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RESUMEN

A nivel central, la regulacion del procesamiento de la informacién de
las propiedades motivacionales y reforzantes del alimento dependen
principalmente de estructuras cerebrales como la Corteza del Nucleo
Accumbens (cNA), donde la transmision dopaminérgica juega un papel
preponderante al activar receptores dopaminérgicos relacionados con
el fendmeno de la recompensa. Estudios anatoémicos y neuroquimicos
indican que los receptores dopaminérgicos p4 (RD4) se encuentran de
forma presindptica y regulan la liberacion de glutamato hacia las neuronas
GABAérgicas de la cNA. La presente investigacion tuvo como objetivo
estudiar los efectos del bloqueo farmacoldgico de los RD4 en la cNA sobre
la regulacion de la motivacion por el alimento palatable (MAP) en ratas
macho Sprague Dawley, utilizando un programa de reforzamiento de razon
progresiva (PrR). De acuerdo con nuestros resultados, el bloqueo de los
RD4 con el antagonista L-745,870 (1 ug) en la cNA disminuye el nimero de
palanqueos, el nimero de reforzadores obtenidos y los puntos de ruptura.
Acorde a lo anterior, el bloqueo de los RD4 en la cNA disminuye la MAP, por
lo cual podria ser un blanco farmacolégico en el tratamiento de patologia
alimentaria al disminuir las propiedades reforzantes de los alimentos
palatables.

Palabras Clave

Nticleo Accumbens Shell; Receptor b4 dopaminérgico; L-745,870; motivacion;
alimento palatable.
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— Abstract—

At the central level, regulation of information processing of the motivational
and reinforcing properties of food depends principally on brain structures
such as the nucleus accumbens shell (NAcs), where dopaminergic
transmission plays a preponderant role in activating dopamine receptors
related to reward. Anatomical and neurochemical studies indicate that D4
dopamine receptors (D4R) are presynaptically expressed and regulate the
release of glutamate to GABAergic neurons in the NAcs. The purpose of this
study was to evaluate the effects of the pharmacological blockade of D4R in
the Nacs on the regulation of motivation for palatable food (MPF) in male
Sprague Dawley rats using a progressive ratio (PR) reinforcement program.
According to our results, blockade of the RD4 with the antagonist, 1.-745,870
(1 ug), in the NAcs decreases the number of levers presses, the number of
reinforcers obtained and the breakpoints. Accordingly, the blockade of RD4
in the NAcs decreases the MPF, so it could be a pharmacological target in the
treatment of feeding pathology by decreasing the reinforcing properties of
palatable food.

Keywords

Nucleus Accumbens Shell; Dopamine D4 receptor; L-745,870; Motivation;
palatable food.
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1 consumo de alimentos palatables estd asociado al aumento de la

liberacién de dopamina en el nicleo accumbens (Na) (Hajnal et

al., 2004), region del cerebro que forma parte del circuito de la
recompensa y que es el principal sitio de accion de algunas drogas de abuso
como la cocaina, la metanfetamina y el alcohol (Kelley et al., 2005). La dopa-
mina puede unirse a cinco subtipos de receptor (b1, D2, D3, D4 0 D5), MiSmMoS
que pueden sefializar por proteinas Gs (p1y D5) o Gi (D2, D3, D4) (Missale et
al., 1998). Particularmente el subtipo de receptor b4 (RD4) ha sido vinculado
con alteraciones en el procesamiento de los estimulos reforzantes (Ducci &
Goldman, 2012), por lo que este receptor es de interés en el presente estudio.

El ARNm que codifica para el RD4 se ha localizado en varias regiones
cerebrales como la corteza frontal, la amigdala y el hipocampo (entre otras
areas), nacleos que envian proyecciones glutamatérgicas al NA. De acuerdo
con la evidencia experimental, en el NA los RD4 estdn presentes en los
axones y terminales presindpticas que no expresan tirosina hidroxilasa, lo
que sugiere que su principal funcion es la modulacion de la liberaciéon de
neurotransmisores no catecolaminérgicos (Svingos et al., 2000).

