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1. REGULACION DE LA INGESTION DE ALIMENTO EN LOS
PECES.

1.1. Introduccion.

Los peces se han adaptado a una gran variedad de ambientes, y esta adaptacion al
ambiente necesariamente ha llevado implicita una adaptacion de su ciclo vital a las
fluctuaciones de la disponibilidad de alimento. Parte de esta adaptacién puede implicar
también la regulacion de la ingestion de alimento (Peter, 1979). El conocimiento de los
factores que afectan a dicha ingestion de alimento en los peces es muy escaso, a pesar de los
numerosos estudios existentes sobre los requerimientos nutritivos para mejorar las tasas de
supervivencia y crecimiento de especies de cultivo (Cowey y Sargent, 1979; Ketola, 1982;
Pfeffer, 1982; Watanabe, 1982). Por el contrario, la regulacion de la ingesta en otros
vertebrados, especialmente en los mamiferos, ha sido ampliamente estudiada y, por tanto,
aunque hemos intentado revisar Ia escasa literatura existente en los peces, tomaremos como

referencia los conocimientos mas sélidamente establecidos en los mamiferos.,

En un intento de esquematizar la respuesta del pez ante la sensacién de apetito, es
decir, el "comportamiento alimentario”, Knights (1985) considera la siguiente secuencia

estereotipada de seis etapas:

o Caprura-—__
e

-
/'//
g

/ \

Localizacion e identificacion Manipulacion orobranquial y prucha

;'/ \
| |

Despertar y busqueda Ingestion o rechazo
\

\

~
\Apetim Saciedad
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La causa que desencadena la compleja trama de componentes del comportamiento
alimentario es la aparicion de la sensacion de apetito cuya eliminacioén es el objetivo dltimo
de dicho comportamiento. Los mecanismos (fisicos y quimicos) de deteccion del alimento
ofrecido, asi como sus caracteristicas fisicas y organolépticas en general (presentacion,
textura, sabor, ...}, conducirdn a su aceptacidn e ingestién, o rechazo y, en consecuencia,

a la neutralizacion o no de la sensacion de apetito que desencadend el proceso.

1.2. Areas encefdlicas implicadas.

Estd ampliamente admitido que el hipotdlamo desempefia un papel central en el
control nervioso de la ingestion de alimento en mamiferos (Bernardis y Bellinger, 1987,
Guyton, 1991; Rolls y Mora, 1992; Bernardis y Bellinger 1993; Bray, 1993; Hoebel y
Herndndez, 1993). La estimulacién eléctrica del hipotilamo lateral aumenta tanto la
frecuencia de alimentacién, como la cantidad de alimento ingerido en cada comida, incluso
en animales previamente saciados. Por otra parte, si se estimulan los nicleos ventromediales
del hipotdlamo, el resultado serd de saciedad completa aunque el animal estuviera
previamente en ayuno. En los experimentos de lesion de cualquiera de estas dreas
hipotaldmicas especificas se han obtenido resultados exactamente opuestos a la estimulacion
de las mismas. El hipotdlamo lateral se ha denominado, por tanto, "centro del hambre” y el
hipotdlamo ventromedial "centro de la saciedad”.

Muy pronto surgieron problemas de interpretacion del control de la ingestién de
alimento basado en este sencillo modelo de un centro cerebral doble, de hambre y saciedad.
Asi, aunque el papel del hipotdlamo lateral y ventromedial parece claro en este proceso,
también intervienen otras dreas hipotaldmicas como el nticleo paraventricular (NPV) y nicleo
dorsomedial, y extrahipotaldmicas como ¢l sistema limbico, que parecen interactuar tanto

sobre dreas laterales como ventromediales del hipotdlamo.

En los peces, las técnicas de investigacion utilizadas han sido similares a las descritas
para mamiferos, esto es, estimulacién eléctrica o lesion de dreas concretas del sistema
nervioso central (SNC).

