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Abreviaciones

Ntx Naltrexona

Veh Vehiculo

Ntx-Alc  Tratamiento con Ntx con acceso continuo a alimento y alcohol
Veh-Alc  Vehiculo con acceso continuo a alimento y alcohol

Ntx-P Tratamiento con Ntx con privacion parcial de alimento

Veh- P Vehiculo con privacion parcial de alimento

Ntx-AlcP  Tratamiento con Ntx con privacion parcial de alimento y alcohol
Veh-AlcP  Vehiculo con privacion parcial de alimento y alcohol



RESUMEN

INTRODUCCION: La naltrexona (Ntx) un antagonista opioide, es utilizada en clinica para el
tratamiento del alcoholismo, la dependencia a opiaceos y en menor medida en el control de la
anorexia y la bulimia. Existen dos problemas en torno a los estudios de los efectos de la
naltrexona sobre el alcohol y la conducta alimentaria: uno de ellos estéd relacionado con el
tiempo en que se evaltan los efectos despues de administrado el farmaco, ya que la mayoria de
los estudios reportados en la literatura analizan los efectos del antagonista opioide en un
maximo de 4 horas subsecuentes a su administracion. El segundo problema esta relacionado
con las condiciones de disponibilidad alimentaria de los sujetos, ya que cuando se estudian los
efectos de la Ntx sobre la conducta alimentaria, generalmente se recurre a la privacion o
restriccion de alimento, al uso de alimento azucarado o dietas especiales en solucién, asi como
el uso de inyecciones de sustancias con el fin de inducir el consumo de alimento; en cambio,
son escasos los estudios en ratas en los cuales se analice qué sucede cuando la Ntx es
administrada en condiciones de libre acceso al alimento. Con base en estos datos consideramos
importante estudiar el efecto de la Ntx en el consumo diario de alimento en condiciones de
libre demanda y de restriccion de este incentivo, ante la presencia o ausencia de un incentivo
no primario (alcohol), sobre el cual también se conoce, la Ntx tiene un efecto importante.
METODOLOGIA: Se utilizaron 80 ratas macho Wistar; 40 sujetos tuvieron acceso continuo a
agua y alimento (Exp 1), 20 de ellos estuvieron adicionalmente expuestos a alcohol (Exp 2); a
las 40 ratas restantes se les privo de alimento por 12hrs/dia (Exp 3), 20 de las cuales fueron
expuestas a alcohol (Exp 4) por 12hrs/dia. Los sujetos pasaron por una semana de linea base
(LB) seguido de un periodo de tratamiento que consistio en la inyeccidn subcutanea de Ntx
10mg/kg/dia/l4dias o solucién salina 0.2ml/dia/14 dias (Veh); finalmente se evalué una
semana de postratamiento (PT) sin inyecciones. Para fines de analisis las dos semanas de
tratamiento con Ntx o Veh se evaluaron de manera independiente (Ntx-s1, Ntx-s2). Se les
midid el consumo de agua y alimento diariamente cada 2hrs por 12hrs durante el periodo de
oscuridad y ademas el consumo de alcohol en los exp. 2 y 4.

RESULTADOS: Exp 1: El consumo de alimento se incrementd significativamente en el grupo
Ntx al final del periodo de oscuridad en Ntx-s1 y Ntx-s2 y en la fase de luz en PT, con respecto
al grupo Veh. Exp 2: en el consumo de alimento no se observaron cambios importantes en
ninguno de los grupos, pero el consumo de alcohol se incrementd en las Ultimas horas
posteriores a la inyeccion de Ntx en Ntx-s2. Exp 3: Se encontr6é un decremento significativo en
el consumo de alimento durante las 2hrs posteriores a la administracion del antagonista opioide
en el grupo Ntx en los periodos Ntx-s1 y Ntx-s2. Exp 4: el consumo de alimento se decremento
significativamente a las dos hrs posteriores a la administracion de Ntx; en el consumo de
alcohol no se observaron diferencias significativas. EI consumo de agua fue mas afectado que
el consumo de alimento en las horas siguientes a la administracion de Ntx en la mayoria de los
experimentos.

CONCLUSIONES: Parece ser que el espacio temporal entre la administracion del antagonista
opioide y las condiciones de privacion al alimento o al alcohol en los modelos animales,
pueden afectar el consumo de incentivos primarios y no primarios de manera diferencial, lo
cual se pudo reflejar tanto en la cantidad consumida como en el patrén de consumo.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Naltrexone (Ntx) an opioid antagonist, is used in clinic for alcoholism and
dependency to opiate treatment; at the same time has been used to control of obesity, anorexia
and bulimia. Two problems around the studies of the effects of naltrexone on the alcohol and
food consumption are detected in the literature: one of them is related with the time elapsed
after the Ntx administration and the assessment of the effects of its effects, since in most of
studies reported in literature, the effects of the opioid antagonist are analyzed in a maximum of
4 hours subsequent to the Ntx administration. The second problem is related to deprivation
conditions of the subjects, since in the studies oriented to assess the effects of the Ntx on the
alimentary behavior generally deprivation or food restriction is used; sweetened food or special
liquid diets as well as injections of substances with the purpose of inducing the food
consumption also are implemented; however, the studies assessing what happens when the Ntx
is administered in conditions of free access to the food are very scarce. With base in these data
we considered important to study the effect of Ntx in the daily food consumption in conditions
of food ad libitum and food deprivation, as well as in presence or absence of alcohol.
METHODS: 80 male Wistar rats were used, 40 subjects had continuous access to food and
water (Exp 1), 20 out them were additionally exposed to alcohol (Exp 2); the 40 remaining rats
were food deprived for 12hrs/day, 20 out them were not exposed to alcohol (Exp 3) and the
other 20 were exposed to alcohol 12hrs/day (Exp 4). One week of base line (BL) was recorded
followed of a period of treatment that consisted of the subcutaneous injection of Ntx
10mg/kg/day/14days or saline solution 0.2ml/day/14 days; finally one week of post treatment
was evaluated (PT). For analyses purposes, the two weeks of treatment with Ntx or Veh were
evaluated separately (Ntx-w1, Ntx-w2). Consumption of water, food and alcohol was measured
daily each 2hrs by 12hrs during the dark cycle.

RESULTS: Exp 1: The food intake decrement significantly at final of the dark period during
Ntx-s1 y Ntx-s2 and in the light phase only in the Ntx group

Exp 2: There were not important changes in the food intake in any group in this experiment,
but alcohol intake increased significantly during the last hours of the dark phase, after 8 hours
of the Ntx administration and only in the second week of treatment. Experiment 3: There was a
significantly decrement at 2hrs after the opioide antagonist administration in the Ntx group in
the periods Ntx-wl and Ntx-w2. There were not differences in LB, PT or in the total food
consumption in any of these periods. Exp 4: Food intake decrement significantly at 2hrs after
Ntx administration. In alcohol intake there was not significant differences observed. Water
consumption was more affected during the following hours after the Ntx administration than
foof intake in most experiments.

CONCLUSIONS: The temporary period between the opioid antagonist administration and the
deprivation or alimentary restriction of food or alcohol in animals models, can affect the
consumption of primary and no primary incentives in a differential way, which was evident in
both, the amount of intake and the consumption pattern.



INTRODUCCION
La alimentacion es necesaria para la sobrevivencia de todos los seres vivos. Como

cualquier especie animal, los humanos comen para proveer los requerimientos basicos del
metabolismo del cuerpo. Sin embargo, muchas veces el consumo va mas allad de estos
requerimientos, en un sentido o en otro. La preferencia o la aversion por el alimento tienen
mayor impacto en esta conducta. El tamafio, la frecuencia y la preferencia por el alimento son
variables importantes en nuestros habitos alimenticios (Shepherd, 1994). En las sociedades
modernas los habitos alimentarios se ven influenciados por factores sociales y heddnicos, esto
ha producido un incremento en el peso resultando en la obesidad de las personas. El valor
social atribuido a la alimentacion, a la salud y a la belleza fisica ha aumentado constantemente
a lo largo de la segunda mitad del siglo XX (Contreras, 1999).

Ultimamente, el ndcleo de la investigacion sobre el consumo alimentario se ha dirigido
hacia los problemas de alimentacion y salud relacionados con las condiciones de vida propias
de las sociedades modernas industrializadas. Se ha intentado prevenir y tratar la obesidad
mediante diversas estrategias muchas de las cuales se han relacionado con medicamentos para
decrementar el consumo de alimento y el peso corporal, como son los antagonistas opioides.
Estos medicamentos ya se han usado en clinica para decrementar el consumo del alcohol, la
dependencia a opiaceos y también para decrementar el peso o para controlar la anorexia y la
bulimia. Hasta el momento los antagonistas opioides son mas utilizados en el tratamiento del
alcoholismo y en menos medida en el tratamiento de trastornos alimentarios.

Por otro lado, existe evidencia de que hay un vinculo bioquimico entre el alcoholismo y
los opidceos induciendo la respectiva dependencia. Este vinculo estd basado en las
observaciones de que el producto del metabolismo del alcohol, puede interactuar con un
receptor opioide (Hamilton & Hirst, 1980).

Otros estudios reportan que los niveles normales de opioides en la sangre de
alcoholicos son un factor que ayuda a discriminar la adiccion al alcohol o a la heroina debido a
que los niveles de beta-endorfinas estan suprimidos (Genazzani, Nappi, Facchinetti, Mazzella,
Parrini, y Sinforiani, 1982). Esto conlleva a que haya un aumento de receptores para poder
captar la poca cantidad de opioide existente en el cerebro. Todo esto juega un papel importante
en la conducta de busqueda de sustancias como el alcohol.

Existen dos problemas en torno a los estudios de los efectos de la naltrexona (Ntx)

sobre el consumo de alcohol y la conducta alimentaria: uno de ellos esta relacionado con el



tiempo en que se evallan los efectos después de administrado el farmaco, ya que la mayoria de
los estudios reportados en la literatura analizan los efectos del antagonista opioide en un
maximo de 4 horas subsecuentes a su administracion. Si consideramos que la vida media de la
Ntx es de 2.7 + 1.0 hrs, es posible que durante las primeras horas posteriores a su
administracion el efecto sea mas evidente que posteriormente, cuando la sustancia activa ya ha
sufrido un proceso de metabolizacion. Con esta base consideramos conveniente estudiar el
patrén de consumo del incentivo evaluado a lo largo del dia.

El segundo problema esta relacionado con las condiciones de restriccion de los sujetos,
ya que cuando se estudian los efectos de la Ntx sobre la conducta alimentaria generalmente se
recurre a la privacién o restriccion de alimento, al uso de alimento azucarado o dietas
especiales en solucion, asi como el uso de inyecciones de sustancias con el fin de inducir el
consumo de alimento; en cambio, son escasos los estudios en ratas en los cuales se analice qué
sucede cuando la Ntx es administrada en condiciones de libre acceso al alimento. El valor
incentivo del alimento varia dependiendo del estado motivacional, de tal manera que el sustrato
neurobioldgico subyacente puede ser diferente en estados de libre alimentacion de aquellos de
estados privados de alimento (Rudski, Billington y Levine, 1994; Nader y van der Kooy,
1997).

Con base en estos datos consideramos importante estudiar el efecto de la Ntx en el
consumo diario de alimento en condiciones de libre demanda y de privacion parcial, asi como
su efecto cuando la rata consume el incentivo primario (alimento) en presencia o ausencia de

un incentivo no primario (alcohol).
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ANTECEDENTES
ASPECTOS MOTIVACIONALES DE LA CONDUCTA ALIMENTARIA

La conducta alimentaria se realiza a través de la conducta motora la cual tiene 2 fases:
una fase apetitiva, durante la cual el animal presenta una conducta de bdsqueda o procuracion
de un incentivo y la fase consumatoria, en el cual la meta es alcanzada y el apetito es satisfecho
(Shepherd, 1994).

Por otro lado, la ingesta de alimento se controla a dos niveles: uno opera a corto plazo,
cesan las reservas de carbohidratos del organismo, e impulsa a la busqueda de calorias cuando
las reservas de glucdgeno o los niveles de glucemia descienden; el otro estd mas relacionado
con los depdsitos grasos del tejido adiposo, y regula la ingesta de alimento a mediano y largo
plazo (Diaz y Vazquez, 2002).

El patrén conductual de ingestion de comida constituye un ciclo en el que los
organismos alternan los estados de hambre y de saciedad. EI hambre se considera a la fuerza
que motiva a los organismos a iniciar la basqueda e ingestion del alimento, y por saciedad se
entiende la terminacion de la ingestion provocada por la comida, en la que desaparece la
motivacion por comer (Escobar y Aguilar, 2002). Por otra parte, se reconoce que los
organismos muestran preferencias hacia cierta clase de alimentos, segin sus necesidades
fisioldgicas. A esta preferencia selectiva de alimento se le denomina apetito (Diaz y Vazquez,
2002).

La saciedad, a su vez, se ha dividido en dos estados distintos: la saciedad preabsortiva,
0 a corto plazo, que se refiere al estado de satisfaccion que lleva a la interrupcion de la
ingestion de alimentos y que sucede mucho antes de que los nutrimentos se hayan absorbido
del tracto digestivo; y la saciedad postabsortiva, que se refiere al periodo de ayuno entre dos
comidas y que depende de la absorcion y utilizaciéon de nutrimentos (Escobar, 2002).

Entre los eventos que regulan la conducta alimentaria se encuentran los factores fisicos
(Ilenado gastrico, distensién, contraccion y vaciado) y factores metabdlicos (peptidos
intestinales, neuropeptidos, hormonas, metabolismo del combustible como glucosa, amino
acidos, etc), (Melanson, 2004)
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NEUROTRASMISORES e INGESTION ALIMENTIARIA

Se sabe que los opioides juegan un rol importante en la modulacion de los aspectos del
sabor (Cooper y Kirkham, 1993) y en el control de los aspectos hedonicos de la ingestion tanto
de liquidos como de alimentos (Yeomans y Gray, 2002) produciendo un incremento en su
consumo. En contraste, otros autores han encontrado que, la ingestion de alimento cambia los
niveles plasmaticos de opioides endogenos, como las B-endorfinas, las cuales presentan un
incremento en su liberacion después de ingerir un alimento poco apetecible pero no después de
un alimento muy apetecible (Strand, 1999) también, los niveles plasmaticos de opioides
enddgenos se elevan como consecuencia de conductas de ingesta compulsiva o atracones (de
Zwaan y Mitchell, 1992). Existe un vinculo entre el sistema opioide y los desordenes
alimentarios, como es en el caso de la bulimia y la anorexia, relacién que se ha estudiado con
poco exito, aungue se sabe que los niveles de B-endorfinas son altos en plasmay en el SNC de

pacientes obesos, y reducidos en pacientes anoréxicos (Strand, 1999).

Los opioides actlian a corto plazo en el control del consumo de alimento modulando las
propiedades reforzantes del estimulo alimenticio mientras que los agonistas opioides lo
incrementan el consumo de alimento y los antagonistas opioides lo reducen. Tal accién
corresponde al control del sabor del alimento o, en humanos, al control del placer/displacer
sensorial asociado con el estimulo alimenticio (Fantino, 1988). Por otro lado, parece ser que el

sistema opioide no actua directamente en la regulacion del peso corporal (Fantino, 1988).

En general, los agonistas opioides estimulan el consumo de alimento. La estimulacion
de receptores pu y 6, pero no los k, en el nicleo accumbens (NAcc), producen un gran
incremento en el consumo de croquetas de laboratorio y en la bebida de soluciones azucaradas
en roedores (Bakshi y Kelley; 1993a, 1993b; Zhang y Kelley, 1997). Se sabe que los receptores
opioides en esta area son abundantes. (Mansour, Khachaturian, Lewis, Akil y Watson, 1988).
Por otro lado la administracion paraventricular de agonistas mu, delta y kappa estimulan el
consumo de una solucidn salina hipotonica (Gosnell y Majchrzak, 1990b; Gosnell, Majchrzak
y Krahn, 1990c)

El rol de la dopamina (DA) en la recompensa del alimento se ha descrito como un
mediador de los aspectos anticipatorio, activador o incentivo de la conducta. (Berridge y

Robinson, 1998; Stratford y Kelley, 1997). Mas especificamente, inyecciones sistémicas o
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intra-nUcleo accumbens de drogas dopaminérgicas y opioides a bajas dosis facilitan el
consumo de alimento (Vaccarino, 1995). Existe evidencia que indica que estos efectos reflejan
las propiedades reforzantes de los opioides y de las drogas dopaminérgicas (Gosnell, Crahn y
Majchrzak, 1990a; Evansy Vaccarino 1990; Sills y Vaccarino 1991).