En estudios de liberacion de neurotransmisores marcados radioactivamente
en explantes de cerebro de rata, se encontr6 que la activacion de los Rb4 en el
NA disminuye la liberacion de glutamato tritiado pero no de GABA y ni dopamina
(Gonzilez et al., 2012). En consistencia con lo anterior, existe evidencia que
muestra que la activacion de los Rb4 produce inhibicion de la liberacion
de glutamato en otras dreas del cerebro como el nacleo paraventricular del
hipotalamo (Tejas-Judrez et al., 2014). Asimismo, Bonaventura y colaboradores
(2017) encontraron que los RD4 juegan un papel clave en la modulacion de
las neurotransmision glutamatérgica corticoestriatal. Adicionalmente, se ha
reportado que los ratones knockout del RD4 tienen una liberacién basal de
glutamato estriatal mayor a la de los ratones silvestres (Thomas et al., 2009),
por lo que en condiciones fisiologicas, el bloqueo de los RD4 presinapticos en
las terminales glutamatérgicas podria explicar el aumento de la liberacion no
solo de glutamato hacia las neuronas GaBAérgicas, sino también de GABA en
las areas del cerebro a las cuales proyectan estas tltimas, entre ellas la corteza
del NA (cNA). El aumento de la concentracion extracelular de GABA en la cNA
induce una intensa hiperfagia de latencia corta (Reynolds & Berridge, 2002).
Dado lo anterior, la participacion de los RD4 parece ser fundamental para la
regulacion de la actividad en el circuito de la recompensa y, en consecuencia,
en el presente estudio se propone la hipotesis de que la transmision dopami-
nérgica mediada por los D4R constituye un elemento clave para que aumente
el consumo de alimento palatable via el aumento de sus propiedades refor-
zantes. Asi, el objetivo del presente estudio consiste en evaluar, por medio de
un procedimiento operante (programa de reforzamiento de razon progresiva),
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los efectos del bloqueo farmacoldgico de los RD4 presentes en la CNA sobre la
motivacion por el alimento palatable (MAP, puntos de ruptura) en ratas.

METODO
Animales de estudio

Se emplearon 10 ratas macho de la cepa Sprague Dawley de 80-120 gramos
de peso corporal al inicio del experimento. Una vez llegadas al laboratorio
tuvieron una semana de habituacion al ciclo de luz/oscuridad de 12x12
horas (las luces se apagaban a las 9:00 am). Las ratas tuvieron acceso
ad-libitum al agua y alimento estandar (Formulab-Diet 5008®). Los animales
fueron proporcionados por el Bioterio de la FEs-Iztacala. Los procedimientos
empleados en el presente estudio estan apegados a las Especificaciones
Técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio
establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

Farmacos

En este estudio se empled el antagonista selectivo de los RD4, L-745870
(3-(4-[chlorophenyl |piperazin-1-yl)-methyl-1H-pyrrolo[2,3-B]pyridine tri-
hydrochloride, Sigma-Aldrich Quimica, S. de R.L. de C.V., México), el cual
tiene una ki=0.43 nM (Patel et al., 1997). Se prepar6 una solucién stock de
L-745,870 disuelto en dimetil sulfoxido (DMsS0) y posteriormente se toma-
ron alicuotas que se diluyeron con solucién salina 0.9% para obtener una
concentracion final de 1 ug, el volumen de inyeccion fue de 0.5 uL infundido
a una velocidad de 0.1 uL./min, esta solucion fue preparada justo antes de
ser administrada.

Cirugia

Las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de ketamina y xilazina (112.5
y 22.5 mg/kg de peso corporal, respectivamente) y posteriormente fueron
colocadas en el aparato estereotaxico para la implantacion de una canula
guia de 1.5 cm en el drea suprayacente a la CNA. Las coordenadas estereotaxicas
con relacion a bregma fueron las siguientes: +1.5 mm antero-posterior; —0.6
mm latero-medial y —6.0 mm dorso-ventral (Paxinos, Watson, Pennisi, &
Topple, 1985). La canula guia fue fijada al craneo con un tornillo de acero
inoxidable y cemento acrilico dental. Los animales fueron tratados con
enrofloxacina (25 mg/kg al finalizar la cirugia y 48 h después) para prevenir
infecciones y tuvieron 77 dias de recuperacion.
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Inyecciones intracanulares

Las microinyecciones se aplicaron con una jeringa Hamilton de alta
precision adaptada a un microinyector de 1.53 cm de longitud, el cual
permaneci6 insertado en la canula guia un minuto adicional para asegurar
la correcta difusiéon del fairmaco. En todos los casos, las microinyecciones
se aplicaron 10 minutos antes de iniciar el programa de razén progresiva.

Todas las ratas recibieron dos inyecciones intracanulares (1.-745,870 y
Vehiculo). La dosis del firmaco utilizada (1 ug) se basd en estudios previos
de nuestro grupo de trabajo, donde se observo un efecto significativo sobre
la ingestion de alimento (Tejas-Juarez et al., 2014).