Grim (1960) realizd los primeros estudios de estimulacion eléctrica relacionados con
la alimentacion en peces, demostrando que la estimulacién del tracto olfatorio y regiones del
telencéfalo dorsal desencadenaba respuestas alimentarias en Carassius — auratus.

Posteriormente se llevaron a cabo experimentos similares estimulando otras dreas encéfalicas
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en C. auratus y se ampliaron los estudios a otras especies de peces (véase rev. Demski,
1983). Concretamente en perciformes (Lepomis macrochirus), Demski y Knigge (1971)
demostraron que la estimulacién eléctrica de la region que rodea al receso lateral del tercer
ventriculo producifa respuestas alimentarias. Resultados similares fueron obtenidos
posteriormente también en el perciforme 7ilapia macrocephala (Demski, 1973) y en el propio
C. auratus (Savage y Roberts, 1975).

Los experimentos con tilapia (Demski, 1973} sugerian que el telencéfalo estaba
implicado en el comportamiento alimentario, ya que la estimulacién eléctrica de fibras del
tracto olfatorio procedentes del telencéfalo y que se dirigen hacia la region predptica y
continuan hacia el 16bulo inferior del hipotdlamo también provoca respuestas alimentarias.
Sin embargo, dado que la ablacién completa o pricticamente completa del telencéfalo no
anula totaimente la conducta alimentaria en C. aquratus (Savage, 1969), se piensa que esta
region no es una parte esencial en el control nervioso de la alimentacién en los teledsteos.

El conjunto de datos anteriores sugiere que el iIdbulo inferior del hipotdlamo (también
{lamado 16bulo lateral) estd involucrado en el control del comportamiento alimentario en los
peces, especialmente en Ja iniciacion del mismo, no existiendo evidencias de una funcién

hipotaldmica o de otras dreas del SNC relacionadas con la saciedad.

1.3. Relacion entre la ingesta y el peso corporal.

St como se ha expuesto repetidamente para mamiferos (Guyton, 1991; Langhans vy
Scharrer, 1992; Rolls y Mora, 1992), un animal tiende a ajustar su ingestion cuantitativa de
alimentos a la ingesta necesaria para mantener un peso corporal de referencia ("set-point"),
variable seglin sexo, edad, estaciones, etc., parece inmediato que la propia composicién del
alimento ofrecido o conseguido influya en la cantidad del mismo que el animal ingiere.
Expuesto en otros términos, el animal debe poseer la capacidad de ajustar la magnitud de su

ingesta a la de sus requerimientos de nutrientes.

Los primeros estudios que ofrecian informacién al respecto en peces fueron los de
Rozin y Mayer en 1961 con el pez dorado (C. auratus). Basados en disefios experimentales
de condicionamiento operante en los que el pez aprende a seleccionar la cantidad de alimento
que desea ingerir o el tipo del mismo mediante el golpeo de una barra conectada a un
dispensador de alimento, es decir, se permite que cada animal de forma individual regule su

propia ingesta, se establecid que cada pez tiene su propio ritmo diario de alimentacidn.
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Ademds, se demostré que los peces ajustaban su ingestién de alimento (ndmero de veces que
golpeaban la barra) a la cantidad de nutrientes ofrecidos en cada dispensacion. Asi, cuando
se ofrecian granulos de menor tamano o cuando, ain siendo del mismo tamafo, el contenido
nutritivo era menor por adicién de un elemento inerte, los peces para compensarlo acudian
mas veces al dispensador, de manera que se mantenfa el mismo grado de ingesta de
nutrientes. Por tanto la regulacion de la ingestién de alimento parece ser, bdsicamente, una
regulacion de la ingesta de calorfas para mantener un determinado peso corporal de
referencia.

Estudios similares en otras especies de peces (Peter, 1979; Cuenca y Garcfa Gallego,
1987) conducen a la hipétesis de que el volumen de ingesta estd en funcién inversa del
contenido caldrico de la dieta ofrecida.