Los neurotrasmisores, glutamato (excitador) y GABA (inhibidor) se producen en
varias zonas hipotalamicas y son los neurotrasmisores mas abundantes en esta area (Diaz y
Vazquez, 2002; Meister y Hokfelt, 1988; van den Pol, Wuarin y Dudek, 1990; van den Pol,
1991). Ambas sustancias estimulan el consumo de alimento en la rata. EI agonista GABAa,
muscimol administrado en la corteza del NAcc incrementa la ingesta de alimento, lugar de
preferencia y reacciones hedonicas positivas (Khaimova, Kandov, Israel, Cataldo,
Hadjimarkou y Bodnar, 2004) Por otro lado las microinyecciones de GABA en el area
tegmental ventral (ATV) altera la conducta apetitiva, (lkemoto y Panksepp, 1996) vy la
administracion del agonista GABAA, muscimol, en el ATV produce potentes respuestas a
comer y beber (Klitenick, y Wirtshafter, 1988)

TEORIA DEL “SET POINT”

Cada individuo parece regular el consumo de alimento y asi mantener el peso corporal
alrededor de un punto de regulacion 6ptimo. Los individuos pueden regular los habitos
alimentarios en periodos largos de tiempo asi como el mantenimiento del peso corporal en un
nivel particular alrededor de unas cuantas libras. Este nivel es denominado punto de regulacion
optimo (Set Point). Sin embargo, este punto cambia en periodos largos de tiempo, con el estado
funcional, nivel de ejercicio u otros factores (Steward, 2000). Las lesiones hipotaldamicas
pueden alterar el “Set Point” para la regulacion del peso corporal. Lesiones bilaterales en el
hipotdlamo ventromedial producen obesidad mientras que lesiones en el hipotdlamo lateral
producen pérdida de peso corporal, en ambas situaciones las ratas defienden su nuevo peso
corporal causado por la restriccion o el exceso de alimentacion (Hoebel, y Teitlebaum, 1966;
Keesey, Boyle, Kemnitz, y Mitchel, 1976). Si el crecimiento es inhibido por una restriccién
temporal, hay un periodo subsecuente de crecimiento compensatorio en el que los animales
alcanzan la composicion control ya sea por el incremento en el consumo de alimento o
utilizando eficazmente la energia (Wilson y Osbourn, 1960) EI cuerpo esta gobernado por

sefiales de retroalimentacion que controlan el consumo de nutrientes y el metabolismo. En el
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caso de los humanos solemos mantener el mismo peso corporal por muchos afos, hasta que un
pequefio incremento o decremento del consumo diario de calorias puede eventualmente resultar

en un cambio substancial del peso que con el paso del tiempo se ajusta nuevamente.

ESTRUCTURAS INVOLUCRADAS EN LA CONDUCTA ALIMENTARIA

El hipotdlamo juega un rol importante en la regulacion de consumo de alimento. Se
piensa que diferentes regiones del hipotdlamo estan involucradas en la iniciacion y la supresion
de la ingesta del alimento, principalmente bajo el control de dos regiones del hipotalamo: la
region ventromedial y la lateral (Hoebel y Teitelbaum, 1962). En 1942 Hetherington y Ranson
descubrieron que la destruccion del ndcleo ventromedial produce un incremento en la ingesta
de alimento (hiperfagia) y obesidad severa. En contraste, las lesiones bilaterales del hipotalamo
lateral producen un severo decremento en el consumo de alimento (hipofagia) por lo que el
animal muere a menos que se encuentre bajo alimentacion forzada. La estimulacion eléctrica
produce efectos opuestos a las lesiones. Esto dio la pauta de que en el hipotdlamo lateral se
encuentra un “centro de ingesta” y en el hipotdlamo medial el “centro de saciedad”
(Kupfermann, Kandel e lversen, 2000). Dentro del hipotadlamo, neuronas que residen en el
nucleo paraventricular se sujetan a la influencia de varios factores periféricos, incluyendo la
leptina y la insulina (Abhiram, 2004).

Otra de las estructuras cerebrales involucradas en el consumo de alimento es el NAcc el
cual es considerado un substrato neural importante en la regulacion de conductas motivadas y
apetitivas asi como también en las propiedades reforzantes del abuso de drogas (Koob y
Bloom, 1988; Robbins, Cador, Taylor y Everitt, 1989; Robbins y Everitt, 1996). Basso y
Kelley (1999) al inyectar 20 y 50ng de muscimol (agonista GABAa) a través de canulas en
diferentes regiones del NAcc, encontraron que la induccion de alimento por muscimol es
altamente circunscrita y especifica a la region medial del NAcc, ya que las infusiones de este
agonista en el area ventral y lateral de dicha estructura no activa el consumo de alimento. El
NAcc despliega conexiones neuroanatomicas con diversas regiones cerebrales que se sabe
estan involucradas en el control de conductas alimentarias, como son el hipotalamo lateral, la
amigdala y el ndcleo del tallo cerebral autébnomo (Kelley y Domesick, 1982; Heimer Zahm,
Churchill, Kalivas y Wohltmann, 1991). Las células en el hipotalamo lateral parecen ser

activadas por la aplicacion de un agonista GABA en las neuronas del NAcc, por lo que al
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excitar eléctricamente las neuronas del hipotalamo lateral se sabe que inducen intensamente la
alimentacion en ratas saciadas (Stratford y Kelley; 1999). Esta evidencia sugiere que las
proyecciones neurales del ndcleo medial del accumbens al hipotdlamo lateral juegan un rol

importante en el control de la conducta alimentaria.

FACTORES METABOLICOS: NEUROPEPTIDOS, PEPTIDOS INTESTINALES Y
HORMONAS.

En el tracto digestivo, principalmente en estdmago y duodeno, se codifica informacion
de distensidn, contraccion, asi como de la concentracién y composicion quimica del contenido
gastrico (Escobar-Briones, 2002). Diversos péptidos secretados en el tracto gastrointestinal o
inducidos por sefiales alimenticias indican el contenido energético o el flujo de energia al
cerebro. Dichos péptidos incluyen la leptina, la colesistoquinina, factor liberador de
corticotropina, somastostatina, enterostatina, bombesina, glucagon y GLP (glucagon like
peptide) los cuales son hipofagicos (inhiben el consumo de alimento). El neuropéptido Y
(NPY), orexina, galanina y opioides endogenos tiene efectos hiperfagicos (estimulan el
consumo de alimento) (Melanson, 2004).

A partir del descubrimiento de la leptina, hormona secretada por el tejido adiposo
blanco, la cual esta involucrada en la regulacion del alimento, del gasto energético, y el nivel
de reserva de grasa, se describieron receptores para la leptina en el hipotalamo lateral, con la
capacidad de participar en el control del equilibrio energético y funcionar como un censor de
las reservas lipidicas del organismo. Este péptido esta completamente ausente en el fenotipo
ob/ob de ratas obesas. La administracion cronica de leptina corrige este fenotipo de los ratones
mutantes (Diaz y Vazquez, 2002).

De manera general, se reconocen 3 acciones principales de la leptina: disminucion de la
ingestion de alimento, control de la diabetes resistente a insulina e impedimento de la
infertilidad (Diaz y Vazquez, 2002). Ha sido demostrado que la secrecion de leptina es
regulada por otras hormonas como la insulina, glucocorticoides y otros esteroides (Sabath,
2002). Ausencia total de leptina o insensibilidad causa hiperfagia, obesidad morbida, diabetes,
una variedad de anormalidades neuroendocrinas y disfuncion automatica e inmune (Friedman y
Halaas, 1998).
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La interaccidn de la leptina con sus receptores en el SNC puede canalizarse por varias
vias diferentes. La via del neuropeptido Y y la via de las melanocortinas son las 2 més

estudiadas y de las que se conoce mas detalle (Farifias, et al., 2005).

Via del NPY

El neuropéptido Y (NPY) producido por el hipotadlamo ejerce un efecto estimulante
directo sobre la conducta, e indirecto sobre la secrecion de insulina y el almacenamiento de
energia. En un sujeto normal, la leptina inhibe la secrecion del NPY (Diaz y Vazquez, 2002)
actuando sobre receptores hipotalamicos produciendo una disminucién del consumo de
alimento y un incremento en la actividad metabdlica (Kalra y Kalra, 2003). En condiciones
relacionadas con la pérdida de peso o con un balance negativo, como el ejercicio intenso, la
restriccion calorica y la lactancia, la via del NPY se activa provocando un incremento del
apetito, respuesta mediada por la reduccién de la retroinhibicion negativa de la leptina y la
insulina (Flier y Maratos-Flier, 1998). Con el aumento de peso o con la ingestion de comida, el
incremento de los niveles de leptina suprime la actividad de la via del NPY (Horvath, Diano, y
Tschop, 2004). El papel del NPY actla a través de distintos receptores: Y1 a Y5, siendo Y5 los
mas selectivos para estimular la ingesta (Gerald, Walker, Criscione, Gustafson, Batzl-
Hartmann, Smith, Vaysse, Durkin, Laz, Linemeyer, Schaffhauser, Whitebread, Hofbauer,
Taber, Branchek, Weinshank, 1996; Berglund, Wiemann, Clifton, Huhtaniemi y Steiner,
2003). Por otro lado se sabe que el NPY esta implicado en la modulacién del consumo del
etanol en ratas con preferencia al alcohol. Las ratas P (ratas con preferencia al alcohol) y las
HAD (ratas con consumos altos de alcohol) tienen bajos niveles de NPY en la amigdala
comparadas con las controles (Ehlers, Li, Lumeng, Hwang, Somes, Jimenez y Mathe, 1998).
La primera indicacion de que el NPY puede influenciar la autoadministracion de alcohol viene
de un estudio realizado con hamsters dorados el cual demuestra un incremento en el consumo
de alimento, agua y etanol después de la infusidn intracerebroventricular de NPY (Kulkosky,
Glazner, Moore, Low y Woods, 1988). Por otro lado Rojdmark, Calissendorff y Brismar,
(2001), encontraron que la ingestion moderada de alcohol tiene un efecto inhibitorio en la
secrecion de leptina en sujetos normales. Kiefer, Jahn, Otte, Demiralay, Wolf y Wiedemann,
(2005) midieron la concentracion de leptina en plasma de 160 adictos alcoholicos en
abstinencia durante el tratamiento con Ntx vs Acamprosato (calcio acetilhomotaurinato, que
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posee efectos sedantes semejantes a los del neurotransmisor GABA) y Ntx con Acamprosato,
observaron un incremento de la concentracion de leptina en plasma durante el placebo,
mientras que durante el tratamiento individual o combinado con Ntx y Acamprosato, la leptina
decrementaba significativamente con respecto al placebo. De lo cual deducen que hay una
asociacion de la concentracion de leptina con la duracién de la abstinencia mientras que el
incremento de leptina esta relacionado con la recaida en el consumo del alcohol.

La accion del NPY sobre los receptores Y5 puede afectarse por otros neurotrasmisores
como el GLP-1, que inhibe la ingesta y disminuye el efecto orexigénico del NPY (Turton,
O'Shea, Gunn, Beak, Edwards, Meeran, Choi, Taylor, Heath, Lambert, Wilding, Smith, Ghatei,
Herbert y Bloom, 1996).

El sistema opioide posiblemente esta involucrado en la sobre-alimentacion y en la
ganancia de peso corporal inducido por NPY, por otro lado se sabe que los antagonistas
opioides como la naltrexona 'y la naloxona administrada periférica e
intracerebroventricularmente reducen el consumo de alimento inducido por dicho neuropéptido
(Levine, y Morley, 1984; Levine, Grace, y Billington, 1990). Las neuronas productoras de
NPY estan sinapticamente unidas con neuronas que secretan -endorfinas (Chen, Li, Haskell-
Luevano, Cone y Smith, 1998). Los efectos bien documentados del NPY como son la
inhibicion de la liberacion de gonadotropinas pituitarias en ratas gonadectomizadas y la
estimulacion de la alimentacion puede estar mediado, en parte por la estimulacion de -
endorfinas (Kalra, Norlin y Kalra, 1995).

Kotz, Grace, Briggs, Billington y Levin (1996), realizaron dos experimentos, en el
primero utilizaron dos grupos de ratas, uno de ellos privado de alimento por 48horas y otro con
libre acceso al alimento, cada grupo a su vez se dividio en dos sub-grupos, tratados con Ntx (70
ug/h por minibombas) o con salina. El peso corporal y el consumo de alimento fueron medidos
a las 0, 24 y 48horas, inmediatamente después las ratas se decapitaron y se analizo el tejido
(arcuato (ARC) del nucleo paraventricular (PVN) y la corteza (CTX)). El segundo experimento
consistio en un grupo tratado con Ntx (70 ug/h) y otro grupo que solo recibio salina, améaoslos
dos grupos estuvieron privados de alimento por 48 horas. Después de la privacion se les
presentd el alimento y se midid su consumo en la 12, 22 y 42 horas después de que termino la
privcion de alimento. las minibombas liberaban Ntx durante el periodo de privacion y las 4hrs

siguientes. Kotz y cols encontraron que la administracion periférica de Ntx incrementa los
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niveles de NPY en el ARC en ratas privadas de alimento y con libre acceso a este. La privacion
de alimento produjo un incremento de los niveles de NPY hipotaldmico y un incremento de
MRNA para NPY en las tratadas con Ntx. La privacion de alimento estuvo asociada con bajos
niveles de insulina en suero y altos niveles de NPY en ARC y PVN. Los cambios en la
expresion genética debido a la Ntx fueron independientes del consumo de alimento y la
insulina plasmatica, estos resultados disminuyen la probabilidad de la influencia de las sefiales
periféricas en la neuroactividad del NPY e incrementa la probabilidad de una conexion neural

entre los sitios neurales opioidergicos y la expresion genética.

Via de las melanocortinas

La hormona estimulante de los melanocitos (MSH) es un potente péptido anorexigénico
que juega un papel importante en la homeostasis energética, primeramente, por medio de
acciones en los receptores MC4-R (Huszar, Lynch, Fairchild-Huntress, Dunmore, Fang,
Berkemeier, Gu, Kesterson, Boston, Cone, Smith, Campfield, Burn y Lee, 1997).

Los receptores MC4-R presentan dos tipos de ligandos opuestos que acttan sobre ellos,
estableciendo un sistema de regulacion especifica: efectores agonistas (aMSH) con accidén
anorexigénica y los efectores antagonistas (AgRP o proteinas analogas a la codificadas por el
gen Agouti, con accion antagonista) (Foster, Joppa, Markison, Gogas, Fleck, Murphy, Wolff,
Cismowski, Ling, Goodfellow, Chen, Saunders y Conlon, 2003). El péptido Agouti también es
un antagonista especifico de los receptores de melanocortinas MC4-R, accion que seria la
causante de la obesidad (Farifias, Meléndez, Martinez, Travieso, Posada y Dujarric, 2005).

La aMSH se forma a partir de la propiomelanocortina (POMC), cuya expresion puede
regularse por la leptina (Bjorbaek y Hollenberg, 2002; Zimanyi y Pelleymounter, 2003), la cual
estimula la expresién de POMC en las neuronas del ndcleo arqueado, donde un tercio de estas
contiene el receptor de leptina, esas neuronas pueden proyectar sus axones que contienen
aMSH a las neuronas que contienen receptores MC4-R de otra parte del hipotadlamo. El sistema
de melanocortinas tiene un antagonista endégeno AgRP, el cual es co-expresado en la misma
poblacién neuronal, como el NPY. AgRP actia como un antagonista (0 un agonista inverso) en
MC3-R y MC4-R para aumentar el consumo de comida y la disminucién del gasto de energia

(Horvath, Diano, y Tschop, 2004; Zimanyi y Pelleymounter, 2003).
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Los opioides y el sistema MSH interactian de tal forma que la naltrexona reduce los
efectos estimulantes de AgRP en el proceso de ingesta incrementando el nimero de células
MSH que activan c-fos en el nucleo arcuato del hipotalamo (Hagan, Rushing, Benoit, Woods y
Seeley, 2001). La naltrexona reduce el consumo de alimento inducido por AgRP, pero no
después de 24hrs de la administracion de AgRP (Olszewski, Wirth, Grace, Levine y Giraudo,
2001).

Como se sabe el NPY y la Pro-opiomelanocortina (POMC), estan involucrados en la
conducta alimentaria, por otro lado se sabe que el ayuno incrementa la expresion de estos dos
neuropéptidos en el nacleo arcuato (Gautron, Mingam, Moranis, Combe y Laye, 2005) asi
como de AgRP (Hahn, Breininger, Baskin y Schwartz, 1998) causando un incremento en la
ingestion.

También se ha encontrado que, desde hace mucho tiempo las orexinas juegan un papel
importante en multiples procesos fisiologicos incluyendo, el control del consumo de alimento.
La administracién central de orexinas estimula la ingesta y su produccion aumenta con el

ayuno (Farifias, Meléndez, Martinez, Travieso, Posada, y Dujarric, 2005).

CONSUMO DE ALIMENTO Y ALCOHOL: EVALUACION DIFERENCIAL

Las ratas que consumen alcohol reducen su ingesta de alimento casi en una proporcion
directa al consumo de energia obtenida del alcohol (Mitchell y Curzon, 1940). Cuando el
consumo de alcohol es la Unica fuente de fluido, por lo menos 3 sistemas reguladores estan
involucrados: el sistema regulador del fluido, la regulacién caldrica, y la capacidad para el
metabolismo del alcohol (Larue-Achagiotis, Poussard y Louis-Sylvestre, 1990).

