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I1l. RESUMEN.

La anorexia nerviosa es un trastorno de la conducta alimentariaque comprende
diversas afecciones las cuales son relevantes desde el punto de vista
epidemioldgico. Si bien es de origen multifactorial, existe una definida relaciéon con
factores psicoldgicos, en particular con una vision alternada de la imagen corporal
y el estrés. La conducta alimentaria y la actividad de la Na”K*-ATPasa estan
reguladas por neurotransmisores (serotonina, dopamina y noradrenalina) ypor
algunas hormonas (tiroideas, insulina, grelina, etc.). Se ha observado que la
serotonina incrementa la actividad de la bomba de sodio y potasio en ratas
administradas con L-Triptéfano (L-Trp) y con restriccion de alimento, actualmente
no se conoce si la actividad de la bomba de sodio y potasio se modifica en la
condicion de anorexia en funcién del cambio en el tono serotoninérgico, por lo que
elobjetivo del presente trabajo fuedeterminar el efecto que la anorexia nerviosa y
la restriccion alimentaria forzada (RAF) ejercen sobre la actividad de la bomba de
sodio y potasio en corteza cerebral de ratas. Para implementar el modelo de
anorexia nerviosa experimental se les dio una solucién de NaCl al 2.5% y alimento
adlibitum; al grupo RAF agua adlibitum y alimento similar al consumido por el
grupo anoréxico; y al grupo control agua y alimento adlibitum. El modelo de
anorexiaredujo aproximadamente en un 75% de la ingesta de alimento en
comparacion con el control, en lo que respecta al peso tanto el modelo de
anorexia como el de RAF mostraron una reduccion de hasta un 13 y 11 % ,
respectivamente, comparado con el control a la semana post induccion. La
actividad de la bomba de sodio y potasio (Na*/K* ATPasa) en el grupo de anorexia
presentd una reduccion significativa con respecto al grupo control, mientras que el
grupo de RAF presentd un aumento significativo comparado con el control.Con
estos resultados podemos concluir que la interaccion bomba de sodio y potasio y

sistema serotoninérgico se modifica en la anorexia nerviosa experimental.

PALABRAS CLAVE: Serotonina, Conducta Alimentaria, Regulacién enzimatica.
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IV. ABSTRACT

Anorexia nervosa is an eating disorder comprising various conditions which are
important from the epidemiological point of view. Although, its etiology is
multifactorial, there is a definite relation with psychological factors, particularly an
alternate view body image and stress. Eating behavior and Na*/K*-ATPase pump
are regulated by neurotransmitters (serotonin, dopamine and norepinephrine) and
some hormones (thyroid, insulin, ghrelin, etc..), It has been noted that
serotonin increases the activity ofthe sodium  potassium  pumpin
rats administered with  L-Tryptophan (L-trp)and food restriction. However,
currently is unknown if the activity of sodium-potassium pump is changed in the
condition of anorexia as a function of change in the serotoninergic tone, therefore
the aim of this researchwas to knowthe effect thatanorexia nervosa
and forced food restriction (FFR) have on the regulation of the activity of the
sodium and potassium pump in cerebral cortex of rat brain. Anorexia
nervosa model was inducted by giving a 2.5% sodium chloride (NaCl) solution, and
food ad libitum to a group of animals, FFR group received water ad libitum and a
similar amount of food like the anorectic group. The control group was provided of
food and water ad libitum. The experimental group of anorexia decreased food
intake approximately 75% compared to control. In regard to weight, both
experimental groups (anorexia model and FFR) showed a reduction of up to 13
and 11% respectively, compared to control a week after induction. The activity of
Na’/K*-ATPase pump in the experimental group of anorexia presented a significant
reduction regarding to the control group, whereas the group of FFR had a
significant increase compared with control. These results suggest that the
interaction between sodium-potassium pump and the serotoninergic system are

modified during experimental anorexia nervosa.

KEY WORDS: serotoninergic system, eating disorders, enzymatic regulation.
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V. INTRODUCCION

V.1. Sistema Nervioso

El sistema nervioso es una red compleja de estructuras centrales y periféricas
(encéfalo, médula espinal y nervios periféricos) que tienen como misién controlar y
regular el funcionamiento de los diversos érganos y sistemas, coordinando su
interrelacion y la relacion del organismo con el medio externo. Los receptores, sus
estructuras mas distales responden a estimulos internos y externos, los cuales
convierten en sefales eléctricas que a través de los nervios periféricos son
conducidas a estructuras centrales, donde adquieren el caracter de sensaciones
(Guyton and Hall, 2001). El sistema nervioso esta organizado para detectar
cambios en el medio interno y externo, evaluar esta informacién y responder

mediante cambios en musculos o glandulas.

Las células del tejido nervioso pertenecen a dos principales clases: las células
nerviosas (neuronas) que son las unidades morfolégicamente funcionales del
tejido nervioso, las cuales median conductas especificas, reciben y transmiten
informacion entre redes especificas, que ademas almacenan; y las células gliales
(glia) que tienen una estrecha relacion con la neurona, sirviéndole como sostén,
evitan su muerte, producen mielina y se encuentran en todos los sectores del
tejido, siendo asi las celulas mas abundantes (Kandel, 2001). Las fibras nerviosas
corresponden a extensiones de las células gliales y de las neuronas, forman
complejas interrelaciones entre ellas, recorren grandes extensiones, regulan
actividades propias y de otros sistemas en forma dinamica y compleja, gracias a la

neurotransmision quimica intercelular (Bloom, 2005).

El sistema nervioso generalmente se clasifica en dos componentes diferenciados
anatémicamente 1) sistema nervioso central (SNC) compuesto por el encéfalo y la
médula espinal; 2) sistema nervioso periférico (SNP), compuesto de grupos

especializados de neuronas (ganglios) y nervios periféricos situados afuera del
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SNC. ElI SNP a su vez se divide en somatico, que contiene la inervaciéon motora y
sensitiva de la piel, musculos y articulaciones; y autbnomo que inerva el musculo
liso y glandulas junto con algunas estructuras especializadas para el control del

medio interno (Guyton and Hall, 2001).

V.1.1. Sistema Nervioso Central.

El SNC es excepcional por la gran complejidad de los procesos mentales y las
acciones de control que puede realizar, esta formado por mas de cien mil millones
de neuronas. Las sefiales aferentes llegan a la neurona a través de la sinapsis que
establecen, sobre todo, las dendritas, aunque también el cuerpo celular. Por el
contrario, la senal eferente se transmite por el unico axén de la neurona, pero
dicho axon tiene muchas ramas separadas destinadas a otras partes del SNC o a

la periferia del cuerpo.
El SNC esta formado por el encéfalo y la médula espinal.

El encéfalo constituido por seis regiones; el bulbo raquideo, la protuberancia, el
cerebelo, el mesencéfalo, diencéfalo y los hemisferios cerebrales cada uno de los
cuales se encuentra en los dos hemisferios del encéfalo.

1. El bulbo raquideo situado por encima de la médula espinal responsable de
funciones auténomas vitales como digestion, respiracion y control de la

frecuencia cardiaca.

2. La protuberancia, situada por encima del bulbo raquideo, transmite

informacion sobre el movimiento del hemisferio al cerebelo.

3. El cerebelo situado por detras de la protuberancia y conectado con el
tronco encefalico (protuberancia, mesencéfalo y bulbo raquideo), a través
de los pedunculos se encarga de regular la fuerza y la amplitud de los

movimientos y participa en el aprendizaje de las capacidades motoras.
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4. El mesencéfalo, situado por encima de la protuberancia, controla funciones
sensitivas y motoras como los movimientos oculares asi como la

coordinacion de los reflejos visuales y auditivos.

5. ElI diencéfalo, situado por encima del mesencéfalo, contiene dos
estructuras; el tdlamo el cual procesa informacion sensorial que llega a la
corteza proveniente del SNC, y el hipotalamo que controla actividades
corporales (ritmo cardiaco) y regula la homeostasis; sus funciones
principales son: la regulacion del sistema nervioso autbnomo, la regulacion
de la hipdfisis, la regulacién de las emociones y el comportamiento, la
regulacion de la ingestion de bebida y alimento, la regulacion de la
temperatura corporal, asi como también la regulacion del ritmo circadiano y

del estado de conciencia.

