
UNIVERSIDAD COMPLUTENSEDE MADRID

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÓGICAS

LI,. MI~IUMliii 111111111153O953g147~
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD ALIMENTARIA POR LOS

NEUROPÉPTIDOS CRF, B-ENDORFINA Y GALANINA EN PECES

CIPRÍNiIDOS (Carassiusauratusy Tinca tinca).

V0B0, Las directoras

y ~UkL,~.dQ4 LIS
• U

MercedesAlonso Balate MañaJesúsDelgadoSaavedra

Nuria de Pedro Ormeño

Memoria presentadapor Nuria de Pedro Ormeño para

obtenerel gradode Doctor en CienciasBiológicas.

Madrid, 31 de Enero de 1.995



Esta Tesis Doctoral ha sido realizadaen el Departamentode Biología Animal II de la

Facultadde CienciasBiológicasde la UniversidadComplutensede Madrid. bajo la codirección

de las Dras MercalesAlonso Bedatey María JesúsDelgadoSaavedra,contandocon el apoyo

económicoprestadopor la BecasPredoctoraldel Plan de Formaciónde PersonalInvestigador

del Ministerio de Educacióny Ciencia(1991-1994),y el Proyectode InvestigaciónDGICYT PB

91-0400subvencionadopor la Comisión Interministerialde Cienciay Tecnología.



A mi Familia

A Ernesto



AGRADECIMIENTOS

Durantetodosestosañoshe tenidolaoportunidadde trabajaral lado depersonasquehan

permitido que disfrutarácon el trabajo, creo que es lo máximo que podría pedir, disfrutar

trabajando.Quierodar las graciasa mi equipode investigación,y atodaslas personasde dentro

y fuerade estedepartamento,involucradaso no con la ‘ciencia”, sin las que estetrabajono

hubierapodido realizarse.

En primer lugar quieroagradecera la Dra MercedesAlonso permitirme incorporarme

a su grupode investigación,ofrecermelo queestabaa su alcancey confiar en mí. Y a la Dra

MaríaJesúsDelgado,quedesdeel primerdíamecontagiósu ilusión por la investigación,siendo

un estímulo y un punto de apoyo muy importantepara mi.

A la Dra Mónica de la Fuente,comodirectoradel Departamento,por atenderde forma.

tan agradablecualquier“trámite” que hayanecesitado.

Al Dr. JavierFernández,por iniciarmeen el “enigmático” mundodel HPLC y atender

mis dudasamablemente.

Quieroagradeceral directordel CentroNacionaldeCiprinicultura“VegasdelGuadiana”,

D. J. PérezRegaderala donacióndesinteresadade las tencasutilizadasen estaTesis.

Como ya he mencionado,quiero agradecera todos las personasque han pasadopor

nuestrogrupode investigación,su ayuda,cadaunaen la medidade sus posibilidades,en tantas

y tantasocasiones,a la hora de inyectar, de obtenermuestras,con los ordenadoresy en un

sinfín de situaciones.A Angel Luis, por sus numerososy valiososconsejosinformáticosy

científicoscuandoyo estabaempezando,y despuésinclusode marcharse.A Begoña,mi primera

compañerade venturasy desventurasen el laboratorio,con la que compartímuchashorasde

trabajoduranteaquelloslargos días en que “tocaban” tiroideas. A Ana, siempredispuestaa

echaruna mano.Y aVirtu. quecomenzóayudándomecon el mantenimientode los peces,y cori

su alegríay nobleza,finalmenteseha convenidoen una buenaamiga.

A Rosa, por esedon de generosidady amabilidaddesmesurada,y ofrecermetodo su

cariñodesdeel primer día queentreen el departamento.

A Mónica y Dolo, por los buenosratosquepasamosdentroy fueradel departamento.

A Cari y Susana,por enseñarnosque se puede trabajar en grupo y ser buenas

compañeras.Graciaspor vuestrasimpatíay alegría.

A Mañ Paz, por sery hacertan “dulce” la vida.



Graciasa todasellas, y a los “chicos del departamento”,Manuel, Alberto y Alejandro,

y a esastertulias a la horade lacomidaqueservíancomoestímulopara seguircon el trabajo.

A Femando,por su gran ayuda con la histología y con todo lo relacionadocon el

material fotográficode estaTesis.

Comocompañeray amiga,agradezcoa MaríaJesústodo lo quemehadadoduranteestos

años,que ha sido muchoy no podríareflejaren unasbreveslíneas,aunquemegustaríaresaltar

su ilusión, voluntad, constanciay generosidada la hora de hacercienciay de vivir.

A “Chimea”, queaún no habiendopodido estara mi lado estosaños,medejo presente

su ilusión por la vida y su afan incansableporaprender.

A Anita, por estardispuestaa ayudarsiempre,y dedicarsu vida, desinteresadamente,

al serviciode los demás.

Quiero agradecera Membrillera y a mis amigosde allí, la posibilidaddeevadirmede

estaciudad los fines de semana,disfrutandode un ambientetranquilo y cordial, que me ha

ayudadotanto en los momentosdifíciles.

A mi familia, por confiar siempreen mí y apoyarmeen todos mis proyectos.Porque

soportaron durante estos años mi ausencia de la “vida familiar”, permitiéndome, muy

especialmentemi madre,dedicartodaslas horasdel día a estetrabajo. Os quieromucho.

Y comoolvidar la inestimableayudaque supusoel ordenadorde mi hermano,pudiendo’

realizargran partede la redacciónde estaTesis en mi casa,siendo mucho más llevaderaslas

nochesy finesdesemanade trabajo. Porqueselo compróconmuchailusión, paraapenasluego

utilizarlo debidoa quehe sido una “ocupa” permanente.Graciaspor sersiempretan generoso.

A Ernesto,por su pacienciay continuoapoyo,especialmenteen estosúltimos meses,y

por compartirconmigo con alegríay ternuraestapartede la historia de mi vida. Por ser mi

mejor amigo, gracias.



ABREVIATURAS

Adrenalina.

Corticotropina.

Agonista.

Adenosínmonofosfatocíclico.

Antagonista.

Fraccióntiroideaunida.

8-Endorfina.

Colecistoquinina.

Factorliberadordecorticotropina.

Coeficientede variaciónde la media.

Dopamina.

3 ,4-dihidroxibenzilamina.

Acido 3 ,4-dihidroxifenilacético.

Fraccióntiroidea libre.

Factorde respuesta.

Galanina.

Hormonade crecimiento.

Hipotálamo.

4-hidroxi-3-metoxifenilglicol.

Cromatografíalíquida de alta resolución.

Hormonastiroideas.

Ingestióndealimentoo ingesta.

Intracerebroventricular.

Intraperitonal.

Inmunorreactivo.

Constantede disociación.

Hormonaestimuladorade melanóforos.

Noradrenalina.

SerotoninaN-acetiltransferasa.

Núcleoparaventricular.

Proopiomelanocortina.

Proteínas.

-A,

- ACTH,

- Ago,

- AMPc,

-. Antago,

-13-E,

- CCK,

- CRF,

-CV,

-DA,

- DHBA,

- DOPAC,

- E

- 4,
-Gal,

-Gil,

- Hip.,

- HMPG,

- HPLC,

-HT

-INO,

- ICV,

- IP,

- ir,

- MSH,

-NA,

- NAT,

- NPV,

- POMC,

- Prot..



- RíA, Radioinmunoensayo.

- SNC, Sistemanerviosocentral.

- ss, Soluciónsalina.

- tR, Tiempo de retención.

- tRR, Tiempo de retenciónrelativo.

- T3, Triyodotironina.

- T4, Tiroxina.

- Tg, Tiroglobulina.

- TRH, Hormonaliberadorade tirotropina.

- TSH, Hormonaliberadorade HT o tirotropina.

- TH, Tirosinahidroxilasa.



INDICE

1. INTRODUCCIÓN .

1. REGULACIÓNDE LA INGESTIÓNDE ALIMENTO EN LOS PECES

1.4.2 SEÑALES GASTROINTESTINALES

1.4.3 FACTORES METABÓLICOS

1.4.4 FACTORES HORMONALES

1.4.5 FACTORES AMBIENTALES

2. NEUROPÉPTIDOS COMO REGULADORES

ALIMENTO

2.1. Introducción . . .

2.2. CRF

2.2.1 ESTRUCTURA

1.1. Introducción

1.2. Areasencefálicasimplicadas

1.3. Relaciónentre la ingestay el pesocorporal

1.4. Factoresqueafectanal comportamientoalimentado

1.4.1 SEÑALES SENSORIALES

DE

2.2.2 DISTRIBUCIÓN

2.2.3 RECEPTORES Y MECANISMOS DE ACCIÓN

2.2.4 ACTIVIDAD BIOLÓGICA. REGULACIÓN DE LA

2.3. 8-endorfina

2.3.1 ESTRUCTURA

2.3.2 DISTRIBUCiÓN

2.3.3 RECEPTORES Y MECANISMOS DE ACCION

2.3.4 ACTIVIDAD BIOLOGICA. REGULACIÓN DE LA

2.4. Galanina

2.4.1 ESTRUCTURA

2.4.2 DISTRIBUCIÓN

2.4.3 RECEPTORESY MECANISMOS DE ACCIÓN

2

3

4

5

5

6

7

8

9

LA INGESTIÓN

INGESTA

INGESTA

2.4.4 ACTIVIDAD BIOLÓGICA. REGULACIÓN DE LA INGESTA

2.5. Interaccionesneuropéptidos-catecolaminasencefálicas

2.5.1 CATECOLAMINAS ENCEFÁLICAS

2.5.2 CRF-CATECOLAMINAS

DE

11

11

• . 14

14

• 15

15

17

• . . . 19

19

20

21

• . . 23

• . . . 26

26

27

28

29

31

31

31

1

2



2.5.3 B-ENDORFINA-CATECOLAMINAS 34

2.5.4 GALANINA-CATECOLAMIiNAS 34

3. INTERACCIÓN ACTIVIDAD TIROIDEA-ALIMENTACION 34

3.1. Introducción 34

3.1.1 ANATOMiA DEL TIROIDES EN LOS PECES 35

3.1.2 HORMONAS TIROIDEAS 35

3.1.3 REGULACIÓN DEL EJE TIROIDEO EN LOS PECES 36

3.2. Interaccionesde la actividadtiroidea con la alimentación 40

II. OBJETIVOS 42

III. MATERIALES Y MÉTODOS 46

1. MATERIALES 47

1.1. Productos 47

1.2. Instrumental 50

1.3. Material biológico: obtencióny mantenimiento. . 51

2. MÉTODOS 52

2.1. Técnicasdemicroinyección 53

2.2. Obtenciónde muestras 56

2.3. Técnicashistológicas 61

2.4. Técnicasanalíticas 62

2.4.1 VALoRACIÓN DE LA INGESTIÓN DE ALIMENTO . . . . 62

2.4.2 VALORACIÓN DE GLUCOSA PLASMÁTICA ... 63

2.4.3 VALORACIÓN DE GLUCOGENO HEPÁTICO . . . . . . . 64

2.4.4 DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS 65

2.4.5 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD SEROTONINAN-ACETILTRANSFERASA

(NAT) 66

2.4.6 CUANTIFICACIÓN DE HORMONAS POR RADIOINMUNOENSAYO (RIA) . . 68

2.4.7 CUANTIFICACIÓN DE CATECOLAMINAS PORCROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE

ALTA RESOLUCIÓN (]-IPLC) 78

2.5. Diseñosexperimentales 83

2.5.1 CONDICIONESDE MANTENIMIENTO 83

2.5.2 CARACTERIZACIÓN DEL PATRÓN ALIMENTARIO EN T. finca 84

2.5.3 REGULACIÓN DE LA INGESTIÓN DE ALIMENTO POREL CRF 86

2.5.4 REGULACIÓN DE LA INGESTIÓN DE ALIMENTO POR 8-ENDORFINA ... 91

2.5.5 REGULACIÓN DE LA INGESTIÓN DE ALIMENTO POR GALANINA 93



2.6. Análisis estadísticode los resultados 94

2.6.1 ANALISIS DE REGRESIÓNY CORRELACION 95

2.6.2TEST t DE STUDENT 96

2.6.3 ANÁLISIS DE LA VARIANZA Y TEST DE DUNCAN DE COMPARACIONES

MÚLTIPLES 96

IV. RESULTADOS 98

1. VALIDACIÓN DE LOS RíAs DE HORMONAS TIROIDEAS Y CORTISOL 142

1. 1. Hormonastiroideas 99

1.2. Cortisol 107

2. VALIDACIÓN DE LA DETERMINACIÓN DE CATECOLAMINAS POR

HPLC 111

3. CARACTERIZACIÓN DEL PATRÓN ALIMENTARIO EN Tinca tinca .. 124

3.1. Determinacióndel patrónalimentario

3.2. Determinacióndepárametrosmetabólicosy hormonales

4. REGULACIÓN DE LA INGESTA POR EL CRE

4. 1. Optimización del test de ingestaen Carassiusauratus

4.2. Administración1CM e IP de CRF. Efecto sobrela ingesta

4.3. InteracciónCRF-alimentación-hormonastiroideas

4.4. Efecto del ayunosobrelas catecolaminasen hipotálamo

4.5. Efecto del antagonistaespecíficodel CRE, a-HelicalCRE19411

4.6. Cortisol como mediadordel efectodel CRF sobrela ingesta

4.7. Control catecolaminérgicodel efectodel CRE sobrela ingesta

5. REGULACIÓN DE LA INGESTA POR LA B-ENDORFINA

5. 1. Administración1CM e IP de 13-Endorfina.Efecto sobrela ingesta

5.2. Efecto de la B-Endorfina sobre la ingesta, glucosa,hormonastiroideas

catecolaminashipotalámicas

5.3. Control por los distintos tipos de receptoresopioidérgicos

6. REGULACIÓN DE LA [NGESTAPOR LA GALANINA

6. 1. Administración 1CM e IP de galanina.Efecto sobrela ingesta

6.2. Efecto de la galanina sobre la ingesta, glucosa, hormonas tiroideas

catecolaminashipotalámicas

6.3. Efecto del antagonistagalantida

6.4. Control a-adrenérgico

129

129

140

141

141

145

153

-154

161

162

168

169

y

169

175

180

181

y

181

181

190



V. DISCUSIÓN

1. CARACTERIZACIÓN DEL PATRÓN ALIMENTARIO EN Tinca tinca

1. 1. Determinación del patrón alimentario

1.2. Determinación deparámetrosmetabólicosy hormonales

2. REGULACIÓN DE LA INGESTA POR EL CRF

2.1. Efecto del CRF sobrela ingesta

2.2. InteraccionesCRF-alimentación-hormonastiroideas

2.3. Especificidaddel efectoanoréticodel CRE

2.4. Control catecolaminérgicodel efectoanoréticodel CRF

3. REGULACIÓN DE LA INGESTA POR B-ENDORFINA

3.1. Efecto de la B-endorfinasobrela ingesta

3.2. Interacciones8-endorfina-hormonastiroideas-catecolaminas

3.3. Control por los distintos tipos de receptoresopioidérgicos

4. REGULACIÓN DE LA INGESTA POR GALANINA

4. 1. Efecto de la galaninasobre la ingesta

4.2. Interaccionesgalanina-hormonastiroideas-catecolaminas

4.3. Especificidaddel efectoestimuladorde la ingestaporgalanina

4.4. Control a-adreneérgico

VI. CONCLUSIONES

VII. BIBLIOGRAFIA

196

195

198

199

207

207

212

216

218

224

224

225

227

230

230

232

232

233

235

238



1. INTRODUCCIÓN



Regulacióndel apetitoen teleósteos 1. [NTRODUCCIÓN 2

1. REGULACIÓN DE LA INGESTIÓN DE ALIMENTO EN LOS

PECES.

1.1. Introducción.

Los pecesse han adaptadoa una gran variedadde ambientes,y esta adaptaciónal

ambiente necesariamenteha llevado implícita una adaptaciónde su ciclo vital a las

fluctuacionesde la disponibilidad de alimento. Partede esta adaptaciónpuedeimplicar

tambiénla regulaciónde la ingestión de alimento (Peter, 1979). El conocimientode los

factoresqueafectanadichaingestión de alimentoen los pecesesmuy escaso,apesarde los

numerososestudiosexistentessobrelos requerimientosnutritivos para mejorar las tasasde

supervivenciay crecimientode especiesdecultivo <Cowey y Sargent, 1979; Ketola, 1982;

Pfeffer, 1982; Watanabe,1982). Por el contrario, la regulación de la ingestaen otros

vertebrados,especialmenteen los mamíferos,ha sido ampliamenteestudiaday, por tanto,

aunquehemosintentadorevisarla escasaliteraturaexistenteen los peces,tomaremoscomo

referencialos conocimientosmássólidamenteestablecidosen los mamíferos.

En un intento de esquematizarla respuestadel pez ante la sensaciónde apetito, es

decir, el “comportamientoalimentario”, Knights (1985) considerala siguiente secuencia

estereotipadade seis etapas:

Captura—

x

Localizacióne iden4ficación Manipulaciónorobranquialy prueba
¡

)
Despertary búsqueda Ingestióno rechazo

Y’Apetito Saciedad
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La causaquedesencadenala compleja trama de componentesdel comportamiento

alimentarioes la apariciónde la sensacióndeapetitocuyaeliminaciónesel objetivo último

de dicho comportamiento.Los mecanismos(físicos y químicos)de deteccióndel alimento

ofrecido, así como sus característicasfísicas y organolépticasen general (presentación,

textura, sabor, ...), conducirána su aceptacióne ingestión,o rechazoy. en consecuencia,

a la neutralizacióno no de la sensaciónde apetitoque desencadenóel proceso.

1.2. Arcas encefálicasimplicadas.

Está ampliamenteadmitido que el hipotálamodesempeñaun papel central en el

control nervioso de la ingestión de alimento en mamíferos(Bernardisy Bellinger, 1987;

Guyton, 1991; Rolís y Mora, 1992; Bernardis y Bellinger 1993; Bray, 1993; Hoebel y

Hernández, 1993). La estimulación eléctrica del hipotálamo lateral aumentatanto la

frecuenciadealimentación,como la cantidadde alimento ingeridoen cadacomida, incluso

en animalespreviamentesaciados.Porotraparte,si se estimulanlos núcleosventromediales

del hipotálamo, el resultado será de saciedad completa aunque el animal estuviera

previamente en ayuno. En los experimentosde lesión de cualquierade estas áreas

hipotalámicasespecíficasse hanobtenidoresultadosexactamenteopuestosa la estimulación

de las mismas.El hipotálamolateralse ha denominado,por tanto, “centro del hambre” y el

hipotálamoventromedial“centro de la saciedad”.

Muy pronto surgieron problemasde interpretación del control de la ingestión de

alimentobasadoen estesencillo modelo de un centrocerebraldoble,dehambrey saciedad.

Así, aunqueel papel del hipotálamolateral y ventromedialparececlaro en esteproceso,

tambiénintervienenotrasáreashipotalámicascomoel núcleoparaventricular(NPV) y núcleo

dorsomedial,y extrahipotalámicascomoel sistemalímbico, que pareceninteractuartanto

sobreáreaslateralescomoventromedialesdel hipotálamo.

En los peces,las técnicasde investigaciónutilizadashan sido similaresa las descritas

para mamíferos, esto es, estimulacióneléctrica o lesión de áreasconcretasdel sistema

nerviosocentral <SNC).

Grim (1960)realizó los primerosestudiosde estimulacióneléctricarelacionadoscon

la alimentaciónen peces,demostrandoquela estimulacióndel tractoolfatorio y regionesdel

telencéfalo dorsal desencadenabarespuestas alimentarias en Cara.ssius auratus.

Posteriormentese llevaron acaboexperimentossimilaresestimulandootrasáreasencéfalicas
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en C. auratus y se ampliaron los estudiosa otras especiesde peces(véaserey. Demski,

1983). Concretamenteen perciformes (Lepomismacrochirus), Demski y Knigge <1971)

demostraronque la estimulacióneléctricade la región que rodeaal recesolateral del tercer

ventrículo producía respuestas alimentarias. Resultados similares fueron obtenidos

posteriormentetambiénen el perciformeTilapia macrocephaia(Demski, 1973)y en el propio

C. auratus(Savagey Roberts,1975).

Los experimentoscon tilapia (Demski, 1973) sugeríanque el telencéfaloestaba

implicado en el comportamientoalimentario, ya que la estimulacióneléctricade fibras del

tracto olfatorio procedentesdel telencéfaloy que se dirigen hacia la región preóptica y

contínuanhaciael lóbulo inferior del hipotálamo tambiénprovocarespuestasalimentarias.

Sin embargo,dado que la ablación completao prácticamentecompletade] telencéfalono

anulatotalmentela conductaalimentariaen C. auratus(Savage,1969), sepiensaque esta

región no es una parteesencialen el control nerviosode la alimentaciónen los teleósteos.

El conjuntode datosanterioressugierequeel lóbulo inferior del hipotálamo(también

llamadolóbulolateral) estáinvolucradoen el control del comportamientoalimentarioen los

peces,especialmenteen la iniciación del mismo, no existiendoevidenciasde una función

hipotalámicao de otras áreasdel SNC relacionadascon la saciedad.

1.3. Relación entre la ingesta y el peso corporal.

Si como se ha expuestorepetidamentepara mamíferos(Guyton, 1991; Langhansy

Scharrer, 1992; Rolís y Mora, 1992), un animal tiendea ajustarsu ingestióncuantitativade

alimentosa la ingestanecesariaparamantenerun pesocorporal de referencia(“set-point”),

variablesegúnsexo,edad,estaciones,etc., pareceinmediatoquela propiacomposicióndel

alimento ofrecido o conseguidoinfluya en la cantidaddel mismo que el animal ingiere.

Expuestoen otros términos,el animal debeposeerla capacidadde ajustarla magnitudde su

ingestaa la de sus requerimientosde nutrientes.

Los primerosestudiosque ofrecían informaciónal respectoen pecesfueron los de

Rozin y Mayer en 1961 con el pezdorado(U auratus).Basadosen diseñosexperimentales

decondicionamientooperanteen los queel pezaprendea seleccionarla cantidadde alimento

que deseaingerir o el tipo del mismo medianteel golpeo de una barra conectadaa un

dispensadordealimento,esdecir,sepermitequecadaanimalde forma individual regulesu

propia ingesta, se establecióque cada pez tiene su propio ritmo diario de alimentación.
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Además,sedemostróquelos pecesajustabansu ingestiónde alimento(númerode vecesque

golpeabanla barra)a la cantidadde nutrientesofrecidosen cadadispensación.Así, cuando

seofrecíangránulosde menortamañoo cuando,aúnsiendodel mismotamaño,el contenido

nutritivo era menorpor adición de un elementoinerte, los pecespara compensarloacudían

más veces al dispensador,de maneraque se manteníael mismo grado de ingesta de

nutrientes.Por tanto la regulaciónde la ingestión de alimentopareceser, básicamente,una

regulación de la ingesta de calorías para mantenerun determinadopeso corporal de

referencia.

Estudiossimilaresen otrasespeciesde peces(Peter,1979; Cuencay GarcíaGallego,

1987) conducena la hipótesis de que el volumen de ingestaestá en función inversadel

contenidocalóricode la dieta ofrecida.

Otro tipo de evidencias, en este sentido, surgen de experimentosde ayuno y

realimentación(véaserey. I-lolmgren y cols, 1983)demostrándosequela ingestaaumentatras

un períodode ayunoo restricciónde alimento (duranteel cual el pesocorporal disminuye

como consecuenciade utilizar las reservaspara mantenerel metabolismo)con el fin de

recuperarel valor normal de] pesocorporal.

1.4. Factoresque afectan al comportamiento alimentario.

1.4.1 SEÑALES SENSORIALES

.

La eficaciaen la búsqueda,localizacióneidentificacióndel alimento(etapasdescritas

al principio de estecapítulo: Knights, 1985) dependede una serie de señalesvisuales,

químicasy físicas (Cuencay GarcíaGallego, 1987).

a) Señalesvisuales

.

El estímulovisualparaidentificare ingerir el alimentodependedenumerososfactores

como el tamaño,color, contrastey movimientode las partículasde a]imento, la intensidad

de la luz y el grado de turbidezdel agua(Cuencay GarcíaGallego, 1987; Valentincic y

Caprio, 1994a).Así, porejemplo, unaluminosidadde 10’ lux, esel umbral inferiora partir

del cual deja de serefectivala localizacióndel alimentopara la mayoríade las especiesde

pecesestudiadas.
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b) Señalesquímicas

.

Las preferenciasalimentariasen la ingestaen los peces,asícomo en otrosanimales,

constituyenun procesoselectivo gobernadopor la composiciónquímicadel alimentoy por

la quimiosensibilidadde los pecesa ciertos componentesdel mismo. Los pecesreciben los

estímulosquímicos a travésdel olfato y el gusto, ya que al contrario que en los animales

terrestres,la quimiorrecepcióntiene lugar, en su totalidad,en el medio acuático(Cuencay

GarcíaGallego, 1987).

Dadoel interésde formulardietascon estimulantesalimentariosdestinadasa especies

de cultivo, en los últimos añosseha avanzadoconsiderablementeen la identificaciónde

sustanciasquímicas específicasque actúan como estimulantesalimentarios (véaserey.

Fletcher, 1984a). Cabedestacarel papel que jueganlos aminoácidosen la estimulación

químicade la alimentación(Valentincic y Caprio, 1994ay b; Valentincic y coN, 1994). En

muchas ocasiones,se ha encontradoque los compuestosidentificadoscomo atrayentes

químicos coinciden o están relacionadoscon compuestosnitrogenadosabundantesen los

organismosde los que sealimentanlos pecesen su hábitatnatural.

c) Señalesfísicas

.

Posteriormentea la localizaciónse produce la identificación del alimento con las

partículas ya en la boca. El alimento es manipuladoantesde ser deglutido, y en este

momento,ademásdel sabor, se pruebanla dureza,abrasividad,y la facilidad paradeglutir

el alimento, llegandocomo resultadoa ingerirlo o expulsarlo.

Knights (1983)encontróquela formay la simetríade las partículasdel alimentoson

importantes,produciéndoseun gran rechazo a gránulos que presentabanuna relación

longitud/diámetrogrande.Así, el límite inferior del tamañoóptimo vienedeterminadopor

la facilidad de localizaciónde las partículas,mientrasqueel límite superiorvienedictadopor

la morfometríade la boca. Paraalimentosblandosse ha encontradounarelación 1:1 entre

el diámetroóptimo dela partículay la anchurade laboca, mientrasqueparalas dietasduras

y/o abrasivas,dicharelaciónestácomprendidaentre0,4-0,6.

1.4.2 SEÑALES GASTROINTESTINALES

.

La información de la presenciade alimento en el tracto gastrointestinalpuedeser

obtenida a partir de tres mecanismos:distensióngastrointestinal,liberación de hormonas

gastrointestinalesy a travésde los efectosde los nutrientesabsorbidos(Bray. 1993).
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La distensiónmecánicadel estómagoo el intestinodelgadoha sido consideradacomo

uno de los estímulosparainducir sensaciónde saciedaden mamíferos(Guyton, 1991; Rolís

y Mora, 1992). En peces, también existen estudios que relacionanla aparición de la

sensacióndehambrecon el gradodevaciamientogástrico(Grovey cols, 1978). En algunas

especiesse han encontradocorrelacionesestrechasentreel tiempo necesarioparavaciar el

estómagoy el requeridoparaqueaparezcade nuevola sensaciónde apetitotras unacomida.

Sin embargo,existenotros datosque sugierenqueel vaciadogástricoporsí sólo no controla

la cantidadde alimento ingerido(véaserey. Fángey Grove, 1979; Holmgren y cols, 1983;

Fletcher, 1984a).

Aunqueexistennumerosashormonasgastrointestinalesimplicadasen la regulaciónde

la alimentaciónen mamíferos,comolacolecistoquinina(CCK), bombesina,péptido liberador

de gastrina,somatostatina,motilina, etc. (Johnson,1987; Morley, 1987; Morley y Silver,

1991), no hay por el momentodatos en estesentidoen peces.

Los efectosde los nutrientesabsorbidosen la regulaciónde la ingestase desarrollan

másdetalladamentea continuación,incluidos en el apartadode factoresmetabólicos.

1.4.3 FACTORESMETABÓLICOS

.

Los nivelescirculantesde determinadosmetabolitosy, en estrecharelacióncon ellos,

los de algunas hormonas, parecenjugar un importante papel en la regulación de la

alimentaciónen mamíferos(Guyton, 1991;Langhansy Scharrer,1992;Rolís y Mora, 1992;

Bray, 1993). Uno de los modelosmássólidamenteestablecidosdentrodeestecampoha sido

el de la teoría glucostática, según la cual, los niveles plasmáticosde glucosa serían

monitorizadospor receptoressituados en el hipotálamo o en localizacionesperiféricas

(sistema porta hepático), estimulando o inhibiendo el comportamiento alimentario

dependiendodenivelesbajoso altosde glucosaen sangre.Estudiossimilareshandemostrado

un efectosemejanteen funcióndelas concentracionessanguíneasdeaminoácidoso productos

de la degradaciónde lípidos, lo que ha llevado ala elaboraciónde las teoríasde regulación

aminostáticay lipostática.Fis decir, cuandodisminuyeladisponibilidaddecualquierade los

tres tipos principalesde nutrientes,el animal incrementaautomáticamentesu ingestión de

alimento,con lo quelograrárecuperarfinalmenteconcentracionesnormalesde nutrientesen

sangre.
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La situación en los peces es un tanto incierta encontrándonoscon numerosas

contradicciones(véaserey. Holmgreny cols, 1983).Efectivamente,si bien algunosautores

como Bellamy (1968)demostraronque cuantomásbajaera la glucemiaque precedíaa la

comida,más intensaera ésta;otrosautoresencontraronjustamentelo contrario (Magnuson,

1969).

El nivel plasmáticode aminoácidoslibres estácorrelacionadocon la dieta en los

peces, incrementandodespuésde la alimentación(Brown y Cameron, 1991; Anderson y

Braley, 1993). Por otro lado, se ha descrito que una dieta deficiente en determinados

aminoácidosesencialeso en proteínasprovocauna ingestareducida(véaserey. Keto]a,

1982).

No está claro si los metabolitos lipídicos pueden actuar como señal del estado

nutricionalen peces.No obstante,el hechode que existaun tejido adiposomovilizableen

períodosde restricciónalimentaria,y que sehayandetectadociclos dealmacenamientode

grasacorporal,establecela posibilidadde quelos metabolitoslipídicos (ácidosgrasoslibres,

glicerol u otros) desempeñenun papelen el comportamientoalimentariode estosanimales

(véaserey. Fletcher, 1984a).

1.4.4 FACTORESHORMONALES

.

Se ha demostradoque numerosashormonaspueden afectara la regulaciónde la

ingestamediante un incrementoo una disminución del apetito en vertebrados,aspecto

especialmenteestudiadoen los mamíferos(Morley y Silver, 1991; Langhansy Scharrer,

1992; Bray, 1993).

Por otra parte también está ampliamenteestudiadoel efecto de la administración

exógenade hormonas(en la dieta o inyectadas)sobreel crecimientoen numerosasespecies

depeces(véaserey. Donaldsony cols, 1979).No obstante,en todos los casosseplanteala

cuestióndel nivel al que la hormonaejercesu efecto, ya que podríanactuarestimulandola

ingestay/o mejorandola eficaciade conversióndel alimento. Por ejemplo, la hormonade

crecimiento(GH) (Johnssony Bjñrnsson, 1994) y los esteroidessexuales(Higgs y cols,

1982) incrementantanto la ingestacomo los índicesde conversióndel alimento (relación

entreel alimento consumidoy el peso ganado),mientrasque el efecto de las hormonas

tiroideassobreel apetito pareceestarmediadopor una mejoraen dichosíndices.Por otra

parte, la acción de una hormonapuedeserdirectao estarmediadaa su vez por los efectos
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de otras hormonas,como se sugiere que podría ocurrir con las hormonastiroideas que

estimulan la CH, o los esteroidesque estimulanla función tiroideaen los peces(Higgs y

coL, 1982).

1.4.5 FACTORESAMBIENTALES

.

a) Temperatura

.

Ya en 1961, Rozin y Mayer demostraronque cuandodisminuía la temperaturadel

agua 100C (de 250C a 150C) el pez doradocomía menos, y cuando la temperaturase

incrementabaotra vez, la ingestatambién lo hacía. Así, una variación de la temperatura,

provocabaotra, en la misma dirección, en la cantidad de alimento ingerido, y de una

magnitud similar a aquella con la que la tasa metabólicaresultabamodificada por la

temperatura.Portanto, los autoresconcluyeronque la ingestióncalóricao de alimento será

la quepermitamantenerla tasametabólica.

Resultadossimilaressehan obtenidoen otros teleósteoscomo la perca(Micropterus

salmo/des),cuyo crecimientoera mayor a 250C y menor a ¡ST, en un intervalo de

temperaturasentre18 y 300C (Niimi y Beamish, 1974).

Las variacionesestacionalesdetemperaturavan a desempeñartambiénun papelmuy

importanteen la regulaciónde la ingesta.Porejemplo,algunasespeciesdejandealimentarse

en los mesesfríos, perdiendoincluso algo de peso, y alcanzanun máximo de ingestay

crecimientoen los más cálidos (Lagler y cols, 1984; Zanuy y Carrillo, 1985; Hairston,

1994a).

b) Fotoperiodo

.

La influenciade la luz diurnasobrela ingestaenpecesfue puestade manifiestopor

Krunk (1963). La luz pareceser uno de los principalessincronizadoresnaturalesde los

ritmos de actividaden peces(Mantefiel y cols, 1978). No obstante,existendatosrecientes

que demuestranun origen endógenodel ritmo circadiano de la actividad alimentariaen

Oncorhynchusmykiis, indicando que la luz no es el factor determinantede dicho ritmo

(Cuencay De La Higuera, 1994a).

Algunospecesson predominantementenocturnosy encuentransu alimentomediante

el olfato y el gusto, mientrasqueotros sealimentanprincipalmenteayudándosecon la vista,

siendo más activosdurantelas horas del día. En estecaso puede resultar importanteel
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númerode horascon luz diaria, de maneraque los días largospuedenserde utilidad para

lograr un crecimientorápido (Lagler y cols, 1984).

c) Oxí2enodisponible

.

La ingestión de alimento produceun incrementoen la respiración. La magnitud y

duración de este incremento, conocido como la acción dinámica específica(ADE) del

alimentoconsumido,dependedelas propiedadesfísicasy nutricionalesdelalimento. La ADE

sedebe,principalmente,a la desaminacióndelos aminoácidos,procesoqueestálimitado por

el oxígenodisponible(Fletcher,1984a).En los peces,la ADE aumentaabruptamentedespués

de la alimentación hasta alcanzar un máximo, para despuésdecrecer más o menos

regularmentehasta un punto que se puedeconsiderarnuevamentede “pre-alimentación”

(Vahí, 1979). Además, ese aumento en el consumo de oxígeno puede limitar su

disponibilidadparaotrasactividades,como la localizaciónde la presa(Tandíery Beamish,

1981), lo que indirectamenteafectadatambiénal comportamientoalimentarioen los peces.

d) Alimento disDonible

.

En la naturalezalos organismosquepuedenservir de alimentoa los pecesno siempre

están disponibles,desdeel punto de vista numérico, de forma constante,debido a las

fluctuacionesnaturalesen su abundancia.Esasfluctuacionesson a menudocíclicas y se

deben a factores propios de su desarrollo biológico, a condicionesclimáticas, etc., y

determinarán,a su vez, fluctuacionesen la ingestade los peces.Las migracionesde los peces

reflejan, a menudo, la necesidadde búsquedade una fuenteparticularmenteabundantede

comida(Lagler y cols, 1984).

e) Interaccionesintra- e interesoecíficas

.

En algunas especiesde salmónidos, se han descrito efectos de interacciones

intraespecificasen el comportamientoalimentario. Por ejemplo, la jerarquía social

desarrolladaen poblacionesde Salmosalar durantela escasezde alimentodeterminaquesólo

los individuos dominantesconsiganla cantidadadecuadade alimento (Fendersony cois,

1968). De forma similar, en el ateriniforme Oryzias latipes (Magnuson, 1962) ante una

reduccióndel alimentosuministrado,los pecesmayoresresultabansocialmentedominantes

y territoriales excluyendoa los subordinadosdel área de alimentación por interacción

agresiva, lo que implica, por tanto, una ingesta mayor de alimento y mayor tasa de
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crecimientoparalos dominantes.Deestamanera,la competiciónporel alimentopareceser

uno de los mecanismosresponsablesdel crecimientoheterogéneoen los peces(Volpato y

Fernandes,1994).

En contrastecon lo anterior, Olla y Samet(1974)e Ishiwata(1979)encontraronuna

facilitación social en perciformes, donde los animalesaislados dejaban de comer. Sin

embargo,si seaíslanpero tienen la posibilidadde ver a un grupocomiendo,rápidamente

iniciaban la ingesta.

Aunque no se han demostradoefectos de interaccionesinterespecíficasen el

comportamientoalimentariode los peces,se han descrito alteracionesen la selecciónde

alimentocomoconsecuenciade interaccionesentredistintasespeciesdesalmónidos(Schultz

y Northcote, 1972; Nilsson y Northcote, 1981) y entredistintas especiesde perciformes

(Hairston, 1994b).

2. NEUROPÉPTIDOS COMO REGULADORES DE LA INGESTIÓN

DE ALIMENTO.

2.1. Introducción.

El perfeccionamientode las técnicasinmunohistoquimicashaservidoparademostrar

morfológicamentela presenciaen las neuronasno sólo de los neurotransmisoresclásicos,

sino tambiénde un númerocadavez máselevadode moléculasdenaturalezapeptídica,los

neuropéptidos,implicadosen la comunicaciónintercelulary presentesen todo el reinoanimal

(Brownstein, 1994). Además, ha resultadoprácticamentegeneral la localización de estos

péptidostanto en el cerebro, como en el tracto digestivo y otras muchas ubicaciones,

pudiéndosehablaractualmentecon propiedadde un verdaderosistemanerviosopeptidérgico,

de importanciafundamentalen la regulación neuroendocrinacentral y periférica (Prieto.

1990).

Los neuropéptidospuedenactuarde una o varias de las siguientesmaneras(Prieto,

1990):

- Localmenteen sitiosperiféricos,como componentesdel sistemanerviosoautónomo.

- A nivel central,comopéptidosdel cerebro.
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- Como neurohormonas,alcanzandolos correspondientesórganosdianapor la circulación

generalo mediantesistemasespeciales(sistemaporta-hipofisario).

Muchos de estos péptidos han sido localizados en áreasdel SNC clásicamente

conocidasporsu papelen la regulaciónde la ingesta.Actualmente,sabemosquenumerosos

neuropéptidosmodulan la regulacióndel apetito; algunosestimulanla ingestacuando son

inyectadosen el núcleoparaventricularo ventromedial,comoesel casodel neuropéptidoY,

la galanina, los péptidosopioides, etc.; mientras que otros, como la bombesina,CCK,

glucagón,insulina, neurotensina,somatostatina,factor liberadorde corticotropina(CRF),

etc., la inhiben (véaserey. Morley y cols, 1985; Leibowitz, 1986; Morley, 1987; Wilber,

1989; Blundelí, 1991; Morley y Silver, 1991; Bray, 1992; Leibowitz, 1992).

La mayoríade los estudiosrealizadossobreel papel centralde los neuropéptidosen

la regulación de la alimentación han sido básicamentede naturaleza farmacológica,

constituyendoun primerpasofundamentalparaalcanzarun entendimientofisiológico, aunque

ciertasprecaucionesson necesariascuandosepretendeextrapolara la situación fisiológica

(Morley y cols, 1985).Paraasignarun verdaderopapelfisiológico a un neuropéptido,Prieto

(1990)consideralos siguientescriterios:

- Es necesariodemostrarpor técnicasinmunocitoquimicassu presenciaen terminaciones

nerviosas.

- Debe comprobarseque el neuropéptidose libera al estimular las células nerviosas

correspondientes.

- El resultadode esta estimulación no debe anularsetotalmentetras el bloqueo de la

neurotransmisiónclásica, tantoadrenérgicacomo colinérgica.

- La administracióndel neuropéptidoexógenodebeproducirresultadossimilares.

-. El bloqueode la acción del neuropéptidodebeir acompañadoporel cesede la respuesta

a la estimulaciónnerviosa.La dificultad de esteúltimo aspectoestribaen que,de momento,

no siempresedisponede antagonistasespecíficosparatodos los neuropéptidos.

Por otraparte,Wilber (1989)establecióunoscriteriosquedebencumplir los péptidos

para poderser consideradoscomofactoresreguladoresdel apetito:

- Los péptidosdebenposeeruna actividadbiendefinidaen una localizaciónneuroanatómica

específica(por ejemplo, la saciedadlocalizadaen núcleos ventromedialeshipotalámicos)
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correlacionadacon una respuestaalímentaria(anorexia, siguiendocon el mismo ejemplo,

cuandoes un péptido inhibidor).

- La inhibición de la acción de un determinadopéptido por neutralizacióncon anticuerpos

o con un agentebloqueantedel receptorespecífico,debeeliminar selectivamentela respuesta.

- Las concentracionesendógenasde un péptido concretofluctuaráncon la modificacióndel

estadonutricional.

- La afinidad de un péptido por un receptorpuedecambiaren función de modificaciones

nutricionales.

Unode los mayoresproblemasa la horadeestudiarla regulacióncentraldela ingesta

porneurotransmisoresclásicoso neuropéptidoses la especificidaddel efecto. Despuésde la

administraciónde un neuropéptido,la ingestasepuedeproducirporun incrementoespecífico

del hambre,o secundariamentepor un aumentoen la activacióngeneraldel organismocon

el consecuenteincrementode la utilizacióndeenergía,o porunaalteraciónen la homeostasis

de nutrientesdel medio interno. De manerasimilar, también existen problemascon la

interpretaciónde los resultadosobtenidoscon neuropéptidosque reducenla ingesta.Una

disminuciónde la ingestiónde alimentopuedeserproducidaporunareducciónespecíficadel

hambre,o por una disminución en la capacidadpara masticary/o deglutir, o debidoa la

produccióndeunaaversióngeneralizada.En general,resultadifícil discriminarcual deestos

factoreso combinacióndeellosrealmentedeterminael efectoobservadosobrela ingestatras

la administraciónde un neuropéptido(Morley y cols, 1985).

Teniendo estas cuestionesen mente, pasaremosa describir con más detalle la

informacióndisponibleen la actualidaden relacióncon tresneuropéptidosconcretos:el CRF

o CRI4 (factor u hormona liberador/ade corticotropina), incluido dentro del grupo de

neuropéptidosinhibidores del apetito, y como estimuladoresdel mismo, la B-endorfina

pertenecientea la familia de péptidosopioides, y la galanina. En cada uno de ellos

analizaremos primero otros aspectos como su estructura, distribución, receptores,

mecanismosdeacción, etc.
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2.2. CRE

2.2.1 ESTRUCTURA

.

El CRF es consideradoel principal regulador fisiológico de la secreción de

corticotropina(ACTH), 8-endorfinay otros péptidosderivadosde la proopiomelanocortina

(POMC) de] lóbulo anteriorde la hipófisis (Vale y cols, 1981; Brown y cols, 1982a).En

1981, el grupode Vale (Vale y cols, 1981; Spiessy cois, 1981)aislódichofactor liberador

deACTH y B-endorfina,a partirde extractosdehipotálamoovino, y lo caracterizaroncomo

un péptido de 41 aminoácidos(CRF-41 ovino, oCRF) cuya estructuraprimaria es la

siguiente:

Gln-Leu-Ala-Gln-GIn-Ala-His-Ser-Asn-Arg-Lys-Leu-Leu-Asp-IIe-Ala-NH2

Posteriormente,la secuenciade estepéptido fue determinadaen otras especiesde

mamíferos:rata,humano,gato,cabra,cerdo,vacay caballo, conteniendoen todoslos casos

41 aminoácidosy una estructuraprimaria similar (véaserey. Gillies y cols, 1989; Dunn y

Berridge, 1990; Sherwoody Parker, 1990; Owensy Nemeroff, 1991; Rondeely Jackson,

1993).

En los pecesse desconocela secuenciade aminoácidosdel CRF, aunquese ha

demostradola presencia de un CRF de 41 aminoácidosen Catostonius commersoni

(perciforme), y que difiere del CRF humano sólo en dos aminoácidos(Okawaray cols,

1988). La estructuradel oCRF es tambiénsimilar a la de otros péptidosconocidos,como

angiotensinógeno,sauvaginay urotensina1 (Vale y cols, 1981).La sauvagina(péptidode40

aminoácidosaisladode la piel de la ranaPhyllomedusasauvagel) y la urotensina1 (péptido

de 41 aminoácidosaisladode la urohipófisisen dos especiesde peces,Catostomuscyprinus

y Catostomuscatostomus)presentanmásde un 50% de residuosidénticosa los del CRF

ovino <Sherwoody Parker, 1990; Owensy Nemeroff, 1991). Todo ello demuestraque la

secuenciade aminoácidosdel CRF ha sido altamenteconservadaa lo largo del proceso

evolutivo (Lederisy cols, 1990).
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2.2.2 DISTRIBUCIÓN

.

Cuerposcelularesy fibras inmunorreactivas(ir) a] CRF hansido localizadosde forma

heterogéneaen todo el SNC, siendo la población de neuronas CRF-ir de la región

parvocelulardel NPV del hipotálamo la principal fuente de liberación de CRF. Dichas

neuronasenvíanproyecciones,principalmente,a la eminenciamedia, aunquealgunasfibras

son proyectadasa otros núcleoshipotalámicosy otras áreascerebralesextrahipotalámicas

(Merchenthalery cols, 1982; Swansony cols, 1983).

Apartedel SNC, seha observado,tambiénen mamíferos,inmunorreactividadalCRF

en numerosostejidos, talescomogangliossimpáticos,tejido cromafínde la médulaadrenal,

testiculoy tracto gastrointestinal(véaserey. Dunn y Berridge, 1990; Owens y Nemeroff,

1991).