El indice de masa corporal es positivamente correlacionado con el consumo del alcohol
(Wannamethee y Sharper, 2003; Lahti-Koski, Pietinen, Helidvaara y Vartiainen, 2002)
aumenta el consumo de alcohol, aumenta el indice de masa corporal, dando un soporte
adicional a que el alcohol es un factor de riesgo para la obesidad. No obstante, no todos los
estudios epidemioldgicos encuentran relacion entre el alcohol y el indice de masa corporal.

El consumo de alcohol afecta muchos neurotrasmisores, hormonas y otras sefiales
aferentes, incluyendo leptina, neuropéptido Y (NPY), serotonina (5-HT), acido y-aminobutirico
(GABA), opioides y GLP-1 (glucagdn-like peptide de sus siglas en inglés). Cambios en

cualquiera o en todos puede producir la carencia de la compensacién en la reduccion del
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consumo de alimento seguida de la ingestion de alcohol o la estimulacién a corto plazo del
apetito por el alcohol (Yeomans, Caton, y Hetherington, 2003).

El NPY se sabe tiene efectos hiperfagicos, los cuales son atenuados por la presencia de
leptina (Wang, Bing, Al-Barazanji, Mossakowaska, Wang, McBay, Neville, Taddayon,
Pickavance, Dryden, Thomas, McHale, Gloyer, Wilson, Buckingham, Arch, Trayhurn y
Williams, 1997). Se ha mostrado en animales que la ingestién de alcohol conduce al
incremento en los niveles de NPY central (Clark, Keaton, Sahu, Kalra, Mahajan y Gudger,
1998). A su vez, moderadas cantidades de alcohol producen un efecto inhibitorio en la
secrecion de leptina (Yeomans, Caton, y Hetherington, 2003) incrementando por ende la
liberacion de NPY, y asi induciendo la conducta alimentaria. También se sabe que la
administracion central de antagonistas opioides decrementa el consumo de alimento inducido
por NPY (Kotz, Grace, Billington, y Levine, 1993; Lambert, Wilding, Al-Dokhayel, Gilbey, y
Bloom, 1993; Levine, Grace, y Billington, 1990).

La Ntx administrada en el nucleo del tracto solitario (NTS) decrementa el consumo de
alimento inducido por NPY inyectado en el nucleo paraventricular (NPV) indicando que el
consumo producido por NPY en NPV es un relevo en la via funcional de los receptores a
opioides en el NTS (Kotz, Glass, Levine y Billington, 2000).

Muchas de las acciones fisioldgicas y farmacoldgicas del alcohol han sido atribuidas a
los efectos sobre el sistema GABAérgico (Chester y Cunningham, 2002), este sistema también
juega un papel en el control normal del alimento. La estimulacion de los receptores GABAa
hipotalamicos incrementa el consumo de alimento y el peso corporal (Woods y Seeley 2006).
El agonista GABA A, muscimol administrado en la corteza del NAcc incrementa la ingesta de
alimento, lugar de preferencia y reacciones heddnicas positivas (Khaimova, Kandov, Israel,
Cataldo, Hadjimarkou y Bodnar, 2004) Por otro lado las microinyecciones de GABA en el area
tegmental ventral (ATV) altera la conducta apetitiva, (lkemoto y Panksepp, 1996) vy la
administracion del agonista GABAA, muscimol, en el ATV produce potentes respuestas a
comer y beber (Klitenick, y Wirtshafter, 1988)

El alcohol también induce la liberacion de opioides endogenos (Widdowson y Holman,
1992) y esto ha sido implicado en la mediacion de los efectos reforzantes del alcohol. Los
opioides también estan implicados en los componentes de la recompensa orosensorial del

alimento. La liberacion opioide inducida por alcohol modifica subsecuentemente la liberacion
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opioide inducida por el alimento, aunque no ha sido probado, pero es otro componente
potencial neural de la estimulacién del apetito por el alcohol (Yeomans, Caton, y Hetherington,
2003).

RESTRICCION O PRIVACION DE ALIMENTO

Se sabe que la restriccidon o privacién de consumo de alimento afecta la liberacion de
opioides hipotalamicos, generalmente decrementandolos. Similarmente, los niveles de B-
endorfinas disminuyen en el nicleo arqueado de las ratas después de una restriccion
prolongada (16 dias) restriccion de alimento (Knuth y Friesen, 1983) y es menor en el plasma
de sujetos obesos después de la restriccion caldrica (Scavo, Barletta, Buzzetti, y Vagiri, 1988).
En contraste, los niveles de dinorfinas inmunoreactivas se elevan en regiones hipotaldmicas de
animales restringidos cronicamente (Berman, Devi y Carr 1994). Se sabe que la privacion de
alimento decrementa los niveles de mMRNA POMC hipotalamicos (Bergendahl, Wiemann,
Clifton, Huhtaniemi y Steiner, 1992; Brady, Smith, Gold y Herkenham, 1990; McShane,
Petersen, McCrone, y Keislerl, 1993) y también el mRNA para prodinorfinas (Chua, Brown,
Kim, Hennessey, Leibel y Hirsch, 1991). Los estudios encontrados son inconsistentes ya que
por un lado se sabe que la privacion alimentaria reduce los niveles hipotaldmicos de -
endorfinas (Gambert, Garthwaite, Pontzer y Hagen, 1980; McLaughlin, Baile y Della-Fera,
1985) y dinorfinas (Vaswani y Tejwani, 1986), y por otro lado se ha reportado un incremento
de estos péptidos en respuesta a la privacion de alimento en ciertas regiones del cerebro
(Majeed, Lason, Przewlocka y Przewlocki, 1986; Mitev, Almeida y Patchev,1993).

Existe un papel fisiologico del NPY en el control del consumo de alimento después de
un periodo de privacion. Stanley, Magdalin, Seirafi, Nguyen, y Leibowitz, (1992) utilizaron
anticuerpo de NPY para examinar el papel del NPY en el control del consumo de alimento
inducido por el ayuno en ratas que se mantuvieron en una dieta altamente apetitosa. Los
animales que consumieron dicha dieta incrementaron el consumo de alimento, con el tiempo se
volvieron obesos y tuvieron un incremento de los niveles de NPY hipotaldmicos (Wilding,
Gilbey, Mannan, Aslam, Ghatei y Bloom, 1992). Lambert, Wilding, Al-Dokhayel, Bohuon,
Comoy, Gilbey, y Bloom, (1993) ampliaron estas observaciones demostrando el papel del NPY

en el control central de consumo de alimento después de la privacion de alimento.
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Con respecto al consumo de agua se sabe que al mismo tiempo que las ratas son
expuestas a la restriccion de alimento, ain cuando el agua esta disponible en todo momento,
dejan de beber mientras dura el periodo de restriccion de alimento (Martinez, 2007). LOpez
Espinosa y Martinez (2001) utilizaron dos programas de privacion alimentaria. Al primero se
le privo por 24hrs y al segundo grupo por 12hrs de restriccion, por 12hrs de acceso libre.
Encontraron que el consumo de alimento se modificd en los periodos de privacidén, mostrando
un consumo elevado al término de la restriccion y decreciendo gradualmente los dias
subsecuentes. El consumo de agua mostrd efectos diferenciales dependiendo del programa de
privacion. Durante la privacion alimentaria de 24hrs el consumo de agua decremento y en los

periodos de libre demanda mostr6 aumentos en el consumo mayores al de la linea base.

OPIOIDES

Opioide, es el término utilizado para referirse Unicamente a los compuestos enddgenos
con acciones semejantes a la morfina, pero esta distincion ha desaparecido gradualmente y
ahora es utilizada tanto para los opioides endégenos como para los exdgenos (Olson, Olson y
Kastin, 1991). El sistema opioide esta involucrado en tres funciones principales: 1) modulacion
de la respuesta a estimulos dolorosos y estresantes, (Fernandez-Guardiola, 1994), 2) en el
reforzamiento de conductas ante estimulos percibidos como gratificantes, y 3) en funciones
homeostaticas de adaptacion, como la regulacion de la temperatura corporal, consumo de agua
y alimento (Gianoulakis, 2001).

Los opioides enddgenos estan divididos en 3 grupos: las endorfinas, encefalinas y las
dinorfinas. Las endorfinas surgen de la B-lipotropina, la cual se une a la Pro-opiomelanocortina
(POMC). La B-lipotropina, actua como una pro-hormona para diversos y largos fragmentos de
aminodacidos, a, B y y-endorfinas. La proencefalina es el precursor de las encefalinas y la
prodinorfina el precursor de las dinorfinas.

Las tres familias de neuropéptidos opioides son diferencialmente expresadas a lo largo
del SNC. EIl ndcleo arqueado del hipotalamo es una de las regiones donde se sintetizan
principalmente las endorfinas; ahi se encuentran en todas las células del l6bulo intermedio y
de las celulas pituitarias que contienen ACTH.

La proencefalina fue inicialmente descubierta en las glandulas adrenales vy

posteriormente en el cerebro. Las neuronas que contienen proencefalina estan mas
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ampliamente distribuidas en el cerebro que las neuronas que contienen POMC. Se localizan
especialmente en el diencéfalo y el tronco encefalico.

El palido ventral esta densamente inervado con células y fibras de dinorfinas, mientras
que el globo pélido esta enriquecido con encefalinas.

Se sabe que en ratones obesos se ha encontrado que los niveles de B-endorfinas y
dinorfinas se encuentran elevados en el nucleo hipotaldmico dorsomedial (Balon-Perin,
Kolanowski, Berbinschi, Franchimont y Ketelslegers, 1991) mientras que en humanos obesos
los niveles de B-endorfinas estan elevados en plasma (Khawaja, Chattopadhyay, y Green,

1991) y se encontrd que se correlacionaban positivamente con el peso corporal.

Clasificacion de los receptores opioides

Los receptores opioides son miembros de la familia de receptores transmembranales
acoplados a proteinas G: 1, d y K.

Los receptores i1 muestran alta afinidad a morfina y menor a encefalina. Se encuentran
altamente distribuidos en el cerebro y en la medula espinal, principalmente postsinaptica y
ocasionalmente presinapticamente (Ding, Kaneko, Nomura, y Mizuno, 1996). Altos niveles de
MRNA para receptores p se encuentran en el tdlamo, estriado, locus ceruleus y el nucleo del
tracto solitario y en menor cantidad en el cerebro y en la médula espinal. Se dividen en: mul y
muz2, estos intervienen en la analgesia, euforia, sensacion placentera, junto con el decremento
de la respiracién, tono muscular, movimiento del tracto digestivo y cambios hormonales
(Villarejo, 1998).

Los receptores k muestran gran afinidad a las dinorfinas. Representan aproximadamente
el 10% del total de las uniones a opioides en el cerebro de la rata y se localizan en altas
concentraciones en el nicleo accumbens, sustancia nigra, area ventral tegmental y el nucleo del
tracto solitario. Se encuentran predominantemente en el hipotdlamo y estan presentes en el
I6bulo neural e intermedio de la pituitaria (Mansour, Burke, Pavlic, Akil y Watson, 1996). Los
receptores k se dividen en kappal y kappa2. La actividad de estos receptores produce
analgesia, sedacion, suefio, produccion de orina y miosis (Villarejo, 1998).

Los receptores o tienen alta afinidad para las encefalinas y minima afinidad a
endorfinas y morfina. Se encuentran distribuidos en la corteza, estriado y el area reticular

lateral. Incluye 2 subgrupos deltal y delta2. La actividad de estos receptores tiene un impacto
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en el reforzamiento de drogas, respiracion, humor y también pueden intervenir en la analgesia
(Villarejo, 1998).

Los receptores mu y kappa juegan un importante papel en la integracion sensorial, tanto
en la regulacion de la secrecion de hormonas del eje hipotalamo-pituitaria y de las conductas
homeostaticas como consumo de alimento y agua, conducta sexual y regulacion de la
temperatura.

La activacion de los receptores mu y delta suelen producir patrones semejantes en la
liberacion de neurotransmisores, mientras que la activacion de receptores kappa suelen

producir patrones opuestos (Oswald y Wand, 2004).

ANTAGONISTAS OPIOIDES Y CONSUMO DE ALIMENTO

La naltrexona (Ntx) un antagonista opioide inespecifico, tiene una vida media de 2.7 +
1.0 hrs (Gonzélez y Brogden, 1988). La naltrexona es utilizada en clinica para decrementar el
consumo del alcohol, dependencia a opiaceos, aunque también se han encontrado estudios en
los que se le utiliza para decrementar el peso o para controlar la anorexia y la bulimia. Spiegel,
Stunkard, Shrager, O"Brien, Morrison y Stellar (1987), encontraron que al incrementar en 4
dias consecutivos la dosis de naltrexona de 25 a 200 mg se reduce en un 30% el consumo de
comida en hombres obesos aunque el peso corporal y el consumo de agua no se vieron
afectados con la droga. Sugieren que una prueba de aversion condicionada 0 anorexia
condicionada se puede desarrollar en algunos sujetos.

Jones y Corp (2003) al administrar Ntx (73pg/pl/h) cronicamente a hamsters machos
por medio de minibombas en un periodo de 6 dias, observaron un incremento en el consumo de
alimento. En contraste, estos autores no encontraron diferencias entre los grupos control y
experimental cuando la administracion de Ntx fue aguda (3mg/kg i.p.) y se hizo 30 minutos
antes de la exposicion al alimento con una hora previa a la privacion.

La potencia de los agonistas y antagonistas opioides en el consumo de alimento es
asociada fuertemente con el sabor del alimento y sus caracteristicas nutricionales. Los diversos
antagonistas opioides causan diferentes efectos en el consumo diferencial de carbohidratos,
grasas, proteinas y el total de nutrientes. Los resultados de su administracion dependen del
sabor de la dieta, de la especies bajo estudio y la ruta de administracion del antagonista, todos
afectan los resultados (Strand, 1999). Yeomans y Gray (1996) encontraron que en los humanos
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la administracion de 50 mg de Ntx reduce significativamente el consumo de grasas y proteinas
pero el consumo de alimentos salados y dulces no es afectado por la Ntx.

Se sabe que los antagonistas opiaceos actuan blogueando los receptores a opioides
decrementando el consumo de alimento y disminuyendo el peso en ratas obesas (Marin-Bivens
y Olster, 1999; Jarosz y Metzger, 2002). La administracion icv de beta-endorfinas o dinorfinas
incrementan el consumo de alimento, un proceso que es reducido por naloxona o naltrexona.
Los roedores geneticamente obesos paran de comer cuando son tratados con antagonistas

opioides (Margules, Moisset, Lewis, Shibuya y Pert, 1978).

ANTAGONISTAS OPIOIDES, CONSUMO DE ALCOHOL Y AGUA

Se ha descrito que el efecto de la Ntx sobre el consumo de alcohol es independiente
de la dosis, a mayor dosis mayor efecto(Gardell, Hubbell y Reid, 1996; Coonfield, Hill,
Kaczmarek, Ferraro y Kiefer, 2002; Hill y Kiefer, 1997; Phillips, Wenger y Dorow, 1997). Por
ejemplo, Hill y Kiefer, (1997) encontraron que la naltrexona produce un mayor decremento en
la respuesta de ingestion de alcohol al 10%, asi como un cambio en su valor heddnico con
3mg/kg que con 1mg/kg. En el caso del alimento se ha encontrado el mismo efecto
dependiente de la dosis por ejemplo Kanarek, Mathes, Heisler, Lima y Monfared (1997),
encontraron con ratas Long-Evans que tenian acceso a croquetas de alimento o croquetas y una
solucion de sacarosa al 32%, que las inyecciones de Ntx (0.3 6 3mg/kg) causaron efectos
minimos en el consumo de los animales que consumieron Unicamente croquetas. En contraste,
la Ntx produjo un decremento dependiente de la dosis en el consumo de croquetas en las rata<s
que consumieron previamente sacarosa.

