabolito d-norfenfluramina pueden causar hipofagia por su actuacién
directamente en receptores SHT inespecificos y en recptores SHT,, respectivamente, mientras que
la fluoxetina puede actuar independientemente de los receptores SHT *°. Estas hipofagias pueden
implicar interferencias con la accion hiperfagica del NPY ¥, Siguiendo a la ingestion de alimento,
las ratas normalmente tienen un modelo de comportamieno caracteristico de actividad seguido de

acicalamiento y terminando con descanso. Esta secuencia comportamental es tomada como un

indice de saciedad. Parece que tanto la fenfluramina ° como la fluoxetina producen una pronta
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terminacion del comportamiento de ingesta sin afectar a la iniciacion, resultando en menos comida
ingerida seguida por un mas temprano inicio de la secuencia de saciedad completa .

La d-fenfluramina es un farmaco supresor del apetito que actita por liberacion de la SHT
desde las terminales axonicas e inhibe su recaptacion. Se especula que la d-fenfluramina bloquea
el sistema de recompensa de ingesta estimulado por una dieta alta en grasas **. Sin embargo otros
autores opinan que la anorexia es mas selectiva hacia los carbohidratos ¥,

La fenfluramina y d-fenfluramina pueden producir estrangulamiento de las arterias
pulmonares y aumentar el riesgo de hipertension pulmonar primaria. Es ésta una rara enfermedad
que afecta a 2 de cada millon de personas. Si se toman estas pildoras adelgazantes durante tres
meses, el riesgo se multiplica por treinta y pasa a ser de 60 por millon de personas *.

Las estructuras de muchos de los farmacos mas ampliamente utilizados como anorexigenos
en humanos estan estrechamente relacionadas con el nicleo f-feniletilamina, como p. ej.
anfetaminas y dietilpropién .

Las anfetaminas son bien conocidas como agentes anorexigenos, pero conducen a una
hiperactividad y estereotipia ', Pueden también tener efectos facilitadores en la ingesta que son
generalmente vistos con menores dosis *. Disminuyen el apetito actuando sobre el HIL ! 165,

La administracion periférica de altas dosis de feniletilamina inhibe la ingesta, aunque la
especificidad de este efecto es desconocida. La feniletilamina parece ser el ligando enddgeno para
el receptor anfetaminico '

En 1987 se demostrd que el oxido nitrico (NO) era sintetizado y liberado por las células
endoteliales y producia relajacion de la musculatura lisa vascular. Desde entonces, ¢l 6xtdo nitrico
ha demostrado ser un mediador, mensajero, o regulador de la funcién celular en una gran variedad
de sistemas fisiologicos, incluyendo el SNC. La inhibicion de la sintesis de 6xido nitrico disminuye
la ingesta ' y produce una pérdida de peso en ratones '7*.

El oxido nitroso (N,O) induce una respuesta de ingesta que es antagonizada por la

naltrexona, lo que sugiere un mecanismo enddgeno opioide implicado *.
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1.4, TRANSCENDENCIA DEL TEMA

Si las bases biologicas de los desordenes de ingesta implican una alteracion en el
funcionamiento de los neurotransmisores en el SNC, podria esperarse que estos desordenes
estuviesen asociados con alteraciones en el gje hipotalamo-pituitario, regulador del funcionamiento
hormonal. La tabla siguiente (Tabla II) compara los grandes cambios endocrinos vistos en la
obesidad, anorexia nerviosa, y bulimia. Los cambios hormonales de la anorexia nerviosa son
compatibles con un papel de CRH en la patofisiologia de este desorden. Esta hormona como
elemento inhibidor del apetito puede formar parte de la respuesta al estrés. En pacientes bulimicos,
se sugiere un excesivo tono dopaminérgico. No hay neurotransmisores candidatos unicos y claros
para desempefiar un papel central en la patofisiologia de la obesidad, por lo que se argumenta que
la obesidad es un desorden multifactorial ',

El tejido adiposo marron interviene en la termogénesis v en el control del peso corporal.
Es posible que algunos importantes subgrupos de personas obesas tengan defectos en la
termogénesis por mal funcionamiento del tejido adiposo marron !

El papel potencial de las hormonas gastrointestinales en la patofisiologia de los desérdenes
de ingesta ha sido escasamente estudiado. La CCK-8 no inhibe la ingesta de comida durante un
atracén bulimico, y de hecho se ha sugerido una deficiencia en la liberacién de CCK durante el
atracon. Estos hallazgos son compatibles pero no aclaran el papel para la CCK en la bulimia. La
CCK también parece jugar un papel en la anorexia asociada a otros procesos. La BBS puede ser
una hormona ectdpica implicada en la anorexia que se produce en el carcinoma de células en avena

del pulmon 6719,
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Tabla II. Alteraciones hormonales en la obesidad, anorexia nerviosa y bulimia

Obesidad Anorexia nerviosa Bulimia

Prolactina N N !
Hormona del crecimicnto ! ! !
Somatomedina C N | No!
Adrenocorticotropina N 1 N
Cortisol N 1 N
B-cndorfina ! 1 i
Hormona lutencizante Nol | l
Tetostcrona ! - -
{varén)

Tetosterona biodisponible N - .
(vardn)

Estrégenos i | -
Triyodotironina i l Nol
Paralormona f ? ?
Norepinefrina I ! -
Insulina ! l -

N - no cambio

I - aumento

| - disminucion
7 - desconocido

1.4.1. Obesidad

El mas gordo de los mamiferos es el ser humano, cuyo tejido adiposo del total de la masa

corporal, varia entre un 8% y un 35% '®. La obesidad es el desorden nutricional mas comtn en
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la sociedad occidental. De cada diez adultos americanos mas de tres superan en al menos un 20 %
su peso ideal . La obesidad humana esta definida por un indice de masa corporal superior a 27
0 30 segun los diferentes autores; este indice se calcula dividiendo el peso de la persona en kg por
su talla al cuadrado ***'. Si esta comprendido entre 20 y 25 el coeficiente es normal; si es mayor
de 25 surge la necesidad de adelgazar, y si es mayor de 30 se considera obesidad **,

El miedo a engordar se esta difundiendo en el mundo occidental. El impacto econdmico
de este deseo por una imagen corporal delgada es reflejado en el rapido y continuado éxito de los
libros sobre dietas . La obesidad es considerada hoy como un elemento perjudicial en lo que a
salud se refiere, ya que influye negativamente en el curso de enfermedades como la cardiopatia
isquémica, la hipertension arterial, los accidentes cerebrovasculares, la diabetes no dependiente
de insulina, las hipertrigliceridemias, la insuficiencia respiratoria, etc. Ademas de estas posibles
patologias, psicologicamente, en una sociedad (occidental) donde lo que prima estéticamente es
la delgadez, supone una gran problema, sobre todo en aquellas personas pendientes de su propia
imagen . Hay tal obsesién por la obesidad en algunos paises que a algunas personas no les
importaria arriesgar su salud e incluso la vida por adelgazar, legando a decir que preferirian estar
muertas y caber en su ataud a volver a engordar **. Bajo este problema psicolégico hoy hay
evidencias de que existe un problema en la regulacién del peso corporal de tipo fisiologico 2.

Durante mucho tiempo, la obesidad ha sido considerada como el resultado de una falta de
voluntad por parte de las personas a quienes afecta . Pero, ante la importancia creciente de este
problema tanto en los paises industrializados como en los que estan en vias de desarrollo, esta idea
ha empezado a cuestionarse. La obesidad afecta actualmente, segln las regiones, a entre el 10%
y el 30% de la poblacién ', En Gran Bretaia sufre la obesidad una de cada siete personas y en
Estados Unidos una de cada cuatro **. La obesidad no solamente supone un problema estético,
sino que los obesos tienen una esperanza de vida menor. Se produce un deterioro de las
articulaciones a consecuencia de un exceso de peso, de las cuales las que mas se resienten son la
rodilia y la cadera. También puede afectar a la respiracion, sobre todo cuando la persona esta
tumbada, lo que se refleja en un sintoma denominado apnea del suefio *. Esta situacion es mas
alarmante por cuanto que no existe en el mercado ningln tratamiento eficaz a largo plazo contra
la obesidad **' y el prondstico de un tratamiento severo de la obesidad humana en términos de
mantenimiento tras la reduccion del peso es generalmente pobre *®. Se intenta relacionar el tejido

adiposo con los mecanismos moduladores de la disipacién de la energia **°.
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La necesidad de adelgazar supone sacrificio, por la supresion de aquellos alimentos que
generalmente mas placer nos producen, como el pan, los dulces..., asi como la necesidad de cambir
los hébitos personales ®. Los farmacos anorexigenos actualmente desempefian un papel
secundario, ya que producen con frecuencia importantes reacciones adversas, lo cual hace que se

sea reacio a su prescripcion &,

Tabla IIl. Causas identificables de obesidad humana

1.- Genéticas
Sindrome de Alstron
Sindrome de Bardet-Bicdl
Sindrome de¢ Prader Willi
2.- Daiio hipotalimico
Trauma
Cirugia
Inflamacion
Tumores
3.- Endocrinas
Hipogonadismo
Hipotiroidismo
Dcficiencia de hormona del crecimicento
Sindrome de Cushing
Sindrome del ovario poliquistico
4 - Farmacos
Inhibidores de 1a mong-aming oxidasa
Bloqueantes serotoninérgicos {ciproheptadina)
Fenoliacinas
Litio
Glucocorticoides
Medroxiprogesterona

Insulina
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La etiologia de la obesidad en su forma mas simple consiste en un desequilibrio entre la
ingesta de comida y la utilizacion de energia. St se produjese un incremento en la ingesta o un
descenso en la utilizacion de energia llevaria al desarrollo de obesidad; pero en casi todos los casos
de obesidad, lo habitual es la ingestion de mas calorias de las que son requeridas para el
mantenimiento de la masa corporal dentro de un rango aceptable 1%,

Un resumen de las principales causas de obesidad humana se detallan en la Tabla III. En
humanos podria parecer que las obesidades idiopaticas son el resultado de la interaccidn entre
factores genéticos y ambientales '*.

Un naimero de obesidades poco frecuentes tienen relaciones genéticas altamente
especificas. De particular interés es que la mayoria de esas obesidades genéticas parecen estar
asociadas con hipogonadismo, estando detras la estrecha relacion entre hormonas gonadales y
tejido adiposo. El mas comin de esos sindromes es el Sindrome de Prader-Willi, que se
caracteriza por obesidad, retraso mental, estatura corta, estrabismo, manos y pies pequefios,
criptorquidia, hipogonadismo, y diabetes mellitus tipo IT'%,

Ei dafio directo al HVM por tumores, traumas, enfermedad inflamatoria, o neurocirugia
flevara a hiperfagia, obesidad, e hiperinsulinemia. Los estudios en animales han sugerido que el
desarrollo de la hiperfagia que sigue a la destruccidon del HVM es dependiente de un vago intacto
y de la presencia de hiperinsulinemia '¢°.

Sin embargo la obesidad podria ser considerada como un enfermedad neurohormonal,
desde que hace unos diez afios, que se descubrid una hormona "quita-hambre", la leptina “’°. La
hormona se denominé leptina, del griego /eptos (delgado), v a su gen se le llamd 0b (de obeso).
Esta hormona tiene la propiedad de provocar la saciedad y de disminuir la ingesta alimentaria **,
La identificacidn y secuencia de este gen en el raton por el grupo de Friedman 2 en 1994 abrio6
nuevos caminos en la investigacion sobre la obesidad y ha permitido una actividad investigadora
aplastante * 2" En ratones homocigéticos ob/ob, la mutacion del gen ob resulta en un incremento
de la ingesta, reduccion del gasto de energia, elevacion de los niveles de insulina y cortisol, y
consecuentemente, una importante obesidad y diabetes mellitus no insulinodependiente *”°. El gen
ob codifica una proteina, leptina, que es producida solamente por las células grasas y segregada

a la sangre. Hay dos razas diferentes de ratones ob/ob: una con una mutacion que establece una

parada de! codon dentro del gen ob, resultando en la produccion de una proteina truncada e
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inactiva; la otra mutacion no produce ninguna proteina. La administracion de leptina corrige los
multiples disturbios metabdlicos *'°.

El hallazgo de un gen ob homélogo en humanos inmediatamente llevo a la cuestion de si
mutaciones similares contribuirian a la obesidad humana. Sin embargo, varios estudios no han
encontrado tales mutaciones, aunque se han encontrado dos raras que no parecen tener efectos
biolégicos. La mutacién que produjo el paron del codon dentro del gen ob consistié en una simple
sustitucion de un nucledtido. Para un efecto similar en el humano el gen ob requeriria la sustitucion
de dos nucleétidos en el coddn - una mutacién muy infrecuente '°-.

Se piensa que la leptina es una sefial sanguinea desde el tejido adiposo que informa al
cerebro sobre el tamafio de la masa grasa. Se ha identificado un gen que codifica varias formas de
receptores de leptina por expresidon de los diferentes segmentos del gen. Los receptores son
expresados alterativamente en diferentes tejidos de raton, principalmente en el cerebro, corazon,
testiculos, y tejido adiposo. Uno de estos receptores parece ser el responsable del transporte de
leptina a través de la BHE al hipotalamo. Este receptor es defectuoso en ratones diabéticos db/db
obesos. La mutacion del gen produce una proteina resumida del receptor que carece del segmento
intracelular para la sefial de transduccidn, implicando que el acople de la leptina a la parte
extracelular del receptor no de lugar al proceso intracelular esperado ** %"

Uno de los principales efectos de la leptina puede ser inhibir la sintesis y liberacion del
NPY hipotalamico, que incrementa la ingesta, disminuye la termogénesis, e incrementa los niveles
de insulina y corticosteroides en el plasma *"”. Es uno de los principales estimulantes de la ingesta
alimentaria, de la secrecion de insulina (a través de su accidn se produce el almacenamiento de las
VLDL) y del almacenamiento de grasa. En un animal normal la tasa de NPY flucta: cuando
asciende, la ingesta alimentaria aumenta y se estimula la secrecion de insulina, como se estimula
también el almacenamiento de grasa en el tejido adiposo. Cuando la tasa de NPY disminuye, se
produce lo contrario. Bajo la accion estimuladora de la insulina, la leptina es segregada por el
tejido adiposo. Esta gran molécula llega a la circulacion sanguinea para acceder luego al
hipotalamo por medio de receptores. Es entonces cuando ejerce su efecto de saciedad, haciendo
descender el nivel de NPY. Este descenso local det NPY disminuye no sélo la ingesta alimentaria,
sino también la secrecion de insulina y, por tanto, el almacenamiento de grasa. Algunos autores

opinan que la leptina podria actuar sobre las células B del pancreas e inhibir la secrecidn de insulina

directamente * De este modo, un fino control en bucle entre el hipotalamo y el tejido adiposo
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evita las diferencias de peso. Segun esta teoria la obesidad tiene su origen en desarreglos que
implican a la leptina y al NPY. En los animales obesos las tasas de NPY son muy altas, y como
consecuencia estd estimulada la ingesta alimentaria, asi como la secrecidon de insulina por el
pancreas; es por cllo que se produce un excesivo almacenamiento de grasa y consecuentemente
la obesidad. Se cree que es debido a que estan alterados los receptores de la leptina y por ello no
consigue descender al NPY. Estas experiencias se han realizado con roedores, pero es verosimil
pensar que estos datos se pueden aplicar al hombre. Por tanto la obesidad humana se deberia a la
incapacidad de la leptina para ejercer su efecto sobre el hipotdlamo. Todo esto conduce a nuevos
enfoques para tratar la obesidad. Asi p. €. podrian usarse moléculas que bloqueasen al NPY
(antagonistas) u otras capaces de imitar la accion normal de la leptina (agonistas), siempre para
disminuir la ingesta alimentaria 2!,

La rata Zucker "adiposa o grasosa"es un linaje de ratas genéticamente obesas que
aparecieron espontaneamente en un cruce entre ratas Merck Stock M y Sherman. Este rasgo de
obesidad grasa es transmitido a través de generaciones como un rasgo recesivo mendeliano. Estos
animales muestran hiperfagia, hiperinsulinemia y alteraciones de las funciones endocrinas,
reproductivas y metabolicas. Se sugiere que el defecto puede localizarse en el SNC. La
comparacion de estos efectos con los que se producen en ratas a las que se les inyectod
cronicamente NPY caudolateral al NPV, y el hallazgo de niveles de NPY elevados en el
hipotalamo de ratas Zucker obesas ileva a pensar en la posibilidad de un NPY aberrante implicado
en la patologia presente de estos animales . Otros estudios han utilizado antagonistas opiaceos
de forma subcutanea para reducir la ingesta y el peso de estas ratas e implicar a este tipo de
receptores en su etiologia *'°,

Pero la leptina puede tener otras metas y caminos tanto fuera como dentro del cerebro.
Un efecto particularmente importante puede ser suprimir la ingestién de grasas sin afectar a la
ingestion de carbohidratos *'°,

En varias especies animales, incluyendo la humana, los niveles de leptina en el suero estan
altamente correlacionados con el tamafio de la masa corporal grasa; y la expresion aumentada del
gen ob en el adipocito de gente obesa sugiere que esto es debido al incremento de la sintesis de

219

leptina*”. Parece ser que se ha visto la existencia de una relacion de la leptina sérica y los niveles

de obesidad a partir de un estudio realizado en samoanos del oeste en el sur del Pacifico, una
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poblacién con una prevalencia particularmente alta de obesidad severa y diabetes no
insulinodependiente ' ?”!. En otros estudios, los niveles de leptina no fueron relacionados con la
presencia de diabetes no insulinodependiente *'.

Ratones ob/ob que tienen una mutacion que lleva a la produccion de una proteina inactiva,
y ratones con obesidad causada por el gen mutado db o por lesion quimica hipotalamica, tienen
aumentada la expresion del RNA ob en sus adipocitos. Esto sugiere que la carencia de leptina
induce una sefial desde el hipotalamo que lleva a la expresion del gen ob en los adipocitos como
parte de un bucle negativo de feedback *°. Los niveles de leptina alcanzados en las personas
obesas han sido interpretados como una consecuencia de la insensibilidad relativa a la leptina
enddgena, posiblemente causada por deficiente funcion de los receptores de leptina en el
cerebro ?'°. La razon entre leptina en el LCR y sangre disminuye con el aumento de la obesidad,
sugiriendo que en la gente obesa la capacidad para el transporte de la leptina a través de la BHE
esta disminuida. Aunque la administracion de leptina exdgena puede resultar en pérdida de peso
en animales sin obesidad o con dieta inductora de obesidad, la posibilidad de la resistencia a la
leptina hace que la leptina ex0gena tenga menos posibilidades como tratamiento de la obesidad
en humanos *'”.

La sefial crucial que induce la expresion del gen ob y la produccion de la leptina en las
células grasas es todavia desconocida. La insulina y los corticosteroides son los candidatos
obvios ?'?. Varios estudios recientes han investigado la relacion entre los cambios de peso
espontaneos y forzados con los niveles de leptina en suero. Se ha visto que los niveles de leptina
cambian mas de lo que se podria esperar de los cambios en el tamafio de la masa grasa corporal.
Por otro lado, los sujetos obesos que han reducido su peso a un rango normal y mantenido este
peso por algiin tiempo muestran unos niveles de leptina mas altos que sujetos no obesos con la
misma masa grasa. Un posible mecanismo que merece mas investigacion es que la produccion de
leptina vaya paralela al proceso de acumulacion de fa grasa en el adipocito mas que al hecho de
la cantidad de grasa almacenada. Esta relacion también podria explicar las variaciones de la leptina
sérica asi como su correlacion con los niveles de insulina sea cual sea el tamafio de las reservas de
grasa corporales *'*,

Por tltimo, existe un gran namero de farmacos cuya administracion cronica se asocia con

la ganancia de peso en humanos, entre estos se incluyen inhibidores de la monoamino oxidasa,

Jfenotiazinas, bloqueantes serotoninérgicos como la ciproheptadina, medroxiprogesterona,
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glucocorticoides, y litio. Estos hallazgos farmacoldgicos provienen de estudios incompletos y
sugieren la implicacion del eje hipotalamo-hipofisario-gonadal y adrenal y de neurotransmisores
como NA, DA y 5HT en la regulacion del peso en humanos '*. Los firmacos que mas
satisfactoriamente se han usado en el tratamiento de la obesidad humana son aquellos que alteran
los sistemas de DA tales como mazindol, o aquellos que incrementan la actividad serotoninérgica,
como fluoxetina y fenfluramina. Los estudios amimales han confirmado muchas de estas
conclusiones '%.

El sindrome de abstinencia al tabaco lleva a una ganacia de peso, sugiriendo un papel de
los receptores nicotinicos en el control de la ingesta y/o en la regulacion de lipogénesis y/o
lipolisis '*. También se relaciona con la palatibilidad de comidas dulces **.

Las multiples causas y curas de la obesidad humana estan detras de la naturaleza
multifactorial de la ingesta de alimentos. La obesidad humana sugiere un mayor papel para las
monoaminas y hormonas sexuales en la regulacién del apetito % 1%,

Se acepta hoy que varias hormonas gastrointestinales juegan un papel fisiologico en la
produccion de saciedad que sigue a una comida normal. Mientras esto podria sugerir un posible
papel para analogos de estos agentes en el manejo de la obesidad, estudios animales han mostrado
que la administracion de estos agentes no conduce a una pérdida de peso. En un estudio realizado
por West y cols. se mostrd que esto era debido a la aparicion de tolerancia comportamental a la
CCK-8. Asi, mientras la CCK-8 continuase reduciendo el tamafio de la comida, las ratas

incrementaron el nimero de comidas para mantener el peso corporal **.

En ratas genéticamente obesas el control de la ingesta est4 relacionado con el GABA !,

1.4.2. Anorexia

1.4.2.1. Anorexia nerviosa

En la especie humana, las personas afectadas de anorexia mental presentan una
sobreactivacion del eje hipotalamo-hipofiso-suprarrenal '*-'®. También se da en los depresivos,
que a menudo son anoréxicos !, La administracion crénica de CRH en el cerebro (NPV) produce
una disminucidn peso, de la secrecion de la hormona luteneizante y del vaciamiento gastrico .

Todos estos efectos también aparecen en pacientes con anorexia nerviosa '®. Los niveles de CRH
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estan elevados en el LCR de pacientes con anorexia nerviosa '®. Por lo tanto hay evidencias de
que la CRH juega un papel en la patofisiologia de la anorexia nerviosa "' '®, Su péptido
homologo, la urocortina (homologia del 45% con CRH), se une a receptores CRH;, CRH,, vy
CRH,; carece practicamente de accion ansidgena y sin embargo, ejerce su accién anorexigena
cuando se administra directamente en el SNC *".

Esta generalmente aceptada la importancia del estrés en una gran variedad de trastornos
comportamentales de la alimentacion tanto en animales como en humanos, aunqgue la forma
particular de expresion de este trastormo puede variar considerablemente en funcion a la naturaleza
del estrés ¥. Tanto el tipo como la duracién del estrés parecen influir en la determinacion del
efecto sobre la ingesta de comida. También se ha postulado que un estrés psicosocial puede ser
un importante factor precipitante en la etiologia de la anorexia nerviosa y que la activacién de los
sistemas opiaceos y el eje hipotalamico-hipofiso-adrenal indican que la anorexia nerviosa puede
ser un sindrome de estrés '* Tanto la CRH como la ACTH pueden ser consideradas como
mediadores posibles en la anorexia inducida por estrés '*.