Otro tipo de evidencias, en este sentido, surgen de experimentos de ayuno y
realimentacion (véase rev. Hoimgren y cols, 1983) demostrindose que la ingesta aumenta tras
un periodo de ayuno o restriccion de alimento (durante el cual el peso corporal disminuye
como consecuencia de utilizar las reservas para mantener el metabolismo) con el fin de

recuperar el valor normal del peso corporal.

1.4. Factores que afectan al comportamiento alimentario.

1.4.1 SENALES SENSORIALES.
La eficacia en la bisqueda, localizacién e identificacién del alimento (etapas descritas
al principio de este capitulo: Knights, 1985) depende de una serie de sefales visuales,

quimicas y fisicas (Cuenca y Garcia Gallego, 1987).

a) Seiiales visuales,

El estimulo visual para identificar e ingerir el alimento depende de numerosos factores
como el tamafio, color, contraste y movimiento de las particulas de alimento, la intensidad
de la luz y el grado de turbidez del agua (Cuenca y Garcia Gallego, 1987; Valentincic y
Caprio, 1994a). Asi, por gjemplo, una luminosidad de 10" lux, es el umbral inferior a partir
del cual deja de ser efectiva la localizacion del alimento para la mayorfa de las especies de

peces estudiadas.
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b) Sefiales quimicas.

Las preferencias alimentarias en la ingesta en los peces, asi como en otros animales,
constituyen un proceso selectivo gobernado por la composicién quimica del alimento y por
la quimiosensibilidad de los peces a ciertos componentes del mismo. Los peces reciben los
estimulos quimicos a través del olfato y el gusto, va que al contrario que en los animales
terrestres, la quimiorrecepcion tiene lugar, en su totalidad, en el medio acuatico (Cuenca y
Garcfa Gallego, 1987).

Dado el interés de formular dietas con estimulantes alimentarios destinadas a especies
de cultivo, en los ultimos afios se ha avanzado considerablemente en la identificacién de
sustancias quimicas especificas que actdan como estimulantes alimentarios (véase rev.
Fletcher, 1984a). Cabe destacar el papel que juegan los aminodcidos en la estimulacion
quimica de la alimentacion (Valentincic y Caprio, 1994a y b; Valentincic y cols, 1994). En
muchas ocasiones, se ha encontrado que los compuestos identificados como atrayentes
quimicos coinciden o estdn reiacionados con compuestos nitrogenados abundantes en los

organismos de los que se alimentan los peces en su hdbitat natural.

¢) Seiiales fisicas.

Posteriormente a la localizacién se produce la identificacion del alimento con las
particulas ya en la boca. E]l alimento es manipulado antes de ser deglutido, y en este
momento, ademas del sabor, se prueban la dureza, abrasividad, y la facilidad para deglutir
el alimento, llegando como resultado a ingeririo o expulsarlo.

Knights (1983) encontrd que la forma y la simetria de las particulas del alimento son
importantes, produciéndose un gran rechazo a granulos que presentaban una relacién
longitud/didmetro grande. Asi, el limite inferior del tamafo éptimo viene determinado por
la facilidad de localizacion de las particulas, mientras que el limite superior viene dictado por
la morfometria de la boca. Para alimentos blandos se ha encontrado una relacion 1:1 entre
el didmetro Optimo de la particula y la anchura de la boca, mientras que para las dietas duras

y/o abrasivas, dicha relacion estd comprendida entre 0,4-0,6.