Por otro lado, también se ha estudiado el efecto de la Ntx sobre la liberacion de B-
endorfinas. Por ejemplo Zalewska-Kaszubska, Gorska, Dyr y Czarnecka (2008) encontraron
que la administracion i.p. de 2mg/kg de Ntx por 10 dias caus6 un incremento significativo de
B-endorfinas en plasma de un grupo de ratas Warsaw High Preferring, con libre acceso a
alcohol, esto con respecto al grupo control y un grupo salina con acceso a agua. Estos
hallazgos sugieren que la Ntx puede operar por dos mecanismos diferentes, un mecanismo
principal que actta blogueando los receptores opioides, causando un decremento en el efecto
de reforzamiento positivo del incentivo, y otro mecanismo que se basa en el tratamiento

repetido con Ntx, produciendo un incremento de las concentraciones de P-endorfinas. Este
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incremento en la liberacion de B-endorfinas pituitaria puede probablemente restablecer la
distribucion del balance en el sistema mesolimbico de recompensa, los cambios en la
liberacion de B-endorfinas en la pituitaria podrian reflejar cambios similares en la liberacion de
B-endorfinas a nivel central (Dai, Thavundayil y Gianoulakis 2005)

Se sabe que, la naltrexona puede reducir el consumo de agua mientras este antagonista
es administrado. Goodwin, Campisi, Babinska, y Amit, (2001) midieron el consumo de 24hrs
de alcohol al 10%, sacarina al 0.1%, quinina al 0.0006%, sacarina 0.4% + alcohol al 10%, y
sacarina 0.4% + quinina 0.04% cuando se les administraba diariamente 10mg/kg de Ntx (i.p)
1hr antes de que se apagara la luz a ratas machos Long-Evans y Wistar, encontrando que el
consumo de agua disminuia con respecto a la LB durante la fase de tratamiento en todos los
grupos, excepto en aquel que bebid cuando se tenia acceso al agua junto con la solucion de
sacarina al 0.1%. La reduccién en el consumo de agua fue probablemente el resultado en el
incremento del consumo de las sustancias saborizadas a las cuales los sujetos tenian acceso
voluntario y no hubo recuperacion aun cuando la Ntx se suspendio. Estos datos no se
confirman en otros estudios realizados por diferentes autores, los efectos de la Ntx dependen
de las condiciones experimentales es decir, de la dosis y del consumo de otras sustancias. Por
otro lado, se sabe que la Ntx reduce selectivamente el consumo de fluidos que mantiene la
mayor cantidad de respuestas (Williams y Woods, 1999).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Naltrexona (Ntx) es un antagonista opioide utilizado en clinica para decrementar el
consumo del alcohol, la dependencia a opiaceos y también para decrementar el peso o para
controlar la anorexia y la bulimia. Por otro lado, se sabe que el consumo de alcohol puede ser
un factor de riesgo para la obesidad (Suter, Hasler y Vetter, 1997), ya que en dosis bajas a
moderadas aumenta el consumo de alimento. Esto podria deberse, en parte, a que el alcohol
reduce la liberacion de leptina, encargada de inhibir la liberacion del neuropéptido Y (NPY).
El NPY es un neurotransmisor orexigenico que al liberarse aumenta el consumo de alimento.
También se sabe que las calorias ingeridas por el consumo de alcohol, son adicionadas a las del
consumo de alimento (Yeomans, Hails y Nesic, 1999) lo cual puede tener repercusion tanto en
la ingesta alimentaria como en el peso corporal del sujeto.

Por otro lado se ha sugerido que la liberacion opioide inducida por alcohol pudiera
modificar subsecuentemente la liberacion opioide inducida por el alimento y esto pudiera ser
otro componente potencial neural de la estimulacion del apetito producido por el consumo de
alcohol. Los antagonistas opioides se han utilizado para reducir el consumo de alimento tanto
en el area clinica como en la experimental. En este ultimo caso los estudios coinciden en el
hallazgo de un decremento en la ingestion de alimento en sujetos bajo este tratamiento. Por
otro lado son pocos los estudios donde se investigue el efecto diferencial de la Ntx entre un
estimulo primario como es el agua y el alimento y un estimulo no primario como es el alcohol.

Estudios en nuestro laboratorio muestran que si se administra una dosis de 10mg de Ntx
a ratas que tienen acceso libre al alcohol las 24hrs el consumo de alimento incrementa
significativamente el consumo de alimento pero la droga no afectd el consumo del alcohol
(Juérez y Barrios De Tomasi, 2007), este resultado discrepa de los hallazgos reportados en la
literatura que indican la Ntx reduce tanto el consumo de alimento como el del alcohol.

Considerando que el alcohol pudiera tener alguna interaccion con la Ntx en sus efectos
sobre la conducta alimentaria, otro estudio en nuestro laboratorio en el que se administré la
misma dosis de Ntx (10mg) a ratas que no tuvieron acceso al alcohol. En este caso, la Ntx no
redujo el consumo de alimento.

Existen dos problemas entorno a los estudios de los efectos de la naltrexona sobre el
alcohol y la conducta alimentaria: uno de ellos esta relacionado con el tiempo en que se
evallan los efectos después de administrado el farmaco, ya que la mayoria de los estudios
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reportados en la literatura analizan los efectos del antagonista opioide en un maximo de 4 horas
subsecuentes a su administracién. Si consideramos que la vida media de la Ntx es de 2.7 + 1.0
hrs, es posible que durante las primeras horas posteriores a su administracion el efecto sea mas
evidente que posteriormente, cuando la sustancia activa ya ha sufrido un proceso de
metabolizacion. Con esta base consideramos conveniente estudiar el patron de consumo de
alimento evaluado a lo largo del dia.

El segundo problema esta relacionado con las condiciones de privacion o restriccion de
los sujetos, ya que cuando se estudian los efectos de la Ntx sobre la conducta alimentaria
generalmente se recurre a la privacion o restriccion de alimento, al uso de alimento azucarado
o dietas especiales en solucion, asi como el uso de inyecciones de sustancias con el fin de
inducir el consumo de alimento; en cambio, son escasos los estudios en ratas en los cuales se
analice qué sucede cuando la Ntx es administrada en condiciones de libre acceso al alimento.
El valor incentivo del alimento varia dependiendo del estado motivacional, de tal manera que
el sustrato neurobioldgico subyacente puede ser diferente en estados de libre alimentacion de
aquellos de estados privados de alimento (Rudski, Billington y Levine, 1994; Nader y van der
Kooy 1997).

Para atender a esta problematica consideramos que es importante estudiar el efecto de la
Ntx en el consumo diario de alimento en condiciones de libre acceso y bajo privacion parcial.
Tambien, es importante estudiar que efecto tiene la Ntx en el consumo del alimento en

presencia o ausencia de acceso libre al alcohol.
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OBJETIVO GENERAL
— Estudiar el efecto de la Naltrexona (Ntx) en los patrones de consumo de alimento en
ratas con libre acceso y bajo privacion parcial de alimento, en presencia y ausencia de

etanol, en la rata.

HIPOTESIS GENERAL
— EI efecto de la naltrexona en los patrones alimentarios de la rata, sera diferente
dependiendo del estado de privacion parcial alimentaria y de la presencia o ausencia de

disponibilidad al alcohol.

El analisis de las hipotesis planteadas requirié de la realizacion de cuatro experimentos,
los cuales pueden ser analizados individualmente, ya que cada uno de ellos proporciona
informacion que contribuyen parcialmente a la solucion del problema general anteriormente
planteado. Para facilitar la presentacion de los resultados, primero se describiran los métodos
que son comunes a todos los experimentos y luego se presentaran cada uno de los
experimentos por separado, con sus resultados y su discusion. Finalmente se discuten los

resultados de todos los experimentos de manera integral.

METODO GENERAL

VARIABLES

Independientes Dependientes

- Tratamiento con Ntx con acceso Consumo de alimento
continuo a alimento. Consumo de alcohol

- Tratamiento con Ntx con acceso Ganancia de peso corporal
continuo a alimento y alcohol. Consumo de agua

- Tratamiento con Ntx con previa Porcentaje de grasa

privacion parcial de alimento.
- Tratamiento con Ntx con previa

privacion parcial de alimento y alcohol.
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DISENO EXPERIMENTAL GENERAL

Se utilizaron 8 grupos de 10 ratas macho Wistar adultos cada uno. Considerando que las
ratas tienen habitos nocturnos, la medicién periddica de las variables dependientes se hizo en
esta etapa, para lo cual se les invirti6 el ciclo de luz-oscuridad. Una semana antes del inicio de
cada experimento, los sujetos fueron colocados en cajas individuales. Se registraron los valores
de linea base de todas las variables dependientes correspondientes a cada experimento y
posteriormente se evaluaron en dos semanas de tratamiento (Ntx-sl1 y Ntx-s2), y una de
postratamiento (PT). Los detalles se explicaran posteriormente en cada uno de los apartados
correspondientes a cada experimento.

Se realizaron cuatro experimentos con dos grupos cada uno, los cuales fueron
denominados de la siguiente manera: Experimento 1 administracion de Ntx (10mg/kg) con
acceso a alimento y agua en condiciones de no privacion (Grupos: Ntx y Veh) (Fig 1);
Experimento 2 administracion de Ntx (10mg/kg) con acceso a alimento, agua y alcohol en
condiciones de no privacion (Grupos: Ntx-Alc y Veh-Alc), (Fig 2); Experimento 3
Administracion de Ntx (10mg/kg) con acceso a alimento y agua en condiciones de privacion
parcial alimentaria (12hrs/dia) (Grupos: Ntx-P y Veh-P) (Fig 3) y Experimento 4
administracion de Ntx (10mg/kg) con acceso a alimento, agua y alcohol en condiciones de
privacion parcial de alimento (12hrs/dia) (Grupos: Ntx-AlcP, Veh-AlcP) (Fig 4). En todos los
grupos durante las horas del periodo de oscuridad se midié el consumo de alimento y liquidos
(agua sola y agua con etanol) cada 2hrs después de la inyeccion del antagonista opioide o el
vehiculo, hasta cumplir 12hrs de medicion (6 registros), posteriormente, la siguiente medida se
realizd 12 horas mas tarde hasta cumplir las 24hrs diarias (1 registro). En el caso de los grupos
con privacion parcial alimentaria (Experimento 3) y alcohol (Experimento 4), se les retiro el
alimento/alcohol durante 12 horas en el periodo de luz para la rata, es decir, de las 8:00 PM a
las 8:00 AM, después a las ratas se les inyectd la Ntx o el vehiculo y se midié el consumo de
las diferentes variables dependientes cada dos horas hasta cumplir 12 horas (6 registros) y
empezar un nuevo ciclo. Todos los grupos tuvieron acceso a agua por 24hrs.

Los grupos con acceso a alcohol (Ntx-Alc, Veh-Alc, Ntx-AlcP, VVeh-AlcP) pasaron por

un periodo de induccién al alcohol en el cual se les iba aumentando paulatinamente la
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concentracion de etanol (6%, 8%, 10%) cada concentracién se les dio por dos dias. Cuando
tuvieron acceso al 10% y los consumos se estabilizaron, se registrd la LB siguiendo la
metodologia de cada experimento segun fue el caso.

Los valores de consumo medidos a las 08:00 hrs correspondieron al consumo de las
doce horas de la fase de luz y se analizaron por separado del resto de las horas de la fase de

oscuridad donde se obtuvieron valores cada 2 horas.

Tratamientos

A los grupos Ntx (Ntx, Ntx-Alc, Ntx-P, Ntx-AlcP) se les inyectd Ntx 10mg/kg/dia 'y a
los grupos Veh (Veh, Veh-Alc, Veh-P, Veh-AlcP) suero fisioldgico; los sujetos del
Experimento 1 y los del Experimento 2, fueron inyectados a las 10:00 AM y permanecieron
con acceso al alimento (Experimento 1) o a alimento y alcohol (Experimento 2) a libre
demanda por 24 horas. En el caso de los Experimento 3 y 4 la inyeccion (Ntx o Vehiculo) se
administro a las 08:00 AM después de 12 horas de privacion parcial de alimento (Experimento
3) o alimento y alcohol (Experimento 4); inmediatamente después de la inyeccion a unos
grupos se les dio acceso al alimento 0 a otros alimento y alcohol por las siguientes 12 hrs. Al
término de este periodo a unos grupos se les privo de comida y a otros de comida y alcohol por
12 horas de uno o ambos estimulos, esto de acuerdo al experimento en curso, para iniciar al
siguiente dia un nuevo ciclo de tratamiento.

Durante el periodo de PT a todos los sujetos se les suspendio el tratamiento con

naltrexona o vehiculo y siguieron con el mismo esquema realizado para la LB.

Analisis estadisticos

Se aplicaron analisis de varianza, los cuales fueron de dos factores, mixtos y se uso la
prueba de Tukey para analisis a posteriori, tomando en cuenta un nivel de significacion de p <
0.05, en todos los casos. Los valores obtenidos de las 20:00 a las 08:00 hrs, como se menciond,
representaron los consumos de 12 horas de la fase de luz y se analizaron con una prueba t de
Student por separado de las horas del periodo de oscuridad. Todos los analisis corresponden a

los promedios de 10 sujetos en 7 dias en cada hora para todos los periodos
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El factor B que representa las fases experimentales independientemente del tratamiento
no es muy relevante para los objetivos de los diferentes experimentos por lo cual sélo se hara
énfasis en él cuando se haya observado algun cambio en el patrén de consumo.

Porcentaje de grasa

Considerando que pudiese haber un efecto importante sobre el consumo de alimento y
por ende del peso, se decidié analizar el porcentaje de grasa corporal como una variable
dependiente secundaria. Este valor se determiné para los 4 experimentos por separado (n=8
para cada grupo). Se sacrificaron los sujetos y posteriormente se separd del cuerpo, la piel, las
visceras, las extremidades, la cabeza, la carne magra y la grasa. Unicamente se considerd el
porcentaje de grasa de la carcaza del animal y de las visceras.

El calculo se realizo de la siguiente manera:

% de grasa = PG (100) / PC,

en donde PC= promedio de peso corporal (3 dias) y PG= peso grasa corporal.

Consideraciones éticas

Todas las manipulaciones y cuidados de los animales de este experimento siguieron los
lineamientos especificados por la guia de uso y cuidado de animales de laboratorio, Instituto
Nacional de Salud (Instituto de Recursos para Animales de Laboratorio, Commission on Life

Sciences, National Research Council, 1996).
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EXPERIMENTO 1
Administracion de Ntx (10mg/kg) con acceso a alimento y agua en condiciones de no

privacion.
OBJETIVO PARTICULAR

- Estudiar el efecto de una sola dosis de Ntx sobre la distribucion del consumo de alimento

durante 24hrs en ausencia de etanol bajo un esquema de libre acceso al alimento.

HIPOTESIS PARTICULAR
En las horas subsecuentes a su administracion, la Ntx causara un decremento
significativo en el consumo de alimento, pero ese decremento se recuperara gradualmente y en

24 horas no sera significativamente diferente al consumo de alimento del grupo control.

DISENO EXPERIMENTAL

Este experimento 1 (Figura 1), participaron dos grupos (Ntx, Veh) que tuvieron acceso
libre al alimento las 24 horas (Figura 1). Los grupos fueron expuestos a una semana de linea
base (LB) (7 dias), seguida por 14 dias de tratamiento (Ntx-s1 y Ntx-s2) en las cuales al grupo
Ntx se les inyectd s.c. 10mg/kg de Ntx y al grupo Veh 0.2ml/kg de suero fisioldgico.

Finalmente se analiz6 una semana de postratamiento (PT).

/ Tratamiento \

Inyeccion i.p. de Ntx 10mg/kg/rata/dia o
/ Linea Base (LB) \ Veh suero fisiolégico 0.2ml/kg/rata/dia a las 10:00 (fase de
(1 semana) oscuridad)
Registro del consumo de Registro del consumo de alimento
alimento cada 2hr durante cada 2hr durante la fase de oscuridad y cada 12hr durante la
la fase de oscuridad y cada fase de luz
12hr durante la fase de luz (2 semanas, Ntx-s1, Ntx-s2)
Grupos: Ntx, Vehn=10 K /

= /

Post-Tratamiento (PT) (1 semana)
Registro del consumo de
alimento cada 2hr durante la fase de oscuridad y cada
12hr durante la fase de luz

Fig 1
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RESULTADOQOS
CONSUMO ALIMENTO

En el consumo total de alimento, el ANDEVA grupo (Ntx -Veh) X periodo (LB, Ntx-
s1, Ntx-s2, PT) no mostro diferencias significativas ni en el factor grupo ni en la interaccion
(Fig 1.1). Se encontraron diferencias en el factor periodo (F(3,54)=6.92, p=0.0005) donde se
observa que la LB fue significativamente mayor al resto de los periodos independientemente
del grupo.

Con el fin de conocer el patron de consumo de alimento posterior a la inyeccion de Ntx,
se aplico, para cada periodo, un ANDEVA de dos factores: grupos (Ntx, Veh) X hrs, (10, 12,
14, 16, 18, 20). En el consumo de alimento en gr/kg para la LB, no se encontraron diferencias
significativas entre grupos, ni en la interaccion. Sin embargo, para el factor horas se observaron
diferencias (F(5,90)=3.62, p = 0.0050), indicando que a las 20hrs el consumo de alimento fue
significativamente mayor que a las 10, 16 y 18 horas (Fig 1.2).

Debido a que el horario de las 20:00 a las 8:00 horas correspondia al periodo de de 12
horas luz, este se analizo por separado en todos los experimentos. En el Experimento 1, no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos.

El tratamiento se administrd durante 14 dias divididos en dos bloques de 7 dias cada
uno, (Ntx-s1 y Ntx-s2) para poder evaluar claramente el efecto de la Ntx a lo largo de esos
bloques.