Marrazzi y Luby han propuesto un modelo de anorexia nerviosa en la que los opioides
enddgenos juegan un papel critico, con un periodo inicial de dieta en la que se liberan los opioides
enddgenos que causan un reforzamiento positivo de jubilo o plenitud y una posterior adiccion a
la dieta. Aunque de los opiaceos se conoce que aumentan la ingesta, pueden también adaptar el
organismo a conservar la energia frente al hambre. Si estas repuestas opioides van desacopladas,
la adiccidn podria conducir tanto a la anorexia nerviosa (adiccién a la adaptacion al hambre) o
bulimia (adiccion a la conducta de comer). De acuerdo con esta hipotesis, la interrupcion del ciclo
adictivo con antagonistas opiaceos podria ser util en el tratamiento de estos desordenes de
ingesta '*°,

Los melanopéptidos (ACTH-(1-24) y «-MSH) inhiben marcadamente la ingesta de comida.
Este efecto persiste varias horas y se observa tanto tras la administracion ICV de ACTH-(1-24)
a dosis 1guales o superiores a 4 pg en ratas hambrientas como tras la inyeccion directa del peptido
en el HVM en ratas alimentadas normalmente durante la fase nocturna. La anorexia inducida por
ACTH ocurre en varias especies animales: se ha observado en ratones, ratas y conejos, siendo el
mas susceptible el conejo. La ACTH-(1-24) y a-MSH también inhiben el efecto estimulador de

la ingesta de los agonistas del receptor x, pentazocina, bremazocina y trifluadén 2.
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Sin embargo, sobre la administracion ICV de ACTH se conoce que induce la aparicion de
un complejo sindrome comportamental, caracterizado por excesivo acicalamiento, ataques de
estiramiento y bostezo y episodios repetidos de ereccion y eyaculacion. Dado que el efecto
anorexigeno se observo tras la administracion de neuropéptidos, ha sido considerado indirecto y
secundario a otros cambios que pueden afectar a la ingesta de comida (tales como un descenso en
la locomocidn, la tasa de vaciamiento gastrico alterado, excesivo acicalamiento, alteracion en la

presion sanguinea, y de la TC u otras funciones vegetativas como las sexuales) 2.

1.4.2.2. Anorexia de edad

Con el aumento de edad, hay a menudo un descenso en el deseo de comer. Mientras en
algunos casos puede ser huella de enfermedades concomitantes, medicaciones (p. ej. digoxina),
o desordenes psiquiatricos (p. ¢j. depresidn), parece que hay también una anorexia idiopatica de
la edad. Esta anorexia idiopatica de la edad necesita ser distinguida de la anorexia nerviosa de
inicio tardio, la anorexia tardia, que esta asociada con una alteracion de la imagen corporal y fallo
en el reconocimiento de la presencia de pérdida de peso '%.

En estudios animales se han examinado los cambios de neurotransmisores asociados con
la anorexia idiopatica de la edad. Asi en roedores vigjos el antagonista opioide, naloxona, no
produce disminucion de la ingesta de comida; y los animales responden pobremente a los agonistas
opidceos que normalmente incrementan la ingesta de comida en animales mas jovenes. Ademas,
los ratones viejos muestran una respuesta excesiva de saciedad a la administracion exdgena de
CCK-8. Los niveles de CCK estan elevados en individuos mas viejos. Asi también ha sido sugerido
que CCK puede ser un antagonista fisiologico de opioides endogenos; este efecto excesivo de la
CCK es compatible con el descenso por opioides de la conducta de ingesta '@,

Se han observado bajas concentraciones de NPY y reductda inmunoreactividad al NPY en
ratas viejas, sugiriendo que la deficiencia de NPY puede ser un factor responsable de la anorexia

de edad *°,
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1.4.3. Bulimia nerviosa

EIPYY, un péptido de 36 aminoacidos estructuralmente similar al NPY y el polipéptido
pancreatico (PP), han sido implicados en la neurobiologia de la bulimia nerviosa. Por ejemplo, se
han visto altas concentraciones de PYY en LCR de bulimicos. Ademas del posible papel del PYY
en la bulimia nerviosa, también tiene un potente efecto hiperfagico y causa una reduccién de la
latencia para comer cuando es inyectado en los ventriculos y en diversos lugares hipotalamicos en
ratas ',

Al contrario que el PYY, los agonistas de SHT e inhibidores de su recaptacién y los
bloqueantes opiaceos son agentes anoréxicos y han sido probados en el tratamiento de la bulimia
nerviosa. Sin embargo, se conoce poco acerca de los efectos de tales agentes sobre la ingesta
inducida por PYY. Se sugiere que la ingesta estimulada por PYY requiere la accién de opioides
endogenos y que puede ser inhibida por la funcion serotoninérgica '™

El mecanismo de la hiperfagia puede tener por intermediario la liberacién de endorfinas ',
ya que experimentalmente pinzando ligeramente la cola de una rata en dos sesiones diarias de una
decena de minutos, el animal se vuelve hiperfigico y obeso, vy esto es inhibido si se administra
naloxona en paralelo a los pinzamientos. Se ha establecido un paralelismo entre esta agresion fisica
a la que es sometida la rata y la agresion psicoldgica incesante del ser humano que vive en un

mundo al que no esta adaptado '™*.

1.5. REGULACION DE LA INGESTA DE AGUA

El agua es el mas esencial de todos los nutrientes. Para muchas especies, la ingesta de agua
estd fuertemente acoplada a la ingesta de comida y esto se lleva a su Ultimo extremo en especies
tales como el koala, que extrae todo el agua de su comida altamente hidratada. El estimulo para
la ingesta de agua solo parece jugar un papel en la seleccion del nutriente, asi algunos estimulos
farmacoldgicos causan un ansia por la sal y el agua, p. j. la angiotensina 1T (ANG II), mientras
otros parecen producir una sed pura, p. ej. el carbacol. Como la ingesta de sdlidos, la regulacion
de la ingesta de liquido implica multiples neurotransmisores y entradas hormonales. En muchos

casos los neurotransmisores implicados en la modulacion del comportamiento de beber son los
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mismos que aquellos implicados en la regulacion de otros comportamientos de ingesta,
proveyendo las bases moleculares para la asociacion de la ingesta de comida y agua ',

El funcionamiento fisioldgico del organismo origina una pérdida continua de agua (y
electrolitos ) fundamentalmente en forma de diuresis, de humidificacion del aire espirado, de
transpiracion insensible y, por tiltimo de sudoracion. Frente a ello, se adopta un comportamiento
apropiado de busqueda y consumo de agua que se denomina "comportamiento dipsico". Tal
comportamiento esta especialmente adaptado a las necesidades hidricas de la economia tanto en
las condiciones normales de la vida diaria como en circunstancia inusuales (calor o trabajo
excesivos) o incluso excepcionales (vomitos, diarrea, hemorragia). El comportamiento de
consumo de agua adaptado a estas necesidades variables es un acto discontinuo, en tanto que las
pérdidas hidricas son continuas '7’.

A largo plazo, la sensacion de sed debe relacionarse con el contenido de agua en el
organismo. Alrededor del 1900, Andre Meyer y Hugo Wettendorf demostraron que la sed estaba
directamente relacionada con las alteraciones del agua del cuerpo '®. Estos estudios lievaron al
concepto de que habia en principio dos grandes caminos responsables de la estimulacidn de la sed:

- la sed osmotica, en la que se produce un aumento del beber al incrementarse la presion
osmotica efectiva del plasma (osmorreceptores del hipotilamo anterior);

- la sed volumétrica, en la que disminuye el volumen del liquido extracelular (sistema
renina-ANG TII, barorreceptores del corazén y de los vasos sanguineos) > 1%,

Estd ahora claro que la ingestion de comida también puede estimular la sed,
independientemente de la osmotica o volumétrica ',

En el ser humano también podriamos incluir factores psicoldgicos 0 motivacionales, tales
como aquelios asociados con la ingestion social de un fluido, que también parecen tener
mecanismos de neurotransmisores separados *" . Ademas, la regulacién de la ingestion de sal
esta intrinsecamente asociada con la regulacion de la ingesta de fluido '%.

Sin embargo conocemos muy poco acerca de los receptores que intervienen en la
sensacion de sed. Los que detectan la sequedad de la boca, tienen probablemente poca
importancia, ya que el humedecimiento de la lengua, sin beber, influye poco en esta sensacién. La
absorcion de agua a partir del intestino tiene un cierto papel. Es necesario un mecanismo que
detecte, aproximadamente, la cantidad de agua bebida. Esto parecen llevarlo a cabo los receptores

de la boca y del estomago. Una vez que el agua es absorbida, los receptores de volumen y
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osmolaridad entran nuevamente en accién midiendo con exactitud qué cantidad del volumen
perdido ha sido repuesta.

Los agonistas opiaceos alteran la ingesta de liquidos, cambiando la preferencia por
determinados gustos o palatibilidad '**,

La Tabla IV muestra algunos agentes farmacoldgicos que intervienen en la modulacion

de la bebida '¢°.

Tabla IV. Neurotransmisores y hormonas que modulan la ingesta de fluidos

Incrementan bebida
Solucién salina hipertonica
Angiotensina 11
Agonistas f-adrenérgicos
Carbacol
SHT
Histamina
NT
Prostaglandinas
Opioides (estado-dependicnic)

NPY (especie-dependiente)

Disminuyen bebida
Agonistas e-adrenérgicos
Antagonistas dopaminérgicos
SP
Factor atrionatriurético
Prostaglandinas
Opioides (estado-dependiente)

NPY {especie-dependiente)
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1.5.1. Control central de la sed

El hipotalamo también regula la sed. Su lesion disminuye la ingestion de liquidos, y su
estimulacion eléctrica hace beber *'. El area dentro del cerebro implicada en la regulacion de la
bebida ha sido extensamente estudiada. El osmoreceptor para la sed parece estar localizado en el
nucleo predptico del hipotalamo. Inyecciones de soluciones hipertonicas en esta area inducen a
la bebida sin ingesta de comida, pequefias cantidades de agua inyectadas en esta 4rea suprimen la
ingesta de liquidos inducida por deshidratacion celular. Las lesiones del area preodptica inhiben la
ingesta de liquidos en respuesta a la deshidratacion. Otras regiones implicadas en la ingesta de
liquidos inducida por deshidratacion incluyen la zona incerta, el organo circumventricular, y el
organum vasculorum de la limina terminalis. Hay también evidencia de que aproximadamente un
10% de las neuronas del HL estan implicadas en la iniciacion de la bebida. Lesiones del HL causan
adipsia, asi como afagia; y Ia estimulacion de esta area causa bebida. Infusiones hipertéonicas de
salino en la arteria carotida alteran el disparo de las neuronas en el HL. Finalmente, algunas areas
del sistema limbico también modulan la ingestion de fluidos. Las lesiones de la amigdala basolateral
impar conlleva a gustos aversivos, sugiriendo un papel de la amigdala en la determinacion de como
experiencias previas modulan la ingesta de liquidos. Lesiones septales resultan en sobrebebida en
ratas en respuesta a estimulos extracelulares de sed, pero no en respuesta a estimulo celular '®.

La ANG II estimula la ingesta de sal y agua probablemente por un efecto directo en el
drgano subfornical ', El 6rgano subfornical participa en las respuestas homeostaticas que
mantienen el volumen de fluido extracelular durante estados hipovolémicos. Estas respuestas
incluyen ingesta de agua, secrecion de vasopresina, e incremento de la tension sanguinea en
respuesta a la ANG II circulante. Ademas, parece existir una sustancia antidiurética en extractos
del 6rgano subfornical **. Todo estimulo que produce hipovolemia extracelular activa el sistema
renina-ANG. Los animales anéfricos, sin embargo, también beben tras una hipotension a pesar de
la pérdida del sistema renina-ANG, sugiriendo que la ANG representa solamente uno de los
mecanismos implicados en la modulacion de la sed. En vista de la facilidad con que la ANG atenua
la bebida inducida por multiples manipulaciones, €sta deberia ser un estimulo fisioldgico
relativamente menor para la bebida, a pesar de la gran atencion empleada por los cientificos que
trabajan en el campo de la sed. Ademas, la evidencia de este punto de vista viene del hecho de que

el uso generalizado del inhibidor del enzima convertidor de ANG, captopril, no conduce a un
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marcado incremento de la deshidratacion idiopatica. Mientras ANG 11 induce bebida en muchas
especies, el ratdn no responde a ésta tanto tras su administracion periférica como central '®,

El carbacol induce la ingesta de liquido a través de receptores muscarinicos cuando se
inyecta en diversas areas dentro del SNC. Lesiones del organo subfornical reducen la bebida
inducida por el carbacol, sugiriendo que éste es un importante lugar de accién del sistema
colinérgico de ingesta de liquidos. Saralasina, un agente bloqueante de la ANG 11, no provoca la
atenuacion de la bebida inducida por el carbacol, sugiriendo que el sistema colinérgico actua
separadamente del sistema renina-ANG en la produccion de su efecto sobre la ingestion de fluidos.
La bebida inducida de forma colinérgica parece ser una via importante solamente en la rata,
mientras que otras especies son nada o apenas sensibles al carbacol %,

Los estimulos [3-adrenérgicos inducen bebida, probablemente a través de la activacion del
sistema renina-ANG. Este efecto de los agonistas 3 es abolido tras nefrectomia bilateral. Los
estimulos «-adrenérgicos reducen la ingesta a través de una accidon directa en el NPV del
hipotalamo "% Esto ocurre a pesar del incremento de ingesta de comida asociado con estas
inyecciones.La NA es un potente antidipsogénico, disminuye la bebida inducida por carbacol,
ANG 11, salino hipertdnico, y polietilenglicol. La depleccion central de catecolaminas reduce el
efecto dipsogénico de la ANG 11 y del bloqueador «-adrenérgico, fentolamina, y también atenua
la bebida en respuesta a fa ANG I1'%.

Los antagonistas de la DA disminuyen la bebida, aunque hay algunas cuestiones
concernientes a su especificidad. La destruccién quimica del tracto nigroestriado dopaminérgico
resulta en adipsia asi como en afagia. Sin embargo, este sistema parece estar implicado mas en la
iniciacion y control de los movimientos implicados en el comportamiento de bebida que en la
regulacion de la sed per sé. La SHT aumenta la bebida tanto tras su inyeccion periférica como tras
la inyeccién directa en el NPV. La histamina es otro potente dipsogénico 1,

Han sido reacionados varios neuropéptidos con la modulacion de la ingesta de liquidos.
Estos incluyen el NPY '®, opioides, NT, SP, y factor natriurético atrial. En la mayoria de las
especies, el NPY es un potente dipsogénico; sin embargo, en el raton, reduce tanto la bebida
inducida por deprivacion como por comida. Esto de nuevo resalta la gran diferencia en la
regulacion de la bebida entre ratones y ratas. La SP estimula la ingesta de agua en palomas pero

la inhibe en ratas. El efecto en ratas podria ser secundario a la inhibicion del sistema renina-ANG.

El factor atrionatriurético produce una diuresis salina y es antidipsogénico '®.
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Parece clara la evidencia de que el sistema opioide esta asociado con el comportamiento
de ingesta ****** Por ejemplo, bajo ciertas condiciones experimentales la administracion sistémica
de agonistas de receptores p y {especialmente} k estimulan [a ingesta de comida y agua en
animales no deprivados ***. Resultados similares se han producido tras la administracién ICV de
peptidos opioides selectivos para receptores opiaceos p, K 0 & y por infusién de morfina o
péptidos opiaceos en el nicleo hipotalamico. Sin embargo, en algunas ocasiones €sos mismos
tratamientos han disminuido el comportamiento de consumo ***. En contraste con la variabilidad
ocasional de los efectos de los agonistas opiaceos, los resultados obtenidos con antagonistas
opiaceos han sido méas consistentes, y llevan a la evidencia del importante papel de los sistemas
opiaceos en el comportamiento de la ingesta ***. Una observacion consistente ha sido que los
antagonistas opioides como la naloxona y naltrexona administrados sistémicamente, a dosis bajas,
reducen tanto la ingesta como la bebida en una gran variedad de condiciones experimentales **,
entre ellas, tras periodos de deprivacion de comida y agua en diferentes especies animales *¥. La
ingesta de agua parece ser mas susceptible a las acciones supresoras de estos farmacos que la
ingesta de comida. Las areas hipotalamicas que tienen una alta densidad de péptidos opioides y
receptores desempefian un papel fundamental en la ingesta de agua y comida. Los nucleos
hipotalamicos paraventriculares y supradpticos son lugares de accion importantes de la supresion
de la ingesta de agua inducida por naltrexona (antagonista opioide) **. Parece que los opioides n
actuando en lugares especificos dentro del SNC son dipsogénicos. Por otro lado, la dinorfina, un
agonista K, parece ser antidipsogénica, particularmente en vista del hecho de que produce diuresis.
Hay algunas evidencias que indican un papel mas especifico para los opioides en la regulacion de
la ingesta de sal, antes que en la modulacién de la bebida per sé '

Naloxona y naltrexona han sido los antagonistas opiaceos usados mas a menudo en los
estudios de comportamiento de ingesta. Ellos tienen la mas alta afinidad por los receptores u
opioides, pero también se unen facilmente a otros tipos de receptores opiaceos.
Consecuentemente, es dificil adscribir un papel funcional a un tipo especifico de receptor opiaceo
unicamente sobre la base de si ejerce o no una particular accién que sea bloqueada por naloxona
o naltrexona **.

En 1936, Richter mostré que la adrenalectomia provocaba un apetito especifico de sal. El
sistema renina-ANG parecia jugar un mayor papel en la determinacion del apetito de sal. Los

mineralocorticoides actuan sinergisticamente con la ANG para producir el apetito por el gusto
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salado. Tanto el hipotiroidismo como la administracion de estrogenos estan asociados con la
apetencia de sal ‘¢,

La comida ingerida es un potente estimulo para la bebida. Kraly niega que la histamina sea
el mayor mediador de la ingesta obligatoria de fluidos asociada a la comida. La histamina parece
producir su efecto a través de la activacion de fibras vagales ascendentes '€

Sobre toda la regulacion de la ingesta de fluidos existe, como en la ingesta de comida, un
proceso complejo que implica la interaccion de multiples neurotransmisores. Hasta el presente,

ningun neurotransmisor Gnico u hormona parece tener un papel de importancia primordial en la

regulacion del comportamiento de bebida '®.

1.5.2. Trastornos de la sed

El agua es el nutriente mas esencial. Como tal, trastornos que conduzcan a adipsia son muy
raros. Los tumores y otras lesiones implicadas en la pared anterior del tercer ventriculo pueden
llevar a hipodipsia y liberacién deficiente de vasopresina. La hipodipsia ocurre con el
envejecimiento normal en respuesta a la deshidratacién nocturna. Ciertos sujetos mayores
deshidratados tienen hipoangiotensinemia y deterioro de la secrecidn de arginina-vasopresina. Se
ha encontrado que en sujetos ancianos, tanto animales como humanos, no hay descenso de la
ingesta de fluidos asociado con la infusidn de naloxona. Esto sugiere que con la edad hay una
atenuacion a la conducta de bebida opioide. Los pacientes con accidentes cerebrovasculares son
particularmente propensos al desarrollo de deshidratacién y a menudo muestran déficits en la
percepcion de la sed que se piensa son debidos a las lesiones corticales. Sobre todo, deben
interactuar multiples factores para producir la hipodipsia asociada con la edad '*.

La polidipsia se observa en condiciones asociadas con pérdidas de agua de origen renal.
También es vista en pacientes con extrema hiperreninemia, asi como en algunas personas con
hipertension maligna. En ambas situaciones, el cerebro responde apropiadamente a las sefiales
circulantes concernientes al estado corporal de hidratacion. Tanto la hiperkaliemia como la
hipercalcemia pueden resultar en polidipsia. Ambos disturbios electroliticos estimulan
potentemente la sintesis de protaglandinas, sugiriendo un papel potencial para las prostaglandinas

como mediadoras de la sed en estas condiciones.

53



Tesis Doctoral. fsabel AL, Cwierz Lopez

Una polidipsia primaria es una situacion en la que el deseo de beber persiste en ausencia
de un estimulo fisiologico conocido. En algunos casos esto puede ser secundario a lesiones

cerebrales. En la mayoria de los casos es psicogénico. Sus bases no han sido estudiadas '®.
2. EL ACIDO y-AMINOBUTIRICO (GABA)
2.1. HISTORIA E IMPORTANCIA

Sintetizado en 1883, el acido y-aminobutirico (GABA) (Fig. 4) fue conocido durante
muchos afios como un producto del metabolismo de microbios y plantas **. Hasta 1950 no se
consiguio identificar el GABA como un constituyente normal del SNC de los mamiferos, y
demostrar al mismo tiempo que ningtin otro tejido de estos animales, con la excepcion de la retina,
contiene mas que indicios de él (Tabla V). Obviamente, esto hizo pensar, que esta sustancia con
una distribucidn inusual debia tener propiedades y efectos fisioldgicos especificos en el SNC *2

Mas de treinta afios despues ain no disponemos de ninguna prueba definitiva acerca del
exacto papel fisiologico que este componente juega en el SNC de los mamiferos. Sin embargo, la
gran cantidad de evidencia acumulada apoya la hipotesis de que el GABA actua en el SNC como
un neurotransmisor inhibidor *2. Para que los aminoacidos tengan propiedades inhibitorias deben
tener un grupo amino terminal separado por dos a cinco atomos del grupo acido. Son dos los
componentes de esta clase, el GABA y la glicina, ambos neurotransmisores en el cerebro de los
mamiferos; otros, tales como la taurina, prolina, serina, y la [-alanina, tienen también actividad

fisiologica y se ha sugerido que son neurotransmisores '**.

H,*N NN CoO,

2

Fig. 4. GABA
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Tabla V, Resumen histérico del GABA

FECHA HECHO AUTORES

1883 Sintesis del GABA

1910 Sintesis por organismos vivos a partir del dcido Ackermann y Kutscher *'%
glutimico

1950 Existencia de GABA en el tejido cercbral Roberts y Frankel '

1953 / 54 Factor I Florey *

1957 GABA, principal responsable de la actividad del Bazemore, Elliot y Florey *
Factor 1

1958 La accion del GABA equivale a la de otros Kuffler y Edwards '
transmisores fisiolégicos ;neurotransmisor inhibidor?
Estudio de las vias metabélicas del GABA en ¢l cerebro | Roberts y cols. &

1963 GABA es el finico aa. inhibidor en nervios inhibidores | Kravitz y cols. 1
de crustacco. Su potencia inhibidora es debida a su
contenido en GABA

1966 / 67 GABA simula la actividad de neuronas inhibidoras. Krnjevic y Schwartz 313!
Técnicas microiontoforéticas

1969 GABA incrementa la conductancia al CI Dreifuss y cols. ®
Estimulo cléetrico de células de Purkinje en cercbelo -~ | Obata y Takeda '®
liberacion de GABA al 4° ventriculo

1973 Identificacién como transmisor Otsuka '*

19§81 Receplor GABA, y GABA; Hill y Bowery '

199 Receplor GABA, 124,254,123

El GABA, prototipo de los aminoacidos inhibidores del SNC, se encuentra ampliamente
extendido por todo éstey enla mayor parte de los casos las neuronas GABA son de axdn corto,
actuando localmente sobre neuronas proximas. De esta forma crean una estructura inhibidora

generalizada y extensa, pero de accidn muy localizada y circunscrita a una neurona o a un grupo
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reducido de neuronas *. El conocimiento de que la funcion del GABA sea como neurotransmisor
inhibidor en el cerebro ha estimulado a los investigadores para implicar al GABA en la etiologia
de multitud de enfermedades neurolégicas y psiquiatricas (Tabla VI). Asi el GABA ha sido
implicado de forma directa o indirecta, en la patogénesis de la enfermedad de Huntington,
Parkinson, epilepsia, esquizofrenta, disquinesia tardia y demencia senil asi como en otras
enfermedades comportamentales *> %! Debido a la amplia distribucion del sistema GABA, casi
cualquier funcion del SNC - sensitivomotriz, vigilia, memoria, atencién o emocidn- esta sometida
a su ajuste ** "' ¥ Se considera que un tercio de las sinapsis utilizan este neurotransmisor, que
es producido casi exclusivamente en el cerebro y la médula espinal. Su eliminacién provoca
convulsiones como maxima expresidn, mientras que su activacion generalizada determina la
depresién, con suefio y coma **. Por ello el control y modulacién del sistema GABA a través de
la farmacologia es de gran importancia, ya que algunos ansioliticos, hipnoticos, anticonvulsivos,

anestésicos, relajantes musculares, etc., producen su efecto modificando dicha neurotransmision

GABAérgica.

2.2. NEUROPSICOFARMACOLOGIA

2.2.1. Epilepsia

La epilepsia es una enfermedad cronica que se caracteriza por episodios criticos
recurrentes denominados crisis epilépticas. En principio se puede suprimir una crisis epiléptica
mediante la depresion de la actividad neuronal en el foco de iniciacion o mediante el bloqueo de
los mecanismos de propagacion. Una de las formas de conseguir esto es mediante la facilitacion
de la actividad de sistemas neuronales inhibidores, entre los que destaca el sistema GABA °. El
aumento de la actividad inhibidora se alcanza a nivel presinaptico por incremento de la sintesis
0 de la liberacion de GABA o por inhibicién de su metabolismo o de su recaptacion, y a nivel
postsinaptico por facilitacion de fijacion del GABA a su receptor. Utilizan alguno o algunos de
estos mecanismos el valproato sodico, la vigabatrina, la progabida, las BZDs y el fenobarbital °.
Se ha sugerido que los compuestos que incrementan la actividad GABA en el SNC por bloqueo

de la recaptacion de GABA al interior de las células gliales podrian tener efectos anticonvulsivos.