La distribuciónde células y fibras CRF-ir en el SNC tambiénha sido estudiadaen

vertebradosno mamíferos:aves(Bons y cols, 1988),reptiles(Manceray cols, 1991; López

Avalos y cols, 1993), anfibios (Olivereau y cols, 1987) y peces(Olivereau y cols, 1984;

iFryer y Lederis, 1986; Olivereauy Olivereau 1988; Gonzálezy cols, 1992; Coto-Montesy

cols, 1994).Concretamente,sehan identificadodosgruposseparadosdecélulasCRF-ir, en

el núcleo preóptico (predecesorde los núcleos supraóptico y paraventricularde los

mamíferos)proyectandoa la eminenciamedia, y en el núcleo tuberis lateralis en ciertas

especiesde peces(Yulis y cols, 1986). Partede las fibras del tracto hipotálamo-hipófisis

acabandirectamenteen la parsdistalis, cerca de las célulasproductorasde ACTH; mientras

queotrasmuchasalcanzanel lóbulo neurointermedioy terminancercadecélulasproductoras

de la hormona estimulante de melanóforos, MSH (Olivereau y Olivereau, 1988).

ProyeccionesCRF-ir también se han descrito en otras áreas cerebralesde los peces,

incluyendoel núcleo rece~ssuslateralis, telencéfalo,techomesencefálico,etc. (Gonzálezy

cols, 1992).

2.2.3 RECEPTORESY MECANISMOS DE ACCIÓN

.

Las accionesdel CRF en el SNC y la hipófisis estánmediadaspor receptoresde

membranaespecíficos,que muestransimilarescaracterísticascinéticasy farmacológicasen

ambosórganosde los mamíferos(Grigoriadis y cols, 1992). Son receptoresacopladosa

proteínasG, quea su vezmedianla estimulaciónde adenilatociclasa,produciendoen última

instanciaun incrementodel AMP cíclico (AMPc) celular, segundomensajeroasociadoa la
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activación de los receptoresde CRF. La unión de CRE o análogosde éstees saturable,

reversibley de alta afinidad con una constantede disociación(KD) en el rangonanomolar

(Owensy Nemeroff, 1991).

La localizaciónpor autorradiografíade los receptoresde CRE constituyeuna base

anatómicaimportantepara la interpretaciónfisiológicade algunasde las accionesdel CRF

dentrodel SNC (Dunn y Berridge, 1990; Grigoriadisy cols, 1992). Una alta densidadde

receptoresde CRE se han localizado en los lóbulos anterior e intermediode la hipófisis,

bulbo olfatorio, cortezacerebral,amígdalay cerebeloen los mamíferos(Piekut y Knigge,

1989; Grigoriadis y cols, 1992). Tambiénsehan identificado en tejidos periféricos,como

la médulaadrenal,ganglios simpáticos,bazo y en menor cantidaden testículo, hígadoy

riñón (Owensy Nemeroff, 1991).La demostraciónde receptoresfuncionalesdeCRF en el

SNC y periferia concuerdacon el importantepapel que desempeñaeste neuropéptido

integrandorepuestasautonómicas,comportamentalese inmunesde un organismofrente a

estímuloscomo el estrés(Grigoriadisy cols, 1992).

Como hemosvisto anteriormentelos receptorescompartencaracterísticassimilares

en diferentestejidos, y tambiénen una gran variedadde especiesde mamíferosestudiadas

(Grigoriadisy cols, 1992).A pesardelos escasosestudiossobrereceptoresde CRE enotros

vertebrados,pareceposiblepensaren una gran similitud a los de mamíferos,comoocurría

con la estructuraprimaria del péptido, pudiendoexistir así receptoresequivalentesen los

peces(Coto-Montesy cols, 1994). Concretamenteen la carpadorada(C. auratus) sehan

demostradositios de unión para urotensina1 y CRE en célulasaisladasdel lóbulo anterior

e intermediode la hipófisis (Fryer y Lederis, 1986).

Se conocepoco acercade la terminación de la acción del CRF tras su liberación

sináptica.No obstante,hay evidenciasdeque el CRE puedeserdegradadopor una o más

peptidasas,o puedeproducirseunainternalizacióny metabolismodel complejoreceptor-CRF

trasla activacióndel receptor.Tambiénse ha sugeridola unión del CRFa proteínasde unión

como un métodocomplementario,juntoa los dos anteriores,parala terminaciónde la acción

del CRF. Estos tres mecanismospuedenrepresentaruna modulacióna largo plazo de la

neurotransmisiónpor el CRE (Owensy Nemeroff, 1991).
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2.2.4 ACTIVIDAD BIOLÓGICA. REGULACIÓN DE LA INGESTA

.

El CRF, como ya se mencionó anteriormente,activa el eje hipófisis-adrenalen

situacionesnormalesy estresantesen vertebrados,incluyendolos peces(Petery Fryer, 1983;

Fryer y Lederis, 1986; Iran y cols, 1990). Ademásde estasaccionesneuroendocrinas,se

consideraqueactúaen el SNC coordinandolas repuestasfisiológicasy comportamentalesal

estrés,produciendosu administraciónagudaen los mamíferosunagran variedaddeefectos

similaresa los observadoscuandolos animalessonexpuestosa unasituaciónestresante.Por

ejemplo,el CRF estimulael sistemanerviosoautónomoy comportamientoscomola actividad

locomotora, aseo, etc.; e inhibe la secreción de determinadashormonas y funciones

gastrointestinalesen general,atenuandocomportamientoscomo la reproducción,exploración,

alimentación, etc. (véase rey. Dunn y Berridge, 1990; Owens y Nemeroff, 1991). A

continuación,desarrollaremoscon másdetalleesteúltimo aspecto,esdecir, la regulacióndel

comportamientoalimentariopor el CRF.

a) Efectosasudosdel CRF en la inpesta

En 1982, Britton y colaboradorespor un lado, y Morley y Levine por otro,

demostraronsimultáneamenteque el CRF era un potenteagenteanoréxico despuésde su

administracióncentralen ratas.Desdeentonces,numerososestudioshan sido llevadosacabo

utilizando diferentesdosis, en una gran variedadde situacionesy en diferentesespeciesde

mamíferos(véaserey. Glowa y cols, 1992).

Cuando se comparala ruta de administracióndel CRF, se ha puestode manifiesto

que, generalmente,sólo las inyeccionesintracerebroventriculares(ICV) reducenla ingesta

(Parrot, 1990; Glowa y cols, 1992). Por tanto, la falta de efecto tras la administración

periféricaapoyasustancialmentela mediacióncentral del efectoanoréticodel CRF (Glowa

y cols, 1992).

El CRE inhibe el apetitoen ratasa las que se privabade alimento, tantoen ambientes

familiarescomodesconocidos(Britton y cols, 1982). Dicho efecto tambiénse observóen

ratascon accesolibre a la comida(Gosnelíy cols, 1983). Asimismo, sehademostradoque

el CRF reducela ingestaestimuladapor fármacos,talescomo muscimol, noradrenalina,

dinorfina e insulina, conocidos por estimular la alimentación a través de diferentes

mecanismos(véaserey. Dunn y Berridge, 1990; Owens y Nemeroff, 1991). Por otro lado,

la administracióncentraldel CRF reduceel apetitoen ratay ratón normaleso genéticamente

obesos(Glowa y cols, 1992; Dreschery cols, 1994), siendo más eficaz en los animales
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obesos.Esto sugiereque unadesrregulaciónde las accionesdel CRFdentrodel SNC podría

contribuir al desarrollode la obesidad.

Los estudiosrealizadospara localizar los sitios de acción del CRF dentrodel SNC

ponende manifiestoque el CRF reduceel apetito sólo cuandoesinyectadoen el NPV, no

reduciéndolocuandoes inyectadoen otras áreascerebrales,como el hipotálamolateral y

ventromedial,globuspallidus o estriado(véaserey. Morley, 1987).

Como ya hemos mencionado,la disminución de la ingestacomo respuestaa la

administracióncentral de CRF ha sido demostradaen mamíferos,concretamenteen la rata

(Britton y cols, 1982; Morley y Levine, 1982; Gosnelí y cols, 1983; Arase y cols, 1988),

ratón (Rosenthaly Morley, 1989; Dreschery cols, 1994), conejo(Oppy cols, 1989), cerdo

(Parrot, 1990) y mono (Glowa y GoId, 1991; Gloway cols, 1991). En la bibliografíano se

han encontradoestudiosconcernientesal posible efecto del CRF como reguladorde la

alimentaciónen otros vertebrados,salvo un trabajo preliminarde nuestrolaboratorio, que

demostrabaque el CRF podíaactuarcomo un potenteinhibidor de la ingestaen larvas del

anfibioanuro Ranoperezi (Corpasy cols, 1991).

b) Alteracionesde los efectos del CRF en la ¡n2esta

.

Se ha demostradoque ni la hipofisectomía(Morley y Levine, 1982)ni la vagotomía

(Gosnelíy cols, 1983) modificanla reduccióndeapetitoinducidaporel CRF, lo quesugiere

quedichoefectono esdependienteni del vago, ni de la liberacióndeACTH u otrospéptidos

hipofisariosderivadosde la POMC. Gosnelí y colaboradores(1983) tambiénexaminaronlos

efectosde la adrenalectomía,demostrandoque la desmedulaciónadrenal atenúael efecto

anorético del CRF, sugiriendoasí que la adrenalinaperiférica puede ser parcialmente

responsablede la inhibición del apetitopor CRF.

Comoen otroscomportamientosinducidosporel CRE, la reducciónde la ingestatras

administracióncentral del péptido puedeser bloqueadapor el antagonistadel CRE, a-

“helical” CRFí9411(Krahn y cols, 1986; Heinrichs y Koob, 1992). Esteantagonistarevierte

tambiénparcialmentela reduccióndel apetitodebidoa estrés,lo que indicaque cambiosen

la liberacióndel CRE endógenoinducidospor un agenteestresantepuedendesempeñarun

papel en la anorexiainducidaporestrés.

Existe una gran controversiaen lo que se refiere a los efectosobservadossobrela

ingestay el pesocorporal despuésde la administracióncrónica de CRF, generalmente

durantesietedías. Mientrasque Arasey cols (1988)encontraronque la infusiónde CRE en
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el tercerventrículodurante7 díasreducíael pesosin reducir significativamentela ingesta

(posibilidadde toleranciaa las accionesanoréticasdel CRF), otros autoreshan demostrado

que sereducenambosparámetros,bien de forma correlacionadao no (véaseGlowa y cols,

1992).

23. B-endorfina.

2.3.1 ESTRUCTURA

.

La Il-endorfina, término que resultade la contracciónde endógenoy morfina, es un

péptidode 31 aminoácidosderivadode la proopiomelanocortina(POMC) que forma parte

de la familia dep#ptidosoploides.Aunquela intencióninicial fuedenominar“oploide” sólo

a los péptidosendógenosqueposeíanunaactividad“opiácea”, hoy en día, la mayoríade los

autoresutilizan el término “opioide” parareferirsea todaslas drogas,tanto sintéticascomo

naturales,que tienenaccionessemejantesa la morfina (Olson y cols, 1991). En la presente

Memoria, seutilizará también,únicamente,el término “opioide”.

Los pentapéptidosmetionina-encefalina(Met-encefalina)y leucina-encefalina(Leu-

encefalina)fueron los primerospéptidosopioidesendógenosaislados,del encéfaloporcino,

e identificadoscomo tales (Hughesy cols, 1975). Posteriormentesehan aisladoal menos

otros 16 péptidosopioidesde tejidos como e] hipotálamo, la hipófisis y las adrenales,que

compartentodos una estructura Met- o Leu-encefalina,y derivan de uno de los tres

precursorescomunes,proencefalina,POMC o prodinorfina,presentesen mamíferos(véase

rey. Baile y cols, 1986; Dores, 1990; Dores y cols, 1990; Simon, 1991; Dalayeuny cols,

1993; Dores y cols, 1993a; Simon y Hiller, 1994). Concretamente,en 1976, Li y Chung

aislaron de la hipófisis de camello un péptido de 31 aminoácidos, la B-endorfina, que

representala secuencia61-91 de la B-lipotropina y que junto a la ACTH deriva de un

precursorcomún,la POMC, quefue caracterizadoposteriormente(Nakanishiy cols, 1979)

(Ilustr. 1). La secuenciade aminoácidosde la B-endorfinaes la siguiente:

His-Lys-Lys-OIy-GJu



Regu Le lón del apetito en teleósteos ____ ________ 1. INTRODUCCIÓN 20

En otrasespeciesde mamíferos,como la rata. oveja. vaca y humanos,así como en

ciertasespeciesde aves,anfibios y peces.se ha establecidola estructurade la g-endorfina.

obserx’andosetina gran similitud de dichassecuenciasentre los tetrápodospor un lado. y

entre los peces por otro, encontrándosediferenciasen la región C-terminal cuando se

comparanambosgrupos<Dores y cols. 1990)

J
r MC. 31K

y

a ~r’ve -L PH

y _____ -—-—-.--.-__—

F- aqíov 11-rK (TH -LPH j F-nd(1 sil

MSH u-MSH Chp ¡, MSH ¡-Erid 126 o 271

llustr. 1. Esquemade la moleculade proopiomelanocortina(POMC) y los péptidosderivados

a partir de ella (tomadode López-Calderún.1992). ACTH. corticotropina; End. endorfina;
LPH. lípotropina: MSH. hormonaestimulantede melanóforos.

El sistemaPOMC en los pecespresentasimilitudes con el de otros vertebradosen

cuantoa sus productosfinales, y sepuedeconsiderarque dicho sistemaen gnatóstomosha

sido altamenteconservado(Dores y cols, 1993a y b). Respectoa la 8-endorfina. se han

purificado, y en algunoscasosaislado,diferentesformasdeendorfinaa partir de la hipófisis

de tres pecespertenecientesa órdenesmuy diferentes(salmoniformes.Oncorhynchusketa:

Kawauchi y cols. 1980: dipnoos, Neoceratodus /brsreri: Dores y cols. 1988a;

polipteriformes. C’alwnoichrhvscalabricus: Dores y cols, 1993b). Recientemente,se han

detectadoformasN-acetiladasde ¡3-endorfinatambiénen los holósteos(Amia y Lepisosteus:

Dores y cols, 1994).

2.3.2 DISTRIBUCIÓN

.

Las regionesencefálicasque presentanmás inmunorreactividada la B-endorfinahan

sido localizadasen el hipotálamo, cerebro medio, amígdala y tronco cerebral de la rata

(véase rey. Baile y cols, 1986). Las concentracionesmás altas de B-endortina se han

encontradoen el hipotálamo,concretamenteen los cuerposcelularesdel núcleoarcuado,

eminenciamedia y bordeventromedialdel tercerventrículo, y en axonesy terminalesa lo
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largo de las paredesdel tercer ventrículo. Estosaxonesse extiendendorsal y lateralmente

desdeel hipotálamo hasta la amígdala y el hipocampo. Se han descrito otras estructuras

encefálicasconteniendoB-endorfina, como el núcleo del tracto solitario, NPV y locus

coeruleus,y proyecciones13-endorfina-irhaciael áreapreópticay la médulaoblonga(véase

rey. Simon y Hiller, 1994). En general, pareceque son más frecuenteslas regiones

encefálicasquecontienenfibras nerviosasy terminalesquetransportany liberan los péptidos

opioides,quelas áreasquecontienencuerposcelularesqueproducendichospéptidos(Simon

y Hiller, 1994).

Ademásdeestasregionesencefálicas,en la ratasehaobservadomaterial13-endorfina-

ir en el líquido cefalorraquideoy en la hipófisis, encontrándosela mayoría de la

inmunorreactividad(90%) en el lóbulo neurointermedio,y a nivel periférico en el tracto

gastrointestinal,páncreasy ovario (véaserey. Baile y cols, 1986).

Lapresenciade sustanciasinmunológicamenterelacionadascon las endorfinasha sido

demostradaen el encéfaloe hipófisis de diferentesespeciesde pecesteleósteos(Folléniusy

Dubois, 1978a y b; Dubois y cols, 1979). Concretamente, se ha observado

inmunorreactividada la B-endorfinaen el hipotálamodelampreas(Nozaki y Gorbman, 1984)

y perciformes (Vallarino, 1985), encontrandocuerpos celularesy fibras-ir en la región

paraventriculary en los núcleos preóptico y tuberis latera/ls. Aunque presentauna

distribución más restringidaque en el encéfalode mamíferos,también se ha detectado13-

endorfina-ir en otras áreasextrahipotalámicas,como el cerebelo (Vallarino, 1985) y la

hipófisis (Doresy cols, 1988b).

2.3.3 RECEPTORESY MECANISMOS DE ACCIÓN

.

El desarrollode ligandosque seunenconalta especificidady afinidadaJosreceptores

opioides ha sido utilizado para estudios de unión al receptor, así como para estudios

anatómicos, fisiológicos y farmacológicos. Los resultados de estos trabajos sugirieron

inicialmente la existenciade, al menos,3 tipos de receptoresopioides: mu (~.t), kappa(«) y

sigma(a). El descubrimientode las encefalinasllevó ala descripciónde otro tipode receptor

que se le denominódelta (8), y desdeentoncessehan postuladootros tipos de receptores,

uno deellos específicoparala ¡3-endorfina,el receptorépsilon (E). Sin embargo,actualmente

sepiensaqueel receptoru no esun verdaderoreceptoropioide ya quesus accionesno son

revertidaspor el antagonistaopioide naloxona,pruebaampliamenteaceptadapara definir
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receptoresopioides. La clasificación actual consideraa los receptoresfL, ¡c y 8 como los

principalestipos de receptoresopioides,describiéndoselos subtiposw y p2; >i, ¿<2 y ¿<3, y 3~

y ~2 (véaserey. Simon, 1991; Pasternak,1993; Fowler y Fraser, 1994; Simon y Hiller,

1994; Uhí y cols, 1994). De férma general, los receptores« median las accionesde los

péptidos que derivan del precursor prodinorfina y los 3 median las acciones de las

encefalinas.Como ligando endógenodel receptor ~¿ se ha sugerido la B-endorfina y la

morfina, presentandotambién cierta afinidad por las encefalinas.Concretamente,la 6-

endorfinatiene preferenciapor los receptoresti y 3, mostrandopoca afinidad por los

receptores¿< (AkiI y cois, 1981).

Existen evidenciasde que los receptoresopioidérgicos utilizan el AMPc como

segundomensajero.La activacióndel receptorprovocauna inhibiciónde la adenilatociclasa

vía una de las proteínasG inhibidoras, y también se ha demostradosu acoplamiento

directamentea canalesiónicosmedianteunaproteínaG0 (véaserey. Fowler y Fraser, 1994;

Simon y Hiller, 1994; Uhí y cols, 1994). Mientras que los receptores¡x y 3 median la

activacióndecanalesdepotasio,la unión a receptoresx inhibe los canalesdecalcio voltaje-

dependientes(véaserey. Simon, 1991;Brownstein,1993).Recientemente,seha demostrado

que el receptor y también puedeacoplarsea la inhibición de Ja producciónde inositol

trifosfato (IP3) (Johnson y cols, 1994). La unión de ligandos endógenoso sintéticosal

receptoropioide es saturabley de alta afinidad, con una K0 en el intervalo l0~~~lW M

(Simon y Hiller, 1994).

La distribuciónde los tres tipos de receptoresvaríaentrelas distintasregionesdel

SNC y paraunaregióndeterminadaentrelas distintasespeciesestudiadas(Simon, 1991).Los

receptoresji han sido localizados en numerosasregiones del SNC en los mamíferos,

encontrándosealtas densidadesen el tálamo, amígda]a, caudadoputamen, hipocampoy

núcleoaccumbensy del tracto solitario, mientrasque una escasao nula unión seencontró

en el hipotálamo.Un patrónde distribución similar se ha encontradopara los receptores3,

a excepcióndel tálamo. En cambio, para los receptores¿< la distribuciónes diferente,con

altasdensidadesen el tálamoy el hipotálamo,concretamenteen el NPV, no detectándoseen

el hipocampo(véaserey. Fowler y Fraser, 1994).

La presenciade receptoresopioidesen nerviosperiféricostambiénseha establecido

en los mamíferos(Pasternak,1993).
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Estudiosautorradiográficoshan puestode manifiestola presenciade sitios de unión

de opioidesen el encéfalode los peces(carpadorada:Pert y cols, 1974; trucha,anguila y

lamprea:Bird y cols, 1988; raya:Nicholsony cols, 1994).Sehan encontradodiferenciasen

la distribuciónde estossitios de unión entrelas especiesde teleósteosestudiadas,demanera

que, por ejemplo, mientrasqueen la truchay Jaanguila las densidadesmásaltasde sitios

de unióndeopioidesse observaronen el cerebelo(Bird y cols, 1988),en la carpadoradala

detecciónde sitios de unión de opioidesen dichazonadel encéfalofue despreciable(Pert y

coJs, 1974).

A pesardela descripciónde sitiosde unión deopioidesen distintasespeciesdepeces,

su clasificación resultaba difícil al no existir radioligandos y competidoresselectivos.

Recientemente,dicha clasificación ha sido posible por primera vez en la carpa dorada

(Brooks y cols, 1994), indicandoque la mayoríade los sitios de unión correspondena sitios

¡c concretamentepareceque ¿<3, y el resto a sitios ~ no detectándoseunión de ligandos¿<j,

«2, ni 8.

La existenciade receptoresopioidesha sido, así, firmementeestablecidaen todoslos

vertebradosestudiados,desdelos mixineshastahumanos,asícomoenalgunosinvertebrados.

Una de las posibles razonespara esta conservaciónde receptoreses que actúen como

mediadoresdeciertasfuncionesfisiológicasqueconfieranal organismounaventajaselectiva

(Simon, 1991; Simon y Hiller, 1994).

Por lo querespectaa los mecanismosdedegradaciónde los péptidosopioldes,se sabe

quelas encefalinasson hidrolizadasporpeptidasas,de maneraqueel péptidobiológicamente

activo da lugar a fragmentos inactivos. Estas peptidasasincluyen, entre otras, una

metaloendopeptidasay una aminopeptidasa-N,que también puedenatacara otros péptidos

opioidescomo la 8—endorfina(Simon y Hiller, 1994).

2.3.4 ACTIVIDAD BIOLÓGICA. REGULACIÓN DE LA INGESTA

.

A partir de la observaciónde los efectosfarmacológicosde los péptidosopioidesy

sus antagonistas,y de su distribución anatómica en regiones conocidaspor controlar

actividadesfisiológicasy comportamentales,sehandescritonumerosasfuncionesen las que

intervienendichospéptidosen todos los vertebradosestudiados.Así, los péptidosopioides

estánimplicadosen la percepcióndel dolor, en los mecanismosque medianlas repuestasal

estrés,en la regulaciónde la respiracióny la temperatura,en el desarrollode toleranciay



1. INTRODUCCIÓN 24Regulacióndel apetitoen teleósteos

dependenciafísica al fármaco opioide, así como en la modulación de funciones

gastrointestinales,hepáticas, cardiovascularesy diuréticas. El comportamiento sexual,

maternal,aJimentario,bebida,aseo,y actividadlocomotorason patronescomportamentales

influenciadostambiénpor los péptidosopioides.Además, soncapacesde interaccionarcon

los sistemasinmune y endocrino,incrementandola liberaciónde GH, ACTH, prolactinay

hormonaantidiurética, y reduciendolos nivelescirculantesde TRH, hormonaluteinizante

(LH) y hormonafoliculoestimulante(FSH), y estánrelacionadoscon ciertosdesórdenes

psiquiátricos(Olson y cols, 1991, 1992 y 1993; Dalayeuny cols, 1993; Simon y Hiller,

1994).

A continuaciónprofundizaremosen el papel que desempeñanlos péptidosopioides

en general,y la 8-endorfinaen particular,en la regulaciónde la ingesta.

a) Efectos a2udosde la Il-endorfina en la in2esta

.

Un año despuésde aislary caracterizarla B-endorfina,Grandisony Guidotti (1977)

demostraronque la inyección de este opioide endógenoen la región ventromedial del

hipotáJamoincrementabala ingestaen las ratas. Estudios similares en la misma especie

indicaron tambiénun aumentode la alimentacióncuandola B-endorfinase administrabaen

el NPV (Leibowitz y Hor, 1982) o intracerebroventricularmente(McKay y cok, 1981;

Orosco y cols, 1989). En cambio, su administraciónperiférica a las mismas dosis no

modificabael comportamientoalimentario(McKay y cols, 1981), sugiriendoque la acción

de la B-endorfinaen la regulaciónde la ingestaescentral.

Los opioides parecencontrolar específicamentela ingesta de grasas y además

potencianla ingestade proteínas,de maneraque intervienenen el balancede la ingestay

almacenamientode estosdos tipos de nutrientes(Leibowitz, 1992).

b) Alteraciones de los efectos de la 3-endorfina en la in2esta

.

El papelquedesempeñanlos péptidosopioidesen la regulaciónde la alimentaciónse

ha puesto de manifiesto por la utilización de drogas que bloquean los receptores

opioidérgicos.El antagonistageneralnaloxonaha sido ampliamenteutilizado, demostrándose

queinhibe la ingestatantoadministradocentralcomoperiféricamenteen numerosasespecies:

rata, ratón, gato,zorro, tigre, conejo,cerdo,poíío, paloma, inclusoen moluscos(véaserey.

Baile y cols, 1986; Morley, 1987) y en una gran variedadde situacionesque incluyen la
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alimentaciónespontáneae inducidaporayuno,estrés,noradrenalina,etc. (véaserey. Levine

y cols, 1985).

El desarrolloen los últimos añosde ligandos(agonistasy antagonistas)específicos

para los diferentes subtipos de receptoresopioidérgicos ha permitido identificar el o los

receptor(es)responsablesde la regulación de la ingesta por opioides en la rata. De los

numerososestudiosexistentesen este sentido, se puedeconcJuir que los tres tipos de

receptoresji, ¿< y 8 son capacesdemediar los efectosde los opioidesen el comportamiento

alimentario(véaserey. Morley, 1987;Olson y cols, 1991, 1992 y 1993),aunquela magnitud

de la respuesta,o a vecesincluso su ausencia,dependede las condicionesexperimentales.

Por ejemplo,en función de la región del SNC en la que se administrendichosligandos,o

del tipo de dieta que se ofrezca,puedevariar el tipo o tipos de receptoresopioidérgicos

implicadosen la regulaciónde la ingesta(Can- y cols, 1991; Beczkowskay cols, 1992 y

1993; Bakshi y Kelley, 1993; Carr y Papadouka,1994; Koch y Bodnar, 1994; Papadouka

y Can-, 1994).

La administraciónICV de B-endorfinadurantetres días provocaun descensoen la

ingestay el pesocorporal en las ratas(véaserey. Baile y cols, 1986), lo queconcuerdacon

los efectosde otros péptidosopioidesadministradoscrónicamente(Levine y cols, 1985;

Olson y cols, 1992; Shaw, 1993; Gosnell y Krahn, 1993).

Se han descrito modificacionesdel sistema opioide relacionadascon el estado

nutricional y quereflejancambiosen el estadodehambreo saciedaden las ratas(véaserey.

Baile y cols, 1986; Olson y cois, 1991). Así, el ayuno durante2 ó 3 días provoca un

descensoen el contenidohipotálamicode B-endorfinaen las ratas(Gamberty cols, 1980).

En estesentido, Baile y cols (1986)han sugeridoque las concentracioneshipotálamicasde

dichopéptidosonincrementadasduranteperíodosde saciedad.En cambio,períodosdeayuno

prolongadosaumentanlos nivelesde B-endorfinaen la hipófisise hipotálamoposteriory los

desciendenen el núcleo supraquiasmático(véaserey. Baile y cols, 1986). Los niveles

plasmáticosde B-endorfinaaumentanen la primera fase de ayuno (5 días) en humanos,

siendo más una respuestaal estrésocasionadopor el ayuno que un cambio asociadoa

modificacionesdepesocorporal (Komaki y cols, 1990).

Además, se ha demostradoque en roedoresgenéticamenteobesos los niveles

plasmáticosehipotálamo-hipofisariosdeil-endorfinaseencuentranelevados(Khawajay cols,
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1991). De manerasimilar, en pacientesobesosse hanobservadonivelesplasmáticosde 11-

endorfinaelevados(Balon-Periny cols, 1991),que, sin embargo,no seven modificadospor

variacionesde la ingestacomoocurríaen individuosnormales.Todo ello, junto con el hecho

deque los animalesobesosrespondíanmásalos efectosde la naloxonaen la ingesta,indica

que la 13-endorfinaestáinvolucradaen el desarrollode la obesidad(Baile y cols, 1986).

2.4. Galanina.

2.4.1 ESTRUCTURA

,

Tatemoto y colaboradoresaislaron e identificaron en 1983 un nuevo péptido

biológicamenteactivo en extractosde intestinodelgadoporcinoque denominarongalanina,

haciendomención a los residuosde sus extremosN- y C-terminales,que eran glicina y

alaninarespectivamente.La secuenciacompletadeaminoácidos(29) dedicho péptido es la

siguiente:

Gly-Leu-Ala-NH2

EJ tetrapéptidoC-terminalamidade la galaninaesestructuralmentesimilar a la región

correspondientede la sustanciaP y la secuenciaN-terminal de seis aminoácidosde la

galaninaessimilar a la de la POMC. En cambio,no seencontraronsimilitudesestructurales

entrela galaninay el CRE, aunqueambospéptidoscontienenla mismaestructuraC-terminal

alaninaamida(Tatemotoy cols, 1983). A pesarde estassimilitudesparciales,la secuencia

de aminoácidosde la galaninaporcinano presentahomologíaa la de péptidosde otras

familias, por lo que se la consideróel primer péptido de una nuevafamilia.

La estructurade la galaninaha sido establecidaen otros mamíferos,concretamente,

en la rata, perro, vaca, oveja y humanos;así como en aves (pollo), mostrandouna gran

similitud ala secuenciadescritaparalagalaninaporcina(véaseres. Ahrény Lindskog, 1992;

Harling, 1993; Merchenthalery cols, 1993).En todos las especiesseconservanintactoslos

15 aminoácidosdel extremoN-terminal, lo que sugiereque la actividadbiológica resideen

esta región, que podría ser importantepara la interacción con el receptor; mientras la

variabilidadde la región U-terminal pareceserresponsablede una actividadespecíficade

especle.
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En los peces,Yanahiharay colaboradores(1993),recientemente,hanaisladogalanina

del hipotálamode un túnido y han secuenciadoparcialmentedicho péptido, poniendo de

manifiestonuevamentela gran similitud en el fragmentoN-terminal (1-15),con diferencias

únicamenteen los aminoácidosde las posiciones6 y 15. El extremoC-terminalquepresenta

mayorvariabilidadcomoocurríaen otrosvertebrados,ha sido secuenciadoúnicamentehasta

el aminoácido25, desconociéndosepor el momentolos aminoácidosfinales.

2.4.2 DISTRIBUCIÓN

.

La distribucióndecuerposcelularesy fibras inmunorreactivasa galanina(Gal-ir) en

el SNC sehadescritoen numerosasespeciesde mamíferosy en otrosgruposdevertebrados,

principalmenteen anfibiosy peces(véaserey. Michenery cols, 1990; Olivereauy Olivereau,

1991a;Merchenthalery cols, 1993).Recientemente,tambiénseha estudiadola distribución

degalaninaen el encéfalode aves (Józsay Mess, 1993), siendosimilar, en general,a la de

las restantesclasesde vertebradosestudiadas.Se ha descritomateria] Gal-ir a lo largo de

todas las regionesdel encéfalo,existiendouna poblaciónde neuronasricas en galaninaen

el hipotálamo, concretamenteen los núcleospreóptico, arcuadoy paraventricular;y una

densaredde fibrasoriginadasen estosnúcleosquealcanzanla eminenciamediay la hipófisis

posterior. También existe gran inmunorreactividada galaninaen la protuberancia,bulbo

raquídeoy médulaespinal.

Recientemente,se han realizado numerososestudios en los peces(Cornbrooksy

Parsons,1991; Holmqvisty Ekstróm, 1991; Olivereauy Olivereau, 1991a;Vallarino y cols,

1991; Yamamotoy cols. 1992; Cuadradoy cols, 1993;Magliulo-Ceprianoy cols, 1993),que

ponende manifiestotambién una distribución heterogéneade la galaninaen el SNC. La

principal localizaciónde Gal-ir seencuentraen la regiónhipotálamo-hipófisis,con unadensa

red de fibras en la partecaudalde la eminenciamediay una importantepoblaciónde células

que contienengalaninaen el núcleo preópticoperiventricular.núcleo preóptico y núcleo

tuberislatera/ls, áreashomólogasa los núcleossupraóptico,paraventriculary arcuadodelos

mamíferos.Sin embargo,en contrastea la situación de los mamíferos,no existegal-ir en el

locuscoeruleusnoradrenérgicoy núcleodelrafeserotoninérgico,ni en otrasáreashomólogas

al tálamo,núcleoseptalmedial del telencéfaloy núcleointerpedunculardel mesencéfalode

los mamíferos(Merchenthalery cols, 1993).
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A nivel periférico, se ha encontradomaterialGal-ir en fibrasnerviosasen diferentes

regionesdel tracto respiratorio,gastrointestinal(véaserey. Vrontakisy cols, 1991; Harling,

1993) y urogenital (Papkay cols, 1991). También se ha demostradosu existenciaen el

páncreasendocrinoy exocrino(Lindskog y cols, 1991; Ahrén y Lindskog, 1992) y en las

glándulasadrenales(Zentel y cols, 1990).En los peces,apareceGal-ir a lo largo del tracto

gastrointestinal(Karila, 1993; Kiliaan y cols, 1993).

2.4.3 RECEPTORESY MECANISMOS DE ACCIÓN

.

Todos los receptoresde galaninaestudiadosson receptoresde membranaplasmática

acopladosa una proteína G, que inicia la cascadade repuestascelularesa travésde la

inhibición deadenilatociclasa,activaciónde canalesdepotasiosensiblesa ATP, o inhibición

de la corrientede calcio (Bartfai y cols, 1992; Chen y cols, 1992 y 1993a;Hulting y cols,

1993). Se han identificado cinco subtiposde proteínasG (G~1, G~, G13, G0 y G01) como

candidatasal acoplamientocon el receptorparagalanina(Cormonty cols, 1991). La unión

de galaninao análogosdeéstaal receptoresespecífica,saturabley dealtaafinidad, con una

KD en el rangonanomolar(Chen y cols, 1993a).

Utilizando métodosautorradiográficosha sidoposibledemostrarlapresenciade sitios

de unión paragalaninaen el SNC y periferiade mamíferos,los cualessecorrelacionanbien

con la distribuciónde la inmunorreactividadagalanina,apoyandola ideadequela galanina

estáinvolucradaen una gran variedadde funcionesbiológicas (véaserey. Bartfai y cols,

1992; Merchenthalery cols, 1993). Se han descritoreceptoresdegalaninatanto pre- como

post-sinápticos(Merchenthalery cols, 1993). Unadistribuciónsimilarde los sitios de unión

en ratas y primatessugiereque la distribución de los receptoresde galaninaesaltamente

conservadaentre diferentesespecies(Merchenthalery cols, 1993). Estudiossimilares en

teleósteos, concretamenteen la lubina (Dicentrarchus labras) (Moons y coJs, 1991),

demuestranla presenciade sitios de unión en el encéfaloe hipófisis, coincidiendocon la

distribucióndescritaparamaterialGal-ir en dichaszonas.La densidadmásaltade receptores

dentrodel encéfalosehaencontradoen el hipotálamoposterior. En cuantoa la hipófisis, a

pesarde existir fibras Gal-ir en estrechaasociacióncon células de ACTH, prolactina,GH

(hormonade crecimiento), TSH (tirotropina) y GtH (hormonagonadotrópica),sólo se

detectaronreceptoresen la poblaciónde céJulasdeprolactina.
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Respectoa la degradaciónde la galanina, se ha demostradoque, entre otros

mecanismosposibles,existenenzimasencargadasdeterminarcon la acciónde dichopéptido

y concretamenteseha sugeridoen ratasque unadeellasesunaendopeptidasa(Land y cols,

1991). Además,seha descritoque lagalaninaliberadaendógenamenteen el hipotálamotiene

una vida mediade 100 minutosen la rata(Land y cols, 1991), mientrasqueen el plasmaes

de4,6 minutosen el cerdo,lo que indicaquela galaninaesinestableen la sangre(Harling

y Holst, 1992). No obstante,aún considerandoestasdiferentestasasde degradaciónde la

galaninasegúnlos tejidos, cabepensartambiénque, puestoque la estructuramolecularde

la galaninaen dichasespeciesno esidéntica,el tiempo diferentedevida media del péptido

podríareflejar unadistinta tasade eliminaciónen las dosespecies.

2.4.4 ACTIVIDAD BIOLÓGICA. REGULACIÓN DE LA INGESTA

.

La demostración,como hemosvisto en los apartadosanteriores,de materialGal-ir

en el sistema hipotálamo-hipófisisde varios vertebrados,sugiere que estepéptido puede

ejercerun papelneuroendocrinoen el control de la función de la hipófisis anterior (Moons

y cols, 1991), por ejemploestimulandola liberaciónde GEL y prolactina(Merchenthalery

cols, 1993). Además de estas accionesneuroendocrinas,se han descrito otras muchas

actividadesbiológicasparala gatanina,principalmenteen mamíferos(véaserey. Bartfai y

cols, 1992; Merchenthalery cols, 1993),porejemploen el páncreasinhibe la Jiberaciónde

insulina inducida por glucosa y la liberación de somatostatina; regula funciones

gastrointestinales;y en el SNC inhibe la liberación de acetilcolina en el hipocampo,la

descargade neuronasnoradrenérgicasen el locus coeruleus,y estimulael comportamiento

alimentario,queestudiaremoscon másdetallea continuación.

a) Efectosa2udosde la palartinaen la in2esta

.

Kyrkouli y colaboradores(1986) demostraronpor primera vez que la galanina

estimulabala alimentacióncuandose inyectabadirectamenteen el NPV de ratas saciadas.

Este efecto estimuladordel comportamientoalimentarioes dependientede la dosis, y es

específico,tanto desdeel punto devista anatómico,ya que ni las inyeccionesen otrasáreas

del encéfaloni la administraciónperiféricade esepéptido fueron eficacesparaincrementar

la ingesta,comocomportamental,puestoqueno eraacompañadopormodificacionesen otras

conductas(Kyrkouli y cols, 1986 y 1990a; Corwin y cols, 1993). Posteriormente,se ha

demostradoque la administraciónICV de galanina,asícomo las inyeccionesen los núcleos
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lateral y ventromedialdel hipotálamotambién estimulanel apetito, involucrandoa dichos

núcleosen la regulacióncentral de la ingestapor galanina(Schick y cols, 1993). Estos

autoresencontrarontambiénque la estimulacióndel apetito ocurríatanto en ratasprivadas

de alimento como con libre accesoa éste, actuandola galanina,por tanto, mediantela

activacióndel comportamientoalimentarioy no porsupresiónde señalesde saciedad.

La galanina es capaz de controlar específicamentela ingesta de determinados

nutrientes(Leibowitz, 1992).Seha demostrado,así, queaunquela galaninaafectademanera

similar a la cantidadtotal deingestadurantela faseoscuraen ratas,sin embargo,al principio

de éstael péptido incrementatanto la ingestadecarbohidratoscomode grasasy al final de

dichafaseoscurasólo incrementala ingestade grasas,quepareceser el efecto primordial

de la galanina(Tempely Leibowitz, 1990a).

b) Alteracionesde los efectosde la galanínaen la ¡n2esta

.

El efecto descrito de inhibición de la liberación de corticosteronadespuésde

administrargalaninaen el NPV (Tempel y Leibowitz, 1990b) pareceno mediar la acción

estimuladoradel apetitopordichopéptido,ya que ni laadrenalectomía,ni la sustitucióncon

corticosteronani el uso de antagonistasde receptoresesteroidesen el NPV modifican la

estimulaciónde la ingestainducidapor galanina(Tempely Leibowitz, 1993). Por tanto, la

gaJaninaparecefuncionarindependientementedelacorticosteronacirculantey susreceptores.

Estudios que relacionanestructura-actividad(véaseapartado2.4.1.) han puestode

manifiestoque la actividadbiológica de la galanina(1-29) resideen la porción N-terminal

del péptido. En basea estaactividadN-terminal,sehandesarrolladorecientementepotentes

antagonistasdel receptordegalanina,que sonpéptidosquiméricoscon el fragmento1-13de

la galaninacomoel extremoN-terminaly otrasecuenciapeptídicacomoextremoC-terminal.

Algunosde estosantagonistas,reconocidosporbloquearefectosmediadospor la galaninaen

el páncreasy en el encéfalo, tambiénbloqueanel incrementode la ingestainducido por

galanina,a dosis equimolaresa las de galanina(Leibowitz y Kim, 1992; Corwin y cols,

1993; Crawley y cols, 1993).

Un estudiorecienteha demostradoel efectodeJ tratamientocrónicocon galaninaen

ratas, indicandoque la administraciónICV de estepéptido dos veces al día duranteuna

semana,o tres inyeccionesdiariasdurante6 días, no produceun incrementoen la ingesta

total diaria ni modificacionesdel pesocorporalal final del tratamiento(Smith y cols, 1994).
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2.5. Interaccionesneuropéptidos-catecolaminaseíwefálicas.

2.5.1 CATECOLAMINAS ENCEFÁLICAS

.

Los neurotransmisorescatecolaminérgicosincluyen la dopamina(DM, noradrenalina

<NA) y adrenalina(A), cúyo metabolismoparecesercualitativamenteidénticoen todos los

‘ceriebradosestudiados.íaciuvendolos peces(véaserey. Winberg y Nilsson. 1993).

a> Síntesis

.

En la ruta biosíntética de las catecolaminas(llustr. 2) intervienencuatroenzimas:

tírosína hidroxilasa TH>. L-aminoácido-aromáticodescarboxilasa(AADA). dopamina-Il-

‘¡roxilasa <I)ABOH) y feniletanolamina-N-metiltransferasa(PNMT).
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Ilustr. 2. Esquemade la síntesisy degradacióndecatecolaminas(tomadode Alonso-Solís,
1992). AADÁ, aminoácidoaromáticodescarboxilasa;COMT. catecol-O-metiltransferasa:
DA, dopamina; DAI3OH. dopamina-Il-hidroxilasa;HMPC, 4-hidroxi-3-metoxifenilglicol;
MAO, monoamino oxidasa: NA, noradrenalina; NM, normetanefrina: TH, tirosina
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Las catecolaminassoncompuestosderivadosdel aminoácidotirosina, queescaptado

de la circulación, y cuya hidroxilación da lugar al L-3,4-dihidroxifenilalanina(L-DOPA).

Estareacciónescatalizadapor laTH, enzimasolubleque se encuentraen el citosol de todas

las célulassintetizadorasde catecolaminas,y constituyeel pasolimitante de dicha síntesis,

ya que la TH estásometidaa un control por productofinal (L-DOPA, DA).

A continuaciónla L-DOPA esdescarboxiladaparaformarDA, conversióncatalizada

por la AADA. En las neuronasnoradrenérgicas,las vesículasquecontienenDA presentan

tambiénla enzimaDAJ3OH quepermitela síntesisde NA apartir deDA. Por último, en las

célulasque contienenA, la NA esmetiladapor la enzimaPNMT dandolugar a la A.

b) De2radación

.

Las catecolaminas,como el resto de los neurotransmisoresen general, son

concentradasy almacenadasen vesículasque liberan su contenidocuandose despolarizala

membranapresináptica.Unavezliberadasal espaciosináptico,la acciónde las catecolaminas

es finalizada mediantedegradaciónenzimáticaen el mismo, recapturapor las propias

neuronassintetizadoraso posiblementepor las célulasgliales y degradaciónintraneuronal.

Tras la recaptura,las catecolaminas(Ilustr. 2) sufrenuna desaminaciónoxidativa por la

enzimamonoaminooxidasa(MAO), dandolos correspondientesaldehídos.Dicha enzima,

de localizaciónfundamentalmenteintraneuronal,seencuentrasituadaen la membranaexterna

de la mitocondria.Los aldehídosformadospuedenconvertirseen el correspondienteácido

o alcoholdecadaamina,poruna reaccióncatalizadaporunaaldehídodeshidrogenasao una

aldehídoreductasa,respectivamente.

Alternativamente,las catecolaminaspuedenserinactivadaspor metilacióndel grupo

hidroxilo, una reacciónqueescatalizadapor la catecol-O-metiltransferasa(COMT), enzima

solubleque actúasobrelas catecolaminasextraneuronales.

El principal metabolito de la NA es el 4-hidroxi-3-metoxifenilglicol (HMPG),

mientrasque parecenexistir diferenciasespecíficasde especieen cuantoal catabolismode

la DA en los peces,variandoel principal productode degradacciónde la DA quepuedeser

el ácido homovanílico,el ácido3,4-dihidroxifenilacético(DOPAC) o la 3-metoxitiramina

(véaserey. Winberg y Nilsson, 1993). Concretamente,se hademostradoen variasespecies

de teleósteos(Saligauty cols, 1992; Hernándezy cols, 1994),incluyendocii auratus(Sloley

y cols, 1992)que el DOPAC es el metabolitopredominante.
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c) Distribución

.

Las célulascatecolaminérgicasson, en general, abundantesen el tronco cerebral,

encontrándoseun número significativo de ellas también en el hipotalámo, región que,

además,estáaltamenteinervadapor axonescatecolaminérgicos(véaserey. Parent, 1983;

Winberg y Nilsson, 1993). En el encéfalo de teleósteosla A, aJ igual que en otros

vertebrados,se encuentraa concentracionesmuy bajasy no tiene una función conocida

(Nilsson, 1989; Winbergy Nilsson, 1993.

d) Receptores

.

Se han descritocuatrosubtiposde receptoresadrenérgicosen los mamíferos:a~, a2,

J3~ y 112, y al menostres subtiposde receptoresdopaminérgicos:D1, D2 y D3. Ademásde su

localización postsináptica, algunos subtipos funcionan también como autorreceptores

presinápticosen el control de la liberacióndel neurotransmisor.Los receptores11 tienen una

fuertepreferenciapor la A en los mamíferos(Lefkowitz y Caron, 1987)mientrasquela NA

seune principalmentea los receptoresa (Norris, 1985; Hoebel y Hernández,1993).

Se conocemuy poco acercade los subtiposde receptorescatecolaminérgicosen el

SNC de los teleósteos, habiéndosedescrito funciones reguladas por receptores a-

adrenérgicos,a1-”like” (Chang y cols, 1991) y dopaminérgicos,D2-”like” (Chang y cols,

1984; Sloley y cols, 1991), no existiendo datos respectoa Jos receptores11 (véaserey.

Winbergy Nilsson, 1993).

2.5.2 CRF-CATECOLAMINAS

.