Evaluacién de la motivacion por el alimento palatable (MAP)

Al inicio de la fase de oscuridad (09:00 horas), se les retir6 de las cajas
habitacion el alimento para facilitar 1a emision de la respuesta operante (pa-
lanqueo) durante las sesiones de entrenamiento. Noventa minutos después,
las ratas fueron introducidas a las cajas de condicionamiento operante (Med
Associates Inc., St. Albans, VT., USA), que estaban equipadas con luz de
iluminacion general (panel posterior) y estimulos discriminativos (panel
frontal, ariba de las palancas), dos palancas retractiles y en medio de éstas,
un comedero adjunto a un dispensador de pellets de 45 mg. Las cajas (con
dimensiones de 30 x 23 x 20 cm, las caras laterales y superior de plexiglas
transparente) se encontraban en cimaras sonoamortiguadas con un ventilador
para suministrar aire fresco y ruido blanco.

Los eventos y contingencias dentro de la caja de condicionamiento
operante fueron monitoreados y controlados a través de una interfaz Smart
Control Panel sG-716B (Med Associates Inc., St. Albans, VT., USA) conectada
a una pc con el software Med-pc (Med Associates Inc., St. Albans, VT., USA)
y programas personalizados construidos en lenguaje MedState Notation.

Entrenamiento. Inicialmente, los animales fueron sometidos a un
programa de reforzamiento de razon fija 1 (RF1) en sesiones diarias de 30
minutos. Al presionar 1 vez la palanca se producia la entrega de un pellet de
45 mg como reforzador (pellets de sacarosa con sabor a chocolate de 45 mg,
Bio Serv, Frenchtown, NJ, usA). El criterio de cambio de RF1 a RF5 consistio
en que se alcanzara una tasa de respuesta de palanqueo estable (variacion
no mayor al 20% en promedio durante 3 dias consecutivos, cada rata fue
su propio control). En el programa de reforzamiento de RF5, al presionar
5 veces la palanca se producia la entrega de 1 reforzador, esta fase del en-
trenamiento dur6 3 dias consecutivos. Posteriormente, se les implant6 la
canula de microinyeccion en la cNA y después de la recuperacion operatoria,
se sometieron nuevamente al programa de reforzamiento rF5. La duracion
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de las sesiones de entrenamiento (RF1y RF5) fue de 30 minutos. Después
de que se alcanz¢ estabilidad de la respuesta de palanqueo en el programa
RF5 (no mas del 20% de variacion promedio por 3 dias consecutivos, cada
animal fue su propio control), se aplicaron las microinyecciones del vehiculo
0 L-745,870 y se sometieron a un programa de reforzamiento de razon
progresiva (RP) 10 minutos después de la inyeccion para evaluar la MAP.

Sesion experimental. En el programa de reforzamiento de Rrpe, el
requerimiento de respuestas para obtener un reforzador se incrementaba
de acuerdo a la siguiente serie de valores: 1, 2, 4, 9, 12, 15, 20, 25, 32, 40,
50, 62, 77, 95, 118, 145, 178, 219, 268 y 328. Los valores anteriores se
obtienen mediante la ecuacion: Razon= [se (0.2 x nimero de ensayo)] — 5
(Richardson & Roberts, 1996). La sesion del programa de rRp termind cuando
la rata no obtenia al menos un reforzador en 30 minutos y se considero
como punto de ruptura la razén de palanqueos completada antes de que
la sesion terminaba. De los procedimientos operantes se obtuvieron los
siguientes valores: 1) Numero de palanqueos, 2) reforzadores obtenidos, y
3) puntos de ruptura.

Histologia

Al finalizar las sesiones experimentales, las ratas fueron sacrificadas con una
dosis letal de pentobarbital soédico intraperitoneal, se extrajo el cerebro y se
fij6 en una solucion de formaldehido al 10 % durante 24 horas. Se cortaron
secciones coronales de 300 um de grosor con un vibratomo (Campden) vy,
con base en el atlas de Paxinos y Watson (1986), se ubico el sitio de inyeccion
del farmaco. En el presente reporte sélo se incluyeron los datos de las ratas
que fueron correctamente inyectadas en la CNA.