El andlisis de grupo (Ntx, Veh) X hrs (10, 12, 14, 16, 18, 20 y 8) para el consumo de
alimento en el periodo Ntx-s1, indicé ausencia de diferencias para el factor grupo. El factor B,
horas (F(5,90)=11.15, p < 0.0000), indico que el consumo de alimento a las 20hrs es
significativamente mayor que a las 10, 12, 14, 16 y 18 horas; a su vez, las 14hrs es
significativamente mayor que las 12hrs. En la interaccion (F(5,90)=7.58, p < 0.0000), se
observa que las 20hrs de Veh es significativamente menor a las 20hrs de Ntx en Ntx-s1 (Fig
1.2). En el analisis del consumo de alimento de la fase de luz (20:00 a 08:00hrs) no se
encontraron diferencias significativas entre grupos.

Durante la semana 2 de tratamiento (Ntx-s2) no se observaron diferencias significativas
en el factor grupos. El factor horas (F(5,90)=4.17, p= 0.0019), mostré que a las 20hrs el
consumo de alimento es significativamente mayor que a las 10, 12, 16 y 18hrs. Con respecto a
la interaccion para Ntx-s2, se observaron diferencias significativas (F(5,90)=6.15, p= 0.0001)
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en: 20hrs Ntx mayor a 20 hrs Veh (Fig 1.2). A pesar de que se observo un decremento en el
consumo de alimento a las 4 horas posteriores a la inyeccion de naltrexona, las diferencia con
el grupo Veh no alcanzé el criterio de significacion estadistico. No se encontraron diferencias
entre grupos en el consumo de las 20:00 a las 08:00 hrs.

En el periodo de PT no se observan diferencias significativas en el factor A, ni en la
interaccion (Fig. 1.2). En el factor hrs (F(5,90)=8.33, p= 0.0000), se observaron diferencias
significativas que indicaron que las 20hrs el consumo fue significativamente menor que el
observado en el resto de las horas del periodo de oscuridad. Para el analisis de las 20-8hrs de
un solo factor (grupos) se observan diferencias significativas (F(1,18=7.02, p> 0.0000), las
cuales indicaron un consumo mayor de alimento en el grupo Ntx con respecto al grupo Veh en

este periodo de luz-oscuridad
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Fig. 1.1. Consumo total de alimento (gr/kg) en 24hs (M + ES), para el grupo Ntx y Veh

durante los diferentes periodos.
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Fig. 1.2. Consumo de alimento en gr/kg (M + ES) para el grupo Ntx y Ctrl. medido cada 2hs
durante 12hs. De las 10 a las 20hrs corresponde al periodo de oscuridad y de las 20 a las 8 al de
luz. + Ntx > Veh

CONSUMO DE AGUA

En el analisis de consumo total de agua, grupo (Ntx-Veh) X periodo (LB, Ntx-s1 Ntx-
s2. PT) no mostro diferencias en el factor grupos ni en la interaccion (Fig 1.3), sin embargo si
se observaron diferencias en el factor periodo (F(3,54)=6.05, p=0.0012) donde PT es
significativamente mayor a Ntx-s1 y Ntx-s2 independientemente del grupo.

En el anélisis de grupos (Ntx, Veh) X hrs (10, 12, 14, 16, 18, 20) para el consumo de
agua en la linea base (LB), no presentd diferencias significativas entre grupos, ni en la
interaccion, sin embargo para el factor hrs si se encontraron diferencias (F(5,90)=17.88, p=
0.0000), indicando que a las 20 hrs, el consumo de agua es significativamente mayor que a las
10, 12, 16 y 18hrs; las 14 y 16hrs son mayores a las 10 y 12hrs; y a su vez las 18hrs es mayor a
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las 10hrs. (Fig. 1.4). En el andlisis de las 20:00 a las 8:00hrs no se encontraron diferencias
significativas entre grupos.

Para el caso de Ntx-s1 (semana 1 de tratamiento), el analisis para el consumo de agua,
grupo X hrs no mostrd diferencias significativas en el factor grupos. En el factor hrs,
(F(5,90)=25.15, p= 0.0000), se encontraron diferencias significativas con respecto a que las
20hrs, fue significativamente mayor a las demas horas del periodo de oscuridad; las 14, 16 y
18 a las 10 y 12hrs. El andlisis mostro diferencias significativas en la interaccion
(F(5,90)=7.69, p= 0.0000), en donde se observa que las 20hrs del grupo Ntx es
significativamente mayor a las respectivas horas del grupo Veh (Fig 1.4). En la fase de luz
(20:00 a las 8:00) no se encontraron diferencias significativas entre grupos.

Para el analisis de dos factores de la semana 2 de tratamiento (Ntx-s2), grupo X hrs se
observa que el factor grupo no fue significativo. En el caso del factor hrs, se encontraron
diferencias significativas (F(5,90)=24.15, p= 0.0000), en donde las 16, 18 y 20 hrs son
significativamente mayores a las 10, 12 y 14hrs; a su vez las 14hrs son mayor a 10 y 12hrs. En
la interaccion, se encontraron diferencias significativas (F(5,90)=11.11, p=0.0000), en donde
las 12hrs y 14hrs del grupo Ntx son significativamente menores a las respectivas hrs del grupo
Veh; las 20hrs del grupo Ntx es significativamente mayor a las mismas hrs del grupo Veh (Fig
1.4). No se encontraron diferencias significativas entre grupos en el consumo de agua entre las
20:00 y las8:00hrs.

En el consumo de agua durante el post tratamiento (PT) se encontro en el analisis de grupos X
hrs, que no hay diferencias significativas entre grupos. Sin embargo, en las horas
(F(5,90)=23.17, p= 0.0000), se observa que las 14, 16 y 18hrs son significativamente mayores
a las 10, 12 y 20hrs. Para la interaccion, (F(5,90)=2.74, p= 0.0239), se muestran diferencias

significativas entre e intra grupos que no son de nuestro interés (Fig 1.4).
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GANANCIA DE PESO CORPORAL
Con respecto al peso corporal se calculd la ganancia por semana de cada sujeto por
medio de la siguiente formula:

Ps-Pj
D

donde P+ es el peso final del sujeto, P; el peso inicial para cada periodo y D el nimero de dias
que trascurrieron entre Pi y Pf.

En el anélisis de grupo (Ntx-Ctrl) X periodo (LB, Ntx-s1, Ntx-s2, PT) no mostro
diferencias significativas entre grupos. En el factor B, periodo (F(3,54)=5.17, p= 0.0032), se
observa que PT es significativamente mayor a Ntx-s1. En la interaccién del mismo analisis
(F(3,54)=10.28, p=0.0000) (Fig. 1.5) encontramos que el periodo de PT para el grupo Ntx es
significativamente mayor que el respectivo periodo de Veh
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N

LB Ntx-s1 Ntx-s2 PT

Fig. 1.5. Media + ES de la ganancia del peso corporal en los cuatro periodos (LB, Ntx-s1, Ntx-
s2, PT) para Ntx y Veh. + Ntx > Veh.
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PORCENTAJE DE GRASA
Este valor se obtiene determinando el porcentaje a partir del promedio del peso
corporal.
Pg * 100
PCs

En donde Pg= peso de la grasa corporal; PCs= Promedio del peso corporal (3 dias)

A pesar de que se observé un aumento de la grasa corporal para el grupo Ntx, las

diferencias entre grupos no resultaron significativas (Fig. 1.6)

B Ntx
B Veh

% de grasa

Fig 1.6.- Media + ES del porcentaje de grasa para Ntx y Veh
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DISCUSION

Sabemos que los opioides producen un incremento en el consumo de alimento y los
antagonistas decrementan el consumo influyendo en las propiedades reforzantes de este. En el
Experimento 1 “Administracion de Ntx (10mg/kg) con acceso a alimento y agua en
condiciones de no privacion”, el consumo de alimento mostré una tendencia a decrementar a
las 2hrs de haberse administrado la Ntx y a partir de las 16hrs el consumo empieza a aumentar
hasta las 20hrs donde es significativamente mayor con respecto a los valores del grupo
vehiculo. Durante las dos semanas de tratamiento, las diferencias no fueron significativas en el
consumo registrado durante el periodo de luz, de las 20:00 a las 08:00 hrs. En el consumo total
diario no hay diferencias significativas entre los grupos, aunque se observa una tendencia del
grupo Ntx a ser mayor que el grupo Veh en Ntx-s1 y Ntx-s2. Habiamos planteado la hipotesis
que dado que la Ntx tiene una vida media de 2.7 + 1.0 hrs (Gonzalez y Brogden, 1988) el
decremento en el consumo de alimento se produciria inmediatamente después de la inyeccion
de Ntx, lo cual sélo ocurrié como una tendencia; en cambio, al final del periodo de oscuridad
(20hrs), el consumo fue significativamente mayor en el grupo Ntx. Este resultado sugiere que
en condiciones de no privacion de alimento, los sujetos no se vuelven inapetentes con la
naltrexona, mas bien, al parecer se incrementa el valor reforzante del alimento cuando la
accion de la Ntx ha decrementado. Al suspender las inyecciones (PT) se observé que el patron
de consumo cambia y es muy semejante en ambos grupos en las horas de oscuridad; sin
embargo, en el periodo de luz, de las 20:00 a las 8:00hrs, se observa un incremento del
consumo de alimento significativamente mayor para el grupo Ntx. Esto pudiera deberse a una
sobre regulacion de receptores; Parkes y Sinclair (2000) al administrar 2mg/kg/ de naltrexona
por 8 dias a ratas AA (linea desarrollada selectivamente para un consumo alto de alcohol) y
posteriormente analizando histologicamente los cerebros, reportaron un incremento de
receptores a opioides producto de la sobre-regulacién de los mismos. Por su parte, Juarez y
Barrios De Tomasi, (2007) encontraron un incremento en el consumo del alcohol
inmediatamente después de que este farmaco es suspendido, lo cual es interpretado como una
respuesta a la sobre-regulacion causada por el antagonista opioide. De esta manera los
presentes resultados sugieren que al estar sobre-regulados los receptores a opioides después de
dos semanas de tratamiento con Ntx, se produce un mayor efecto gratificante del alimento y

como consecuencia un mayor consumo en ausencia del bloqueo de receptores. Para lo que no
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tenemos explicacion es porqué este incremento en el consumo de alimento sélo se hace
significativo en el periodo de luz y se mantiene igual en el de oscuridad. A pesar de que el
consumo de alimento total del promedio diario no es significativamente diferente entre los
grupos, las diferencias durante el tratamiento con naltrexona y posteriores a él se presentaron a
favor de un mayor consumo en el grupo tratado con el antagonista opioide, diferencias que al
parecer fueron suficientes para producir un peso significativamente mayor en estos sujetos al
final del estudio, es decir, en el periodo de pos-tratamiento. Aun mas, aunque las diferencias en
el porcentaje de grasa no fueron significativamente diferentes, éste mostré un promedio
superior al 25% en el grupo naltrexona comparado con el grupo vehiculo. Si las causas de este
efecto son de indole metabdlico o bien ocasionadas por una afectacion en los niveles de
actividad que faciliten la acumulacion de grasa, estan por determinarse. Se ha descrito que la
Ntx produce un decremento en el peso corporal en sujetos obesos (Marin-Bivens y Olster,
1999; Jarosz y Metzger, 2002); en el caso de sujetos no obesos como los utilizados en el
presente estudio, este hallazgo no es apoyado.

En relacion al consumo de alimento en el factor B (horas independientemente del
grupo) se observé que durante la LB, Ntx-s1 y Ntx-s2, el consumo a las 20hrs muestra un
incremento significativo que es mas evidente durante las dos semanas de tratamiento; el el
periodo de PT este efecto no s6lo desaparece sino que se invierte, es decir, a las 20:00 hrs el
consumo es menor que en las horas previas del periodo de oscuridad. Este cambio en el patron
estd asociado obviamente a la interrupcion del tratamiento, pero no tenemos una explicacion
fisiologica para él.

Con respecto al consumo de agua, la Ntx produjo un decremento en las siguientes 4
horas posteriores a su administracion, lo cual fue significativo en la segunda semana de
tratamiento. Esta reduccion en el consumo de agua muestra una clara recuperacion a las 10
horas posteriores a la inyeccion de Ntx, es decir, al final del periodo de oscuridad. Nuevamente
este efecto es més evidente en la segunda semana de tratamiento. La hipdtesis planteada para el
consumo de alimento en el sentido de un decremento inicial y una recuperacion posterior en el
curso de las horas posteriores a la administracion de Ntx, parece cumplirse mas para la
ingestion de liquidos que para la de alimento, lo cual podria sugerir una mayor participacion
del sistema opioide en los mecanismos de regulacion de ingestion de liquidos que de alimento.

Se tienen antecedentes de que la naltrexona puede reducir el consumo de agua mientras este
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antagonista es administrado y que el sistema opioide esta involucrado en funciones de
regulacion en la ingestion de liquidos, aparentemente a través de la atenuacion de las
propiedades reforzantes de la misma (Gardell, Hubbell y Reid, 1996; Gonzalez, y Weiss, 1998;
Goodwin, Campisi, Babinska y Amit, 2001); sin embargo, en algunos casos el factor de

palatabilidad esta involucrado y la interpretacién de los datos se vuelve mas compleja.
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EXPERIMENTO 2
Administracion de Ntx (10mg/kg) con acceso a alimento, agua y alcohol en condiciones de

no privacion

OBJETIVO PARTICULAR
- Estudiar el efecto de una sola dosis de Ntx sobre la distribucion del consumo de alimento

durante 24hrs en presencia de etanol, sin ningun tipo de privacién alimentaria o de liquidos.

HIPOTESIS PARTICULAR

Cuando se administre la Ntx con acceso continuo (24hrs) al alimento en presencia del
alcohol se encontrard un decremento significativo en el consumo de alimento y alcohol en las
horas inmediatas a la inyeccién el cual se recuperard a lo largo de 24hrs y el consumo global
diario del consumo de alimento sera significativamente mayor a su grupo control. EI consumo

total de alcohol en 24 horas no sera significativo con respecto a su grupo control.

DISENO EXPERIMENTAL

El experimento 2 (Fig 2), estuvo formado por 2 grupos (Ntx-Alc, Veh-Alc). Ambos
grupos, tuvieron libre acceso a alimento y alcohol por 24hrs. Pasaron por una semana de linea
base (LB), dos semanas de tratamiento (T) en las cuales se les inyectd 10mg/kg de Ntx al

grupo Ntx y 0.2ml/kg de suero fisiologico al grupo Veh y finalmente se analiz6 una semana de

ostratamiento (PT).
p ! (PT) / Tratamiento Inyeccion i.p. de Ntx 10mg/kg/rata/dia o\

Veh suero fisioldgico 0.2ml/kg/rata/dia a las 10:00 (fase

. de oscuridad)
/ Linea Base (LB) \ Registro del consumo de
(1 semana) alimento y alcohol al 10% cada 2hr durante la fase de

Registro del consumo de oscuridad y cada 12hr durante la fase de luz
Alimento y alcohol cada 2hr (2 semanas, Ntx-s1, Ntx-s2)

durante la fase de oscuridad y k J

cada 12hr durante la fase de luz
Grupos: Ntx-Alc y Veh-Alc |
n=10 Post-Tratamiento (PT) (1 semana)
\ J Registro del consumo de
Alimento y alcohol cada 2hr durante la fase de
oscuridad y cada 12hr durante la fase de luz

Fig 2
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RESULTADOQOS
CONSUMO ALIMENTO

En el analisis de consumo total de alimento, grupo (Ntx-Alc-Veh-Alc) X periodo (LB,
Ntx-s1 Ntx-s2. PT) no mostro diferencias en el factor grupos ni en la interaccion (Fig 2.1), sin
embargo si se observan diferencias en el factor periodo (F(3,48)=31.04, p=0.0000) donde LB
fue significativamente mayor a Ntx-s1 y Ntx-s2 y PT; Ntx-s1 mayor a Ntx-s2 y PT
independientemente de los grupos.

En el analisis de grupos (Ntx-Alc, Veh-Alc) X hrs, (10, 12, 14, 16, 18, 20) en la LB el
consumo de alimento, mostré que no hay diferencia significativa entre grupos, sin embargo
para el factor hrs si se encontraron diferencias (F(5,80)=22.72, p=0.0000), indicando que a las
16hrs el consumo es significativamente mayor a 10, 12, 14, 18 y 20; 14 y 20hrs son
significativamente mayores a 10, 12 y 18hrs. EI ANOVA mostré la interaccion (Fig. 2.2) no
significativa.

El andlisis de grupo (Ntx-Alc, Veh-Alc) X hrs (10, 12, 14, 16, 18, 20) para el consumo
de alimento en la semana 1 (Ntx-s1), indicé ausencia de diferencias para el factor A, grupo. El
factor B, hrs (F(5,80)=8.04, p < 0.0000), indico que a las 16hrs se observa un incremento
significativo comparado con las 10, 12 y 18; 14 y 20hrs son mayores a 12hrs. Para la
interaccion no se observaron (Fig. 2.2) diferencias significativas.