6. Los hemisferios cerebrales consisten en una capa externa plegada
(corteza cerebral) y tres estructuras situadas en la profundidad: los ganglios
basales que participan en regulacion de la realizacion de los movimientos;
el hipocampo involucrado en aspectos del almacenamiento de los
recuerdos; y los ganglios amigdalianos quienes coordinan las respuestas
autonomas y endocrinas de los estados emocionales. La corteza cerebral
se divide en tres grandes grupos de areas funcionales: areas sensoriales
que reciben e interpretan informacion relacionada con las sensaciones;
areas motoras relacionadas con el movimiento; y areas de asociacion, las
cuales involucran funciones de integracion mas compleja como memoria,

emociones, etc., (Thibodeau and Patton, 2000).

El encéfalo se divide también en tres regiones mas extensas, el romboencéfalo
(bulbo raquideo, protuberancia y cerebelo), el mesencéfalo y el prosencéfalo

(diencéfalo y hemisferios cerebrales).

Mientras tanto lamédula espinal se encuentra en la parte mas caudal del sistema

nervioso central, se extiende desde la base del craneo hasta la primera vértebra
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lumbar, recibe informacion sensitiva de la piel, las articulaciones, los musculos del
tronco y las extremidades, controla el movimiento de las extremidades y el tronco,
contiene neuronas motoras responsables tanto de los movimientos voluntarios
como de reflejos. Se subdivide en las regiones cervical, dorsal, lumbar y sacra. La
meédula espinal esta formada por sustancia gris en la parte central y sustancia
blanca en la parte externa y a ambos lados de ella se encuentran 31 pares de

nervios espinales o raquideos.

Una caracteristica del metabolismo cerebral es que su variabilidad regional esta
fuertemente determinada por el constante cambio espacial en determinados
niveles de la actividad sinaptica. Las células nerviosas poseen un metabolismo
muy activo dependiente del suministro continuo a través de la circulacion de
oxigeno y glucosa; por ello existe un alto grado de vascularizacion del tejido, el
cual recibe un 10% de la sangre bombeada por el corazon, los requerimientos de
energia del cerebro corresponden al 20% del total del organismo, aunque su masa
solo corresponde a 2% del total. Asi, uno de los principios fundamentales de la
fisiologia del cerebro es que la actividad neuronal tiene una estrecha relacién con
las células gliales, gracias a las cuales se satisfacen las necesidades metabdlicas

y de flujo sanguineo(Magistretti,2006).

El sistema nervioso central de los vertebrados posee por lo menos 10 veces mas
células gliales que neuronas. La glia se divide en 3 principales familias de células
de acuerdo a sus caracteristicas moleculares y fisiolégicas: los astrocitos, la
microglia y la oligodendroglia. Estas tienen una diversidad de funciones tales
como: dar soporte y consistencia al cerebro, mantener un balance metabdlico
endocrino e inmunoldgico; y dirigir durante el desarrollo la migracién neuronal y la
insercion axonica a sitios especificos. Las células gliales durante la transmision
del impulso nervioso captan y retiran neurotransmisores liberados en la sinapsis,
también mantienen la concentracién idnica del liquido extracelular, y envuelven a
los axones a traveés de la produccion de vainas de mielina con el fin de favorecer la

conduccién de sefales nerviosas (Kandel, 2001; Shawartz and Westbrook, 2001).
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La microglia forma parte del sistema de defensa cerebral y tiene funciones
inmunoldgicas; la oligodendroglia se encarga de la sintesis y la formacion de
vainas de mielina; y los astrocitos forman parte de la barrera hematoencefalica
(BHE) (Kandel, 2001).

V.1.2. Las sinapsis del sistema nervioso central

La sinapsis es el proceso mediante el cual las células nerviosas se envian sefales
unas a otras. Generalmente la sinapsis consta del terminal de un axén
presinaptico unido a una célula postsinaptica. En estos contactos se lleva a cabo
la transmisién del impulso nervioso. Este se inicia con una descarga quimica que
origina una corriente eléctrica en la membrana de la célula presinaptica (célula
emisora); una vez que este impulso nervioso alcanza el extremo del axén (la
conexién con la otra célula), la propia neurona segrega un tipo de sustancias
quimicas (neurotransmisores) que se depositan en el espacio sinaptico (espacio
intermedio entre esta neurona transmisora y la neurona postsinaptica o receptora).
Estas sustancias quimicas segregadas o neurotransmisores (noradrenalina,
serotonina y acetilcolina) son los encargados de excitar o inhibir la accion de la
otra neurona. Basandose en la estructura de la union las sinapsis se dividen en 2

grupos principales: eléctricas y quimicas.

En la sinapsis quimica no existe ninguna continuidad entre las neuronas pre y
postsinaptica separadas completamente por un pequeno espacio. La hendidura
sinaptica que es algo mas ancha (20-40nm) y a veces mucho mas ancha que el
espacio intercelular no sinaptico adyacente (20nm). Esto trae como resultado la
liberacion de un neurotransmisor por la neurona presinaptica el cual se une a
través de receptores especificos a la neurona postsinaptica. En la gran mayoria de
las sinapsis quimicas la liberacion del neurotransmisor se lleva a cabo en los
terminales presinapticas, que son unos engrosamientos especializados del

axén. Los terminales presinapticas contienen grupos de vesiculas
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sinapticasindividuales cada una de las cuales contiene varios miles de moléculas

de neurotransmisor especifico (Kandel and Siegelbaum, 2001).

En la sinapsis eléctrica, la terminal presinaptica y la célula postsinaptica no estan
completamente separadas (3.5nm) y la corriente que despolariza es generada por
un potencial de accion sensible al voltaje, en la neurona presinaptica, que fluye
directamente a la célulapostsinaptica a través de unos canales especializados
denominados uniones intercelulares comunicantesque ponen en contacto fisico
al citoplasma de las células pre y postsinaptica. Estos no solo tienen que
despolarizar la célula presinaptica por encima del umbral para un potencial de
accion sino que también tienen que generar suficiente corriente idnica para
producir un cambio en el potencial de la célula postsinaptica (Kandel and
Siegelbaum, 2001).

V.1.3. Anatomia fisiologica de la sinapsis

La neurona esta formada de 3 partes principales: el soma, que es el cuerpo
principal de la neurona; un solo axon, que parte del soma y se incorpora a un
nervio periférico que sale de la médula espinal; y las dendritas, que son
numerosas prolongaciones ramificadas del soma que se extienden a las areas
medulares circundantes. La superficie de una neurona motora cuenta con entre
10,000 y 200,000 terminales presinapticas; de ellas el 80 al 95% corresponden a
las ubicadas en dendritas y solo un 5 al 20% estan en el soma (Guyton and Hall,
2001). Las cualidades en tamafio y numero de las partes neuronales, hacen que
en distintas partes del SN, las neuronas reaccionen de forma diferente a las
sefales de entrada, y por tanto, desempenen funciones diferentes (Schwartz and
Westbrook, 2001).

Las terminales presinapticas, estan separadas del soma de la neurona
postsinaptica por una hendidura sinaptica cuya anchura oscila entre 20 y 30 nm.
La terminal posee dos estructuras importantes relacionadas con las funciones

excitadora o inhibitoria de la sinapsis: las vesiculas que contienen el
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neurotransmisor y las mitocondrias que proporcionan el trifosfato de adenosina
(ATP), que aporta la energia necesaria para la sintesis de nuevas cantidades de
sustancias transmisoras. Cuando un potencial de accién se propaga por una
terminal presinaptica, la despolarizacién de la membrana determina el vaciamiento
de un pequeno numero de vesiculas dentro de la hendidura; a su vez, el
transmisor liberado induce un cambio inmediato de las propiedades de
permeabilidad de la membrana neuronal postsinaptica, lo que da lugar a la
excitacion o inhibicidn neuronal, dependiendo de las caracteristicas del receptor

de la neurona (Kandel, 2001).