Diferentes estudios han permitido llegar a la conclusión de que la indolamina

serotonina,estimulandola liberaciónde CRF, inhibe la ingestay, la noradrenalinaestimula

Jaalimentaciónpor inhibir la liberaciónde unasustanciainhibidora, el CRF, dentrodel NPV

(véaserey. Morley y cols, 1985; Morley, 1987).

Por otro lado, aunqueno existemuchainformaciónal respecto,ciertosestudiosen

mamíferoshan demostradoque el CRF afectaprofundamenteaJ contenidode determinadas

monoaminasen el SNC. Concretamentela administraciónICV de CRF incrementala relación

DOPAC/DA en la cortezafrontal, núcleoaccumbens,estriado,hipocampoy amígdala,y la

relación HMPG/NA en la cortezafrontal e hipocampo(véaserey. Morley, 1987; Dunn y

Berridge, 1990). En algunoscasosel CRF pareceprovocarcambiosparalelosen los niveles

de neurotransmisoresy la ingesta(Morley, 1987), aunquese requierenmás estudiosque
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establezcanun mecanismodecontroldel apetitoporCRFasociadoamonoaminasen el SNC.

2.5.3 JS-ENDORFINA-CATECOLAMINAS

.

El efectoagudode la 11-endorfinacomo estimuladorde la ingestaha sido bloqueado

por un antagonistaa-adrenérgicoen la rata(Leibowitz y Hor, 1982). No obstante,no está

claro si es la noradrenalinaquiencontrolalos efectosde los opioideso viceversa,ya que la

naloxonarevierte la estimulaciónde la alimentacióninducidapornoradrenalinaen el NPV

(véaserey. Levine y cols, 1985). Sin embargo,se ha descrito que dichos efectosde los

opioides y la noradrenalinaestimulandola ingestacuandose inyectan en el NPV son

independientesen la rata(McLean y Hoebel, 1982).

Tambiénseha sugeridounainteracciónde la 11-endorfinay el sistemadopaminérgico,

ya quedichopéptidoincrementasimultáneamentela ingestay el metabolismode la dopamina

(aumentala proporciónDOPAC/DA) en la rata(Oroscoy cols, 1989).

2.5.4GALANIiNA-CATECOLAMINAS

.

La estimulaciónde la ingestaporgalaninadependeparcialmentede la activaciónde

receptoresadrenérgicos(véaserey. Morley, 1987; Morley y Silver, 1991; Bray, 1992), ya

que medianteel uso de drogasque bloquean los receptoresa2-adrenérgicos,las cuales

antagonizanlos efectosde la noradrenalinaen la ingesta(véaserey. Wellmany cols, 1993),

sebloqueabano atenuabanlos efectosestimuladoresdel apetito, concretamentela ingestade

carbohidratos,inducidospor la galanina(Kyrkouli y cols, 1990b).Estehechoesapoyadopor

la correlaciónpositiva observadaentre los niveles de noradrenalinay la magnitud de la

respuestaalimentariaen ratastras administrargalanina(Kyrkouli y cols, 1992).No obstante,

lagalaninaproduceprincipalmenteun incrementode la ingestadegrasas(Leibowitz, 1992),

sugiriendoque esta respuestapareceser independientede la liberación de noradrenalina

(Tempel y Leibowitz, 1 990a).

3. INTERACCIÓN ACTIVIDAD TIROIDEA-ALIMENTACIÓN.

3.1. Introducción.

En todos los vertebradosestudiados,la glándulatiroideaa travésde sus productos

hormonales,la tiroxina (T4) y la triyodotironina (T3), desempeñaun papel crucial en
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numerososprocesosfisiológicos. Concretamente,en los peces se ha demostradoque las

hormonas tiroideas (HT) están implicadasen el crecimiento, desarrollo, reproducción,

migración. osmorregulación.consumode oxígeno y metabolismo(véaserey. Dickhoff y

Darling. 1983: Norris, 1985: Bales. 1990).

3.1.1 ANATOMíA DEL TIROIDES EN LOS PECES

.

La glándula tiroidea de los peceselasmobranquioses un cuerpo compactoimpar,

situadoen la bifurcaciónde la aortaventral en dosarteriasbranquiales.En los teleósteosno

hay ~naglándulacomo ial. y los folículos tiroideos (unidad funcional básicade la glándula

tiroidea)seencuentrandispersosa travésde la región faríngea,a lo largo de la aortaventral

y agrupadosen las salidasde los arcos aórticos, principalmenteentre el segundoy cuarto

arcoaórtico (Paniaguay Nistal. 1983; Norris, 1985) (llustr. 3).

folículos
tiroideos —_______

arteria aferente
bulbo
arterial

2

¿3

Vista v¡staventral dorsal

v•ntilculo

Ilustr. 3. Vista ventral de un plano horizontal a nivel de las branquiasy el corazónen
Oncorhynchusmasoutnasou y detallede los folículos tiroideosagrupadosen la superficie
dorsal y ventral de la aortaen los puntosde salidade los arcosaórticos(tomadode Suzuki.
1992).

Puestoque no existeun tejido conectivoque mantengaunidos los folículos en una o

másglándulas,dichos folículos se puedenencontrara vecesfuerade la región faríngea,por

ejemplo embebidosen la cabezadel riñón y ocasionalmenteen otras localizacionestales

comoel ovario, recibiendoel nombrede tiroides heterotrópico(Norris. 1985).

músculo
subrnandubula,
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El ‘tiroides” en los peces consta, como en el resto de Jos vertebrados, de numerosos

folículos. de forma normalmente ovoide o esférica, que están constituidos por un epitelio

monoestratificado. limitando una cavidad interna en la que se acumula un fluido viscoso que

recibe el nombrede coloide. Cadafolículo está cubiertode un fino tejido laxo y rodeadode

una red de capilares sanguíneos (Suzuki. 1992).

3.1.2 HORNIONAS TIROIDEAS

.

La síntesisde hormonastiroideasUlustr. 4) tiene lugaren las células folicularesy se

puededividir en variasetapas:

T~roqIoLuI:Óa

Yodac,ón yod404

Go;oíde

4
Pinocitosís

Ilustr. 4. Esquemadel procesode síntesis,liberacióny secreciónde las hormonastiroideas

Y
Sangre

(tomado de Escobar et al., 1992).
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- captaciónde yoduro (Ii del torrentesanguíneoy oxidaciónde éstea yodo activo (‘2).

- síntesisy transportede la glucoproteinatiroglobulina (Tg) al lumen folicular.

- yodaciónde los residuostirosilo en la Tg, de maneraque la unión de un ‘2 a la tirosina en

posición3 en el anillo fenólico da lugar a la 3-monoyodotirosinao MIT, y si un segundo

yodo activo seuneen posición5 en el mismoresiduotirosilo, resultala conversiónde MIT

a 3,5-diyodotirosinao DIT.

- acoplamientode las yodotirosinas, bien de dos DIT para formar T4 (3,3’,5,5’-

tetrayodotironina),principal productohormonaldel tiroides, o de una MIT y una DIT para

dar origen a la T3 (3,3’,5-triyodotironina)y a la T3 reversa(3,3’,5’-triyodotironina, rT3),

cuantitativamentemenosimportante.También se forma una cantidadmínima de 12 (3,3’-

diyodotironina) (Visser, 1988).

- captacióndel coloide por las células foliculares.

- procesamientoe hidrólisis de la Tg, liberando las HT.

- secreciónde las HT al torrentecirculatorio.

Estáaceptadoque laactividad de las HT estádeterminadapredominantementepor la

concentraciónintracelularde T3 libre en los tejidos. De estemodo, la disponibilidadde T3

dependede varios factores:la secrecióntiroideade T3 y 14, la conversiónextratiroideade

T4 a 13, la degradaciónmetabólicade T3 y el intercambiode T4 y T3 entreel plasmay los

tejidos.

En los peces se ha demostradoque, al igual que ocurre en los mamíferos, una

proporciónmuy pequeñade T4 y T3 circulanlibresen elplasma,mientrasque el restoseune

aproteínastransportadoras,teniendolugarasíel transportede yodotirosinasa los tejidos.

Además,pareceque la T3 se une con más fuerzaque la T4 a estasproteínas(Bales, 1985;

Bales y Shostak, 1985a). Recientemente,se ha demostradoque las principalesproteínas

transportadorasde Hl en el plasmade la truchason las lipoproteinas,fundamentalmentelas

de altadensidad,siendosu unión independientedel estadonutricional,mientrasquela unión

a lipoproteinasde muy bajadensidades dependientede su concentracióny, por tanto, del

estadonutricional(Babin, 1992).

El metabolismode las HT comprendecuatrotipos de reacciones:desyodación,que

es la ruta más importante,no sólo cuantitativamentesino tambiénpor sercapaz tanto de
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activar como de desactivar la hormona; conjugación del grupo hidroxilo fenólico;

desaminaciónoxidativade la cadenalateralde alanina;y degradaciónpor rupturadel enlace

éter (Visser, 1988).

Tanto en homeotermoscomo en poiquilotermos, la mayor parte de T3 y rl’3

circulantes proceden de la conversión periférica de T4 (Norris, 1985; Bales, 1990).

Concretamente,en anguilasy salmónidos,más del 65 % de la T4 circulantepuedeser

convertidaen T3 (De Luze y Leloup, 1984; Bales, 1985) y, al menosen las condiciones

fisiológicasestudiadashastael momento,pareceserquela rutaprincipalde desyodac¡ónde

‘l’4 ocurrea nivel del anillo externo(5’-desyodación,5’D), principalmenteen el hígado,para

dar lugar a la formación de T3, ya que no se detectanni rl’3 ni l’2 (Bales y cols, 1983;

Shieldsy Eales, 1986; Sweetingy Bales, 1992a,b y c). No obstante,estudiosrecienteshan

descritola presenciatanto de una actividad5’D como5D (5-desyodacióndel anillo interno)

en los teleósteos(Byamunguy cols, 1992; Morin y cols, 1993; Kiihn y cols, 1993; Yamada

y cols, 1993).

Los múltiples efectosbiológicos de las HT resultan de la unión con receptores

nucleares,lo que provocaun aumentoen la transcripción,formaciónde nuevosARNm y

síntesisde proteínasespecíficasque son finalmente las responsablesde la expresiónde la

acción de las ITT a nivel celular (Oppenheimery cols, 1987). Se han caracterizado

parcialmentelugaresde unión del’3 dealta afinidad (K0 10w’ M) y bajacapacidad(=1.000

sitios/célula),característicastípicas de los receptoreshormonales,en el núcleode células

hepáticasy de otros tejidos de peces (ciclóstomos: Lintlop y Youson, 1983; teleósteos

salmónidos: Darling y cols, 1982; Bres y Bales, 1988). Estos sitios de unión nucleares

presentanun tamaño molecular, una k0 y una especificidad análoga a los receptores

intranuclearesde otros vertebrados,lo que indica su conservaciónen la evolución (Bales,

1990).

3.1.3 REGULACIÓN DEL EJETIROIDEO EN LOS PECES

.

La organizacióndel eje hipotálamo-hipófisis-tiroidesen los poiquilotermos es

semejantea laestablecidaen homeotermos(Bales, 1990). El tiroides secretaprimordialmente

en respuestaa la hormonaestimuladoradel tiroides (TSR), cuya liberaciónhipofisariaes

regulada por hormonashipotalámicas,incluyendo la hormona liberadorade tirotropina

(l’RH).
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Existe unagran controversiasobresi la TRH tieneuna función similar en los peces

(véaserey. Petery Fryer, 1983). Aunquese ha localizadoinmunohistoquimicamenteen el

encéfalode un salmónido, y su distribución apoya un papel como hormona liberadora

hipotalámica(Matz y Takahasi, 1994), y se ha demostradoque la TRH incrementalos

nivelesde l’4 en salmónidos(Bales y Himick, 1988), existenotros estudiosque ponen de

manifiestoque la TRI-1 in vitro es incapazde inducir una liberación de T4 en Eptatrecus

(Dickhoff y cols, 1978).

En teleósteosse ha demostradoque la TSH estimula la secreción agudade ‘1’4

(Leatherland, 1982; Bales, 1985; Grau y cols, 1986; Byamunguy cols, 1990; Baneijeey

cols, 1994), pero no se ha podido confirmar una secreción tiroidea de l’3 (KÉihn, 1990).

Tambiénha sido descritoen la carpaque laactividadTSH incrementalos nivelesplasmáticos

de l’4, sin afectara los de l’3 (Kúhn y cols, 1986).

En cuantoa una posible regulaciónnegativacentral, en los pecesteleósteosparece

quela TSH estáfundamentalmentebajo un control hipotalámicoinhibidor (véaserey. Peter

y Fryer, 1983; Leatherland, 1988). También se ha demostradola existenciade una

retroalimentaciónnegativade las ITT controlandola secreciónde la TSR a travésde una

acción directa sobre la hipófisis en teleósteos(Bres y Bales, 1990), pudiendoproducirse

tambiéna nivel hipotalámico(véaserey. Leatherland,1987 y 1988).

Otras hormonas, como la prolactina, GH, hormonas gonadotrópicas,ACl’H,

corticosteroides,esteroidesgonadalesy catecolaminas,han sido tambiénimplicadasen la

regulaciónde la secrecióndeTSH, describiéndosediversosefectossobrelaactividadtiroidea

en los teleósteos(véaserey. Ng y cols, 1982; Leatherland,1988; Kúhn, 1990)

En relación con la regulaciónperiféricadel eje tiroideo en los peces,cadavezhay

más evidencias que apuntan hacia la participación de hormonas hipofisarias en el control de

la monodesyodaciónperiférica de ‘l’4 a T3 (Kiihn y cols, 1993). En este sentido, se ha

observadoun efectoestimuladorde la GH (De Luze y Leloup, 1984; DeLuze y cols, 1989;

Yamaday cols, 1993), la prolactina(DeLuze y Leloup, 1984; De Luze y cols, 1989), el

cortisol y la testosterona(Vijayan y cols, 1988) sobrela 5’D hepática.

Por último, la función tiroidea está también reguladaen los pecespor factores

ambientales,talescomo el fotoperiodo,la temperaturay la alimentación(véaserey. Brown,

1988; Grau, 1988; Spieler, 1992).
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3.2. Interaccionesde la actividad tiroidea con la alimentación.

Estudios realizadosen mamíferos,aves y pecesindican que la función tiroideaes

modificadaporel estadonutricional. Así, alteracionesen la cantidado el patrónde la ingesta

afectana la actividad tiroidea a distintos niveles, desdela liberación de TSH hasta las

accionesde las ITT a nivel celular (véaserey. Bales, 1988; Danforth y Burger, 1989).

Cambiosagudosy crónicosde la ingestióndenutrientesprovocanfundamentalmentecambios

tiroideos a dos niveles: 1) regulaciónde la secreciónde l’4 a travésdel control del eje

hipotálamo-hipofisario,y 2) conversiónperiféricade T4 a l’3 e interaccióncon sus receptores

nucleares(Eales, 1988).

Una de las aproximacionesexperimentalesmáscomunespara abordarestetemaes

la utilización de animalesen ayuno, comparandosu estadotiroideo con el de animales

alimentadoscontroles. Una información adicionales la obtenidacon la realimentaciónde

animalesen ayuno, observandola respuestaagudaa la comida o a nutrientesconcretos

suministrados.Otrosestudioshanutilizado racionesdiariasde alimentoquevaríanen tamaño

y/o calidad,evaluándoselos cambiosen la función tiroidea.

Los efectosproducidosporel ayuno(desdedíashastavariassemanas)en la actividad

tiroideahan sido estudiadosprincipalmenteen salmónidos.Sehadescrito,así, queel ayuno

provocaun descensoen los nivelesplasmáticosde HT y en su aclaramiento(Higgs y Bales,

1977; Milne y cols, 1979; Flood y Bales, 1983), en la respuestatiroidea a la l’SH

(Leatherland,1982), en la desyodaciónde T4 a T3 (Flood y Bales, 1983; Shields y Bales,

1986; Sweetingy Bales, 1992d), y en la densidadde receptoresde T3 en núcleosdecélulas

hepáticas (Van Der Kraak y Bales, 1980). Por tanto, el ayuno puede producir un

hipotiroidismoperiféricoal disminuir la secrecióndeT4, la producciónperiféricade l’3 y el

númerode sitios de unión nucleareshepáticosde l’3.

Las alteracionesocasionadasen la actividadtiroideacomoconsecuenciadel ayunoson

revertidaspor la realimentacióna las pocashoras,observándoseun incrementoen los niveles

plasmáticosde HT y en la desyodaciónde l’4 a l’3 (Higgs y Eales, 1977; Flood y Bales,

1983; Himick y Bales, 1990).

Cuandolos pecessonalimentadoscon diferentesracionesdealimento, seobservauna

correlaciónentrelos nivelesplasmáticosdel’3 y lacantidadde alimento, con pocoscambios

en la l’4 (Bales y Shostak, 1985b).
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Ciertos estudiosrealizadosen teleósteosponende manifiestola existenciade ciclos

diariosen los nivelesplasmáticosde ITT (Ealesy cols, 1981; Spielery Noeske,1984; Cook

y Fales, 1987). La manipulacióndel patrón de alimentación(por ejemplola hora a la que

los peces recibían el alimento) y de las condiciones fotoperiódicashan demostradola

importanciade la alimentaciónen dichos ciclosdiarios, particularmenteen el ciclo de l’4.

Mientrasqueel ayunoanulalas fluctuacionesdiariasde los nivelesplasmáticosde ITT

(Bales y cols, 1981), la alimentaciónincrementala l’4 plasmáticaa cortoplazo en la trucha

(Satinogairdneri) (Cook y Bales, 1987). Concretamenteen esteúltimo estudio, los autores

describendos máximosen los nivelesplasmáticosde T4, uno seguidoa la presentacióndel

alimentoy el otro trasel inicio del fotociclo, siendolas fluctuacionesde l’3 plasmáticamenos

pronunciadas.Por tanto, las fluctuacionesdiarias de los nivelesplasmáticosde l’4 parecen

estardeterminadaspor el aporteinmediatode alimento, bien de maneradirecta, o indirecta

a travésde la interaccióncon las condicionesfotoperiódicas,siendoestimuladala secreción

tiroideade rf4 por la alimentación.Los nivelescirculantesde l’3, sin embargo,seven menos

afectadospor la disponibilidadinmediatade nutrientes,y probablementesu respuestaa la

alimentaciónseaoriginadaporalteracionesen la conversiónextratiroideade 14 a l’3 (Cook

y Bales, 1987; Bales, 1988).

Estudiosrealizadosen estesentidoen la carpadorada(C. auratus), indican que las

fluctuacionesdiariasen los nivelesplasmáticosde T4 parecenresponderal fotoperiodoy ser

relativamenteinsensiblesa los cambiosen el horario de la alimentación(Spielery Noeske,

1984).



II. OBJETIVOS
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El conocimientoactualsobrelos distintosaspectosrelacionadoscon la regulación

de la alimentaciónpor neuropéptidosestá restringidofundamentalmentea los mamíferos,

siendo estosaspectosmucho menosconocidosen el restode vertebradosy especialmente

escasosen los poiquilotermos.Teniendoencuentala importanciacadavezmásrelevanteque

estátomandoel sistemapeptidérgicoen la regulaciónde la alimentaciónde forma general

en todos los vertebrados,nos planteamosampliar estos estudiosa los peces,grupo de

vertebradosen el queen el momentodeempezarestaTesisDoctoral no existíaningún dato

al respecto.Por tanto, el objetivo general de la presenteMemoria ha sido estudiarla

regulaciónde la actividadalimentariapor neuropéptidosen pecesciprínidos, determinando

las posiblesinteraccionescon el eje tiroideo y el sistemacatecolaminérgicohipotalámico.

Las especieselegidasparaesteestudiofueron Carassiusauratus (carpadorada)

y Tinca tinca (tenca). Las carpasdoradastienen la ventajade una fácil disponibilidad,así

comounaadaptaciónrápidaa las condicionesde laboratorio.Porotro lado, el interésde las

tencasradica, en que dentro de la familia de los ciprínidos, constituyenuna especiede

cultivo muy apreciadaen acuiculturay de la quehay un grandesconocimientode su conducta

alimentaria. No obstante,las tencasson una especiemuy estresabley su aclimatacióny

mantenimiento en el laboratorio resulta complejo, dificultando el desarrollo de

experimentación.

Estudiospreliminaresrealizadospor nuestrogrupoestablecíanpor primeravez

el papeldel neuropéptidoCRE en la alimentaciónenpoiquilotermos,concretamenteen larvas

de anuros.Esteprimer indicio, unido a queel CRE es uno de los péptidosreguladoresde

la alimentación más ampliamenteestudiadoen los mamíferos,y a su importanciacomo

posiblemediadorde las respuestasal estrésen todos los gruposdevertebradosa lo largode

la escalaevolutiva,nos llevó a elegirdichoneurop¿ptidocomorepresentantede los péptidos

inhibidores. En cuanto a los péptidosestimuladoresinvolucradosen la regulaciónde la

ingestaescogimosla 11-endorfinay la galanina. La 5-endorfinapertenecea la familia de

péptidosopioides,formandopartedel sistemaopioideendógenodescritoparala mayoríade

vertebradose invertebradosestudiados,sugiriéndoseuna función importanteen todos estos

grupospor si misma y por sus posiblesinteraccionescon el CRE. El interésde la galanina

resideen queesun péptido aisladomásrecientementey constituyeel primerode una nueva
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familia de neuropéptidos,incluida dentro de los pocos péptidosdescritosque activan la

ingesta.

En primer lugar era necesariala puestaa punto de técnicas instrumentales

imprescindiblespara el desarrollode los objetivos. Inicialmente, había que desarrollar

sistemasde inyeccionesintraperitonealese intracerebroventricularesadecuadosy precisos

para los peces. Asimismo, validamos los radioinmunoensayosde hormonastiroideas y

cortiso], así como la cuantificaciónde catecolaminaspor cromatografíalíquida de alta

resolución(HPLC), con el objeto de determinarsi dichosensayoseran adecuadosparala

estimacióndedichashormonasy catecolaminasenmuestrasprocedentesde Carassiusauratus

y Tinca tinca.

Debidoa la escasezde trabajosconcernientesa la especieTincatinca, y dadasu

difícil adaptacióna las condicionesdel laboratorio,como ya hemoscomentado,el primer

paso fue determinarinicialmente las condicionesóptimas de mantenimientoen nuestro

laboratorio, caracterizandosu patrónde alimentaciónen dichascondiciones.Estos estudios

preliminaresnos permitirían profundizar en otros aspectossobre la regulación de la

alimentaciónen estaespecie.

Con el fin de determinarel posibleefectodel CRF, la il-endorfinay la galanina

en la ingestión de alimento en C. auratus, así como la dosis óptima de estos péptidos,

realizamoslas curvasdosis-y tiempo-respuesta.Además,paraconfirmarla especificidadde

dichos efectos producidos por los neuropéptidos en cuestión, nos planteamos el estudiode

un posible bloqueo por antagonistas específicos para cada uno de los neuropéptidos utilizados,

CRF, 13-endorfina y galanina.

En numerosas especies de vertebrados se ha descrito que la actividad tiroidea está

fuertemente influenciada por el estado nutricional del animal en función de la cantidad y

calidaddel alimento. Puestoque los neuropéptidosprovocanmodificacionesen el gradode

alimentación,nuestro objetivo es averiguar si estas modificacionesdeterminantambien

cambiosen la actividad tiroidea.
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Actualmenteestábien establecidala relación entre los sistemaspeptidérgicoy

monoaminérgicoencefálicosen la regulacióndediversasfunciones,incluyendola regulación

de la alimentación.Partiendode la informaciónbibliográfica existentesobre los estudios

realizadosa esterespectoen mamíferos,nuestroúltimo objetivo ha sido iniciar el estudiodel

posiblepapeldesempeñadopor las interaccionesentrelas catecolaminasy los neuropéptidos

elegidosen esta Tesis Doctoral en la regulacióndel comportamientoalimentario en C.

auratus.
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1. MATERIALES.

1.1. Productos.

a) Reactivos

.

- Acetato sódico (6268,Merck)

- Acetil CoenzimaA (101.893,BoerbingerMannheim)

- Ácido acéticoglacial (63, Merck)

- Acido cítrico (Ac 725, Scharlau)

- Acido clorhídrico (317, Merck)

- Acido ortofosfórico (573, Merck)

- Acido perclórico (518, Merck)

- Acido pícrico (251049, Panreac)

- Acido sulfúrico (131058, Panreac)

- Acido tricloroacético(TCA) (252373,Panreac)

- Adrenalina(E-4250, Sigma)

- Aguabidestilada(LaboratoriosNavarro, S.A. y Panreac)

- Agua gradoHPLC (Ag 001, Scharlau)

- Albúmina dehuevo(613, Doesder)

- Albúmina séricabovina (A-7030, Sigma)

- Albúmina séricabovinaal 22%, pH 7,2 (40038,Ortho)

- Azul de metileno (251170,Panreac)

- Bicarbonatosádico(141638,Panreac)

- Bisulfito sádico(S-9000,Sigma)

- Carbógeno(SEO)

- Carbonatosódico(6392,Merck)

- CO2 (Carburosmetálicos)

- Cloroformo (2445, Merck)

- Cloruro cálcico (2083, Merck)

- Cloruro potásico(P-4504,Sigma)

Cloruro sódico(141659,Panreac)

Cortisol (1-1-4126,Sigma)

DePex(18243,Serva)
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- OBRA (3,4-dihidroxibenzilamina)(0-7012,Sigma)

- 2,5-Difeniloxazol(PPO) (0-5879,Sigma)

- Dimetil-POPOP(0-5879,Sigma)

- DOPAC (ácido3,4-dihidroxifenilacético)(D-9128,Sigma)

- Dopamina(11-8502,Sigma)

- Dowex AG 1x2 (140-1251,BioRad)

- FOTA (Ac 965, Scharlau)

- EGl’A (12-4378, Sigma)

- Eosinaamarillenta(251299,Panreac)

- Etanol (983, Merck)

- Éter dietílico (141313,Panreac)

- Fenol (131322,Panreac)

- Formaldehído(071510,Probus)

- Fosfatodipotásico(141512,Panreac)

- Fosfatodisódico (6580,Merck, y So 336, Scharlau)

- Fosfatomonopotásico(141509,Panreac)

- Fosfatomonosódico(6346,Merck)

- Glicerina (142329,Panreac)

- Glucógenobovino (G-0885, Sigma)

- Helio (Carburosmetálicos>

- Hematoxilina(251344,Panreac)

- Heparinaal 5% (Leo)

- Hidróxido potásico<141515,Panreac)

- Hidróxido sódico(6498, Merck)

- HMPG (4-hidroxi-3-metoxifenilglicol) (H1377,Sigma)

- Metanol (6009, Merck)

- Metanol gradoHPLC (Me 306, Scharlau)

- Metimazol (M-8506, Sigma)

- Noradrenalina(A-7257, Sigma)

- Octanosulfonatosódico (0-8380,Sigma)

- Parafina(251799,Panreac)

- Polietilenglicol 6000 (807491,Merck)

- PronasaE (P-6911, Sigma)
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- Reactivode Folin-Ciocalteau(251567,Panreac)

- Sulfatocúprico (52367,Probus)

- Tartratosódico-potásico(8087,Merck)

- Timerosal (T-5125, Sigma)

- l’olueno (8317, Merck)

- Tiroxina (T-2376, Sigma)

- Tris (T-1503, Sigma)

- Tris-CHI (T-3253,Sigma)

- Tritón X-l00 (37238,Serva)

- l’riyodotironina (T-2877, Sigma)

- Xileno (141769,Panreac)

h) Neuropéctidos

.

- CRF (ovino: C-0922,C-2152, C-3167;Sigma)

- il-Endorfina (humana,E-6261, Sigma)

- Galanina(porcina, 0-5773,Sigma>

e) Fármacos

.

- BNTX(7-Benzilidenenaltrexona) (B-139, RBI)

- Nor-Binaltofimina (B-109, RBI)

- Clonidina (C-7897, Sigma)

- cy-Helical CRF[9Á1l (C-0907,Sigma)

- DAGO ([D-AlatN-Me-Phe
4, Gly5-ol]-encefalina)(E-7384, Sigma)

- DPEN ([D-Pen2,pen5]-encefalina)(E-2260, Sigma)

- Fenilefrina(P-6126,Sigma)

- 13-Funaltrexamina(0-003, RBI)

- Galantida(0-1278,Sigma)

- Metirapona(M-1259, Sigma)

- Naloxona(N-7758, Sigma)

- Naloxonazina(153613, ICN)

Naltriben (N-156, RBI)

Prazosín(P-7791, Sigma)

Quinpirol (Q-102, RBI)
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- R-SCH 23390 (D-054, RBI)

- R-SKF 38393 (S-l0l, RBI)

- Sulpirida (S-7771,Sigma)

- Tricain metanosulfonato(MS-222) (A-5040, Sigma)

- U-50488 (U-102, RBI)

- Yohimbina (Y-3125, Sigma)

d) K¡ts comerciales

.

- Chromatestglucosa(Knickerbocker)

- Active Cortisol DSL 2000 (DiagnosticSystemsLaboratoriesInc.): Cortisol estándar,

[1251]Cortisol-PEG, anticuerpoanticortisol.

e) Suerosy anticuerpos

.

- Anticuerpoantitiroxina (cedidopor la Dra. M.J. Obregón)

- Anticuerpoantitriyodotironina(cedidopor la Dra. M.J. Obregón)

- Suerode ternera

1) Radionucleidos

.

- l-[’4C] Acetil-CoenzimaA (act. esp.6OmCi/mmol) (Amersham)

- [‘251]Tiroxina(cedidopor la Dra. G. Morreale)

- [‘311]Tiroxina(cedidopor la Dra. G. Morreale)

- [‘251]Triyodotironina(cedidopor la Dra, G. Morreale)

1.2. Instrumental.

- Agitador multitubos(Corning, modelo 4010)

- Agujas 0,5 mm (Luer) y 0,3 mm (Microlance)

- Balanzasde precisión(Sartoriusy Sauter404)

- Baño deórganostermostatizado(Unitronic, modelo 320 OR)

- Bombaisocrática(Watersmodelo 590, Millipore)

- Cámarafotográfica(Nikon)

- Campanaextractora

- Cánulas(Venocath18)

- Célulasde acondicionamiento(5021, ESA) y analítica(5011, ESA)
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- Centrífugarefrigerada(Sigma, modelo 3K-2)

- Colorímetro(Atom, modelo Data-testatom 366)

- ColumnaTracer (Spherisorb0D52 5 jxm, 12,5 x 0,46cm; Tecknokroma)

- Congeladora -250C (Liebherr) y -800C (FormaScientific 823>

- Contador13 (Beckman,modelo LS 3801)

- Contadory (LKB, modelo 1275 niinigamma)

- Detectorelectroquímico(CoulochemII, ESA)

- Espectrofotómetro(Spectronic1201, Milton Roy)

- Estufade histología

- Evaporador-concentrador(Howe, modelo Giro vap)

- Filtros Millex-HVI3 (SJSV-013,Millipore)

- Filtros Sartolon (25006,Sartorius)

- Homogeneizadores(Pobel)

- Integrador(Waters746, Millipore)

- Inyector (Rheodyne7125)

- Jeringuillasplástico 1 y 2 ml (ICO)

- Lupabinocular(Zeissy Meiji EMZ-TR)

- Material de disección

- Microcentrífuga(Heraeus,modelo Hiofuge 13)

- Microjeringascristal 5, 25, 50 pi] (Hamilton)

- Microscopio (Nikon y Oxford Trade)

- Microtomo (Reitcher32617)

- Papelde cromatografía(Whatman3MM)

- pHmetro (Crison, modelo 0-501)

- Pipetasautomáticas(Gilson y Kartell)

- Sonicador(Sonicsand Materials Inc., modelo Vibra Ceil)

- Tuboscapilares70 mm (GRI-CEL)

1.3. Material biológico: obtención y mantenimiento.

Los animalesutilizadosen la realizacióndel trabajoexperimentalpertenecíana dos

especiesde teleósteos,Tinca tinca (tenca)y Carassiusauratus(carpao pez dorado)(Ilustr.

5). Ambasespeciesde teleósteospertenecenal OrdenCipriniformes, Familia Ciprinidaey

a las SubfamiliasLeuciscinaey Ciprininae, respectivamente.
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Tinca finca

LlusIr. 5. Especiesde pecesteleósteosutilizadasen la presenteMemoria.
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Todos los individuos de T. tinca procedíandel CentroNacional de Ciprinicultura

“Vegas del Guadiana” (Badajoz), y fueron amablementedonadospor el Directorde dicho

centro,J. PérezRegadera.Los ejemplaresde C. auratus fueron suministradospor Eurozoo

(Madrid). Unavez en el laboratorio,los animalessemantuvieronen acuariosde 50 y 100

1, provistos dc sistemasde aireacióny filtración continuade agua.La filtración se llevó a

caboconcarbónactivo (Filtros Eheim 9111),y los filtros selimpiabanunaveza la semana.

Los pecesrecibíaniluminaciónnatural y el aguasemanteníaaunatemperaturade 21 +2’C.

La alimentaciónserealizó a basede piensogranuladopara pecesdeestanque(Sera

Biogran). La comida (1 % del pesocorporal) seadministrabauna vez al día por la mañana

entrelas 10:00 y las 11:00 horas.

Los animalesse aclimatarona estascondicionesgeneralesde laboratoriodurantedos

semanascomomínimoantesdeserutilizadosen expenmentosconcretos.En algunosdiseños

experimentalessemodificaronestascondiciones,queseespecificaránen cadacasoconcreto.

2. MÉTODOS.

2.1. Técnicasde microinyección.

a) Soluciónsalinade teleósteos

.

- NaCí 0,6 g/I00 ml

- NaHCO3 15,8 mg/lOO ml

Despuésde la disolución completade los componentesen aguadestilada,seajustael

pH a 7,2 con HCI 1 N. Conservacióna 4
0C.

b) ProcedimientoLeneral de las inyecciones

.

Antes de ser sometidos a cualquiera de las técnicas de inyección

(intracerebroventricularo intraperitoneail), los animalesfueron anestesiadoscon MS-222

(dilución 1/10.000)disuelto en aguadesdoradaen la que se sumergíaal animaldurante2-5

minutos.Este tipo de anestésicoes muy utilizado en pecesy anfibiosdebidoa la facilidad

de administración, a que el grado de anestesiaes fácilmente regulable y a la rápida

recuperación(1-3 minutos).Los animalesseconsiderabananestesiadoscuandohabíapérdida

de equilibrio, deteníansu actividadnatatoriay los movimientosopercularesy bucalesde

respiraciónse hacíanmás lentosde lo habitual.
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Los pecesanestesiadossecolocabanen un moldedeparafinaadaptadoa la forma y

tamaño del animal para facilitar su manipulación, evitando su desplazamiento.No se

inyectabanmásde 18 animalesal día(durante30 mm. comomáximo)paraeliminarposibles

desfasesde tiempo significativos entrelos animalesinyectados.

e) Inyeccionesintracerebroventriculares(ICV)

.

Las inyeccionessellevaron a caboutilizando una microjeringaHamilton de 5 gl a la

quesele adaptaba,a travésdeunacánulade0,5 mm dediámetrointerno(Venocath18), una

agujade0,5 mm (Luer) ó de0,3 mm (Microlance). El sistemasecebabacon aguadestilada

paraevitar la contaminaciónde la microjeringaconla sustanciaainyectary trasla formación

deunapequeñaburbujadeaireen la cánula(0,5 ¡xl queequivalíana2 mm), éstasecargaba

con el péptido, fármacoo solución salina, segúnse tratarade individuosexperimentaleso

controles. El volumen inyectadofue 1 gl en todos los casos.La burbujade aire evita la

mezclaentrela solucióna inyectary el restode líquido (agua)quecebael sistema,y además

la observaciónde su desplazamientopermiteconfirmar el volumen de solución inyectado.

(Ilustr. 6a).

Utilizamos la técnicade inyección ICV descritapor Kavaliers (1989), con alguna

modificación puestaa punto en nuestrolaboratorio. Las inyeccionesserealizarona través

de la cubiertaóseadel encéfalo, introduciendo la agujaa través de la línea de inserción

central que forman los huesosparietalesy frontales(Ilustr. 6b). Esta zona es fácilmente

reconociblecon la ayudade una lupabinoculary constituyeun punto de menorresistencia

queel restode las estructurasóseasquecubrenel encéfalo,pudiendoaccederfácilmenteal

sistemaventriculara la altura del diencénfalo<III ventrículo). La inclinación y profundidad

de la aguja para que ésta alcanceel sistema ventricular se determinaronpreviamente

superponiendola agujaen cortessagitalesde encéfaloa microscopiaóptica, y realizandouna

marcaen la agujaqueindicabala longitud de la misma que debíaser introducida.De este

modo, en el pez anestesiadoy situadoen el molde de parafina en posición dorsal, se

introducíala aguja en la cabezadel animal a una profundidadde 2-3 mm segúnel tamaño

del pez y con una inclinación de unos700 haciala regiónposterior(Ilustr. 7).

El correctoemplazamientode las inyeccionesICV fue establecidoen experimentos

preliminaresmediantela inyecciónde un colorantevital (azul demetileno).Los animalesse

inyectaron ICV con 1 yl de azul de metileno, extrayéndoseposteriormenteel encéfaloy

congelandoe] mismo en hielo seco para poderobtenercortestransversalesfinos (1 mm).
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6

Ilustr. 6. a) Sistema de inyección ICV compuestopor lupa binocular, pie y mícrojenrw.
cánula-aguja.h) Vista dorsal de la cabezade U aurarus. P. huesos parictales: E. huesos
frontales: t, indica el punto en el que se invecta.
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T

LO

Ilustr. 7. Esquemade un corte longitudinal del encéfalode un teleósteo(modificado de
Healey, ¡957) mostrandola trayectoriaseguidapor la agujaen las inyeccionesintracerebro-
ventriculares.C. cerebelo;CF’. complejopineal; HE. hipófisis; NT, hipotálamo;LO, lóbulo
óptico; MO, médulaoblonga; 5V, saco vascular: T. teléncefalo;TO. tracto olfatorio: VL,
válvula cerebelar.

Ilustr. 8. Corte transversaldel encéfalode C. aurarus a nivel del diencéfalo.Se puede
observarla presenciadel azulde metileno en el III ventrículo(U. 11, hipotálamo;TO, techo
óptico.
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La observaciónde los cortesa la lupabinocularpermitedeterminarel gradodepenetración

del azul de metilenoen el sistemaventriculara la alturadel III ventrículo (I]ustr. 8). En el

85% de los casos(n — 18) las inyecionesserealizaroncorrectamente,observandola presencia

del coloranteúnica y exclusivamenteen el III ventrículo

- Neuropéptidosy fánnacos:preparación.

- Los péptidos CRF, Galanina (Gal) y B-Endorfina (B-E) se disuelven en agua

bidestilada,obteniendosolucionesconcentradas(2 y 5 pig/pil) que posteriormenteeran

liofilizadas en alícuotasde 10 y 20 gí, y conservadasa -250C hastael momentode su

utilización. Durantelos experimentossediluían diariamentealícuotasen soluciónsalinahasta

obtenerlas concentracionesdeseadas:

CRF: 0,1; 0,33; 1; 2 y 3,33 ~¿g/lpil de solución salina.

Gal: 0,1; 1 y 3,3 pig/l pi’ de solución salina.

O-E: 0,001; 0,1 y 1 pig/1 ¡tI de solución salina.

- Los antagonistasde los anteriorespéptidos, a-Helical CRF
19~11, galantida y

naloxona,seprepararondiariamentea las siguientesconcentraciones:

a-HeJicaJCRF1%411: 10 pg/l ¡ti de soluciónsalinacon NaOJrl 1 N (2%).

Galantida: 5 ¡tg/l ~ulsolución salina.

Naloxona: 10 ¡tg/1 ¡¿1 soluciónsalina.

- Los fármacos utilizados para el estudio de los RECEPTORES

CATECOLAMINÉRGICOS fueron elegidosen base a su especificidadpara los distintos

receptoresde catecolaminas,utilizándosea una concentraciónfinal de 10 ¡tg/¡d. Los

fármacossedisolvíandirectamenteen soluciónsalina,exceptoen el casodeambosagonistas

dopaminérgicosy el antagonistaD2-dopaminérgicoen que fue necesariosu disolución en

ácidoacéticoglacial (5%).Todaslas solucionessepreparabanel mismodíadel experimento.

RECEPTOR AGONISTA ANTAGONISTA

a1 Fenilefrina Prazosín
Adrenérgico

Clonidina Yohimbina

SKF 38393 SCH 23390
Dopaminérgico

Quinpirol Sulpirida
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- Para el estudio de los RECEPTORESOPIOIDÉRGICOS, las soluciones de

inyección se obteníandiariamentea partir de una soluciónconcentradade cadauno de los

fármacoshastaconseguirla concentraciónfinal deseada(1 pig/pl paralos agonistas;5 ¡xg/gl

para los antagonistas).Los fármacosse disolvían directamenteen solución salina y en

algunoscasos(antagonistas~1, ~2, pi y $1) fue necesariodisolverlosen metanol (10%).

RECEPTOR OPIOLDÉRGICO AGONISTA ANTAGONISTA

¿3 UPEN

BNTX

Naltriben

1< U-50488 nor-BNI

pi DAMGO B-FNA

¡ti Naloxonazina

d) Inyeccionesintraperitoneales(IP)

.

Las inyeccionesIP se realizaroncon jeringuillas de plásticode 1 ml y agujade 0,5

mm. El animalanestesiadose situabaen el molde deparafinaen posiciónventral. La aguja

se introducía a la altura de la línea mediaventral inmediatamenteposteriora las aletas

pélvicas,con una profundidadaproximadade 5 mm. El volumen de inyección secorregía

en función del peso corporal del animal, inyectándose100 pl solución salina/g de peso

corporal.

- Neuropéptidosy fármacos:preparación.

- Los péptidosCRF, Gal y B-E seprepararoncomo en el apartadoanterior(inyección

ICV) a una concentraciónde 1 pig/0,1 ml soluciónsalina.

- La metirapona(inhibidor de la síntesisde corticosteroidesque actúasobrela 1 111-

hidroxilasainhibiendoel pasode 1 1-deoxicortisola cortisol) se disuelveen solución salina

inmediatamenteantesde su administración(0,6 mg/O, 1 ml solución salina).

- El cortisol sepreparóinmediatamenteantesde la inyeccióna una concentraciónde

0,1 mg/O,1 ml solución salina.Fue necesariodisolverlo inicialmenteen un 5% de etanol,
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inyectandouna cantidadigual (solución salinacon 5% de etanol)a los individuos del grupo

control.

2.2. Obtención de muestras.

Los animalesse sacrificaronpordecapitacióninmediatamentepordetrásdel opérculo.

a) II inotálamo

.

Una vez decapitadoel animal, se procede inmediatamentea la extracción del

hipotálamo.Paraello se separaa mandíbula inferior de la mandíbulasuperiory cráneo.Con

la ayuda de una lupa binocular se retira la capa de músculo y cartílago hasta acceder

ventralmente al encéfalo. Rápidamente se diseccionay extrae el hipotálamoconsiderando

como limite anterior el quiasma óptico y como límite posteriorel comienzode ¡a médula

oblonga (llustr. 9). El tejido se congelainmediatamente con nievecarbónica(hielo seco)en

tubos eppendorf de polipropileno de 1,5 ml y se conservaa 25 ~>C6 - 800C basta el posterior

análisis de catecolaminas.

a) b)

c
—01

114

H

CD

llustr. 9. Esquemadelencéfalode un teleósteo(tomadodeSenthilkumaran,1993)mostrando
los píanosde corte (bb’ y ec’, planosde corte transversales;gg’. plano horizontala través
del surco lateralque separael hipotálamodel tálamodorsal)para separarel hipotálamo(a.
vista ventral; b, corte transversala nivel de la hipófisis). C, cerebelo:11, hipotálamo;IL.
lóbulo inferior; M, médulaoblonga;OT, techoóptico; P, hipófisis; TH, talámo; X. quiasma
óptico.

—c
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b) Mandíbulainferior

.

Para la valoración de hormonastiroideas en el tiroides se utilizó la mandíbula

inferior, ya que en los peceslos folículos tiroideos seencuentrandispersospor la región

faríngeaa lo largo de la aortaventral y los arcosaórticos (Norris, 1985). La mandíbula

inferior seseparóseccionandopordetrásdel opérculoy delantedel corazón,acontinuación

se cortan y eliminan ligeramentelos bordeslateralescartilaginososde la mandíbula.La

mandíbulaasí seccionada,incluyendo el tejido tiroideo, se congelacon hielo seco y se

mantienea -250C hastael momentode la valoraciónhormonal.En algunoscasoslos tejidos

seprocesaronparala observaciónde folículos tiroideosal microscopioóptico (Ilustr. 10).

e) Plasma

.

La sangreseobteníapor decapitaciónde los animales,serecogíacon la ayudade

capilaresheparmnizadosen tubos eppendorfstambiénpreviamenteheparinizadosy enfriados

a 40C (bañode hielo). Se centrifugaa 3.000 rpm (1.300g) durante10 minutos (40C). Se

recogíael sobrenadantecon pipetasautomáticasy las muestrasde plasmaasíobtenidasse

mantuvieroncongeladasa -250C hastala realizaciónde los ensayosanalíticos.

d) Hí2ado

.

Tras la extracciónde sangre,se extirpóel hígadoy sedeterminósu pesohúmedocon

el objetodecalcularposteriormenteel índicehepatosomático(pesodel hígado/lOOg depeso

corporal). El tejido secongelócon hielo secoy seconservóa -25”C hastael momentoen

que serealizó la valoraciónde glucógeno.

e) CoDasópticas

.

Una vez decapitadoel animal, se procedió a la extracción del globo ocular, a

continuacióncon unastijeras de iridectomíay con ayudade una lupa binocularse retiró la

comeay el iris cortandoel globo oculara nivel de la ora serrata. Seguidamenteseextrajo

el cristalino y el humor vítreo. Todoel procesode extracciónserealizó con el ojo inmerso

en tampón fosfato salinopH 7,2 (fosfato sódico0,1 M, NaCí 0,14 M, EGTA 10 mM). La

retina se sumergeen 300 ¡ti del tampón de homogeneizacióndel ensayo (ver apartado

2.4.5.a),congelándoseinmediatamentesobre hielo seco. Las muestrasse mantuvieron

a -25‘C hastael momentodela determinaciónde la actividadserotoninaN-acetiltransferasa

(NAT).
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flustr. 10. a) Corte transversalde la mandíbulainferior de O auratusmostrandoel aspecto
generalde la localizaciónde los folículos tiroideos(f) alrededorde la aorta(x 25). b) Vista
detalladade algunosfolículos tiroideos mostrandoel coloide (*i (x 100).
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2.3. Técnicashistológicas.

a) Fijación e inclusión

.