Durante la semana 2 de tratamiento (Ntx-s2) el analisis no mostré diferencias
significativas en el factor grupos. En el factor hrs (F(5,80)=4.31, p= 0.0016), se encontrdé que
las 14 y 16hrs son significativamente mayores a las 12 hrs. Con respecto a la interaccion
(F(5,80)=6.27, p=0.0001), se observaron diferencias significativas, las 18hrs del grupo Ntx-Alc
es mayor a las 18hrs del grupo Veh-Alc (Fig. 2.2).

En el periodo de PT no se encontraron diferencias significativas en el factor grupo. Mas
sin embargo en el factor hrs (F(5,80)=11.08, p= 0.0000), se observé diferencias significativas
en relacion a que las 10 y 16hrs son significativamente mayores a las 20hrs; las 14hrs mayores
a las 10,16, 18 y 20hrs; y finalmente las 12hrs mayor a las 18 y 20hrs.

El ANOVA mostro la interaccion sin diferencias significativas (Fig. 2.2).

No se encontraron diferencias significativas en el analisis de un factor para el periodo
de luz de las 20:00 a las 8:00hrs en ninguno de los periodos de consumo de alimento para el
Exp 2.
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CONSUMO DE ALCOHOL

En el ANOVA de consumo total de alcohol en gr/kg de peso, no se encontraron
diferencias significativas ni en el factor grupos ni en la interaccion (Fig 2.3), el factor periodos
se encontrd que PT es significativamente mayor a LB y a Ntx-s2; Ntx-s1 mayor a LB.

En el analisis de dos factores: grupos (Ntx-Alc, Veh-Alc) X hrs, (10, 12, 14, 16, 18, 20)
en la LB el patrén de consumo de alcohol, se observo que no hay diferencia significativa entre
grupos, sin embargo para el factor hrs si se encontraron diferencias (F(5,80)=4.90, p=0.0006),
indicando que las 16 y las 20hrs son significativamente mayor a 10 y 12hrs; las 14 y 18hrs son
significativamente mayores a las 10hrs. EI ANOVA mostré la interaccion no significativa
(Fig. 2.4).

El analisis de grupo (Ntx-Alc, Veh-Alc) X hrs (10, 12, 14, 16, 18, 20) para el consumo
de alcohol en la semana 1 de tratamiento (Ntx-s1), indico ausencia de diferencias para el factor
A, grupo. El factor B, hrs (F(5,80)=19.91, p < 0.0001), mostr6 que las 16 y 20hrs son
significativamente mayores a las 10, 12, 14 y 18; 14 y 18hrs mayor a 10 y 12hrs. Para la
interaccion no se encuentran diferencias significativas (Fig. 2.4).

Durante la semana 2 de tratamiento (Ntx-s2) no se observaron diferencias significativas
en el factor grupos. El factor hrs (F(5,80)=12.90, p= 0.0000), mostré6 que a las 20hrs el
consumo de alcohol es significativamente mayor que a las 10, 12, 14 y 18 hrs; las 16hrs mayor
a 10, 12 y 14; las 18hrs a las 10 y 12 y las 14hrs a las 10hrs. Con respecto a la interaccion
(F(5,80)=4.03, p= 0.0026), se observaron diferencias significativas en: 18hrs del grupo Ntx-
Alc mayor a las respectivas hrs del grupo Veh-Alc (Fig 2.4).

En el periodo de PT, no se observaron diferencias significativas en el factor A. En el
factor hrs (F(5,80)=35.88, p= 0.0000), se encontrd diferencias significativas en relacion a que
las 16 y 20hrs el consumo de alcohol fue significativamente mayor a las 10, 12, 14 y 18; las 14
y 18hrs mayores a 10 y 12, y las 12 a las 10hrs. EI ANOVA mostro la interaccion sin
diferencias significativas (Fig. 2.4).

No se observaron diferencias significativas entre grupos en el consumo de las 20:00 a

las 8:00hrs en ninguno de los periodos.
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CONSUMO DE AGUA

En el ANOVA de consumo total de agua (ml), grupo (Ntx-Alc, Veh-Alc) X periodo
(LB; Ntx-s1, Ntx-s2, PT) encontramos unicamente el factor B significativo (F(3,48)=7.42,
p=0.0004), en donde la LB es significativamente mayor a Nitx-s1 y Ntx-s2 (Fig 2.5)
independientemente del grupo.

Para obtener el patron de consumo de agua, el anélisis de grupos (Ntx-Alc, Veh-Alc) X
hrs (10, 12, 14, 16, 18, 20) en la linea base (LB), mostré que no hay diferencia significativa
entre grupos, ni en la interaccion (Fig. 2.6), sin embargo para el factor hrs si se encontraron
diferencias (F(5,80)=31.15, p= 0.0000), indicando que las 20 hrs son significativamente
mayores a 10, 12, y 14; 16 a 10, 12, 14, 18 y 20hrs; 14 y 18hrs son mayores a 10 y 12; y a su
vez 12hrs es mayor a 10hrs.

Para el caso Ntx-sl el andlisis de grupo X hrs, no mostré diferencia significativa en el
factor grupos, aunque hay una pequefia tendencia del grupo Ntx-Alc a ser menor que el grupo
Veh-Alc. En el factor B, hrs, (F(5,80)=24.70, p= 0.0000), también se encontraron diferencias
significativas con respecto a que las 20hrs fueron significativamente mayores a las 10, 12 y
18hrs; las 16hrs a las 10,12,14,18 y 20; y las 14 y 18hrs a las 10 y 12hrs. El analisis mostrd
diferencias significativas en la interaccion (F(5,80)=2.65, p= 0.0289), en donde se observa que
las 14 hrs del grupo Veh-Alc son significativamente mayor a las respectivas horas del grupo
Ntx-Alc (Fig. 2.6).

Para la segunda semana de tratamiento (Ntx-s2), para el anélisis de grupo X hrs, se
observo en el factor A, grupos, que no fue significativo. En el caso del factor B, hrs, se observé
diferencia significativa (F(5,80)=11.02, p= 0.0000), en donde las 18 y 20hrs son
significativamente mayores a las 12hrs; a su vez 14hrs es mayor a las 10 y 12hrs; y 16hrs a 10,
12, 14, 18 y 20hrs. En la interaccion, se encontraron diferencias significativas (F(5,80)=6.61,
p= 0.0000), en donde las 12 y 14hrs del grupo Ntx-Alc son significativamente menor a las
respectivas hrs del grupo Veh-Alc; (Fig. 2.6).

Durante el post tratamiento (PT) se encontré en el analisis de grupos X hrs, que no hay
diferencias significativas para el factor A, grupos. Sin embargo para el factor B, hrs
(F(5,80)=13.00, p= 0.0000), se encontro que las 14 y 16hrs son significativamente mayores a
las 10, 12, 18 y 20hrs; y las 12hrs a las 10, 18 y 20. Para la interaccion, no se observaron
diferencias significativas (Fig. 2.6).
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En la fase de luz, no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los
periodos de las 20:00 a las 8:00hrs, entre grupo
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Fig 2.5. Consumo total de agua en 24hs (M + ES), para el grupo Ntx-Alc y Veh-Alc durante
los diferentes periodos.
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GANANCIA DE PESO CORPORAL

El ANOVA de los dos factores, grupo (Ntx-Alc, Veh-Alc) X periodo (LB, Ntx-s1, Ntx-
s2, PT) no mostro diferencias significativas en el factor grupos. El factor periodos si fue
significativo (F(3,48)=11.15, p=0.0000). La LB fue significativamente mayor a Ntx-s1, Ntx-s2
y PT.

También se encontro la interaccion significativa (F(3,48)=7.15, p= 0.0005) en donde

Ntx-sldel grupo Veh-Alc fue significativamente mayor a Ntx-s1 del grupo Ntx-Alc (Fig. 2.7)
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Fig. 2.7. Ganancia de peso corporal (M+ ES) en los cuatro periodos
* Veh-Alc >Ntx-Alc
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PORCENTAJE DE GRASA
Para el analisis de un factor respecto al porcentaje grasa corporal, no se encontraron

diferencias significativas entre grupos (Fig 2.8)

5 -
a -
H Ntx-Alc
B VVeh-Alc
< 3 -
S}
=
D
=1
X 2 4
1
o -

Fig 2.8.- Media + ES del porcentaje de carne magra para Ntx-Alc y Veh-Alc
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DISCUSION

En el Experimento 2 “Administracion de Ntx (10mg/kg) con acceso a alimento, agua y
alcohol en condiciones de no privacion”, a las 2hrs inmediatamente después de administrarse la
Ntx se observé un decremento aunque no significativo del consumo de alimento para el grupo
Ntx-Alc el cual se recupera en las subsecuentes horas a la inyeccion, llegando a ser
significativamente mayor a las 18hrs en la segunda semana de tratamiento con respecto al
grupo Veh-Alc, en este sentido la hipotesis si se cumplio debido a que como ya sabemos la Ntx
produce un decremento en el consumo de alimento (Spiegel, Stunkard, Shrager, O Brien,
Morrison y Stellar, 1987) y tiene una vida media de 2.7 + 1.0 hrs (Gonzélez y Brogden, 1988)
por lo que esperdabamos que el decremento en el consumo de alimento se produjera
inmediatamente después de la inyeccion de Ntx. En PT se observo una tendencia del grupo
Ntx-Alc a ser mayor tanto en el consumo total como en el patron de consumo con respecto al
grupo vehiculo, este efecto pudiera deberse al aumento de receptores a opioides incrementando
el consumo de alimento cuando el tratamiento es suspendido, produciendo que el alimento sea
mas reforzante. A pesar de que en el consumo de alimento s6lo se observa una tendencia a
decrementarse con el tratamiento de Ntx, parece ser suficiente para reflejarse en un decremento
en el peso corporal, al menos en la primera semana de tratamiento. Cuando el antagonista
opioide es suspendido la ganancia de peso corporal muestra una tendencia a incrementarse en
el mismo sentido del consumo de alimento en el PT, no obstante, esta diferencia no se ve
reflejada en una diferente distribucion del porcentaje de grasa corporal.

En relacién al consumo de agua podemos observar que en LB, existe una tendencia a
incrementarse en las primeras 8 hrs de consumo y posteriormente se decrementa ligeramente.
Este patron de consumo se mantiene durante la primera semana de tratamiento; sin embargo,
en el grupo tratado con Ntx el consumo de agua es significativamente menor a las 4 hrs
posteriores a la administracion del antagonista opioide, aunque ya existe una tendencia a
decrementarse a las 2hrs inmediatas a la administracion del antagonista. Este efecto es mas
evidente en la segunda semana de tratamiento donde se observa que el grupo Ntx-Alc
decrementa el consumo de agua a las 2 y a las 4 hrs (12 y 14hrs) de la administracion del
tratamiento. Como en el Experimento 1, la hipotesis planteada para el consumo de alimento en
el sentido de un decremento inicial y una recuperacion posterior en el curso de las horas

posteriores a la administracion de Ntx, parece cumplirse mas para la ingestion de liquidos que

53



para la de alimento, lo cual podria sugerir una mayor participacién del sistema opioide en los
mecanismos de regulacion de ingestion de liquidos que de alimento. No obstante, en este
experimento hay una recuperacion, pero no un consumo superior que compense el decremento
inicial, lo cual podria deberse a la disponibilidad en el consumo de la solucion de alcohol, que
aunque en poca cantidad, tiene un aporte adicional de liquidos. En PT no encontramos ninguna
diferencia entre grupos en el consumo total de agua en los cuatro periodos, lo cual indica que la
Ntx puede afectar el patrén de consumo de agua las horas subsecuentes a su administracion
debido al tiempo de vida media sin encontrarse efecto en el consumo total.

Con respecto al consumo total de agua, el factor B (periodos independientemente del
grupo) mostro que LB es significativamente mayor a Ntx-s1 y Ntx-s2, lo cual con base en las
diferencias significativas encontradas en la interaccion parece deberse al decremento del
consumo causado por el grupo tratado con Ntx en ambos periodos.

En el caso del alcohol observamos una tendencia de incremento a lo largo del dia en la
LB, patrén que se mantuvo de manera similar en las siguientes tres fases del experimento; no
obstante, no se observé el decremento esperado posterior a la inyeccion con Ntx en las
semanas uno y dos de tratamiento, lo cual sugiere que el efecto encontrado sobre el consumo
de agua, no es un efecto indiscriminado sobre la ingestion de liquidos y posiblemente esté
relacionado a las propiedades gustativas y al consumo preferido de un liquido sobre otro como
ha sido descrito por Williams y Woods (1999). Esta ausencia de efecto sobre el alcohol difiere
de los hallazgos encontrados en una gran cantidad de estudios, en los que la naltrexona si
decrementa el consumo de alcohol (Gardell, Hubbell y Reid, 1996; Gardell, Reid, Boedeker,
Liakos y Hubbell, 1997a; Gardell, Whalen, Chattophadyay, Cavallaro, Hubbell y Reid, 1997b;
William y Woods, 1999; Hill y Kiefer 1997; Stromberg, Volpicelli y O’Brien, 1998;
Stromberg, Sengpiel, Mackler, Volpicelli, O'Brien y Vogel 2002; Parkes y Sinclair 2000; Reid,
Gardell, Chattopadhyay y Hubell, 1996; Goodwin, Campisi, Babinska y Amit, 2001; Coonfield
Hill, Kaczmarek, Ferraro y Kiefer 2004) y de alimento (Hollister, Johnson, Boukhabza y
Gillespie, 1981; Bertino, Beauchamp y Engelmanet, 1991; Spiegel, Stunkard, Shrager,
O’Brien, Morrison y Stellar, 1987; Yeomans y Gray, 1997; Yeomans y Gray, 2002; Lang,
Strahlendorf, Strahlendorf, Lutherer y Barnes, 1982; Tannenbaum y Pivorun, 1984; Marks-
Kaufman, Balmagiya y Gross, 1984; Kirkham y Blundell, 1987; Hobbs, Koch y Bodnar, 1994;
Kotz, Glass, Levine y Billington, 2000; MacDonald, Billington y Levine, 2003); no obstante en
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estos casos se limitan a dar el alcohol unas cuantas horas después de la inyeccion con el
antagonista opioide y en este experimento tenian acceso las 24hrs del dia.

En el consumo total de alcohol se puede observar que no se encuentran diferencias
significativas entre grupos aunque hay una tendencia del grupo Ntx-Alc a ser menor en la
semana uno; en la semana dos de tratamiento y en PT se invierte el efecto y se observa una
tendencia a incrementarse el consumo de dicho grupo con respecto al grupo Veh-Alc. En el
patrén de consumo de alcohol no encontramos diferencias significativas hasta las 18 hrs de
Ntx-s2 donde Ntx-Alc es significativamente mayor a Veh-Alc. En PT existe una tendencia del
grupo Ntx-Alc a ser mayor que el grupo Veh-Alc sobre todo al final del dia, pero sin ser
significativamente diferente. Nuestros datos discrepan con la literatura ya que se sabe que la
Ntx produce un decremento en el consumo de alcohol, y siendo esta una dosis alta,
esperabamos que hubiera un decremento significativo entre grupos. Por lo que la hipotesis
planteada en donde se menciona un decremento significativo en el consumo de alcohol en las
horas subsecuentes a la inyeccion el cual se recupera a lo largo de las 24hrs no se cumpli6. Sin
embargo, la suposicién de que el consumo total de 24 horas no seria significativo con respecto
a su grupo control, si fue evidente.

Con respecto al consumo total de alcohol, el factor B (periodos independientemente del
grupo) mostré que en el PT este fue significativamente mayor a la LB y Ntx-s2, esto pudiera
deberse a que a pesar de que el incremento en el consumo de alcohol en el grupo Ntx-Alc no es
significativo con respecto al grupo Veh-Alc, al parecer este cambio es suficiente para producir
un efecto diferencial de este periodo con respecto a los ya mencionados.

Por otro lado, es posible que el decremento descrito en los niveles de opioides debido a
la privacion parcial de alimento minimice los efectos reforzantes del alimento y del alcohol
debido posiblemente al mecanismo de sobre-regulacion, en el periodo de PT.

La hipotesis planteada para el consumo de alimento en presencia del alcohol en el que
se esperaba encontrar un decremento significativo en el consumo de alimento y de alcohol en
las horas inmediatas a la inyeccién recuperandose a lo largo de las 24hrs es mas evidente para
la ingestion de agua que para el consumo de dichos incentivos lo cual podria sugerir que el
sistema opioide tiene mas efecto en los reforzadores primarios particularmente sobre el agua y
ningun efecto en la ingestion de alcohol, ya que en el consumo agua se vio un decremento

significativo por la administracion de la Ntx que en el consumo de alcohol.
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EXPERIMENTO 3
Administracion de Ntx (10mg/kg) con acceso a alimento y agua en condiciones de

privacion parcial alimentaria (12hrs/dia).