56



Tesis Doctoral. Isabel M. Cwierz Lopez

Sin embargo, actualmente los inhibidores de la recaptacion del GABA glial disponibles no cruzan
la BHE lo que limita sus aplicaciones clinicas potenciales '*.

La epilepsia esta asociada con descargas neuronales excesivas que conducen a ataques y
convulsiones; muchos estudios muestran que deficiencias en el sistema GABA cerebral también
produce efectos similares **2. Algunos que calcularon los niveles de GABA en pacientes epilépticos
han aportado resultados conflictivos debido a problemas en la medicion de los niveles de GABA
en tejidos postmorten o a la carencia de grupos de control adecuados. Recientes estudios, sin
embargo, apoyan una relacion entre niveles bajos de GABA y epilepsia. Los niveles de GABA en
el LCR de pacientes epilépticos y nifios con convulsiones febriles son significativamente menores
que en controles sin alteraciones neurolégicas. Los niveles de la enzima decarboxilasa del acido
glutamico (GAD) en el foco epiléptico de pacientes con epilepsia intratable también son mucho
mas reducidos en comparacion con los tejidos normales de los pacientes en el 60-70% de casos.
Tales deficiencias en los niveles de GABA estan de acuerdo con los informes de Tower acerca de
que en la porcion epiléptica de tejido cerebral es imposible mantener la sintesis de GABA aunque
en el tejido normal del mismo paciente si se puede. Estos estudios sugieren que al menos en
algunas personas, deficiencias en los niveles de GABA estén asociadas con epilepsia ',

La literatura sobre humanos también involucra mecanismos no GABAérgicos en la
etiologia de la epilesia. El tratamiento farmacolégico de la epilepsia con farmacos GABAérgicos
ha tenido éxitos limitados: efectivo en el tratamiento de algunas personas pero no de otras (p. €j.
aquellas con epilepsia intratable). En muchos pacientes epilépticos no se han hallado deficiencias
en los niveles de GABA por lo que pueden existir alteraciones en otros sistemas neuroquimicos '*2.

Por lo tanto, aunque el GABA parece estar asociado con algunas formas de epilepsia,
parece dificil que solo los cambios en el sistema GABA expliquen Ia etiologia de la epilepsia. Las
deficiencias en el sistema GABA, pueden ser probablemente una causa o componente de la
epilepsia, aunque es también posible que niveles anormales en otro sistema transmisor contribuyan
a la alteracion. Es probable que varios sistemas transmisores estén detras de los diferentes tipos

o componentes de los ataques 2.
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2.2.1.1. Epilepsia experimental

La relacion entre los niveles de GABA vy los ataques y convulsiones ha sido mas
rigurosamente estudiada en animales. Generalmente, los atagues y convulsiones, sintomas de
epilepsia, son inducidas en animales experimentalmente para ser modelo de la epilepsia en
humanos. Si la reduccion de la inhibicion GABAérgica es responsable de estos ataques y
convulsiones, la actividad GABAérgica bloqueada experimentalmente podria inducir ataques en
animales mientras que la activacion de las sipnapsis GABAérgicas protejerian contra ellos. Se han
demostrado tales relaciones entre los niveles de GABA vy la actividad de los ataques. La inhibicion
de la actividad GABAérgica por bloqueo de la sintesis de GABA, de los receptores GABA,, o de
los ionéforos CI' producen ataques en ratones y en ratas. La activacion de la actividad
GABAérgica, por otro lado, proteje contra muchos tipos de ataques en animales '*2.

Los estudios bioquimicos en animales también han demostrado una relacion entre los
niveles endogenos de GABA y la actividad de fos ataques. El inicio de los ataques seguido de la
inhibicion de la GAD esta relacionado a un decremento de la disponibilidad de GABA sintetizado
de novo, y la subida postictal en el umbral de ataque siguiente al shock electroconvulsivo es
acompaiiada por un incremento en los niveles de GABA en el cortex, hipocampo e hipotalamo.
Estos hallazgos sugieren que los cambios en los niveles cerebrales de GABA afectan a la
susceptibilidad de los ataques '*2.

La farmacologia de estos efectos sugiere un papel para el receptor GABA,, pero no para
los GABA;. Por eso, barbittricos, BZDs, y agonistas GABA, como GABA, 4, 5, 6, 7-
tetrahidroisoxazolo-(5,4¢) piridin-3-ol (THIP) y muscimol (Fig. 5) protejen contra ataques
inducidos por estimulos como pentilentetrazol, isoniacida, bicuculina, picrotoxina y ataques de
electroshock maximos. Asi pues, los ligandos que incrementan la actividad GABA, protejen de
muchos tipos de ataques en modelos experimentales de epilepsia. Por el contrario, las respuestas
anticonvulsivas mediadas a través de receptores GABA; aparecen en principio s6lo in vitro. In
vivo, los receptores GABA; facilitan aflgunos de los efectos de otros anticonvulsivantes, aunque
por si solos carecen de actividad anticonvulsiva y no son eficaces contra ataques obtenidos por
mecanismos no GABAérgicos (ej. ataques inducidos por estricnina). Estos estudios, vistos en
conjunto, sugieren una relacion entre la pérdida de inhibicion neuronal por via de la supresion de

los receptores GABA, y el inicio de los ataques '*.
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-~ / N\

Fig. 5. Muscimol

Es importante comprender que los mecanismos GABAérgicos puedan ser una forma a
través de la cual se obtiene la actividad de ataque, pero similares efectos pueden ser producidos
por otros mecanismos. Asi, se pueden inducir ataques en animales y protejerlos contra ellos a
través de mecanismos no GABAérgicos (p. e].: glicina, NA, SHT, DA y adenosina)'**.

El kindling fue descrito por Goddard, McIntyre y Leech (1969), como resultado de la
estimulacion electrica subconvulsiva repetida de ciertas areas cerebrales. Por este proceso, en el
animal que inicialmente muestra pequefias o nulas respuestas a los estimulos, la repeticion de
dichos estimulos induce el desarrollo de progresivos ataques epilépticos cada vez mas fuertes,

culminando en ataques generalizados clonicos '

. Cuando el kindling esta establecido, el aumento
de la sensibilidad a los que inicialmente eran estimulos subconvulsivos persiste durante meses; ello
sugiere que la estimulacién repetida de ciertas estructuras cerebrales puede causar cambios

permanentes en la funcién cerebral '

. Aunque se han realizado numerosos estudios morfologicos,
electrofisioldgicos, y bioquimicos, los mecanismos basicos subyacentes del fendmeno kindling son
desconocidos ** . La evidencia almacenada sugiere que la amigdala esta intimamente implicada
en la epilepsia del 16bulo tamporal en humanos y es uno de los lugares mas sensibles para la
induccion del kindling ¥ ** 26 Las sinapsis GABAérgicas en la sustancia negra estan implicadas
en la propagacién de los ataques en las ratas “amigdala-kindled” **'*,

Existe un nuevo modelo de epilepsia parcial el denominado “sindrome de abstinencia al
GABA”. Este modelo es original en cuanto la forma en que es inducido, sus caracteristicas

electroquimicas, y por la implicacion fisiopatoldgica que representa. Consiste en que la
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interrupcion de infusiones de GABA en la amigdala de ratas kindled conduce a la aparicion de

actividad paroxistica *.

2.2.1.2. Farmacos relacionados con GABA como antiepilépticos

2.2.1.2.1. PROGABIDA

La progabida (4-([4-clorofenil) (5-fluoro-2-hidroxifenil)-metilenejamino) butanamida) esta
estructuralimente refacionada con el GABA,; su ntcleo benzolideno asociado a la cadena lateral y-
aminobutiramida permite su absorcion y el transporte a través del intestino y de la BHE, por lo que
entra rapidamente en el cerebro. Es un agonista del receptor GABA y precursor de éste. En el
cuerpo, progabida es metabolizado a tres metabolitos activos: SL 75102, gabamida y GABA.
Progabida y SL 75102 entran rapidamente en el cerebro, y GABA y gabamida son formados

88, 262

dentro de éste organo . Protege frente a diversos tipos de epilepsia experimental, incluido

kindling. Ademas de este efecto antiepiléptico, modifica la actividad de algunos sistemas
neuronales cerebrales implicados en la patogénesis de desordenes neuropsiquiatricos. La accién
de este farmaco en la clinica puede ser debida a las alteraciones que induce en las transmisiones

noradrenérgicas y serotoninérgicas 272,

22.1.2.2 PIRIDOXINA

Su administracion aumenta la sintesis de GABA.

2.2.1.2.3. VALPROATO SODICO

El valproato sédico es la sal sbdica del acido valproico (VPA) (Fig.6) o dipropilacético que

se halla estructuralmente relacionado con el GABA.
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CH, — CIl, — CH,
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Fig. 6. Acido Valproico

Puede ser considerado como un antiepiléptico de amplio espectro '*. Protege frente a la
induccidn de activacion propagada o kindling en la amigdala '** y reduce la intensidad de las
convulsiones una vez que dicho fenomeno ha sido inducido. Su acciones posiblemente sean
debidas a su capacidad de bloquear el mantenimiento de descargas repetidas de alta frecuencia y
de incrementar la actividad inhibidora GABA. La primera de estas acciones puede deberse a la
inhibicion de la corriente de Na® o a la de una corriente de Ca’ que es K* dependiente. En cuanto
a la actividad GABA, el valproato incrementa la concentracion cerebral de GABA por inhibir la
actividad de sus enzimas metabolizadoras: la semialdehido succinico- deshidrogenasa y la GABA-
transaminasa; a ello se suma una accion activadora de la glutamico-decarboxilasa, lo que aumenta
su sintesis. El aumento de GABA tiene lugar en la fraccion sinaptosomal, pero es todavia dudosa
la relacién del valproato y el aumento de GABA, ya que se requieren dosis muy altas para
conseguirlo. Es posible que aumentos selectivos en areas concretas ejerzan una influencia decisiva
en la actividad frente a determinadas epilepsias. El VPA incrementa ademas la actividad inhibidora
del GABA sobre las neuronas, pero se desconoce todavia el mecanismo de su interaccion con el

receptor GABA.
2.2.1.2.4 BENZODIAZEPINAS

Facilitan la union def GABA al receptor GABA, y aumentan la frecuencia con que se abre

el canal del CI".
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22.1.2.5. FENOBARBITAL

Aumenta el tiempo de apertura del canal CI' (Fig. 7).

Fig.7. Fenobarbital
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Inhiben la recaptacion de GABA por la terminacion nerviosa y la glia (Figs. 8 y 9).

OH
. ! CH,
° ~ SCH~ /
c=c{ C—cCH,
H
O
Fig. 8. Estiripentol

|
\ CO,H
™ o

Fig. 9. Tiagabida
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2.2.1.2.7. VIGABATRINA

Es el y-vinil-GABA (GVG) (Fig. 10 ), un aminoacido sintético derivado del GABA que
se administra como mezcla racémica, st bien solo el enantiémero S* es activo. La vigabatrina inhibe
de forma irreversible y suicida la enzima metabolizadora del GABA, la 4-aminobutirati-2-
oxoglutarato-aminotransferasa (GABA-T); la GABA-T neuronal es mas sensible a la vigabatrina
que la GABA-T glial. Eleva las concentraciones de GABA tanto en el cerebro como en el LCR
pero este aumento no es homogeéneo ni la intensidad alcanzada en cada estructura cerebral ni en
el curso temporal con que se consigue. La vigabatrina también puede facilitar la liberacion de

GABA en ciertas estructuras.

NH,

Fig. 10. Vigabatrina

2.2.1.2.8. GABAPENTINA

Es un aminoacido estructuralmente parecido al GABA que atraviesa la BHE pero sin claro

efecto GABAérgico.

2.2.1.2.9. OTROS

Existen evidencias de que dosis farmacol6gicas de la hormona indolamina pineal,
melatonina, produce efectos sedantes y anticonvulsivantes en hombres y animales de

experimentacion. Estos efectos recuerdan a los producidos por las BZDs y barbitiricos cuyas

64



Tesis Doctoral. Isabel M. Cwierz Lopez

acciones son debidas al aumento de la transmision GABAérgica. Los efectos psicofarmacolégicos
de la melatonina pueden ser debidos, al menos en parte, a su capacidad de aumentar la transmision

GABAérgica central modulando la actividad del receptor GABA '*,

2.2.2. Espasticidad

La espasticidad se suele definir como una alteracion motora en la que existe un aumento
en la resistencia al estiramiento pasivo de los musculos, que se acompafia de hiperactividad en los
reflejos tendinosos "',

La pérdida o desestructuracion de los mecanismos de control supraespinales, que controlan
los procesos espinales y sus correspondientes arcos reflejos, es el origen de esta patologia. Es
importante considerar que en esta alteracion interviene a nivel de la médula espinal, el GABA, que
estd implicado en los procesos de inhibicion presindptica. Se pueden apreciar dos tipos de
receptores GABA, el A y el B; el A se observa con mayor frecuencia en localizacion presinaptica,

mientras que el B puede estar tanto en situacion presinaptica como en las dendritas.

2.2.2.1. Farmacos relacionados con GABA como antiespasticos

2.2.2.1.1. BACLOFEN

Es un derivado lipofilo del GABA[3-(clorofenil) GABA] (Fig.11) que atraviesa la BHE.
En la médula deprime la exitacién monosinaptica y polisinaptica de las motoneuronas e
interneuronas. El baclofén o baclofeno (BAC) es un agonista estereoselectivo del receptor GABA,
siendo la forma (-) mas activa farmacolégica y bioquimicamente. El L-BAC es aproximadamente
mil veces mas potente que el D- para los receptores GABA, 2.

Reduce la espasticidad tanto en pacientes con seccion espinal completa como incompleta,

lo que indica que su accidn se ejerce como minimo a nivel espinal.
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H,NCH,— CH —CH, — COOH

Fig.11. Baclofén

2.2.2.1.2. PROGABIDA

Se ha confirmado la actividad antiespastica de la progabida en Ia esclerosis multiple * y

es atil en algunas formas de epilepsia.

2.2.2.1.3. BENZODIAZEPINAS

En la médula espinal provocan inhibicion presinaptica, debida a la potenciacion de los
mecanismos intrinsecos del GABA. El aumento de la inhibicidn presinaptica en la médula de los
pacientes espasticos debe reducir la liberacion de transmisores excitadores de las fibras aferentes
y, asi, disminuir la amplificacion de reflejos miotaticos y flexores. El nivel de accion es espinal y
supraespinal.

Existen dos grandes clases de lugares de reconocimiento de las BZDs en el SNC: uno esta
localizado por fuera de la membrana de la mitocondria y participa en la regulacion de la
disponibilidad del colesterol para los enzimas situados en el interior de la membrana mitocondrial,

el otro esté localizado en una subunidad del receptor GABA, ' *'2,

2.2.3. Nocicepcidn

Los estudios implicando las sinapsis GABA y agonistas GABA en [a nocicepcion han
avanzado en niveles preclinicos. La actividad analgésica de THIP, muscimol y BAC ha sido
confirmada en el test del tail-flick '** '**. De ahi su interés, abriendo la posibilidad para el
desarrollo de nuevos analgésicos no opioides *'°. Se afiade a este efecto analgésico intrinseco que

i46

los GABA-agonistas {(muscimol, fengabide) potencian la acion de la morfina en diferentes tests '*°.

La localizacién anatomica de esta accion de los GABA agonistas puede no ser de origen central.
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La inyeccion intracerebral de GABA agonistas en diferentes regiones tegmentales 0 medulares es
hiperalgésica mientras que los antagonistas GABA, son analgésicos '*°.

El GABA puede jugar un papel en la analgesia opiacea. Ademas de lo ya mencionado
anteriormente, la administracion aguda de morfina altera el contenido de GABA de ciertas
regiones cerebrales y de la médula espinal que son importantes en el procesamiento de la
informacion nociceptiva, mientras que la exposicion cronica a morfina altera la unién al receptor
GABA ?'°. Ademas, la administracion sistémica de agentes GABAérgicos aumenta la analgesia
opiacea *'° y la inyeccion de GABA en el cerebro medio gris periacueductal (PAG) activa las
neuronas medulares que estan implicadas en la inhibicion del dolor y potencia la analgesia inducida
por morfina. Behbehami expone que el PAG puede contener una red GABAérgica tonicamente
activa que opera, al menos en parte, a través de receptores GABA, Este sistema GABAérgico
puede modular la actividad en las vias inhibidoras del dolor descendente que vienen desde el
PAG ™. Se ha observado que el GABA enddgeno es liberado al cuarto ventriculo de la rata in
vivo, en respuesta a estimulos perjudiciales. Presumiblemente este GABA liberado aumenta la
transmision nociceptiva .

En estudios clinicos, la accion del BAC en la neuralgia trigeminal es mediada por el
receptor GABA, "¢ 2°. El BAC produce antinocicepcion tras su administracion IP en gran
variedad de especies. Esta antinocicepcion ha sido previamente atribuida a la activacidon de
receptores GABA; en base a la dosisdependencia y estereoespecificidad del efecto del BAC. Sin
embargo, la reciente introduccion de algunos antagonistas selectivos para el receptor GABA,
proporciona ahora nuevos significados para caracterizar mas aun la especificidad farmacolégica

de la antinocicepcion producida por el BAC *®.

2.2.4. Ansiedad

La ansiedad puede ser una respuesta emotiva a una situacion de gran estrés. Los sintomas
conocidos de ansiedad, incluyendo miedo y aprension, estan normalmente acompafiados por
sintomas fisioldgicos como incremento de la frecuencia cardiaca, tension sanguinea, frecuencia
respiratoria, motilidad gastrointestinal, diaforesis, etc. 2,

Se ha sugerido que el GABA puede estar implicado en la ansiedad. Los cambios en la

neurotransmision GABAérgica pueden influir en algunos tipos de ansiedad en modelos animales.
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Ademas, algunas formas humanas de ansiedad aguda pueden ser satisfactoriamente tratadas con
BZDs. Tanto BZDs como barbitiricos son efectivos ansioliticos y facilitan las acciones del GABA
en estudios electrofisiologicos. Estos efectos ansioliticos ocurren primariamente a través de
receptor GABA, va que el agonista GABA;, BAC, tiene una débil e inconsistente accion
ansiolitica '*2,

Los estudios que han investigado el papel del GABA en la ansiedad sugieren que los
efectos ansioliticos del GABA son probablemente indirectos. Los estudios anatomicos han
mostrado que neuronas GABAérgicas terminan en células noradrenérgicas en el locus coeruleus
y en neuronas serotoninérgicas en el rafe dorsal. La activacién de los sistemas tanto
noradrenérgicos como serotoninérgicos resulta en efectos ansiogénicos, y la inhibicion de estos
sistemas por el GABA tiene acciones ansioliticas '%.

Si las BZDs y barbituricos producen efectos ansioliticos por facilitacion de las acciones
GABA, se podria esperar que los agonistas GABA, produjesen similares efectos y que los
antagonistas blogqueasen estas acciones. Los datos sobre este aspecto son conflictivos, sugiriendo
que las BZDs y barbitaricos pueden no actuar puramente por influencia en la neurotransmision
GABAérgica ',

El bloqueo de la funcion del receptor GABA,, en el area de la amigdala basolateral anterior
de ratas produce unos cambios fisiologicos (incremento en la frecuencia cardiaca y la presion
sanguinea) y comportamentales similares a los sintomas de los estados de ansiedad en humanos **.
Otros resultados sugieren también que el GABA enddgeno actua tonicamente en los receptores
GABA, de este area para inhibir las respuestas de ansiedad *. La amigdala ha sido asociada con
la produccion de respuestas comportamentales a estimulos de miedo >, Se cree que el sistema
septo hipocampal y la amigdala estan implicados en el comportamiento valorador del riesgo, una
respuesta para la posibilidad de amenaza potencial relacionada con la ansiedad. E! GABA inhibe
tonicamente el comportamiento defensivo en la amigdala, hipotalamo y PAG; es pues, un efecto

contrario a los aminoacidos excitadores 1%

2.2.5. Depresion

La hipotesis que explica [a neuropatologia de la depresidn se ve favorecida por los cambios

de los niveles de NA y SHT. La implicacion de estos sistemas neurotransmisores en {a depresion
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es inconsistente con una teoria monoaminica de la depresion. Asi que ademas de la NA y la SHT,
la acetilcolina, DA e histamina también han sido implicadas en la neuropatologia de la depresion.
Ninguno de estos sistemas transmisores individualmente puede explicar de los datos de la
literatura, Parece probable, por consiguiente, que NA, SHT y otros transmisores comparten un
mecanismo comun en la neuropatologia de la depresion. Ese eslabon parece ser una interaccion
con el receptor GABA %2,

Los cambios en la actividad del GABA estan asociados con la depresidn en humanos y en
modelos animales de la enfermedad. A amenudo se encuentran niveles mas bajos de GABA en el
LCR y en el plasma de pacientes depresivos que en adultos normales. Estos cambios en los niveles
de GABA también aparecen en los modelos animales de depresion. Aunque las alteraciones en los
niveles de GABA se asocian con la depresion, se ha rechazado la posibilidad de un mecanismo
GABAérgico directo. La mayoria de los farmacos antidepresivos tienen una minima afinidad por
los receptores GABA; y terapeuticamente, algunos GABAagonistas fueron efectivos en el
tratamiento de la depresion mientras otros son ineficaces %, Estas discrepancias, sin embargo,
pueden ser resueltas teniendo en cuenta los dos subtipos de receptores GABA. Hasta hace poco,
los estudios de unién competitiva han usado [*H]muscimol, un ligando GABA,,, para indicar la
actividad de los receptores GABA *'*, Por tanto, la posibilidad de un mecanismo GABA, no ha
sido testada en los ensayos bioquimicos. Se puede predecir la eficacia terapeuitica de los
componentes GABAérgicos cuando tenemos en cuenta la actividad de los receptores GABA, y
GABA;. Por ejemplo, muchos casos de depresion pueden ser satisfactoriamente tratados por el
incremento de la actividad de los receptores GABAy, pero los agonistas GABA, son inefectivos.
Los efectos antidepresivos de los agonistas GABA,, como la progabida parecen ser mas ttiles en
el tratamiento primario de la depresion unipolar, aunque también alivian sintomas en algunos
pacientes con depresidn bipolar y episodios reactivos. Estos hallazgos dan a entender que los
cambios en los receptores GABA,; de alguna manera contribuyen a disminuir la actividad GABA
en personas depresivas y que los firmacos antidepresivos acttian contraatacando este efecto **2,
E! hallazgo de baja GAD en algunas areas de pacientes depresivos no se ha observado en estudios
similares de suicidas '*. Se ha descrito un aumento en la densidad de receptores GABAy, tras el
tratamiento antidepresivo crénico .