La fijación del tejido (la mandíbulainferior o el encéfalo)se realizó en soluciónde

Bouin (solución saturadade ác. pícrico 375 mí, formaldehído100 ml y ác. acético25 mí)

durante24 horas. A continuacióny siguiendo la técnica habitual, se pasópor la serie

ascendentedealcoholes(etanol700, 900, 960, 1000, 2 bañosde 15 mm cadauno, y tolueno,

4 mi, realizándosela inclusiónen parafina(puntode fusión 58-600C)duranteun mínimo

de 4 horasen dosbañosconsecutivos.

b) Cortesy tinción

.

Se realizaroncortesseriadossagitalesy transversalesdc 7 y JO ¡tm de espesorque

fueronmontadossecuencialmenteen portaspreviamentetratadoscon albúmina-glicerina(1:1,

p/v) y sesecaronen una estufaa 35 0C duranteal menos24 horas.Tras el desparafinadoen

xileno (3 bañosde 15 mm cada uno), los cortes se pasaronpor la serie descendentede

alcoholes (1 baño de 5 mm en cadaalcohol y en agua), tiñéndosea continuación con

hematoxilinade Er¡ich (15 mm) y eosina(2 mm). PorUltimo, los cortessedeshidratarony

semontaroncon DePex.

2.4. Técnicasanalíticas.

2.4.1 VALORACIóN DE LA INGESTIÓN DE ALIMENTO

.

Los peceseranalimentadoscomoya semencionóanteriormenteconpiensogranulado,

que erapreviamentetroceadoparaobtenergránulosde un tamañoadecuadoen función del

gradode aperturabucal del animal y facilitar la capturadel alimento. El hechodeque este

tipo dealimentoen formadegránulosfloteen el aguafacilita su recoleccióny le haceidóneo

paraevaluar el gradode ingestiónde alimento (ingesta).

La composiciónquímicadel alimentoes:

Proteínacruda 29,8 %

- Grasacruda 2,8 %

Fibra cruda 2,0 %

• Ceniza 9,8 %

Extractossin nitrógeno 55,6 %

• Humedad 8,2 %
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La ingesta se calculaba según la siguiente fórmula:

1 = - (P1 x F)

1 = ingesta

P~= peso seco inicial de la comida. Corresponde al peso de la comida menos el 8,2 % de

agua.

= pesoseco final de la comidaremanentetranscurridoel períodode ingestión(2, 4, 6 u

8 horas).Los gránulosde comidarestantesse recogíancon una red fina, secolocabanen

cestillosde papeldealuminiopreviamentepesados,y se llevabana pesosecoen una estufa

a 40
0C (4-5 h).

F = factordecorrección.A pesarde la capacidadde flotación de los gránulosde alimento,

duranteel tiempode ingestión, seproduceuna cierta disolución del mismoen el agua,que

escorregidamedianteun factor, F, quecalculamosde la siguientemanera:

- Añadir en 10 acuariosindividualesunacantidadprepesadade comida(P3 variable

entre0,2 y 1 g.

- Recogerla comidatras 2, 4, 6 y 8 horas.

- Deshidratacióny posteriormentepesada(Pf).

-F =P IP

F(2 h) = 1,086 ±0,0062 (n = 10)

• F(4 h) = 1,120±0,0186 (n = 10)

F(6h) = 1176 + 0,0036 (n = 10)

• F(8 h) = 1,348 ±0,0120 (n = 10)

F, representa,por tanto, la reducción de peso de la comida, por el efecto de

disolución, tras permaneceren el agua un determinado número de horas.

2.4.2 VALORACIÓN DE GLUCOSA PLASMXTICA

.

Los niveles de glucosa en plasma se determinaron mediante una técnica enzimático-

colorimétricapor el método de la glucosaoxidasa (GOD), utilizando un ldt comercial

suministradopor los laboratoriosKnickerbocker(CromatestGlucosa)y cuyo fundamento

teórico es el siguiente: la GOD cataliza la oxidación de glucosaa ácido glucónico. El

peróxido de hidrógenoproducidosedetectamedianteun aceptorcromogénicodeoxígeno,

fenol-ampirona,en presenciadeperoxidasa(POD). La quinonaroja formadaesproporcional

a la concentraciónde glucosaen la muestraensayada.
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a) Reactivos

.

- Mezcla enzimática:

Tampón fosfato, pH 7,5 50 mmol

Ampirona 0,4 mmol

(300 3.000 U

-POD 500 U

Disolver el contenidode un vial en 250 ml de 1120.

- Fenol: disolverun vial (2,5 mmol) en 250 ml de 1-120.

- Reactivode trabajo: mezclarvolúmenesigualesde mezclaenzimáticay de fenol.

- Patrónglucosa-urea:contiene100 mg glucosa-SOmgurea/lOO ml.

b) Procedimiento

.

- Añadir 2,5 ml del reactivode trabajoa 20 pl de muestra.

- Agitar e incubardurante10 mm a 370C.

- Lecturade la absorbanciaa 505 nm.

- Patróncombinadode glucosa-ureaen el intervalo25-500mg/100 ml.

- Las determinacionesse llevaron a cabopor duplicadoy los datosseexpresaronen

mg/ml.

2.4.3 VALORACIÓN DE GLUCÓGENOHEPÁTICO

.

a) Reactivos

.

- KOH (30%): 30 g en 100 ml de 1120.

- TCA (20%): 20 g en 100 ml de 1120.

- Soluciónde fenol: 80 g de fenol en 20 g de l~l2O.

b) Procedimiento

.

- Extracción. (Cifonelli y cols, 1956; Montgomery, 1957).

- Añadir 1 ml de KOH a 20-40mg de hígado.

- Llevar a ebullición durante40 minutos.

- Neutralizacióncon 0,3 ml de ác. acético.

- Añadir 2,6 ml de etanolal 96%.

- Calentarsuavementehastaprovocarla precipitación.

- Centrifugacióna 3000 rpm durante15 minutos.
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- Decantar y lavar el precipitado con 4 ml de etanol absoluto.

- Repetir la serie de centrifugación-decantación-lavado con 4 ml de éter.

- Centrifugación (3000 rpm, 15 mm) y decantar el sobrenadante.

- Disolución del precipitado una vez seco en una gota de KOI-l.

- Añadir 0,75 ml de 1~l2O y agitar hasta la completa disolución.

- Añadir 0,25 ml de TCA y mantenertoda la nocheen frío (40C).

- Centrifugacióna 5000 rpm durante15 mm.

- Añadir 2 ml de 1120 a 0,5 ml del sobrenadante(solución problema).

- Determinaciónespectrofotonétrica.(Dubois y cols, 1956).

- Añadir 950 pi1 de H
20 a 50 ~l de soluciónproblema.

- Añadir 25 pl de soluciónde fenol y 2,5 ml de 11504concentrado.

- Unavez frío incubar15 mm a 25
0C.

- Lecturade la absorbanciaa 487 nm.

- Patrónglucógenohepáticobovino en el intervalo2,5-100¡tg.

- Las determinacionessellevaron a cabopor duplicadoy los datosseexpresaronen

gg glucógeno/mgde tejido y gg glucógeno/pgproteínas.

2.4.4 DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS

.

Se utilizó el métododescritopor Lowry y cols (1951).

a) Reactivos

- Tartrato Na-K (2%): 2 g en 100 ml de 1120.

-CuSO
4(1%): 1 gen 100 ml de 1120.

- Solución13: NaOH (1 g) + Na2CO3(5 g) en 250 ml de 1120.

- SoluciónC: 1 ml CuSO4(1%) + 1 ml Tartrato(2%) en 100 ml de soluciónB.

b) Procesadode las muestras

.

- Mandíbula inferior:
Homogeneizaren metanol (12 ml/g tejido).

Llevar 50 ¡tI del homogeneizadoa 1,5 ml de 1120 (solución problema).

- Hígado:

Sonicar10 mg de tejido en 1 ml de 1420.
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Llevar 50 ¡xl del homogeneizadoa 0,5 ml de 1120 (solución problema).

- Copaóptica:

Sonicar la tetina en 300 pl de tampón de homogeneización (ver apañado

2.4.5.a).

Llevar 20 pl del homogeneizadoa 0,5 ml de 1120 (solución problema).

c) Procedimiento

- Añadir 2,5 ml de la soluciónC a 0,5 ml de soluciónproblema

- Agitar e incubar15 minutos a 30”C.

- Añadir 0,25 ml de reactivoFolin:1120(1:1).

- Agitar e incubar30 minutos a 30
0C.

- Lecturade la absorbanciaa 505 nm.

- Patrónde seroalbúminabovina (BSA) en el intervalo5-400¡tg.

2.4.5 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD SEROTONINA N-ACETILTRANSFERASA

(NATIi

.

a) Principio del ensayo

.

La actividad NAT fue valorada en la retina mediante una técnica radioenzimática

desarrollada en nuestro laboratorio (Alonso-Gómez y cols, 1992)a partirdel métodooriginal

de Parfitt y cols (1975).

La NAT cataliza la acetilación de la serotoninapara formar N-acetilserotonina

utilizando acetil-coenzimaA (AcCoA) comodonadordel acetilo. Partiendode una mezcla

de sustratosen laqueuno deellos estámarcadoradiactivamente,tras la catálisisla cantidad

de radiactividadincorporadaen el productoserádirectamenteproporcionala la actividadde

la enzima(NAT) responsablede la misma.

b) Reactivos

.

- Tampónfosfato potásico250 mM pH 6,5:

KH
2PO4 27,14 g/l

K2HPO4 8,725 g/l

- ECTA 20 mM: 0,152 g de ECTA en 20 ml tampón fosfato250 mM.

- Soluciónde Bray:
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Tolueno 667 ml

Tritón X-100 333 ml

IOg

Dimetil POPOP 250 mg

- Soluciónde AcCoA 10,5 mM en tampónfosfato 250 M: se mantienecongeladaa -

250C y es estable al menosdurante6 meses.

— Soluciónde [‘4C]AcCoA 328 M: seconsiguepor dilución del compuestomarcado

en tampón fosfato 0,25 mM (1 pCi/60 pl). Alícuotas de 100 ¡tI se conservabana -250C.

- Solución de trabajo: solución anterior (2.000cpm/pil) con triptamina 100 mM.

c) Procedimiento

.

- El tejido ocular se sonicaen 300 ¡tí de tampón fosfato con EGTA 20 mM (3 veces

durante 5 segundos, al 70% de la potencia de salida a 25 W).

- Añadir a 100 pl del homogeneizado, 80 pl de AcCoA (125 pM) y 20 pl de solución

de trabajo (40.000 cpm/tubo).

- Incluir 2 tubos blancos, sustituyendo la muestra por 100 ¡tI de tampón de

homogeneización.

- Incubación a 250C durante 20 minutos.

- Parar la reacción con 1 ml de cloroformo frío, y agitar durante 1 mm.

- Eliminar por aspiración el sobrenadante.

- Añadir 200 ¡tI de tampón fosfato y agitar durante1 minuto.

- Centrifugar a 6000 g durante 1 mm y aspirar el sobrenadante (lavar 2 veces).

- Recoger 0,5 ml de la fase de cloroformo en un vial y evaporacióna temperatura

ambiente.

- Reconstitucióndel residuosecoen 100 pl deetanol.

- Añadir 2 ml de soluciónde Bray y contajede la radiactividad.

- Los resultadosseexpresaronen nmolesdeproductoformadoporhorade incubación

y por ojo, y comonmol/h/mg proteínas.

Las determinacionesdeactividadNAT expuestasen estaMemoriahan sido realizadas

por el Dr. A.L. Alonso-Gómez.



Regulaciónde la ingestaen teleósteos III. MATERIALES Y MÉTODOS 68

2.4.6 CUANTifICACIÓN DE HORMONAS POR RADIOINMiUNOENSAYO <RIN)

.

a) Principio del ensayo

.

El radioinmunoensayose basa en la reacción de inhibición competitiva que se

estableceentreun antígenosin marcaru hormonafría (hormonapresenteen la muestra)y

una cantidadconstantede ese mismo antígenomarcadoradiactivamente,en la unión a un

anticuerpoespecífico. La incubación de una mezcla de los antígenosfrío y marcadoen

presenciadel anticuerpoespecíficopermitequese establezcaun equilibrio químico entrelas

formasunidasy libre del antígeno.La afininidadde ambosantígenosporel anticuerpo,que

se añadeen unacantidadconstante,es la mismapor lo quela cantidad de antígeno marcado

quese puedaligar al anticuerpodependeráde la hormona fría presenteen la muestra.Por

tanto, una vez alcanzadoel equilibrio tras la incubación, existe una relación entre la

concentraciónde antígenofrío y la proporción del marcador desplazada del complejo

antígeno-anticuerpo.Estacaracterísticapermiteestimarconcentracionesdesconocidasde una

hormonapresenteen la muestracomparandola cantidaddel marcador unido al anticuerpo

con unacurva estándarrealizadacon concentracionesconocidasde hormona.

Parapoderllevar a cabouna cuantificacióncorrecta,es necesariopodersepararde

formafiable las fraccioneslibre y unida del marcador,lo que seconsigueprecipitandolos

complejos antígeno-anticuerpo.Dicha precipitación se suele realizar con un segundo

anticuerpo contra las inmunoglobulinas de la especie animal productora del primer

anticuerpo.La radiactividadse mideen el precipitado(fracción unida).Estemétodoseutiliza

generalmentecuandoel marcadoremite radiación ‘y (1251, 1311).

b) Cálculo de los resultados

.

Para la realización del RIA, ademásde la curva estándar, deben incluirse los

siguientestubos controles:

- Cuentastotales <T): Contienenúnicamentela cantidadtotal de marcadorañadidoa

todos los tubos.

- Unión máxima (Ro): Dichostubos no tienen hormonafría, y representanla unión

máximadel marcadoral anticuerpo(el volumende la muestrasesustituyeporun volumen

equivalentede tampóndel RíA, o del estándarcero en el casode los RIAs comerciales,

para mantenerconstanteel volumen final de reacción).



Regulaciónde la ingestaen teleósteos III. MATERIALES Y MÉTODOS 69

- Unión inespecífica(NSB): En estetubo no existeanticuerpoy define la unión no

específica del marcador al tubo de ensayo (el volumen del anticuerpo sesustituyeporun

volumen equivalente de tampón del RIA, o del estándar cero).

A partir de estos tubos y de los obtenidosde la curva estándarse realizan los

siguientes cálculos:

- Capacidad de unión (%) = (Bo-NSB)/T x 100

- Unión inespecifica (%) = NSB/T x 100

- Unión para estándares y muestras (Y):

Y (%): = ¡muestra(cpm)- NSB] 1 [Bo(cpm) - NSBJir 100

La representación gráfica de la curva estándar fue Y frente a log[H] (lineal-

logarítmica).La curvaresultantetieneun perfil sigmoideo,en el queseapreciacon claridad

el intervalo de la curvacon mayorprecisión,quecorrespondeal tramode mayorpendiente.

El cálculo de las concentracionesde las muestrasse realizó por un método de

interpolaciónutilizando segmentosde curvasde 30 grado. Estossegmentosson unidospara

obteneruna curvacontinuacon un mínimo de oscilaciones,para conseguirloel procesoes

repetidovariasvecespor cálculo iterativo asistidoporordenador.

Los resultadosseexpresaronen pg ó ng/ml parael plasma.y en pg ó ng/mgproteínas

parael tejido tiroideo (no existiendodiferenciassi se expresancomocontenidodeHT por

mandíbula).

c) Criteriosde validez del RIA. (Midgley y cols, 1969)

Los criterios de validezque debecumplir un RIA son los siguientes:

- Especificidad. Es la capacidaddel anticuerpode discernir selectivamenteentrevarios

compuestosquímicamenterelacionadoscon la hormonaa valorar, y que puedenexistir en

las muestras biológicas. Se calcula como los coeficientes de reacción cruzada, que

representanla relación en tanto por ciento entre las concentracionesde hormona y el

compuestosimilar necesariospara obtenerun desplazamientodel 50% de una cantidad

conocidade marcador.

- Paralelismo. Entre la curva estándary una serie de diluciones de una muestra.Este

métodode validaciónes utilizado como un índice de la similitud de la inmunorreactividad

entreel compuestoestándary el valoradoen la muestra.La existenciadeparalelismoindica
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que el factor de dilución utilizado no afectaa la estimaciónde la concentraciónfinal de

hormona.

- Recuperación.Se definecomo la diferenciaen tanto por ciento entreel valor estimado

medianteRíA y la cantidadreal de hormonaañadida. En el caso de realizarseutilizando

variasconcentracionesdehormona,debeestablecerseunacorrelaciónlineal entrelacantidad

real y la estimada.

- Sensibilidad. Se define como la menor concentraciónde hormona que puede ser

discriminadade la unión máxima(Bo) con una p<O,OS.La sensibilidadsecalculacomoel

punto que dista del Bo en 2 vecessu desviaciónestándar.

- Precisión y reproducibilidad. Se mide por medio de los coeficientesde variación

(desviacióntípica/media%) intra- e interensayo,determinadosa varias concentracionesde

la curva estándar.Dichos coeficientesmuestranla reproducibilidaddel método bajo las

condicionesdel ensayoutilizadasy debensersiempreinferioresala variabilidadencontrada

en las muestrasbiológicas.

2.4.6.1.Cuantificación de hormonas tiroideas

.

Los trazadoresinternosutilizados en el procesode extraccióny los utilizados como

antígenosen los RíAs fueron cedidosamablementepor la Dra. (3. Morreale de Escobar

(Unidad de EndocrinologíaMolecular, Instituto de investigacionesBiomédicas,CSIC y

Facultadde Medicina de la UniversidadAutónomade Madrid) y fueron sintetizadosen su

laboratoriopor el métodode la cloraminaT apartir de yodotironinasde un gradomenorde

yodación(3,5-TJ,consiguiéndoseuna actividadespecífica(3.000¡tCi/¡tg) superiora la de

los productoscomerciales disponibles, lo que resulta esencial para conseguir la alta

sensibilidadde los RíAs necesariaparala valoraciónde HT en muestrasde teleósteos.

En las muestrasde plasma,y con el objeto de concentrarlas HT, previamentea la

realizaciónde los RíAs sellevó a caboun procesode extracción.En el casodel tiroides el

procesoseguidofue diferente(véaseapartado2.4.6.1.b).

a) Extracción de hormonas tiroideas del olasma

.

- Tampones de extracción.

Los tamponesse obtienena partir de dos soluciones(A y B) preparadasen agua

bidestilada:
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SoluciónA: Ácido acéticoglacial 11,5 mI/l

Solución13: Acetatosódico anhidro 16,4 gIl

A B

- TampónacetatopH 7: 1,25 ml 11

- TampónacetatoPH 4: 1 1 180 ml

- TampónacetatopH 3: 1 1 10 ml

Los PH seajustancon NaOH o ácidoacéticosegúnel caso.

- Procedimiento.

- Añadir cloroformo-metanol(2:1, y/y) a las muestras,de maneraque el volumen

final del extractofuera unas20 vecesel volumende plasmautilizado (Folch y cols, 1957;

Gordony cols, 1982).

- Añadir como trazadoresinternos, aproximadamente1000-2000cpm de [‘251]T
3y

[‘
311]T

4de alta actividadespecíficay conteniendomenosde 1-2 pg de T3 o T4, en 100 ¡tI de

metanol,con el objeto decalcularla recuperaciónindividual de las yodotironinasparacada

muestra.

- Centrifugar 15 mm a 2.000 rpm (800g).

- Añadir al sobrenadanteCI2Ca 0,05% (p/v) en una cantidadde acuerdocon la

siguienterelación: 1/4 (X%-AxB)-AxB, dondeVf representael volumen final del extracto, A

es un coeficiente que refleja el porcentaje de agua del tejido (1 para el plasma) y B el

volumendemuestra.Con estepasoconseguimosextraerlas yodotironinasen unafaseacuosa

(Gordony cols, 1982).

- Separacióndurantetoda la nocheen frío (4”C).

- Extraernuevamentecon una mezcladecloroformo-metanol-CI2Caen la proporción

3:49:48 (y/y/y).

- Concentracióny purificación de las yodotironinaspasandoel extractoacuosoa

travésde columnasque contenían1 ml de resmade intercambioaniónico Dowex AG 1x2

(Mallol y cols, 1982; Morrealede Escobary cols, 1985).

Lascolumnasfueron confeccionadasutilizandojeringasdepolipropilenode 2 ml sin

el émbolo, colocandoa la entradadel cono un círculodepapeldecromatografíaWhatmann

(3MM). Previamentea su utilización el Dowex era tratadoduranteal menos12 horascon

ácido acético al 70%, procediéndoseposteriormentea su lavado con agua destilada.

Finalmente,seajustabanlas columnasa pH 7 mediantelavadoscon tampónacetatoPH 7.
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- Una vez pasada la muestra por las columnas,seprocedíaal lavadode las mismas

en el siguiente orden:

• 2 ml de tampón acetato pH 7

2 ml de etanol

2 ml de tampónacetatopH 7

2 ml de tampónacetatopH 4

2 ml de tampónacetatopH 3

• 2 ml de ácidoacéticoal 1%

• 2 ml de ácidoacéticoal 35%

- Eluir las yodotironinas que quedan retenidas en la columnas en 5 fracciones, de 0,5

ml cadauna, con ácidoacéticoal 70%.

- Medir la radiactividad(1251 y 1311) de las fracciones en un contador ‘y y unir las 2-3

fraccionesque conteníanla mayorpartede los trazadoresinternos.

- Evaporara sequedad(500C, 5-6 h) en un rotavaporen condicionesde vacío.

Reconstitución de los precipitados en 300 pil de tampón A del RíA y conservación

a -250C hasta el momento de la valoración de las HT.

El contajede las fraccionescon los trazadoresdebehacersecon exactitud,ya que

dicho contaje se emplea para calcular la recuperaciónindividual de cada hormona,

corrigiendo las concentracionesobtenidasen los RíAs en función de dicho valor. Para

realizarlos citadoscálculosde recuperaciónse introducíanen cadaensayo8 tubosestándares

de contaje,4 conteníanla cantidadtotal de trazadorañadidaa las muestras([1251]T
3 + [

1311]T
4)

y 4 únicamentecon [‘
311jT

4paracalcular la interferenciadel 131¡ en el canal de contajedel
125j También se incluían 2 blancosque seguíanel mismo procesoque las muestras.Los

porcentajesde recuperaciónnormalmentefueron del ordende un 60-85%paraT3 y 50-70%

paraT4. La [‘
311]T

4seutilizó duranteun períodono superiora un mesa partir de la fecha

de marcajecon el fin de evitar la adición de T4 a las muestrasya que la vida mediade este

isótopoesmás cortaquela del 125j (1 mes frente a 4 meses).La purezaradioquimicade los

trazadoresinternosfue del 99% conservándoseun alto gradodeestabilidaden etanol (50%),

lo cual fue comprobado,por la Dra Morrealede Escobar,porcromatografíaen capafina

inmediatamenteantesde su uso (Morrealede Escobary cols, 1985).
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b) Procesadode la mandíbulainferior conteniendoel tejido tiroideo

- Reactivos.

- TampónTris-ClH, 0,2 M, pH 8,6:

Tris-CIH 8,84 gIl

Tris 17,44 gIl

Metimazol 2,85 gIl

Conservacióna 40C. Duraciónmáxima20 días.

- PronasaE al 0,58% (p/v), con unaactividadde4,6 U/mg, en tampón Tris-CIH.

Preparaciónen el momentodel ensayo.

- Procedimiento.

- Sehomogeneízalamuestraen metanol(12 ml/g tejido) utilizandohomogeneizadores

tipo Potter-Elvehjem(teflón-vidrio) acopladosa un rotor automático(2.900 rpm).

- Se retira una alícuotadel homogeneizado(30 ¡tI) para la valoraciónde proteínas.

- Centrifugardurante15 mm a 4.000 rpm (2.150g) y 40C.

- Recuperary evaporarel sobrenadante.Reconstituirla muestraen500 pl de tampón

A del RíA y conservara -25 ‘C. Las HT asíextraídasrepresentanel contenidolibre de T
3

y T4 en el tiroides (Morrealede Escobary cols, 1988).

— Secadodel precipitadoal aire.

- Digestiónproteolíticacon PronasaE 0,58%(500¡ti) durante12 horasa 37
0C, para

romperlos enlacescovalentesque mantienenunidaslas HT a la Tg (Rolland y cols, 1970).

- Añadir 3 ml de metanolfrío para pararla reacción.

- Centrifugación(15 mm, 4.000 rpm, 40C).

- Recuperarel sobrenadante.Evaporary reconstituiren 1 ml de tampón A del RIA,

conservara -250C. Esta fracción representalos residuosintratiroideosde yodotironinas

incorporadasen la Tg (Morreale de Escobary cols, 1988) y lo designaremoscomo el

contenidotiroideo de Hl unidas.

c) Tamnonesde los RIAs

.

- TampónA: Tampónfosfato0,04 M, PH 8, BSA 0,2%.

PO
4H2Na.H20 0,2940gIl

PO4HNa2.2H20 6,7520gIl

Mertiolato 0,2429gIl
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ESA 22% 10 ml/l

- TampónB: Tampónfosfato0,04 M, PH 8 (tampónA sin ESA).

- Tampón C: Tampón fosfato 0,04 M, pH 8, BSA 0,05% (tampón A con 2,5 ml/l de

BSA).

- TampónD: Tampónfosfato0,04 M, pH 8, ESA 0,05%con cisteina(tampónC + 100

mg cisteína/1).

El PH seajustócon NaOH o ácidoortofosfóricosegúnel caso.

d) Procedimientodel RIA de trivodotironina

.

- Curva estándar.

- Sepesan5 mg de 13 y sedisuelvenen 250 ml de NaOH 0,05 N. La concentración

de estasoluciónmadreseráde 20 pg/ml. Se puedeconservarhasta2 mesesa 40C.

- Dilución en tampónA de la soluciónmadre,paraconseguiruna solución patróna

una concentraciónde 5 ngíml. Se conservacomo máximo 2 semanasa 4”C.

- A partir de la solución patrón, y en el momentodel ensayo,se hacendiluciones

sucesivascon tampónA hastaconseguirlas siguientescantidadesde T
3 en un volumen final

de 10 ¡tI: 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25 y 50 pg de 13.

- Anticuerpos.

Tanto el anticuerpoanti-T3 como el anticuerpoanti-T4 fueron cedidosamablemente

por la DraM.J. Obregón(Unidadde EndocrinologíaMolecular, Institutode Investigaciones

Biomédicas, CSIC y Facultadde Medicina de la UniversidadAutónomade Madrid). La

especificidaddel anticuerpoanti-T3 ha sido previamentecaracterizada(Ruiz deOña y cols,

1991)obteniéndoselas siguientesreaccionescruzadas:

Compuesto Reaccióncruzada%

100,0

1,1

3’,3-T2 0,9

3,5-T2 0,7

Tetrac 0,5

rl’3 0,0016
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En el caso del anticuerpoanti-T3 se hizo una dilución 1:500 que se dividió en

alícuotaspara 100 y 200 tubosde RIA quesemanteníancongeladasa -25W. A partir de la

dilución 1:500 sehacíaunadilución 1:150con tampónA, en el momentode realizarel RíA.

Como reactivoprecipitantese utilizó una mezclade polietilenglicol (PEG) al 30%

(p/v) preparadoen tampón B y suerode terneradiluido con tampón B (1:6,66).

ó 60 ¡¡1 de

y unida (B)

- Protocolo.

- Pipetear 10 ¡tí de cadauno de los puntosde la curvaestándary 10

muestra(las dilucionesfinalesparala determinaciónde las fraccioneslibre (F)

de ‘I’3 tiroidea fueron 1:25 y 1:5.000, respectivamente).

- Igualarel volumen final en todos los tubos con tampón A hasta60 pl.

- Añadir 50 pl de anticuerpoanti-T3 diluido.

- Añadir 100 ¡tI de [‘
251]T

3(6.000-7.000cpm/tubo) preparadaen tampón A.

- Agitar e incubardurante12 horasa temperaturaambientey oscuridad.

- La precipitaciónde los complejosantígeno-anticuerposerealizóañadiendo1 ,5 ml

del reactivoprecipitante(se mantieneen agitaciónmagnéticaconstante)cuyacomposición

es: 1 ml de PEG30% y 0,5 ml de suerode terneradiluido.

Agitación durante20 s.

- Centrifugacióndurante40 mm a 4.000 rpm (2.000g) y 14W.

- Aspiracióndel sobrenadantecon bombade vacío.

- Contajede radiactividaden el precipitado(contador‘y). Eficacia del canalde 1251

70%.

e) Procedimientodel RíA de tiroxina

.

- Curva estándar.

- Se pesan 5 mg de T4 y se disuelven en 100 ml de NaOH0,05 N. La concentración

de estasolución madreserá de 50 ¡tg/ml. Se puedeconservarhasta2 mesesa 4
0C.

- Dilución en tampón C de la solución madre,paraconseguiruna solución con una

concentraciónde 64 ng/ml. Se conservacomo máximo2 semanasa 4”C.

- Dilución 1:10 de la solución anterior en tampón C en el momento del ensayo

(concentraciónde la soluciónpatrón:6,4 ng/mí).
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- A partir de la solución patrón, y en el momentodel ensayo,se hacendiluciones

sucesivascon tampónF hastaconseguirlas siguientescantidadesde T4 en un volumen final

de50 pil: 2,5; 5; 10; 20; 40; 80; 160 y 320 pg de 14.

- Anticuerpos.

La especificidaddel anticuerpoanti-T4 ha sido previamentecaracterizada(Ruiz de

Oñay cols, 1991) obteniéndoselas siguientesreaccionescruzadas:

Compuesto

Tetrac

rl?3

Triac

3’,3-T2

3,5 -T2

Reaccióncruzada%

100,0

4,0

1,7

1,2

0,3

<0,005

<0,005

En el casodel anticuerpoanti-T4 sehizo unadilución 1:50 que sedividió en alícuotas

para 100 ó 200 tubos de RIA y secongelarona -25”C. A partir de la dilución anterior se

hacíauna dilución 1:600, con tampónC, en el momentode realizarel RíA.

Como reactivoprecipitanteseutilizó la misma mezclaqueen el caso del RíA de T3.

- Procedimiento.

Pipetear50 ¡tI de cadauno de los puntosde la curva estándary

(las diluciones finales para la determinacióndel contenidotiroideo

:100 y 1:200.000,respectivamente).

- Igualarel V1 en todos los tuboscon tampónD hastaun máximode 50 pl.

- Añadir 100 ¡tI de anticuerpoanti-T4 diluido.

- Añadir 100 ¡tI de [1251114(6.000cpm/tubo)preparadaen tampón C.

- Agitar e incubardurante12 horasa temperaturaambientey oscuridad.

- La precipitaciónde los complejosantígeno-anticuerposerealizóañadiendo1 ,5 ml

del reactivoprecipitante(ver RíA Tj.

- Agitar durante20 s y centrifugardurante40 mm a 4.000 rpm (2.000g) y 14”C.

10 ó 50 pl de

de Pl’4 y BT4muestra

fueron 1
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- Aspiración del sobrenadante con bomba de vacío.

- Contajede radiactividaden el precipitado.

2.4.6.2.RIA de cortisol

.

Para la valoración de cortisol en muestrasde plasmase utilizó un kit comercial

suministradopor Mallinckrodt con algunasmodificacionesparamuestrasde teleósteos,que

consistieronfundamentalmenteen la reduccióna la mitad del volumende los reactivosdel

kit utilizadosen el ensayoy en la introducciónde un estándarinferior a los proporcionados

en la curvaestándardel kit, y conseguidopordilución con el estándarcero de la misma.

a) Reactivos

.

- [‘251]Cortisol(< 5 pCi de actividadespecífica)en tampóncon PEG.

- Cortisol estándar(0, 15, 40, 100, 200, 600 ng/mí).

- Anticuerpoanti-cortisol.Las reaccionescruzadasdel anticuerposon las siguientes:

Comvuesto

Corticosterona

Cortisol

Cortisona

Dehidroepiandrosterona

11 -Deoxicorticosterona

1 1-Deoxicortisol

Dexametasona

Epiandrosterona

Estradiol

Estriol

1 7cv-Hidroxiprogesterona

Prednisolona

Prednisona

Progesterona

Testosterona

Reaccióncruzada%

9,30

100,00

2,22

<0,02

0,61

3,80

0,38

<0,04

<0,02

<0,02

1,00

33,33

1,42

<0,12

<0,14
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b) Procedimiento del RIA

.

- Pipetear12,5 ¡ti decadauno de los puntosde lacurvaestándar(sepreparatambién

un estándar inferior de 7,5 ng/mí) y de las muestras.

- Añadir 250 ¡tI de [‘251]Cortisol-PEG.

- Añadir 250 pl del anticuerpoanti-cortisol.

- Agitación e incubacióndurante45 mm a 370C.

- Centrifugacióndurante10 mm (3000rpm, 40C)

- Decantaciónrápida del sobrenadantepor inversión, escurriendototalmenteel

sobrenadantesobrepapelde filtro durante2-3 mm.

- Contajede radiactividaden el precipitadoen un contador‘y.

- Los resultadosseexpresaronen ng/ml.

2.4.7 CUANTIFICACIÓN DE CATECOLAMINAS POR CROMATOGRAFÍA LIOUIDA DE

ALTA RESOLUCIÓN <HPLC>

.

a) Principios Lenerales del ensayo

.

La técnica de HPLC utilizada para la determinaciónde aminas biógenasy sus

metabolitosconsisteen una cromatografíalíquido-líquido de fasereversay par iónico con

detecciónelectroquímica.

Lacromatografíalíquido-líquidodefasereversaimplica que,tanto la faseestacionaria

como la fasemóvil, son líquidas. La faseestacionaria,apolar,estáconstituidapor cadenas

hidrocarbonadasde distintalongitud, siendolo más frecuenteoctilos, octadecilosy fenilos,

ligadasquímicamentea la superficiede partículasde siiceque actúancomosoporteinerte.

La composiciónde la fase móvil, polar, dependedel tipo de aminasy metabolitosque se

quieran separar.Así, la fase estacionariapresentaafinidad por la zona no polar de las

moléculasen solución, mientrasque la fase móvil permiteque eluyananteslas sustancias

polaresque las no polares.

La cromatografíade par iónico implica la presenciaen la fase móvil de un ión de

cargaopuesta(contraión)a la de la muestraiónicaproblema(catecolaminasen nuestrocaso,

cargadaspositivanientea pI-? 2-8), por lo generalde naturalezaorgánicay deelevadopeso

molecular,por ejemploel sulfonatosódicode octano.De estemodo, seconseguiráformar

un par jónico con la muestraproblema, cuya carga se neutralizaráy por ello podrá

solubilizarseen la fase orgánica. Esto evita tener que emplearuna columna especialde

intercambioiónico, pudiendoutilizar la separaciónen columnasC
18 de usocomún.Además
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seconsigueaumentarel tiempode retenciónde las catecolaminasimpidiendoqueeluyanen

el frentede inyección.

En definitiva, las moléculastenderána quedar retenidasmás o menosen la fase

estacionariao a pasara la fase móvil, en tanto seamayoro menorla fuerzacompetitivaque

las una a la faseestacionaria.Así, resultarámayor o menorla retenciónque sobre ellas

ejercela columna,por lo quecadasustanciasaldráde la columnamáso menostarde,lo que

seconocecomosu tiempo de retención(tR) característico.

La detecciónelectroquímicasebasaen la capacidadde los solutosparaoxidarse(o

reducirse)a supasoporun electrodoal que seleaplica un potencialdeterminadoen función

de las característicasdel soluto. Las catecolaminas,graciasa sus gruposhidroxilo, pueden

seroxidadasfácilmentemediantela aplicaciónde un potencialpositivo, pasandoa derivados

ortoquinonascon liberaciónde 2 electronesy 2 protones.Los electronesson transferidosa

un electrodoy la corrienteresultanteesdirectamenteproporcionalal númerode moléculas

queestánsiendooxidadas(o reducidas).Estacorrienteunavezamplificada,esenviadaa un

registradorque proporcionaun cromatogramaen el cual secuantifican los solutossegúnel

áreabajo cadapico (Krstulovic, 1982).

La deteccióncouiométricaimplica el uso de un electrodoporoso de grafito que

permitequeel 100% de las moléculasseanoxidadas(o reducidas)frenteal 5-15 % que se

oxida (o reduce) en una detecciónamperométrica,aumentandoconsiderablementela

sensibilidad.La corrienteproducidaesdirectamenteproporcionala la concentraciónsegún

la ley de Faraday(ESA, 1992).

b) Validacióndel método de HPLC.

.

Los criterios de validez(Marsdeny Joseph.1986; Garcíade Marina y Del Castillo,

1988)que utilizamos son los siguientes:

- Linealidad. La linealidad de una curva de calibración esun factor de sumo interésque

determinael intervalo en el que la respuestadel detectores lineal. Paraello, seconstruirán

curvasde calibración inyectandoestándaresa concentracionesconocidasy expresandolos

resultadoscomo corrientedel detectorfrentea la cantidadde sustanciainyectada.

- Paralelismo. Entre la curva de calibración estándary una serie de dilucionesde una

muestra.Este método de validaciónes utilizado como un índice de la similitud entre la

catecolaminaendógena(valoradaen la muestraproblema) y la exógena(utilizada como
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estándar).La existenciadeparalelismoindicaqueel factorde dilución utilizado no afectaa

la estimaciónde la concentraciónfinal de catecolaminas.

- Límite de detección. Se definecomo la menorcantidadde cadacompuestoa determinar

que produceuna señalquepuedeserdiscriminadadel ruido de fondo con una pCO,OS.

- Precisión y reproducibilidad. Se miden por medio de los coeficientesde variación

(desviacióntípica/media%) intra- e interensayode las diferentesaminasque constituyenla

solución estándar.Dichos coeficientes indican la reproducibilidaddel método bajo las

condicionesdel ensayoutilizadasy debensersiempreinferioresa la variabilidadencontrada

en las muestrasbiológicas.

c) Condicionescromato2ráflcas

.

- Columna analítica. Columna de fase reversade 12,5 cm de longitud y 4,6 mm de

diámetrointerno, cuyo empaquetamientoesde tipo C18 constituidopor partículasde sílice

porosode 5 ym de diámetroa las que se han unido químicamentegruposoctadecilsiliceos.

- Bombae inyector. Bombaisocráticaacopladaa un inyector con un puertode inyección

de20 ¡tI. El flujo se mantuvoconstantea 1 ml/minuto y la presiónfue alrededorde 1000psi

(70bares).

- Detectorcoulométrico(ESA). Constituidopor una célulade acondicionamientoanterior

a una célulaanalíticacon dos electrodos(El y E2), considerandoel E2 como el electrodo

de trabajo. Dadala capacidadde oxidaciónreversiblede las catecolaminas,podemoshacer

másselectivoel análisis oxidandoprimerolas catecolaminasal aplicar un potencialpositivo

en el primer electrodo(en la célulade acondicionamiento),y reduciéndolasen el segundo

electrodo(E2) donde se detectarán.

Los potencialesde trabajoescogidosfueron los utilizadosporFernández-Ruizy cols

(1991)y Bonnin y cols (1994)con algunamodificación de los potencialesde oxidaciónen

base a los voltamogramasrealizadosen nuestro laboratorio, pero que en ningún caso

afectabansignificativamenteel porcentajede respuesta.

SUSTANCIASA DETECTAR POTENCIAL <mV) SENSIBILIDAD (nA

)

Cél. acondie. Cél análítica

El E2

NA, A, DA; DOPAC + 300 + 100 - 250 50

NA, A, DA; HMPG, DOPAC + 350 + 50 - 250 10
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- Registrador. Representael perfil cromatográficode cadacatecolaminasegúnsu tiempo

de elución. La concentraciónde cadasoluto seha calculadoen baseal áreabajo su pico de

elución.

- Fase móvil. Utilizamos dos fasesmóvilesdistintas, una para medir catecolaminas(NA,

A y DA) y/o sus metabolitosrespectivos(HMPG y DOPAC) quellamaremosfasemóvil A;

y otra para medir fundamentalmenteDA y DOPAC, que llamaremosfase móvil B

(Fernández-Ruizy cols, 1991; Bonnin A y cols, 1994). En todos los casossepreparanen

aguabidestiladagrado HPLC, se filtran (a travésde filtros depoliamida de 0,45 pm) y se

desgasificancon helio.

FASE MÓVIL A FASEMÓVIL B

Acido cítrico 10 mM Fosfatomonosódico0,15 M

Fosfatodisódico5 mM EDTA 0,1 mM

EDTA 0,05 mM Sulfonatode octano0,5 mM

Sulfonatode octano0,12 mM Metanol6 %

Metanol 3 % (pH 3,8)

(pH 3, ajustadocon fosfórico)

d) Preparaciónde las solucionesestándares

.

Las solucionesestándaresde catecolaminasse preparanen una solución de ácido

perclórico0,2 N con bisulfito sódico0,4 mM (antioxidante)y EDTA 0,4 mM.

- Sepesan5 mg decadacatecolamina,susmetabolitosy delestándarinterno (DHBA)

disolviéndolasen 10 ml. La concentraciónde estasolución madreseráde 0,5 mg/mí, que

semantendráa -25 ó -800C durantedos mesescomo máximo.

- A partirde la solución madre,pordilución conla solucióndeperclórico,seprepara

la soluciónde trabajoa una concentraciónde 500 ng/ml que dura 15 díasa 4W.

- Partiendode la solución de trabajo, por dilución con solución de perclórico,

obteníamoscadados o tres días una soluciónestándarde NA, A, DHBA y DA (en algunos

casos también de sus metabolitos HMPG y DOPAC) a 25 ng/ml que se inyectaba

directamenteen el sistemade HPLC (cuando trabajamosa una sensibilidadde 10 nA la

concentraciónfinal fue de 12,5 ng/mi).
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e) Preparación de las muestras

.

- Añadir 120 ¡tI de una solucióndeácidoperclóricode la misma composiciónquela

utilizada para la preparaciónde la solución estándarcon 25 ng/ml (12,5 ng/ml si la

sensibilidadfue de 10 nA) de DHBA, que seutilizará comoestándarinterno.

- Sonicar en frío (3 pulsosde 5 segundosa una potenciade 70%, 50 W, con

descansosde 20 segundos).

- Centrifugara 13.000rpm durante1 minuto.

- Filtrar el sobrenadantecon filtros de difluoruro de polivinilideno de 0,45 ¡tm.

- Inyectaren el sistemade HPLC.

- Reconstituirel precipitadoen 120 ¡tI deagua.

O Cálculo de los resultados

.

Previamentea la inyecciónde muestras,se procedea la calibracióndel sistema(1-2

vecesdiariamente)inyectandola soluciónestándarcompuestaporconcentracionesconocidas

de las aminasque van a ser medidas,así como de una aminano fisiológicaque seutiliza

comopatrón interno. Cori la calibración sepretendedeterminar:

- los tiemposde retenciónparacadaamina(t>j.

- las diferenciasen Jarespuestadecadaaminarespectoal estándarinterno,obteniendo

un factor derespuesta(fa) parapoderhacerlas correccionesoportunassi se llegana producir

pérdidasde las catecolaminasduranteel procesadoy almacenadode las muestras.

El cálculo de la concentraciónde catecolaminasse realizó en relación al áreadel

estándarinterno con la siguienteexpresión:

áreamuestraxfR

ng (amina)/mI= x concentraciónDHBA
área DHBA

Los valoresasíobtenidoscorrespondena las solucionesinyectadasen el HPLC, para

obtenerlas concentracionesfinalesdecatecolaminasen los tejidos habráqueteneren cuenta

el volumendesonicación,el pesodel tejido y su concentracióndeproteínas.Finalmente,los

datosfueron procesadosestadísticamentecomo pg o ng de catecolaminaspor hipotálamo,

gramode tejido y mg de proteínas,no existiendo,en general,diferenciassignificativas,de

maneraque a la hora de representarlos datos, lo haremosúnicamentepor hipotálamo.
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2.5. Diseñosexperimentales.

2.5.1. CONDICIONES DE MANTENIMIENTO

.

Las condicionesgeneralesde mantenimientoen el laboratoriofueron expuestasen el

apartado 1.3.. Brevementelas recordaremosa continuaciónañadiendolas condiciones

específicasutilizadasen cadaexperimento:

a) Fotoneriodo

.

El fotoperiodofuenaturalen la mayoríadelos diseñosexperimentales,e indicaremos

el mes en que se realizó el estudio. En determinadosexperimentos,para especificarun

fotoperiodoconcreto, indicamosen primer lugar la duraciónde la faseluminosaen horas

seguidode la letra L, y a continuaciónla faseoscuraseguidade la letra D. separadaspor

dospuntos. Ejemplo 12L: 12D.

b) Temoeraturadel asma

.

La temperaturadel aguasemantuvóa21 +2W con el fin de evitarel efectodepresor

de la temperaturabajasobrela actividadalimentaria.

c) Alimentación

.

La comida (1 % del pesocorporal)seadministrabadiariamenteentrelas 10:00-11:00

h. Cuando estudiamos la regulación de la ingestión de alimento por neuropéptidos, en función

de si éstoseran conocidoscomo inhibidores o estimuladoresdel apetito establecimoslas

siguientescondicionesdesdeel puntode vista del estadoalimentario:

- Los animalesque iban a ser tratadoscon CRF no recibíanalimentoel día anterior (48

h de ayuno), de modo que en el momentodel experimentosepuedeconsiderarque los

pecesseencuentranen un estadoque denominaremos“ingestaestimuladapor ayuno”.

- Cuandolos animaleseran tratadoscon J3-endorfinao galanina,recibíanla racióndiaria

de alimento 1 h antesde ser inyectados,y por tanto consideramosque los pecesestán

saciados’’ en el momentodel experimento.

Pararealizar los testsde ingestalos pecessedistribuían individualmenteen cubetas

de 5 1 (carpasdoradas)ó 15 1 (tencas)en función del pesode los animalesy con el objeto

deobtenergruposexperimentaleshomogenéos.
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2.5.2 CARACTERIZACIÓN DEL PATRÓN ALIMENTARIO EN E tinca

.