OBJETIVO PARTICULAR
- Estudiar el efecto de una dosis de Ntx en la distribuciéon del consumo de alimento en

ausencia de etanol bajo un esquema de privacion parcial al alimento (12hrs/dia).

HIPOTESIS PARTICULAR

Cuando se administre la Ntx inmediatamente antes del acceso a 12 hrs de alimento y
después de 12 hrs de privacion del mismo, el consumo de alimento se decrementara con
respecto a su grupo control en las horas subsecuentes a la inyeccion y posteriormente tendera a
recuperarse, de tal manera que el consumo global final diario no sera significativo con respecto

a su grupo control.

DISENO EXPERIMENTAL

El experimento 3, estuvo formado por 2 grupos (Ntx-P, Veh-P). Ambos grupos,
tuvieron acceso a 12hrs de alimento. Pasaron por una semana de linea base (LB), dos semanas
de tratamiento (T) en las cuales se les inyectd 10mg/kg de Ntx al grupo Ntx y 0.2 ml/kg de
suero fisiologico al grupo Veh y finalmente se analizo una semana de postratamiento (PT) (Fig.
3).
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/ Tratamiento \

Inyeccion i.p. de Ntx 10mg/kg/rata/dia o
/ Linea Base (LB) \ Veh suero fisiologico 0.2ml/kg/rata/dia a las 08:00 (inicio
(1 semana) de la fase de oscuridad)
Registro del consumo de Registro del consumo de alimento
alimento cada 2hr durante cada 2hr durante la fase de oscuridad
la fase de oscuridad y y 12hr de privacion, durante la fase de luz
privacion de 12hrs, durante (2 semanas, Ntx-s1, Ntx-s2)
la fase de luz k j
Grupos: Ntx-P y Veh-P
n=10

Post-Tratamiento (PT)
Registro del consumo de
alimento cada 2hr durante la fase de oscuridad y 12hrs
Fig 3. de privacion, durante la fase de luz
(1 semana)

RESULTADOS
CONSUMO DE ALIMENTO

El esquema de este experimento era que se les privaba por 12hrs de alimento por lo cual
no se tienen los valores de las 20:00 a las8:00hrs, correspondiente al periodo de luz.

En el andlisis de consumo total de alimento grupo X periodo, no se encontraron
diferencias significativas ni en el factor grupo, ni en la interaccion (Fig 3.1) sin embargo, en el
factor B, periodo, mostr6 diferencias (F(3,54)=46.37, p=0.0000) en el siguiente sentido, la LB
es significativamente mayor a Ntx-s1, Ntx-s2 y PT; Ntx-s1 es mayor a Ntx-s2 y PT; y Ntx-s2 a
PT.

Para obtener el patrdn, el analisis de consumo de alimento, grupo (Ntx-P, Veh-P) X hrs
(10,12, 14, 16, 18, 20) para la LB, mostro diferencias significativas en el factor hrs
(F(5,90)=109.55, p= 0.0000), en donde las 10hrs son significativamente mayores al resto de las
hrs; las 18 y 20 significativamente menores a 12, 14 y 16; y las 16 hrs significativamente
mayores a las 12, independientemente del grupo. No se encontraron diferencias ni en el factor
grupos ni en la interaccién (Fig 3.2) para el mismo analisis.

Para Ntx-s1 encontramos en el analisis grupo X hrs, el factor hrs, significativo
(F(5,90)=23.09, p=0.0000), donde se observo que las 10hrs son significativamente mayores al
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resto de las hrs del dia; y las 12, 16 y 18hrs a las 20hrs. Para la interacciéon del mismo analisis
(Fig 3.2) de consumo de alimento (F(5,90)=4.71, p=0.0007) se obtuvo que a las 10hrs hubo un
decremento significativo en el consumo de alimento para el grupo Ntx-P con respecto a las
mismas horas del grupo Veh-P .

En el caso de la segunda semana de tratamiento (Ntx-s2), se mostraron diferencias
significativas en el factor grupos, y si se observaron diferencias significativas en el factor hrs
(F(5,90)=8.40, p=0.0000), en donde las 10hrs son significativamente mayores a las 12 y 20hrs;
las 14, 16 y 18hrs a las 12. Para la interaccion (Fig 3.2) del analisis grupo X hrs, (F(5,90)=9.02,
p=0.0000), se observa que las 10hrs del grupo Ntx-P son significativamente menor a las
respectivas hrs del grupo Veh-P.

Con respecto al PT solo encontramos diferencias en el factor hrs (F(5,90)=34.71,

p=0.0000), en donde las 10hrs son significativamente mayores al resto de las horas del dia.

100

I Ntx-P
B Veh-P

Consumo total de alimento (gr/kg)

LB Ntx-s1 Ntx-s2 PT

Fig. 3.1 Consumo total de alimento en 12hs (M + ES) para el grupo Ntx-P y Veh-P durante los

diferentes periodos.
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Fig 3.2. Consumo de alimento en gr (M + ES) para el grupo Ntx-P y Veh-P medido cada 2hs
durante 12hs. * Ntx-P < Veh-P

CONSUMO DE AGUA

En el consumo total de agua, el ANDEVA grupo X periodo, observamos que hay
diferencias significativas en el factor periodo (F(3,54)=5.30, p=0.0028) en donde LB es
significativamente menor a Nitx-s2 y a PT. En la interaccion (Fig 3.3) las diferencias
(F(3,54)=5.30, p=0.0296) se encontraron en el siguiente sentido las 10hrs del grupo Veh-P son
mayores a las respectivas horas del grupo Ntx-P.

En el analisis de grupos (Ntx-P, Veh-P) X hrs (10, 12, 14, 16, 18, 20) para el consumo
de agua en la linea base (LB), mostrd que no hay diferencia significativa entre grupos, ni en la
interaccion (Fig. 3.4), sin embargo, para el factor hrs se encontraron diferencias
(F(5,90)=125.5, p= 0.0000), indicando que las 10hrs es significativamente mayor al resto de las
horas de oscuridad; las 12 a las 14, 16, 18 y 20hrs; las 14 y las 16hrs son mayores a las 18 y
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20hrs. No se observaron diferencias significativas entre grupos en el consumo de las 20:00 a
las 8:00hrs

Para el caso Ntx-sl el andlisis de grupo X hrs, no mostraron diferencia en el factor
grupos, a pesar de que se observa un decremento en el consumo de agua para el grupo Ntx-P
con respecto al grupo Veh-P, el resultado no es significativo. Las diferencias con respecto al
factor B, hrs, (F(5,90)=32.89, p= 0.0000), fueron en este sentido: las 14hrs es
significativamente mayor a las 10, 12, 16 y 20hrs; las 12, 16 y 18hrs a 10 y 20; y las 10 a las
20hrs. El analisis mostré diferencias significativas en la interaccion (F(5,90)=14.26, p=
0.0000), en donde se observd que las 10 y 12 hrs del grupo Veh-P son significativamente
mayores al grupo Ntx-P (Fig. 3.4). No se observaron diferencias significativas entre grupos en
el consumo de las 20:00 a las 8:00hrs

En la semana 2 de tratamiento no se observaron diferencias significativas en el factor
grupos. En el caso del factor B, hrs, mostrd diferencias significativas (F(5,90)=17.51, p=
0.0000), en donde las 14, 16, 18 y 20hrs son significativamente mayores a las 10 y 12hrs; a su
vez las 12hrs es mayor a las 10hrs. En la interaccion, se encontraron diferencias significativas
(F(5,90)=12.28, p= 0.0000), en donde las 10hrs del grupo Ntx-P es significativamente menor a
las respectivas hrs del grupo Veh-P; las 20hrs de Ntx-P significativamente mayor a las mismas
hrs del grupo Veh-P (Fig. 3.4). No se observaron diferencias significativas entre grupos en el
consumo de las 20:00 a las 8:00hrs

Durante el post tratamiento (PT) se encontré en el analisis de grupos X hrs, que no hay
diferencias significativas para el factor A, grupos. Sin embargo el factor B (F(5,90)=11.62, p=
0.0000), mostré que las 10hrs es significativamente mayor a las 12, 14, 16, 18 y 20hrs; las
12hrs a las 20. Para la interaccion, no se observaron diferencias significativas (Fig. 3.4). Con
respecto al analisis del periodo de luz de las 20:00 a las 8:00hrs encontramos diferencia

significativa en donde el grupo Ntx-P es significativamente mayor al grupo Veh-P.

60



Fig 3.3. Consumo total de agua en 24hs (M + ES), para el grupo Ntx-R y Veh-R durante los

diferentes periodos.

Consumo de agua (ml)

Fig 3.4. Consumo de agua en ml (M + ES) para el grupo Ntx y Veh medido cada 2hs durante
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GANANCIA DE PESO CORPORAL

En el analisis de dos factores, grupo (Ntx-P, Veh-P) X periodo (LB, T1, T2, PT) no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos, ni en la interaccion (Fig. 3.5). En el
factor B (F(3,54)=3.59, p= 0.0193), se observa que la LB es significativamente menor a Ntx-
s1, Ntx-s2 y PT. Para la interaccién no encontramos diferencias significativas.
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Fig. 3.5. Ganancia del peso corporal (M+ ES) en los cuatro periodos
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PORCENTAJE DE GRASA
En relacion a la grasa, no se observan diferencias significativas entre grupos en el

andlisis de un factor (Fig 3.6).

B NxP
B Veh P

% de grasa

Fig 3.6. Media + ES del porcentaje de grasa para Ntx-P y Veh-P
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DISCUSION

En el Experimento 3: “administracién de Ntx (10mg/kg) con acceso a alimento y agua
en condiciones de privacion parcial alimentaria (12hrs/dia)” mostrd que en el consumo de
alimento, las primeras 2hrs de acceso se produce un incremento el cual se va decrementando
paulatinamente; este incremento inicial resulta obvio debido a que representa la primera
medida de alimento después de 12 horas de privaciéon. No obstante este incremento inicial de
consumo de alimento, el grupo tratado con naltrexona consumié significativamente menos
cantidad de alimento que el grupo control en las primeras dos horas, lo cual apoya la hipotesis
de un decremento en el consumo de alimento en las horas inmediatas posteriores a la inyeccion
con el antagonista opioide. En otras palabras, en condiciones de privacion parcial, la accion
inhibitoria del antagonista opioide sobre el consumo de alimento se hace més evidente que
cuando el sujeto tiene el alimento a libre demanda. Posteriormente, al suspender el tratamiento,
en PT, las diferencias desaparecen y se observa el mismo patron que durante la LB.

En condiciones relacionadas con la pérdida de peso o con un balance negativo, como el
ejercicio intenso, la restriccion calorica y la lactancia, la via del NPY se activa provocando un
incremento del apetito, respuesta mediada por la reduccién de la retroinhibicion negativa de la
leptina y la insulina (Flier y Maratos-Flier, 1998). En el presente experimento, durante las
primeras horas de acceso encontramos la gran comilona, un incremento en el consumo de
alimento inmediatamente después de que los sujetos pasan por un periodo de restriccion
alimentaria, lo cual puede estar asociado al incremento de NPY. Kotz, Grace, Briggs,
Billington y Levin (1996) encontraron que la administracion periférica de Ntx incrementa los
niveles de la expresion genética de NPY en el ARC en ratas privadas y con alimento ad
libitum, a diferencia de nuestro experimento, los sujetos de Kotz y cols estuvieron privados por
24 y 48hrs. En nuestro caso supusimos que cuando administraramos la Ntx con acceso a 12
hrs de alimento, después de 12 hrs de privacion, el consumo de este se decrementaria con
respecto a su grupo control lo cual sucedio asi, lo que indica que la Ntx produce efectos
anorexigénicos aun cuando el sujeto tiene hambre, posiblemente disminuyendo las propiedades
reforzantes del alimento, decrementando su consumo. Posteriormente inferimos que el
consumo tenderia a incrementarse siendo al final no significativo con respecto a su grupo

control, lo cual no sucedio, al menos en la primera semana de tratamiento, ya que los sujetos
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consumian las primeras horas la mayor cantidad de alimento debido a la necesidad de comer y
posteriormente se decrementaba.

La privacion parcial parece afectar la cantidad total de alimento consumido
independientemente del grupo, ya que los sujetos a lo largo del experimento disminuyeron la
ingesta (Fig 3.1) casi en un 20% del consumo, en PT comparado con la LB. A pesar de que
encontramos esa disminucion de alimento, el peso corporal no se modifica drasticamente ni el
porcentaje de grasa corporal; sin embargo, entre grupos, encontramos que la Ntx produce una
pequefia pérdida de peso sin ser significativa con respecto al grupo control. No encontramos
diferencias significativas en el peso corporal durante todo el experimento, esto puede deberse a
que se sabe que cada individuo parece regular el consumo de alimento y asi mantener el peso
corporal alrededor de un punto de regulacién 6ptimo aun cuando los sujetos estan privados por
lo que no se modifica el peso corporal ni el porcentaje de grasa. Por otro lado, Hadcock y
Scott, (2005) encontraron que la administracion cronica de la Ntx previene el aumento del peso
corporal en ratas delgadas y produce pérdida de peso en las obesas, en nuestro caso, no
utilizamos ratas obesas y el peso corporal no se modifico hacia la baja de manera importante,
por lo tanto, en ratas en una condicion de peso no extrema, la Ntx no parece producir un efecto
importante, al menos en las condiciones del presente estudio.

Ya sabemos que los receptores a opioides son bloqueados por la Ntx en el cerebro entre
las 72 y las 108hrs mientras que en plasma dura de 4 a 12hrs, que es el tiempo en que nosotros
encontramos efecto en el consumo de alimento.

En el consumo de agua se observa que en la semana uno de tratamiento el patrén de
consumo se decrementa las primeras 4hrs, efecto que persiste en la segunda semana las 2hrs
inmediatas a la administracion de la Ntx; sin embargo en este periodo encontramos al final del
dia que hay un incremento significativamente mayor a las 12hrs de haberse inyectado el
antagonista para el grupo tratado con este farmaco. Se sabe que al mismo tiempo que las ratas
son expuestas a la restriccion de alimento, aun cuando el agua esta disponible en todo
momento, dejan de beber mientras dura el periodo de restriccion de alimento (Martinez, 2007).
Esto lo podemos apoyar en este experimento ya que no observamos diferencias significativas
de las 20:00 a las 8:00hrs en tres de los cuatro periodos e inmediatamente que tienen acceso al
alimento incrementan el consumo de agua. Es posible que debido a la restriccion de alimento,

la sobre regulacion de receptores opioides este afectando la ingesta de liquidos mas que la de
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alimento debido a que no se observa incremento en el consumo de alimento cuando se
suspende el antagonista, sin embargo hay una tendencia a incrementarse el consumo de agua en
PT para el grupo tratado con el farmaco.

En el consumo de agua el factor B (horas independientemente del grupo), las 10hrs son
significativamente mayores al resto de las horas del dia, durante los periodos de LB y PT; sin
embargo, durante el periodo de tratamiento esta diferencia desaparece, lo cual parece deberse,
en parte, a las inyecciones por si mismas y en parte al decremento significativo que se observo

en el consumo de agua en el grupo tratado con Ntx.
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EXPERIMENTO 4
Administracion de Ntx (10mg/kg) con acceso a alimento, agua y alcohol en condiciones de

privacion parcial de alimento (12hrs/dia).

OBJETIVO PARTICULAR
- Estudiar el efecto de una sola dosis de Ntx en la distribucién del consumo de alimento en

presencia de etanol bajo un esquema de privacion parcial de alimento (12hrs/dia).

HIPOTESIS PARTICULAR

Cuando se administre la Ntx inmediatamente antes del acceso a 12 hrs de alimento y
alcohol, después de 12 hrs de privacion de ambos estimulos, el consumo de alimento se
decrementara en las horas subsecuentes a la inyeccién y posteriormente tenderd a
incrementarse de tal manera que el consumo final diario sera semejante que el del grupo
control. En el caso del alcohol, éste se decrementara en las horas subsecuentes a la inyeccion y
su latencia de inicio de consumo serd mayor que la del alimento, posteriormente tendera a
incrementarse encontrandose el consumo final global diario significativamente menor con

respecto a su grupo control.