La rigurosa investigacion de la neuropatologia de la depresion es problematica debido a

las consideraciones éticas cuando tratamos con sujetos humanos y la carencia de modelos animales
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convincentes para la equivalencia humana de la enfermedad. Aunque los modelos animales pueden
sernos utiles, la interpretacién de los datos puede ser confusa debido a las acciones de
componentes GABAérgicos en otros sistemas fisiologicos '*%,

Debido a estos problemas en la interpretacion de los datos comportamentales disponibles,
se enfoca esta investigacion desde un punto de vista farmacologico y se sugiere la implicacion de
un mecanismo GABA, en la mediacién de los efectos antidepresivos de los farmacos *2,

En primer lugar, la administracion crénica, no la aguda, de diferentes clases de farmacos
antidepresivos y electroshock se regula por receptores GABA;. El retraso en la eficacia
terapeltica asociada a {a terapia antidepresiva puede estar asociado con el tiempo necesario para
la regulacion de los receptores GABA;; Una vez que estos cambios en los receptores GABA, han
ocurrido, los efectos terapeuticos de los farmacos son evidentes. La administracion crénica de
farmacos antidepresivos no tiene efecto en los receptores GABA, '+,

El mecanismo exacto a través del que diversas clases de terapias antidepresivas producen
regulacion de los receptores GABA,; es desconocido, pero puede implicar un canal idnico comian
o sistema de segundo mensajero. Es evidente, sin embargo, que el descenso de los niveles GABA
estd asociado con muchos casos de depresion y que estos efectos pueden ser contrarrestados por

el aumento de la actividad de los receptores GABA,, '*%.
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HALLAZGOS CONDICION HALLAZGOS FARMACOS
PRECLINICOS PATOLOGICA CLINICOS USADOS EN
HUMANOS
GABA mimdticos Enfermedad de Progabida
gjercen a baja dosis Parkinson
potenciacion y a
mayores dosis
inhibiciéon de la DA
sinaptica
GABA miméticos Esquizofrenia Muscimol
ejercen un efecto Progabida
bifasico en la actividad THIP
neuroléptica. BAC
VFPA
Disquincsia tardia Disminuye la Muscimol
disquincsia en un alto Progabida
porcentaje de pacientes THIP
Epilepsia El aumento de la VPA
funcién GABA, A+Bes | Progabida
antiepiléptico Barbitiiricos
Espasticidad Disminucion de BAC
Accidn antiespastica espasticidad e Progabida
hiperreflexia BZDs
GABA agonistas Dolor THIP muestra actividad | THIP
muestran accion Analgesico variable. Baclofén es BAC
analgésica cn algunos activo en la ncuralgia
modelos animales y trigeminal
potencian los opidceos
Demencia ZK 93426
Depresion Agonistas GABA .5 Fengabide
Efecto antidepresivo equivalen a triciclicos Progabida
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2.2.6. Enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington (EH) es un trastorno neurologico progresivoque se hereda
de forma autosdmica dominante. La enfermedad se caracteriza por tres sintomas principales:
coreoatetosis (es decir, movimientos espontaneos irregulares, excesivos), demencia y cambios de
personalidad o psicologicos. La patologia principal en la EH es la atrofia del estriado y la corteza
cerebral. En las autopsias, los ganglios basales de los pacientes con EH presentan una pérdida
sustancial de GABA vy de su enzima sintetizadora, la GAD.

También se sugiere la posibilidad de que el zinc en las proyecciones corticoestriatales
podria jugar un papel en la muerte celular selectiva, posiblemente excitotdxica, de las proyecciones

GABAérgicas vistas en esta enfermedad *'*.

2.2.7. Enfermedad de Alzheimer

La neuroquimica de la enfermedad de Alzheimer es muy sugestiva de una disfuncion de
las sinapsis GABA. Los niveles de GABA son bajos en el LCR y en algunas, pero no todas, las
areas corticales en los pacientes de Alzheimer " '*¢. Los receptores GABA,, estan disminuidos en
el cortex frontal y tanto los GABA, como GABAj en el hipocampo. De forma parecida, la
recaptacion de GABA esta disminuida en los tejidos cortical e hipocampal obtenidos postmortem
de pacientes con Alzheimer. Sin embargo, la disminucidn en los parametros GABAérgicos no es

tan generalizada como la del sistema colinérgico ',

2.2 8. Esquizofrenia

Se han descrito déficits GABAérgicos en muestras postmortem de cerebros de pacientes
con esquizofrenia. Estas alteraciones se localizan en estructuras del lobulo temporal medial (p. €.
cortex temporal polar izquierdo, y amigdala e hipocampo bilateralmente), ganglio basal y en el
cortex cingulado anterior. El hecho de que alprazolam, una BZD GABA positiva, posea
propiedades terapeuticas coadyuvantes en el tratamiento de la esquizofrenia es coherente con la
existencia de anormalidades GABAérgicas en esta enfermedad. En cultivos primarios de células

granulares del cerebelo de la rata la regulacion de la expresion de varias subunidades
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polipeptidicas del receptor GABA, esta controlada por la activacion del complejo receptor N-
metil-D aspartato (NMDA). Por ello, la actividad glutamaérgica puede ser un importante

regulador del tono GABAérgico en situ %,

2.3. ACTIVIDAD COMPORTAMENTAL Y FISIOLOGICA

2.3.1. Temperatura corporal

La regulacion de la TC en los mamiferos es el resultado de complejos procesos que
implican tanto mecanismos centrales nerviosos como autondmicos periféricos *°. La localizacién
primaria del control de la termorregulacion en mamiferos estd en el nlcleo hipotaldmico del
cerebro, con sus aferencias de neuronas termosensitivas que reciben aferencias neuronales de
sensaciones frias y calientes, tanto de la periferia como de otras partes del SNC. Existen evidencias
considerables de la existencia de implicaciones colinérgicas centrales, dopaminérgicas y de los
sistemas GABAé&rgicos en la termorregulacion © # %% 12 Hay informes conflictivos de los efectos
de la inyeccion ICV o IP en la TC de ias ratas. Se ha observado hipotermia tras [a inyeccion IP de
GABA y GABA-agonistas tales como el acido 6-aminovalérico (DAVA), valproato sodico y el
acido amino-oxiacético (AOAA)® °* 1.a hipertermia también ha sido vista en ratas inyectadas
ICV. Ademas, en perros la inyeccion ICV de GABA produce hipertermia a bajas dosis, mientras
que dosis mas altas inducen una caida de la TC **®, La activacién de lugares con receptores

GABA, 0 GABA, puede inducir hipotermia o hipertermia respectivamente en ratas 2%.

2.3.2. Otras

Ademas de las ya discutidos, son respuestas comportamentales y fisiologicas relacionadas

también con GABA: la ingesta (tema objeto de este trabajo), regulacién cardiovascular '*?,

comportamiento sexual, locomocion, suefio y efectos comportamentales del alcohol 045 4% 148,

Se ha observado una reduccion de los receptores GABA en el cerebelo como una posible
respuesta adaptativa al estrés por deprivacion de comida **; asi como un aumento de la actividad

de la GAD en el VMH?,
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Se implica al sistema neostriatal GABAérgico en la realizacion del comportamiento motor

condicionado alimenticio '¢.

2.4. DISTRIBUCION EN LA AMIGDALA

A las neuronas que sintetizan, almacenan, acumulan y liberan GABA se las denomina de
forma especifica neuronas GABAérgicas " '**. Dicho aminoacido se encuentra ampliamente
distribuido, aunque de forma irregular, desde la corteza hasta la médula espinal. Asi en los
mamiferos existen altas concentraciones en el cerebro y la médula espinal, pero esta ausente o solo
en pequeias cantidades, en tejidos nerviosos periféricos, tales como los nervios citico y
esplénico,o los ganglios simpaticos, y en otros tejidos periféricos como higado, pancreas, bazo o
corazén; se encuentra también en sangre, pero en bajas concentraciones > 76,

A diferencia de lo que ocurre con otros importantes neurotransmisores cerebrales, como
las monoaminas (DA, NA, SHT) cuyas concentraciones en el cerebro son de nanomoles por gramo
de tejido, las concentraciones de GABA (y de su precursor, el acido glutamico) son del orden de
micromoles por gramo, es decir, mil veces superiores. El GABA atraviesa con mucha dificultad
la BHE, por lo que tras su administracion sistémica es practicamente imposible que aumente sus
concentraciones cerebrales, a no ser que exista una alteracion en la barrera.

Desde los primeros afios cincuenta a los ultimos sesenta, fueron realizados cientos de
estudios describiendo los efectos de lesiones y estimulaciones amigdalares sobre variables tanto
endocrinas, viscerales como comportamentales, mayormente en gatos. A pesar las limitaciones
técnicas de los equipos y los conocimientos anatomicos disponibles en ese tiempo, se alcanzd un
consenso en relacion con la existencia de dos regiones distintas en la amigdala que ejercian efectos
opuestos en una gran variedad de procesos biologicos, llamada una region "excitadora" y otra
"inhibidora", correspondientes mas o menos a los sectores centromedial v basolateral de ésta,
respectivamente.

Los estudios de ablacion y estimulacion han mostrado la existencia de proyecciones
inhibitorias intramigdalares desde los sectores basolateral al centromedial de la amigdala, mientras
que otras investigaciones han estudiado la organizacion del sistema GABAérgico amigdalar con
técnicas neuroquimicas e immunohistoquimicas. Primero, se observd que la amigdala contiene una

concentracion bastante alta de receptores GABAérgicos, un resultado posteriormente confirmado
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con el desarrollo de experimentos electrofisiologicos llevados a cabo in vitro. Segundo, se
encontrd que los niveles de GABA y su enzima sintetizadora, GAD, eran mas altos en el nucleo
medial (ME) y central (CE) pero moderados en el resto del complejo amigdalar. Finalmente, la
interrupcién de las principales vias de union de la amigdala con el resto del cerebro produjo sélo
descensos de pequeiia importancia en los niveles de GAD en el CE, lo cual se opone a la existencia
de una gran entrada extrinseca GABAérgica a la amigdala.

Los resultados de estudios imunohistoquimicos describiendo las distribucion de GAD- o
elementos amigdaloides GABA-positivos paralelizaron la susodicha distribucion de la
concentracion de GAD. En la rata y en el mono, las estructuras immunoreactivas consistiecron en
neuronas morfologicamente diversas. Con la excepcion de comunicaciones celulares intercaladas,
la mas alta concentracion de botones presumiblemente GABAérgicos fue encontrada en el CE y
ME. Sin embargo, esta densa inervacion GABAérgica constrastaba con el relativo silencio de las
células intensamente immunoreactivas de estos nicleos, ya que se han encontrado numerosas
células immunoreactivas en el complejo basolateral. Debido a las comunicaciones celulares
intercaladas y el nicleo de la estria terminalis, se especuld que la inervacion GABAérgica de la
amigdala centromedial podria alcanzarse desde estos nucleos. Mas recientemente, se ha sugerido
que las colaterales locales emitidas por células GABAérgicas desde el CE y ME podrian constituir
el origen de esta densa inervacion GABAérgica.

Hoy en dia, gracias al estudio de Paré y cols, se demuestra que la distribucion de la
immunoreactividad GABA en el gato, la especie en la que la mayoria de los estudios de lesion y
estimulacion fueron realizados en primer lugar, es similar salvo algunas excepciones a las
encontradas para las ratas y los monos.

Aunque la mayoria de las neuronas GABAérgicas son interneuronas, también se indican
la existencia de un nimero de tractos axonales largos ', siendo por tanto un sistema de regulacion
muy precisa para una funcidbn muy concreta.

Se ha estudiado la organizacion de los circuitos GABAérgicos de la amigdala del primate
y son significativos porque alteraciones en la funcion en la amigdala humana han sido implicadas
en la patogénesis de la epilepsia del [6bulo temporal y en la etiologia de desordenes afectivos y de
comportamiento '*¢,

Estudios electrofisiologicos y farmacoldgicos han demostrado que la amigdala basolateral

(BLA) contiene un sistema inhibitorio potente que utiliza el GABA como su principal
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neurotransmisor *> '*¢_ Existen evidencias de que el circuito de este sistema implica inhibicion
colateral recurrente por via de interneuronas GABAérgicas interpuestas (circuitos neuronales
locales) 1%

Se ha usado la técnica immunohistoquimica peroxidasa-antiperoxidasa junto con un
antisuero para GABA para identificar estructuras contenedoras de GABA en la BLA. Las
caracteristicas morfologicas de las neuronas GABApositivas en BLA indican que se corresponden
a la clase II, y quizas clase IlI, neuronas de circuitos locales observadas en estudios previos de
Golgi. Se observaron estructuras puntas GABApositivas que parecian axones terminales en BLA.
Estos resultados sugieren que la fuerte inhibicion intrinseca notada en los estudios
electrofisiologicos del BLA es debida primariamente a las sinapsis de las neuronas GABAérgicas
clase II con proyecciones neuronales clase I '*°. La lesion de la estria terminalis no tiene efecto en
el contenido de GABA en BLA, sugiriendo que estas neuronas son intrinsecas ',

Las neuronas en la BLA (predominantemente piramidales) *!

por lo tanto parecen recibir
entradas sinapticas tanto excitatorias (glutamatérgicas) como inhibitorias (GABAérgicas) desde
neuronas locales. Las neuronas responsables de estas entradas son ellas mismas en gran parte
reguladas por entradas glutamatérgicas y GABA¢rgicas. La relevancia de este circuito neuronal
en los ataques y epilepsia es discutida *'7.

La activacion de receptores postsindpticos SHT,, en el nicleo basolateral de la amigdala
(BL) puede producir efectos ansiogénicos, mientras que la activacion de receptores BZDs en las

mismas areas produce efectos ansioliticos *.

2.5. SINTESIS Y METAROLISMO DEL GABA

El tnico precursor conocido del GABA es el glutamato, uno de los principales
neurotransmisores excitadores. El glutamato que se utiliza para la sintesis del GABA proviene del
c-cetoglutarato o de la glutamina, Los niveles de GABA se mantienen gracias a un ciclo que
continuamente suministra el glutamato para su sintesis. Este ciclo llamado "derivacion del GABA",
es una desviacion particular del ciclo de los &cidos tricarboxilicos y en €l se hallan implicados las
células gliales y los terminales presinapticos *. El GABA liberado puede proceder de precursores

entre los que se incluyen el piruvato, glutamato, glucosa y glutamina *”. El GABA puede también
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ser formado desde la L-ornitina a través del acido L-glutidmico, pero no a través de la
putrescina **.

E!l GABA transportado al interior de la célula glial (por un mecanismo de alta afinidad
dependiente de sodio, no por metabolizacion en metabolitos inactivos), se transforma por
transaminacion en succinato semialdehido por accidn de la GABA-a-oxoglutarato transaminasa
(GABA-T), una enzima que convierte el c¢-cetoglutarato en glutamato 2% * (Fig. 12). Esta enzima
mitocondrial ha sido encontrada tanto en las neuronas como en las células gliales *. El glutamato
se transforma entonces en glutamina y la glutamina se exporta de nuevo a la neurona donde vuelve
a ser convertida en glutamato por accion de la glutaminasa *.

Con inhibidores selectivos se han podido encontrar diferencias entre la captaciéon del
GABA en neuronas y en glia, sugiriendose que los transportadores expresados en las células
gliales podrian ser diferentes a los neuronales. A mediados de los afios 80 Kanner y cols. lograron
la purificacidn de un transportador de GABA. La secuencia de esta proteina se utilizd para aislar
un ADNc que condujo a la expresion de una proteina con actividad transportadora de GABA.
Desde entonces se han aislado varios ADNc para otros transportadores de GABA dependientes
de sodio. Las secuencias de aminoacidos de todos estos transportadores dependientes de sodio
son similares a las secuencias de los transportadores de sodio de laNA, SHT ylaDA ¥,

El enzima que convierte el glutamato en GABA es la GAD. Se acepta en general que la
modulacion de este enzima controla la sintesis de GABA, puesto que la GAD esta regulada por
glutamato, nucleétidos de adenina, y cloruro *.

La concentracion localizada de GAD se ha demosirado, de forma convincente, mediante
inmunohistoquimia, utilizando a los anticuerpos frente a GAD purificada. GAD se encuentra
presente tanto en los cuerpos celulares como en las terminaciones nerviosas de las neuronas
GABAGérgicas. Su selectividad y su correlacion con la presencia de la transmision nerviosa mediada
por el GABA indican, de forma consistente, que solo los terminales que liberan GABA contienen
esta enzima; por tanto esta sustancia constituye un marcador quimico *2.

Hasta el comienzo de la década de los setenta se pensaba que existian dos formas de GAD
en distintos lugares del sistema nervioso; GAD Iy GAD 11 El GAD Il se detecté en algunos
tejidos no neuronales (corazdn, rifidn, higado). Esta clasificacion se baso en el hallazgo de que la
forma GAD II era estimulada por aquellos agentes que se unen al carbonilo {p. ej. el acido

aminooxiacético) y por el ion cloruro, mientras que la otra forma era inhibida por estas sustancias.
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Los trabajos experimentales demostraron que este hecho era un artefacto del método analitico
utilizado en el que se recogia el "*CO, a partir del L-[1-"*C]glutamato. Al purificar la sustancia
marcada por el radiontclido se demostrd que los contaminantes eran responsables de la mayor
cantidad de "*CO, producida por los agentes estimulantes, debido al metabolismo a través de vias
distintas a las catalizadas por la GAD (p. €j. el ciclo del acido citrico). Cuando se utilizd sustrato
purificado, tanto el ion cloruro como el acido aminooxiacético inhibian considerablemente la
produccion de *CO, y la cuantia de la actividad GAD era similar en todas las regiones cerebrales
estudiadas, tanto si era mediada por la formacién de *CO, a partir del L- [1-"*C]glutamato o por
la produccion de [*C]GABA a partir de L-[U-"C]glutamato *.

El GAD se ha aislado y purificado del cerebro de ratén y posee un peso molecular de
85000. Tiene un Km de 0,7 mM con respecto al glutamato y de 0,5 mM para el fosfato de
piridoxal, lo que esta muy por debajo de las concentraciones normales in vivo de estos
compuestos. El fosfato de piridoxal esta unido, de forma relativamente laxa, a la apoenzima de

GAD, lo que lo hace més vulnerable a los antagonistas del piridoxal *2.
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glutamina

| glutaminasa

glutamato

COOH-CH,-CH,-CH(NH,}-COOH

1-CO, deido glutdamico descarboxilasa
(GAD)
GABA

COOH-CH,-CH,-CH,-NH, neurona

GABA
!
GABA célula glial
|
1 mifocondria
GABA

ee-cetoglutarato - |~ succinato semialdehido GABA-a-oxoglutarato transaminasa
(GABA T)

glulamato

Fig. 12. Dibujo de las vias de sintesis y metabolismo del GABA

El GABA es metabolizado por la GABA-T que origina semialdehido succinico y regenera
el acido glutamico a partir del acido o- cetoglutanco; el semialdehido succinico se puede convertir
en acido succinico, que entra en el ciclo de Krebs y se vuelve a formar a-cetoglutarato, o se

convierte en acido y-hidroxibutirico.
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Se cree que en las terminaciones nerviosas esisten al menos dos formas de almacenaje de
GABA ?”. Estos pools tienen aparentemente diferentes funciones metabdélicas. Uno es del GABA
nuevo sintetizado a partir del glutamato por la GAD. Parece ser liberado de manera Ca®
dependiente. Este pool no es afectado por la GABA-T. El otro se forma del GABA captado de
las hendiduras sinapticas para ser degradado por la GABA-T. El GABA es liberado desde este
tltimo pool de una forma Ca*" -independiente **.

Existe una gran variedad de mecanismos por los que se puede incrementar la actividad
GABAérgica. Estos incluyen agonistas del GABA, intubidores de la recaptacion del GABA
(CI-966 y tiagabide), inhibidores GABA-T (VPA, vigabatrina) ** ' que estan ya en uso clinico

para algunas formas de epilepsias.

2.6. RECEPTORES GABAERGICOS

La posibilidad de que existiesen dos tipos de receptores para el GABA fue expuesta por
primera vez en 1981 por Hill y Bowery ***. Los receptores GABA,, fueron definidos en base a
su antagonismo por la bicuculina y su insensibilidad al BAC, mientras que los receptores GABA,
eran estimulados por BAC e insensibles a la bicuculina '**. Hoy dia, se han identificado estos dos
tipos de receptores, para el GABA, el receptor GABA , localizado en un canal idnico que permite
el paso de Cl'y es antagonizado por picrotoxina (descrita por primera vez como antagonista
GABA en el misculo de crustaceo ') y bicuculina (descrita por Curtis y cols. *'), sustancias que
causan convulsiones generalizadas; y el GABA, que no esta acoplado directamente a un canal y
puede modificar los niveles de AMPc, y tal vez de otros mensajeros e, indirectamente, aumentar
la permeabilidad al K* y disminuir la permeabilidad al Ca’, via proteinas G; el GABAj puede ser
activado de forma selectiva por el medicamento antiespastico BAC, y bloqueado por el antagonista
phaclofén (PHAC) 2% Los receptores GABA, y GABA estan diferentemente distribuidos a
través del SNC de los mamiferos, siendo los GABA,; entre un 20-39% del total de los receptores
GABA, aunque predominan en algunas regiones. A nivel celular, se cree que los receptores
GABA, estan primariamente localizados en terminaciones postsindpticas mientras que los
receptores GABA,; estan localizados tanto pre- como postsinipticamente. La activacion de los
receptores GABA,; presinapticos inhibe la liberacion de neurotransmisores a nivel de las sinapsis

GABAérgicas y glutamatérgicas, mientras que la activacion de los receptores GABA,
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postsinapticos media potenciales postsinapticos de inhibicion tardios '®. Se cree que las neuronas
que contienen el GABA que estimula los receptores GABA, y GABA;, pueden ser distinguibles
en el SN de los mamiferos .

Profundizado sobre su estructura, ambos tipos de receptores poseen canales 16nicos
asociados, que son canales cuya apertura o cierre se asocia especifica y directamente a la
interaccion de un ligando con un receptor situado en la membrana de la célula. En la actualidad
se distinguen dos tipos:

a) Canales 10nicos en los que el receptor forma parte de la estructura del canal, aunque
estd situado en un lugar de facil acceso en la porcidn extracelular de la proteina. Entre ellos
destaca el receptor GABA,,, un canal de CI” asociado al receptor del aminoacido inhibidor. La
apertura del canal de CI" produce un flujo de cargas negativas hacia el interior de la célula
provocando hiperpolarizacion. Se estabiliza el potencial de la célula durante la activacion de
canales excitadores o, al producir hiperpolarizacion, reducen la despolarizacion espontanea y las
descargas de las neuronas. El canal de Cl" induce por lo tanto inhibicién.

b) Canales 16nicos en los que el receptor y el canal forman parte de proteinas diferentes,
si bien ambas se encuentran acopladas por una diversidad de elementos transductores, entre los
que destacan las proteinas fijadoras de nucledtidos de guanina (proteinas G) y segundos
mensajeros citoplasmaticos formados por la activacion del receptor. Entre tales canales cabe citar
el canal asociado al receptor GABA,;.

Recientemente se ha propuesto, por exclusion, un tercer tipo de receptor, GABA,, al cual
no se fijan los antagonistas del GABA,, (bicuculina) ni los agonistas selectivos del GABA; (BAC)
(Tabla VII). Incluso se habla de un cuarto tipo, resistente al BAC, acoplado a la proteina G ™.