Debido a que las tencasson pecesmuy asustadizosy fácilmenteestresables,y dada

la ausenciade datos relacionadoscon estaespecie,inicialmente intentamosaveriguarlas

condicionesóptimas de mantenimientoen el laboratorio, el patrón alimentario, así como

cienosparámetrosmetabólicosy hormonalesrelacionadoscon la actividadalimentaria.Se

utilizaron individuosadultosde 71 tinca (30,7±8,1 g depesocorporal)de ambossexosque

fueron aclimatadosen el laboratorio duranteun mes como mínimo a las condicionesde

fotoperiodo 12L:12D (luz de 4:00 a 16:00 h).

Se estudiaronlos siguientesaspectos:

2.5.2.1.Determinacióndel natrónalimentario

.

a) Ontimizacióndel tesíde in2esta

.

A fin deaveriguarel períodode máximaingestión, las tencas(n = 8) sedividieron en

cubetasindividualesde 15 1, recibieronla racióndiaria de comiday se valoró la ingestión

de alimentoa las 2, 4, 8 y 12 h.

b) Diferenciasdía-nocheen la actividadalimentaria

.

Los animalesfueron divididos inicialmenteen dosgrupos(n = 6/grupo): uno de ellos

recibíala comidaa las 8:00 h y se valoró la ingestaa las 8 h durantela faseluminosa.Para

valorarla ingestadurantela faseoscuralos animalesrecibieronla comidaa las 16:00 h y

seevaluó la ingestaa las 8 h.

c) Efecto del anestésicoy/o la inyecciónICV sobrela in2estiónde alimento

.

Seestablecierontresgrupos(n=6/grupo):un grupocontrol (noerasometidoaningún

tratamiento),un grupoque era anestesiadocon MS-222 (1/10.000),y un último grupo que

eraanestesiadoe inyectadoICV con 1 pl de solución salina.Los pecesde cadagrupo se

disponíanen cubetasindividualesy se determinabala ingestaa las 8 h.

2.5.2.2.Determinaciónde parámetrosmetabólicosy hormonales

.

a) Correlacióncon la in2estaa distintostiempos

.

Con el propósitode averiguarsi una distintacantidadde ingestadiaria y el tiempo

quetranscurredesdelaalimentacióndeterminanmodificacionesmetabólicasy/u hormonales,

los animalesserepartieronen tres grupos(n=8-13/grupo):un grupoqueno recibíacomida
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el día del sacrificio, semanteníaen “condicionesbasales”(CB) y sepodía considerarque

correspondíaa 24 h deayuno;un grupoque se sacrificabaa las 4 h (4h) de recibir su ración

diaria de comida, y un tercer grupoque era sacrificadoa las 8 h (8h) de suministrarlela

comida. Se recogió la sangrepara la determinaciónde glucosa,y hormonastiroideas en

plasma,y el hígadoparacuantificarel glucógenohepático.

b) Ciclos diariosde actividadNAT. cortisol. 2lucosa.2lucógenoy catecolaminas

.

Para este estudio se utilizaron tencas con un peso corporal de 6,2±1,4g,

manteniéndoseen el laboratorioen condicionesnaturalesde fotoperiodo(15L:9D, luz de

6:30a 21:30h) y temperatura(21 ±20C)en Abril-Mayo. Los acuariosen quesemantenían

las tencashabíansido forrados por los lateralescon cartulinaoscurapara evitar el estrés

originadopor la presenciahumanadurantelas tareasdealimentacióny limpieza.

Los puntos seleccionadospara la toma de muestrasfueron distribuidoscadacuatro

horas tanto durante la fase luminosa como durantela fase de oscuridad del fotociclo,

comenzandoa las 10:00 h. En todos los puntos (n =9/punto) se recogieronmuestrasde

sangre, hipotálamo, hígado y copas ópticas. Posteriormentese cuantificaron la actividad

serotoninaN-acetiltransferasa(NAl?) en la retinaneural,el cortisol y la glucosaplasmáticos,

el glucógenohepáticoy las catecolaminashipotalámicas.La actividadNAT se evaluócomo

un parámetro“control” cuya ritmicidad diaria es bien conocidaen todos los vertebrados

estudiados,siendoel fotoperíodoel factorque deteminadicharitmicidad.

c) Efecto del ayuno

.

Una vez probadala existenciade cambiosmetabólicosy hormonalesen función del

gradode ingesta,consideramosinteresanteconocerlos cambiosquesepodíanproducir tras

un períodode ayuno que fijamos en 1 semana.Se utilizaron tencas (n=9-lO/grupo) en

igualescondicionesgeneralesque en e] experimentoanterior y establecimoslos siguientes

grupos:

- Grupocontrol (AL): los animales recibieron alimento (1% pesocorporal) diariamente

durante1 semana.

- Grupoayuno(AY): los animalesfueron sometidosa 7 díasde ayuno.

- Grupoayuno + realimentación(AY+R): tras los 7 díasde ayunolos animales

recibieronalimento (1%) durantedosdíasparadeterminarel efectode la realimentación.
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Todoslos animalesse sacrificarona las 14:00h y se recogieronmuestrasde sangre,

hipotálamo,mandíbulainferior e hígado.Posteriormentesecuantificóla glucosaen plasma,

hormonas tiroideas en plasma y tejido tiroideo, glucógeno hepático y catecolaminas

hipotálamicas.

El comportamiento fácilmente estresable de las tencas, que dificulta enormemente su

adaptacióna las condicionesde cautividaden el laboratorio,junto al patrónalimentariode

estaespecieque requiereun tiempode variashorasdesdequeseles ofreceel alimentohasta

alcanzarla ingestamáxima, nos llevó a utilizar otro modelo animal másadecuadoparalos

análisisde la regulaciónde la ingestiónde alimentopor neuropéptidos.El teleósteoelegido

fue la carpadorada(C. auratus),en basea la facilidadde obtencióny mantenimientoen el

laboratorio,asícomoa su rápidacapacidadde adaptacióna las condicionesexperimentales.

2.5.3 REGULACIÓN DE LA INGESTIÓNDE ALIMENTO POR EL CRF

.

2.5.3.1.ODtixnizacióndel testde in2estaen Carassiusauratus.Efecto del anestésicoy/o

la inyección ICV sobrela ingesta.

.

Antesdeiniciar los estudiospropiamenterelacionadoscon los efectosdel CRFy otros

neuropéptidossobrela ingesta,sellevarona cabounosexperimentospreliminares,similares

a los expuestospara71 tinca (ver apartado2.5.1.1.),con la intencióndeconocerel intervalo

demáximaingestióny el posibleefectode la anestesiao las inyeccionesJCV sobrela ingesta

en C. auratus.

En primer lugar, carpas doradas de 7 08+1,15 g de peso corporal (n=9) se

dividieron en cubetasindividualesde 5 1, recibieronla racióndiaria de alimentoy sevaloró

la ingestaal cabode 1, 2 y 8 h.

En un segundoexperimentolos pecessedivididieronen tres grupos(n=7/grupo):un

grupo control, un grupo anestesiadocon MS-222 (1/10.000) y un grupo anestesiadoe

inyectadoICV con 1 pl de soluciónsalina. A las 2 h sedeterminóla ingestióndealimento.

2.5.3.2.Administraciónde CRF

.

a) AdministraciónICV: curvadosis-respuesta

.

Se inyectaronICV a ejemplaresde C. auratus(6,86±1,17 g) con 1 pl de solución

salina sola (n=18) o conteniendoCRF a las dosisde 0,1 (n=9); 0,33 (n=9); 1 (n=18); 2
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(n=9) y 3,33 (n=9) ¡tg/¡tl. Se evaluóla ingestaa las 2 y a las 8 h despuésdel tratamiento.

(Octubre).

Posteriormentese probóla dosisde 2 ~g paraaveriguarsi eraeficaz 1 Ii despuésdel

tratamiento.Se utilizaron pecesde 4 54+1 22 g (n=8/grupo). (Octubre).

b) Administración IP

.

Camasdoradasde 7 62 + 1 2 g (n=9/grupo)fueroninyectadasIP con solución salina

o CRE (0,1 ¡tg/g pesocorporal),y la ingestiónde alimentosevaloró a los mismosintervalos

de tiempo (0-2, 2-8 y 0-8 h) que en el experimentoanterior (ICV). (Noviembre).

2.5.3.3. InteracciónCRE-alimentación-hormonastiroideas

.

a) Efecto del CRE sobrela in2esta.2llIcosa y honnonastiroideasen C. auratus y T

.

tinca

.

Paraeste estudio los pecesfueron mantenidosen el laboratorioen Marzo con un

fotoperiodo 12L:12D (luz a las 4:00 h). Las carpas(12,29±2,95g) se dividieron en los

siguientesgrupos(n= 8/grupo):

— Grupocontrol (salino + alimentación):inyectadoJCV con 1 ¡tí de solución salina.

- Grupo CRF (CRF + alimentación):inyectadoICV con 2 ¡tg de CRF.

Unavez inyectadosrecibieronla racióndiariade comiday a las 2 h secuantificóla

ingesta,sacrificándoselos animales6 h mástardeparala extracciónde muestrasde sangre

y mandíbulainferior. Posteriormentese determinaronla glucosaplasmáticay hormonas

tiroideasen tejido tiroideo.

En el caso de las tencas,48 individuos se dividieron tambiénen dosgrupos, pero

debido a su pequeñotamaño(tencasdel primer veranode 1 39+0 48 g) fue necesario

agruparlosde 4 en 4, quedandon=6/grupo.

- Grupocontrol (salino + alimentación):inyectadoICV con 1 ¡tI de solución salina.

- GrupoCRF (CRF + alimentación):inyectadoICV con 1 Mg de CRF.

A las 8 h sedeterminóla ingestay serecogieronlas mismasmuestrasqueen el caso

de las carpas,cuantificandotambiénla glucosaplasmáticay las hormonastiroideasen tejido

tiroideo.
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b) Efectos del CRF y la alimentación por separado sobre las hormonas tiroideas y

glucosa plasmática en EX auratus

.

El objetivo de esteestudio fue discernir si los efectosdel CRF sobrelas NT y glucosa

encontrados en el experimento anterior eran debidos al propio CRF o secundarios a la

reducciónde ingestaque provocael neuropéptido.Utilizamoscarpas(10 38+2 77 g) que

dividimos en tres grupos(n=11/grupo):

- Grupocontrol (salino + ayuno): los animaleseraninyectadosICV con soluciónsalina

(1 ¡tI) y no recibieroncomidatras las inyecciones.

- GrupoCRF (CRF + ayuno): seadministróCRF ICV (2 ¡tg), tras lo cual los pecesno

recibieron comida.

- Grupoalimentado(saiino + alimentación):los animaleseraninyectadosICV con con

solución salina(1 ¡tI) tras lo cual recibieronla comida.

A las 8 h se sacrificaronlas carpas,recogiendomuestrasde sangredondevalorar

glucosay hormonastiroideas,el hipotálamoparacuantificarsu contenidoen catecolaminas

y la mandíbulainferior con el fin de determinarlas HT en tejido tiroideo. (Diciembre).

2.5.3.4.Efecto del ayunosobrelas catecolaminasen hipotálamo

.

Unavez probadala existenciade modificacionesde las catecolaminashipotalámicas

por exposicióna un cofto períodode ayuno (2 días), consideramosinteresanteconocerlos

cambiosque se podíanproducir tras un períodode ayuno más largo que fijamos en una

semana. Se utilizaron carpas doradas de 6 55+1 35 g (n=11/grupo) en Febrero, y

establecimoslos siguientesgrupos:

- Grupocontrol (AL): los animalesrecibieronalimento (1% pesocorporal)diariamente

durante1 semana.

- Grupoayuno(AY): los animalesfueron sometidosa 7 días de ayuno.

- Grupo ayuno + realimentación(AY+R): tras los 7 días de ayuno los animales

recibieronalimento(1%) un día paradeterminarel efectode la realimentación.

Todoslos animalessesacrificarona las 14:00 h y seextrajeronlos hipotálamospara

posteriormentecuantificarel contenidode catecolaminashipotálamicas.

2.5.3.5.Efecto del anta2onistaespecíficodel CRF. cy-llelical CRF1~411

A fin de averiguar si el efecto del CRF sobre la ingesta es específico del

neuropéptido,administramosel antagonistade formaaisladao en combinacióncon el CRF.
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Utilizamosejemplaresde C. auratus(7,07±1,66g)quedividimos en 4 grupos(n=9/grupo)

y recibierondos inyeccionesICV consecutivas:

CONTROL CRF a-II CRE19411 CRE + a-H CRF19411

a inyección s. salina s. salina s. salina a-CRF

Y’ inyección s. salina CRE a-CRE CRE

La ingestiónde alimentosedeterminóalas 2 h una vez finalizadaslas inyecciones,

y se sacrificaronlos animalesparaobtenermuestrasde sangree hipotálamo,cuantificando

posteriormenteglucosay cortisol plasmáticosy catecolaminashipotalámicas.(Marzo).

2.5.3.6.Cortisolcomomediadordel efecto del CRFsobrela in2esta

.

El propósitode esteestudiofue averiguarsi el aumentoen los nivelesde cortisol,

consecuenteal tratamientocon CRF, estabaimplicado en la reduccióndel apetitoinducida

por dicho neuropéptido.Paraprobarestahipótesisplanteamoslos siguientesexperimentos:

a) Inhibición de la síntesisde corticosteroides

.

Los animales(8,79+1 66 g), n=lO/grupo,eraninyectadosIP con soluciónsalinao

metirapona,un inhibidor de la síntesisdecorticosteroidesqueactúasobrela 1 lil-hidroxilasa,

inhibiendoelpasode II -deoxicortisolacortisol, A las 2,5 h los pecesfueroninyectadosICV

con solución salina o CRF. A las 2 h de estásegundainyección se valoró la ingestay se

recogióla sangrequeseutilizó paradeterminarlos nivelesde cortisol plasmáticos.(Enero).

CONTROL METIRAPONA CRE MET + CRF

a inyección IP s. salina niet s. salina met

Y’ inyección ICV s. salina s. salina CRE CRF

b) Correlaciónentrenivelesde cortisol e in2esta

.

Debidoa queel tratamientocon metiraponano resultósatisfactorio,serealizarondos

experimentosquepudieranindicar,aunquede formaindirecta,si el cortisolestabaimplicado

en la reducciónde la ingestaporel CRF:

- Se inyectaronlas carpas(6 78+1 18 g) IP con solución salinao CRF(n=9/grupo)

y a las 2h sevalorabala ingestay seextraíanmuestrasdesangreparaevaluarposteriormente
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los niveles de cortisol en plasma, y determinar la existencia de una posible correlación entre

ambosparámetros(ingestay cortisol), al igual que sucedfaen el tratamientoICV. (Marzo>.

- Carpasde 4,96±0,47g recibieron inyeccionesIP de solución salina o cortisol

(n=9/grupo),determinandoa las 2 ti la ingestay recogiendomuestrasdesangreparaevaluar

el cortisol plasmático.(Septiembre).

2.5.3.7.Controlcatecolaminérgicodel efectodel CRF sobrela il2esta

.

Con el propósito de determinarsi la regulación que ejerce el CRF sobre la

alimentaciónestámediadapor receptoresa-adrenérgicosy/o dopaminérgicosse realizaron

los siguientesexperimentos:

a) Control~y-adrenérpico

.

Se utilizaron ejemplaresde C. auratus (5,43±1,2g) que sedividieron en 8 grupos

(n=9/grupo)y que fueron inyectados¡CV con agonistasy antagonistasde los subtiposde

receptoresadrenérgicosa1 y &2 con el siguienteesquema:

CONTROL

SS

MIO «1

SS

AGO a2

SS

ANT al

SS

ss agoal ago a2 antal

ANT a2 CRF

SS SS

ant a
2 CRE

ANT al+CRF

antal

CRF

ANT a2-I-CRF

anta2

CRF

Los fármacosutilizados fueron: fenilefrina(agonistaaí), prazosín

clonidina (agonistaa,) y yohimbina(antagonistaa,).

A las 2 h se valoró la ingestay seextrajeronlos hipotálamospara

posteriordecatecolaminas.(Octubre).

(antagonistaa
1),

la cuantificación

b) Control dopaminér2ico

.

Carpasde5,58±1,86g se dividieron en 8 grupos(n=9/grupo)y sesiguió el mismo

esquemaque en el experimentoanterior, valorandola ingestaa las 2 h y las catecolaminas

hipotalámicas.(Julio).

AGODI AGOD2 ANTDI

SS SS SS

ss ago Dl ago D2 antDl

ANTD2 CRE

SS SS

ant D2 CRE

ANT DI+CRF

antDl

CRE

ANT D2±CRF

ant D2

CRE

ía inyec.

Y’ inyec.

CONTROL

SSía inyec.

Y’ inyec.
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Los fármacosutilizadosfueron: SKF 38393 (agonistaD1), SCH 23390 (antagonista

D1), quinpirol (agonistaD2) y sulpirida(antagonistaDi).

2.5.4 REGULACIÓN DE LA INGESTIÓNDE ALIMENTO POR 13-ENDORFINA

.

2.5.4.1.Administraciónde il-Endorfina

.

a) AdministraciónICV: curvadosis-respuesta

.

Se inyectaronICV ejemplaresde C. auratus (6,34±1,99 g) con 1 ¡4 de solución

salina sola (n=18) o conteniendo8-endorfinaa las dosis de 0,001 (n=9); 0,1 (n=9) y 1

(n= 10) ¡tg/¡tl. Se evaluóla ingestaa las 2 y 8 h despuésde las inyecciones.(Junio).

Posteriormenteseprobóla dosisde 1 Mg paraaveriguarsi eraeficaz 1 h depuésdel

tratamiento.Se utilizaron pecesde 5 54+1 33 g (n=8/grupo). (Marzo).

b) Administración IP

.

Carpasdoradasde 10 72+3,79 g (n = 11/grupo)fueron inyectadasIP con solución

salina o fi-E (0,1 pg/g pesocorporal), y la ingestión de alimento se valoró a los mismos

intervalosde tiempo (0-2, 2-8 y 0-8 h) que en el experimentoanterior(ICV). (Junio).

2.5.4.2. Efecto de la 8-Endorfinasobre la ineesta.2lucosa. hormonastiroideas y

catecolaminasbipotalámicas

.

Utilizamos animalescon un pesocorporal de 10,56±1,09g que fueron inyectados

ICV con solución salina o ¡VE (1 ¡tg), n=l1/grupo. Se valoró la ingestaa las 2 h y se

obtuvieronmuestrasde sangrepara ladeterminaciónde la glucosaen plasma;el hipotálamo

seextrajoparacuantificarel contenidodecatecolaminasy la mandíbulainferior seconservó

con el fin de de evaluarlas hormonastiroideasen tejido tiroideo, (Diciembre).

2.5.4.3.Control por los distintosrecentoresopioidérpicos

.

A fin de averiguara travésde quetipo de receptoropioidérgicose mediabael efecto

de la 11-E sobreel apetitoen (3. auratusrealizamoslos siguientesexperimentos,utilizando

agonistasy antagonistasgenerales(naloxona)y específicosde cadauno de los subtiposde

receptoresopioidérgicos
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a) Efecto del anta2onista eeneral naloxona

.

Utilizamos ejemplares de (3. auratus (8,62±1,88g) que dividimos en 4 grupos

(n= 10/grupo). Los animales recibieron dos inyecciones ICV consecutivas según el siguiente

esquema, valorándose la ingestión de alimento a las 2 h. (Noviembre).

ja inyección

Y’ inyección

CONTROL

s. salina

s. salina

13-E

s. salina

13-E

NALOXONA

s. salina

Naloxona

6-E + NALOXONA

Naloxona

13-E

1» Controlpor recentores¿-ooioidéraicos

.

Carpasde 4 22+1,45g sedividieron en 7 grupos(n=6-8/grupo).Los pecesfueron

inyectadosICV dosvecesconsecutivassegúnel siguienteesquema,y a las 2 h sedeterminó

la ingestión de alimento. (Junio).

AGOd ANTAGO6X

55 55

agO¿ ant<51

ANTAGO 62

55

ant <52

13-E

55

13-E

ANT 61+6-E

ant 81

13-E

ANT 62+6-E

ant <52

13-E

Los fármacosutilizadosfueron: DPEN(agonista8), BNTX (antagonista<5<) y naltriben

(antagonista<5).

e) Controlpor receotoresx-opioidér2icos

.

Carpasde 4 82+1,63g se dividieron en 5 grupos(n=7-8/grupo),y el agonistay el

antagonistase administraronICV de forma aisladao en combinacióncon la 6-E segúnel

siguienteesquema.La ingestasevaloró a las 2 h. (Junio).

I a inyección

2~ inyección

CONTROL

55

55

AGO,c

Ss

ago ¡.~

ANTAGO

55

ant x

13E

55

13-E

ANTAGO K+ fi-E

ant «

11-E

ía inyec.

Y’ inyec.

CONTROL

55

55

Los fármacosutilizadosfueron: U-50488(agonista><) y nor-BNI (antagonista i4j.
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d) Control por receotoresu-opioidér~icos

.

Carpas de 4,22±1,39g se dividieron en 7 grupos (n=6/grupo). Se cuantificó la

ingesta a las 2 h del tratamiento, tras recibir dos inyecciones ICV consecutivas siguiendo el

siguiente esquema. (Junio).

CONTROL

Ss 55

55 agoy

ANTAGO u

55

ant ji

Los fármacos utilizados fueron: D

naloxonazina(antagonistapi).

ANTAGO al

SS

ant ¡ti

fi-E

55

13-E

ANT u+i1-E

ant ji

13-E

ANT al +13-E

ant pl

13-E

AMGO (agonista j4, 13-FNA (antagonista¡tú y

2.5.5REGULACIÓN DE LA INGESTIÓN DE ALIMENTO POR GALANINA

.

2.5.5.1.Administración de 2alanrna

.

a) Administración ICV: curva dosis-respuesta

.

Se inyectaron ICV ejemplares de (3. auratus (6,20±1,74 g) con 1 pl

salinasola(n= 18) o conteniendogalaninaalas dosisde 0,1 (n=8); 1 (n=l0) y

¡tg/¡tl. Se valoró la ingestaa las 2 y 8 h despuésdel tratamiento.(Junio).

Posteriormenteseprobóla dosisde 1 ¡tg paraaveriguarsi eraeficaz

tratamiento.Se utilizaron pecesde 5 13+1 45 g (n=8/grupo). (Marzo).

de solución

3,33 (n=9)

1 h depués del

b) Administración IP

.

Carpasdoradasde 10 77+3,39g (n=11/grupo) fueron inyectadasIP con solución

salina o Gal (0,1 ¡tg/g peso corporal),y la ingestión de alimento se valoró a los mismos

intervalosde tiempo (0-2, 2-8 y 0-8 h) queen el experimentoanterior (ICV). (Junio).

2.5.5.2. Efecto de la palanina sobre la in2esta. glucosa, hormonas tiroideas y

catecolaminas

.

Utilizamos animalescon un pesocorporalde 10 76+1,21 g que fueron inyectados

ICV con solución salina o Gal (1 gg), n=ll/grupo. Se valoró la ingestaa las 2 h y se

obtuvieronmuestrasde sangre,el hipotálamoy la mandíbulainferior, con el fin de evaluar

glucosaplasmática,catecolaminashipotalámicasy hormonastiorideas en tejido tiroideo,

respectivamente.(Diciembre).

ía inyec.

2~ inyec.
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2.5.5.3. Efecto del antagonistagalantida

.

A fin de averiguar si el antagonista revertía los efectos de la Gal sobre el apetito,

utilizamosejemplaresde (3. auratus(5,35±0,85 g) que dividimos en 4 grupos (n9/grupo).

Los animales recibieron dos inyeccionesICV consecutivassiguiendo el esquemaque a

continuaciónsepresenta.(Junio).

CONTROL GAL GALANTIDA GAL + GALANTIDA
]a inyección s. salina s. salina s. salina galantida

Y’ inyección s. salina galanina galantida galanina

A las 2 h se valoró la ingestay se extrajeronlos hipotálamospara cuantificar su

contenidoen catecolaminas.

2.5.5.4.Control adrenérzicodel efecto de la galaninasobrela ingesta

.

Con el propósito de intentar determinarsi el efecto que producela Gal sobre la

conductaalimentariaestámediadopor receptoresa-adrenérgicosutilizamosejmplaresde (3.

auratus(5,26+1,45g) que sedividieron en 8 grupos(n=8-9/grupo)y quefueroninyectados

ICV con agonistasy antagonistasadrenérgicosa1 y a2 siguiendoel esquema:

CONTROL AGOaI AGOa2 ANTaI ANTa2 GAL ANTaI+GAL ANTa2+GAL

í a inyec. SS SS SS SS SS antal anta2

Y’ inyec. ss agoal agoa2 antal anta2 Gal Gal Gal

Los fármacosutilizados fueron: fenilefrina(agonistaa,), prazosín(antagonistaa1),

clonidina (agonistacxi) y yohimbina(antagonistaai).

A las 2 h se valoró la ingestay se extrajeronlos hipotálamospara cuantificar las

catecolaminas.(Diciembre).

2.6. Análisis estadísticode los resultados.

El valor de las variables estudiadas se ha expresado mediante un parámetro de

centralización(mediaaritmética,3Z) y otrode dispersión(error estándarde la media,e.e.m.).
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2.6.1 ANÁLISIS DE REGRESIÓN Y CORRELACIÓN

.

a) Re2resióny correlación lineales

.

Con la regresión se intenta analizar la dependenciade una variabley sobre una

variable independientex, que viene dadapor la función y = a + bx; en cambio con la

correlaciónsetratadedeterminarsi dosvariablessonindependienteso varíanconjuntamente,

es decir, covarían, sin expresarunacomo función de la otra.

En la presenteMemoriasehan utilizado ambostipos de análisisparadeterminarla

recuperaciónanalíticacomo criterio de validación de los RíAs de hormonastiorideas y

cortisol paramuestrasde peces,asícomoparadeterminarlos intervalosde linealidadcomo

criterio de validacióndel HPLC.

La linealidad puede ser descrita en términos del cuadrado del coeficiente de

correlación(r), que es lo que seconocecomo coeficientede determinación(9) (Sokal y

Rohlf, 1979). Dicho coeficiente indica la proporción de la variación de una variable

determinadapor la variaciónde la otra, y tendrácomomínimoel valor cerosi ningunade

las variablespuedeexplicarsemediantela otravariable,y comomáximovaldrá 1 cuandola

variaciónde una variablevienetotalmentedeterminadapor la variaciónde la otra.

b) Comparaciónde la pendientede dos rectas

.

En algunasocasionesresultanecesarioprobar si las líneasde regresiónobtenidasa

partir de 2 conjuntosdedatosanálogosson iguales,paralo cual secomparanlaspendientes

deambasrectas,con el fin de averiguarsi ambasprocedende la misma población.

Para llevar a cabo dicho análisis se utiliza un ANOVA en el cual se compara,

mediante un estadísticoF, el cuadradomedio debido a la diferencia entre las distintas

pendientes(variación entre regresiones),con el promedioponderadode las desviaciones

respectode la regresión(variacióndentro de las regresiones).Si dicho estadísticoes mayor

que el valor critico F~<~2, entoncesse concluye que las pendientesson estadísticamente

diferentesy que los datosprocedende poblacionesdistintas(Sokal y Rohlf, 1979).

Estetest estadísticoha sido utilizado en la validaciónde los RíAs de HT y cortisol

(paralelismoentremuestrasbiológicasy curvasestándaresdel RíA, previa transformación

logística-logarítmicaparaconseguirla linealizaciónde las curvas), y en la validaciónde las
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técnicas de determinación de catecolaminas por HPLC(paralelismo entre muestras biológicas

y curvasestándaresde catecolaminas).

2.6.2 TEST tDE STUDENT

.

En los casosen los que setratabade analizarsi las mediasmuestralesobtenidasa

partirdedosúnicostratamientosexperimentalesprocedíandeunamismapoblación,seaplicó

un test simplecomoes el de la t de Student.

2.6.3 ANÁLISIS DE LA VARIANZA Y TEST DE DUNCAN DE COMPARACIONESMÚLTIPLES

.

Cuando el númerode mediasmuestralesa comparar fue superior a dos, pero el

criterio de clasificaciónde las mismasfue único, esdecir, cuandoexistíaun único factor o

fuente de variación, se utilizó el ANOVA de una vía y en el caso de que éste fuera

significativo, se aplicó a continuaciónel test de Duncan de comparacionesmúltiplespara

determinarlos paresde muestrasquepresentabandiferenciassignificativas.

En aquelloscasosen que existíandos fuentesde variaciónde igual rango(factores),

seaplicó un ANOVA de doblevía con el fin de averiguarla significaciónde la influencia

de los dos factoresprincipales,asícomo su posibleinteracción.Dicha interacciónespropia

de multitud de procesosbiológicos (Sokal y Rohlf, 1979), y en generalsepuedeclasificar

en dosclases:

- Sinergia.Cuandoel efectoobservadoal actuardosfactoresconjuntamenteesmucho

mayorque la sumade los efectosde cadafactor por separado.

- Interferencia.Cuandoel efecto de los dos factoresactuandoconjuntamentees

muchomenorque la sumadel efectode cadafactor por separado.

En variablesque presentabanuna gran dispersiónde su varianza, los valoresde las

variablesse transformaronlogaritmicamente,con el fin deconseguirla homogeneidadde las

varianzas.Posteriormentesecomprobódichahomocedasticidadmedianteel test de Bartlett

(Sokal y Rohlf, 1979).

Paralos análisisdecorrelación,de varianzay testde Duncanseutilizó el programa

estadísticoSPSS/PC+.
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2.6.4 GRADOS DE SIGNIFICACIÓN

.

Los gradosde significación que consideramosen la presenteMemoria fueron los

siguientes:

N.S.

*

p > 0,05

p < 0,05

p < 0,01

p < 0,005
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1. VALIDACIÓN DE LOS lilAs DE HORMONAS TIROIDEAS Y

CORTISOL.

1.1. Hormonas tiroideas.

a) Paralelismo

.

Serealizó el paralelismo entre diluciones sucesivaso distintos volúmenesde muestras

deplasmay extractostiroideos con las fraccioneslibre y unidade (3. auratus y T. tinca, y

las correspondientescurvasestándaresde T3 y T4. Como seobservaen las Figs 1 y 2 hay

un marcadoparalelismo,no encontrándosediferenciassignificativas(p > 0,1; * p > 0,05)

entrelas pendientesdelas rectasobtenidastrasla transformaciónlogit-log de los datos(Tabla

1).

Tabla 1. Comparaciónde las pendientesde las rectasde las curvas estándaresde T3 y T4,

y las HT en plasma,fracción libre y unida en Carassiusauratusy Tinca tinca.

Curva estándar Plasma F. libre F. unida

13 b=-4 616+0,262 b=-4 601+0,145 b=-6,713±0,586~b=-4,838+0218

(3. auratus

T4 b=-3 678+0,266 b=-2 934+0,309 b=-2,991+0202 b=-4,868+0662

T3 b=-4 720+0,118 b=-4 067+0,311 b=-4,778+0309 b=-4,266+0329

T. tinca

T4 b=-3 545+0,260 b=~4,986±0,544*b=-3,266±0.167b=-5,031±0,455

b) Recuperaciónanalítica

.

Seafíadieroncantidadesconocidasde T3 y ‘1’4 adistintasmuestras(extractosdeplasma

y extractostiroideos con la fracción libre y unida) de ambasespeciesde teleósteos,y la

cantidaddehormonaencontradasecomparócon lacantidaddehormonaesperada.Tantoen

el casode C.auratus(3,4 y 5)), comoen el de 7’. tinca (6, 7 y 8), seobservaqueexisteuna

correlación significativa entre la cantidad de hormona tiroidea esperaday la estimada
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cantidadde hormonaesperadaen extractostiroideoscon fracción libre de C. auratus,
a los quesehabíaañadidounacantidadde hormonaconocida,y la cantidadde hormona
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medianteRíA para ambas especies.Las pendientesde las rectas de regresión son

significativamentedistintas de O y seaproximana 1 en todos los casos, lo cual indica una

relación aproximadade 1 a 1 entrelas hormonasesperadasy las estimadasen el ensayo.

Las recuperacionesfueron las siguientes:

C. auratus T. tinca C. auratus 7’. tinca

Plasma 92,01 104,87 106,40 103,90

Fracción libre 94,15 93,06 96,62 99,72

Fracciónunida 103,90 105,53 103,23 100,81

c) Sensibilidad

.

El límite de deteccióndel RíA fue de 0,74 y 1,2 pg/tubo para la T3 y la ‘1’4,

respectivamente.

d) Precisióny reproducibilidad

.

Parael cálculode la variaciónintraensayoseutilizaron los coeficientesde variación

de la unión específica(%) obtenidosparael Bo y paratres concentracionesdistintasde T3

y T4 correspondientesal tramoalto, medio y bajode la curvaestándar(estándar1 ,56; 6,25

y 25 pg parala T3 y 10, 40 y 160 pg pan la T4, n=l0). Parala variacióninterensayose

utilizaron tambiénlos coeficientesdevariaciónde los mismospuntosestándaresprocedentes

de 10 curvasestándaresobtenidasen diferentesdías. Los coeficientesdevariaciónCV (%)

calculadosa partir de la curvaestándarsecompararoncon los CV determinadosa partir de

muestras cuyo contenido medio de T3 y T4 ([x] pg, n= 6-9) fuera similar a las

concentracionesestándaresseleccionadas(Tabla II).

Se puedeobservarqueel CV incrementacon la concentraciónde hormona,aunque

la desviacióntípica correspondientea las distintas concentracionesde T3 y T4 semantiene

constanteindependientementede la zonade la curva. Estosedebeal perfil sigmoideode las

curvasestándares,de maneraque a concentracionesaltasde T3 o 1’4 la unión específicaes

menor, y por lo tanto el CV resultantetiendea aumentar.

Cuandocomparamoslos CV intra- e interensayose observaqueestosúltimos son

mayoresque los primeros,aproximadamenteunasdos vecesmayoresen la mayoríade los

casos.Lógicamente,y comoconsecuenciadela mayorvariabilidaddelas muestrasbiológicas
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frente a la variación típica del RIA, los CV correspondientesa las muestrasresultaronser

mayoresque los obtenidosapartirde la curvaestándar.Los RíAsde ‘¡‘3 y ‘¡‘4 poseenasí, una

reproducibilidadaceptableparala determinaciónde muestrasbiológicas.

Se puedeconcluir, por tanto, que los RIAs empleadospor nosotroscumplen las

condicionesnecesariaspara ser utilizados en la cuantificaciónde hormonastiroideas en

plasmay en tejido tiroideo de C. auratusy 7’. tinca.

1.2. Cortisol.

a) Paralelismo

.

Se realizó el paralelismoentreunacurvaestándarde cortisol y dilucionessucesivas

de muestrasde plasmade C.auratusy 7’. tinca. En la Fig. 9 podemosobservarla exitencia

de un marcadoparalelismo,no encontrándosediferenciassignificativasentrelas pendientes

de las rectasobtenidastras la transformaciónlogit-log de los datos(estándarb = -5,158±

0,6818; dilucionesde plasmade carpadoradab = -4 685 + 0,3121, p > 0,1; diluciones

de plasmade tencab = -3,823±0,307,p > 0,05).

b) Recuperaciónanalítica

.

Se compararoncantidadesconocidasde cortisol añadidasa muestrasde plasmade

ambas especiesde teleósteos, con su estimación mediante RíA, valorándoseasí la

recuperaciónanalítica.Comoseobservaen la Fig. 10, hay unacorrelaciónsignificativaentre

la cantidadde cortisol añadiday su estimaciónmedianteRíA para ambasespecies(carpa

dorada,r = 0,997 p < 0,005; tenca, r = 0,998 p < 0,025).La pendientede las rectas

de regresiónes0,86 y 0,77 respectivamente,lo cual indica una relación aproximadade 1 a

1 entreel cortisol añadidoy el medido en el ensayo.

La recuperaciónfue de 98,5 y 95,1 % para C.auratusy T.tinca respectivamente.

c) Sensibilidad

.

El límite de deteccióndel RIA calculadoen nuestrolaboratoriofue de 3,25 ng/ml.

d) Precisióny reproducibilidad

.

Parael cálculo de la variaciónintraensayoseutilizaron los coeficientesdevariación

de la unión específica(%) obtenidosparael Bo y para4 concentracionesdistintasdecortisol

correspondientesa los tramosalto, medio y bajo de la curva estándar(20, 40, 100 y 600
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ng/mí, n=10). Para la variación interensayose utilizaron también los coeficientes de

variaciónde los mismospuntosestándaresprocedentesde 10 curvasestándaresobtenidasen

diferentesdías.

Los coeficientesde variación CV (%) calculadosa partir de la curva estándarse

compararoncon los CV determinadosa partir de muestrascuyo contenidomediodecortisol

([Rl ng/mí, n=9) fuerasimilar a las concentracionesestándaresseleccionadas.

Tabla III. Comparaciónde los CV intra- e interensayodel RIA de cortisol calculadosa

partir de la curvaestándary a partir de muestrasdeplasmade U auratusy 7’. tinca.

CV (%) Curvaestándar C. auratus 7’. tinca

INTRA- INTER- CV JAL CV JAL

Bo O ng/ml 2,9 5,6 -- —

20 ng/ml 3,5 7,3 4,9 [29,4] 3,9 [10,3]

40 ng/ml 4,2 7,6 4,4 [47,5] --

100 ng/mI 4,5 8,6 5,0 [113,2] 6,4 [83,3]

600 ng/ml 10,2 23,0 --

Sepuedeobservarqueel CV incrementacon la concentracióndecortisol, aunquela

desviación típica correspondientea las distintas concentracionesde cortisol se mantiene

constanteindependientementede la zona de la curva. Como sucedíacon las HT, debido al

perfil sigmoideode la curva estándar,aconcentracionesaltasde cortisol la unión específica

es menor, y por lo tantoel CV resultantetiendea aumentar.

Cuandocomparamoslos CV intra-e interensayoseobservaqueestosúltimos suelen

seraproximadamenteel dobleque los primeros.

Como consecuenciade la mayor variabilidad de las muestrasbiológicas frentea la

variacióntípicadel RIA, los CV correspondientesa las muestrasresultaronsermayoresque

los obtenidos a partir de la curva estándar. El RIA de cortisol posee, así, una

reproducibilidadaceptablepara la determinaciónde muestrasbiológicas.

Por tanto, concluimos que el RIA directo empleado por nosotros cumple las

condicionesnecesariasparaser utilizado en la cuantificaciónde cortisol plasmáticode C.

auratusy 7’. tinca.
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2. VALmACIÓN DE LA DETERMINACIÓN DE CATECOLAMINAS

POR ILPLC.

En la determinación de catecolaminasen esta Memoria hemos utilizado tres

condicionescromatográficasdistintas, que las denominaremoscomoensayoA (valoración

de NA, A y DA a unasensibilidadde 50 nA; Figs 11 y 12), ensayoE (valoraciónde NA,

A, DOPAC y DA a 50 nA; Fig. 13) y ensayoC (valoraciónde NA, HMPG, A, DOPAC y

DA a 10 nA; Fig ¡4). A continuaciónpasamosa exponerlos datosde los criterios de validez

de cadaensayo.

a) Linealidad

.

Cantidadesconocidasdecatecolaminasfueroncorrelacionadaslinealmente(ver r2) con

la respuestadel detector,que viene dadacomo corriente en nA o como % de respuesta,

obtenidatras la inyección de estassolucionesestándaresde concentraciónconocidaen el

sistemade HPLC. Establecimospor tanto los intervalosdeconcentraciónparacadaamina

en los quela respuestadel detectores lineal (Tabla IV). La determinacióndecatecolaminas

en nuestrasmuestrasbiológicasse encontrósiempredentrode estosintervalosde linealidad.

b) Paralelismo

.

Se analizóel paralelismoentrela curvade calibraciónde cadaaminay diluciones

sucesivasde lasaminasendógenaspresentesen muestrasde hipotálamode C. auratus.Como

seobservaen las Figs 15 y 16 (ensayoA); 17 y 18 (ensayoB) y 19, 20 y 21 (ensayoC) hay

un marcadoparalelismo,no encontrándosediferenciassignificativas(p > 0,1 en todos los

casosexceptop > 0,05 en la A y DA en el ensayoE) entrelas pendientesde las rectas

(Tabla V).

c) Límite dedetección

.

Los límites dedetecciónparala soluciónestándara50 nA de sensibilidadfueron:0,3

ng/ml (NA); 0,5 ng/ml (A y DOPAC) y 0,8 ng/ml (DA). A una sensibilidadde 10 nA

fueron: 0,08 ng/ml (NA y HMPG); 0,1 ng/ml (A y DOPAC) y 0,2 ng/ml (DA).
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Figura 11. Cromatogramade la solución estándarconteniendoNA, A. DHBA y IDA
a 25 ng/ml (ensayoA, valoraciónde catecolaminasa 50 nA).
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Figura 12. Separacióncromatográficade
a) C. auratus y b) 71 tinca, utilizandoDHBA (25ng/ml)

catecolaminas(NA, A. DA) en hipotálamode
comoestándarinterno(ensayo

20 mm

NA

DF-IBA

.53

DA
20.54

20 mm
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DA
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ze 25
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a)

Figura 13. a) Cromatogramade la solución estándarconteniendoNA, A, DHBA,
DOPAC y DA a 25 ng/ml (ensayoB, valoraciónde catecolaminasy metabolitosa 50
na). b) Separacióncromatográficade catecolaminas(NA. A y DA) y el metabolito
DOPAC en hipotálamode C. aurcnus. utilizando DHBA (25 ng/mi) como estándar
Interno).
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Figura 14. a) Cromatogramade la solución estándarconteniendoNA. HMPG. A.
DI-IBA. DOPAC y DA a ¡2,5 ng/ml (ensayo C. valoración de catecolaniinasy

metabohtosa 10 naí b) Separacióncromatográficade catecolaminas(NA, A y DA> y
metabolitos(HMPG y DOPAQ en hipotálamode C. auraru=.utilizando DHBA (12.5
ng/mi> como estándarinterno>.
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Figura 15. Paralelismoentrela curva de calibraciónde a) NA
diluciones sucesivasde muestrasde hipotálamode C. auratus,
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Figura 17. Paralelismoentre la curvade calibraciónde a) NA y 19 A
dilucionessucesivasdede muestrasde hipotálamode C. auratus.
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Figura 19. Paralelismoentrela curva de calibraciónde a) NA y 5>) HMPG (ensayoC)
y dilucionessucesivasde de muestrasde hipotálamode C. auratus.
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<1) PrecisiÓn y reoroducibilidacl

.

Se calcularonlos coeficientesde variación intraensayode la solución estándara una

concentraciónde 25 ng/ml (ensayoA y E) y 12,5ng/ml (ensayoC). Lavariacióninterensayo

se determinóa partir de solucionesestándaresinyectadasen diferentesdías (n = 10). Se

realizó tambiénla media(n=10) de los factoresde respuesta(fR) y los tiemposde retención

relativos (taR) al estándarinternopara cadaamína.

Los coeficientesde variación CV (%) para cadaamina calculadosa partir de la

solución estándar, se compararoncon los valores de los CV determinadosa partir de

muestrascuyo contenidomediode aminas([xl ng/mí, n = 8) erasimilara las concentraciones

estándaresseleccionadas.

En la Tabla VI se puedeobservarque en los tres ensayoslos CV interensayoson

siempremayoresa los CV intraensayo.Igualmentelos ~R y tRR son similaresen los tres

ensayos. Los factoresde respuestaindividual para cada amina se aproximan a 1 en la

mayoríade ]os casos,lo cual indicaquesu comportamientocromatográficoessimilar al del

estándarinterno.

Cuandocomparamoslos CV intraensayoen la solución estándary en las muestras

biológicas se observaque en estasúltimas los CV son mayorescomo consecuenciade la

mayorvariabilidaddelas muestrasbiológicas.La cuantificaciónde catecolaminasquehemos

realizadopor HPLC poseeasí, una reproducibilidadaceptablepara la determinaciónen

nuestrasmuestrasbiológicas.
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Tabla IV. Coeficientesde determinacióne intervalosde linealidadparacadacatecolamina

en los tres ensayosutilizados.

ENSAYO A

NA

A

DHBA

DA

ENSAYO B

NA

A

n

10

11

9

9

n

Coeficientededeterminación(r%

0,9972

0,9968

0,9978

0,9988

Coeficientede deteminación(9)

0,9982

0,9988

0,9984

0,9956

0,9996

Coeficientede detrminación(9)

9

lo

11

10

11

n

DHBA

DOPAC

DA

ENSAYO C

Intervalodelinealidad(ng/mb

50-0,78 1

75-0,781

75-1,562

100- 1,562

Intervalodelinealidad (ng/mb

37,5-0,781

75-1,562

75-0,781

75-1,562

100-1,562

Intervalo de linealidad (nz/ml

)

9,37-0,195

9, 37-0, 195

18,7-0,195

18,7-0, 195

18,7-0,195

9

9

NA

HMPG

A

DHBA

DOPAC

0,9992

09918

lo

11

11

0 9994

0,9976

0,9978

DA 12 0,9986 25-0,195
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TablaV. Comparaciónde las pendientesde las rectasde la curvade calibracióny muestras

de hipotálamode C. auratus.

EnsayoA Curva calibración 1{Lootá]a

b=1,824±0 037

b=l,214+0 023

b=0,854±0,009

Curvacalibración

b=2,642±0039

b=l,328+0 015

b=l,020+0 024

b=0,968±0006

Curva calibración

b=8,453±0,047

b = 9,805±0,049

b=5,141±0,042

b =5 , 112±0,078

b=1,868+0 009

b=l,341+0 059

b = 0,792±0,056

Hinntsilamn

b=2,504±O,013

b=l,480±O026

b = 0,927±0,015

b=1,012±0024

.Hinotálamo

b=8,202±0,094

b=7,965+0219

b=4,691±0,132

b = 4,662±0,219

NA

A

DA

EnsayoB

NA

A

DOPAC

DA

EnsayoC

NA

HMPG

A

DOPAC

DA b=3,560+0 042 b=3,989+0 054
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TablaVI. Comparaciónde los CV intra- e interensayodela determinacióndecatecolaminas

calculadosa partir de la solución estándary a partir de muestrasde hipotálamo.

ENSAYO A

CV (%) Soluciónestándar C.