Analisis estadistico

Todos los valores del numero de palanqueos, reforzadores obtenidos y puntos
de ruptura, fueron expresados como la media de las observaciones * el error
estandar de la media (Em) y analizados con un ANovA de medidas repetidas
(datos obtenidos durante el entrenamiento) seguido de la prueba post hoc de
Tukey o una prueba t de student para datos relacionados (para las compara-
ciones entre 2 condiciones). Se emple6 el programa GraphPad Prisms® para
los célculos de la significancia de las diferencias con un a de 5%.

RESULTADOS

En la presente investigacion se evaluaron los efectos del bloqueo farmacologico
de los RD4 de la cNA sobre la MAP en ratas por medio de procedimientos
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conductuales. Para alcanzar dicho objetivo, se establecié un paradigma
operante para la evaluacién de la maAP, inicialmente sometiendo a los
animales a programas de reforzamiento de razon fija (RF1 y RF5, entre-
namiento), para posteriormente administrar el firmaco directamente a la
CNA y evaluar los puntos de ruptura en un programa de reforzamiento de
RP. En la figura 1 se muestra el nimero de palanqueos (A) y el nimero de
reforzadores obtenidos (B) en los programas RF1 y RF5 (entrenamiento). En
RF1 s6lo se requirieron 4 sesiones para alcanzar la estabilidad del 80% en su
tasa de respuestas sin alcanzar diferencias estadisticamente significativas.
Posteriormente, fueron sometidas a tres sesiones en RF5 (cinco palanqueos,
un reforzador) y al dia siguiente se les sometid a cirugia estereotaxica.
Después que las ratas se recuperaron de la cirugia, en cuatro sesiones en RF5
se alcanzo la estabilidad del 80% en los palanqueos y se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas en las sesiones 7, 9, 10 y 11 con respecto a las
sesiones en RF1 [F (7, 4) = 8.502; p<0.001]. En los reforzadores obtenidos no
hubo diferencias estadisticamente significativas entre las sesiones en RF1y
RF5 [F (7,4) = 10.83; p>0.05]. Con lo que se puede establecer que las ratas
se adaptaron apropiadamente al paradigma operante establecido. Una vez
lograda la estabilidad en RF5, se procedi6 a la administraciéon intracanular
del fairmaco en la CNA.
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Figura 1. Respuestas emitidas por las ratas sometidas a los programas FR1 y FR5 antes y después de la
cirugia (entrenamiento). Palanqueos emitidos (A) y reforzadores obtenidos (B) en cada sesion de 30
minutos tanto en FR1y FR5, antes y después de la cirugia estereotaxica. Datos expresados en términos
de medias + el EEM. Entre las sesiones 8,9, 10 y 11 de los palanqueos y reforzadores no hubo diferencias
estadisticamente significativas

En la figura 2 se muestran los efectos de la administracion intracanular
del antagonista selectivo de los RD4, el L-745,870 (1 ug en la cNA) sobre
el desempefio de los animales en el programa de rp. De acuerdo con los
resultados obtenidos, la administracion local de L-745,870 disminuy6
significativamente el nimero de palanqueos (t= 3.450; p< 0.05) y el nimero
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de reforzadores conseguidos (t= 4.700; p<0.05) en una tarea conductual
caracterizada por el aumento progresivo de la demanda operante.
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Figura 2. Nimero de palanqueos (A) y reforzadores obtenidos (B) por las ratas sometidas al programa de
RP que recibieron la inyeccién del antagonista de los RD4 (L-745,870, 1 ug) o vehiculo en la CNA. Datos
expresados en términos de medias + el EEM (n= 4 por grupo)

Para determinar los efectos del bloqueo de los Rb4 de la cNA con L-745,870
(1ug) sobre la MAP, se evaluaron los puntos de ruptura, mismos que son una
medida valida que refleja la fuerza del reforzador y el estado motivacional del
animal (Zhang et al., 2003). En el presente estudio encontramos que la adminis-
tracion de L-745,870 disminuy0 significativamente los puntos de ruptura (t=
4.071; p<0.05; n=4). Lo anterior indica que al impedir la transmisién dopami-
nérgica mediada por los RD4, la MAP disminuye. En la figura 3B se muestra la
histologia de las inyecciones correctamente administradas en la CNA.
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Figura 3. Nimero de palanqueos (A) y reforzadores obtenidos (B) por las ratas sometidas al programa de
RP que recibieron la inyeccion del antagonista de los RD4 (L-745,870, 1 ug) o vehiculo en la CNA. Datos
expresados en términos de medias + el EEM (n= 4 por grupo)
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El presente estudio tuvo como objetivo obtener evidencia de que la trans-
mision dopaminérgica mediada por RD4 en el circuito de la recompensa,
particularmente en la corteza del nticleo accumbens, es parte importante
del procesamiento de la informacion de las propiedades reforzantes del ali-
mento palatable. Asi, encontramos que el bloqueo local y especifico de los
RD4 en la cNA con el antagonista L-745870 disminuyo6 significativamente la
motivacion por el alimento palatable.