La mayoria de la inhibiciones mediadas por GABA que han sido bien caracterizadas
utilizan receptores GABA,, y, sélo mas recientemente se describen algunas mediadas por los
GABA;,. Bastantes de estas Ultimas se gjercen presinapticamente impidiendo la liberacion de otros
neurotransmisores, pero también parecen existir inhibiciones postsinapticas mediadas por

receptores GABA,.
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Tabla V. Caracteristicas de los receptores del GABA

Receptor GABA GABA;
Mecanismo Ionotropico Metabotropico
(Canal CI') {Acoplado a proteina G,

Canales K* v Ca*")

Subunidades Ui Pra.via 0,6, Desconocidas
proleicas

Tiempo medio =25 ms -

abierto del
canal
Agonislas GABA GABA
=10pM (ECyp) ~10pM (EC)
Muscimol (potente) L-BAC
Isoguvacina 3-APMPA (potente)
THIP (petente) 3-APPA (potente)
PAS (potente) 3-APA (parcial)
Antagonistas Bicuculina (competitivo) Saclofén (competitivo)
Picrotoxina (no competitivo) PHAC (competitivo)
SR 95331 2-0H-S
CGP35348
CGP55845
Funciones Inhibiciones en el SNC Inhibiciones cn el SNC,

muchas de cllas
presinapticas

Moduladores Sitio d¢ las BZDs

Agonistas
Diazepam
Agonistas inversos
B-carbolinas
Antagonistas
Flumacenil
Otros sitios de fijacidn
Barbitaricos
Picrotoxina
Otros convulsivos
Neuroesteroides
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Ionotropico
(Canal CIN

P P2

=125 ms

GABA

=1 UM (ECsy)
CACA (parcial)
Muscimol (parcial)
TACA (potente)
CAMP

Picrotoxina

THIP

P45

3-APMPA (potente, competitivo)
3-APPA  (potente,  competitivo)
3-APA (potentc, competitivo)
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2.6.1. Receptores GABA,

El receptor GABA, es una proteina heterooligomérica compuesta por cinco elementos o
subunidades polipeptidicas que pertenecen a seis familias: «,B,v,8, € y m ¥ "2 2% Existen

numerosos subtipos de cada subunidad (hasta ahora un total de 15 descubiertos *'*

), habiéndose
clonado seis subtipos de la «, tres de la B, tres de la v, y dos de la 8 112130145 Qe desconoce
cual de estas interacciona in vivo para formar el canal idnico, pero se asume que la &,,B,,v,
representa la isoforma adulta principal ***. Las subunidades «,-, -, 0;-, ¢4-, Y,-, y B, fueron
identificadas como proteinas de 50, 53, 60, 57, 43 y 56/57 kDa, respectivamente. Cada subunidad
posee cuatro dominios transmembrana (M1 a M4); una 0 mas de estas regiones (probablemente
la M2) contribuye a formar parte del canal i6nico. Las subunidades presentan secuencias de
aminoacidos similares entre si, asi como en relacion con el receptor nicotinico (15-19% de
homologia), y el receptor de glicina (34-39%). La similitud se extiende al analizar la estructura y
disposicion. La porcion N-terminal estd situada extracelularmente y se halla en gran parte
glucosilada; existe un puente disulfuro entre las cisteinas 138 y 152, conforméndose un bucle de
15 aminoacidos que, se supone, participa en la fijacion de los ligandos. A partir del residuo 210
penetra en la membrana y establece las sucesivas porciones transmembrana. Entre M3 y M4 existe
un dominio intracelular cuyo tamafio y secuencia son especificos para cada subunidad, y sobre la
que se ejercen los mecanismos reguladores intracelulares, siendo susceptible de fosforilacion por
la proteincinasa A, la proteincinasa C y la tirosin-cinasa. La porcion C-terminal es también
extracelular, El receptor se ha caracterizado como sitio de accién de muchos farmacos
neuroactivos, destacando entre ellos a las BZDs y los barbitiricos. También ocurren interacciones
directas entre los receptores GABA, y los esteroides anestésicos (alfaxalona, propofol...),
esteroides volatiles y el alcohol >, La posibilidad de dos nuevas técnicas bioquimicas, como
la unién al t-[**S]butilbiciclofosforotionato ([**S]TBPS) y la recaptacion de **Cl', han permitido
un detallado examen de la regulacion farmacolégica del ionéforo cloro acoplado al GABA *. Los
estudios muestran que la union de [**S]TBPS es reducida por GABAmiméticos y BZDs, mientras
que es aumentada por inhibidores de la funcidon GABA y convulsivantes f3-carbolinas. De forma
similar, la recaptacion de **CI por las vesiculas de membrana cerebral es modulada por fimacos

psicoactivos con lugar de accién en el complejo receptor GABA, 3*2'2. Metabolitos con el anillo

A reducido de naturaleza esteroidea modulan la conductancia del i6n cloruro en el receptor
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GABA 9. Estos esteroides con actividad GABA se unen en el dominio del canal hidrofébico del
complejo del receptor GABA,. Los esteroides GABA positivos como el Sa-pregnano-3e,21-diol-
20-uno (alotetrahidrodeoxicorticosterona;, Sa-THDOC) potencian la conductancia del 16n clonuro
GABA-estimulada, aumentan la unién [*H] y [’H]flunitrazepan, e inhiben la unién de
[*S]TBPS .

El GABA se fija a la subunidad B, aunque su accion sdlo se expresa si estan presentes las
subunidades o y [3. Pero lo mas caracteristico del receptor GABA, es la posibilidad de que la
interaccion de diversos ligandos con sus subunidades provoque una activacion heteréloga del
receptor GABA. En efecto, la presencia de BZDs , barbitlricos y otras moléculas en interaccion
con diversas subunidades potencian la accion y la actividad del ligando enddgeno GABA sobre
su sitio de accidon. Curiosamente, para que la BZD que actaa sobre la subunidad o potencie el
GABA sobre la 3, se requiere la presencia de la subunidad . La subunidad vy, parece ser esencial
para la modulacién benzodiacepinica del receptor GABA, °. Esto indica el alto grado de
interaccion alostérica entre las diversas subunidades, y la complejidad de accion de este receptor.
Estos subtipos de receptores presentan diferentes concentraciones segun la zona del cerebro en
la que estén localizados, mostrando respuestas diferenciales al GABA en terminos de actividad
electrofisioldgica, y distintos perfiles farmacologicos para los compuestos benzodiazepinicos *.

La primera BZD que se introdujo en la practica clinica fue hace treinta y siete afios, y desde
entonces estos tranquilizantes no solamente han reemplazado a los barbitiricos sino que han
llegado a ser los mas ampliamente utilizados ***. La relacion entre las BZDs y el GABA esta
establecida desde hace tiempo, desde la utilizacion de técnicas electrofisiolégicas en las que las
BZDs potenciaban la accion del GABA (1975), métodos bioquimicos (1978), métodos de ligandos
(1977) y estudios autoradiograficos (1981). En estos ultimos se sugeria ya que los receptores
benzodiazepinicos estaban acoplados a una subpoblacion de receptores GABA ***. Realmente los
receptores benzodiacepinicos estan localizados en una gran estructura, conocida como "el
complejo macromolecular” (Fig. 13). Localizados en este complejo encontramos los receptores
para el GABA y para otras sustancias, en particular barbituricos **. El complejo macromolecular
también incluye una modulina polipeptidica del GABA que puede modular el acoplamiento entre
el receptor de GABA v la proteina receptora de BZD . Se cree que son las subunidades o y v

las que contribuyen al sitio de unidn benzodiazepinico *'* ***,

84



Tesis Doctoral. Isabel M. Cwierz Lépez

Las BZDs tienen una accidon sedante, hipndtica, ansiolitica, relajante muscular y
anticonvulsiva, y desde una perspectiva terapedtica, se desearia poder separar estas acciones *!*,
Se espera que el conocimiento preciso de la estructura de su lugar de accidn permita una
aproximacion légica a esta separacion *'*. Las propiedades clinicas de las BZDs para reducir la
ansiedad, produciendo sedacion y ejerciendo proteccion contra las convulsiones, podrian ser
directamente atributbles a la potenciacidén de la accién del GABA sobre la actividad de los iones
cloruro ¥. La identificacion de los receptores de BZDs en el cerebro ha permitido que se
caractericen tres tipos de ligandos de receptores para este farmaco >

1) Las BZD clinicamente utiles que ejercen efectos ansioliticos, hipndticos y
anticonvulsivantes y que parecen actuar como agonistas cldsicos de los receptores *,

2} Los antagonistas del receptor de BZD - incluyendo la imidazodiacepina, el flumazenil
(RO 15-1788) ¥, bloquean selectivamente las acciones de las BZDs sin ejercer por si mismos
efectos farmacoldgicos. Estas moléculas no bloquean las acciones de otros sedantes hipnoticos
como los barbitaricos, el meprobanato o etanol. Pueden tener aplicacion clinica en el tratamiento
de la intoxicacién y sobredosificacion por BZDs **. Ciertas moléculas enddgenas también pueden
bloquear la interaccion de las BZDs con sus receptores, incluyendo un péptido, el inhibidor de la
Jijacion del diazepam (DBI) ** 2%

3) Un tercer grupo de ligandos ansidgenos de los receptores de BZDs esta representado
por diversas carbolinas. Estas moléculas pueden bloquear los efectos de los agonistas de las BZDs,
y cuando se administran aisladamente producen efectos como reaccion de ansiedad, actividad
proconvulsiva y convulsiones *”. Asi el compuesto fcarbolina-3-carboxilato etil éster (BCCE),
recientemente descubierto, se considera un agonista inverso del receptor benzodiazepinico. El
efecto producido por el BCCE cuando se administra en primates se asemeja a la respuesta de
ansiedad en los humanos®. Estos hallazgos apoyan la hipétesis de que sustancias con propiedades
parecidas a las del BCCE generadas de forma natural en el cerebro, podrian desempefiar un papel
importante en la génesis de la ansiedad. Un candidato para desempeiiar este papel es el DBI, que

inhibe los efectos del GABA ¥,
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Sitio de GABA

SMode(
BARBITURICOS

Stiode BZD

) i I Sttio de
AMESTESICOS - " PICROTOXIMINA
GEMERALES -

Fig. 13. Modelo propucsto del complejo receptor de GABA,.

Las BZDs intensifican el cambio de la conductancia del ion cloruro inducida por la

interaccion del GABA con sus receptores lo que da por resultado un aumento de la frecuencia de

los acontecimientos que abren los conductos *

°. La tolerancia que se produce tras la

administracion cronica de las BZDs puede estar relacionada con alteraciones en este receptor *.

La existencia de dos subtipos diferentes de receptores benzodiazepinicos ha sido una

hipotesis mantenida durante muchos afios. Los receptores tipo I se caracterizan por tener una alta

afinidad a los lugares de fijacidn para un subconjunto de sustancias relacionadas con las BZDs,

mientras que los receptores tipo 1l presentan una baja afinidad a estos lugares de fijacion *. El
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primer tipo de estos receptores se encuentra solamente en el SNC, mientras que el segundo se
halla en varios organos y tejidos periféricos asi como también en el SNC. En contraste a los
receptores centrales de BZDs, el lugar de unién a la BZD de tipo periférico no es modulado por
el GABA in vitro, ni tiene un sitio de unidn para este neurotansmisor. La transmision GAB Aérgica
influencia los receptores periféricos BZDs, aunque indirectamente. Ellos pueden ser modulados
por varios tipos de estrés y ansiedad, tales como natacion forzada, que incrementa la densidad de
receptores de BZDs en los rifiones de las ratas. El muscimol aumenta la afinidad a los lugares de
union periféricos de las BZDs en el rifion y el cerebro, y el BAC también aumenta el niimero de
estos lugares en el rifién de rata ***.

Es frecuente la asociacion de las subunidades «, (,5~ v ¥,- sugiriendo que esta
combinacidn es de relevancia fisiologica. La coexpresion de esta combinacion subunitaria (e, B,
Y,) resulté en la modulacién por fos ligandos del receptor benzodiazepinico * 28,

Las BZDs no son los unicos moduladores del receptor GABA,,. Los barbitiricos tambien
"amplifican" las inhibiciones GABAérgicas en multiples sitios del SNC, si bien actuando desde
un sitio del receptor GABA, distinto del receptor benzodiazepinico. Los estudios
electrofisiologicos demuestran que, en contraste con las BZDs, prolongan las respuestas al GABA
en vez de intensificarlas. Son mucho mas eficaces que las BZDs (pueden aumentar la afinidad de
los agonistas GABA, mucho més que ellas) aunque menos potentes - es decir, necesitan dosis
mayores- y, a determinadas dosis, pueden abrir directamente el iondforo, aun en ausencia de
agonista GABA, , siendo GABAmiméticos. Por todo ello son maés peligrosos que las BZDs. Los
barbitricos parecen ser menos selectivos en sus acciones que las BZDs, puesto que deprimen
también las acciones de los neurotransmisores excitatorios y ejercen efectos no sinapticos en la
membrana en paralelo con sus efectos en la transmision del GABA »*.

La picrotoxina dificulta directamente la apertura del ionéforo, mientras que otros farmacos
convulsivantes lo hacen desde otros sitios de fijacion oponiéndose a la inhibicion GABAérgica.

También se estudian moduladores "fisiologicos", como determinados esteroides, p. €]. los
“neuroesteroides" o metabolitos de hormonas esteroideas, producidos en el SNC. Sus sitios de
fijacion en el receptor GABA, no coinciden con el receptor benzodiazepinico, regulan
directamente la actividad del complejo GABA,, receptor/ ionoforo de cloruro de un modo bimodal,

pero la naturaleza de sus efectos no esta tan clara %,
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El alcohol potencia los efectos del GABA sobre el complejo GABA/receptor, e incrementa
el flujo de iones de cloro en las neuronas. Esta accidon aumenta el umbral excitatorio de la
membrana ¥ .

El alcaloide convulsivante bicuculina (Fig. 14), extraido de la planta del género Cordyalis,
bloquea las reacciones hiperpolarizantes del GABA. Este antagonista fue informado primariamente
por Curtis y cols. ' ?*’_ Modelos moleculares muestran que el GABA es isostérico con una
porcion similar a GABA que existe en la molécula de bicuculina, sugiriendo una interaccion
competitiva sobre receptores GABA.

La bicuculina se ha utilizado en inyecciones en el hipotidlamo ventral para ver su actuacion
en respuestas sociales en ratas, obteniéndose iguales resultados que con la estimulacidn eléctrica
y demostrandose la implicacion de las neuronas de inhibicién tonica GABAérgica en el
hipotalamo .

Sin embargo, ni la bicuculina ni la picrotoxina son enteramente especificos para el receptor
GABA,,, de ahi la necesidad de nuevos antagonistas GABA *. Un nuevo antagonista del receptor
GABA es el SR 95103, que pertenece a una familia quimica que tienen incorporada una molécula
GABA por su grupo N-terminal dentro del heterociclo amine-fenil pirazona %, Posteriormente
estudios relacionados con la actividad de esta estructura llevaron al SR 42641, que es un potente
antagonista competitivo del GABA, especifico para el receptor GABA, y que no actda a nivel del

ionéforo del cloro .

(T
o NMa
H H

o]

O
o0

Fig. 14. Bicuculina
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2.6.2. Receptores GABA,

Con técnicas de clonacion se ha podido identificar la estructura del receptor GABA;, y en
contraste con el receptor GABA,,, este receptor esta asociado a proteinas (. Esta proteina esta
formada por tres subunidades denominadas o, § y y. Como consecuencia de la interaccidn se
produce una respuesta a través de un sistema efector. Se han identificado varios sistemas
efectores para dicho receptor usando un limitado repertorio farmacolégico GABAg-especifico. En
la mayoria de los casos, tras su activacion, los receptores GABA; emplean 37,5 -guanosintrifosfato
(GTP) para transferir una sefial intracelular 2%,

Durante mucho tiempo los Gnicos agonistas conocidos para el receptor GABA,; han sido
el mismo GABA y el BAC. Recientemente, se ha sintetizado un acido fosfonico derivado del BAC,
el acido B-(p-clorofenil)-3-aminopropilfosfonico (3-APPA) " ¥° Este compuesto no se ha
caracterizado todavia completamente, aunque algunos investigadores apoyan que el 3-APPA
difiere del BAC en ciertas respuestas; 3-APPA parece ser un potente agonista completo en un
subtipo posible de receptor (presinaptico/autoreceptor) y una mezcla de agonista/antagonista en
otro subtipo de receptor (postsinaptico) '*" 2,

Los sistemas efectores hasta ahora conocidos y relacionados con el receptor GABA,
son

260.

1. Inhibicién de la actividad de 1a adenil ciclasa (GABA y L-BAC). Esta inhibicion no es bloqueada

por la bicuculina, ni facilitada por el diazepam. El acople del receptor a la adenil ciclasa es a través
de proteinas especificas Gy,. La adenosindifosfato (ADP)- ribosilacion inducida por la toxina
pertussis de las proteinas Gy, desacoplo el receptor GABA,;; activado para la inhibicion de la adenil
ciclasa. El receptor GABAy que inhibe la adenil ciclasa puede pertenecer a la clase de receptores
que cruzan la membrana plasmatica siete veces y se acoplan a las proteinas G en los procesos de
transduccidn (p.e. receptores -adrenérgicos y muscarinicos).

Para los receptores GABA; que inhiben la adenil ciclasa, los que han pretendido ser
antagonistas GABA,;, el acido 5-aminovalérico y el dcido 3-aminopropano sulfonico actiian como
agonistas. Mas aun, el PHAC es inactivo frente a este receptor GABA;, no teniendo acciones ni
agonistas ni antagonistas. Tanto 2-hidroxi-saclofén (2-OH-S) como CGP 35348 parecen ser

antagonistas débiles. Las diferencias en la efectividad de estos antagonistas de los receptores

89



Tesis Doctoral. Isabel M. Cwierz Lopez

GABA,, que inhiben la adenil ciclasa en comparacién con otras respuestas GABA,, puede apoyar
la existencia de multiples subtipos de receptor GABA,,.

2. Estimulacién de la fosfolipasa A,, cuyo resultado es la potenciacion de muchos receptores que

estan posttivamente acoplados a la adenil ciclasa. Ello ocurre en las preparaciones de cortes de la
mayoria de regiones cerebrales de la rata, con excepcion del cerebelo y el bulbo olfatorio.

3. La activacion de canales de potasio con el resultado de una hiperpolarizacion celular. Este

receptor GABA,; también parece estar acoplado al canal de potasio a través de la proteina G
sensible a la toxina pertussis. El tipo de canal de potasio que esta regulado por receptores GABA,
es aun desconocido aunque un reciente informe apoya la hipdteisis de que es un canal de potasio
activado por calcio.

4. La inactivacion de canales de calcio voltaje dependiente. Este fue el primer sistema efector

identificado. Esta inactivacion de la conductancia al calcio mediada por el receptor GABA fue
atenuada por un tratamiento previo con toxina pertussis, sugiriendo que estos receptores GABA,
utilizan proteinas G;,. Al menos tres mecanismnos posibles de accion pueden ser propuestos para
los receptores GABA, que median la atenuacion de los canales de calcio voltaje dependientes.
Primero, el receptor GABA; podria acoplarse, a través de una proteina G, directamente a los
canales de calcio voltaje dependientes. Otra alternativa seria que el sitio de union al receptor
GABA,, podria estar localizado en el mismo canal de calcio y este canal podria ser alostéricamente
regulado por proteinas G,,. Una tercera posibilidad es que el receptor GABAj; indirectamente
inactive estos canales de calcio por la iniciacidn de multiples acontecimientos intracelulares.

Tambien hay algunos informes que describen que los receptores GABA modulan la
hidrolisis del mnositol fosfolipidico.

Se sugiere que los receptores GABA,, pueden jugar un papel modulatorio en la produccion
de segundos mensajeros por otros sistemas neurotransmisores, ya que los agonistas del receptor
GABA, potencian la respuesta del AMPc a la NA, isoprenalina, histamina y VIP *°.

Existen investigaciones sobre el papel del receptor GABA, en la mediacion de la
autoinhibicion de Ja liberacion de GABA., La posibilidad que habria que considerar es que (-)-BAC
no solo interactiia con autoreceptores GABA presinapticos, sino que también puede interactuar
con otros receptores GABA; -presumiblemente somatodentriticos- los cuales farmacologicamente
no son idénticos a los receptores sobre los que (-)-BAC ejerce sus efectos en la liberacion de

GABA.
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De los antagonistas disponibles, solamente el PHAC y el 2-OH-S han sido extensamente
caracterizados. Tanto el PHAC como el 2-OH-S antagonizan competitivamente el efecto del BAC
en el iledn aislado del conejo de indias y desplazan la unién del BAC con potencia micromolar.
PHAC y 2-OH-S también antagonizan la hiperpolarizacion de neuronas producidas por BAC en
preparaciones de cortes del hipocampo, cortex, nucleo septal dorsolateral o nicleo lateral
geniculado, asi como la latencia de los potenciales inhibitorios postsinapticos producidos por la
activacion de entradas aferentes a estos nucleos. Sin embargo es evidente que estos dos
antagonistas de receptor GABA[, no son equivalentes. Por ejemplo, el 2-OH-S es un antagonista
tanto presinaptico como postsinaptico de los receptores GABA, en el hipocampo, mientras que
PHAC es un antagonista efectivo solamente de los receptores postindpticos en el
hipocampo * 1% 7 Esta ultima observacion ha llevado a la sugerencia de que PHAC puede
discriminar entre algunos subtipos de receptor GABA; *. El PHAC no parece cruzar la BHE '*
Diez veces mas potente que el PHAC es el 2-OH-S ¥,

Uno de los primeros estudios que mostraban una respuesta celular de activacion del
receptor GABA, fue la inhibicion de la actividad refleja en la espina dorsal de gatos. Este articulo
especulaba que el lugar de accion del BAC es la aferencia sensorial terminal nerviosa localizada
en el asta dorsal de la médula espinal. La activacion de los receptores GABAj por el BAC podria
inhibir la liberacion del neurotransmisor desde la terminacién nerviosa sensorial. La inhibicion de
la liberacion del neurotransmisor mediada por los receptores GABA, ha sido observada en
sinaptosomas, células de tejidos cultivadas, y cortes de varias regiones cerebrales. Desde los
primeros estudios, parecié que la activacion de los receptores GABA, era solamente para inhibir
la liberacion del transmisor excitatorio. Sin embargo recientes estudios también muestran al
receptor GABA, como un autoreceptor en las terminaciones nerviosas GABAérgicas. Algunos
informes recientes indican que la activacion de los receptores GABA, que inactivan la
conductancia presente en las terminaciones nerviosas presinapticas provocan la reduccion del
transmisor liberado.

La evidencia de que podrian existir miltiples subtipos de receptores GABA; viene dada
por las diferentes observaciones entre los receptores GABAj presinapticos y postsinapticos en
cuanto a sus acoples a las proteinas G y su sensibilidad al BAC. Ultimamente se ha descrito que
el receptor GABA,; postsinaptico se acopla a la proteina G, sensible a la toxina pertussis y activa

una conductancia al potasio. Respecto al receptor GABA,, presinptico se cree que es insensible
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a la toxina pertussis. Otra diferencia entre los receptores GABAj presinapticos y postsinipticos
es que solamente los receptores postsinapticos son antagonizados por el BAC.

El receptor GABAy juega un papel fisioldgico en el control basal de Ia secrecidon de
hormona luteneizante .

Muy poco se conoce sobre el papel de los receptores GABAj en las enfermedades del
SNC. La mayor parte de los datos clinicos y preclinicos provienen de observaciones sobre la
efectividad del BAC en el tratamiento del sindrome del hombre-rigido, la neuralgia del trigémino,
y posiblemente ataques y epilepsia. Ademas, otras estrategias han tratado de determinar si existe
un cambio en los receptores GABA, en la enfermedad de Alzheimer. Muchas de estas
asociaciones entre los receptores GABA,, v las enfermedades neuroldgicas son incompletas. Sin
embargo, la mejor evidencia clinica posible de los receptores GABA,, viene del uso del BAC en
el tratamiento de la espasticidad resultado de la esclerosis multiple o herida de la médula
espinal 2% 2%,

Las acciones de los receptores GABA, en Psiquiatria estan todavia sin explorar. Se ha
visto, p. gj. una accion terapeutica del BAC en cuadros de panico con una disminucion del nimero
de ataques y la reduccién del nivel de la ansiedad. Se espera que el descubrimiento de nuevos
farmacos actuando sobre estos receptores permitan un mejor tratamiento de estos problemas.
También se ha observado un aumento en el niimero de los lugares de unién [*H]-BAC vy [*H]-
GABA, presumiblemente receptores GABA,;, en algunas zonas cerebrales tras el tratamiento por
un periodo prolongado con farmacos antidepresivos; sin embargo esto no ha sido estudiado en
humanos **. También se ha formulado la hipotesis, en base a observaciones realizadas en el
laboratorio, de que algunos mecanismos mediados por el receptor GABA, podrian estar

implicados en la patogénesis de ataques generalizados de ausencias .

2.6.3. Receptores GABA,

La hipotesis sobre el receptor GABA. tiene sus origenes en los estudios de actividad
estructural basados en una serie de analogos del GABA que tenian acciones depresoras de la
actividad neuronal y eran insensibles a la bicuculina. Era la conformacion doblada la que era
insensible a la bicuculina '**. Existe una considerable evidencia sobre este nuevo tipo de receptor,

que desde el punto de vista farmacolégico cae fuera de la clasificacion definida como GABAA/B.
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Se le ha denominado con una variedad de nombres: GABAC, GABANANB (no-A,no-B), GAB
rho '3, y finalmente receptores GABA, ***. Son insensibles tanto al BAC como a la bicuculina,

no son modulados por barbitiricos, ni por BZDs o estercides neuroactivos '* 12 2% 2%

y han sido
encontrados en la médula espinal, tectum optico, retina, cerebelo € hipocampo '#. No existen
evidencias que sugieran la existencia de receptores GABA_. fuera del SNC 7, Sin embargo pueden
existir también en insectos y bacterias '®. Pueden jugar un importante papel en la transmision de
informacion visual y su modulacién, ya que hay una gran densidad de ellos en las vias dpticas 2,
Son activados por el acido cis-4-aminocrotonico (CACA) (Fig. 15), que es un analogo estructural
del GABA en una conformacion doblada y por el acido trans-4-aminocrotdnico (TACA) ™ 2!, El
CACA tritiado se une a la membrana cerebelar de una forma GABA sensible y BAC insensible.
Puede ser desplazado solamente por concentraciones relativamente altas de bicuculina. Estudios
autoradiograficos muestran pronunciadas diferencias en la distribucion regional entre los ligandos
de CACA, el agonista GABA, muscimol y el agonista GABA, BAC '®. La actividad del receptor
GABA_. ha sido atribuida a la expresién de las subunidades p 7. Se han clonado p, y p,desde la

retina humana '**,

co,

H,'N

Fig. 15. CACA

Se ha caracterizado en el cultivo de neuronas de crusticeo un receptor para el GABA que
se ajusta al perfil farmacologico del receptor propuesto tipo GABA(. encontrado en la retina de
los vertebrados. Esta asociado con un canal selectivo al 16n cloruro y es bloqueado por la
picrotoxina. Ni es inhibido por la bicuculina ni activado por el BAC, mientras que diazepam y
fentobarbital no tienen efecto modulatorio sobre él. Al igual que el receptor GABA,. de la retina

de vertebrado es activado por el analogo doblado del GABA, CACA %,
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3. AMIGDALA

3.1. INTRODUCCION ANATOMICA

En la actualidad se denomina sistema limbico a las partes filogenéticamente mas antiguas
de los hemisferios cerebrales junto con las regiones adyacentes y sus conexiones a los centros
subcorticales. No se trata, pues, de un sistema de vias cerrado y ordenado topicamente, sino de
un conjunto de nicleos y territorios corticales que se encuentran estrechamente unidos bajo el
punto de vista funcional. Los nombres de cerebro visceral y cerebro emocional hacen referencia
a este significado funcional. Dado que el énfasis esta puesto en lo funcional, las estructuras
anatomicas que componen el sistema limbico estan vagamente definidas. El cuerpo amigdalino es
un componente importante del sistema limbico, que también incluye el hipocampo y los nicleos
septales. Antiguamente se le llamo rinencéfalo, debido a su relacion con la olfaccion.