INTRA- íNTER- -ARR— CV

auratus 7’. tinca

JAL CV JAL

NA 2,4 8,5 0,887 0,466 10,2 [30,1] 9,7 [39,7]

A 2,8 6,0 1,093 0,806 8,4 [1,17] 7,5 [3,58]

DHBA 3,1 5,2 -- -- 5,3 [25,0] 5,8 [25,0]

DA 3,2 6,6 0,905 1,721 8,5 [26,6] 7,9 [27,5]

ENSAYOB

CV (%) Solución estándar

INTRA- INTER- JR ÁRR

C. auratus

CV

NA 7,3 11,6 1,093 0,465 9,2 [27,7]

A 5,3 9,7 1,295 0,789 7,3 [10,9]

DHBA 4,4 7,9 -- -- 3,8 [25,0]

DOPAC 4,7 7,8 0,921 1,424 6,8 [10,3]

DA 3,8 5,9 0,872 1,733 10,7 [18,9]

ENSAYO C

CV (%) Soluciónestándar

INTRA- íNTER- ÁR -ARR—

C. auratus

CV JAL

NA 8,1 10,4 1,055 0,461 9,9 [15,3]

HMPG 5,5 13,9 4,579 0,665 7,3 [6,48]

A 4,7 9,9 1,162 0,784 10,6 [0,26]

DHBA 5,1 6,9 -- -- 5,3 [12,5]

DOPAC 4,4 7.5 0,902 1,417 10,7 [0,65]

DA 3,7 5,3 0,919 1,741 10,3 [18,1]
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3. CARACTERIZACIÓN DEL PAflÓN ALIMENTARIO EN Tinca

finca.

3.1. Determinación del patrón alimentario.

En la Fig. 22 se puedeobservarla ingestiónde alimentoa las 2, 4, 8 y 12 h en 7’.

tinca. El intervalo 4-8 h representa el períodode máxima ingesta(p<0,005),no existiendo

diferenciasestadísticasentrelos restantesintervalosanalizados.

La Fig. 23amuestralas diferenciasentrela ingestaa las 8 h durantela faseluminosa

y la fase oscura del fotociclo diario, observándose que la ingesta es mayor durante la fase

oscura (p<O,0l).

Como se puede observar en la Fig. 23b, el anestésicoMS-222 no produce

modificaciones de la ingesta, al menos, a la dosis utilizada (1/10.000). Por otro lado, la

inyección intracerebroventricular (1 gl) tampoco parece afectar al grado de ingestióna las

8 h de ser inyectados los animales.

3.2. Determinación de párametros metabólicosy hormonales.

a) Ciclos diarios

.

Aparece un ritmo día/nochesignificativo para todos los parámetrosestudiados.

ANOVAS: Actividad NAT (Fig. 24a,p<O,OOOl),cortisol plasmático(Fig. 24b, p<O,OOOl),

glucosaplasmática (Fig. 25a, p<O,005), glucógenohepático (Fig. 25b, p<O,OOOl) y

catecolaminashipotalámicas(Fig. 26: A, p<O,OS; DA, p<0,Ol).

La actividadNAT nocturnamuestranivelessignificativamenteelevadosa las22:00,

2:00 y 6:00 horas (p<C 0,01) respecto a los valores diurnos (Fig. 24a).

Los nivelesplasmáticosdecortisol (Fig. 24b)tambiénpresentaroncambiosdía/noche

significativos con un máximo (p <0,05) al principio de la fase oscura, y un mínimo

(p<O,OI) en la mitad de la fase diurna.

En cuantoala glucosaplasmática(Fig. 25a),aparecenvaloresbajosdurantela noche,

siendomínimosinmediatamenteantesdecomer,observándoseacontinuaciónun incrememto

alas 4 h (14:00)dela ingestiónde alimento(p<O,OI), disminuyendoluegoprogresivamente.

El contenidohepáticode glucógeno(Fig. 25b) muestratambiénniveleselevadosa las

14:00 y 18:00h. Además,apareceotro máximo en la medianoche(p<O,Ol).
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Figura 23. a) Ingestaa las 8 h en 7’. tinca durantela fase luminosay oscuradel ciclo
diario (12L:12D, lucesa las 4:00h). b) Efectodel anestésico(MS.222, 1/10.000) y la
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La Fig. 26 muestra los cambios día/noche del contenido hipotalámico de

catecolaminas. La A (Fig. 26b) y la DA (Fíg. 26c) presentanperfiles paraleloscon un

máximo a las 4 h de la ingestión de alimento. En cuanto a la NA (Fig. 26a), no hay

diferenciasa lo largo dedía, aunqueseobservaunatendenciaa un mayorcontenidodedicha

catecolaminaa las 4 h de la alimentación.

b) Correlacióncon la in2estaa distintostiempos

.

En la Fig. 27 se han representadolos valoresde glucosaen plasmay glucógeno

hepáticoen animalessin recibir comida(CB, O mg de ingestión) y a las 4 h (ingestade

98 3+2 mg) y 8 h (ingestade336,2+3 5 mg) de recibir el alimento. Los niveles de glucosa

(Fig. 27a) fueron superioresen los animalesalimentados,tanto a las 4 (p <0,005)comoa

las 8 h (p<0,05), que en los que estabanen ayuno (24 h). El contenido hepáticode

glucógeno(Figs 27b y c) muestratambiénun incrementotras 4 h de alimentaciónrespecto

a los animales en ayuno, recuperándosea las 8 h de recibir el alimento los valores

encontradosen los animalestras 24 h de ayuno.

Los nivelesplasmáticosde T3 y T4 (Figs 28ay b) fueron mayoresen los animales

alimentados,aunqueesteincrementeosólo resultó significativoen el grupoquedisponíade

alimentodurante8 ti (p<0,05).No seencontrarondiferenciasen ningunode los gruposen

la relaciónT3/T4 plasmática(Fig. 28c).

e) Efecto del ayuno

.

Un periodo de ayunode una semanaprovocóun fuerte descensode la glucosaen

sangre(p<0,005),que fue revertidototalmente(p <0,005)por la realimentacióndurante2

díastras los 7 díasde ayuno(Fig. 29).

En la Fig. 30 podemosobservarque tanto el contenidohepáticode glucógeno(a y

b), como el índice hepatosomático (c) disminuyeron tras el período de ayuno (p <0,005). La

realimentaciónen amboscasosrevieneestedescensohacialos valoresencontradosen los

animalesalimentadosdiariamente,pero quedandointermediosentreéstos (p<0,005)y los

valoresmedidosen animalesen ayuno(p<O,OOS).

En cuantoal contenidode hormonastiroideas,fraccioneslibre y unida, asícomosus

respectivasrelaciones(Fig. 31), no presentanen generalcambiossignificativosentreninguno

de los tresgrupos. Únicamenteel contenidode FT4 (fracción libre de T4) descendiócon el

ayuno(p<0,05)y fue revertidototalmentecon la realimentación(p<0,05).
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Los niveles plasmáticos de T3 (Fig. 32a) y ‘¡‘4 (Fig. 32b) disminuyeron

significativamente (p <0,05 y p <0,005, respectivamente)tras el períodode ayuno, y la

realimentaciónconsiguiórevertir estadisminución (p<0,01,parala T4). La relaciónT3/T4

pareceaumentarcon el ayunoperosin llegaraseresteaumentoestadísticamentesignificativo

(Fig. 32c).

La Fig. 33 muestralos valoresde catecolaminashipotalámicas.El contenidode NA

(a) y DA (c) aumentósignificativamente(p<0,Ol y p<O,OOS,respectivamente)en los dos

grupos sometidos a una semana de ayuno, independientemente de que uno de ellos fuera

luego realimentado durante dos días.

4. REGIJLACION DE LA INGESTA POR EL CRF.

4.1. Optimización del test de ingesta en Carassiusauratus.

Las Figs 34a y b muestranla ingestión de alimento al cado de 1, 2 y 8 h en C.

auratus. Se puedeobservarque el intervalo2-8 h representael períodode máximaingesta

absoluta(p<0,005) de los tres intervalos estudiados,aunquela ingestarelativa (mg/h)

duranteesteintervalo es menorque durantelas dosprimerashorasanalizadas>

En cuanto al efecto del anestésico MS-222 o las inyecciones ¡CV (1 MI), no

encontramosdiferenciassignificativasen la ingestacomoconsecuenciadedichostratamientos

(Fig. 34c).

4.2. Administración ICV e IP de CRF. Efecto sobre la ingesta.

En la Fig. 35 se han representadolos resultadosobtenidos en relación a la

administración ICV de CRFa 5 dosisdistintas.Podemosobservarun descenso(p<0,05) en

la ingesta con las dosis de 1 y 2 gg a las 2 h (Fig. 35a), mientras que en el siguiente

intervalo (2-8 h, Fig. 35b)las mismasdosisinducenel efectoopuesto,aumentandola ingesta

(p<0,05). Las dosis inferiores utilizadas(0,1 y 0,33 ~g) presentanun comportamiento

similar, con tendenciasdepresorasde la ingestaen el intervalo0-2 ti y estimuladorasen el

intervalo2-8 h, pero sin llegara sersignificativamentediferentesdelos valoresobservados

en el grupocontrol. A las 8 h del tratamiento(Fig. 35c) no encontramosmodificacionesde
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la ingestaacumulativacon ningunade las dosisutilizadas,a excepciónde la dosis másalta

(3,33 Mg) que produceun aumentode la alimentación(p<O,05).

Cuando disminuimos el tiempo de valoraciónde la ingestaa 1 h, la reducción

producidapor la dosisde 2 pg a las 2 h no seobserva(Fig. 36a).

En lo que serefiere a la administraciónIP de CRF (Fig. 36b) no hemosencontrado

diferenciassignificativasen la ingestani a las 2, ni a las 8 h del tratamiento.

4.3. Interacción CRiF-alimentación-hormonas tiroideas.

a) Efecto del CRF sobrela inaesta.alucosay 111 en e. auratusy 7’. tinca

.

En ambasespecies,podemosobservaruna reducciónde la ingesta(Figs 37a y 39a)

por el CRE, sin modificacionesen los nivelesplasmáticosdeglucosa(Figs 37b y 39b).

Los datosrelacionadoscon el contenidotiroideodeHT, asícomolas correspondientes

relacionesT3/T4 a las 8 h, sepresentanen las Figs 38 (C. auratus) y 40 (7’. tinca). En C.

auratus seobservauna disminución (p<0,05) de la fracción libre de 13 (FI3) (Fig. 38a),

encontrándoseun efectosimilar en las fraccioneslibre y unidade T3 en 7’. tinca (Fig. 40a).

El contenido tiroideo de T4 y las relaciones13/14 libre y unida no experimentaron

modificacionespor el CRE en ningunade las dos especies.

5>) Efectosaisladosdel CRF y la alimentación

.

Los efectosindependientesdel CRE y la alimentaciónsobrela glucosaplasmáticase

muestranen la Fig. 41. Los nivelescirculantesde glucosason similaresen el grupotratado

con salino y el inyectado con CRF, y 3 veces más bajos que en el grupo realimentado

(p<0,005).

En cuantoal contenidotiroideo de las fracciones libre y unida de HT (Fig. 42),

podemosobservaruna disminución de FI3 (Fig. 42a) y un aumentode FI4 (Fig. 42b)

(p<0,05) en el grupo tratado con CRF respectoa los inyectadoscon salino. Esto se ve

reflejado en una reducciónde la relaciónFT3/FT4 (p<0,005)en el grupotratadocon CRF

(Fig. 42c). Un comportamientosimilar seobservaen el gruporealimentadorespectoa su

grupo control (salino) en ayuno. La fracción unida de 13 (Rl3) no presentadiferencias

significativasentreningunodelos tresgruposestudiados(Fig. 42a). En lo referentea laRl4,

seobservaun aumento(p<O,OS)inducido porel CRE (Hg. 42b).Por último, los valores

de la relaciónBT3/BT4 son similaresen los gruposen ayunoe inferioresa los observadosen

el grupo realimentado(Fig. 42c).
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Los niveles circulantesde HT se representanen la Ng. 43, observándoseuna

reducciónde los nivelesplasmáticosde 13 (Fig. 43a, p<O,Ol) y T4 (Fig. 43b, p<O,05)en

los animalessometidosa dos díasde ayunorespectoa los realimentados,sin modificaciones

de la relación 13/14plasmática(Fig. 43c).

El contenidohipotalámicode catecolaminas(NA, A y DA) en estosmismosgrupos

experimentalessepresentaen la Fig. 44. El contenidode las tres catecolaminases similar

en los grupos sometidos a dos días de ayuno, con independencia de si eran inyectados con

salino o CRF, e inferioressignificativamente(NA, p<O,OS; DA, p<O,
00S) respectoal

grupo realinientado.

4.4. Efecto del ayuno sobrelas catecolaminasen hipotálamo.

En el análisis de las modificacionesdel contenido hipotalámico de catecolaminas

inducidaspor el ayuno y la realimentación,podemosobservarunareducción(p<0,05) de

la NA (Fig, 45a) y un aumento(p<O,OS)de su metabolito,el HMPG, (Fig. 45b),demanera

que la relación HMPG/NAaumenta con el ayuno (Fig. 45c). En todos los casos anteriores,

la realimentación restablece valores similares a los observadosen los animalesalimentados

diariamente.

El ayunotambiénproduceunareducciónen la DA (p<0,05),aunqueen estecasoel

descensose mantienetras la realimentación(Fig. 47a). El contenidode A (Fig. 46) y

DOPAC (Fig. 47b),asícomola relaciónDOPAC/DA (Fig. 47c) no sevieron afectadospor

dichos tratamientos (ayuno y realimentación).

4.5. Efecto del antagonista específicodel CRF, a-Helical CRF[
9~I1.

Tanto la reducción de la ingesta (Fig. 48a) como el incrementode los niveles

plasmáticosde cortisol (Fig. 48c) inducidosporel CRF fueron revenidosparcialmentepor

el antagonistaa-H CRF[94¡]. Los niveles de glucosa plasmática no se modificaron

significativamentepor la administraciónde CRF, ni de su antagonistade formaaislada, ni

de ambos de forma combinada (Ng. 48b).

El CRF provocóuna disminución(p<0,01)del contenidohipotalámicode NA (Fig.

49a) y DA (Fig. 49c), efectos que fueron también bloqueados por el pretratamiento con el

antagonista.No seobservarondiferenciassignificativasen los nivelesde A entreningunode

los gruposestudiados(Fig. 49b).
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y sin recibir comida; CRF+AYUNO, inyectadoscon CRF (2 ~g)y sin comidatras las
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Los datosserepresentancomox+e.e.m. (n=1l/grupo). * p<O,O5; **
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Figura 45. Contenido hipotalámicode a) noradrenalina,b) HMPG y e) relación
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Figura 46. Contenido hipotalámico de adrenalinaen C. auratus en animales que
recibieronalimento diariamente(AL); sometidosa una semanadeayuno (AY) y tras
una semana de ayuno más un día de realimentación (AY+R). Los datos se representan
comox+e.e.m. (n=II/grupo).
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La administración ICV del a-H CRE~ no modificó por sí sólo ninguno de los

parámetrosanalizadosen el presenteestudio(Figs 48 y 49).

4.6. Cortisol como mediador del efecto del CRF sobre la ingesta.

En primerlugar, intentamosabordarestacuestiónmediantela inhibición dela síntesis

decorticosteroidescon metirapona(Fig. 50). La metirapona,por un lado, mostróun efecto

propio sobre la ingesta, reduciéndola (p <0,05)(Fig. 50a), y porotro, a la dosisutilizada,

no fue capaz de revertir el aumento inducido por el CRE de los niveles plasmáticos de

cortisol (p<O,Oi) (Fig. 50b). Todo ello nos llevó a desestimaresta aproximación

experimental,realizandouna senedepruebasindirectasalternativas.

En la Fig. 51 se han representado los resultadosobtenidos en relación a la

administración IP de CRE y cortisol, observándose un incremento del cortisol plasmático

(p <0,005) después de ambos tratamientos, sin modificaciones de la ingestión de alimento.

4.7. Control catecolaminérgicodel efectodel CRF sobrela ingesta.

a) ty-Adrenérszico

.

La Fig. 52 representalos datos de la ingestarelacionadoscon la mediación a-

adrenérgica del efecto anorético del CRE(ANOVA, p <0005>. El tratamientocon prazosín

(antagonistaa1), antagonizael efectodel CRF. De los agonistasy antagonistasadrenérgicos

utilizados,únicamentetiene efectopor sí sólo el antagonistaa2 (yohimbina), que reduce la

ingesta(p<0,05), siendodichoefecto másacusadoen el grupotratadocon la combinación

de yohimbina + CRF (p<0,Ol).

El efecto de los agonistasy antagonistasa-adrenérgicos,de forma aislada o la

combinación de los antagonistascon el CRF, sobreel contenidode catecolaminasen el

hipotálamo se muestra en las Figs 53, 54 y 55. Podemosobservaruna reducciónde la NA

en el grupo inyectadocon CRE, que ademáses revenidapor la yohimbina (Fig. 53a). El

tratamientoconjunto de yohimbina y CRE produce un aumentoen el HMPG (p <0,05)

respectoal grupo control y al tratado sólo con CRF (Fig. 53b), no observándose

modificacionesen la relación HMPG/NA (Fig. 53c). Tampoco encontramosdiferencias

significativasen el contenidode A (Fig. 54) y ¡‘JA, ni en su metabolismo(Fig. 55).
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Figura 52. Ingestaen C. auratus a las 2 ti de la administraciónICV de agonistasy
antagonistasa-adrenérgicos(10gg)deformaaisladao en combinacióncon CRF(1 Mg).
Agonista a1, fenilefrina; agonistaa2, clonidina; antagonistacx1, prazosíny antagonista
a2, yohimbina. Los datos se representan comox+e.e.m. (n=9/grupo). * p<O,OS; **

p< 0,01 respectoal grupocontrol (dobleinyecciónde soluciónsalina).
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HMPG/NA hipotalámicaen C. auratusa las 2 h de la administraciónICV de agonistas
y antagonistasa-adrenérgicos(10 pg) de forma aisladao en combinacióncon CRF (1
~g) Agonista a1, fenilefrina; agonista a2, clonidina; antagonistaa1, prazosín y
antagonistaa2, yohimbina. Los datos se representancomo x+e,e.m. (n=9/grpo). *

p<0,05 respectoal grupocontrol (dobleinyección de soluciónsalina).

a)

*

j jis



Regulaciónde la ingestaen teleósteos ív. RESULTADOS 167

0,4

0,3
a
:2

a

0,1

o

Li salino + sauna Li salino + fenilefrmna U sauna + cionidina

Elsaiino + CRF Li salino + prazosin Li prazosin + CRF

[sauna+ yohimbina Liyohimbmna + CRF

Figura 54. Contenidohipotalámicodeadrenalinahipotalámicaen C. auratusa las 2 h
de la administraciónICV deagonistasy antagonistasa-adrenérgicos(10 Mg) sóloso en
combinación con CRF (1 Mg)” Agonista a1, fenilefrina; agonista a2, clonidina;
antagonistaa1, prazosíny antagonistaa2, yohimbina. Los datos se representancomo
x+e.e.m. (n=9/grupo).
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DOPAC/DA hipotalámicaen C. auratusa las 2 h de la administración ICV de agonistas
y antagonistas a-adrenérgicos (10 Mg) de forma aislada o en combinación con CRF (1
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antagonistaa2, yohimbina. Los datos serepresentancomox+e.e.m.(n=9/grupo).
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ti) DoDaminér2ico

.

En la Fig. 56 podemosobservar los resultadosreferentesa la ingesta tras el

tratamientocon agonistasy antagonistasdopaminérgicosy las interaccionescon el CRF

(ANOVA, p <0001).Los agonistasdopaminérgicosD1 (SKF 38393)y D2 (quinpirol) reducen

significativamente la ingesta (p<0,05 y p <0,01, respectivamente),mientras que el

antagonistaD2, pero no el D1, presentael efecto opuesto, incrementandoel grado de

ingestióndealimento(p<0,05).No obstante,ambosdos antagonistasbloqueanel efectodel

CRF.

En cuanto a las catecolaminashipotalániicas<Figs 57 y 58), sólo se observan

diferencias significativas en el contenido de DA(Fig. 58a), mostrando unareducciónen los

grupostratadoscon SKF 38393 (D1 agonista),SCH 23390 (D1 antagonista)y CRF.

5. REGULACION DE LA INGESTA POR LA B-ENDORFINA.

5.1. Administración ICV eIP de 8-Endorfina. Efecto sobrela ingesta.

Del estudio de los efectos de la administración JCV de 13-E sobre la ingestión de

alimentoseobtuvieronlos siguientesresultados(Figs59 y óOa): las dosisdc 0,1 y 1 ¡xg de

fi-E incrementaronsignificativamente(pc0,Ol; p<O,OS, respectivamente)la ingestaa las

2 y a las 8 h (Figs59ay c), sin encontraresemodificacionesduranteel intervalo2-8 ti (Fig.

59b). Se observa. una tendencia estimuladora de la ingesta por partede la dosis másbaja

utilizada (0,001Mg), aunqueen ningúnintervalo los incrementosllegarona sersignificativos

(Fig. 59). Los efectosobservadoscon la dosiseficazde 1 Mg a las 2 y 8 h no seobtuvieron

cuandoel tiempotranscurridoentrela inyeccióny la valoraciónde la ingestafue de 1 hora

(Fig. 60a).

El tratamientoIP de 8-E no modificó significativamentelos nivelesde ingestaen

ningunode los intervalosde tiempoestudiados(0-2, 2-8 y 0-8 h) (Fig. 60b).

5.2. Efecto de la B-Endorfina sobre la ingesta, glucosa, hormonas

tiroideas y catecolaminashipotalámicas.

El aumento significativo (p <0,005) de la ingesta por fi-E (1 Mg) a las 2 h (Fig. 61a>

no fue acompañado por modificaciones de los niveles plasmáticos de glucosa (Fig. 61b), ni
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Figura 56. Ingestaen C. auratus a las 2 h de la administraciónICV de agonistasy
antagonistasdopaminérgicos(10 Mg) de forma aisladao en combinacióncon CRF (1
hg). Agonista D1, SKF 38393; agonistaD2, quinpirol; antagonistaD1, SCH 23390 y
antagonistaD2, sulpirida. Los datos se representancomo x±e.e.m.(n=9/grupo). *

p <0,05; ** p <0,01 respectoal grupocontrol (dobleinyecciónde solución salina).
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Figura 57. Contenidohipotalámicode a) noradrenalinay b) adrenalinaen C. auratus
a las 2 h de la administraciónICV de agonistasy antagonistasdopaminérgicos(10 yg)
de formaaisladao en combinacióncon CRF (1 ~g)~AgonistaD1, SKF 38393;agonista
D2, quinpirol; antagonistaD1, SCH 23390 y antagonistaD2, sulpirida. Los datos se
representancomox+e.e.m. (n=9/grupo).
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DOPAC/DA hipotalámicaen C. auratusa las 2 h dela administraciónICV deagonistas
y antagonistasdopaminérgicos(10 Mg) de formaaisladao encombinacióncon CRF (1

Mg)- AgonistaD1, SKF 38393; agonistaD2, quinpirol; antagonistaD1, SCH 23390 y
antagonistaD2, sulpirida. Los datos se representancomo x+e.e.m. (n=9/grupo). *

p<O,O5; ** p<0,Oí respectoal grupo control (dobleinyecciónde solución salina).
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de las fraccioneslibre y unidade las hormonastiroideas en el tejido tiroideo (Fig. 62). El

contenido hipotalámico de catecolaminas (NA, A y DA) tampoco se ve alteradopor el

tratamiento ICV con B-E (Fig. 63).

5.3. Control por los distintos tipos de receptoresopioidérgicos.

La naloxona,antagonistageneralde los péptidosopioides,provocaun descensode

la ingesta cuando se administra ICV en combinacióncon soluciónsalina(p <0,05) y bloquea

parcialmenteel efectoestimuladordela 13-E sobrela ingesta(ANOVA, p<0,005) (Fig. 64a).

a) ¿-opioidér2ico

.

En la Fig. 64b sepuedeobservarque los antagonistasb, ni el b~ (BNTX) ni el ~2

(naltriben) son capacesde bloquearla estimulaciónde la ingestaprovocadapor la fi-E

(ANOVA, p <0,0005).Ninguno de los dos antagonistas<3 utilizados,BNTX y naltriben,

producen modificaciones del comportamiento alimentario cuando se administran en

combinación únicamente con solución salina. El agonista¿-opioidérgicogeneral DPEN

estimula la ingesta significativamente (p <0,05) a las 2 h del tratamiento.

5>) ,c-opioidér2ico

.

La administraciónICV de U-50488(agonista~)produceun incrementosignificativo

de la ingesta(p<0,05), sin observarsemodificacionesde la misma tras el tratamientocon

el antagonista¡< nor-binaltorfimina, que no es capazde bloquearla acciónestimuladorade

la fi-E sobrela alimentación(Fig. 65a) (ANOVA, p<O,000l).

c) p-opioidérgico

.

La Fig. 65b muestra los resultadosobtenidos en cuanto a la ingesta tras la

administración ICV de agonistasy antagonistas¡x-opioidérgicosde forma aislada o en

combinación con 8-E (ANOVA, p <0,0001).El tratamientocon naloxonazina(antagonista

Mi) antagonizael efectoestimuladorde la 13-E sobrela ingesta,mientrasque dicho bloqueo

no seobservacon la 13-funaltrexamina(antagonistaMi +MJ. Dichos antagonistas, sólos, no

afectande forma significativaa la ingestiónde alimento, observándoseun incrementode la

misma cuandoseadministrabael agonistageneral ji DAMGO.
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6. REGULACIÓN DE LA INGESTA POR LA GALANINA.

6.1. Administración ICV e IP de galanina. Efecto sobre la ingesta.

La Fig. 66 muestralos resultadosde la administraciónICV de distintas dosis de

galaninasobrela ingesta.Un incrementoestadísticamentesignificativo seobservaa las 2 h

(Fig. 66a) con las dosisde 1 y 3,33 Mg (p<O,O1;p<O,OS,respectivamente),manteniéndose

dichaestimulacióna las 8 h con la dosis másalta (Fig. 66c). En el intervalo 2-8 h no se

observandiferenciassignificativasen los nivelesde ingestiónde alimentoentrelos animales

controlesy los tratadoscon las diferentesdosisdegalanina(Fig. 66b). La dosiseficazde 1

~g a las 2 ti no produceningún efecto cuandose cuantifica la ingesta1 h despuésdel

tratamiento(Ng. 67a).

No se observarondiferenciassignificativas de la ingestani a las 2, ni a las 8 h

despuésdel tratamientoIP con galanina(Fig. 67b).

6.2. Efectode la galanina sobrela ingesta,glucosa,hormonastiroideas

y catecolaminashipotalámicas.

La galanina(1 jig) estimula,como hemosvisto en el apartadoanterior, el apetito a

las 2 h de su administraciónICV (Fig. 68a), sin cambios significativos en los niveles

plasmáticosde glucosa(Fig. 68b), en las fraccioneslibre y unidade las hormonastiroideas

(Hg. 69), ni en el contenidohipotalámicodecatecolaminas(NA, A y DA) (Fig. 70).

6.3. Efecto del antagonista galantida.

En la Fig. 71 sepuedeobservarqueel tratamientoICV con el antagonistaespecífico

de la galanina,la galantida(5 pg), reviertela acciónestimuladoradel neuropéptidosobrela

ingesta(ANOVA, p<O,OOS).

La administración ICV de galanina o de galantida por separado o de forma conjunta

no modificasignificativamentedel contenidohipotalámicodecatecolaminas(NA, Fig. 72a;

A, Fig. 73; DA, Fig. 74a), ni de susmetabolitos(HMPG, Fig. 72b; DOPAC, Fig. 74b),ni

de las correspondientesrelacionesHMPG/NA (Fig. 72c) y DOPAC/DA (Hg. 74c).
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6.4. Control a-adrenérgico.

La Fig. 75 muestra los resultadosobtenidos en cuanto a la ingesta tras la

administración ICV de agonístas y antagonistas a-adrenérgicos sólos o en combinación con

galanina(ANOVA, p <0001). Es de resaltarel incrementoproducidopor el antagonistaa1

(prazosin),de una magnitudsimilar al observadocon la galanina(p <0,05),y el efectodel

pretratamientocon el antagonistaa2 (yohimbina)que reviertela estimulaciónde la ingesta

inducidapor galanina.

Tanto la galanina como los agonistasy antagonistasadrenérgicos,a las dosis

utilizadas,no modificanen generalel contenidohipotalámicodecatecolaminas(Figs76, 77,

78b y c), a excepción de un aumento de la dopamina (p<O,O5) ocasionadopor la

administracióndeyohimbina,efectoquedesapareceen el grupotratadoademáscon galanina

(Fig. 78a).
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antagonistasa-adrenérgicos(10jig> deformaaisladao en combinacióncon galanina(1
vg). Agonista a1, fenilefrina; agonista a2, clonidina; antagonistaa1, prazosín y
antagonistaa2, yohimbina. Los datosse representancomox+e.e.m. (n=8-9/grupo).
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1. CARACTERIZACIÓN DEL PATRÓN ALIMENTARIO EN Tinca

tinca.

1.1. Determinación del patrón alimentario.

La conducta alimentariade un pez dentro de un grupo puede inducir un

comportamiento similar en los otros miembrosdel grupo(Spieler, 1992). Por ejemplo, se

ha descrito un comportamientogregariorespectoa la actividadalimentariaen C. auratus,

de maneraque cuandoun pez localiza una fuentede alimento, indica su presenciaal resto

de los peces,estableciéndosegrupos de alimentación (Magurran, 1984 y observaciones

propias).Nosotroshemosobservadoun comportamientosimilaren 71 tinca, cuyogregarismo

es aún más acentuado,reflejándosetambién en su actividad nadadora,que se realizaen

gruposdentrode un mismo acuario.Cuandoestudiamosel patrón de ingestade las tencas

durante12 h, observamosque un 70% dc la ingestiónde alimentose realizaen el período

de4-8 ti, siendoúnicamentede un 15% en las primeras4 h. Estehechopuedeserexplicado

si tenemosen cuentaqueel estudiose realizóen acuariosindividuales,y por tanto,los peces

acostumbradosa un comportamientoen grupo, al estar separadospodríantardar más en

localizar lacomida, lo queen parteseconfirmacuandocomparamosla ingestarealizadapor

a) tencasindividuales(Fig. 22a) y b) en grupo,en el estudiode correlacióndeparámetros

metabólicosy hormonalescon la ingestaa distintos tiempos (véaseapartado3.2.2. de

Resultados), de manera que, aunque la ingestión total de alimentoa las 8 ti es similar en

amboscasos(a: 342 mg, b: 336 mg), duranteel período0-4 h es inferior en las tencas

mantenidasaisladasen acuariosindividuales(a: 60 mg, b: 98 mg).

Además,Spieler (1992)ha indicadoque el ruido, cambiosligeros del nivel del

agua,cambiosen la iluminación, la presenciade un observador,o inclusoperturbaciones

menorescomo la aperturao cierre de una puerta,puedenproducir cambiosen las tasasde

ciertas actividades. Por tanto, considerandoquelas tencassonanimalesmuy asustadizosy

fácilmente estresables, resultaría fácil justificar una ingesta reducida durante las primeras

horasdel estudiocomoconsecuenciadela manipulacióny el cambioa un hábitatnuevoantes

de iniciar dicho estudio(efectosque eranpresentesen menorproporciónen el experimento

comentadode las tencasalimentadasen grupo).
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Por otra parte,puestoque el períodode máximaingestión de alimento en las

tencas(4-8h) coincidecon el inicio y seextiendedurantela faseoscuradel fotociclo diario,

podríamossuponerque la ingestadurantedichafaseoscurafueramayorquedurantela fase

luminosa.Estahipótesisseha demostradoposteriormentecuandorealizamosel análisisdel

ciclo diario de alimentaciónen estaespecie(Fig. 23a), en el que seponede manifiestouna

ingestamayordurantela nocheen relacióncon la alimentaciónduranteel día.

Resumiendo,los resultadosobtenidosen estadeterminacióninicial del patrón

alimentariode T. tinca, nos llevaron a considerarel períodode0-8 h como el óptimo para

los estudiosde comportamientoalimentarioque,necesariamentey a pesarde los problemas

que puedensuponer,requeríanserrealizadosde forma individual.

Ladiscusiónreferentea los resultadosobtenidossobrelos efectosde laanestesia

y de las inyecciones ICV de solución salina sobre la ingesta selleva a caboconjuntamente

con C. aurarus en el apartadosiguiente.

1.2. Determinación de parámetros metabólicosy hormonales.

Los datosreferentesalos ciclosdiariosdedeterminadosparámetrosmetabólicos

y hormonalesponende manifiestoporprimera vezen 71 tinca la existencia de cambios a lo

largo del fotociclo diariode los nivelesde cortisol y glucosaplasmáticos,glucógenohepático

y catecolaminashipotalámicas.La actividadN-acetiltransferasa,utilizada en estaMemoria

comoparámetroindicadorde ritmicidad en las tencas,presenta,comoseha descritoen la

mayoríadevertebradosestudiados(Falcóny cols, 1992),el característicoperfil rítmico, con

niveleselevadosdurantela faseoscuray valoresmuy Bajos duranteel períododiurno. En

distintasespeciesde pecesse han descritoritmos circadianosde la actividad locomotora,

cortisol, insulina y glucosa circulantes, contenidohepáticoy muscularde glucógeno,etc.,

siendo la alimentaciónel factor determinantede dichosritmos (‘zeitgeber”), aunquedentro

de la mismaespecieno todoslos ritmos respondenaesteestímulo(véaserey, Spieler,1992).

Porejemplo,en C. auratusuna únicacomidaesun potenteestímuloen lo que serefiere al

ritmo decortisol y actividadlocomotora,pero no parala tiroxina (Spielery Noeske,1984).

En nuestro estudio, a excepción de la NAT y el cortisol, el resto de los parámetros

estudiadospresentanun perfil similar, con un máximoen el mediodía,quecorrespondea las

4 h de la administracióndiaria de alimento. Con nuestrosresultadosno podemosasegurar

que la alimentación sea el factor determinantede estasoscilacionesdía/noche,aunquees

bastanteprobablesi comparamoscon el perfil de la actividadNAT, deteminadopor el
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fotoperíodo,y que no presentaoscilacionesdiurnasdependientesde la alimentación.Para

poderdiscriminarlos efectosde la luz y de la alimentacióncomosincronizadoresdedichos

ritmos, sería necesariorealizar estudios utilizando fotoperiodosde duración variable y

manteniendoconstantela horadealimentación,y viceversa,comolos realizadosporSpieler

y Noeske(1984),y Cook y míes(1987)en teleósteos.No obstante,nuestroobjetivo inicial

era conoceren una primera aproximaciónexperimentallas variacionesde determinados

parámetrosa lo largo de un ciclo diario de alimentaciónen las condicionesestándaresde

laboratorio para la especie 71 tinca, sin profundizar en el estudio de posibles ritmos

circadianos,dadala complejidadqueconlíevaestetipo de análisis.

Los nivelesplasmáticosde cortisol en T. tinca presentanun mínimo durantela

fotofasey un máximoal inicio de la faseoscuratras la aclimatacióna un fotoperíodonatural

1SL:9D y a un horariofijo dealimentación(11:00h por la mañana,en la primeramitad de

la faseluminosa). Este perfil coincide con los resultadosobtenidosen Salmosalar en la

misma épocadel año (abril, fotoperiodo14L: lOD), dondelos valoresde cortisol másaltos

seencontrarondurantela noche(Thorpey cols, 1987).Audet y cols, (1986)encontraronun

mínimodurantela faseluminosa,pasadoel mediodía,en Gasrerai’teusaculeatusmantenidos

en un fotoperíodosimilar al nuestro(14L: IOD), aunquesin llegar a mostrarsignificación

estadística,y que desaparecíacon el fotoperiodoinverso. Sin embargo,hay que teneren

cuentaqueen estosestudiosno sefijó la horadela alimentación,considerándoseúnicamente

al fotoperiodocomo estímulocapazde sincronizarestos ritmos de cortisol circulante. Sin

embargo,el horadode la alimentacióndebetenerseen cuentacomoposiblesincronizador,

llegando inclusoa ser más importanteque el fotoperíodocuandolos animalessealimentan

regularmentea la mismahora.Concretamente,en C. auratusla acrofasedel ritmo decortisol

tiene lugar4-6 h antesde la horahabitualde la alimentación(Spielery Noeske,1984) y en

5. trutta estemáximo previo a la alimentación(pico de prealimentaión)ocurre5-9 ti antes

de ésta(Pickeringy Pottinger, 1983). En nuestroestudio,la máximaamplitud en el ritmo

diario de cortisol en las tencasseha observadodurantela faseoscura, 13 h antesdel inicio

de la alimentación, no pudiéndoseconsiderareste máximo nocturno como el pico de

prealimentacióndescritoen C. auratusy 5. trutta. Parece,por tanto, quelas variacionesde

cortisol observadasen nuestoestudioresponderíantanto al fotoperíodocomoal horariode

la alimentación,pudiendointeraccionarambossincronizadores.

Tanto la dieta como el horado de la alimentación pueden modificar las

variacionescíclicasdeglucosaen sangrey glucógenohepáticoen los peces(Spíeler.1992).
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Concretamente,en nuestroestudiolaglucosaplasmáticay el contenidodeglucógenohepático

presentanbásicamenteun perfil similar, con un máximo a las 4 h de la alimentación,

coincidiendoconel mediodía,seguidode un descensoprogresivo,de maneraque a las 8 h

de recibir el alimento, aún seobservannivelessuperioresa los encontradosen el primer

punto del ciclo (10:00 h). El hechode que en el estudiode correlaciónde estospárametros

(glucosacirculantey glucógenohepático)con la ingestión de alimentoadistintostiemposen

71 tinca, realizadobajo un fotoperíodo12L: 12D (luz a las 4:00h) y manteniendoel horario

de la alimentación(apartado2.5.2.2.a),observemosun incrementode ambosparámetrosa

las 4 y 8 h (menora las 8 h) deofrecerel alimento(Fig. 27) seríaunapruebaa favor deque

los máximosdiurnosobservadosen la glucosacirculantey el glucógenohepáticoen T. tinca

vienendeterminadosprincipalmentepor la alimentación.De hecho,en los teleósteosseha

demostradounarelaciónentrela alimentacióny los nivelesde glucosaen sangre(véaserey.

Walton y Cowley, 1982). Por ejemplo, se han descrito incrementosde glucosaa las 6 h

siguientesde laalimentaciónen Limanda limanda(Fletcher,1984b),mientrasqueun estudio

recienteno encontrótales incrementospostpandrialesde glucosaen la perca(Andersony

Braley, 1993). Esta última respuestaparecedebersea un bajo nivel de carbohidratosen la

dieta, como demostraronFuruichi y Yone (1981) en otras especiesde peces,donde la

glucosaincrementa1, 2 y 3 h despuésde una ingestacon un nivel de un 20% (perono de

un 10%) de carbohidratosen la dieta. En todos los casos,de forma general,la glucosa

plasmáticaaumentarápidamentedespuésde la ingestiónde alimento, retornandolentamente

a los nivelesexistentesen pre-alimentación.Porotraparte,en el casodel glucógenoaparece

un segundopico a la medianoche,quesería independientede laalimentación,actuando,así,

tanto el fotoperíodocomo la alimentación,como sincronizadoresdel ritmo de glucógeno

hepático.

En el estudiode las oscilacionesdiariasdecatecolaminashipotalámicasen tenca,

encontramosniveleselevadosduranteel períodode luz, principalmentede adrenalina(A) y

dopamina(DA) y menospronunciadodenoradrenalina(NA). Estosmáximosdiurnosparecen

venir determinadosprincipalmentepor la alimentación,ya que seobservaronúnicamentea

las 4 h de realizar la ingestión de alimento, siendo bastantehomogéneoslos valores

encontradosen el resto de las horas muestreadas,tanto diurnas como nocturnas.Se ha

descritoun ritmo circadianoen las catecolaminas(NA, A y DA) encefálicasen Anguilla

anguilla, encontrándoseunos niveles inferiores, principalmentede NA y DA, duranteel

períodode oscuridaddel fotociclo diario, coincidiendocon el períodode máximaactividad
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nadadora(Bras, 1979).Si bien los nivelesde catecolaminasen esteestudiosonsensiblemente

inferiores a los cuantificadospor nosotros, lo que puededeberseal hecho de que se

determinaronen el encéfaloenteroy nosotrosmedimosen el hipotálamo,no obstante,sin

duda, la razón más importante de esta discrepancia se debe al método utilizado,

espectrofluorimetría,frenteal comúnmenteutilizado en la actualidad,HPLC con detección

electroquímica,quees muchomássensible,siendolas medidaspresentadaspor nosotrosen

estaMemoriasimilaresa las de otrosautoresqueutilizan el mismométododedeterminación

decatecolaminasencéfalo(Caroffy cols, 1986; Sloley y cols, 1986, 1991 y 1992; Guerrero

y cols, 1990). La posiblerelaciónde las catecolaminashipotálamicasy la alimentaciónserá

discutidacon másprofundidadcuandotratemoslos estudiosde ayunomoderadoy prolongado

en C. auratus.

Los peces han adoptadodiferentes estrategiaspara respondera períodosde

privación de alimento. Dependiendode la especie,puedenvariar las reservasmetabólicas

utilizadas,en unos casosmanteniéndoseel glucógeno,mientrasse metabolizanlípidos, o

proteínas,o ambostiposde reservas,en otrosconservándoselos lípidos con utilización de

las reservasdeglucógeno(véaserey. Baanantey cols, 1991; Sheridany Mommsen, 1991).

Además,dentrode unamismaespecie,sehandesarrolladorespuestasdiferentesdependiendo

de la duración del período de ayuno, por ejemplo, Oncorhynchuskisutch presentauna

estrategiaa corto plazo que implica una movilización parcial de la reservahepáticade

glucógeno,y unaestrategiaa largoplazo,con movilizacionesdelípidosy proteínas(Sheridan

y Mommsen, 1991). Un incrementoen el flujo metabólico, necesariopara mantenerla

actividad,esposibleduranteperíodoscortosdeayuno, pero estarespuestaduranteperíodos

prolongadostendría como resultadouna pérdida excesiva de energía. Una estrategia

alternativa,como la que utiliza la perca,seríareducirel metabolismohastaque aumentade

nuevola disponibilidadde alimento (Fostery Moon, 1991).

Sehademostradoenalgunasespeciesqueduranteperíodoscortosdeayunocomo

una semana,los nivelesde glucosasemantienenrelativamentealtos, comoconsecuenciade

una movilizacióndel glucógenohepático(Sheridany Mommsen, 1991). Sin embargo, las

reservasde glucógenoson limitadas y si se prolonga el período de ayuno, cesarála

movilizacióndeglucógeno,y disminuiránlos nivelesdeglucosacirculante(Tranulisy cols,

1991), o podrían mantenersevaloresnormalesde glucosasi aumentala gluconeogénesis

(Baanantey cols, 1991; Sheridany Mommsen, 1991). Los resultadosobtenidostras una
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semanadeayunoen 71 tinca, dondelos nivelesplasmáticosdeglucosa,el contenidohepático

de glucógeno, así como el índice hepatosomático (IHS) se vieron fuertemente reducidos,

parecenreflejar la estrategiaantesmencionada(disminución tanto de glucógenocomo de

glucosa)que seha descritoparaperíodosde ayuno másbien prolongados(3 semanas).De

hecho,efectossimilaresa los descritosen nuestroestudiohan sido observadosen períodos

deayunomuchomáslargos(7 semanas)en laperca(Fostery Moon, 1991),trucha(Navarro

y cols, 1992), salmóny bacalao(Sundbyy cols, 1991).

Las reduccionesde los nivelesplasmáticosdeglucosay el contenidohepáticode

glucógenotras una semanade ayuno en 71 tinca, fueron revertidascon la realimentación

hacia los valoresencontradosen los animalesalimentadosdiariamente. Estasrespuestas

durantela transiciónayuno-alimentacióndespuésde períodosprolongadosdeayunohan sido

observadasen otras especiesde teleósteos,dondeseha encontradouna síntesisrápidade

glucógenohepáticocomorespuestaa la realimentación(véaserey. Baanantey cols, 1991).

Por otro lado, se ha descrito en los peces que tras diferentes períodos de ayuno la

realimentaciónrestablecelos nivelesde glucosaen sangre, por ejemplo, a los 8 días de

realimentacióntras SO díasde ayuno(Navarroy cols, 1992), y a las 2 h de realimentación

despuésde 24 h de ayuno(Garcíade Frutosy cols, 1991).

Cienos estudiosrealizadosen peces ponen de manifiesto que el patrón de

alimentacióninfluyedemaneraimportantesobrela actividaddelejetiroideo. Concretamente,

la actividad tiroideade los salmónidosmuestrarespuestasmarcadas,tanto crónicascomo

agudas,al alimento (véaserey, míes, 1988).

Los resultadosen cuantoa la influenciade la alimentaciónsobre la actividad

tiroideaen 71 tinca indicanque el ayuno(una semana)induce un descensosignificativo en

el contenidotiroideo de FT4 y en los nivelesplasmáticosde las hormonastiroideas (HT),

Nuestrotrabajoconstituyela primeraaportaciónsobreel contenidotiroideode las fracciones

libres (F) y unidas(B) de ‘[3 y ‘[4 en relación con el comportamiento alimentario en los peces

(De Pedro y cols, 1995a y b). La fracción libre representala cantidad de hormona,

procedentede la proteolisis de la Tg, preparadapara ser liberadaal torrentecirculatorio

(Haibach, 1971), mientras que la fracción unida representaríala hormona que ha sido

sintetizada en el seno de la Tg y que permaneceen el lumen folicular antes de ser

internalizaday procesadapor las células foliculares (Rousset, 1991). Teniendo en cuenta

estasconsideraciones,la principal consecuenciadel ayunoa nivel tiroideo en 71 tinca es una



Regulacióndel apetitoen teleósteos Nf. DISCUSIÓN 203

reducción en la liberación de ‘[4, un efecto que ha sido previamentesugerido en otros

teleósteos(Eales, 1988), dondeel ayunoprovocauna reducciónen la respuestatiroideaa

TSH (Leatherland,1982) y en los nivelesplasmáticosde ‘[4 y su aclaramientorenal (Higgs

y Eales,1977). También,en los homeotermossehaobservadounasupresiónde las acciones

de la TRH y la ‘[51-1 tras el ayuno (Huguesy cols, 1984; Kínlaw y cols, 1985; Mitchell y

Raza, 1986).