DISENO EXPERIMENTAL

El experimento 4, estuvo formado por 2 grupos (Ntx-AlcP, Veh-AlcP). Ambos grupos,
tuvieron acceso a 12 hrs de alimento y alcohol. Pasaron por una semana de linea base (LB), dos
semanas de tratamiento (T) en las cuales se les inyectaron 10mg/kg de Ntx al grupo Ntx y

0.2ml/kg de suero fisiologico al grupo Veh y finalmente una semana de postratamiento (PT)
(Fig 4).
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/ Tratamiento (T) \

Inyeccion i.p. de Ntx 10mg/kg/rata/dia o
/ Linea Base (LB) \ Veh suero fisiologico 0.2ml/kg/rata/dia a las 08:00 (inicio
(1 semana) de la fase de oscuridad)
Registro del consumo de Registro del consumo de alimento y alcohol 10%
Alimento y alcohol 10% cada 2hr durante la fase de oscuridad
cada 2hr durante la fase de y 12hr de privacion, durante la fase de luz
oscuridad y privacion de k (2 semanas, Ntx-s1, Ntx-s2) j
12hrs, durante la fase de
luz
Grupos: NtxAlc-Py
& VehAlc-P, n=10 /
Post-Tratamiento (PT)
Registro del consumo de
Fig 4. alimento y alcohol 10% cada 2hr durante la fase de
oscuridad y 12hrs de privacion, durante la fase de luz
(1 semana)

CONSUMO DE ALIMENTO

En el andlisis de consumo total de alimento (Fig 4.1), el ANDEVA grupo (Veh-AlcP,
Ntx-AlcP) X periodo (LB, Ntx-s1, Ntx-s2, PT), el factor grupo y la interaccion no fueron
significativos sin embargo el factor periodo (F(3,54)=54.62, p=0.0051) podemos observar que
LB es significativamente mayor a Ntx-s1, Ntx-s2 y PT; a su vez Ntx-s1 mayor a Ntx-s2 y PT.

Para obtener el patron de consumo de alimento, el analisis de grupo (Veh-AlcP, Ntx-
AlcP) X hrs (10, 12, 14, 16, 18, 20) para LB, el factor B hrs es en el que se observaron
diferencias significativas (F(5,90)=16.14, p=0.0000) en donde las 10hrs es significativamente
mayor al resto de las hrs del dia, independientemente del grupo (Fig 4.2).

Durante la primera semana de tratamiento (Ntx-s1), se observa en el analisis de grupo
X periodo que el factor hrs y la interaccidn fueron significativos. El factor hrs (F(5,90)=20.009,
p=0.0000) indico que las 10 hrs es significativamente mayor al resto de las hrs del dia; y las 12,
16 y 18hrs significativamente mayores a las 20hrs independientemente del grupo. En la
interaccion (F(5,90)=7.69, p=0.0000) observamos que las 10hrs de Veh-AlcP fue
significativamente mayor a las 10 hrs del grupo Ntx-AlcP (Fig 4.2).

En el andlisis de grupo X hrs para Ntx-s2 encontramos que el factor grupos no fue
significativo, el factor hrs (F(5,90)=28.91, p=0.0000) fue significativo en donde las 10hrs es
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significativamente mayor a las 12, 14, 16 y 20hrs; las 18hrs a la 16; y las 20hrs es
significativamente menor a las 12, 14, 16 y 18hrs. La interaccion (F(5,90)=12.75, p=0.0000)
mostr6 diferencias significativas en el sentido que las 10hrs para Veh-AlcP es
significativamente mayor a las 10 hrs del grupo Ntx-AlcP (Fig 4.2).

En el andlisis de consumo de alimento para PT encontramos que el factor grupos y la
interaccion no fueron significativos, por otro lado, el factor hrs (F(5,90)=30.02, p=0.0000)
mostro diferencias significativas en donde las 10hrs es significativamente mayor al resto de las
horas del diay las 12, 14, 16 y 18 a las 20hrs, independientemente del grupo (Fig 4.2).

100 -
80 -

60 1 H Ntx AlcP

[}
40 | Veh AlcP

20 A

Consumo total alimento (gr/kg)

o
|

LB Ntx-sl1 Ntx-s2 PT

Fig. 4.1 Consumo total de alimento (gr/kg) en 12hs (M + ES) para el grupo Ntx-AlcP y Veh-

AlcP durante los diferentes periodos.
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Fig 4.2. Consumo de alimento en gr /kg (M + ES) para el grupo Ntx-AlcP y Veh-AlcP medido
cada 2hs durante 12hs. * Ntx-P < Veh-P
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CONSUMO DE AGUA

En el analisis de consumo total de agua el Unico factor significativo fue el factor grupos
(Ntx-AlcP, Veh-AlcP) (F(1,18)=4.51, p=0.0477) en donde el grupo Ntx-AlcP fue
significativamente menor al grupo Veh-AlcP. Ni la interaccion (Fig 4.3) ni el factor periodos
fueron significativos.

En el andlisis de grupo (Ntx-AlcP, Veh-AlcP) X hrs (10, 12, 14, 16, 18, 20) en el
periodo de LB, encontramos al factor hrs significativo (F(5,90)=2.78, p=0.0222) en donde las
12hrs es significativamente mayor a las 20hrs. Ni la interaccion (Fig 4.4) ni el factor grupos
fueron significativos. Para la fase de luz de las 20:00 a las 8:00hrs no se observan diferencias
significativas.

Para el periodo de Ntx-s1 observamos que en el analisis de grupo X hrs los dos factores
y la interaccion fueron significativas. Con respecto al factor A, grupos, (F(1,18)=7.02,
p=0.0163) en donde el grupo Ntx-AlcP fue significativamente menor al grupo Veh-AlcP. El
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factor B, hrs (F(5,90)=9.23, p=0.0000) la diferencia fue la siguiente, 20hrs es
significativamente menor al resto de las hrs de medicion. En relacién a la interaccion
(F(5,90)=4.85, p=0.0006) encontramos que las 10hrs del grupo Veh-AlcP es significativamente
mayor a las respectivas horas del grupo Ntx-AlcP (Fig 4.4). En el analisis de grupos en el
periodo de luz de las 20:00 a las 8:00hrs (F(1,18)=10.25, p=0.0049) se observa que el consumo
del grupo Ntx-AlcP es significativamente menor al grupo Veh-AlcP. En el andlisis del periodo
de luz (20:00 a las 8:00) se observé que el consumo del grupo Veh-AlcP es significativamente
mayor al consumo del grupo Ntx-AlcP

El anélisis de la segunda semana de tratamiento (Ntx-s2) de grupo X hrs, el factor hrs y
la interaccion fueron significativas. Con respecto al factor hrs (F(5,90)=16.26, p=0.0000)
observamos que las 14 y 18 hrs son significativamente mayores a las 10, 12 y 20hrs; las 16
mayores a las 10 y 20hrs; y lasl2 a las 20hrs. En relacion a la interaccion (F(5,90)=6.44,
p=0.0000) se observa que las 10 y 12hrs del grupo Veh-AlcP son significativamente mayores a
las respectivas horas del grupo Ntx-AlcP (Fig 4.4). Se encontraron diferencias significativas
entre grupos en el periodo de luz, en donde el grupo Veh-AlcP es significativamente mayor al
grupo Ntx-AlcP

En PT observamos diferencias significativas en el factor B, hrs, (F(5,90)=6.24,
p=0.0001) en donde las 18hrs son significativamente mayor a las 10 y 20hrs; las 12, 14, 16hrs
mayores a las 20hrs independientemente del grupo. Ni el factor grupos, ni la interaccion (Fig

4.4) fueron significativos, asi como tampoco el periodo de las 20:00 a las 8:00.
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Fig. 4.3 Consumo total de agua (ml) en 12hs (M + ES) para el grupo Ntx-AlcP y Veh-AlcP
durante los diferentes periodos.
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Fig 4.4. Consumo de agua en ml (M + ES) para el grupo Ntx-AlcP y Veh-AlcP medido cada
2hs durante 12hs. * Ntx-P < Veh-P
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CONSUMO DE ALCOHOL

En el analisis grupo X periodo del consumo total de alcohol se observa que el factor
periodos (F(3,54)=8.87, p=0.0001) fue significativo en donde PT es significativamente mayor
a LB y a Ntx-s1; y Ntx-s2 mayor a LB. Ni la interaccion (Fig 4.5) ni el factor grupos fueron
significativos.

Con respecto a LB, el andlisis de grupo (Ntx-AlcP, Veh-AlcP) X hrs (10, 12, 14, 16, 18,
20) ni el factor grupos, ni la interaccion (Fig 4.6) presentaro diferencias significativas. En el
factor B, hrs, (F(5,90)=4.87, p=0.0005) se observa que las 18hrs es significativamente mayor a
las 10 y 12hrs; las 14 y 16hrs a las 10hrs, independientemente del grupo.

En el analisis de dos factores para Ntx-s1 observamos que el Unico factor que mostrd
diferencias significativas fue las hrs (F(5,90)=11.97, p=0.0000) en donde las 14, 16, 18hrs son
significativamente mayores a las 10 y 12hrs; las 20 mayor a las 10hrs, independientemente del
grupo.

Para Ntx-s2 solo se observa significancia en el factor B, hrs, (F(5,90)=21.05, p=0.000)
donde las 18hrs es significativamente mayor a las 10, 12, 14, 16 y 20hrs; las 16 y 20hrs
mayor a las 10 y 12hrs, y las 14hrs a las 10hrs, independientemente del grupo. No se
observan diferencias significativas ni en el factor grupo ni en la interaccion (Fig 4.6).

Para PT el factor hrs fue significativo (F(5,90)=21.06, p=0.0000) observandose que las
18hrs es significativamente mayor a las 10, 12, 14 y 20hrs, las 16hrs mayor a las 10, 12 y
20, y las 12, 14 y 20hrs a las 10, independientemente del grupo.
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Fig 4.5. Consumo total de alcohol (gr/kg) en 12hs (M + ES) para el grupo Ntx-AlcP y Veh-

AlcP durante los diferentes periodos.

3,
- LB Nitx-s1 Ntx-s2 PT
2 25
5 ——Nix AlcP
= 2
2 —=—\Veh AlcP
(@)
O 4
oS 15
g
S 17
2]
g !&;Hg
§ o5
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 0 T T T T T T 1
ON< O o ONT OO
- —I— N AT AN

ONT WO (o] O oo WO N
hrs
NIt Nifx

X

Fig 4.6. Consumo de alcohol en gr/kg (M + ES) para el grupo Ntx-AlcP y Veh-AlcP medido
cada 2hs durante 12hs.
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GANANCIA DE PESO CORPORAL
El anélisis de grupo X periodo para la ganancia de peso corporal muestra que hay
ausencia de diferencias significativas en los dos factores, grupo y periodo, y en la interaccion

entre ambos (Fig. 4.7)
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Fig 4.7. Ganancia de peso corporal (gr) (M+ ES) en los cuatro periodos

PORCENTAJE DE GRASA

No se observan diferencias significativas entre grupos en el porcentaje de grasa.

31 I Ntx AlcP
H Veh AlcP

% de grasa

Fig 4.8. Media + ES del porcentaje de grasa para Ntx-AlcP y Veh-Alc
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DISCUSION

En el Experimento 4 (Administracion de Ntx (10mg/kg) con acceso a alimento, agua y
alcohol en condiciones de privacion parcial de alimento (12hrs/dia))” se mostro, en el consumo
de alimento que, durante la LB, los patrones son iguales, para ambos grupos (Ntx-AlcP y Veh-
AlcP), inmediatamente después de la administracion del antagonista opioide se produce un
decremento en el consumo de alimento en la primera semana, efecto que persiste en la
segunda semana de tratamiento a pesar de la privacion parcial en el grupo Ntx y no se observan
diferencias significativas en PT ni en el consumo total de dicho incentivo. Esto nos indica que
la Ntx influye en los estados de motivacién, es decir, ain cuando el sujeto ha pasado por un
periodo de restriccion y le es muy atractivo el alimento, la Ntx decrementa su consumo. Knuth
y Friesen, (1983) encontraron que los niveles de B-endorfinas disminuyen en el nacleo
arqueado de las ratas después de una prolongada (16 dias) restriccion de alimento. Por otro
lado, se ha encontrado que los antagonistas selectivos a receptores opioides diferencialmente
alteran la alimentacion inducida por privacionen ratas, el pretratamiento ventricular ya sea con
antagonistas selectivos para 1 y (1 producen potentes reducciones (50%-70%) en el consumo
inducido por privacion, efectos similares a la magnitud producida por el antagonista
inespecifico (Levine, Grace y Billington, 1991; Koch y Bodnar, 1994). En nuestro caso
posiblemente se este afectando la liberacion de B-endorfinas y al bloquear los receptores
opioides con el antagonista el consumo disminuye a pesar de que los sujetos tienen hambre
alterando el valor incentivo por comer, esto apoya la hipotesis planteada en la cual se menciona
que cuando se administre la Ntx inmediatamente antes del acceso a 12 hrs de alimento y
alcohol, después de 12 hrs de privacion de ambos estimulos, el consumo de alimento se
decrementara en las horas subsecuentes a la inyeccién y posteriormente tenderd a
incrementarse de tal manera que el consumo final diario sera semejante que el del grupo
control, aunque no encontramos ese efecto compensatorio al final del dia.

Esta ausencia de diferencias en el consumo de alimento las podemos observar también
en la ganancia de peso corporal y en el porcentaje de grasa corporal, se observa una tendencia
del grupo Ntx-AlcP a perder peso en el periodo de Ntx-s1 lo cual concuerda con los estudios
encontrados (Marin-Bivens y Olster, 1999; Kotz, Glass, Levine y Billington, 2000) y
posteriormente se recupera el peso cuando se suspende el antagonista opioide pero sin ser

significativo este resultado, esto puede deberse a lo mencionado en el experimento anterior,
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que se sabe que cada individuo parece regular el consumo de alimento y asi mantener el peso
corporal alrededor de un punto de regulacién optimo por lo que la privacion parcial de
alimento no modifica el peso corporal ni el porcentaje de grasa y asi como encontraron
Hadcock y Scott, (2005) que la Ntx no produce efecto en ratas delgadas en nuestro caso
observamos que no hay ningun efecto en el peso corporal causado por la Ntx.

En el consumo de agua se observa un decremento significativo las primeras dos horas
de consumo, en la primer semana de tratamiento y de las 20:00 a las 8:00hrs para el grupo
tratado con el antagonista opioide. En la segunda semana de tratamiento (Ntx-s2) observamos
que este decremento persiste las 4 horas siguientes a la administracion de la Ntx y en la fase de
luz, tiempo en el cual los sujetos no tenian acceso a alimento por lo que se ve afectado el
consumo de agua, ya que se sabe que las ratas dejan de beber mientras dura el periodo de
restriccion de alimento (Martinez, 2007). Esta tendencia de decremento permanece en el
consumo total donde se observa que a partir de la primera semana de tratamiento se
decrementa el consumo del grupo Ntx-AlcP y se mantiene en ese sentido hasta PT aunque
estos datos no son significativos. Se sabe que la Ntx decrementa el consumo de agua (William
y Woods, 1999) y es por lo que encontramos ese efecto de decremento en el consumo para el
grupo Ntx-AlcP. Es posible que la Ntx afecte con mayor intensidad un reforzador primario
como es el agua, que es importante para la supervivencia del ser vivo, mas que al alimento, por
eso se observa un decremento que persiste a lo largo del tiempo.

Con respecto al consumo de alcohol encontramos que la Ntx no produjo ningun efecto
ni en el patron de consumo ni en el consumo total, este efecto posiblemente pueda deberse a
que al ser el alcohol un reforzador no primario, la Ntx no lo afecte de igual manera como
sucede con el agua y el alimento, ya que al estar privado de alimento el sujeto, invierte mas
tiempo en comer las primeras horas y en beber agua que en beber alcohol. Diversos estudios
(Gianoulakis, 1990; O’Malley, 1996; Coonfield, Kiefer, Ferraro y Sinclair, 2004; Stromberg,
Volpicelli y O’Brien, 1998) muestran que se produce un decremento del consumo de alcohol
las horas inmediatas a la administracion de la Ntx, en nuestro caso no encontramos ese efecto
posiblemente por causa de la privacion parcial de alimento y de alcohol, por lo anteriormente
mencionado, debido que el sujeto invierte su tiempo en comer y tomar agua, que en beber
alcohol. Williams y Woods (1999) encontraron que la Ntx puede afectar el consumo de agua y
alcohol dependiendo de la preferencia de una solucion sobre la otra, es decir cuando el agua es
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preferida sobre el alcohol, la Ntx decrementa el consumo de agua, concluyen que la actividad
de los opioides enddgenos modulan las cualidades reforzantes de la respuesta o el consumo del
reforzador preferido. La hipdtesis planteada para el caso del alcohol, plantea que, este se
decrementara en las horas subsecuentes a la inyeccién y su latencia de inicio de consumo sera
mayor que la del alimento, posteriormente tendera a incrementarse encontrandose el consumo
final global diario significativamente menor con respecto a su grupo control, nuestra hipotesis
no se cumplio con este experimento ya que no encontramos ningun efecto en este incentivo
posiblemente debido a lo que encontraron Williams y Woods que la Ntx afecta las cualidades
reforzantes del liquido preferido, que en este caso es el agua.

Con respecto al consumo de alimento, el factor B (horas independientemente del grupo)
mostré que a las 10 hrs el consumo es significativamente mayor al resto de las horas del dia en
todos los periodos, sin embargo esta diferencia no se reproduce en el consumo de agua ni en el
de alcohol, lo cual sugiere que al estar privados de alimento, los sujetos se dedicaron a
consumir preferentemente este incentivo mas que agua y alcohol en las primeras horas

posteriores a la privacion de alimento y alcohol.
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