La amigdala, como estructura, se compone de varios nucleos, formando dos partes
principales: una de ellas, filogenéticamente mas vieja, incluye los nicleos central medial y cortical,
la otra, filogenéticamente mas joven, incluye los nicleos lateral y basal %% 242,

El siguiente esquema (Tabla VIII .) se apova en la histoquimica y en las conexiones de la
amigdala ®°. Basandose en estas conexiones, el area transicional amigdala-hipocampo se puede
agrupar en el complejo medial de la amigdala. Otros autores dividen la amigdala en lateral,
basolateral, basomedial, medial, cortical y nicleo central, pudiendo a su vez este ultimo dividirse

en lateral capsular, lateral y medial "> 1%,
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TABLA VIIL Division de la amigdala.

A) AMIGDALA OLFATORIA | 1. Arca anterior amigdaloidea (AA)

2. Niicleo del tracto olfatorio lateral (LOT)

3. Parte rostral del nicleo amigdaloideo medial

4, Nucleos corticales amigdaloideos anterior (ACo) y posterolatcral
(PLCo)

5. Arca de transicién amigdalopiriforme (APir)

B) GRUPO AMIGDALOIDEO 1. Amigdala medial (Me)

MEDIAL 2. Porciones posteromediales de la sustancia innominada
sublenticular (SLSI)

3. Divisiones medial (BSTM) ¢ intermedia (BSTI) del bed nicleo de
la estria terminalis (BST)

4. Amigdala "vomeronasal"

5. Area de transicion amigdala-hipocampo (AHi)

C) GRUPO BASOLATERAL 1. Nicleos lateral (La) y basolateral (BL)
DE LA AMIGDALA 2. Elementos del nicleo basomedial (BM)

D) GRUPO AMIGDALQOIDEO 1. Nicleo central de 1a amigdala (CeA)
CENTRAL 2. Porciones ventrales de la sustancia innominada
3. Divisiones lateral (BSTL) y ventral (BSTV) del BST

3.2. GRUPO BASOLATERAL

El "grupo o complejo basolateral de la amigdala” (BLA) incluye los nicleos lateral (La)
y basolateral (BL), asi como elementos del nicleo basomedial (BM); este nicleo basomedial se

puede asociar en parte con el complejo amigdaloideo medial, asi como con el BLA de la amigdala.

Un amplio rango de conexiones reciprocas con la corteza asi como las extensas aferencias
al estriado parecen distinguir al BLA del resto de la amigdala. Todos los nucleos del grupo
amigdaloideo basolateral reciben aferencias desde la corteza piriforme, la corteza agranular insular,
y la corteza prelimbica. Mientras que sélo el niicleo ventral basolateral se proyecta a la corteza
piriforme, todos los nucleos del BLA se proyectan a la corteza agranular insular y a la corteza

prelimbica. En suma todos los nicleos del BLA proyectan a la corteza entorinal *°.
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Subcorticalmente, todos fos nacleos del BLA incluyendo al BM proyectan al dorsal y
ventral estriado. Aunque estas proyecciones parecen ser pobremente reciprocas, las neuronas d
el palido dorsal y ventral puede enviar informacion estriatal de vuelta al BL. Junto con las areas
palidales, las neuronas en el limbo horizontal de la banda diagonal y de la sustancia innominada
sublenticular proyectan al BLA, llevando presumiblemente terminales colinérgicas y no

colinérgicas .

Por destacar, el BL aparece excepcional en el BLA ya que envia un grupo bastante distinto
de proyecciones a las distintas dianas hipotalamicas mediales. Estas eferencias al hipotalamo

% tales neuronas

medial que han sido adscritas al BL desde el punto de vista de De Olmos
hipotalamopetales no pertenecen al BL, ni caen en la orientacion mas caudal de este nacleo, con
interfases entre el area amigdalohipocampal y el polo mas caudal del BL, en un area que podemos
denominar la parte ventrolateral del nucleo lateral (LaVL}. Este ultimo subnicleo tiene conexiones
que no son tipicas ni del L.a o BL., y ha sido recientemente agrupado con el La porque parece
seguir la extension rostrocaudal de la parte ventromedial de este nucleo. Interesantemente, su

parte lateral y, posiblemente, el BL reciben aferencias desde el nicleo hipotalamico medial,

mientras solamente unas pocas terminales del hipotalamo terminan en el BM

Considerando el tadlamo, todos los nucleos del BLA reciben entradas desde el nucleo
reuniens y el nicleo paramedial; sin embargo, las aferencias talamicas al BLA no se limitan a estos
dos nicleos. Una serie de areas hipotalamicas proyectan aparentemente dentro del BLA con una
leve preferencia por dianas en los nucleos La y BL en contraposicion al nicleo BM. Solamente
una escasa proyeccion desde el BL y su division ventral parece inervar el talamo, y esta eferencia
termina en el nicleo mediodorsal del talamo. Dentro de la amigdala el BLA recibe proyecciones
desde todo el nicleo de la amigdala olfatoria, mientras que las aferencias desde los otros grupos
amigdalares son esporadicas. El BLA devuelve parcialmente la proyeccion al grupo amigdaloideo
medial. El BLA tiene una proyeccion bastante densa a la continuacién formada por la amigdala

central-SLSI-BSTL &.

En algunos aspectos, el nicleo BL y el La se parecen al cortex. Una gran parte de las

neuronas en estos nucleos se asemejan a las neuronas piramidales con sus dendritas apicales
directamente rostrales. De forma similar al cortex, ellas poseen una diversidad de entradas desde

el talamo que, sin embargo, es solo pobremente devuelta, y envian una extendida proyeccion al
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estriado (dorsal y ventral). Interesantemente, el glutamato puede ser el transmisor usado en las

proyecciones amigdaloestriatales, como lo es en los caminos corticoestritales. La estria terminalis
desde el BLA tiende a ser mas densa en el estriatum ventral, menos densa en las partes
dorsomediales, y evita los sectores dorsolaterales del estriados a la vez. Esta topografia es
consecuente con la idea de que el BLA proyecta mas densamente a las mismas zonas del estriado
que reciben entradas corticales desde areas del cortex que son reciprocamente conectadas con los
nicleos del BLA. Este enfoque de [as reas corticales relacionadas proyectando a zonas similares
en el estriado ha mostrado ser caracteristica para la rata asi como para otras especies. Como en
las areas corticales, el BLA recibe aferencias desde células colinérgicas del tronco cerebral ventral,
y aunque las proyecciones al nucleo BL puedan ser escasas, la proyeccion colinérgica al BL es una
de las mas densas en el cerebro. Finalmente, como en la asociacién de las areas del cortex, el
nucleo BL envia eferecias a la corteza primaria motora, asi que el BLA tiene tanto directa como

indirecta influencias en la organizacién de los movimientos .

Existe un modelo reciente sobre el papel de estructuras implicadas en la ansiedad y su
relacion con el mecanismo de accion de los ansioliticos benzodiacepinicos. La presuncion de este
modelo es que hay estructuras en el cerebro, cuya actividad median la ansiedad. L.as BZDs son
presumiblemnente para trabajar via el complejo ionéforo BZD-GABA-CI tal como aumentar los
efectos inhibitorios de GABA estas estructuras mediadoras de la ansiedad ***. Algunas regiones
cerebrales han sido propuestas como sitios posibles para la accién de las BZDs, incluyendo el

nacleo del rafe, el sistema septohipocampal, y 1a amigdala 2.

Respecto a la morfologia general del BLA, basandonos en criterios de citoarquitectura,
fibroarquitectura y quimioarquitectura, pueden ser reconocidos cuatro grandes nacleos como
constituyentes del BLA: lateral (La), basolateral(BL), ventral basolateral (BLV) y basomedial
(BM) &

Esta reunion heterogénea de neuronas ocupan el 48,8% del volumen total de la amigdala
de la rata. Parte desde el otro nucleo amigdalar y desde el fundus estriado por la asociacion del
haz logitudinal que corre a lo largo del borde medial del complejo. Este haz continia
ventralmentre y tiende a separar el complejo nuclear medial del cortical. Celdillas de pequefias
neuronas, las células perinucleares intercaladas concentradas de la amigdala, se presentan a lo

largo de los margenes medial y ventral del BLA hacia el polo rostral, v de forma muy parecida los

97



Tesis Doctoral. Isabel M. Cwierz Lopez

nidos de células dentro de la asociacion del haz longitudinal se insertan entre el BLA y la capsula
externa lateralmente. Ventralmente, el BLA llega a ser continuado con el complejo cortical nuclear

y ventrolateralmente con el nicleo endopiriforme .

3.3. FUNCIONES

Numerosos estudios demuestran que el complejo amigdalar o amigdala, situado
profundamente en la parte ventromedial de los lobulos temporales, tiene un papel en la ingesta,

asi como en otras funciones como el comportamiento sexual, defensa y agresién '** 26,

La amigdala, junto con otras regiones cerebrales como la sustancia gris periacueductal,

esta implicada en los efectos antinociceptivos de los opioides .

En los Gltimos aiios ha existido un creciente interés sobre el papel de la amigdala respecto
a la memoria. El trabajo experimental en primates ha apoyado tal papel, enfatizado por algunos
autores como Mishkin y Murray. Sin embargo, no todos los investigadores estan de acuerdo en
ello, asi Morgan, Squire, Zola-Morgan y otros colegas disminuyen su importancia en este tema.
Ultimamente se apoya la hipotesis de que la amigdala estd implicada en la modulacion de la

memoria de almacenaje a largo plazo '¥".

La amigdala y el sistema GABAérgico estan implicados en la consolidacién de la memoria
tanto para experiencias afectivas positivas como negativas. Asi el muscimol la atenta y la

bicuculina metionina la aumenta 2%,

La destruccion bilateral circunscrita de la amigdala en humanos es rara, ya que la mayoria
de los procesos patologicos que afectan a la amigdala (como encefalitis herpética o infartos) dafian
otras estructuras claves en la region temporal anterior. Lo mismo sucede con las ablaciones
quirargicas. Sin embargo, la enfermedad de Urbach-Wiethe (también conocida como proteinosis
lipidica) proporciona una rara oportunidad de estudiar individuos con una lesion relativamente
circunscrita a la amigdala. Inicialmente descrita por Urbach y Wiethe, esta rara enfermedad tiene
una condicidn autosdmica recesiva caracterizada por la deposicion de material hialino en la piel
y otros tejidos corporales. Se producen calcificaciones del material hialino de forma bilateral en

la region de los lobulos temporales anteromesiales que son patognomonicas. Tranel y cols.
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realizando una investigacion neuropsicolégica de un caso de enfermedad de Urbach-Wiethe,
llegaron a la conclusion de que la amigdala es un componente crucial del sustrato neuronal de la
meimoria en los humanos, pudiendo jugar un particular papel en la memoria espacial visual, no

verbal.

Existe la posibilidad de que el cortex entorinal pueda ser una prolongacion de la amigdala

y el hipocampo de la expresion de la memoria '%°.

Recientes hallazgos indican que la deficiencia de memona ocasionada por las BZDs puede

implicar preferentemente al BL de la amigdala **°.

La amigdala también interviene en la adquisicidn, consolidacion y retencidn o expresion
del miedo condicionado. Datos electrofisiologicos estan comenzando a detallar los transmisores
y las conexiones interamigdalalares que transmiten la informacion dentro y fuera de la amigdala.
En general, los tratamientos que aumentan la excitabilidad de la amigdala potencian a las neuronas
en el BL (p. €]. por descenso de la transmision opiacea y GABA, e incremento de la transmision
noradrenérgica) y mejoran condicionamientos aversivos, mientras que los tratamientos que
disminuyen la excitabilidad de estas neuronas (por incremento de la transmision opiacea y GABA,
y decremento de la transmision NMDA y noradrenérgica) retardan los condicionamientos

aversivos asi como la produccion de efectos ansioliticos en tests animales apropiados *.

La reaccion de temor puede producirse en animales conscientes, por estimulacion del
hipotalamo y de la amigdala. A la inversa, las reacciones de miedo y sus manifestaciones
autondémas y endocrinas faltan cuando se ha destruido la amigdala, en situaciones en las que serian
evocadas normalmente *'. Se cree que dentro del complejo amigdalar el control de la reaccion de

defensa es probablemente restringido al BL.

Aunque los receptores benzodiacepinicos estan ampliamente distribuidos en el SNC, son
particularmente abundantes en la amigdala, implicada en la neurobiologia del miedo y ansiedad.
Los estudios comportamentales en animales sugieren que la amigdala estd implicada en la
mediacién de los efectos antiansiedad de las BZDs. Sin embargo los efectos antiansiedad de los

ansioliticos benzodiazepinicos son diferentemente mediados en el Cea o en el BL de ésta '%*.

La amigdala y la sustancia gris periacueductal representan el polo rostral y el caudal,
respectivamente, de un sistema neural organizado longitudinalmente, que es responsable de la

integracion de las manifestaciones de comportamiento y fisioldgicas de las reacciones de defensa
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contra las amenazas innatas y aprendidas *. Aunque las respuestas emocionales son mas complejas
en los seres humanos que en los animales, puede ser que los sustratos neuronales sean los mismos.
La estimulacion de la amigdala y de algunas partes del hipotalamo en seres humanos conscientes
produce sensaciones de colera y temor. En Japon se realizaron lesiones amigdalares bilaterales de
pacientes agitados y agresivos con problemas mentales, y dicen que estos pacientes se volvieron

placidos y faciles de manejar **.

En relacion a la epilepsia, las modificactones en los sistemas inhibitorios de GABA estan
fuertemente implicadas en el progresivo establecimiento del kindling. Se ha observado una
disminucién en las neuronas GAB A-inmunoreactivas y pérdida de los potenciales postsindpticos
inhibitorios GABAérgicos en areas limbicas, como el BL/La de ratas kindled **'™. La bicuculina
metionina induce kindling quimico cuando es inyectada repetidamente en la amigdala basolateral

de la rata con un cierto pericdo de tiempo %,

La estructuras cerebrales implicadas en la ingesta se pueden dividir atendiendo a los
resultados experimentales obtenidos hasta el momento, en estructuras relacionadas con la
iniciacion de la ingesta, estructuras relacionadas con la facilitacion de ésta y por ultimo estructuras

relacionadas con su inhibicién (Tabla IX).

Lewinska analizd los efectos de la estimulacion eléctrica en las regiones anterior, media
y posterior de la amigdala sobre la ingesta diaria de 15 gatos. En estos animales, una disminucion
de la ingesta de conuda como leche, cereal con carne, y carne cruda comenzd justo tras la
implantacién del electrodo, antes de que comenzaran los procedimientos de estimulacion. Mas aun
disminuyo la ingesta cuando, dos semanas tras la implantacion, la estimulacion eléctrica fue
aplicada a cada gato cada dia durante sesiones de 30 min. La disminucién total de la ingesta fue
de 74 % para la leche y del 23 % para los cereales con carne. La pérdida del apetito para la carne
cruda también se observd. Cuando los puntos efectivos fueron coagulados (lo cual produjo una
pequeia lesion de esos sitios) la ingesta de leche y cereal aumentd y los gatos comenzaron a

consumir porciones enteras de comida %

Los experimentos realizados en ratas, por Grossman y Grossman en 1963, descubrieron
que lesiones bilaterales en la region anterior de la amigdala producen un aumento de la ingesta de
comida, pero un descenso de la ingesta de agua. Las lesiones situadas en la parte posteroventral

de la amigdala producian hiperfagia e hiperdipsia que parecia ser permanente.
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Muchos autores han informado que las lesiones de la amigdala producen hiperfagia. Green
demostro en 1957 que las lesiones bilaterales en la region basolateral del complejo amigdalino
producian hiperfagia en gatos. Estos animales comian vorazmente toda la comida que se les
ofrecia. En algin caso se observod que el animal lesionado consumia tres libras de comida de gatos
en una Unica sesion. Se produjo una subida de peso en estos gatos del 30% en los 40 dias
postoperatorios. Posteriormente Morgane y Kosman realizaron observaciones similares.
Encontraron que las lesiones bilaterales en el area de union del BL y La de la amigdala en gatos
producia hiperfagia llevando a obesidad. Estos efectos eran similares a los de las lesiones del
HVM. Los gatos con lesiones amigdalares ingerian de dos a tres veces lo que comian antes de la
operacion y tendian a ganar peso rapidamente en un periodo de 6 meses a un afio; una menor

ganancia de peso fue observada incluso tres afios despues de la operacion.
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Tabla IX. Estructuras cerebrales implicadas en la ingesta (basados en datos experimentales).

INGESTA ESTRUCTURA CEREBRAL
INICIACION - Hipotalamo: - lateral
- rostral y arca predptica
- regiones posicriores: cuerpos mamilares y el drea
caudolateralmente a clla
- Mesencéfalo: tegmenium ventral del area de Tsai, ventralmente al nacleo rojo, y
en  los bordes de la sustacia negra y cl drea adyacente a la gris central
- Protuberancia: region anterior y media posterior
- Cercbelo: desde ¢l nicleo fastigial hasta el pedinculo cercbeloso superior
- Médula: region del borde ventral del nicleco motor dorsal del nervio vago. cerca
del tracto solitario, '
FACILITACION - Amigdala medial
- Talamo: parte media del nucleo ventral del tdlamo, nicleo ventral posteromedial
- Globus Pallidus
- Estriado: miclcos caudado ¥ putanmen
- Corteza cercbral: giro anterior y el labio lateral del surco pelviano, corteza
orbitofrontal
INHIBICION - Hipotdlamo: - ventromedial
- regiones posteriores: arca de los cuerpos mamilares
- Mesenciéfalo: dreca del nducleo rojo. sustancia gris periacueductal dorsal
- Amigdala lateral
- Septum
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El control de la ingesta parece estar mediado por varios factores tanto de origen central
como periférico que son integrados por el hipotalamo para generar una respuesta adecuada de
comportamiento alimenticio **°. Dentro del hipotalamo, son de destacar por su implicacién con
el tema que nos ocupa, estructuras tales como el NPV, niicleo hipotaldmico ventromedial
(NVM), nicleo hipotalamico dorsomedial (DMN) y nlcleo talamico posterior/ area hipotalamica
anterior (Po/AH) *. La amigdala también entra a formar parte de la base anatémica que respalda

este comportamiento y tiene conexiones con el hipotalamo 5 2% 23¢

Del neurotransmisor inhibidor GABA, se ha demostrado su intervencidon en la

; 126, 127, 128, 129, 163
ingesta " N

, ademés de otros neurotransmisores como NA, SHT y DA 3 % 164237 Egpe
neurotransmisor se localiza tanto en la amigdala como en el hipotilamo '*°, demostrandose la
existencia de receptores tanto GABA, como GABAy a nivel de BLA %22 El GABA vy sobre

todo el muscimol, agonista GABA,, aumentan la ingesta cuando se inyectan en el

163, 250 126, 127

hipotalamo . En el NVM de la rata el muscimol aumenta también la ingesta , Y con
bicuculina estos efectos son antagonizados '**. Dentro de la amigdala, se ha observado que el
muscimol a nivel del CeA produce una disminucion dosis dependiente en la ingesta de comida y
agua, y este efecto es antagonizado con el pretratamiento de bicuculina '*. El BAC, agonista
GABAy, por el contrario en el CeA, solo produce un ligero aumento en la ingesta de agua y

comida %

El objetivo de esta tesis es el estudio de agonistas GABA (A,B y C) a nivel de BLA, en
donde estudios electrofisiologicos y farmacologicos han demostrado la existencia de receptores
GABA, y GABA,, “*** mediante microinyeccion de muscimol, BAC y CACA, y observando sus

efectos en la ingesta de agua y comida, tanto de animales saciados como en ayunas.
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1. MATERIAL UTILIZADO

1.1. ANIMALES

Se han utilizado ratas Wistar machos procedentes del Servicio de Animales de la Facultad
de Medicina de Sevilla. Los animales estudiados tenian una edad comprendida entre 6 - 8 meses

y un peso entre 270-320 g en el momento de los procedimientos quirargicos.

CONDICIONES AMBIENTALES:

Los animales fueron colocados en jaulas individuales con suelo de rejilla metalica a través
de la cual las heces y comida derramada caian en una bandeja inferior, evitando asi la posible
coprofagia. Acondicionados en una camara ambiental Kide con un fotoperiodo dia/noche de 12
h (luces encendidas desde las 7:00 hasta las 19:00 h) y a una temperatura ambiente de 22 + 1 °C;
temperatura que se encuentra dentro de la zona de termoneutralidad de la rata (18 £ 1,928 +

1,1 °C), que es definida como la temperatura ambiente en la que el animal que desarrolla
una actividad normal no precisa aumentar o disminuir la produccion de calor.

La comida (pienso compuesto completo para ratas y ratones, Letica) y el agua les fueron

suministradas ad [ibitun hasta el inicio de todos los experimentos.
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CARACTERISTICAS DE LA DIETA PARA ANIMALES DE LABORATORIQ Y
EXPERIMENTACTION (LETICA).

Humedad ............................... 9,00 %
Proteina bruta ....................... 17,00 %
Lisina ..o 0,00 %
Metionina + Cistina ............... 0,50 %
Grasa bruta, min. ................... 3,00 %
Fibra bruta, max. .................. 5,00 %
Cenizas .......ocooveeveeeeeeee 5,00 %
Calcio .. 0,80 %
Fosforo ... 0,65 %
Cloruros, max. ...................... 0,60 %
Energia metabolizable ........... 2950 Kcal. /Kg

De forma habitual todos los animales fueron acostumbrados a las condiciones
experimentales del laboratorio, durante al menos una semana antes del comienzo de los

procedimientos quirrgicos.

1.2. FARMACOS

Todas las soluciones de los fairmacos microinyectados fueron preparadas con solucion
salina 1sotOnica, libre de pirogenos (0,9% CINa) (ampollas de 10 mL., Laboratorios Grifols) y
pasadas a través de un filtro Millipore de 0,22 pm (Millipore Co., USA), inmediatamente antes

de las inyecciones.
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CONCENTRACIONES
1.2.1. MUSCIMOL (Fig. 5) * 0,05 nmol/0,5 uL
(Sigma Chemical Co., USA) *0,25 "
(1 nmol=114,10 ng) *0,5 "
1.2.2. BACLOFEN (Fig. 11) * 0,05 nmol/0,5 pL
(Ciba-Geigy, Suiza) *0,50 "
{1 nmol= 213,67 ng) *5,00 "
1.2.3. CACA (Fig. 15) *1 nmol/0,5 pL
(Toris Cookson, Bristol, UK) ¥25 0"
(1 nmol=101,1 ng) *50 "

1.3. INSTRUMENTAL Y MATERIAL QUIRURGICO

- gasas

- mango vy hojas de bisturi
- sutura

- tijeras

- pieza de mano

- micromotor

- fresa esférica

- tornillos Micro-57

- resina Duralay

1.4. EQUIPO ESTEREOTAXICO

- mesa de estereotaxia David Kopf mod. 900, para animales pequefios
- adaptadores auriculares mod. 900
- portaelectrodos
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1.5. MATERIAL DE MICROINYECCION

- canula guia

- canula inyectora

- estilete

- tubo de polietileno (PE 10)
- Jeringa Hamilton

- caperuzon

La implantacion crénica supone la colocacion de canula guia que sirva de eje para la
posterior introduccion de la canula inyectora ( por la que se inyecta la solucidn), ya que el animal

no esta en este caso fijado a la mesa de estereotaxia, sino despierto y con movilidad.