En la mayoríade los vertebradosestudiados,se puedeadmitir que el ayuno

produceuna reducción de los niveles plasmáticosde Hl y, en general también, de la

conversiónperiféricade ‘[4 a 13 (véaserey. Eales, 1988). Nuestrosdatostras una semana

de ayunoconfirmanestareducciónde las Hl plasmáticasen los teleósteos.En cambio, no

observamosmodificacionessignificativasde la proporción ‘[3/14 plasmática,como índice

aproximadode la monodesyodaciónperiférica,por lo que las reduccionesplasmáticasdeHl

podríandebersemásbiena unareducciónen la secrecióntiroideade 14 queen la conversión

periféricade ‘[4 a ‘[3, como ha sido sugeridoporKinlaw y cols (1985)en la rata. También

debemosconsiderarla posibilidadde queotrosejesendocrinosquepuedeninteraccionarcon

el tiroideo se vean modificados por el ayuno. En este sentido, se ha observadoque la

restricciónde alimento incrementalos niveles de corticosteroides(Murphy y Wideman,

1992),quea su vezpodríaninducir unareduccióndelos nivelesplasmáticosdeHT (Vijayan

y Leatherland,1989;Brown y cols, 1991),asícomoalteracionesdela desyodaciónperiférica

(Vijayan y cols, 1988).

Estudios sobre los efectos de la realimentación en los peces, ponen de manifiesto

que ésta revierte los efectos inducidos por el ayuno. Concretamente, en los salmónidos se han

demostradoelevacionestantode ‘[3 como de ‘[4 plasmáticas, 4 ti despuésde la realimentación

tras 3 (Himick y Eales, 1990) y 6 días de ayuno (Flood y Eales, 1983). De forma similar,

la realimentación en 71 tinca revierte los efectos del ayuno (7 días)sobrela actividadtiroidea

(reducciónde FT4 tiroidea y Hl plasmáticas),aunqueconvieneindicar que en esteestudio

la realimentaciónfue durante2 díasconsecutivos,ya que, el primer díade presentaciónde

la comidatrasel ayunolas tencasemplearonmástiempoen ingerir el alimentoofrecido,por

lo que prolongamosel período de realimentaciónpara asegurarnosuna ingestatotal del

alimentoa las 4 h desuministrarlo.El efectode la realimentaciónobservadoen T. tinca tras

una semande ayuno estambién apoyadopor la observaciónde un aumentode los niveles

plasmáticosde Hl en las tencas,a las 4 y 8 h (sólo significativo a las 8 h) de recibir la

racióndiariadecomidarespectoa los pecesque se sacrificabanantesde recibirla (Fig. 28).
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Por último, comentarque estaacción estimuladorade la realimentacióntambiénha sido

demostradaen otros vertebrados,donde una únicacomida revierteel efecto supresordel

ayunosobrelas accionesde la ‘[RH y la ‘[Sil (Huguesy cols, 1984; Mitchell y Raza, 1986).

Las diferenciasobservadasen los nivelesplasmáticosde ‘[3 entre las tencas del

experimentoen ayuno (Fig. 32) y del experimentoen que se evalúa la correlaciónde la

ingesta y parámetroshormonalesa distintos tiempos (Fig. 28) pueden ser debidas a

variacionesestacionalesdescritasen la actividad tiroidea(véaserey. Brown, 1988; Grau,

1988). De hecho, numerosostrabajosrealizadosen los peceshan demostradoque, en

general,losnivelesplasmáticosde HT sonmáselevadosenprimaveray verano(Chakraborti

y Bhattacharya,1984; Leatherland,1987; Stryjek-Kaminskay cols, 1988; Sowery Fawcett,

1991). Una posible diferencia estacionaljustificaría los niveles elevadosde ‘[3 en el

experimentodeayunorealizadoen primavera(fotoperíodo15L:9D) respectoal experimento

de correlación de ingestay H’[ realizadoen animalesaclimatadosaun fotoperfodo12L: 12D,

que representaríaun fotoperíodotípico de finalesde invierno. Puestoque la temperaturaen

ambosexperimentosera similar y constante 21 +20C, las posiblesdiferenciasestacionales

observadasen T. tinca se deberían principalmente al fotoperiodo y no a la temperatura,

confirmandoquela función tiroidea en ectotermosno pareceestardirectamenterelacionada

con la temperatura(véaserey. Brown, 1988).

En nuestroestudio,hemosobservadoqueelayunoprovocaun descensoparalelo

de los nivelesplasmáticosde H’[ y glucosatantoen 71 tinca comoen C. aurarus (De Pedro

y cois, 1995a),que es revertidotras dosdías de realimentaciónen las tencas.Esto podría

indicar una interacciónde ambasrespuestas,como de hechoha sido sugeridoporHimick y

Eales(1990) en Oncorhynchusmykiss,dondepareceque la elevaciónpostpandrialde los

nivelesplasmáticosde ‘[4 sedeberíaa unamayorsecrecióntiroideadeestahormonainducida

por la elevaciónde los niveles de glucosaen sangre, como también se ha sugerido en

ciclóstomos(Plisetskayay cois, 1983).Además,estudiosrealizadosen O. mykiss,utilizando

dietasisocalóricascon distinto contenidoen carbohidratos,proteínasy lípidos hanpuestode

manifiestoque únicamentelas dietasricasen carbohidratos,queproducenunaelevaciónde

los nivelesplasmáticosde glucosa,son capacesde inducir una elevacióntambiénde la ‘[4

plasmática(Himick y cols, 1991).El incrementodelos nivelesplasmáticosdedichahormona

como respuestaa la alimentaciónpodría desempeñarun papel en la regulación del

metabolismode carbohidratosa corto plazo,contrarrestandola hiperglucemia,en los peces.

No obstante,de momentose desconoceel mecanismopor el cual la glucosaestimulala
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liberaciónde ‘[4 tiroidea, pudiendo ser por una estimulación directa del tejido tiroideo O a

travésdel eje hipotálamo-hipofisario.

La naturalezadel tejido tiroideo en la mayoría de los telósteos,en forma de

folículos tiroideosdispersos,imposibilita su extracción,por lo queel númerode trabajosen

los quesedeterminanlas HT en el tiroides esescasoen los peces,siendonuestrosestudios

de los pocosquellevan a caboesteanálisis. El hechode quenosotroscuantifiquemosH’[,

concretamente‘[3, en el tiroides, inicialmentecontrastacon estudiosanterioresen peces,

dondeseha sugeridouna secrecióntiroideaúnicade ‘[4 (Grau y cols, 1986; Kúhn y cols,

1986). Sin embargo, hay que tener en cuenta que en dichos estudios las HT no son

cuantificadasdirectamenteen el tiroides, sino en medio de cultivo o plasmaevaluandolas

H’[ secretadas,y no siendo,por tanto, comparablea nuestrasdeterminacionesde la fracción

libre y unidade las H’[ en el senodel tiroides. Por otro lado, en un estudiorecienteseha

llevado a cabo un análisis de la cantidad total de H’[ en el tiroides del perciforme

Oreochromis niloticus (Byamungu y cols, 1992), encontrando valores similares a los

obtenidosen nuestroestudio,tantode ‘[4 como ‘[3, aunquelógicamentela cantidadde ‘[3 es

significativamentemenorquela de ‘[4, apoyandola conocidasíntesisy secreciónpreferencial

de ‘[4 por el tiroides en todos los vertebrados estudiados.

La obtenciónde conclusionesfirmes acercade la actividad tiroideaes un poco

arriesgadacon los datos disponibles.No obstante,consideramosque las observaciones

realizadasresultaninteresantes,aun pudiendoconsiderarseen ciertamedidaespeculativas.

En este sentido, la determinación de la actividad 5’D, la rT3 o la tasa de recambio de las H’[,

la peroxidasatiroideay la concentraciónde TSR seríandebastanteayudaen la interpretación

de los resultados.

El ayuno durante7 días provoca un aumentoen los niveles de NA y DA

hipotalámicasen la tenca, situación inversa a la encontradaen la carpa (véaseapartado

siguiente,pág. 214). A priori y sin datos del metabolismocatecolaminérgico,resultadifícil

explicarestosresultados.No obstante,hemosde considerarpor un lado, las diferenciasde

especieque condicionandistintospatronesalimentarios,y por otro, el carácterfácilmente

estresablede las tencasy la situaciónde estrésque suponeel ayuno,lo quecondicionaríauna

respuestadistinta. Dehecho,en las tencasel ayunoalterade tal manerala conductaen esta

especie, que los animales no son capacesde responder,como ya hemos comentado

anteriormente,anteel estímuloque suponela presentaciónnuevamentede comida, hasta



Regulacióndel apetitoen teleósteos Nf. DISCUSIÓN 206

pasadosdosdías,mientrasqueen las carpasa las 4 h de la primeracomidatras el ayunose

reviertenya ciertosefectosinducidosporel mismo sobrelas catecolaminashipotalámicas.

2. REGULACION DE LA INGESTA POR EL CRE

2.1. Efecto del CRF sobre la ingesta.

En la optimización dcl test de ingestaen C. auratus realizadodurante8 ti,

observamosque la cantidadde alimento ingerido durantelas dosprimerashoras(127 mg,

45% del total) es similar al consumidodurantelas siguientes6 horas(160 mg, 55% del

total), lo que indica que ante la presenciade comida, las carpasinician rápidamentela

ingesta,y a medidaquelos animalessevan saciando,disminuyela tasade ingesta/h,que se

reflejaen una pendientemenorde la rectaquerelacionaingestafrentea tiempoen el último

períodode alimentaciónestudiado(Fig. 34a). Consideramos,por tanto, comoóptimo para

los estudiossobreel comportamientoalimentarioen C. auratus el períodocorrespondiente

a las 2 primeras horas.

En los estudiosrealizadossobrelos efectosde los neuropéptidos,y en especial

con el CRF, un péptidoconocidopor mediarlas repuestasanteel estrés(véaserey. Dunn

y Berridge, 1990), resultan interesantes los llamados “controles intactos”, animales que no

han sido tratados ni con la droga en cuestión ni con solución salina, para poder descartar los

posibles efectos debido al estrés asociado a la manipulación del animal durante la

experimentación. Para ello, tanto en C. auratuscomo en 71 tinca estudiamosel efectode la

anestesiay de la inyección ICV de solución salinasobrela ingesta,respectoa individuos

“intactos’, demostrandoen ambas especiesque ninguna de las dos “manipulaciones”

realizadasprovocan alteracionessignificativas de la ingestión de alimento, no siendo

estrictamentenecesario,por tanto, incluir unos“controles intactos’ en cadaexperimento.

En el presenteestudio,hemosencontradoque el CRF (1 y 2 pg) administrado

ICV ejerceun efecto inhibitorio de la ingestaa las 2 h del tratamientoen C. auratus (De

Pedroy cols, 1993). Estosresultadosconfirmanporprimeravez en peces,trabajosprevios

en los mamíferos,en los que el CRF reducela conductaalimentariainducidapor privación

de alimento a tiempos cortos, concretamenteen la rata (Britton y cols, 1982: Morley y
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Levine, 1982; Gosneil y cols, 1983; Arasey cols, 1988; Ahlers y Salander,1993), ratón

(Rosenthaly Morley, 1989; Dreschery cols, 1994>, conejo (Opp y cols, 1989), cerdo

(Parrot, 1990) y mono (Glowa y GoId, 1991; Glowa y cols, 1991), y entre los

poiquilotermos,en larvasdeanfibiosanuros(Corpasy cols, 1990.

El efecto supresordel CRF sobrela ingestaa las 2 ti es contrarrestadodurante

las 6 h siguientes,de manera,que a las 8 ti del tratamiento,la ingestiónde alimentoen la

carpadoradano semodificarespectoa los controles.La mayoríade los estudios,realizados

en los mamíferos,en relacióncon los efectosdel CRF sobreel comportamientoalimentario,

evalúan la ingestadurantelas 2 primerashoras despuésdel tratamiento,mostrandouna

accióninhibitoria del CRF duranteestetiempo (Gosnelíy cols, 1983; Krahn y cols, 1986;

Arasey cols, 1988; Parrot, 1990).Sin embargo,no seha encontradoun efectoanoréticodel

CRF cuandola ingestase determinabaa las 4 (Gosnelíy cols, 1983; Arasey cols, 1988) u

8 (Ooharay cols, 1993) horasdel tratamientoen las ratas . Estosresultadossugierenqueel

CRF inhibe la ingestasólo a tiemposcortos, desapareciendoestaacciónunashorasdespués.

Por tanto, el incrementode la ingestaobservadoen C. auratus duranteel intervalo 2-8 ti

podríatratarsede un efectorebotedecompensaciónde la reduccióninicial.

Cuando administramos intracerebroventricularmenteCRF en las tencas y

evaluamosla ingestióndealimentoa las 8 h del tratamiento,observamostambiénun efecto

inhibitorio de dicho péptidosobrela ingesta,resultadosimilar a los descritosen las larvas

de R. perezi, dondeel efectodel CRF sobrela alimentaciónpuedepersistirincluso másde

12 h. Estadiferenterespuestaencontradarespectoala accióndel CRF únicamenteatiempos

cortos, demostradaen C. auratus y mamíferos,puedeserdebidaa diferenciasdependientes

de la especie,como han sugerido Glowa y cols (1992) para las especiesde mamíferos

estudiadas,siendotambiéninteresanteconsiderarla edadde los animalesy el patróntemporal

dealimentaciónutilizado. En estesentido,el tiempoque transcurredesdela presentacióndel

alimentohastala iniciación del comportamientoalimentarioes mayor en las tencasque en

las carpasdoradas,como ya hemoscomentadopreviamenteen estaMemona.

La ausencia de modificaciones significativas en la alimentación cuando

cuantificamosla ingesta1 h despuésde la administraciónICV del CRF (unasituaciónsimilar

se produce cuando inyectamos ¡3-endorfina o galanina), resulta difícil de explicar si

consideramosque dicho péptido actúaa nivel central, en cuyo caso setrataríade acciones

rápidasque tienenlugardesdetiemposaúninferiores,como se hadescritopreviamentepara

otrospéptidos,porejemplo,la bombesinay colecistoquininaen C. auratus(Himick y Peter,
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1994ay b). Una posibilidad seríaque aunquela administraciónes ICV, el efecto tuviera

lugarperiférico,por lo quenecesariamentetranscurriríamás tiempohastala observacióndel

efecto.Estáhipótesisestátotalmentedescartadadesdeel momentoen quela administración

IP decualquierade los trespéptidosno modificala ingestani a las 2 ni a las 8 h despuésdel

tratamiento.Otra posibilidad seríaque, aún exitiendoun efectode los péptidosa tiempos

inferioresa las 2 h, el métodode evaluaciónde la ingestano fuerasuficientementesensible

comoparadeterminardiferenciassignificativasde la ingestaal cabode 1 hora. Sin embargo,

nuestrométodoparecemásexactoqueel utilizado porHimick y Peter(1994a),en el queel

experimentadorcuentael númerode gránulosque ingierecadapez, extrapolandoel dato a

gramos de alimento ingerido a partir de la media de peso de un gránulo, detectando

diferenciassignificativas a los 30 mm de las inyeccionesde bombesina.Nuestrométodo

resulta más fiable y preciso en la medida en que se evalúa directamente la ingesta individual,

restandoa la cantidadinicial de alimentoofrecidola cantidad remanentedespuésdel test de

ingesta.Por último, la regulaciónde la ingestaporestos neuropéptidospuedeser indirecta

a través de otros sistemas monoaminérgicos, hormonales o incluso peptidérgicos, lo que

retrasaríalos efectos respectoa una acción directa de los péptidos. Con el fin de dilucidar

estaposibilidad, iniciamosel estudiode las posiblesinteraccionescon el sistematiroideo y

catecolaminérgico, que discutiremos más adelante en cada uno de los apartados

correspondientesa cadaneuropéptido.

El hechode queel CRF a la dosismásalta utilizada en esteestudio(3,3 pg) no

modifiquela ingestasignificativamentea las 2 h, peroactúecomoun estimuladordel apetito

en las últimas 6 h en la carpadorada,ponede manifiestouna respuestabifásicadel CRF

sobrela alimentación,dependientede ladosis.Se ha descrito,también,unarespuestabifásica

paraotros neuropéptidosreguladoresde la ingesta,comoporejemplo,el factorliberadorde

la GH (GRE) en las ratas(‘[anaka y cols, 1991).En la bibliografíano hay estudiossobrela

regulaciónde la alimentaciónporel CRF en los peces,y las dosisseleccionadasen nuestro

trabajovandesdedosisinferioresa las utilizadasen anfibios (Jacobsy Kúhn, 1989; Gancedo

y cols, 1992) hasta dosis similares a las utilizadas normalmenteen los experimentos

realizados en los mamíferos (véase rey. Glowa y cols, 1992). Esta aproximación

experimentalen cuanto al intervalo de dosis utilizadas, nos permite demostrarefectos

opuestosdel CRF, dependientesde la dosis,en los peces.En los mamíferosseha sugerido

que las respuestascomportamentalesy fisiológicas a la administraciónICV de CRF pueden

serclasificadasen efectosde dosisbajasy efectosde dosisaltas, representandodosgrados
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distintosde estrés(véaserey. Dunn y Berridge, 1990). Los efectosde dosis bajaspodrían

correspondera una activación moderadade los sistemasnoradrenérgicosque induciríanun

estadodeansiedadmedio, mientrasque las dosisaltasde CRFpodríanactivardirectamente

las neuronasnoradrenérgicasdel locus coeruleus, obteniéndoseunacombinacióndeefectos,

los debidosal propio CRF y los asociadosa la alteraciónen las catecolaminas.Dunn y

Berridge(1990) planteanla posibilidad de la existenciadedos tipos distintosde receptores

de CRF, que mediaríanlos efectosde dosisbajaso altas.

Estudiospreviosen mamíferoshan indicadoque la administraciónICV del CRF

puedeactivarel sistemanoradrenérgico(Valentino y cols, 1991 y 1993: Pagey cols, 1993)

y, en general,esteefectosólo ocurrea dosisrelativamentealtas de CRF, más altas que las

mínimasrequeridasparainducir numerososefectoscomportamentales(véaserey. Dunn y

Berridge, 1990). Esta activación incrementaríala liberación de noradrenalinaen el SNC

(Emoto y cols, 1993; Lavicky y Dunn, 1993; Leey cols, 1994),de la quesesabequeactúa

como un factor estimuladordel apetito(véaserey. Leibowitz, 1986; Wellman, 1993). Así,

el efecto estimuladordel CREsobre la ingesta observado con la dosis de 3,3 ~g podría

reflejar tal activaciónnoradrenérgicatambiénen los peces.Estoreflejaría, unavezmás,que

el control final de la alimentación viene determinado por el balance de las concentraciones

de péptidosy monoaminasque están interactuandoen el SNC, comoha sido previamente

sugeridoen los mamíferos(Morley, 1987).

La administración IP de CRF no modifica la ingesta en la carpa dorada, de

manerasimilar a los resultadosobtenidosen los mamíferos(Parrot, 1990), dondeel CRF

regulala alimentacióncuandoes administradocentralmente,sin observarseningún efecto

cuandoesteneuropéptidoseadministraperiféricamente.Nuestrosresultadosapoyan,así,que

el CRF actúacentralmentecomo un reguladorde la alimentaciónen vertebrados.Algunos

neuropéptidosson capacesde atraversarla barrerahematoencefálicay pasar del liquido

cefalorraquideoa la circulación sanguínea(Banksy cols, 1992). Además,Himick y Peter

(1994a y b) en sus estudios sobre el control de la alimentación por bombesinay

colecistoquininaen C. auratus, sugieren que cuando se inyecta ICV altas dosis de

neuropéptidosen los peces,una ciertacantidadde estosneuropéptidospodríaperdersehacia

la periferia. No obstante, las dosis de estos péptidos que pasarían a la periferia serían muy

bajas,circulando,así, a unaconcentraciónmuy inferiora ladosisinyectadaIP, queno ejerce

ningúnefecto sobrela alimentación,tanto en el casodel CRE, comode la B-endorfinay la

galanina. Hay queteneren cuenta,por tanto, que el hecho de que una sustancia sea activa
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despuésde su administracióncentral,pero no periférica,no esunapruebadefinitiva deque

su acción seaefectivamentecentral, aunquees lo másprobabley dicha consideraciónestá

ampliamenteaceptadaen estetipo de estudios(McKay y cols, 1981; Kyrkouli y cols, 1986;

Parrot, 1990; Glowa y cols, 1992).

Como hemosvisto en la Introducción, a partirde estudiospionerosanatómicos

y de lesioneso estimulacioneseléctricasdeáreasespecíficasdel encéfaloen los peces,seha

propuestoque áreasdentro del lóbulo inferior del hipotálamo, y en particular el núcleo

recessus/atera/is (NRL), parecenestar involucradas en la regulación de la actividad

alimentariaen los peces(véaserey. Peter, 1979, Demski, 1983). Puestoque los cuerpos

celularesde estos núcleoshipotalámicosquedanexpuestosal líquido cefalorraquideodel

sistemaventricular (Bradford y Northcutt, 1983), puedenrepresentarun posible sitio de

accióndondese medianlos efectossobrela ingestadel CRE o cualquierotro neuropéptido

queadministremos¡CV.

Se ha descrito que los niveles plasmáticos de glucosa están estrechamente

correlacionados de forma positiva con la alimentación en los peces (véase rey. Walton y

Cowley, 1982; Foster y Moon, 1991; Sheridan y Mommsen, 1991), de forma que cabría

esperaruna alteraciónen los nivelesde glucosacomoconsecuenciade la reducciónde la

ingestainducidapor el CRE. Nosotros,en cambio, no hemosencontradouna modificación

de la glucosaplasmáticaen ejemplaresde C. auratus ni de 71 tinca que mostrabanuna

reducciónde la ingestaporel tratamientocon CRF (De Pedroy cols, 1995ay b). Estafalta

deefectodel CRF sobrela glucosacirculantetambiénsehadescritoen la rata(Arasey cols,

1988) y podríaser interpretadacomo un solapamientoentrela reduccióndeglucosainducida

por la disminución de la ingesta después del tratamientocon CRF y los efectosestresantes

conocidos de este péptido, entre otros, el incrementode los nivelesde glucosaplasmática

(Brown y cols, 1982b). Sin embargo,cuandoanalizamosestaposibilidad en C. auratus,

encontramos que el CRFpor sí mismo, no modifica los niveles plasmáticos de glucosa en

comparacióncon el grupo inyectado con solución salina y que permanecíatambién sin

comida duranteel experimento(Fig. 41). Por otro lado, la realimentaciónincrementalos

nivelesde glucosaen sangrerespectoa los animalesmantenidosen ayunodurantedos días

(Fig. 41),comoyavimos en las tencastrasunasemanadeayuno(Eig. 29), coincidiendolos

valoresalcanzadoscon los valoresencontradosen los animalesinyectadoscon soluciónsalina
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o CRE y que recibían alimento, independientementede la tasadiferente de ingestaque

mostrabancomoconsecuenciadeltratamientocon CRE (Figs37b y 39b). Nuestrosresultados

indicanque la realimentaciónpareceser la señalque disparael incrementode los nivelesde

glucosaen plasma,confirmando estudios previos en salmónidos,donde la alimentación

produceun aumentorápido de la glucosaplasmática(Walton y Cowley, 1982). Por otra

parte,en la rataal igual que en nuestroestudio,la diferenteración dealimento no parece

estar relacionada con variacionesde la glucosaplasmática(Cheny cols, 1993b).Por tanto,

englobando todos nuestros datos y los de la bibliografíadisponible al respecto,se puede

concluir que ni las diferencias en la cantidad de alimento ingerido, ni el CRF directamente

por sí mismo, modifican los niveles de glucosa en ciprínidos.

2.2. Interacciones CRF-alimentación-hormonas tiroideas.

Existen datos que relacionanal CRE con la regulación del eje hipotálamo-

hipófisis-tiroides.En estesentido,seha demostradoquetieneunaacciónsobreel ejetiroideo

en embrionesdepolío (Meeuwisy cols, 1989),y en lamas(Denvery Licht, 1989; Gancedo

y cois, 1992) y adultos(Denver, 1988; Kiihn, 1990)deanfibios. Esteefectodel CRF podría

estarmediadoy/o serpotenciadoporunaelevaciónde los corticosteroides,queincrementan

la actividadhepática5’-monodesyodasay los nivelesplasmáticosde 1F3 en embrionesdepollo

(Decuyperey cols, 1983).Sin embargo,parecequeestosefectosde los corticosteroidessobre

el eje tiroideopuedenvariar dependiento de la edad del animal y/o de la especie estudiada,

ya que, frentea la capacidadtirotrópicapropuesta,seha encontradotambiénque la AC’[H

y los corticosteroidesreducenlas H’[ plasmáticasen pollos adultos(Mitchell y cols, 1986)

y en varias especiesde teleósteos(Reddingy cols, 1986; Leatherland,1988; Kúhn, 1990).

Como ya mencionamosanteriormente,los ejemplaresde C. auratusy 71 tinca

que mostraronunaingestareducidaporel CRF, teníanun menorcontenidotiroideo de T3.

Considerandoquela alimentaciónalterala actividadtiroidea en los peces(véaserey. FaJes,

1988), resultaríaposibleque ambasrespuestasestuvieranrelacionadas,de maneraque la

reducción de ‘[3 tiroidea observadatras el tratamientocon CRE podría ser debida a la

reducciónde la ingestaproducidaporestemismopéptido. Sin embargo,nuestrosresultados

en C. aurarus (experimento2.5.3.3.b, Fig. 42) demuestranque el CRF es el factor

responsablede la reducciónde la fracción libre de ‘[3 (F’[3), mientrasque la realimentación

no modificael contenidotiroideo de estahormona.Estosefectosdel CRE podríandeberse
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a una acción directa del péptido sobre el eje tiroideo, aunque no podemos descartar que

dichosefectossean mediadosvía ACTH/glucocorticoides.

La tendencia observada en las dos especies estudiadas es que el CREafecta tanto

a la síntesis como a la liberación tiroidea de ‘[3. Con los datosquetenemosno resultafácil

explicarel elevadocontenidotiroideo de B’[3 en T. tinca cuandolo comparamoscon los

valores de El4, si tenemosen cuentala bien conocida preferenciadel tiroides por la

producciónde ‘[4. Porotro lado, en los experimentosrealizadosen invierno (Diciembre)se

observaronniveles inferiores de Fi?4 tiroidea, lo que podría explicarsepor variaciones

estacionalesde la actividad tiroidea (véaserey. Brown, 1988>. De hecho, en nuestro

laboratorio sehan descritoen R. perezí duranteel invierno los niveles más bajos de FT4

tiroidea de todo el ciclo anua] (Gancedoy cois, 1995a). Por último, también observamos

diferencias en los niveles de FI3 tiroidea, siendo mayores tanto en individuosde C. auratus

y T. tinca de los experimentos englobados en el apartado 2.5.3.3.a (Figs 38 y 40). Estas

diferencias podrían explicarse en base a posibles fluctuaciones diarias del contenidode HT

en peces (véase rey. Brown, 1988). En ambos experimentos los animales se aclimataron a

un fotoperíodo 12L: 12D, sacrificándose al principio de la fase oscura de dicho fotociclo,

mientras que en el resto de los experimentos la toma de muestras se realizaba

aproximadamente hacia la mitad de la fase luminosa del fotociclo correspondiente.En este

sentido, recientemente, en nuestro laboratorio hemos encontrado cambios día/noche en el

contenido tiroideo y plasmático de H’[ en anfibios, concretamente se produce un aumento de

la FT3 tiroidea al principio de la fase oscura en R. perezí (Gancedoy cols, 1995b),lo que

apoyaríala hipótesisplanteada.

Las fluctuaciones en la relación F’[3/F’[4 tiroidea podrían indicar cambiosen la

desyodación y/o degradación intratiroidea. Así, la reducción de FT3 asociada al aumento de

FI4 observadastras el tratamientocon CRE podríajustificarsepor una reducciónen la

actividad 5’-monodesyodasa(FT3/FT4 reducida). Estaposibilidad es apoyadapor ciertos

estudiosque sugierenquela conversiónintratiroideade ‘[4 aT3 y rl3, asícomo su secreción

preferencial,puedesermoduladaporel comportamientoalimentario(Abdel-Fattahy cols,

1991) o por modificacionesde la ‘[RH y la TSH (Peetersy cols, 1992).

La realimentacióntras 2 días de ayuno induce un aumentosignificativo del

contenidotiroideo de FI4. Por otro lado, seha observadoun incrementosimilar de dicha

hormonadespuésde la administracióndel CRE en los animalesen ayuno.En cambio, estas

diferencias en la Fi?4 tras el tratamiento con CRE no se encontraron en el experimento
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2.5.3.3.a, donde los animales despuésde las inyeccionesrecibíanalimento (Hg. 38). Esta

discrepanciapodría ser debidaa un efecto estimuladorde la alimentaciónsobre la FT4

tiroideaen la camadorada,como hemosdemostradoen los experimentosde ayunoen T.

tinca, y comoha sido descritoparalas HT plasmáticasen la trucha(Flood y Eales, 1983;

Himick y Bales, 1990).Así, poruna lado, la ingestapodríadeterminarincrementosde la T4

tiroideaen los animalescontrol respectoa los pecestratadoscon CRE, cuya ingestaera

reducida, y por otro, el CRF, por sí mismo, podríaprovocartambién un aumentoen la ‘I’4,

de maneraque ambosincrementos,inducidos en los dos grupospor medios diferentes,

enmascararíanlas diferenciasproducidasporel CRF o la alimentación.

Los resultadospresentesindican que la realimentaciónincrementalos niveles

plasmáticosdeHT despuésde 48 h deprivación de alimentoen C. auratus,deacuerdocon

los datosobtenidosen ejemplaresde T. tinca mantenidosdurante7 díasde ayuno y 2 de

realimentación,y los existentesen salmónidos(Flood y Eales, 1983; Himick y Eales, 1990;

Himick y cols, 1991), y confirman la elevación agudade las HT plasmáticastras la

alimentacióndeanimalesmantenidosen ayunomoderadoo prolongado.Si tenemosen cuenta

que la realimentacióninduce una elevaciónde las HT plasmáticas,sin modificación de la

5’D, junto a una elevadarelaciónFT3/FT4, podríamospensarque una gran partede la T3

circulanteprovienedel tiroides, concordandocon un ligero descensode la FT3 acumulada

en el tiroides. Ante el descensode la actividad tiroidea producido por el ayuno, la

realimentacióninduceposiblementeuna síntesis(BT3/BT4 elevada)y secreciónpreferentede

T3 (ligero descensode la FT3 que seacumulaen el tiroides y que pasaríaa la circulación,

observándoseunosnivelesplasmáticoselevadosy unaFT3/FT4reducida).Además,el hecho

de observarun incrementoen las HT plasmáticassin posiblementeuna modificaciónde la

5’D sugiereque gran partede la T3 circulanteprovienedel tiroides (secreciónelevada).Esta

respuestade la realimentacióncompensadael déficit, inducidoporel ayuno,de la hormona

consideradabiológicamenteactiva, T3 plasmática.

A nivel del sistemacatecolaminérgicohipotalámico,la realimentacióntras dos

días de ayuno induce un incrementosignificativo de la NA y DA en U auratus. Este

resultadonos llevó al planteamientodel posibleefecto,por un lado únicamentedel ayuno,

y por otro, de la realimentación posterior al período de ayuno sobre la actividad

catecolaminérgicahipotalámica.Puestoquelos nivelesdecatecolaminasexclusivamenteno

nos permitenconcluir acercade su actividad,ya que por ejemplo, una reducciónen los
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nivelesde unacatecolaminapuedeser interpretadadedos formastotalmentediferentes:1)

queel neurotransmisorestásiendomásutilizado, ó 2) que la síntesisdel neurotransmisorha

sido reducidapor una reducción generalizadade la utilización del sistema (Winberg y

Nilsson, 1993), nos planteamosun experimentode ayuno y realimentaciónen C. auratus

similar al descritoparalas tencas,estudiandoel metabolismoadrenérgicoy dopaminérgico.

El ayunodurante7 díasprovocaun descensoen el contenidohipotalámicodeNA

y DA, que es revertido parcialmenteen el caso de la NA a las 4 h de la realimentación

consistenteen unaúnicacomida. La principaldiferenciarespectoal ayunodedosdíasreside

en que la realimentaciónconsigueincrementarlos nivelesdeNA y DA cuandocomparamos

con losanimalesmantenidosen ayuno.Estadiscrepanciapuedeexplicarseteniendoen cuenta

que la recogidade muestrasse realizóa las 8 h de la realimentaciónen el experimentode

2 días de ayuno y a las 4 h en el de 7 días de ayuno, pudiendoser esteúltimo tiempo

insuficienteparaobservarlos efectosde la realimentación.En cuantoal metabolismodeestas

catecolaminas,considerandoel cociente[metabolitodedegradación]/[neurotransmisor]como

posibleestimaciónde la tasao indicede recambio,esdecir, un índice de la utilización del

neurotransmisor,podemossugerir que el ayuno produce un incrementoen la actividad

adrenérgica(relación HMPG/NA elevada). El metabolismode DA, en cambio, no fue

modificado,sugiriendoquela reducciónde DA podríadebersemásbien a unareducciónen

la síntesis de dicha catecolaminaque a un aumento en su utilización. Por tanto, las

reduccionesobservadasen la NA y DA tras el ayunoresponderíana mecanismosdiferentes,

de maneraque la respuestaanteel ayuno en C. auratus podríainducir una activación del

sistemaadrenérgicoy unareduccióndel dopaminérgico,lo cual tendríasu lógica si pensamos

que ambascatecolaminaspuedenejercerun control de la alimentacióndiferente, la NA

estimulandola ingestavía receptoresa2 y la DA inhibiéndola en mamíferos(véaserey.

Morley, 1987; Wilber, 1989;Morley y Silver, 1991).Noobstante,parapoderdemostraresta

hipótesisseríanecesarioevaluarademásla liberaciónde las catecolaminas.

Considerandola hipótesis anterior de una reducción en la síntesis de DA

hipotalámicainducida por el ayuno en las carpas, cabría esperarque la alimentación

provocaraun aumentoen la síntesisde dichacatecolamina(efecto observadoen el análisis

del ciclo diario de DA en las tencas).Pruebasa favor deestaposibilidadsehan obtenidoen

mamíferos,dondela ingestadeproteínas,modifica la disponibilidaddel aminoácidotirosina

(precursorinicial de la DA) en el SNC, afectandopor tanto a la síntesisde DA, demanera
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que una comida podría determinaruna estimulaciónde la síntesis y liberación de esta

catecolaminaen las neuronasencefálicas,posiblementeen las hipotalámicas(Femstromy

Femstrom,1994). Spieler (1992) sugiereuna hipótesissimilar en los pecesacercade la

relacióningesta-tirosina-catecolaminasencefálicas.Seha descritotambiénen los mamíferos

un aumentode la liberaciónde DA en el SNC asociadocon la alimentación,aunqueexisten

datoscontradictorios,en unosestudiosel DOPAC y la tasade recambiocorrespondiente

incrementancon la alimentación(Thibault, 1992; Westerink y cols, 1994)mientrasqueen

otrosaumentacon situacionesde ayuno(Pagey cols, 1993)o con procesosde reducciónde

la ingesta(Oroscoy Nicolaidis, 1994).Un estudiorecienteen insectosha indicadoquela DA

aumentatras 10 díasde ayuno, aunqueno sepuededeterminarsi es un efectodirecto del

ayunoo del estrésprovocadoen esteestudioal mantenerlos insectosaislados(Barreteauy

cols, 1993). En el salniónidoSalmogairdneri aunqueno seencontraronmodificacionesen

el contenidoencefálicode monoaminasen relacióncon la dieta (Sloley y cols, 1986), este

resultadono estátotalmenteen desacuerdocon los estudiosdeFemstromy Fernstrom(1994)

en mamíferos,ya queen el estudiodeSalmose utilizan dietasquediferían en los contenidos

decarbohidratosy lípidos, no descartándose,por tanto,queel distinto contenidodeproteínas

en la dieta afectea la síntesisde aminasbiogénas(Sloley y cols, 1986).

En los mamíferosen general,seha descritouna estimulaciónde la liberaciónde

NA asociadacon la alimentación,biendurantetodo el períodode alimentación(Paezy cols,

1993) o antesde queéstatengalugar (pico de prealimentación)(Leibowitz, 1992; Mitome

y cols, 1994). La situacióninversa,unareducciónde la ingestaorigina una reducciónen la

NA extracelularen el NPV (Davies y cols, 1993>. En los peces, la alimentaciónestá

acompañadade un aumentode la NA hipotalámica,que en basea los datos referentesal

metabolismodeestacatecolaminaen el experimentode ayunoy realimentaciónrealizadoen

C. auratus,podríarepresentarun acúmulode NA como consecuenciade una reducciónen

la utilización del neurotransmisor.Sin embargo,no podemosdescartarque tambiénen los

pecesseproduzcaun incrementoen la liberaciónde NA asociadocon la alimentación,de

forma similar a comosucedeen los mamíferos.

2.3. Especificidad del efecto anorético del CRF.

La administraciónICV del antagonistade receptoresdeCRF, a-HelicalCRF[9~¡],

revierte parcialmentela reducción de la ingesta inducida por el CRF en C. auratus,

confirmandoresultadossimilaresobtenidosen la rata(Krahn y cols, 1986; Heinrichsy Koob,
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1992). En estosestudiosse hademostradoque el a-H CRF19411atenúael efectoanorético

producidotantopor el CRF exógeno,comoporel estrés,en las ratasprivadasde alimento,

sugiriéndoseque el CRF endógenodesempeñaríaun papel en la coordinaciónde las

respuestascomportamentalesal estrés.En estecasouno podríaesperarqueel antagonismo

del CRF endógenoelevarála ingesta,efecto que no ha sido demostradoni en las ratas

(Krahn y cols, 1986; Heinrichs y Koob, 1992;Heinrichsy cols, 1993; Racottay cols, 1994)

ni en el presente estudio, donde el antagonistano modifica significativamente el

comportamientoalimentario.En estesentido,se ha sugeridoqueel papelfisiológicodel CRF

en la regulaciónde la ingestatendríalugar únicamenteen determinadascircunstancias,por

ejemplo,cuandolos individuos son expuestosa situacionesestresantes(Heinrichsy Koob,

1992), no estandoprobablementeinvolucrado en la regulación de la alimentación en

condicionesbasales(Racottay cois, 1994), en cuyo caso los nivelesde CRF podríanser

mínimosy entoncesel bloqueoporel antagonistano produciríaefectossignificativos(Cilowa

y cols, 1992). Similarmente,el CRF no contribuye a la regulación de la temperatura

corporal,cardiovascular(Morimoto y cols, 1993)ni gastrointestinal(Mónnikesy cols, 1992)

en las ratasen condicionesnormales,pero desempeñaun importantepapel en el control de

estasactividadesbajo condicionesde estrés.

Como ya comentamosen el apartadode Introducción, el CRF estimula la

liberaciónde ACTH y 13-endorfinade la hipófisis. Se ha sugeridoen mamíferosque los

efectosinhibitorios del CRF sobrela alimentaciónpodríanestarmediadosvía la glándula

adrenal(Gosnelíy cols. 1983),principal órganodianade la ACTH hipofisaria. Además,se

hademostradoqueel corticosteroidesintéticodexametasonasuprime¡aalimentacióninducida

por el estrés(Lowry y Yim, 1980), y que los glucocorticoidesinhiben la ingestade grasas

(York, 1992). Así, la reducciónde la ingestainducidaporel CRF podríaser secundariaal

incrementode los nivelesplasmáticosde corticosteroides,o de la ACTH hipofisaria, incluso

de la 13-endorfinacirculante.

Se ha demostradoen la rataque la hipofisectomíano anulala acción inhibitoria

del CRF sobre la ingesta, y por tanto, la liberación hipofisaria de ACTH y péptidos

derivadosde la POMC no estaríaimplicada en dicha acción(Morley y Levine, 1982). En

los peces,no hemosrealizadohipofisectomíay, por tanto, no podemosconfirmar estas

conclusiones,aunque,la B-endorf;nano pareceestarimplicadaen los efectosdel CRF sobre
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la ingesta,yaqueperiféricamenteno ejerceningúnefectoen la alimentación,y centralmente

la estimulaen C. auratus (De Pedroy cols, 1995c).

La reducción de la ingestión de alimentoen C. auratus inducida por el CRF

administradoICV fue acompañadapor un aumentode los nivelesplasmáticosde cortisol, y

ambasrespuestaseran revertidaspor el antagonistaa-H CRF19411. Así, nosplanteamosun

posible papelde los corticosteroidescomo mediadoresde la respuestaalimentariainducida

por el CRF en los peces.Puestoque era imposiblerealizarunaadrenalectomíaquirúrgica

dadala disposicióninterrenaldel tejido adrenal(Norris, 1985),intentamosllevar a cabouna

adrenalectomíafarmacológicautilizandoparaello nietirapona,un inhibidor específicode la

síntesisde corticosteroidesa nivel de la 11 B-hidroxilasa (Norris, 1985; Thomasy Keenan,

1986).El primer problemacon el quenosencontramosfuequedicho fármacoadministrado

IP reduce,por sí mismo,el comportamientoalimentario,de manerasimilar a comoocurre

con el CRF, lo que complicalas posibles interpretacionesde los resultadosobtenidosen el

grupo que recibía conjuntamenteamboscompuestos.Esta reducción de la ingestapor la

metiraponapodría serdebidaa una mayor liberación de CRE end6geno,ya que con el

fármaco estaríasuprimida la retroalimentaciónnegativaque ejerce el cortisol sobre el

hipotálamo,de formaanálogaa la retroalimentaciónnegativaanivel hipofisariodemostrada

en anguilas(Olivereauy Olivereau,1991b).No obstante,estaposiblidadresultacuestionable

ya que a la dosis de metiraponautilizada en nuestroestudio(y a una inferior y superior,

cuyos datos no hemospresentadopor ser similares), a pesar de atenuarparcialmentela

estimulaciónde los nivelesplasmáticosde cortisol porel CRE, no seobservóunainhibicción

de la síntesisde cortisol. en condici.onesbasales.

El hechode que las dos rutas distintas de administración(ICV e IP) del CRE

incrementenel cortisol plasmático,pero el efectoanoréticode dicho péptido se observe

únicamentetras la administraciónICV en C. auratus, apoyaclaramenteuna mediación

central del efecto del CRF (Glowa y cols, 1992), independientede la activacióndel eje

hipófisis-adrenalen los peces. El incremento de cortisol circulante observadotras la

administraciónIPde cortisol en C. auratus,sin reduccionesdela ingesta,confirmalos datos

anteriormenteexpuestos.

2.4. Control catecolaminérgicodel efectoanorético del CRF.

En los mamíferos se han descrito modificaciones en los niveles de

neurotransmisoresen el SNC asociadasa los cambiosde apetito producidospor el CRE
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(véaserey. Glowa y cols, 1992).En nuestroestudioencontramosqueel CRF ICV produce,

concomitantemenecon su efectoanorético,unareduccióndel contenidohipotalámicodeNA

y DA, efectosque son antagonizadosporel a-H CRFI9AII en C. auratus. Esto nos llevó a

planteamossí las modificacionesen el sistemacatecolaminérgicosedanresponsablesde la

acción supresoradel CRE sobreel comportamientoalimentario, sin excluir la posibilidad

inversade que la reducciónde la ingestainducida por el CRF fuera la responsablede la

disminuciónhipotalámicade NA y DA. De hecho, los estudiosde ayunoy realimentación

ya comentados,indican unaasociaciónde estascatecolaminascon el estadonutricional del

animal,disminuyendocon el ayunoy observándoseun aumentocon la ingestiónde alimento.

No obstante,a la vista de los resultadosobtenidoscon otros neuropéptidosque provocan

modificacionesde la ingesta(véaselos apanadoscorrespondientesa la B-endorfina y la

galanina)sin observarsecambiosde las catecolaminasmencionadas,creemosquela distinta

tasade ingesta(por ejemplo,una reduccióntras el tratamientocon CRE) no secorrelaciona

con modificacionesen el contenidohipotalámicode NA y DA. Porotro lado, el hechode

que el tratamiento únicamentecon CRE (Fig. 44) no provocarámodificaciones de las

catecolaminasa las 8 h de las inyecciones,no estáen desacuerdocon los datose hipótesis

presentadasa continuación, donde el CRE produce una reducción de la NP. y DA

hipotalámicasa las 2 h del tratamiento,si tenemosen cuentael tiempo transcurridodesde

la administraciónICV de CRE y la tomade muestras.Así, la faltadeefectoa las 8 h podría

reflejar la acción del neuropáptidoa tiemposconos,comoha sido descritoal estudiarsu

papelen la regulaciónde la ingestaen los peces(De Pedroy cols, 1993).

En relacióncon las posibles interaccionesdel sistemacatecolaminérgicocon el

CRF en su respuestaalimentaria,existenpruebasestructuralesa favor en los mamíferos,

donde se han descrito conexionessinápticas entre las neuronassintetizadorasde CRF,

presentesen el núcleo paraventricular,y fibras adrenérgicas(Liposits y cols, 1986) y

dopaminérgicas(Liposits y Paulí, 1989), habiéndosedemostradouna interacción en la

regulaciónde otrasfunciones,como una activación del eje hipotálamo-hipófisis-adrenalpor

la estimulaciónde receptoresa1-adrenérgicosidentificadosen regionesinmunorreactivasal

CRE (véase rey. Whitnall, 1993; Ur y Grossman, 1994). Por tanto, a partir de esta

información nos propusimos estudiar la implicación del sistema cv-adrénergico y

dopaminérgicoen la reducción de la ingestapor el CRF en C. auratus. El hechode no

estudiarinicialmenteel sistemaB-adrénergicoresponde,porun lado, a queno observamos

modificacionesde la A hipotalámicaasociadaal efectoanoréticodel CRF en C. auratus,y
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porotro, a quelos receptores13 (B1 y B2) no estánimplicadosen el efectoanoréticode la NA

en las ratas(Racottay Soto-Mora,1993).Estoesapoyadoporvariospuntosya mencionados

en la Introducción,comoquela A seencuentraen concentracionesmuy bajasen el encéfalo

delos telósteosy no tieneunafunciónconocida,no existiendodatosrespectoa los receptores

fi.