Nuestros resultados son compatibles con la hipdtesis que la administracion
central del antagonista selectivo de los RD4 en la cNA bloquea a los
receptores D4 presindpticos que se encuentran localizados en las terminales
glutamatérgicas (Svingos et al., 2000), desinhibiendo esta via estimulatoria e
incrementando consecuentemente la actividad de las neuronas GABAérgicas
de la cNA asociadas al aumento de la motivacion por el consumo de alimento
palatable. En concordancia con lo anterior, la activacion de los RD4
presindpticos se ha asociado con una inhibicion en la liberacion de glutamato
en otras regiones del cerebro (debido a su acople a proteinas Gi), por lo cual
el bloqueo de los RD4 incrementaria la liberacion de glutamato. Al respecto,
se ha mostrado que el bloqueo de los RD4 con el antagonista selectivo de los
rRD4 (A-381393) produce aumento de la expresion de la inmunoreactividad
contra c-fos en el ntucleo paraventricular del hipotdlamo (Bitner et al, 2006).
De tal forma, el incremento de la actividad de las neuronas GaBaérgicas de
la cNA mediada por la desinhibicion en la liberacion de glutamato via el
bloqueo de los RD4 alcanzaria diversas areas cerebrales, entre ellas, aquellas
relacionadas con la ingesta de alimento como el hipotalamo lateral (HL)
el cual expresa diferentes neuropéptidos orexigénicos como la hormona
concentradora de melanina (McH) y orexina (Ox) (Suyama & Yada, 2018;
Stuber & Wise, 2015). El incremento del tono GaABAérgico en el LH tendria
un efecto inhibitorio de las neuronas que expresan MCH y Ox, lo que explicaria
en buena parte la disminucién en la ingesta de alimento palatable, ya que
estos péptidos tienen un efecto hipofagico.

Por otro lado, el antagonista selectivo de los RD4 (1.-745,870) ha mostrado
que puede producir la disminucion en la severidad de las discinecias en
el modelo de Parkinson inducido en ratas cuando se co-administra con
L-DOPA, el medicamento de elecciéon en la enfermedad de Parkinson (Huot
et al., 2015). Adicionalmente otros antagonistas selectivos de los RD4 se han
estudiado en cancer y adicciones (Lindsley & Hopkins, 2017). Actualmente,
no se ha publicado informacion referente a la utilidad de este fairmaco en
la regulacion de la ingesta de alimento, por lo que el presente estudio
proporciona informacion que sustenta el potencial uso de este compuesto
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como coadyuvante en el tratamiento de patologia alimentaria caracterizada
por el consumo excesivo de alimento palatable.

A pesar de que los resultados del presente estudio tienen implicaciones
en el entendimiento de la relacion entre la transmision dopaminérgica y la
regulacion de los procesos de la motivacién por el alimento palatable, se
deben considerar sus limitaciones. La principal es que se mostro el efecto de
una dosis tnica del antagonista de los RD4 que, aunque tuvo un efecto claro y
estadisticamente significativo, sera necesario validar que dichos cambios en
el comportamiento siguen un patréon dependiente de la concentracion, como
evidencia farmacologica de la especificidad de la accion del compuesto sobre
receptor. Adicionalmente, seria necesario demostrar que el efecto reportado
depende del aumento de la concentracion del GABA en la cNa, por lo que se
sugiere que en futuros experimentos no s6lo se midan los niveles de GABA
en la cNA, sino que también se muestre que el bloqueo de los receptores a
GABA previenen el efecto del L-745,870.

Finalmente, de acuerdo con los resultados obtenidos en el presente
estudio, se concluye que el bloqueo farmacologico de los RD4 en la corteza
del nicleo accumbens con el antagonista especifico (1.-745,870) disminuye
la ingesta de alimento palatable mediante la disminucién de la motivacion
por el alimento. Futuros experimentos deberan realizarse para confirmar
que el mecanismo neuroquimico por medio del cual el Rp4 produce el efecto
antes mencionado via la regulacion de las concentraciones de GABA en la CNA.
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