2. CONSTRUCCION DEL MATERIAL

2.1. FABRICACION DE CANULAS GUIAS

Para la fabricacion de las canulas guias se emplearon tubos de acero inoxidable con un
diametro externo de 24 ga (0,51 mm) y una longitud total de 15 mm. El extremo de localizacion
intracerebral fue biselado y redondeado, con el fin de minimizar la lesion tisular durante su
timplantacidn intracerebral. El extremo opuesto se corta horizontal con objeto de servir de tope
a la canula inyectora. Asi pues la canula guia consta de dos segmentos a la hora de su colocacioén,
uno intracraneal y otro externo. La separacion entre ambos es un punto a una distancia de 6,5 mm
desde el extremo en bisel; dicho punto sera el que alcanzara el tope plastico. Se araiia con papel
de lija toda la superficie externa del tubo para que posteriormente la adherencia a dicha superficie

se vea incrementada.
El tope plastico se fabrica a partir de la separacion previa con alicates de la parte metalica
de agujas dentales (27 G long; 0,4x38 mm, Bayer). La parte plastica (celeste} que queda se recorta

hasta dejarla en 6 mm, introducimos por ella el tubo de acero de tal forma que la parte mas ancha

llegue a la sefial de los 6,5mm y la mas estrecha permita un resalte de 2,5 mm del tubo, por su
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extremo horizontal. Se fija en dicha posicion (a nivel de la parte mas estrecha) vertiendo una gota

de pegamento Super Glue-3 (Loctite) entre el plastico y el tubo. Se deja secar.

Se rellena con pegamento Araldite Metal (Ciba-Geigy) el espacio hueco entre la funda
plastica y el cilindro metalico, intentando que el pegamento no resalte en su ltima porcion; para
conseguirlo, y a su vez que la distancia se mantenga constante en todo el perimetro plastico, y que
no se produzca lateralizacion o inclinacién del tubo de acero, se puede utilizar una placa de Petri

cubierta con Parafilm, donde se pincha la canula guia hasta su completo secado.

Una vez seca, se comprueba su permeabilidad y se pulen rebabas de pegamento o plastico

que pudiesen haber quedado.

2.2. FABRICACION DEL ESTILETE Y CAPERUZON

El fiador o estilete para la obturacion de la canula guia se construye a partir del mismo tipo
de aguja que la utilizada para la canula inyectora. Se introduce por su extremo inyector en la
canula guia y se corta justo donde termine la guia. En el otro extremo se corta a nivel del
estrechamiento de la caperuza, y se liman ambos extremos. Se comprueba la facil introduccion y

salida del estilete en la canula guia.

El caperuzon es la parte que queda del Gltimo corte.

2.3. FABRICACION DE CANULAS INYECTORAS

Las canulas inyectoras se construyeron a partir de agujas dentales metalicas 27 larga,
Septojet, con 2 mm de longitud superior a la canula guia, para evitar la retrodifusion del farmaco,

acoplada mediante un tubo de polietileno (PE 10) a una jeringa Hamilton de 10 pL.

113



Tesis Doctoral. Isabel M. Cwierz Lopez

3. PROCEDIMIENTOS

3.1. QUIRURGICOS

Cada animal tras ser pesado, fué anestesiado con pentobarbital sodico (40 mg/kg IP) v
colocado en la mesa de estereotaxta mediante adaptadores auriculares, fijados las barras
horizontales de la mesa, y con fijacidn del maxilar superior a 3 mm por debajo del plano horizonal

Cero.

Mediante procedimientos quinirgicos asépticos (esterilizacion previa de todo el material
a usar previamente en la cirugia) y estandarizados, se implantaron las canulas guias

unilateralmente, segun coordenadas del atlas de Paxinos y Watson '*.

Para ello se comienza cortando el pelo de la cabeza de la rata, realizando con el bisturi una
incisién recta anteroposterior sobre la piel que cubre la calota craneal. Se levanta la piel
bilateralmente y se rebate el periostio hasta exponer la superficie craneal. Se procede a la
localizacion del punto bregma, como referencia para la obtencién de las coordenadas
estereotixicas antero-posterior y lateral, necesarias para la implantacion las canulas guia . Las

coordenadas de implantacién utilizadas para amigdala basolateral, fueron:
Antero-posterior: - 2,3 mm desde bregma
Lateral; +/- 0,6 mm desde {a linea media
Vertical; 6,4 mm desde la duramadre

Fijadas las coordenadas anteroposterior y lateral, con la fresa de corona esférica se procede
a la craneotomia perforando la calota hasta dejar expuesta la duramadre. Seguidamente se perforan
otros tres puntos alrededor del primero (anterior, lateral y posterior), para el posterior
emplazamiento de los tornillos Micro-57 necesarios para el anclaje y permanencia de la canula
guia, de forma que no se interfiera con la ulterior implantacion de ésta. Tras enroscar un par de
vueltas los tornillos, se dispone la canula guia en el portaelectrodos, volviendose a verificar {as
coordenadas anteroposterior y lateral, que deben coincidir con Ja perforacion anteriormente
realizada, situandose la punta inferior de la canula guia sobre la superficie de la duramadre. A

partir de este punto ( considerado 0 vertical) se introduce la canula a una profundidad de 6,4 mm
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(dorso-ventral), situAndose dicha canula 2,0 mm justo por encima del BLA. A continuacion, se fija
fa canula al craneo mediante resina acrilica dental, englobando tanto a las cabezas de los tornillos
de fijacién como a la parte inferior o base del protector plastico de la canula guia. Se espera hasta
que el cemento endurezca, luego se introduce en la canula guia el estilete, con el objeto de

mantenerla permeable, y se coloca el caperuzén metalico ligeramente enroscado sobre el protector

plastico, recubriendo todo el implante, para evitar asi la contaminacion del mismo. Finalizado el
procedimiento quirdrgico, los animales fueron envueltos y colocados en sus jaulas individuales,
bajo una lampara, unas dos o tres horas, hasta la completa recuperacion de la anestesia. Para la
recuperacién postquirargica se esperan de 7 a 10 dias. Durante este periodo, los animales fueron
habituados a los procedimientos experimentales, controlandose asimismo y de forma diaria tanto

el peso, como la ingesta de agua y comida.

3.2. EXPERIMENTALES

3.2.1. Generales

Los animales se fueron familiarizando con una comida altamente apetecible. Dicha dieta
fue elaborada mezclando, completa e inmediatamente antes de serviria, 50 mL de leche
condensada (La Lechera, Nestlé), 100 mL de agua y 100 g de pienso Letica perfectamente molida.
La mezcla se colocaba en el interior de cada jaula en recipientes de cristal, que fueron los que
posteriormente se utilizaron para medir la ingesta durante todo el experimento. La ingesta de
comida, asi como la de agua, fueron medidas a las 0,5, 1, 2, 4 y 24 h tras la microinyeccion de los
distintos farmacos. La ingesta de comida se determiné mediante pesadas sucesivas ( 0,01 g),
corregidas con la comida derramada y recogida sobre un papel limpio colocado bajo el suelo

enrejado de cada jaula. Para el agua se emplearon tubos de cristal calibrados de 100 mL

(AFORA).
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3.2.2. Animales saciados

En este primer grupo de animales se estudid el efecto de diferentes farmacos en
condiciones de saciedad total. Para estar seguros de que los animales estaban completamente
saciados, al comienzo de cada sesion experimental, todos los animales tuvieron acceso libre
durante 1 h, tanto a agua como a dieta fresca preparada inmediatamente antes. Generalmente,

todos los animales comieron durante este periodo de saciacion.

3.2.3. Animales en ayuno de 18 h

Un grupo de ratas fue estudiado bajo condiciones de deprivacién de comida, pero no de
agua, durante 18 h. Tras este periodo de ayuno, a los animales se les inyectaron las mismas dosis
utilizadas en los ammales saciados, y se les sometid a los mismos procedimientos generales

sefialados anteriormente y utilizados también en el grupo anterior.

3.3. MICROINYECCION

Las inyecciones fueron realizadas en animales despiertos y habituados a los procedimientos
experimentales colocados en su propia jaula. Antes de inyectar hemos de verificar que el tubo de
polietileno y la canula inyectora no estén obstruidos, ello se realiza con suero fisiologico.
Posteriormente se carga del farmaco a experimentar. Previa retirada de caperuzén y estilete, se
introduce la canula inyectora en la canula guia. La microinyeccion se realiza a través de una jeringa
Hamilton con la que se infunde un volumen de 0,5 uL a un flujo de 1,0 pl/min en todos los
experimentos. La canula inyectora permanece en el lugar de injeccion un periodo adicional de 2
min, para asegurar la maxima difusion, siendo posteriormente reemplazada por el estilete con el
objetivo de prevenir el posible reflujo y de mantener limpio dicho conducto. El caperuzén se
coloca para evitar que el amimal con su libertad de movimientos se quite el estilete. Después de

cada inyeccién cada animal se coloco en la camara ambiental, con agua y comida fresca medida
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al tiempo de inyeccion. Todos los experimentos se iniciaron entre las 9:00 y las 11:00 h de la

maifiana.

3.4. ANALISIS HISTOLOGICO

Finalizado cada grupo de experimentacion, los cerebros fueron analizados
histolégicamente, procediéndose a la localizacion anatémica de las canulas guia y de los lugares
de microinyeccion. Las ratas fueron anestesiadas con una dosis de 100 mg/ kg de pentobarbital
sodico administrado intraperitonealmente. A continuacion, se procedio a la perfusion intracardiaca
con solucion salina isotdnica hasta la total eliminacion de sangre, seguido de formol al 10 %.
Posteriormente se extrajeron los cerebros y se almacenaron en formol al 10 %, para completar la
fijacion del cerebro, durante al menos 48 h a temperatura ambiente. Se realizaron cortes seriados
en secciones coronales de 40 pm, mediante un microtomo de congelacion. Las secciones fueron
montadas sobre portaobjetos y tefiidas con acetato de violeta de cresilo siguiendo los siguientes

pasos:

. Inmersion de los portaobjetos en una solucidn de etanol al 95%, durante 2 s.

. Lavado de los cortes con agua destilada durante 5 s.

. Tincion de los cortes con acetato de violeta de cresilo, filtrado y calentado durante
15s a57°C.

. Colocacion de los cortes en tres soluciones sucesivas de etanol al 95%, durante 5 s
cada una.

. Deshidratacion de los cortes con etanol al 100% en dos pasos sucesivos, durante
5 s cada uno.

. Aclarado de los cortes en citrosol durante 20-60 min.

. Montaje de los “cubres” sobre los portaobjetos con Eukitt, removiendo las

burbujas de aire suavemente y dejandolos secar.

. Limpieza de los portaobjetos con citrosol.
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El lugar de inyeccidn fue identificado con un microscopio dptico Nikon. Su localizacion
anatémica se dedujo con la ayuda de un atlas estereotéxico de cerebro de rata Wistar . Los
lugares de microinyeccion se caracterizaron por la produccion de un discreto dafio tisular. Todos
los animales, en los cuales la localizacion de la canula guia o 1os lugares de microinyeccion se
ubicaba fuera de las coordenadas establecidas, segin el atlas de Paxinos y Watson ', fueron

descartados del presente estudio.

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de todos los experimentos fueron analizados mediante el programa integrado
Sigma Plot. Todos los resultados se representan como media £ error estandar de la media. El
analisis estadistico de los datos se realiz6 utilizando un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias
(tiempo y dosis) para medidas repetidas, con el objetivo de analizar la significacion global del
efecto estudiado para cada farmaco, aplicindose posteriormente el Test de Student-Newman-

Keuls. En todos los analisis se aceptd como estadisticamente significativo p menor de 0,05.
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El analisis histoldgico de los cerebros de ratas en las que se microinyectaron los diferentes

tres dosis utilizadas did como resultado la localizacion de los puntos de

farmacos a las

| BLA entre Bregma -2,1 y -2,8 (Fig. 16).
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Fig. 16. Mapa anatdmico en planos frontales mostrando los sitios de microinyeccién en el BLA

(de Bregma -2,1 a -2,8) '*°.
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1. Efecto del muscimol sobre la ingesta.
A) Animales saciados

La Fig. 17, muestra los resultados de la microinyeccion de muscimol en el BLA de
animales saciados, tal y como se observa se produce un ligero aumento de la ingesta de comida
respecto al control en las primeras 4 horas, solo significativa para la dosis menor de 0,05 nmol a
las 0,5, 1, 2 y 4 horas (F; 573,55, p<0,05; F,,=3,71, p<0,05, F;,,=4,17, p<0,05; F, ,,~4,47,
p<0,05). A las 8 horas disminuye la ingesta con las tres dosis utilizadas, siendo solo significativa
para la dosis de 0,25 nmol (F; ,,=4,40, p<0,05). No hubo diferencia significativa a las 24 horas
(F;4=5,05, p>0,05) como se observa en la Fig. 18,

La ingesta de agua en animales saciados disminuy6 con las diferentes dosis durante las
primeras 8 horas respecto al control, excepto a las 4 horas para la dosis de 0,25 nmol (Fig. 19).
Solo es significativa para 0,5 nmol a las 8 horas (F;,,=3,55, p<0,05) (Fig. 19). A las 24 horas no
se observo diferencia significativa de las tres dosis respecto al control (F,,,=4,45, p>0,05)
(Fig. 20).

B) Animales en ayunas

En animales en ayunas de 18 horas, la ingesta de la comida apetecible disminuyé con las
diferentes dosis comparadas con el control, siendo mas apreciable a las 4 y 8 horas, tal y como se
observa en la Fig. 21 pero siendo significativa esta diferencia solo para las dosis de 0,05 y 0,5
nmol a las 8 horas respecto al control (F;,,=6,05, p<0,01). En la Fig. 22, de las 24 horas, no se

observa variacion respecto al control (F; ,=1,27, p>0,05).

La ingesta de agua en los animales en ayunas esta reducida respecto al control con las
diferentes dosis, como se observa en las Figs. 23 y 24, pero no es significativa ni en las primeras
8 horas (F; ;,=3,11, p>0,05; F; ,,=3,95, p>0,05; F; 5=3,56, p>0,05; F, ,,=2,76, p>0,05; F, ,,=2
p>0,05), ni a las 24 (F; ,~3,25, p>0,05).

3
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2. Efecto del baclofén sobre la ingesta.
A) Animales saciados

El efecto del BAC (0,05, 0,5 y 5 nmol) sobre la ingesta de animales saciados produjo un
incremento que fue significativo a las 0,5, 1, 2 y 4 horas para la dosis mayor respecto al control
(F3,,6,388, p<0,005; F,,=10,941, p<0,001; F;,,=13,332, p<0,001; F;,=4,524, p<0,05) y
respecto a las dosis inferiores para el tiempo 0,5, 1y 2 horas. A las 8 horas es significativa para
las tres dosis respecto al control (F,,=4,67, p>0,05). A las 24 horas no hay diferencias
estadisticamente significativas (F;,,=1,516, p>0,05). Estos resultados se representan en las Figs.

25y 26.

Las vanaciones sobre la ingesta de agua en las ratas sactadas no es significativa para los
tiempos 0,5, 1, 2, 4 y 24 horas (F;,,=0,337, p>0,05; F,,,=1,58, p>0,05; F,,=1,03, p>0,05,
F;,=3,43, p>0,05; F;,,=1,71, p>0,05) (Fig. 27 y 28). A las 8 horas es el valor intermedio de 0,5
nmol con el que se produce un aumento significativo tanto respecto al control como a las otras

dosis (F;,,=8,63, p<0,005).
B) Animales en ayunas

La dosis de 5 nmol de BAC en ratas con ayuna de 18 horas produjo un aumento de la
ingesta de comida respecto al control en las primeras horas, siendo sélo significativo a las 8 horas
( F;,,=38,5, p<0,005). Por el contrario la dosis menor de 0,05 nmol disminuy6 esta ingesta
respecto al control también, a las 2, 4 y 8 horas de forma significativa (F;,,=8,28, p<0,005;
F, s=9,97, p<0,05; F; ,=38,5, p<0,005; F, ,,=52,8, p<0,005 ), respecto a la dosis intermedia (0,5
nmol) a las 2 ,4 y 8 horas, y por ultimo respecto a la dosis mayor (5 nmol)alal 2, 4 y 8 horas
(F3 16=5,52, p<0,005) (Fig. 29) Respecto al control no existen diferencias significativas para las
tres dosis a las 24 horas ( Fig. 30).

En ratas en ayuno de 18 horas la ingesta de agua se increment6 por {a dosis de 0,05 nmol
a la hora respecto al control y a la dosis de 5 nmol (F; 4=3,94, p<0,05); y a las 2 horas respecto
al control y resto de dosis ( F;;4=5,38, p<0,05);). A las 4, 8 y 24 horas el BAC no modifico de
forma significativa esta ingesta respecto al control (F;,,=3,45, p>0,05; F,,,=1,71, p>0,05;

F; 1,=0,482, p>0,05) (Figs. 31 y 32).
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3. Efecto del CACA sobre la ingesta.
A) Animales saciados

Fue la dosis mas alta de 50 nmol de CACA la que produjo un aumento de la ingesta de
comida apetecible respecto al control en animales saciados en todos los tiempos en que se midio
el consumo, siendo estadisticamente significativo para los tiempos 0,5, 1, 2, 4, 24 horas
(F3 374,628, p<0,05; F;,,=5,194, p<0,05; F,;,;=6,978, p<0,005; F,,,=8,199, p<0,005,
F;,,=14,523, p<0,005). Esta misma dosis respecto a la menor de 1 nmol de CACA también indujo
un incremento significativo a las 0,5, 1, 2 'y 4 horas (F;,;=4,628, p<0,05; F, ,;=5,194, p<0,05;
F,,=6,978, p<0,003; F, ,,=8,199, p<0,005). La dosis intermedia de 25 nmol respecto al control
produjo un incremento significativo a las 2 | 4 y 24 horas y respecto a la dosis de 1 nmol solo a

la hora (Figs. 33 y 34).

Respecto a la ingesta de agua en ratas saciadas el CACA produjo un efecto adipsico, en
todas las dosis utilizadas, siendo significativo Unicamente para la mayor dosis de 50 nmol respecto
al control y la dosis de 1 y 25 nmol a la media hora (F; ,,=4,92, p<0,05), y respecto al control a

las 4 y 24 horas (F, 3=5,47, p<0,05; F;,,=4,23, p<0,05) (Figs. 35 y 36).
B) Animales en ayunas

En ayunas la ingesta de comida aumenta respecto al control con la dosis de 50 nmol a las
4,y con 25y 50 nmol a las 8 horas (F;,,=7,544, p<0,005; F; ,,=11,268, p<0,005) (Fig. 37). No
produciéndose modificaciones significativas de las distintas dosis también en relacién al control

a las 24 horas (F, ;;=1,514, p>0,05) (Fig. 38).

Por dltimo la ingesta de agua en ayunas de la diferentes dosis de CACA respecto al control
produjo un incremento para las dosis de 25 y 50 nmol y una disminucion para la dosis menor de
1 nmol siendo significativas estas modificaciones, para la dosis mayor respecto a la menor a las

0,5, 1 y 8 horas (F; ,;=4,736, p<0,05; F, ,;=4,125, p<0,05; F, ,,=6,021, p<0,05) (Fig. 39 y 40).
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4. Efecto comparativo del muscimol y baclofén sobre la ingesta.

A) Animales saciados

El efecto del BAC (5 nmol) respecto al muscimol (0,5 nmol} y al control sobre la ingesta
en animales saciados, es de un incremento de ésta en todos los tiempos estudiados, 0,5, 1, 2, 4,
8 horas (F,;,=23,8, p<0,01; ¥,,,=67,7, p<0,01; F,4,=35,7, p<0,01; F, 5,=31,1, p<0,01; F, 5 =113,
p<0,05) (Fig.41), excepto a las 24 horas donde no existen diferencias significativas (Fig. 42).

Respecto a la ingesta de agua en animales saciados ambos farmacos la disminuyen a la 0,5,
1, 2, 4, y 24 horas (F,;=0,585, p>0,05; F,;=0,477, p>0,05, F,,,=0,458, p>0,05; F, ;,=0,81,
p>0,03; F,,,=3,41, p>0,05) (Figs. 43 y 44), pero esta disminucion no es significativa salvo a las

8 horas y del muscimol respecto al BAC y control (F,;,=7,55, p<0,05) (Fig. 43).

B) Animales en ayunas

Sobre la ingesta de comida en animales en ayuno se observan efectos similares a los
observados en animales saciados, en el sentido de aumento con el BAC y disminucion con el
muscimol excepto a la 0,5 hora (F, ,=0,379, p>0,05) (Fig. 45). A las 24 horas no existen
diferencias significativas (Fig. 46). Asi se establecen diferencias significativas a la hora, 2, 4y 8
horas del BAC respecto al muscimol (F, ,=6,75, p<0,05; F, ,,=10,5, p<0,05; F, ,=11,5, p<0,05,
F,15=49,8, p<0,05), y del BAC y muscimol respecto al control a las 8 horas (F, ,=49,8, p<0,05)
(Fig. 45).

La ingesta de agua en animales en ayunas sigue una grafica parecida a la de la comida pero
no es significativa para ninguno de los tiempos estudiados (0,5, 2, 4, 8 y 24 horas) (F, ,=4,35,
p>0,03, F, ,,=6,76, p>0,05; F,,,=4,16, p>0,05; F, ,,=4,46, p>0,05; F, ,=11,1, p>0,05)(F, ,=5,41,
p<0,05) (Fig. 47 y 48), excepto a la hora para el BAC respecto al muscimol (F,,,=12, p<0,05)
(Fig. 47).
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Fig. 17. Media de la ingesta acumulada de comida en gramos (g) durante las primeras 8 horas, después de la
microinyeccion en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) o muscimol a las dosis de 0,05, 0,25, y 0,5 nmol.

Se realiza en un grupo de 6 ratas saciadas previamente.
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Fig. 18. Media = S.E.M. de la ingesta acumulada de comida en gramos (g) durante 24 horas, después de la
microinyeccion en el BLA, al tiempo cere de: salino (CONTROL) o muscimol a las dosis de 0,05, 0,25, v 0,5 nmol,

Se realiza en un grupe de 6 ratas saciadas previamente.
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Fig. 19. Media de la ingesta acumulada de agua en mililitros (mL) durante las primeras 8 horas, después de la
microinyeccion en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) o muscimol a las dosis de 0,05, 0,25, y 0.5 nmol.

Se realiza en un grupo de 6 ratas saciadas previamente.
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Fig. 20. Media = S EM. de la ingesta acumulada de agua en mililitros (mL) durante 24 horas, después de la
microinyeccion en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) o muscimol a las dosis de 0,05, 0,25, v 0,3 nmol.

Se realiza en un grupo dc 6 ratas saciadas previamente.
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Fig. 21. Media de la ingesta acumulada de comida en gramos (g) durante las primeras 8 horas, después de la
microinyeccion en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) o muscimol a las dosis de 0,05, 0,25, y 0,5 nmol.

Se realiza en un grupo de 5 ratas en ayuno de 18 horas.
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[ 1 CONTROL

MUSCIMOL 0,05 nmol
MUSCIMOL 0,25 nmol
K> MUSCIMOL 0,5 nmol

Fig. 22, Media = SEM. dc la ingesta acumulada de comida en gramos (g) durante 24 horas, después de la

microinveccién en ¢l BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) o muscimol a las dosis de 0,05, 0,23, y 0,5 nmol.

Se realiza en un grupo de 3 ratas en avuno de 18 horas.
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Fig. 23. Media de la ingesta acumulada de agua en mililitros (mL) durante las primeras 8 horas, después de la
microinyeccion en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) o muscimol a las dosis de 0,05, 0,25, y 0,5 nmol.

Se realiza en un grupo de 5 ratas en ayuno de 18 horas.
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Fig. 24. Media + S.E.M. de la ingesta acumulada de agua en mililitros (mL) durante 24 horas, despucs de la
microinyeccidn en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) o muscimol a las dosis de 0.05, 0.25, y 1.0 nmol,

Se realiza en un grupo de 3 ratas en avuno de 18 horas,
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—- BACLOFEN 0,5 nmol
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Fig. 25. Media de la ingesta acumulada de comida en gramos (g) durante las primeras 8 horas, después de la
microinyeccion en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) o baclofén a las dosis de 0,05, 0,5, y 5 nmol. Se

realiza en un grupo de 5 ratas saciadas previamente.
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Fig. 26. Media = S.E.M. de la ingesta acumulada de comida en gramos (g) durante 24 horas, después de la
microinyveccion en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) o baclofén a las dosis de 0,05, 0,3, y 5 nmol.