Se sabeque los receptoresadrenérgicosa1 y a2 tienenfuncionesantagónicasen

la regulaciónde la alimentaciónen los mamíferos(véaserey. Wellmany cols, 1993). Así,

mientras que la activación de los receptoresa2 dentro del NPV estimula la ingesta

(Leibowitz, 1986; Capuanoy cols, 1992a),la activacióndelos a1 suprimeel comportamiento

alimentario(Morien y cols, 1993; Racottay Soto-Mora,1993).Nuestrosresultadosmuestran

quelaadministraciónICV de yohimbina(antagonista&2) reducesignificativamentela ingesta,

mientrasque aunqueel prazosin (antagonistaa~) incrementala ingesta,ésta no resultó

estadísticamentesignificativa. No obstante, en el estudio de la interacción receptores

adrenérgicos-galanina(Fig. 75) en C. auratus,encontramosuna estimulaciónsignificativa

de la alimentaciónporel prazosín,lo quenospermiteafirmarquedicho fármacoICV actúa

como activador de la ingestión de alimento. La falta de significación estadísticaen el

expenmentocon el CRF puedejustificarse bien en base a la propia variabilidad de la

respuestade los animalesaestosantagonistas,o tambiénal hechodeutilizarcomoestadístico

un ANOVA en el que se incluyen todoslos grupos,amortiguándoseciertasdiferenciasentre

paresde grupos. Por tanto, y puestoque las tendenciasen ambosexperimentosson las

mismas,el antagonistaa1 estimulala ingestay el a2 la reduce,podemossugerirunaposible

activaciónadrenérgicade los receptoresa2 y a1, respectivamente,por la noradrenalina

endógena.No obstante,no podemosdescartarefectosinespecíficosde estosantagonistas

sobre la alimentaciónen C. auratus y que no han sido aún probadosen la bibliografía

disponible.

En basea los resultadosobtenidoscon los antagonistasadrenérgicosen los peces,

cabríaesperarque los agonistastuvierantambiénfuncionesantagónicasy opuestasa las de

sus respectivosantagonistas.Dehecho,en los mamíferos(véaserey. Wellmany cols, 1993)

los agonistasde tipo a1 reducenla ingesta(Morien y cols, 1993), mientrasque los de tipo

a2 la estimulan(Capuanoy cols, 1992a). En cambio,en nuestroestudioambosantagonistas

parecenno modificar la ingesta,con unatendenciaa la reducción.Resultadifícil explicar

estos resultados,especialmenteen lo referentea la clonidina (agonistaa2-adrenérgico),de

la quehabríacabidoesperarla respuestatotalmentecontraria,esdecir,unaestimulacióndel



y. DISCUSIÓN 220Regulacióndel apetitoen teleósteos

comportamientoalimentario,quebien puedeinterpretarsepor unacuestióndedosiso de no

ser claramenteespecificoen los teleósteos.

En definitiva, los datos más interesantesy que respondenal objetivo inicia]

vienendadospor el pretratamientocon los antagonistasantesde inyectarICV el CRF. Los

resultadosal respecto,demuestranque el prazosín,pero no la yohimbina, bloqueael efecto

anoréticodel CRE en U auratus,sugiriendoquedichoefectoen los pecesestámediadovía

receptores&í~” like” adrenérgicos.

Cuandoanalizamoslos datosreferentesa las catecolaminasy sus metabolitosen

el hipotálamo,observamosqueel CRFreducelos nivelesdeNA, junto a un ligeroaumento

de la relaciónI-IMPG/NA, indicandosegúnla hipótesispropuestaparalos estudiosdeayuno

unaactivacióndel sistemanoradrenérgicoen peces,queen estecasoactuaríaprincipalmente

a travésde los receptoresa1, conocidoscomoinhibidoresde la ingestaen mamíferos(Morien

y cols, 1993; Racotta y Soto-Mora, 1993; Wellman y cols, 1993), y que mediaríanla

respuestaanorética del CRE. Aunque la NA es un ligando endógenoque se une

predominantementea adrenoceptoresde tipo a2, tambiénpresentaunacierta actividad a1,

pudiendoestimularo reducir la ingestaen función del balancerelativode la actividadde

estosdos tipos de receptores,quevaríabajo determinadascondiciones(véaserey. Wellman

y cols, 1993). Así, el CRF podría actuarfacilitando y/o potenciandolos efectosde la NA

a travésde los receptorespostsinápticosa~, medianteun incrementoen la actividadde estos

receptoresrespectoa los a2, aunque,por el momento, desconocemosel mecanismo(s)

responsable(s)de estaaccióndel CRF en C. auratus.

Ambosantagonistasadrenérgicosrevierten la reducciónde NA inducidapor el

CRF en nuestro estudio, aunque sólo el prazosín bloquea la reducción de la ingesta

provocadapordichopéptido. Así, parecequeapartede los efectossobrela alimentación,los

antagonistaspuedeninteraccionarcon el CRF en su acciónsobreel sistemanoradrenérgico.

Estasinteraccionespuedenocurrir, comoseha descritopara otrosantagonistas,a distintos

niveles(SloIey y cols, 1991): 1) en la síntesis,transporteo actividadtirosina hidroxilasa u

otras enzimas responsablesde la síntesisde las catecolaminas;2) en la recapturay el

almacenaje;y 3) a nivel de los receptorespresinápticosque ejercenuna retroalimentación

negativasobrela síntesisy liberación del neurotransmisoren cuestión(Paezy Leibowitz,

1993).
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Existe unagran controversiaacercadel efectode la DA sobrela alimentaciónen

los mamíferos,habiéndosesugeridoquedichoefectopuedeserdependientede la dosis (las

dosis bajasestimularíanla ingesta,mientrasque las altasla reducirían)y de la regióndel

encéfaloqu seestudie(acciónanoréticaen el áreaperifornicaldel hipotálamoe hipotálamo

lateral, y estimuladoraen el hipotálamo lateral,estriadoventrolateraly núcleoaccumbens)

(véaserey. Morley, 1987; Bakshi y Kelley, 1991a y b; Blundelí, 1991; Morley y Silver,

1991). Esto haceque en ocasionesencontremosen la bibliografía el mismo efectotras el

tratamientotantoconagonistascomo con antagonistasdopaminérgicos(Terry y Katz, 1994),

inclusoefectosdiferentescon el mismo tipo de antagonistas,porejemplo, unaestimulación

(Clifton y cols, 1991) y una reducción (Doung y Weingarten,1993) de la ingestatras el

tratamientocon antagonistasU,.

Concretamente,en nuestroestudioobservamosquelos agonistasdopaminérgicos

utilizados (D1, SKF 38393; D2, quinpirol) tienen el mismo efecto sobre la ingesta,

reduciéndola,efecto que ha sido demostradopreviamentecon agonistasdopaminérgicos

generales(Capuanoy cois, 1992b)y recientemente,al menos,parael SKF 38393 en lasratas

(Terry y Katz, 1994). Por otro lado, los antagonistaspresentanefectosopuestosa los

agonistasen C. auratus, coincidiendocon los resultadosde Clifton y cols (1991)en ratas,

dondediferentesantagonistasde tipo D2 estimulanla ingesta,y el SCH 23390 (antagonista

D1) no presentaningún efectosignificativo sobrela alimentación.En relacióncon esteefecto

similar quedesarrollanlos agonistasD1 y D2 porun lado, y los antagonistasde ambostipos

de receptoresdopaminérgicosporotro, en C. auratus,pensamosqueo bien los dostiposde

receptoresfuncionanen el mismo sentidocomo seha observadoen los mamíferos,dondela

DA reducela ingestao la estimulasegúnla dosisutilizaday/o el áreaencefálicaestudiada,

pero no segúnel tipo de receptorquemedie la respuesta,o quecomo ha sido sugeridopor

Winberg y Nilsson (1993) la divergenciapresenteen los distintos subtiposde receptores

monoaminérgicosen los mamíferosno seatan pronunciadaen otros vertebrados,pudiendo

exitir un único receptor dopaminérgicoen los peces. No obstante,recientementese han

descrito ambos tipos de receptoresdopaminérgicos(D1 y D2) al menos en un pez,

concretamenteen la hipófisis y en el encéfalode Anguilla anguilla (Cardinaudy cols, 1994).

El pretratamientocon los antagonistasdopaminérgicosSCH 23390 y sulpirida

antesde la administraciónICV de CRE ha puestodemanifiestounaimplicacióndel sistema

dopaminérgicoen la respuestaanoréticade esteneuropéptidoen C. auratus,ya que ambos
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antagonistasreviertendichaaccióndel CRE, sugiriendoquereceptoresdopaminérgicos-”like”

podríanmediarestaacciónen los peces.

Respectoal significadode la reducciónde DA por CRF, asociadaa un ligero

incrementode su metabolismo(DOPAC/DA elevada),estosdatospodríanindicar, como ya

comentamosen el casode la NP., una activacióndel sistemadopaminérgico,que mediaría

la reducciónde la ingestaobservadatras el tratamientocon CRF. Esto coincidiría con el

papel inhibitorio que se le haotorgadoa la DA en la regulaciónde la alimentaciónen los

mamíferos,a pesarde la controversiaexistente(véaserey. Leibowitz, 1986; Wilber, 1989;

Hoebel y Hernández,1993). No obstante,ya que a pesar del incrementode la relación

DOPAC/DA no pudimosobservaruna elevacióndirecta de los nivelesdel metabolito, no

podemosdescartarque el CRE y la DA interaccionenen la regulaciónde la ingestaen los

pecesa travésde otros mecanismosdistintosal propuestoen estaMemoria.

El agonistay antagonistaD1 inducenun efectosimilar al descritoparael CRF

sobrela DA hipotalámicay su metabolismo.No tenemosdatossuficientesparadeterminar

como actúanestosfármacosa nivel del sistemadopaminérgico,aunqueuna reducciónde la

DA ha sido tambiéndescritatrasel tratamientocon el fármacodomperidona(antagonistaD2)

en C. auratus(Sloleyy cols, 1991),sugiriendoestosautoresdistintasposibilidadessobreel

nivel al quepuedeactuarla droga, quecomentamosanteriormenteal tratar los antagonistas

adrenérgicos.

Aunqueno existenestudiosquedescribanreceptoresde CRF en el SNCde los

peces,sin embargo,sehademostradounaproducciónde factoresCRF-”like” y la presencia

de cuerposcelularesinmunorreactivosal CRF en el núcleopreópticodel encéfalode los

teleósteos(Yulis y cols, 1986; Tran y cols, 1990). Concretamente,en C. auratus, se ha

identificadoactividad CRE en el núcleo tubeñslatera/ls y preóptico (Yulis y cols, 1986;

Fryery Ledereis,1986).Además,esampliamenteconocidoqueel CRE estimulala secreción

de ACTH de las células corticotrópicas de la adenohipófisisen todos los grupos de

vertebrados,incluyendo los peces(Norris, 1985), lo quejunto a la alta conservaciónde la

secuenciadeaminoácidosdeestepéptido entrelas diferentesespeciesestudiadas(Gillies y

cols, 1989; Lederisy cols, 1990),sugiereque el CRE podríatenerun papel fisiológico a lo

largodel procesoevolutivo. Aunque,el péptidoCRE comercialessólodisponibledeespecies

demamíferos(rata,ovejao humano),nuestrosresultadosindicanunaaccióncentraldel CRE

(deorigenmamífero)sobrela regulaciónde la alimentaciónde los peces,y en estesentido,
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estecontrol de la alimentaciónpor factoresCRE-” like’ podríaserun ejemplode un proceso

fisiológico altamenteconservadoa lo largo de la evolución de los vertebrados.

3. REGULACIÓN DE LA INGESTA POR B-ENDORFINA.

3.1. Efecto de la 8-endorfina sobre la ingesta.

Nuestrosresultadosmuestranque la administraciónICV de I3-endorfina(0,1 y

1 Mg) incrementala ingestaa tiempos cortos en C. auratus (De Pedro y cols, 1995c),

confirmandoestudiosprevios realizadosen mamíferos,donde la 13-endorfinaproduceun

efectoestimuladorsobreel comportamientoalimentariocuandoseadministracentralmente

(Grandisony Guidotti, 1977; McLay y cols, 1981; Leibowitz y Hor, 1982; Baile y cols,

1986; Morley, 1987; Roberty cols, 1989).

El hechode que el efecto estimuladorde la Il-endorfina sobrela alimentación

fuera observadodurantelas 2 primerashorasdespuésdel tratamiento,pero no duranteel

siguienteintervaloestudiado(2-8h), sugierequeestepéptido opioideactúaa tiemposcortos

en la carpadorada.Se ha observadoun resultadosimilar con otros neuropéptidos,comoel

CRE y la bombesina,implicadosen la regulaciónde la alimentaciónen C. auraws.El CRE,

comoya hemosdescritoen el apartadoanterior, reducela ingestiónde alimentoa las 2 h,

sin un efecto anoréticodurante las 6 h siguientes(De Pedroy cols, 1993); y tanto la

bombesinacomo la colecistoquininaproducenalteracionesdel comportamientoalimentario

desdelos primeros 15 mm de recibir la comida, que equivalen a 30 mm despuésde las

inyecciones(Himick y Peter, 1994ay b). Los opioidestambiénpuedenmodificar la ingesta

desdetiemposmuy cortos(15 ó 30 mm) despuésdel tratamientoen vertebradoshomeotermos

(McLay y cols, 1982; Denbowy McCormack, 1990; Nencini y Graziani, 1990; Beckowska

y cols, 1992 y 1993).No obstante,estasalteracionestempranasde la ingestaproducidaspor

los opioidespuedenserconservadasdurantealgunashorasmás, comoocurreen los datos

expuestosen Ja presenteMemoria. Así, el incrementode la ingestaacumulativapor la 13-

endorfinaobservadoa las 8 h, reflejadala acciónestimuladorade dicho péptidoa tiempos

cortos(2 h), y que esmantenida,al menos,8 h despuésdel tratamiento.

La administraciónperiféricade 13-endorfina, en contrastecon la central, no

modifica la ingestión de alimento, lo que sugiere que este opioide regula la ingestavía
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mecanismoscentralesen C. auratus,deacuerdocon los estudiosdescritosen homeotermos

(véaserey. Levine y cols, 1985; Baile y cols, 1986; Morley, 1987). Así, estos resultados

proveennuevasevidenciaspara un posiblepapelcentralde la 13-endorfinaen la regulación

de la alimentaciónen vertebrados,concretamenteen los peces. No obstante,nuestros

resultadosno descartanotra hipótesis, como que la B-endorfinafuera metabolizadamás

rápidamenteen la periferia, por ejemploen la sangre, que en el líquido cefalorraquideo,

comosehadescritorecientementeparaelneuropéptidoTyr-MIF-I (Tyr-Pro-Leu-Gly-NH2),

que presentauna alta estabilidaden el líquido cefalorraquideo,consistentecon su papelen

el SNC (Kastin y cols, 1994a). En este casoconcreto,a los 3 mm de la incubacióndel

péptidoTyr-MIP-l en el plasma,seha degradadouna grancantidaddedichopéptido(Kastin

y cols, 1994b), permaneciendo,en cambio, fundamentalmenteintacto cuando se incuba

durante8 díasen el liquido cefalorraquideo,lo quesugierequelos efectoscentralesdedicho

péptidoseríanmás una cuestiónde permanerintacto durantemástiempoen el SNC (Kastin

y cols, 1994a). Cultivos in vitro de la 13-endorfina,o el péptido en cuestiónque se este

estudiando,en plasmay líquido cefalorraquideode C. auratus aportaríandatos sobreel

metabolismode esteopioide en los peces,importantesparaabordarestahipótesis.

Actualmente,sedesconoceel mecanismode acciónde los opioides(I3-endorfina)

en la regulaciónde la ingesta en C. auratus y las estructurasencefálicasespecíficas

implicadasen dicha regulación..Basadosen los estudiosque ponende manifiestoal lóbulo

inferior como centrode la alimentaciónen los peces(véaserey. Peter, 1979; Cuencay

GarcíaGallego,1987), y en los estudiosautorradiográficosqueindican la presenciade sitios

de unión depéptidosopioidesen el hipotálamode los peces(Pert y cols, 1974; Bird y cols,

1988; Nicholson y cols, 1994), se puedesugerir, que un posible sitio de acción para la

mediacióndel efecto central estimuladorde la B-endorfinasobre la ingestaen C. auratus

podríaserel hipotálamo.

3.2. Interacciones B-endorfina-hormonas tiroideas-catecolaminas.

Como ya tratamosen el apanadoanterior, los nivelesplasmáticosdeglucosase

incrementanen los pecesalimentadosrespectoa los que no recibenalimento,pero no seven

modificadospor la distinta cantidaddecomidaingerida. Así, dela mismamaneraqueen los

pecesinyectadoscon CRE, cuyaingestaera reducida,no seobservaronreduccionesen los

nivelesplasmáticosde glucosa, la estimulaciónde la ingestapor la B-endorfinao galanina
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tampocoes acompañadapor incrementosde la glucosaen sangre. Por tanto, una posible

modificaciónde laglucosaplasmáticaen los pecesseríadebidaa la acción de estospéptidos

independientementede sus efectossobrela ingesta.Concretamente,en nuestroestudio la 8-

endorfinano pareceejercer ningunaacción en los nivelesplasmáticosde glucosa, lo que

coincidecon los estudiosde Khawajay Green(1991),donde la 13-endorfinaadministradaIP

no modifica la glucosaen sangreen ratonesnormalesni en los genéticamenteobesos.No

obstante,los efectosde la Il-endorfina, y en generalde los opioides, sobreel metabolismo

de laglucosadependende laespecieestudiada,la dosisutilizaday la rutadeadministración,

demaneraque, por ejemplo,la 8-endorfinaIP reducelos nivelesplasmáticosde glucosaen

los perros,mientrasquela administraciónICV deuna dosisbajano los modifica, y ladeuna

dosisalta los eleva (Molina y Abumrad, 1994).

Se sabeque los péptidosopioidesmodulanla secreciónde tirotropina(TSH) en

mamíferos,aunqueel papelque desempeñanno estátotalmenteclarificado, ya que se ha

descritoqueestimulanla secrecióndeTSR en los humanos(Samuelsy cols, 1994), mientras

que estudiosde inmunoneutralizaciónde los opioidesen las ratashan sugeridoque dichos

péptidos inhiben la secreciónde TRH, TSH y los nivelesplasmáticosde las hormonas

tiroideas(Mitsumay cols, 1993).En C. auratus, el contenidotiroideo de 13 y 14 no sevió

afectadotras la administraciónICV de la J3-endorfina.Al no existir otros estudiossimilares

que evaluénlas HT en el tiroides, y a la vista de los efectosdiferentessegúnla especie

estudiadaen mamíferos, resultadifícil poder concluir con nuestrosdatos iniciales sí los

opioidesdesempeñanun papelen el eje hipotálamo-hipófisis-tiroideode los peces.Por otro

lado, aunquese ha descrito una correlaciónentre la actividad tiroidea y la cantidad de

alimento en los peces(Bales, 1988; Balesy Shostak,1985b),el distinto gradode ingestión

de alimento no modifica el contenidotiroideo de HT en C. auratusen el presenteestudio.

No obstante, hay que tener en cuenta que los animaleseran inicialmente saciados, y

posteriormenteseestablecíanlas diferenciasde ingestaentrelos controlesy los tratadoscon

Il-endorfina, pudiendo ser la presentacióninical de comida, que conduce al estadode

saciedad,la señalque modificaríala actividadtiroidea en los animales,y no las diferencias

en la cantidadde alimentoingerido posteriormente.

Numerososestudioshanpuestode manifiestola existenciade interaccionesentre

el sistemaopioide y catecolaminérgico,quevaríandependiendodel áreadel encéfaloy del
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tipo de receptoropioide. Así, en la rata, los receptores#c modulan la liberación de DA,

inhibiéndola en el mesencéfaloventral (Smith y cols, 1992; Ronken y cols, 1993); los ¿

estimulan el metabolismo de la DA en el núcleo accumbensy en la eminenciamedia

(Manzanaresy cols, 1993), y los g inhiben la liberación de NA en el locus coeruleus

(Ronken y cols, 1993; Raymon y Leslie, 1994). El hecho de que no encontremos

modificaciones del contenido hipotalámico de catecolaminas(NA, A y DA) como

consecuenciadel tratamientocon la 13-endorfinaen C. auratus, puedeser debido a que el

análisisde lascatecolaminasserealizó no en núcleosconcretos,sinoen el hipotálamoentero,

midiendoel contenidototal decadacatecolamina,incluyendola cantidaddecatecolaminano

sólo liberada, sino tambiénla sintetizaday la almacenada.Por tanto, nuestroanálisis no

permite descartarque existan interaccionesdel sistemaopioide y catecolaminérgicoen el

SNCde los peces.similaresa las descritosen los mamíferos.

3.3. Control por los distintos tipos de receptoresopioidérgicos.

La naloxona,es un antagonistageneral no selectivode los péptidosopioides

ampliamenteestudiadoy que, comohemosvisto en la Introducción,reducela ingestaen una

gran variedadde situacionesy especies(véaserey. Levine y cols, 1985; Baile y cols, 1986;

Morley, 1987; Zwaan y Mitchell, 1992; Giraudo y cols, 1993; Yeomansy cols, 1993).

Nuestrosresultadosconfirman dicho efecto supresorde la naloxonasobrela alimentación

tambiénen los peces, y apoyanla aceptacióngeneral de que los agonistasde opioides

estimulanel comportamientoalimentario,mientrasque los antagonistaslo reducen(Olson

y cols, 1991, 1992 y 1993). El hechode que la naloxonaadministrada¡CV disminuya la

ingesta,podría ser el resultado de la interrupción de la actividad del sistema opioide

endógeno(Denbow y McCormack, 1990). No obstante,no podemosdescartarque dicha

reducciónde la ingestaseaconsecuenciade un efectoinespecíficode la naloxona,aunqueno

sepuedeatribuir a unadesregulaciónmotorageneralni a unaaversióninducidapor la droga,

al menos,en mamíferos(Coopery cols, 1985). En numerososestudios,sehan administrado

los antagonistasy agonistasopioidérgicosjuntos, de maneraque cuandoel antagonista

bloqueael efectodel agonistasobrela ingesta,seconcluyequeel agonistaestáactuandovía

receptoresopioides(Baile y cols, 1986). Por tanto, a la vistadel bloqueoparcial que ejerce

la naloxonasobreel efecto estimuladorde la alimentacióninducido por la 13-endorfina,

sugenmosque este oploide puedeestaractuandoa través de receptoresopioidérgicos,de
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acuerdocon los estudiosrealizadosen otros vertebrados(véaserey. Baile y cols, 1986;

Morley, 1987; Olson y cols, 1993).

Los agonistas¿5- (OPEN), ¡c- (U-50488)y ~-opioidérgicos(DAMGO) utilizados

en este estudioestimulan la ingestaen C. auratus, como ha sido descrito en numerosos

estudiosrealizadosen los mamíferos(Coopery cols, 1985; Olson y cols, 1991, 1992 y 1993;

Bakshi y Kelley, 1993; Gosnelí y Patel, 1993). En cuanto a la administraciónde los

antagonistassólos, mientras que la naloxona,como hemosvisto, reducela ingestaen una

granvariedadde situaciones,los efectosde los antagonistasespecíficos,comoDALCE (5k),

naltrindol (‘~2), nor-binaltorfimina(nor-BNI, 1<), J3-funaltrexamina(13-ENA, ¡t), naloxonazina

(sD, etc., varíandependiendode las condicionesparticularesdel estudio, reduciendola

ingestao no teniendoningún efecto significativo (Can y cols, 1991; Olson y cols, 1992;

Beczkowskay cols, 1992 y 1993; Levine y cols, 1990). Concretamente,bajo nuestras

condicionesexperimentalesy a las dosisutilizadas,ningunode los antagonistas(BNTX, ~

naltriben, ~2; nor-BNI; ¡3-ENA y naloxonazina)altera significativamenteel comportamiento

alimentario, mostrandonivelesde ingestión similareso inferioresa los observadosen los

controles,a excepciónde la B-FNA, quepareceaumentarligeramentela ingesta.Aunquela

13-ENA esun antagonistaji irreversible,tambiénesun agonista1< reversible,de maneraque

tieneun efectobifásico,estimulandola ingestaen las primerashoras,paradespuésreducirla

(Olson y cols, 1991; Beczkowskay cols, 1993).Además,dichoefectoestimuladorpor la 13-

FNA observadoa las 3 horas,esrevertidopor el antagonistanor-BNI, indicandoqueesun

efecto mediadopor receptoresx (Atiune y cols, 1990). Por tanto, debido al poco tiempo

transcurridoentrelas inyeccionesy la valoraciónde la ingesta(2 Ii), los efectosobservados

tras la administraciónde B-FNA en nuestroestudioson debidosmuy probablementea su

accióncomo agonista¡a

De los numerososestudiosrealizadosen mamíferosen buscadel tipo de receptor

opioídérgicoresponsablede la regulaciónde la alimentaciónporopioides,se ha demostrado

queel receptor« (nor-BNI) estáimplicado en la ingestanocturna,ingestade dietasricas en

grasasy en la ingestaestimuladapor la 2-deoxy-D-glucosa(2DG) (Arjune y Bodnar, 1990).

Similarmente,el receptorji (I3-FNA) estátambiénimplicado en la ingestade dietasricas en

grasas,en la ingestaestimuladapor2DG o ayunoy en la ingestaespontánea,(Arjune y cols,

1990),siendolos dosprimerosefectosdependientesdel receptor$2, mientrasque la ingesta

espontáneao estimuladaporayunodependede los ji
1 (Beczkowskay Bodnar, 1991).A pesar

dequelos agonistas¿5 estimulanla ingesta,el pretratamientocon antagonistasdel mismotipo
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de receptoresno pareceafectarningunade las situacionesanteriormentedescritas,indicando

un papel menos importanteen la regulaciónde la alimentaciónque los receptoresji o «

(Arjune y cols, 1991).

En la presenteMemoria,hemosrealizadoun estudiodelos receptoresimplicados

en la regulaciónde la alimentaciónpor opioidesen peces.de maneraque los resultados

obtenidosde la administracióncombinadade los antagonistascon la B-endorfina,ponende

manifiestoque ni DALCE, naltriben,nor-BNI ni 13-ENA, a las dosis y tiempos utilizados,

bloqueanel efecto estimuladorde la B-endorfinasobre la ingestaen C. auratus, que es

antagonizado,en cambio,por la naloxonazina.A la vistadeestosresultados,sugenmosque

el incrementode la alimentacióntras la administraciónICV de 13-endorfinaes mediadopor

receptoresji~ en la carpadorada.No obstante,no podemosdescartaruna implicaciónde los

receptores$2’ ya que un posiblebloqueopor la ¡VENA ~ +ji2) (aunqueen nuestroestudio

no fue obtenido por actuarcomo un agonista«) podría indicar, tanto, un bloqueode los

receptores jis, demostradopor la naloxonazina,como de los $2, que no puede ser

directamentecomprobadoporno existir en el momentodel estudioantagonistasespecíficos,

o un bloqueode los dos subtiposde receptoresp. El hechode que la Il-endorfina es un

ligando con afinidadprincipalmentepor los receptoresji y 5 (Akil y cols, 1981), y los datos

obtenidospor Brooks y cols (1994)que no han detectadositios de unión ¿5 en el encéfalode

C. auratus,apoyanla posibilidadde descartarlos receptoresx y ¿5 comoresponsablesdel

incrementode la ingestainducidopor la 8-endorfinaen C. auratus.

La regulación de la alimentación por péptidos opioides ha sido estudiada

principalmenteen especiesde mamíferos(véaserey. Baile y cols, 1986; Levine y cols, 1985;

Morley, 1987; Olson y cols, 1991, 1992y 1993),existiendotambiénestudiosal respectoen

aves (Denbow y McCormack, 1990; Deviche, 1992) y en determinadasespeciesde

invertebrados,como en el moluscoLimax (Kavaliers y cols, 1984; Wong y cols, 1991).

Actualmentepodemosampliarestalista, incluyendoel grupode los peces(DePedroy cols,

1995), quejunto al hechode un sistemaPOMC-péptidosderivados(B-endorfina)altamente

conservadoen gnatóstomos(Doresy cols, 1990; Doresy cois, 1993ay b) refuerzala idea

de la conservacióndeunafunción(alimentación)mediadaporel mismo sistemapeptidérgico

(opioide)a lo largo de la escalafilogenética.
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La relevanciafisiológicade nuestrosresultadoses apoyadaporun gran número

de evidenciasen los peces. Por un lado, mediantetécnicas inmunocitoquimicasse han

encontradocompuestosendorfina-”like” en diferentes áreasdel encéfalo de los peces

(Follénius y Dubois 1978ay b; Dubois y cols, 1979; Nozaki y Gorbamn, 1984; Vallarino,

1985),en dondetambiénsehademostradola distribucióndesitios de unión deopioides(Pert

y cols, 1974, Bird y cols, 1988; Nicholsony cols, 1994). Además,seha caracterizadola

secuenciadel ARNm de la POMC en salmónidos(Somay cols, 1984) y sehan detectado,

aisladoy purificado diferentesformasde endorfinaen los peces(Kawauchi y cols, 1980;

Doresy cols, 1988; Doresy cols, 1993b;Doresy cols, 1994). Porotro lado, ademásde los

efectossobreel comportamientoalimentarioexpuestosen estaMemoria, seha demostrado

la influenciade lospéptidosopioidesen unagran variedadde funcionesen C. auratus,como

la habituaciónal miedo (Olson y cols, 1978), percepcióndel dolor (Enrensingy Mitchell,

1982>, termorregulación(Kavaliers,1983),secreciónde gonadotropina(Rosenblumy Peter,

1989), comportamientode las agrupacionessociales(Kavaliers, 1989), y regulacióndel

sistema inmune de forma general en los peces(Cooper y Faisal, 1990), resaltandola

importanciade un sistemaopioide capaz de modular diferentesrespuestasfisiológicas y

comportamentalesen los peces.

4. REGULACIÓN DE LA INGESTA POR GALANINA.

4.1. Efecto de la galanina sobrela ingesta.

Los presentesresultadosponen de manifiesto una acción estimuladorade la

ingestapor la galaninaen C. auratus(DePedroy cols, 1995d),comoha sido previamente

demostradoen los mamíferos(Kyrkouli y cols, 1986; Leibowitz y Kim, 1992; Corwin y

cols, 1993; Crawley y cols, 1993; Schick y cols, 1993; Tempel y Leibowtiz, 1993). La

mayoríade estosestudios,incluyendo el nuestro, utilizan el modelo de animalessaciados

paraprobarel efectoestimuladorde la ingestapor galanina.Sin embargo,estosexperimentos

no nos permiten decidir si la galanina,u otro estimuladorde la alimentación,ejercesus

efectospor activación de las señalesde alimentación,o por supresiónde las señalesde

saciedad,o por ambos mecanismos.Schick y colaboradores(1993), demostraronque la

galaninaincrementala ingestatanto en ratassaciadascomo en ratasprivadasde alimento,

en las que las señalesde saciedadno son operativasal principio de la alimentación,lo que
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sugierequela galaninaactúaestimulandoel comportamientoalimentarioy no porpostponer

el tiempo en alcanzarel estadode saciedad.

En C. auratus, se ha demostradoque otros neuropéptidoscomo el CRE (De

Pedroy cols, 1993), la bombesina(Himick y Peter, 1994a), la colecistoquinina(Himick y

Peter, 1994b)y la 13-endorfina(De Pedroy cols, 1995c)ejercensu acción sobrela ingesta

a tiempos cortos. Respectoa la galanina, tambiénencontramosun resultadosimilar, de

maneraqueel incrementode la ingestainducidopor la galanina,a las dosisde 1 y 3,33 jig,

fue observadoa las 2 h de las inyecciones,pero no durantelas 6 Ii siguientes.Un efecto

estimuladordedichopéptido a tiemposcortos(20 6 30 mm posttratamiento)ha sido también

observadoen las ratas(Kyrkouli y cols, 1986; Leibowtiz y Kim, 1992; Crawley y cols,

1993).Concretamente,Schicky colaboradores(1993),cuantificandola ingestaen intervalos

de 20 mm durante4 h, demostraronque el incrementode la alimentaciónpor la galanina

ocurría,principalmente,en el primer intervalo de 20 mm, quedandoreflejadoen todos los

datossiguientesde la ingestaacumulativa,A la vista de todos estosresultados,el aumento

de la ingestaacumulativaa las 8 h del tratamiento,inducido por la galanina,en la carpa

dorada,es, probablemente,debidoal incrementoinicial de la ingestadurantelas 2 primeras

horas.

Deacuerdocon estudiospreviosrealizadosen las ratas(Kyrkouli y cols, 1986),

la galaninafue ineficaz en la estimulacióndel comportamientoalimentarioen C. auratus

cuandose administraperiféricamente,apoyandoque la galaninaestá involucradaen la

regulacióncentral de la alimentación, también en los peces.No obstante,no podemos

descartarque la galaninafuera metabolizadamás rápidamenteen la periferia que en el

líquido cefalorraquideo,como ya hemoscomentadoen el caso de la 8-endorfina.De hecho,

seha demostradoen mamíferosque la vida mediadela galaninaen el hipotálamoes de 100

mm (Land y cols, 1991), mientrasque en el plasmaesde4,6 mm (Harling y Holst, 1992),

lo que indicarla , por tanto, quela galaninaen sangrees inestable.

Respectoal posiblesitio(s) de acciónde la galanina,estudiosautorradiográficos

han descrito sitios de unión a la galaninaen el encéfalode los peces,encontrándoselas

densidadesmásaltasen el hipotálamoposterior,lo que sugeriríala presenciade receptores

degalaninaen esteárea(Moons y cols, 1991).Además,seha localizadomaterialgal-ir en

determinadasregioneshipotalámicashomólogasal NPV de los mamíferos(Merchenthalery

cols, 1993), dondela galaninaejercela estimulaciónde la alimentación(véaserey. Morley,
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1987; Morley y Silver, 1991). Por tanto, el hipotálamopuederepresentar,probablemente,

un sitio de acción, dondese media la estimulaciónde la alimentaciónpor galaninaen los

peces,comoha sido previamentesugeridoparaotros neuropéptidosimplicadosen el control

del apetitoen C. auratus(De pedroy cols, 1993 y 1995c;Himick y Peter, 1994a y b).

4.2. Interaccionesgalanina-hormonas tiroideas-catecolamínas.

Los resultadosde los niveles de glucosaen plasma,el contenidotiroideo de

hormonastiroideasy lascatecolaminashipotalámicascuandoadministramosICV cualquiera

de los dospéptidosestimuladoresde la ingesta,B-endorfinao galanina,son similares,y por

tanto, la discusiónque versasobredichosdatosexpuestaen el apartadocorrespondientea

la 8-endorfinapodríaserextrapoladaigualmenteal casodela galanina,queen estemomento

estamostratando. Por tanto, sólo mencionaremosaquí, algunosaspectosespecíficosde la

galanina.En cuantoa la relaciónde la galaninay la glucosa,sesabequeestepéptido actúa

como neurotransmisorpancreáticoinhibiendo la secreciónde insulina y estimulandola de

glucagón,produciendoconsecuentementehiperglucemiaen los ratonesy perros(véaserey.

Prieto, 1990; Ahrén y Lindskog, 1992), pero no en las ratasy los humanos(véaserey.

Vrontakis y cols, 1991). Respectoal papel de lagalaninaen la regulaciónde la secreciónde

laTSH en los mamíferosexistendatoscontradictoriosen labibliografía(véaserey. Vrontakis

y cols, 1991; Merchenthalery cols, 1993), aunque,en general, parece que los niveles

plasmáticosde dicha hormona no se ven afectadossignificativamentepor la galanina

administradatanto central como periféricamente(Giustinay cols, 1992; Giustina y cols,

1994).

4.3. Especificidad del efecto estimulador de la ingesta por galanina.

La galantida(M15) esel primer péptido quiméricoconstituidopor la secuencia

1-12 de la galaninay la sustanciaP-(5-ll)amida, que funcionacomo antagonistade los

receptoresde galanina,bloqueandolas accionesde éstaen el SNC (Bartfai y cols, 1991).

CuandoadministramosICV esteantagonistaantesdel tratamientocon galanina,observamos

un bloqueodel incrementode la ingestainducidopor lagalaninaen C. auratus.La galantida

fue eficaz a una dosis aproximadamenteequimolara las dosisactivas de galanina,y este

resultadoessimilar a los datosobtenidosen estudiosqueutilizan otrospotentesantagonistas,

como el M40 y el C7, que inhiben la estimulacióndel comportamientoalimentariopor la
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galaninaexógenaen las ratas(Leibowitz y Kim, 1992; Crawley y cols, 1993; Schicky cok,

1993). Además,nosotroshemos encontradoque la galantidano modifica, por sí sóla, la

ingesta,sugiriendo,comoen las ratas(Corwin y cols, 1993; Crawley y cols, 1993),que el

antagonistano produceefectoscomportamentalesinespecíficos,que podríancomplicar la

interpretaciónde la capacidadde la galantidapara antagonizarel efecto estimuladorde la

galanina.Sin embargo,Leibowitz y Kim (1992)han indicadoque la inyecciónde M40 en

el NPV de las ratasreducede formadosis-dependientela ingestión espontáneade alimento,

sugiriendoun bloqueode las accionesde la galaninaendógena.Estacontroversiasobreel

efectodel antagonistaM40 por sí sólo, no estal, si tenemosen cuentaque puededepender

de las condicionesexperimentales(hora del día y tipo de nutrientes),ya que, por ejemplo,

la inhibición de la galaninaendógenaocurreal principio de la faseoscuray anteuna dieta

de grasas,pero no deproteínaso carbohidratos(Leibowitz y Kim, 1992).

4.4. Control a-adreneérgico.

Aunque no observamos modificaciones significativas del sistema

catecolaminérgicoy su metabolismoen el hipotálamode C. auratuscon el tratamientocon

galaninao con su antagonista,la galantida,o la combinaciónde ambos,nos propusimos

estudiarla posibleinteraccióndel sistemaa-adrenérgicocon la galaninaen la regulaciónde

la alimentaciónen los peces, ya que en las ratas ha sido firmemente establecidauna

implicaciónde los receptoresa2 en el efectoestimuladorde la galanina(véaserey. Morley,

1987; Morley y Silver, 1991; Bray, 1992). En el presenteestudio,obtuvimosun resultado

similar en C. auratus,desdeque el antagonistade receptoresa2-adrenérgicos(yohimbina),

pero no el de receptoresa1 (prazosín),contrarrestatotalmenteel efecto estimuladorde la

galaninasobrela ingesta,sugiriendoquedichoefectoen los pecesesmediadovía receptores

a2-adrenérgicos.

El hechodehabersedemostradoen las ratasquelos antagonistasa2 bloqueanlos

efectosestimuladoresde la noradrenalina(NA) sobrela ingesta(véaserey. Wellmany cols,

1993), y observarseuna fuerte correlaciónpositiva entre dos efectos inducidos por la

galanina,el incrementode los nivelesde NP. extracelularen el NPV y la magnitud de la

respuestaalimentaria (Kyrkouli y cols, 1992), sugiere que la liberación de NP. está

involucradaen la estimulaciónde la ingestapor la galanina.Unainteresantequestiónaún sin

resolveres el mecanismointracelularresponsablede la liberaciónde NA, aunquese han

especuladolas siguientesposibilidades(Kyrkouli y cols, 1992): a) la galaninapuedeafectar
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la liberaciónde NP. directamentemodulandolos autorreceptoresquecontrolansu liberación;

o b) indirectamentea través de una interneuronaque modularía los autorreceptores

presinápticos;y c) la galaninapuedeaumentarlos efectospostsinápticosdela NP., inhibiendo

su recapturao la acciónde sus enzimasdegradativas.

Si en la mediaciónde la estimulaciónde la ingestaporgalaninaa travésde los

receptores~2 en los pecesestuvieratambién involucrada una liberaciónde NA, cabría

esperarun aumentodel contenidohipotalámicode NA en los animalestratadosICV con

galanina,efectoque, sin embargo,no observamosenningunode los experimentosrealizados.

Una posible explicación es que nosotros cuantificamos la cantidad total de NP. en el

hipotálamo,no pudiendodiscernirla cantidadde NP. liberada(NP.extracelular)del conjunto

total de NP. medida. Esto podría ser evitado mediante el desarrollo de técnicas de

microdiáiisisquepermitiríandeterminarmásexactamentela NP. liberadade formacontinua.

Otroaspectoa teneren cuentaesquela determinacióndecatecolaminasen nuestroestudio

se realizó a las 2 h de la administraciónde galanina,mientrasque el incrementode NP.

extracelularen el trabajode Kyrkouli y cols (1992)ocurrea los primeros20 y 40 mm del

tratamientocon galanina,pero no después.

Por otro lado, estudiosde la ingestade dietasde macronutrientespurosen los

mamíferos,indican que la galaninapuedetenerun efecto independientede la NP. (Tempel

y cols, 1988; Tempel y Leibowitz, 1990a), sugiriéndoseuna función dual de la galanina

sobrela ingesta,unainvolucrandoa la NP. y responsablede la ingestade carbohidratos,y

otra independientede la liberación de dicha amina endógenay que media la ingesta

primordialmentedegrasas.Resultadadegraninterésrealizarestetipo de estudiosbasados

en modelosde selecciónde alimento segúnel tipo denutrientes(carbohidratos,proteínaso

grasas)en los peces,parapoderdeterminarla ingestadel tipo concretode nutrientesque es

afectadapor la galanina o el neuropéptido reguladorde la alimentaciónque estemos

estudiando,Para ello, serían útiles los modeloscomputerizadosde autodispensaciónde

alimento que recientementese han puestoa punto para el estudio del comportamietno

alimentarioen los pecesy aplicadosal ajustede dietas(Cuencay De la Higuera, 1994b;

Sánchez-Vázquezy cols, 1994).

Se ha sugeridoen mamíferosuna posibleinteracciónsinérgicade la galaninay

los péptidosopioidesen su influenciade la ingestade nutrientesen el hipotálamo,desdeque

se ha encontradouna co-localización de galanina y opioides endógenosen el núcleo
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paraventrícular,y seha demostradoquemodulan conjuntamenteotrasactividades,como la

sensibilidadal dolor (véaserey. Leibowitz, 1992).Aunqueen los pecesno existenestudios

que demuestrende forma directa una localización conjunta de ambos péptidos, se ha

observado,por separado,la existenciade galaninay endorfinaen los mismos núcleos

hipotalámicos (galanina: véaserey. Merchenthalery cols, 1993; B-endorfina: Nozaki y

Gorbman, 1984; Vallarmno, 1985), lo que podría ser una primerapruebaa favor de una

acción tambiénconjuntade ambospéptidosen la estimulaciónde la alimentación,descrita

en estaMemoria,en los peces.La administraciónconjuntade antagonistasopioidérgicosy

galaninaporunalado, y galantida(antagonistade lagalanina)y 13-endorfinau otrosagonistas

opioidérgicospor otro, aportaríadatosimportantesparaclarificar estahipótesis.
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- La especie71 tincapresentaun comportamientogregarioy altamenteestresable,con serias

dificultadesparaestudiosdecomportamiento,concretamenteel comportamientoalimentario.

Hemosdeterminadooscilacionesdía/nochede los nivelesplasmáticosde cortisol y glucosa

y en el contenidohepáticodeglucógenoehipotalámicode catecolaminas,sugiriendoquela

alimentaciónpareceser, en la mayoríade los casos,un potentesincronizadorresponsablede

los máximosdeglucosa,glucógenoy catecolaminasdiurnos.

- La movilizacióndel glucógenohepáticono essuficienteparamantenerlaglucemiatras una

semanade ayuno en 7’. tinca. La respuestaa nivel tiroideo implica una reducción

generalizadade la actividad tiroidea, y como resultadoprincipal pareceproducirseuna

disminución en la secrecióntiroideade T4.

- La administraciónICV, pero no la IP, del CRE, la 8-endorfinay la galaninamodifica la

ingestaen los ciprínidos, reduciéndolael CRE en C. auratusy 7’. tinca, y estimulándolalos

otros dos neuroéptidosen C. auratus. El efecto de estospéptidossobre la ingestión de

alimento es dependientede la dosis y el tiempo, ejerciendo su acción reductora o

estimuladoradel apetito, fundamentalmente,a tiemposcortos. Por tanto, podemosconcluir

que un sistema peptidérgico CRF-”like”, B-endorfina-’like” y galanina-”like’ puede

desempeñarun papelen la regulacióncentral de la alimentaciónen los peces.

- La utilización de antagonistasespecíficosparael CRE, la 13-endorfinay la galaninaha

puesto de manifiesto que se produce un bloqueo central de las respuestasalimentarias

inducidaspor estospéptidos,stígiriendoque dichasrespuestasson mediadaspor receptores

para CRE, 13-endorfina y galanina en el sistema nervioso central de C. auratus.

Concretamente,el efectoestimuladorde la B-endorfinasobrela ingestaes mediadopor el

sistema¡x-opioidérgicoa travésde receptoresMi• No obstante,no podemosdescartarpor el

momentouna implicaciónde receptoresde tipo M2•

- El CRE induceunareducciónen la síntesisy liberaciónde T3 tiroidea,en C. auratusy 7’.

tinca, que puedeestarrelacionadocon una reducciónde la actividad 5’-monodesyodasa

intratiroidea.Esteefectodel CRFsobrela actividadtiroideaesindependientedela reducción

de la ingestainducidapordicho péptido. La función tiroideaestá influenciada,tambiénen

C. auratus,por el estadonutricional.
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- La respuestacatecolaminérgicaante el ayuno en C. auratus consiste en una mayor

utilización del neurotransmisoradrenérgiconoradrenalina,y unareducciónen la síntesisde

dopamina,lo quesugiereuna activacióny reducción,respectivamente,de estosdossistemas.

A pesar de esta influencia de la alimentaciónsobre las catecolaminashipotalámicas,el

distinto gradode ingestano parecemodificardichos sistemascatecolaminérgicos.

- El efectoanoréticodel CRE dependede los receptoresa1-adrenérgicosy dopaminérgicos

en C. auratus. Las activacionesde ambossistemascatecolaminérgicosserían responsables

de la accióninhibitoria del apetitopor el CRF.

- La estimulaciónde la ingestapor galaninaestámediadapor el sistemanoradrenérgico,

concretamentea través de receptoresadrenérgicosde tipo a2-”like” en C. auratus. No

obstante,no podemosdescartarunaposibleimplicacióndelos receptoresB-adrenérgicosy/o

dopaminérgicos.
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