En la sinapsis, la membrana de la neurona postsinaptica contiene una gran
cantidad de proteinas receptoras. Las moléculas de estos receptores presentan
dos componentes importantes: un componente de fijacion que sobresale fuera de
la membrana y asoma a la hendidura sinaptica, y un componente ionéforo que
atraviesa totalmente la membrana hasta el interior de la neurona postsinaptica. A
su vez, el ionoforo puede ser de dos clases: un canal i6nico que deja pasar
determinados tipos de iones a través de la membrana; 6, un activador segundo
mensajero que no es un canal iénico, sino una molécula que se mete dentro del
citoplasma celular y activa una o mas sustancias de la neurona postsinaptica.
Estas sustancias a su vez actuan de segundos mensajeros y modifican
determinadas funciones celulares internas (Chua et al., 2010). Algunos de los
receptores sinapticos, al activarse, excitan la neurona postsinaptica y otros la
inhiben. La importancia de poseer receptores de tipo excitador e inhibidor reside
en que este hecho confiere una nueva dimension a la funcién nerviosa, pues

favorece tanto su represién como excitacion (Bloom, 2005).

La apertura y el cierre de los canales i6nicos suponen un medio de control rapido
de la permeabilidad de las neuronas postsinapticas. Muchas funciones del SN,
exigen que los cambios neuronales se prolonguen desde segundos hasta meses

después de desaparecer el neurotransmisor inicial. En muchos casos se consigue
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una accion neuronal prolongada gracias a la activacion del sistema quimico de

segundos mensajeros (Siegelbaum and Koester, 2001).

Existen varias clases de sistemas de segundos mensajeros. Uno de los que
predominan en las neuronas utilizan un grupo de proteinas llamadas proteinas G.
La proteina G se une a la parte de la proteina receptora que penetra dentro de la
célula. La proteina G, a su vez, esta formada por tres elementos: un componente
alfa (a), que es una porciéon activadora de la proteina G, y los componentes beta
(B) y gamma (y) que unen la proteina G al interior de la zona de membrana celular
adyacente a la proteina receptora. Tras su activacion mediante un impulso
nervioso, la porcidon a de la proteina G se separa de la fraccion beta y
gamma,queda suelta en el citoplasma celular (Guyton and Hall, 2001) y se conoce

que tiene funciones especificas (Goodman y Gilman, 2012).

Dentro del citoplasma, el componente alfa que acaba de separarse ejerce una o

varias funciones que dependen del caracter especifico de cada neurona:

e Apertura de canales ionicos especificos de la membrana de la célula
postsinaptica. A diferencia de los canales idnicos activados directamente y
que se cierran enseguida, estos canales permanecen abiertos mucho mas

tiempo.

e Activacion del monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) o del monofosfato
ciclico de guanosina (GMPc) de la célula neuronal. EI AMPc vy, el GMPc
activan la maquinaria metabdlica sumamente especifica de la neurona vy,
por tanto, pueden iniciar cualquiera de los numerosos efectos quimicos,
incluidos los cambios duraderos de la propia estructura celular, con la

modificacion consiguiente de la excitabilidad prolongada de la neurona.

e Activacion de una o mas enzimas intracelulares. La proteina G activa

directamente una o mas enzimas intracelulares. A su vez, estas enzimas
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dan lugar a cualquiera de las numerosas funciones quimicas especificas de

la célula.

e Activacion de la transcripcion génica. Quiza sea el aspecto mas importante
de los sistemas de segundo mensajero de la neurona postsinaptica. La
transcripcion de genes da lugar a la sintesis de proteinas nuevas dentro de
la neurona y estas pueden alterar los mecanismos metabdlicos de la célula
0 su estructura. Efectivamente, es bien conocido que cuando las neuronas
se activan adecuadamente aparecen cambios estructurales, en especial en

los procesos a largo plazo (Schwartz and Westbrook, 2001).

V.1.4. Neurotransmisores

Hasta la fecha se han descubierto mas de 40 sustancias transmisoras, algunas de
las mas conocidas son: acetilcolina, adrenalina, histamina, acido gamma-
aminobutirico (GABA), glicina, glutamato y serotonina. Los transmisores pequefos
de accion rapida son los que originan la mayoria de las respuestas inmediatas del
SN, como la transmisién de las sefales sensoriales al cerebro y de las sefales
motoras de éste a los musculos, a este conjunto se le denomina
neurotransmisores. Por el contrario, los transmisores de mayor tamafio, en su
mayoria neuropéptidos, suelen producir efectos mas prolongados, tales como los
cambios duraderos del numero de receptores neuronales, la apertura o el cierre
prolongado de determinados canales ionicos y, posiblemente también, los cambios
a largo plazo del numero o el tamario de la sinapsis (Buck, 2000). Por ejemplo, en
la anorexia hay alteraciones tanto de neurotransmisores (dopamina, serotonina)
como de neuropéptidos, hormonas y otras moléculas que regulan la conducta

alimentaria.

Los neurotransmisores se sintetizan en el citosol de la terminal presinaptica y
luego se acumulan dentro de las numerosas vesiculas de transmisores que

existen en la terminal. A continuacion, cada vez que llega un potencial de accion a
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la terminal presinaptica, algunas vesiculas liberan de golpe el transmisor en el
seno de la hendidura sinaptica; esto suele ocurrir en un milisegundo o menos. La
accion ulterior del tipo de neurotransmisor sobre los receptores de membrana de
la neurona postsinaptica también sucede, por lo general, en otro milisegundo o
menos (Chua et al., 2010). La mayoria de las veces, el efecto consiste en el
incremento o la reduccion de la conductancia a través de los canales idnicos; o en
menor grado, estimulacion de enzimas con lo cual se modifica la maquinaria

metabdlica interna de la célula (Guyton and Hall, 2001).

V.2. Sistema serotoninérgico

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), neurotransmisor especifico del sistema
serotoninérgico es una monoamina sintetizada en las neuronas serotoninérgicas
en el SNC vy las células enterocromafines (células de Kulchitsky) en el tracto
gastrointestinal de los animales y del ser humano. Se aislé y caracterizo en el afio
de 1948 por Maurice M. Rapport, Arda Green, e Irvine Page como una sustancia
vasoconstrictora encontrada en las plaquetas en la sangre coagulada por lo que
fue denominada serotonina. Se sintetiza a partir del aminoacido L-
Triptofano,reaccion que se lleva a cabo en 2 etapas; la primera y la limitante es en
la que participa la enzima triptéfano hidroxilasa (TPH) que requiere oxigeno
molecular para reducir la pteridina y asi introduce un OH en la posicion 5 al
triptéfano formando el metabolito 5-hidroxitriptofano; y la segunda etapa en la cual
la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos (DAA) descarboxila al 5-
hidroxitriptofano dando como resultado la formacion de 5-hidroxitriptamina (5HT o
serotonina). En la actualidad se conocen 7 familias de receptores para la 5HT; de
la 5HT¢-5HT7 (Figura 1). Entre las principales funciones de la serotonina estan:
regulacion del apetito, equilibrar el deseo sexual, controlar la temperatura
corporal, la actividad motora y las funciones cognitivas y perceptivas. Otras de sus
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funciones importantes es la regulacion del ritmo circadiano (sueno y vigilia) esto es

porque aumenta en el atardecer (sintesis de melatonina) y disminuye al amanecer.