Se realiza en un grupo de 3 ratas saciadas previamente.
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Fig. 27. Media de la ingesta acumulada de agua en mililitros (mL) durante las primeras 8 horas, después de la
microinyeccién en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) o baclofén a las dosis de 0,05, 0,5, y 5 nmol. Se

realiza en un grupo de 5 ratas saciadas previamente.
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Fig. 28. Media + S.E.M. de la ingesta acumulada de agua en mililitros (mL) durante 24 horas, después de la
microinveccién en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) ¢ baclofén a las dosis de 0,03, 0,5, v 5 nmol.

Se realiza en un grupo de 5 ratas saciadas previamente.
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Fig. 29. Media de la ingesta acumulada de comida en gramos (g) durante las primeras 8 horas, después de la
microinyeccién en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) o baclofén a las dosis de 0,05, 0,5, y 5 nmol. Se

realiza en un grupo de 5 ratas en ayuno de 18 horas.
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Fig. 30. Media = S.E.M. de la ingesta acumulada de comida en gramos (g) durante 24 horas, después de la
microinyeccion en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) o baclofén a las dosis de 0,05, 0,5, y 5 nmol. Se

realiza en un grupo de 5 ratas en ayuno de 18 horas.
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Fig. 31. Media de la ingesta acumulada de agua en mililitros (mL) durante las primeras 8 horas, después de la
microinyeccioén en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) o baclofén a las dosis de 0,05, 0,5, y 5 nmol. Se

realiza en un grupo de 5 ratas en ayuno de 18 horas.
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Fig. 32. Media £ S.E.M. de la ingesta acumulada de agua en mililitros (mL} durante 24 horas, después de la
microinyeccion en ¢f BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) o baclofén a las dosis de 0,05, 0,5, y 5 nmol.

Se realiza en un grupo de 5 ratas ¢n avuno de 18 horas.
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Fig. 33. Media de la ingesta acumulada de comida en gramos (g) durante las primeras 8 horas, después de la
microinyeccion en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) o CACA a las dosis de 1, 25 y 50 nmol. Se

realiza en un grupo de 6 ratas saciadas previamente.
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Fig. 34. Media + S.E.M. de la ingesta acumulada de comida en gramos (g) durante 24 horas, después de la
microinyeccion en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) o CACA a las dosis de I, 25 y 30 nmol. Se

realiza en un grupo de 6 ratas saciadas previamente.
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Fig. 35. Media de la ingesta acumulada de agua en mililitros (mL) durante las primeras 8 horas, después de la
microinyeccion en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) o CACA a las dosis de 1, 25 y 50 nmol. Se

realiza en un grupo de 6 ratas saciadas previamente.
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Fig. 36. Media + S.E.M. de la ingesta acumulada de agua en mililitros {mL) durante 24 horas, después de la
microinyeccion en ¢l BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) o CACA a las dosis de I, 25 y 50 nmol. Se

realiza en un grupo de 6 ratas saciadas previamente.
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Fig. 37. Media de la ingesta acumulada de comida en gramos (g) durante las primeras 8 horas, después de la
microinyeccion en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) o CACA a las dosis de 1, 25 y 50 nmol. Se

realiza en un grupo de 6 ratas en ayuno de 18 horas.
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Fig. 38. Media £ S.E.M. de la ingesta acumulada de comida en gramos (g) durante 24 horas, después de la
micreinyeccion en ¢l BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) o CACA a las dosis de 1, 25 y 50 nmol. Se

realiza en un grupo de 6 ratas en ayuno de 18 horas.
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Fig. 39. Media de la ingesta acumulada de agua en mililitros (mL) durante las primeras 8 horas, después de la
microinyeccion en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) o CACA a las dosis de 1, 25 y 50 nmol. Se

realiza en un grupo de 6 ratas en ayuno de 18 horas.
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Fig. 40. Media + S.E.M. de la ingesta acumulada de agua en mililitros (mL) durante 24 horas, después de la
microinyeccién en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) o CACA a las dosis de 1, 25 y 50 nmol. Se

realiza en un grupo de 6 ratas en ayuno de 18 horas.
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Fig. 41. Media de la ingesta acuamulada de comida en gramos (g) durante las primeras 8 horas, después de la
microinyeccién en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) , muscimol a la dosis de 0,5 nmol y baclofén

a la dosis de 5 nmol. Se realiza en un grupo de ratas saciadas previamente.
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Fig. 42. Media £ S.EM. de la ingesta acumulada de comida en gramos (g) durante 24 horas, después de la
microinveccion en ¢l BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) , muscimol a la dosis de 0,5 nimol vy baclofén

a la dosis de 5 nmol. Se realiza en un grupo de ratas saciadas previamente.
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Fig. 43. Media de la ingesta acumulada de agua en mililitros (mL) durante las primeras 8 horas, después de la
microinyeccion en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) , muscimol a la dosis de 0,5 nmol y baclofén

a la dosis de 5 nmol. Se realiza en un grupo de ratas saciadas previamente.
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Fig. 44. Media = S.E.M. de la ingesta acumulada de comida en mililitros (mL) durante 24 horas, después de la
microinyeccion en el BLA. al tiempo cero de: salino {CONTROL), muscimol a la dosis de 0,5 nmol y baclofén

a la dosis de 5 nmol. Se realiza en un grupo de ratas saciadas previamenie.

181



Tesis Doctoral. Isabel M. Cwierz Lépez

20 - | —-O— CONTROL
—— MUSCIMOL 0,5 nmol
—— BACLOFEN 5 nmol

INGESTA DE COMIDA (g)

TIEMPO (h)

Fig. 45. Media de la ingesta acumulada de comida en gramos (g) durante las primeras 8 horas, después de la
microinyeccion en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) , muscimol a la dosis de 0,5 nmol y baclofén

a la dosis de 5 nmol. Se realiza en un grupo de ratas en ayuno de 18 horas.
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Fig. 46. Media = S.EM. de la ingesta acumulada de comida en gramos (g) durante 24 horas, después de la
microinyeccion en el BLA, al tiempo cera de: salino (CONTROL) , muscimol a la dosis de 0,5 nmol y baclofén

a la dosis de 5 nmol. Se realiza en un grupo de ratas en ayuno de 18 horas.
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Fig. 47. Media de la ingesta acumulada de agua en mililitros (mL) durante las primeras 8 horas, después de la
microinyeccién en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROL) , muscimol a la dosis de 0,5 nmol y baclofén

a la dosis de 5 nmol. Se realiza en un grupo de ratas en ayuno de 18 horas.
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Fig. 48. Media + S.E.M. de la ingesta acumulada de agua en mililitros {mL) durante 24 horas, después de la
microinyeccién en el BLA, al tiempo cero de: salino (CONTROLY) , muscimol a la dosis de 0,5 nmol y baclofén

a la dosis de 5 nmol. Se realiza en un grupo de ratas en ayuno de 13 horas.
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Entre Jas funciones del SNC, se encuentra la de controlar la ingesta, ayudado por una
variedad de entradas periféricas y centrales que hacen que la organizacion general de este sistema
sea como el de una cascada, en ciertos aspectos similar al regulador para la coagulacion de la
sangre y la fijacion del complemento. La gran cantidad de datos de reduccion o cierre le permiten
un delicado ajuste y una rapida adaptacion a cualquier modificacion de un neurotransmisor. Siendo
la localizacion anatdémica la que presta especifidad a los efectos del neurotransmisor. Sien
embargo, esta hipotesis de la cascada representa claramente una sobresimplificacién en las

intrincadas relaciones de los neurotransmisores implicados en la regulacién de dicha ingesta '®.

El sistema GABAérgico parece jugar un papel importante en esta cascada, ya que se ha
demostrado la existencia de dos tipos de receptores de los tres hasta hoy descubiertos (GABA,,
y GABAg) en las estructuras centrales anatomicas principalmente implicadas en la ingesta como
son el hipotdlamo y la amigdala ' *°+*" ' Dentro de la amigdala se han realizado estudios
referidos al GABA sobre su participacion en la ingesta a nivel de CeA ', sin embargo es en la
BLA donde el GABA es el principal neurotransmisor '**, por lo que los experimentos realizados

en este trabajo se enfocan al estudio de sus tres receptores a este nivel,

Enrelacidon a la ingesta experimental, los efectos de la estimulacion eléctrica en {a BLA,
comenzaron con Fonberg y Delgado que en 1961. Dichos autores implantaron electrodos en la
porcidn basolateral del complejo amigdalar de gatos, que previamente habian sido entrenados para
la realizacion de respuestas instrumentales a Ja comida. La estimulacion eléctrica de los electrodos
implantados en los animales hambrientos produjo un cese de la ingesta y discontinuidad en la
respuesta instrumental a la comida. La inhibicion del comportamiento alimenticio durd mas tiempo
que el tiempo de estimulacion, sobrepasandolo como minimo 10 segundos, pero en algunos casos
fueron varias horas e incluso dias. Estas observaciones fueron posteriormente confirmadas por
otros estudios de Fonberg en 1963 realizados en perros. Sin embargo, hoy en dia, la estimulacion
eléctrica de la BLA, produce un cese inmediato de la ingesta en animales hambrientos, los perros
liegan a veces a escupir la comida de la boca y vuelven la cabeza lejos del comedero. En otros
experimentos, Fonberg observo que la estimulacion a través del mismo electrodo producia una

reduccion de Jos sintomas de miedo durante pruebas de evitacion. Se ha sugerido que la inhibicidn
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previa observada de la evitacion del alimento por la estimulacion de la BLA podria no estar
especificamente relacionada con la ingesta, pudiendo ser una parte mas de un estado general de
inhibicion producido por estimulacidn, Estos resultados fueron confirmados por Morgane en

1962 23

Lewinska en 1968 comunico también que la estimulacion eléctrica de algunos lugares de
la regién de la BLA inhibia la ingesta en gatos. Cuando el pico de estimulacion era aplicado tras
la realizacion de una respuesta instrumental para la comida, los gatos a veces olfatearon y lamieron
ta comida ofrecida, e incluso se ]a introdujeron en la boca pero inmediatamente se la sacaron.
Cuando la estimulacion era aplicada durante la ingesta, los movimientos mandibulares eran
inhibidos vy el gato vertia la comida fuera de la boca. Se observé que a menudo el arrojar la
comida se acompafiaba de una violenta sacudida de la cabeza. Una estimulacion ain mas fuerte
producia protusion de la lengua. Manifestaciones como de vémito y salivacion copiosa se
observaron frecuentemente, no llegando a ocurmr nunca el vomito real. Se observé una prolongada
inhibicion tras el efecto (mas de 15 min) normalmente tras la estimulacion, en lugares mayormente
localizados en las partes anterior y posterior del area magnocelular de la regidn basolateral. La
estimulacion de localizaciones mas mediales, produjo también el cese de la ingesta y la inhibicion

de las respuestas instrumentales, pero no respuestas aversivas **’.

Los efectos de las lesiones a nivel de la amigdala también han sido estudiados, y como ya
hemos mencionado anteriormente fue Green quien en 1957 demostro que las lesiones bilaterales
de la region basolateral producian hiperfagia en gatos. Las lesiones bilaterales de la amigdala
dorsomedial realizadas en perros por Fonberg en 1973, produjeron una afagia total, en varios
animales, de uno a 16 dias en el postoperatorio. Estos perros no sélamente no comian sino que
ademas se resistian a hacerlo. Fueron alimentados a través de intubacion gastrica. La mitad de los
perros tendian al vémito cuando eran forzados. Tras este periodo de afagia, los amimales
comenzaron a comer espontaneamente pero su ingesta fue mucho menor que antes de la
operacion. El comportamiento general de estos perros se caracterizd por apatia, tristeza y miedo,
aunque a veces eran irritables y agresivos. Seis semanas despues de las lesiones en Ja amigdala

dorsomedial, se realizd una segunda operacion en la que la region lateral de la amigdala fue
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bilateralmente destrozada. Al dia siguiente de esta segunda operacion los perros mostraron un
aumento de interés por la comida. Muchos de ellos comenzaron a comer vorazmente, llegando a
convertirse en hiperfagicos. Sus comportamiento general también cambié. Se volvieron mas
despiertos, interesados por el medio ambiente, juguetones y amigos. Los sintomas emocionales

de miedo y agresidn observados tras la primera operacion desaparecieron o por lo menos

disminuyeron 2%

De acuerdo con la explicacion de Fonberg, el dafio en la amigdala dorsomedial de la
primera operacion altero el balance excitatorio en la actividad de esa estructura, llevando a un
descenso de los impulsos excitatorios y dejando solamente un flujo de impulsos inhibitorios desde
la amigdala basolateral intacta a otras partes del sistema cerebral implicado en la ingesta;
resultando esto en afagia‘hipofagia y apatia. Una destruccion de la regidn inhibidora en la BLA
en la segunda operacion abolio el flujo de impulsos inhibidores; como resultado, los efectos de la

primera operacion fueron revertidos **.

El GABA estimula el apetito cuando es inyectado en el hipotalamo, efecto que es anuilado
por la bicuculina. El GABA actua sobre el apetito, al parecer de forma indirecta, inhibiendo la
actividad de ciertas neuronas, las que secretan SHT, o por el contrario, estimularia la de otras
neuronas. El efecto positivo de la NA en la ingestién alimentaria estaria ligado a la secrecion de
GABA, ya que el bloqueo GABA por bicuculina inhibe igualmente la accion de ja NA '*!. Se ha
observado que la concentracion de NA es aproximadamente tres veces mayor en la parte

basolateral que en la centromedial de la amigdala * %,

Dadas las acciones inhibitorias de GABA, cabria esperarse que el GABA o un GABA
agonista en el LH (centro de ingesta) inhibiese la ingesta. Por otro lado, el GABA en el VHM,
cabria esperar que indujese la ingesta (inhibiendo [a saciedad). Esto se ha observado, asi
muscimol (agonista GABA ), flurazepam (BZD), y pentobarbital (barbitirico) todos inducen
la ingesta cuando son microinyectados en el HVM, hipotdlamo anterior (AH), nicleo
paraventricular hipotalamico (NPV), y area predptica (PO) de ratas normales, ratas saciadas y

ovejas. Estos efectos son bloqueados por bicuculina y picrotoxina, sugiriendo un mecanismo
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mediado a través de receptores GABA, '**. La administracion sistémica de BAC incrementa la
ingesta de comida en ratas saciadas ™ e ICV en ratas no saciadas ", ésto Gltimo sugiere una accion
ceatral a través de receptores GABAy; a este mismo nivel el muscimol también produce un
aumento de la ingesta ® *® El glutamato y varios de sus agonistas pueden actuar dentro del LH
induciendo la ingesta **'. El muscimol también la aumenta en el HVM y produce una disminucién
en el LH y CeA ® '® Incluso ultimamente se apoya la hipotesis de que los mecanismos
GABAérgicos cerebrales alterados pueden contribuir a la sobre-ingesta observada en las ratas

Zucker obesas ¢,

Algunos subsistemas asociados a la estimulacion de la ingesta inducida por NA o muscimol
pueden ser deprimidos por un ambiente caluroso, por lo que el incremento de la ingesta de comida

por estos farmacos en ratas aclimatadas 2 un ambiente caluroso es menor que en ratas aclimatadas

a la temperatura ambiente 7,

BZDs tales como el clordiazepoxido, el diazepam y el midazolan, aumentan el consumo
de comida en ratas en ayunas comiendo comida de laboratorio estandar y en no ayunas comiendo
pasta dulce apetecible. El incremento del consumo de comida apetecible se produce por aumento
de la duracion de ataques de ingesta, y no por incremento en la frecuencia del ataque de ingesta.
Se sugiere que la respuesta hiperfagica puede ser una consecuencia de un aumento especifico de
la percepcion de la palatibilidad de la comida y fluidos, y su efecto no es meramente una
consecuencia secundaria a la reducccion de la ansiedad 2% 2" 1'% 2% 19 2% Otros sugieren que la
hiperfagia inducida por BZD esta mediada por el GABA ®'” y opioides endbgenos ***h 175 176223
Sin embargo, estos mecanismos no estan completamente conocidos. Otros autores hipotetizan que

ni la preferencia gustativa ni el hambre sean el factor llave en la respuesta de ingesta inducida por

ligandos unidos a receptores de BZD **.

La farmacologia de lo tres tipos de receptores es distintiva (Tabla VII), siendo los
agonistas mas potentes para el receptor GABA, el muscimol, THIP, P4S y TACA; para el
receptor GABA, BAC, 3-APMPA, 3-APPA y 3-APA; y para el receptor GABA,., TACA '** De
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acuerdo con [o expuesto se han utilizado 3 farmacos como representantes de agonistas GABA,
dos agonistas potentes como son para el GABA,, el muscimol, y para el GABA;, el BAC, y un

agonista menos potente pero mas selectivo para el GABA,, el CACA ',

Los presentes resultados demuestran que el agonista GABA,, muscimol, disminuyo la
ingesta de comida apetecible en ratas saciadas y la en ratas en ayunas a las 8 horas, siendo ambas
modificaciones compensadas a las 24 horas. Las modificaciones respecto a la ingesta de agua en
ratas saciadas y en ayunas fueron en general de disminucion pero €sta no fue significativa en las
primeras 8 horas, salvo para la dosis mayor (0,5 nmol) a las 8 horas. Tampoco lo fué a las 24

horas respecto al control, tanto en saciadas como en ayunas.

El BAC, un GABA,; agonista, produjo un incremento de la ingesta de comida en ratas
saciadas en fas primeras horas, sobre todo a las 8 horas, que fue también compensado a las 24
horas. En ratas en ayunas solo la dosis mayor produjo un aumento de la ingesta a las 8 horas, no
diferenciandose respecto al control a las 24 horas. El agua no se modifico significativamente por

el BAC.

Por ultimo, se experimentd con el CACA, un GABA agonista, y produjo un aumento de
la ingesta de comida con las dosis mayores en ratas saciadas, mantenido a las 24 horas para estas
mismas dosis, y no produciendose este efecto con la dosis menor. En ratas en ayunas este mismo
efecto solo se mantuvo las ocho primeras horas. Respecto a la ingesta de agua el CACA Ia
modifico en el sentido de su aumento en ratas saciadas y en ayunas, tambien con las dosis mayores

v mantenido hasta las 24 horas en ratas saciadas.

En general se puede decir que las dosis de muscimol y BAC empleadas no perturbaron el
requerimiento caldrico diario. EIl CACA, sin embargo, y con las dosis mayores mantuvo sus
efectos a las 24 horas en ratas saciadas, por lo que cabe preguntarse sobre la posible toxicidad

neuronal de estas dosis.
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Utilizando las dosis equipotenciales de muscimol y BAC (0,5 y 5 nmol respectivamente)
y comparandolas respecto al control, se mantuvieron las no diferencias significativas respecto al
control a las 24 horas de ambos fairmacos en animales saciados y en ayunas, respecto a la ingesta

de comida y agua. El BAC aument¢ la ingesta de comida tanto en animales saciados como en

ayunas respecto al muscimol entre las 1 y 8 horas.

Todos estos datos sugieren que la amigdala que tiene un importante papel en ia regulacién
de la ingesta al igual que el hipotédlamo, que de forma simplificada y en base a los experimentos
realizados, se podria dividir en dos zonas, una filogenéticamente mas antigua en la que se incluirfa
el CeA y la amigdala dorsomedial, exitadoras ambas zonas, y otra mds reciente en la que
situariamos la BLA y de caracter inhibidor '***®_ Esto podria explicar los diferentes efectos de los
agonistas GABAérgicos a nivel del Cea y BLA. Asi en el Cea el muscimol produjo disminucion
de la ingesta de comida y el BAC s6lo un ligero aumento'®; en la BLA el muscimol produjo una
ligera disminucién, et BAC un aumento (al comparar las dosis equipotenciales) y el CACA un
aumento. Ello conduciria a pensar que el efecto sobre [a ingesta en el BLA se realiza

principalmente a traves de receptores GABA y GABA..

Aln mas lejos confirmariamos, como postuld Fonberg, la existencia de una semejanza
morfologica entre las areas lateral y medial de la amigdala y las correspondientes homélogas del
hipotalamo '™ Asi se ha observado que la lesion bilateral de los nicleos laterales amigdalares
produce una hiperfagia recordando a la producida en la lesién del HVM, llegando a consumir

incluso alimentos adulterados y podridos ™ 7% 2,

Sin embargo, existen resultados a veces dispares e incluso contradictorios en relacidn al
tema. Asi tanto el muscimol como el BAC administrados por la misma via ICV aumentaron la
ingesta "> '*- Se observé que la estimulacion de algunos puntos en el NVM no interrumpid la
ingesta, sino que incluso a veces la aumento; y que la lesion del HVM no provoco hiperfagia,
estando considerado el HVM como el centro de la saciedad. El muscimol a nivel de la sustancia
negra provocd tanto un aumento como una disminucion de la ingesta. Estas variaciones dependen

y pueden ser explicadas en funcion de las técnicas utilizadas, como los métodos para producir las
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lesiones, los procedimientos especificos de inyeccion y la dosis de firmaco administrada 1 26,

Respecto a los receptores GABA. se supone su existencia en la BLA en vista de [os
resultados obtenidos, pero seria conveniente su demostracién con otro tipo de estudios:

histoquimicos , etc. Destacar que el efecto en general incrementador del CACA no se observa con

la dosis menor utilizada.
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La administracion de muscimol en la amigdala basolateral (BLA) produjo una ligera

disminucién de la ingesta de comida en ratas saciadas y en ayunas.

La ingesta calorica diaria no fue modificaca por el muscimol (agonista GABA,) en
animales saciados ni en ayunas, por lo que sus efectos no fueron producidos por

perturbaciones del sistema GABAérgico en la BLA.

Las dosis mayores de baclofén aumentaron la ingesta de comida, tanto en condiciones de

saciedad como de ayuno.

Las microinyecciones de (agonista GABAR) tampoco modificaron la ingesta calorica
diaria por lo que también se puede decir que sus efectos no fueron producidos por

perturbaciones del sistema GABAérgico en la BLA.
El baclofén no modifico significativamente la ingesta de agua.

El CACA (agonista GABA,.) gjerce su efecto modificatorio, en general incrementador

sobre la ingesta de comida, a dosis superiores o iguales a 25 nmol.

Los efectos del CACA (dosis superiores o iguales a 25 nmol) sobre la ingesta
permanenecen a las 24 horas, pudiendo existir afectacion téxica del sistema GABAérgico

enla BLA.

Los tres tipos de receptores GABA (GABA,, GABA; y GABA,.) parecen estar implicados

en el control de la ingesta.
La BLA desempefia un papel importante en los mecanismos que controlan la ingesta.

El sistema GABAérgico de la amigdala parece jugar un papel importante en la ingesta de

alimentos, respecto a los de sabor dulce.
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El trabajo realizado se enfoco al intento de aclarar el papel de la amigdala basolateral
(BLA) en el comportamiento de ingesta en la rata, tras la administracion de agonistas
GABAérgicos. Para ello, se implantaron ratas estereotaxicamente, de forma que la canula guia
llegase justo encima de la BLA. Posteriormente se microinyectaron, a nivel de BLA, tres agonistas
GABA, especificos para sus tres tipos de receptores: muscimol, agonista GABA,, a las dosis de
0,05, 0,25 y 0,5 nmol; BAC, agonista GABA,, a las dosis de 0,05, 0,5 y 5 nmol; y CACA,
agonista GABA_, a las dosis de 1, 25 y 50 nmol. El muscimol produjo disminucion de la ingesta
en animales saciados y en ayunas a las 8 horas, manteniéndose conservada Ia ingesta calérica de
24 horas tanto en las ratas en ayunas como en las saciadas. El BAC aumento la ingesta en animales
saciados, pero tambén mantuvo igual la de las 24 horas. Por Gltimo el CACA produjo aumento de
la ingesta de comida y agua a las dos dosis mayores en las primeras horas, y a las 24 horas de
comida, en antmales saciados. Observandase pues un efecto general incrementando la ingesta por
parte del CACA, que no se aprecia con la dosis menor. Estos resultados apoyan el hecho de que
la BLA interviene en los mecanismos que controlan la ingesta a través de los tres tipos de

receptores, GABA,, GABA,; y GABA..
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