El L-Trp, aminoacido esencial en el organismo, se encuentra en el plasma en dos
fracciones, el 90% se une a la albumina y el 10% restante se encuentra en forma
libre (FL). La relacion que guardan estas dos fracciones es la que determina que la
FL ingrese al cerebro a través de la barrera hematoencefalica, para estimular o

disminuir la sintesis de 5-HT.
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Figura 1. Esquema de los procesos asociados con la neurotransmisién serotoninérgica.
a) La TPH cataliza la conversion de L-Trp a 5-HTP. b) La DLAA cataliza la conversion de 5-HTP en
5-HT. ¢) La 5-HT se recoge en las vesiculas de almacenamiento. d) Las vesiculas liberan la 5-HT
en el espacio sinaptico. €) 5-HT puede activar los diversos subtipos de la familia de receptores
serotoninérgicos (1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7), que interaccionan con sus respectivos sistemas de
transduccion de senales dentro de la neurona postsinaptica. f) La 5-HT se recoge en las terminales
presinapticas de 5-HT por el transportador de 5-HT. g, h) Dentro de las terminales presinapticas la
5-HT seria almacenada por las vesiculas o degradada por la MAO. i) La 5-HT activa
autorreceptores presinapticos somatodendriticos 5-HT4a, los cuales pueden ser bloqueado por
antagonistas selectivos. j) Inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS) como
fluoxetina inhiben el transportador de 5-HT. AC, la adenilato ciclasa, DAG, diacilglicerol, IP3,
inositol trifosfato; PIP2, fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato. (Tomada de: Wong et al., 2005).
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Asi, se ha observado que las células serotoninérgicas se concentran en la parte
media del tallo cerebral, agrupandose en nueve nucleos principales, conocidos
como complejo nuclear del rafé. A partir de estos nucleos nacen fibras que llegan
a practicamente todo el sistema nervioso (ganglios basales, hipotalamo, talamo,
hipocampo, sistema limbico, corteza cerebral, cerebelo y médula espinal). Los
nucleos mas anteriores (en animales) proyectan hacia las partes mas rostrales
(hacia adelante), mientras que las mas posteriores envian sus fibras hacia las
areas del tallo cerebral y la médula (Figura 2). A través de estas proyecciones, la
serotonina participa en el control de los estados de suefio y vigilia, el animo, las
emociones, el control de la temperatura, la dieta, la conducta sexual, algunos tipos
de depresion, conducta suicida y ciertos estados alucinatorios inducidos por
drogas.

Figura 20rganizacién del sistema serotoninérgico1.- Cingulum, 2.-Corteza cerebral ,3 Cerebelo ,
4.-Haz medial del cerebro anterior , 5.- Estria terminal, 6.- Fornix, 7.- Nucleo caudado, 8.- (B1 - B8)
nucleos de Rafé.

V.2.1. Receptores serotoninérgicos.

Los receptores de 5-HT estan localizados en la membrana celular de las células
nerviosas y de otros tipos celulares, median los efectos de su ligando endogeno la
serotonina asi como de un amplio rango de drogas farmacéuticas y alucinégenas

(Sanders-Bush and Mayer, 2005). Los receptores de la 5-HT estan clasificados en
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7 clases definidas: 5-HT¢ a 5-HT; (Tabla 1). Las familias de receptores 5-HT4, 5-

HT, y 5-HT4.7 son miembros de la superfamilia de receptores de siete dominios

transmembranales acoplados con proteina G, que activan una cascada de

segundos mensajeros intracelulares, en las que se incluyen al menos 13 subtipos

de receptores. Por otra parte, el receptor 5-HT3 es un canal i6nico controlado por

ligando que regula la penetracion y la salida del Na™ y K*, y tiene una topologia de

membrana similar a la del receptor colinérgico nicotinico, presente en dos
subtipos, 5-HT3a y 5-HT3g (Filip and Bader, 2009)

Tabla 1. Resumen de las diferentes familias y subtipos de receptores de 5-HT con base en

su mecanismo de sefalizacion

FAMILIA|  SUBTIPO
5-HT, 5-HT 4
5-HT s
5-HT1p
5-HT e
5-HT ¢
5-HT, 5-HTsa
5-HTss
5-HTsc
5-HT, 5-HTsa
5-HTss
5-HT, 5-HT,
5-HTs 5-HTsa
5-HTss
5-HT, 5-HT,
5-HT; 5-HT;

MECANISMO
DE
TRANSDUCCION
DE SENALES

Gi/o AC i

GinAC i
GipAC i
GipAC i
GinAC i
Gg11PLC s
Gg11PLC s

Gq/11 PLC s

Canal idnico
Canal idnico
G; ACs
GioAC i
?

Gs ACs
Gs ACs

SITIOS DE EXPRESION EN EL SNC.

Nucleos de Rafé, Hipocampo, Corteza, Sistema
Gustativo.

Sustancia Nigra, Globo palido y Ganglios basales,
Ganglios basales, hipocampo, corteza.
Corteza Cerebral, Putamen
Corteza Cerebral, Hipocampo
Plaguetas, Musculo Liso y Corteza Cerebral
Cerebelo, hipotalamo, Estémago (fondo)

Plexo toroide, Corteza, Hipocampo y Sustancia
Nigra

Area Postrema, Nervios sensitivos y entéricos
Area Postrema, Nervios sensitivos y entéricos
Ganglios basales, corteza, hipocampo
Corteza cerebral, Hipocampo, Hipotalamo
Nucleos del rafe, hipocampo (en roedores)

Hipocampo, corteza

Corteza, Talamo, hipocampo

(Modificado de Filip and Bader, 2009).
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Las consecuencias fisiolégicas de la liberacion de 5-HT varian con la regién del
encéfalo y el elemento neuronal participante, lo mismo que con la poblacién de
subtipos de receptores expresados de la 5-HT. La 5-HT tiene acciones excitadoras
e inhibidoras directas, que pueden ocurrir en la misma preparacion pero con
esquemas temporales diferentes. Por ejemplo, en las neuronas del hipocampo, la
5-HT desencadena hiperpolarizacion mediada por receptores 5-HT1a, a lo que

sigue una despolarizacion lenta mediada por receptores 5-HT4 (Tabla 2).

V.4.1. Na'/K*-ATPasa de las membranas plasmaticas

Uno de los sistemas de transporte activo ampliamente estudiados es la Na*/K*-
ATPasa (sodio-potasio adenosin trifosfatasa, EC 3.6.1.37) de las membranas
celulares. Esta proteina se aislé por primera vez en 1957 por Jens Skou, desde
entonces la investigacion ha determinado muchos de los aspectos estructurales y
funcionales de la enzima (Skou, 1992). Es un tetramero de péptidos ensamblados
en pares, una subunidad catalitica principal, designada subunidad a de una masa
molecular de cerca de 110 kDa, que contiene la actividad catalitica de la enzima,
pues cuenta con el sitio de union del ATP y los sitios de fijacion de cationes; una
glicoproteina auxiliar, conocida como subunidad 3, con una masa molecular de 55
kDa que tiene la funcién de estabilizar la subunidad a, facilitar su encaminamiento
y la insercién en la membrana celular; en algunos tejidos estd asociada una
subunidad hidrofébica de peso molecular cercano a los 12 kDa, llamada
subunidad vy, de la cual se sabe muy poco sobre su funcion (McDonough et al.,
1990). Las secuencias de las subunidades a, sugieren que esta subunidad tiene
10 segmentos a-helicoidales transmembrana y dos grandes dominios
citoplasmaticos; de modo similar, la subunidad B posee una unica hélice
transmembranal y un gran dominio extracelular (Jorgensen et al., 2003). La
Na'/K*-ATPasa tiene 3 isoformas de la subunidad B y 4 isoformas de la subunidad
a que presentan una distribucién tejido especifica, la existencia de multiples
subunidades cataliticas, cada una expresada en tejidos especificos, sugieren una
funcién particularmente especializada de la enzima (Hsu and Guidotti, 1989).
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Fluido extracelular
@ Fijacion de ATP

® Transporte de K’
y fijacién de Na*

Figura 2. Esquema cinético para el transporte activo de Na“ y de K* mediante la Na'/K"-
ATPasa. 1.- E;*3Na’, que adquiere su Na+ dentro de la célula, se une al ATP para rendir el
complejo ternario E;*ATP*3Na’. 2.- El complejo ternario formado reacciona para dar el
intermediario aspartil fosfato de “alta energia” E;~P*3Na’. 3.- Este intermedio de “alta energia” se
relaja a su conformacion de “baja energia’, E, — P*3Na’, y libera su Na™ unido al exterior de la
célula, es decir, el Na* se transporta a través de la membrana. 4.- El E, — P se une a 2K del
exterior de la célula para formar E, — P*2K". 5.- El Grupo fosfato se hidroliza rindiendo E,*2K". 6.-
El E,*2K" cambia su conformacion, libera sus 2K* en el interior de la célula, y los remplaza con
3Na®, para completar asi el ciclo de transporte. (Modificado de Voet et al., 2008)

La enzima se denomina a menudo bomba de sodio y potasio, porque bombea Na”*
hacia el exterior y K hacia el interior de la célula en una relacién estequiométrica
de 3:2 respectivamente. EI ATP intracelular es el sustrato primario, el cual es
hidrolizado, convertido a ADP y un grupo fosfato, liberando la energia necesaria
para la actividad enzimatica. En este caso, la energia liberada induce un cambio
en la conformacion por la fosforilacion de la proteina, con lo cual, una vez unidos
los tres cationes de Na™ a sus lugares de union intracelular, conlleva su expulsion
al exterior de la célula. Esto hace posible la union de dos iones de K* en la cara
extracelular que provoca la desfosforilacion de la ATPasa, y la posterior
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translocacion para recuperar su estado inicial liberando los dos iones de K™ en el
medio intracelular (Voet et al., 2008) (Figura 3). La estequiometria global de la

reaccion de la Na*'/K*-ATPasa es:
3Na" (dentro) + 2K* (fuera) + ATP « 3Na" (fuera) + 2K" (dentro) + ADP + Pi

La bomba de sodio y potasio es imprescindible para que exista la vida, por ello se
encuentra en todas las membranas celulares, en mayor medida en células
excitables, como las células nerviosas y células musculares (Skou, 1992); donde
la enzima puede llegar a acaparar dos tercios del total de la energia en forma de
ATP de la célula para realizar su funcién, con lo que restablece el potencial
eléctrico de membrana, mantiene los gradientes de Na* y K* a través de bicapa
lipidica, controla el pH y el volumen celular (Magistretti, 2006), ademas
proporciona la fuerza impulsora para el transporte de otros solutos con ayuda de

Na®, en particular, aminoacidos y glucosa (Giovanni et al., 2003).

La actividad de la Na'/K'-ATPasa esta disminuida en la membrana celular de
muchos tejidos obtenidos de animales diabéticos a nivel periférico entre los que se
incluyen rifidn, corazon, intestino y nervios periféricos; lugares donde este defecto
tiene un papel importante en el desarrollo de las complicaciones en la diabetes
mellitus (DM) (Ng et al., 1993; Vague et al., 2004). En la DME, los niveles de las
isoenzimas a de la Na*/K*-ATPasa varian segun la ubicacion y la isoforma, pero
no hay cambios significativos en la expresién de las subunidades B (Barada et al.,
1994; Egleton et al., 2003). Los componentes de las membranas celulares, los
cuales se alteran durante la diabetes, se ha demostrado que los componentes de
las membranas celulares que se alteran durante la DM juegan un papel importante
en la expresion de isoenzimas (a1, a2, a3) al igual que cambios en su afinidad a la
ouabaina, lo que influye en la estructura de membrana y la funcion en el sistema
nervioso (Murphy, 1990). La actividad de la Na*/K*-ATPasa en el SNC, disminuye
tanto en células neuronales como en la glia de cerebelo y corteza cerebral de
ratas diabéticas donde, en las células gliales se observa una mayor afeccion por la
diabetes (Lara, 2008; Bautista, 2008).
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V.3.1.1. Modulacion de la Na'/K*-ATPasa.

La regulacion de la Na*/K*-ATPasa es compleja, ya que su actividad puede ser
regulada por diferentes factores intrinsecos y extrinsecos, Los factores de
regulacion intrinsecos de la Na*/K*-ATPasa son ATP, ouabaina, concentraciones
de Na* y Mg? intracelulares y K* extracelular (Polvani and Blostein, 1989). La
bomba de sodio y potasio encontrada en la células del corazén, donde la enzima
actua como un regulador indirecto de la contraccion, es una diana importante para
glucésidos cardiacos durante la terapia para la insuficiencia cardiaca. La ouabaina
es un inhibidor especifico de la Na'/K*-ATPasa (Langer, 1981). Las a-isoformas,
ai, 02 y az se han descrito en el tejido cardiaco, en el que tienen multiples
funciones y una localizacion diferente en los diferentes tipos de células o incluso
dentro de una sola. Las isoformas presentan sensibilidad variable a la inhibicion
por los glucésidos cardiacos, la isoforma a4, por ejemplo, es menos sensible a
ouabaina que las isoformas a, y a3 (Schwinger et al., 2003). Se ha reportado un
incremento en la produccion por parte de la glandula adrenal de ouabaina
endégena en pacientes con falla congestiva del corazén, lo que sugiere que este
aumento en la secrecion es respuesta compensatoria del organismo (Blaustein et
al., 2003).

La regulacion extrinseca de la Na*/K'-ATPasa en diversos tejidos esta bajo el
control de una serie de hormonas circulantes y neurotransmisores que participan
en el control a corto y largo plazo sobre su actividad (Ewart and Klip, 1995; Pena
et al., 1999). La regulacion a corto plazo involucra generalmente efectos directos
en el comportamiento cinético de la enzima o la translocacion de las bombas de
sodio entre los depdsitos intracelulares y la membrana plasmatica. La regulacién a
largo plazo induce la sintesis de la Na*/K*-ATPasa o su degradacién. Sustancias
como las hormonas de la tiroides, la insulina y la aldosterona incrementan la
expresion de la bomba de sodio, mientras que las catecolaminas tienen diferentes
efectos sobre la actividad de la bomba mediadas por la fosforilacién reversible de
la subunidad a, se observa un efecto inhibitorio por dopamina y un efecto
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estimulante por noradrenalina, epinefrina y glucagoén (lhlenfeldt, 1981; Ewart and
Klip, 1995). La insulina presenta una rapida accion, posiblemente estimula la
actividad de la Na*/K'-ATPasa al incrementar la distribucién subcelular de las
bombas, el contenido de Na® citoplasmatico y también la aparente afinidad de la

enzima al sodio (Clausen and Flatman, 1987).

En modelos experimentales de depresion en animales se ha reportado una
reduccion de la actividad de la Na*/K*-ATPasa en el hipocampo, en los cuales
después de ser sometidos a un tratamiento de fluoxetina, un inhibidor de la
recaptura de serotonina, se ha observado un incremento en la actividad de la

enzima (Gamaro et al. 2003).
V.4. ANOREXIA NERVIOSA

La anorexia se describe como la pérdida de apetitoy desmotivacién por el
consumo de alimentos, a pesar de que éstos estén presentes y disponibles,
aunado a una pérdida de peso que ocurre aun cuando las reservas energéticas
estan extenuadas y la disponibilidad de nutrimentos sea baja. La anorexia puede
tener origen psicolégico multifactorial (depresion, trastorno obsesivo compulsivos),
que tiene importancia clinica creciente y se denomina anorexia nerviosa; o
también, la que se asocia con un estado patologico, como cancer, SIDA u otros,
cuando el gasto excesivo de grasa y proteinas corporales lleva a caquexia;
ademas, la anorexia puede ser una respuesta conductual de adaptacion a
diferentes retos del equilibrio metabdlico como estrés o deshidratacion celular.
(Watts et al., 2007).

Este desorden alimenticioque generalmente se desarrolla durante la adolescencia
o la madurez temprana, que se caracteriza por patrones aberrantes de la conducta
alimentaria y regulacion del peso, asi como por alteraciones en actitudes hacia el
peso (aumentar) y la percepcion de su forma corporal. Debido a esas
caracteristicas se le ha clasificado en 2 tipos principales: la restrictiva en lacual

hay una disminucién en la ingesta de alimentos; y la compulsivo-purgativo en la
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que se recurre a purgas y vomitos provocados después de atracones(APA, 1994).
Por otra parte, el modelo estético femenino vigente en nuestra cultura ha jugado y
sigue jugando un papel muy importante, en la difusion, predisposicion,
mantenimiento e incluso la conformacion de la sintomatologia de la enfermedad.
Al hablar de la anorexia como trastorno de la conducta alimentaria debemos
aclarar qué es y cdmo se regula la conducta alimentaria,Asi pues, La conducta
alimentaria se define como el comportamiento normal relacionado con: los habitos
de alimentacion, la seleccion de alimentos que se ingieren, las preparaciones
culinarias y las cantidades ingeridas de ellos, la activacion de ésta, en parte, es
una respuesta a la deficiencia de nutrimentos circulantes, oal exceso de utilizacién
de los depdsitos de energia delos individuos, y suele modificarse como respuesta
acondiciones estresantes cronicas o agudas. Se han descrito otros modelos
tedricos caracteristicos en la conducta alimentaria que se basan en: el contenido
gastrico (Canon and Washburn, 1960.), la concentracion de glucosa en sangre
(Mayer,1953), la temperatura corporal (Brobeck, 1960), las reservas de lipidos en
el cuerpo (Kennedy, 1953.) o los niveles hormonales en sangre (Woods, et al.,
1974), asi como algunas areas cerebrales involucradas en la conducta de comer,
la teoria del Set- point (Weingarten, 1990)y el analisis de los aspectos
conductuales como mecanismos que regulan y controlan la alimentacion,esta
regulada estratégicamente por redes neuronales, conexiones especificas entre
regiones cerebrales comunicadas entre si a través de la liberacion de sefales
quimicas. Los receptores ubicados en regiones sensoriales como la corteza
cerebral son los encargados de la percepcion de las caracteristicas fisicas de los
alimentos (sabor, olor, textura); otras regiones como los
organoscircunventriculares y el nucleo del tracto solitario reciben, en cambio, los
mensajes de hormonas sintetizadas en el aparato digestivo que se liberan en
funcién del volumen del intestino y de la presencia de alimentos; por ejemplo la
colecistocinina produce una sefial cuando el individuo se encuentra saciado vy
provoca la inhibicion de la conducta alimentaria(Chaudhri et al., 2006). La grelina,

sintetizada por las glandulas oxinticas del estomago, a diferencia de la
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colecistocinina, produce una sefal que induce la busqueda de alimentos (Williams
and Cummings, 2005). La leptina es una hormona peptidica producida por los
adipocitos en proporcion directa a su tamano y volumen, con accion anorexigénica
y cuyos receptores se encuentran en el nucleo del tracto solitario y en el nucleo
arqueado del hipotadlamo, pero puede actuar también directamente sobre los que
se encuentran en el nucleo paraventricular (Leshan et al,2006). La insulina es otra
sefal periférica que informa al cerebro, a través de su accidn sobre sus receptores
del nucleo arqueado de la condicion actualizada de las reservas energéticas y de
la disponibilidad de nutrimentos. El neuropéptido Y forma parte del sistema
lipoestabilizador junto  con la leptina  y la hormona liberadora
de corticotropina (CRH). Los niveles altos de NPY en el fluido cerebroespinal se
asocian con una elevada ingestion de comida y una actividad fisica disminuida.

El nucleo arqueado, region hipotalamica que reside fuera de la barrera
hematoencefalica y, por tanto, es capaz de percibir cambios en la concentracion
de hormonas y nutrimentos en la sangre a través de los respectivos receptores
localizados en él. El aumento en la concentracion de leptina e insulina inhibe la
conducta de busqueda de alimentos en los animales; por el contrario, su
disminucién favorece y activa la conducta alimentaria.

Dentro del hipotalamo, el nucleo paraventricular es el lugar donde se integran las
sefales aferentes del sistema limbico, del nucleo arqueado; de otras areas
hipotalamicas como el lateral, ventromedial y del nucleo del tracto solitario. A su
vez, al decodificar la informacion entrante, el nucleo paraventricular envia
conexiones al nucleo accumbens, cuya sefalizacion es principalmente
dopaminérgica y esta relacionada con la regulacidon de los mecanismos de
recompensa o gratificacion que refuerzan positivamente el consumo de alimentos;
a la corteza cerebral (insular y frontal) cuyas neuronas sintetizan basicamente
acetilcolina y glutamato, y donde se efectuan funciones superiores de planeacion,
desarrollo y ejecucion de estrategias enfocadas en la busqueda de alimentos;
asimismo, a regiones cerebrales vinculadas con el control de la locomocion como

los ganglios basales (EImquist et al, 2005)

Facultad de Quimico Farmacobiologia, U.M.S.N.H. 27



Actividad de la Bomba de Sodio y Potasio en Ratas con Anorexia Experimental.

Figura 4. Regulacién hormonal de la conducta alimentaria.

En México se reporta mas de un millén de casos de anorexia en los ultimos diez
afos, y la cifra va en aumento. De acuerdo con las estadisticas de la Secretaria de
Salud, un 40% de las personas anoréxicas se curan totalmente, del 1 al 3%
fallecen por desnutricion, fallo cardiaco o suicidio y las restantes convierten su
anorexia en un padecimiento cronico al no conseguir una curacion total (Galvez,
2010). Algunos estudios realizados han detectado la ocurrencia de trastornos de la
conducta alimentaria en poblaciones de estudiantes de secundaria, preparatoria y
licenciatura; por ejemplo, Hernandez-Garcia  (2006) senala que en 200
estudiantes de secundaria (100 de estrato social medio alto y 100 de estrato social
medio bajo), se presentan conductas asociadas a la anorexia y la bulimia, como

dietas restrictivas (25%), atracones (mas de 27%), uso de laxantes (5%), vomitos
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autoinducidos (4% en el grupo medio bajo y 1% en el grupo medio-alto); esta
misma tendencia se observa en el uso de diuréticos (4% en el grupo medio-bajo y
3% en el medio-alto).De acuerdo con la Ensanut, la mayor prevalencia de
conducta alimentaria de riesgo se encontré en los jévenes de 15 y nifias de 13
afos. Los trastornos de este tipo representan la tercera enfermedad mas frecuente
entre las adolescentes después del asma y la obesidad. El porcentaje de nifias
que tienen “intenso miedo de subir de peso” es el doble en relacion a los nifios que
lo presenta, ellas representaron el 14.8 y los nifios 6.9 por ciento. Entre los
factores desencadenantes de la anorexia son la obesidad y el sobrepeso.La
anorexia aparte de llevar a una pérdida excesiva de peso también ocasiona

desnutricion, amenorrea, disfuncion renal y otras alteraciones hormonales.

V.3.2. Anorexia experimental

La anorexia es un trastorno de la conducta alimentaria que se caracteriza
estrictamente hablando por la reduccion de la ingesta alimentaria debido a ello hay
varios mecanismos mediante los cuales se puede inducir anorexia.La conducta
alimentaria esta regulada por hormonas (colecistocinina, grelina, leptina, insulina,
POMC, tiroxina, triyodotironina, TRH, CRH,ACTH, etc), neurotransmisores
(dopamina, serotonina), areas cerebrales (hipotalamo, hipofisis y corteza cerebral)
y péptidos (neuropeptido Y, CART), involucrados en el apetito y la saciedad, asi
como los niveles de glucosa, lipidos y aminoacidos en sangre. Segun Schwartz
(1978) la ablacion en el area del hipotalamo lateral produce una abstencion de la
ingesta alimentaria en ratas. Por otro lado, la administracion de fenfluramina vy
fluoxetina disminuyen la ingesta alimentaria. La inyeccion de serotonina en el
cerebro produce disminucion de la ingesta de alimento. También se ha observado
que la administracion oral de NaCl a altas concentraciones tiene un efecto
aversivo provocando una disminucion del apetito (Arnedo et al., 1990).
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VI. JUSTIFICACION

La anorexia es una enfermedad que ha crecido de forma alarmante los ultimos
afos,debido al modelo estético femenino vigente en nuestra cultura que ha jugado
y sigue jugando un papel muy importante, en la difusion, predisposicion,
mantenimiento e incluso la conformacién de la sintomatologia de la enfermedad.
Se desarrolla por causas biolégicas, psicolégicas, culturales y sociales
convirtiéndose asi en un problema de salud publica. El estrés provocado por los
medios de comunicacion (cine, televisidn, internet) promocionando imagenes de
modelos, actrices y cantantes con “cuerpos delgados o perfectos” han producido
una mayor incidencia en las y los jévenes a caer en este tipo de trastornos por la
necesidad que tienen por ser aceptados en la sociedad y sentirse “perfectos” sin
darse cuenta que al restringir la ingesta de alimento provocan muchas afecciones
en su salud como desnutricion, hipoglucemia, disfuncion renal, deshidratacion,
diabetes insipida e incluso en algunos casos diabetes tipo 1, llevandolos inclusive
hasta la muerte. Por otro lado, se sabe que la serotonina se encuentra aumentada
en la anorexia y existen antecedentes que muestran que la serotonina regula la
actividad de la Na'/K" ATPasa. No se conoce en ratas con anorexia nerviosa
experimental si existen cambios en la actividad de la bomba de sodio y potasio,

Por ello nos planteamos la siguiente hipotesis:
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VII. HIPOTESIS

En ratas con anorexia nerviosa experimental se incrementa el nivel de serotonina,

y por lo tanto, la actividad de la bomba de sodio y potasio.

VIIl. OBJETIVOS
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VIIL.1. Objetivo general

Determinar el efecto de la anorexia nerviosa y la restriccion forzada de
alimento sobre la actividad de la bomba de sodio y potasio en corteza cerebral de

ratas.

VIII.2. Objetivos especificos

e Implementar un modelo de anorexia nerviosa experimental (ANE) en
ratas.

e Determinar la actividad de la Na*/K*-ATPasa en corteza cerebral de
ratas con ANE Y RAF.

IX. MATERIAL Y METODOS
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IX.1. Material bioldgico

Los animales para el presente trabajo fueron ratas macho adultas de la cepa
Wistar 2 meses de edad con un peso de 260120 g, las cuales fueron mantenidas
en el bioterio del Laboratorio de Neurobiologia de la Facultad de Quimico
Farmacobiologia de la U.M.S.N.H., siguiendo los protocolos vigentes para el uso
de animales de investigacion (SAGARPA, 2001), con alimento y agua ad-libitum,
ciclos de luz y oscuridad de 12 H (7-19 H), temperatura de 24.0+2 °C y humedad
relativa de 60.0£5%.

IX.2. Induccidén de anorexia experimental.

Para la induccion de la anorexia experimental se administr6 como agua de
bebida una solucion de cloruro de sodio al 2.5% (2.5g/100ml H20), y alimento
adlibitum, para el grupo de restriccion alimentaria forzada (RAF) se les
proporcioné agua de grifo adlibitum y alimento apareado con el consumo del
modelo anoréxico, mientras que al grupo control se le dio agua y alimento ad

libitum, durante 7 dias.

IX.3. Preparacion de los homogeneizados de corteza cerebral.

Los animales se sacrificaron entre las 9:00 y 12:00 horas por fractura cervical,
realizando una incision media toracica, inmediatamente se perfundié el cerebro in
situ con 20 ml de solucién salina isotdnica fria que se inyectd en el ventriculo

izquierdo del corazén drenando a través de la vena cava inferior.

Los animales fueron decapitados, rapidamente se extrajo el cerebro y se disecé la
corteza, la cual se homogeneizé en 10 volumenes de solucion amortiguadora Tris-
HCI 50 mM a pH 7.4, con 10 pasos a 700 rpm en un homogeneizador Thomas con
vastago de teflon de 0.25 mm de luz. La obtencién de corteza cerebral se realizd
en ratas con ANE a la semana post-induccién, con sus respectivos controles. Se
realizd determinacién del contenido proteico del tejido de corteza cerebral por el

método de Lowry et al. (1951) para tener concentraciones finales de 2 ug de
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proteina/pL. A estos homogeneizados se les midié la actividad especifica de la

Na*/K*-ATPasa como se describe a continuacion.

IX.4. Medicion de la actividad especifica de la Na'/K*-ATPasa.

La actividad de la Na*"/K*-ATPasa se midi6 con el método usado por Pefia et al.
(1999), por triplicado de alicuotas de 25 pL del homogeneizado de corteza
cerebral equivalentes a 50 ug de proteina. Se preincubd el tejido durante 10
minutos a 37 °C en agitacion constante de 150 ciclos por minuto en un incubador
metabolico Dubnoff con el amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 7.4, MgCl, 6 mM, KCI
20 mM, NaCl 120 mM; con H,O tridestilada para medir la actividad total o con
ouabaina 0.1 mM para medir la actividad indirecta, en un volumen final de 150 pL.
Transcurrido el periodo de preincubacion se adicionaron 10 pL de agonista,
antagonista o ninguno de estos, transcurridos 20 minutos, se adicion6 ATP 3mM
(adenosin-trifosfato, sal libre de vanadio); finalmente la reaccién se detuvo a los 10
minutos adicionando 20 pL de TCA (&cido tricloacético) frio al 50% (w/v)
colocando las muestras en una placa de hielo para después centrifugarlas a 600 g
durante 10 minutos. Se tomaron 100 pL del sobrenadante para determinar el
fosfato inorganico (Pi) liberado de acuerdo al método de Fiske y SubbaRow
(1925), se colocaron en tubos de ensayo que contenian 500 ul de solucion de
sulfato ferroso al 4%, acido sulfurico 1.14 N y molibdato de amonio al 1%, se
completé el volumen final con 400 pL de agua. El Pi se determind
espectrofotométricamente a 800 nm a los 10 minutos de iniciada la reaccién, Las
lecturas de absorbencia se extrapolaron en una curva patron de fosfato de potasio
que se corrio en cada experimento. La actividad especifica de la Na*/K*-ATPasa
fue calculada como la diferencia entre la actividad total y la medida en presencia
de ouabaina (indirecta).

IX.5. Analisis estadistico.

Se empled el programa GradPad Prism 3.0 en la evaluacion estadistica de los

resultados experimentales, asi como para realizar su representacion grafica. Las
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curvas patron de proteina y de fosfatos se sometieron a regresiéon lineal. Se
calcularon la media aritmética (X) y la desviacion estandar (D.E.). Las
comparaciéon de los grupos control, anorexia experimental fueron evaluadas por la
prueba “t” de Student (Motulsky, 2003).

X. RESULTADOS.

Nuestros resultados muestran que las ratas a las que se les administré la solucion

de cloruro de sodio tuvieron disminucién significativo de la ingesta de alimento a
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partir del primer dia posterior a la administracion, observandose con ello una

reduccion de hasta un 75% de la ingesta alimentaria con respecto a la control al

séptimo dia del experimento. (Figura 5).
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Figura 5. Ingesta alimentaria de los grupos control, anorexia experimental y RAF.X+ D.E. de4
ratas por grupo.***p< 0.0001.

El consumo de agua por grupo se muestra en la figura 6, del dia 3 al 7 se observo
un aumento de consumo de agua en el grupo con ANE mientras que el grupo con
RAF no mostrécambios con respecto al del grupo control.
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Figura 6. consumo de agua de los grupos control, anorexia experimental y RAF. X = D.E de
04 ratas por grupo. *p < 0.05.

El peso corporal del grupo anoréxico asi como del grupo RAF fue
significativamente menor con respecto al del grupo control, a la semana de
administraciéon de la solucion de NaCl al 2.5%. Sin embargo, aunque perdieron
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mas peso los animales del grupo anoréxico que los de la RAF la diferencia no fue

significativa entre ellos (Figura 7).

@ CONTROL
B8 ANE
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% DE PERDIDA DE PESO

DIASO-7

Figura 7. Peso corporal de los grupos control, anorexia experimental y RAF. X+ D.Ede 4

animales por grupo.

Un parametro bioquimico medido en el presenteestudio fue la actividad de la
Na’/K" "ATPasa en la corteza cerebral de la rata. El grupo con anorexia
experimental presenté una disminucidén significativa de la actividad mientras que el
grupo RAF mostré6 un aumento significativo de la actividad a la semana post
induccion.
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Figura 8. Actividad de la Na*/K *- ATPasa en corteza cerebral de los grupos Control, Anorexia
experimental y RAF.X + D.Ede 4 experimentos realizados por triplicado. **P<0.01.
A)
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FIG 9. FOTOGRAFIAS DE LAS RATAS ANE, RAF Y CONTROL. A) Ratas ANE a la semana post
induccién (administracion de NaCl al 2.5%, via oral) en las que se observa disminucién en el peso
corporal, y pérdida de pelo, poliuria, pilo ereccién. B) Rata RAF a la semana post induccion
(alimento apareado con ANE) en la cual se observa una reduccion significativa de peso respecto a
la control. C) Rata control en la que se observa que mantiene un peso normal correspondiente a su

edad.

XI. DISCUSION.
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La anorexia nerviosa es una entidad muy compleja y constituye una importante
causa de morbilidad y mortalidad. Hasta el momento, la anorexia se considera
como un trastorno multifactorial en cuya génesis intervienen factores genéticos (en
algunos casos), psicologicos y socioculturales; de manera tipica comienza en
forma gradual durante la adolescencia y es mas frecuente en las mujeres que en
los hombres. En el presente trabajo, mediante la administracion de una solucion
de NaCl hipertonica (2.5%), se implementd6 un modelo de anorexia nerviosa
provocado por un estrés inducido por deshidratacion, obteniendo resultados de
acuerdo al tiempo que durd el experimento como hipofagia y pérdida de peso
(Fig.5 y7).Se sabe que el NaCl a altas concentraciones provoca un efecto
aversivo, principalmente en lo que respecta al consumo de carbohidratos,
disminuyendo asi hasta un 75% la ingesta alimentaria de los animales y
produciendo alteracién en el sistema serotoninérgico, dopaminérgico, el eje

tiroideo, y en la secrecion de hormonas como la grelina, leptina e insulina.

Existecontroversia con respecto al funcionamiento del ejetiroideo en pacientes
anoréxicas(Troisi, et al., 2005)suelen tener bajasconcentraciones séricas de T3
pero normales o disminuidasde tirotropina y T4(Bailer et al, 2003) pueden mostrar
tambiénuna respuesta retrasada de la adenohipdfisis para liberartirotropina tras
una inyeccion de TRH (Brambilla et al., 2006). Se creé quelas alteraciones del eje
tiroideo en la anorexia nerviosatienen un origen central, principalmente debido a
unaliberaciéon reducida de TRH hipotalamico, lo que seconoce como el “sindrome
de T3 disminuida”. Aun no se ha podido dilucidar el papel exacto de la serotonina
en la anorexia nerviosa, solo se sabe que hay un aumento en los niveles de ésta
en el cerebro y que los receptores 5HTan y S5HT¢g estan implicados en la
regulacion del apetito. EI 5HT1ainduce la busqueda de alimento, mientras que el

5HT4g inhibe la busqueda de alimento (Dourish et al.,1986)

Algunas investigaciones han demostrado que en desnutricion y ayuno la
actividad de la serotonina se encuentra aumentada en algunas regiones

cerebrales como la corteza cerebral y que la serotonina regula la actividad de la
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Na'/K*-ATPasa (Hernandez, 1979). Sin embargo, en la anorexia nerviosa aun no
se ha estudiado si la serotonina también regula la actividad de la bomba Na*/K* o
ésta es regulada por otros factores como neurotransmisores,hormonas u otros
mecanismos bioldgicos implicados en este trastorno. En ésta investigacion uno de
nuestros objetivos fue medir la actividad de la Na*/K* ATPasa en el grupo con
anorexia experimental dando como resultado una disminucién significativa de la
actividad de la enzima, lo que nos hace disertar si la serotonina efectivamente
regula la actividad de la enzima en la anorexia o si dicha actividad es regulada por
otros mecanismos, como los niveles de dopamina u otras hormonas implicadas en
el regulacion de la conducta alimentaria y el estrés provocado por la
deshidratacion. El Departamento de Investigacion de Neurociencias de Eli Lilly y
de la Universidad Rockefeller, en Nueva York descubrieron que la DARPP-32
media las vias de neurotransmision serotoninérgicas (la accion del PROZAC o
fluoxetina) y dopaminérgicas.Se ha observado que la dopamina tiene una funcion
natriurética, es decir reduce la reabsorcion tubular de Na, inhibiendo a la bomba
de Na'/K" en el lado basolateral del tibulo proximal, la rama cortical ascendente y
los conductos colectores corticales. Esta accion implica que la dopamina y la
DARPP-32 modulen la rama ascendente y el tubulo proximal renal. La DARPP-32
es un inhibidor potente de la fosfatasa 1, provocando la Inhibicion de dicha enzima
(Hemmings, 1984).De forma similar, la serotonina incrementa la fosforilacion de la
DARPP-32, aunque estos efectos no son mediados por la regulacion de la

liberacion de dopamina (Figura 10).
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FIGURA 10. Vias para la regulacién del metabolismo de sodio mediante factores natriuréticos y
antinatriuréticosbasadas en los datos experimentales deHemmings et al ( 1984 ). Acorde a este
modelo, la dopamina y el ANP promueven la excrecion de sodio por el aumento intracelular de
AMPc y GMPc activando a la PKA y PKG respectivamente, la activacion de éstas implica la
fosforilacion de la DARPP-32 un potente inhibidor de la fosfatasa 1(previniendo la desfosforilacion y
reactivacion de la Na'/K* ATPasa) fosforilando e inactivando a la Na'/K” ATPasa. Inversamente la
angiotensina Il Y la norepinefrina promueven la retencion de sodio por el aumento intracelular de
Ca " activando a la proteinfosfatasa dependiente de Ca*/calmodulina (proteinfosfatasa IIB;

calcineurin) desfosforilando la DARPP-32 y reactivando a la Na'/K* ATPasa.

Por otro lado, Svenningsson y colaboradores( 2002 ) propusieron un modelo por
el cual la activacion de la transmision serotoninérgica regula la fosforilacion de la
DARPP32 en Thr** Thr”®, and Ser'’. La activacion de los receptores 5HT4 6 5HTs,
respectivamente incrementan los niveles de AMPc, la actividad de la PKA'y
fosforilacion de la Thr**. Activa la PKA, también fosforila y activa la proteina
fosfatasa 2A, causando desfosforilacién de las Cdk5 en la Thr °, removiendo la

inhibicion de la PKA y aumentando la fosforilacion de la Thr **. Los receptores
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5HT, activan la PLC, aumentando la actividad de la caseina cinasa 1 (CK1), la
fosforilacion de la Ser ™', y la inhibicién de la desfosforilacién por la proteina
fosfatasa 2B (PP2B) of Thr 3. Estas diversas acciones de la serotonina sobre la
fosforilacion de la DARPP32 son sinérgicos, cada una lleva a un aumento en el
estado de fosforilacion de Thr** y a un aumento en la inhibicion de la PP1.
Provocando un aumento/disminucion en la actividad de la Na*/K* ATPasa. (Figura
11).
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FIG.11. Resumen de las vias por las que la activacion de la trasmision serotoninérgica mejora la

fosforilacion de la DARPP32 en thr34, thr 75, and ser™’.

Por otro lado, aunque este modelo genera una conducta de anorexiaa partir de un
desequilibrio electrolitico y no tiene laetiologia de la anorexia nerviosa, en ambos

subyaceuna condicion de estrés cronico, y por tanto, activaciondel eje adrenal,
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que se ha identificado como una constanteen pacientes con anorexia en periodos
criticos deldesarrollo. Asi como también el aumento en la presion arterial,
disfuncion renal, alteraciones hormonales y de neurotransmisores son algunas de
las condiciones caracteristicas tanto de la anorexia como del modelo
implementado.
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XIl. CONCLUSION.,

En la anorexia nerviosa experimental la regulacion de la actividad de la bomba de

sodio y potasio por serotonina se inhibe.
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Xlll. PERSPECTIVAS.

Medir la expresion de los receptores dopaminérgicos y serotoninérgicos en ratas

con ANE para observar suparticipaciéon en estas condiciones.

Medir la expresion de la DARPP32 en muestras tanto de pacientes anoréxicas
como de ANE.

Observar la participacion que la hormona grelina tiene en este trastorno alimenticio

para asi tratar de detectar, prevenir y curar dicho trastorno.
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