1.4.2 SENALES GASTROINTESTINALES.
La informacion de la presencia de alimento en el tracto gastrointestinal puede ser
obtenida a partir de tres mecanismos: distension gastrointestinal, liberacion de hormonas

gastrointestinales y a través de los efectos de los nutrientes absorbidos (Bray, 1993).
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La distension mecdnica del estdmago o el intestino delgado ha sido considerada como
uno de los estimulos para inducir sensacién de saciedad en mamiferos (Guyton, 1991; Rolls
y Mora, 1992). En peces, también existen estudios que relacionan la aparicion de la
sensacion de hambre con el grado de vaciamiento géstrico (Grove y cols, 1978). En algunas
especies se han encontrado correlaciones estrechas entre el tiempo necesario para vaciar el
estdmago y el requerido para que aparezca de nuevo la sensacién de apetito tras una comida.
Sin embargo, existen otros datos que sugieren que el vaciado gdstrico por si sélo no controla
la cantidad de alimento ingerido (véase rev. Finge y Grove, 1979; Holmgren y cols, 1983,
Fietcher, 1984a).

Aunque existen numerosas hormonas gastrointestinales implicadas en la regulacion de
la alimentacién en mamiferos, como la colecistoguinina (CCK), bombesina, péptido liberador
de gastrina, somatostatina, motilina, etc. (Johnson, 1987; Morley, 1987; Morley y Silver,
1991), no hay por el momento datos en este sentido en peces.

Los efectos de los nutrientes absorbidos en la regulacién de la ingesta se desarrollan

mds detalladamente a continuacidn, incluidos en el apartado de factores metabdlicos.

1.4.3 FACTORES METABOLICOS.

Los niveles circulantes de determinados metabolitos y, en estrecha relacion con ellos,
los de algunas hormonas, parecen jugar un importante papel en la regulacion de la
alimentacién en mamiferos (Guyton, 1991; Langhans y Scharrer, 1992; Rolls y Mora, 1992;
Bray, 1993). Uno de los modelos més sélidamente establecidos dentro de este campo ha sido
el de la teoria glucostitica, segin la cual, los niveles plasmdticos de glucosa serian
monitorizados por receptores situados en el hipotilamo o en localizaciones periféricas
(sistema porta hepdtico), estimulando o inhibiendo ¢l comportamiento alimentario
dependiendo de niveles bajos o altos de glucosa en sangre. Estudios similares han demostrado
un efecto semejante en funcion de las concentraciones sanguineas de aminodcidos o productos
de la degradacion de lipidos, lo que ha llevado a la elaboracion de las teorias de regulacion
aminostdtica y lipostatica. Es decir, cuando disminuye la disponibilidad de cualquiera de los
tres tipos principales de nutrientes, el animal incrementa automdticamente su ingestion de
alimento, con lo que logrard recuperar finalmente concentraciones normales de nutrientes en

sangre.
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La situacién en los peces es un tanto incierta encontrandonos con numerosas
contradicciones (véase rev. Holmgren y cols, 1983). Efectivamente, si bien algunos autores
como Bellamy (1968) demostraron que cuanto mds baja era la glucemia que precedia a la
comida, mds intensa era ésta; otros autores encontraron justamente lo contrario (Magnuson,
1969).

El nivel plasmitico de aminodcidos libres estd correlacionado con la dieta en los
peces, incrementando después de la alimentacion (Brown y Cameron, 1991; Anderson y
Braley, 1993). Por otro lado, se ha descrito que una dieta deficiente en determinados
aminodcidos esenciales o en proteinas provoca una ingesta reducida (véase rev. Ketola,
1982).

No estd claro si los metabolitos lipidicos pueden actuar como sefial del estado
nutricional en peces. No obstante, el hecho de que exista un tejido adiposo movilizable en
perfodos de restriccion alimentaria, y que se hayan detectado ciclos de almacenamiento de
grasa corporal, establece la posibilidad de que los metabolitos lipidicos (dcidos grasos hibres,
glicerol u otros) desempefen un papel en el comportamiento alimentario de estos animales

(véase rev. Fleicher, 1984a).

1.4.4 FACTORES HORMONALES.

Se ha demostrado que numerosas hormonas pueden afectar a la regulacién de la
ingesta mediante un incremento o una disminucion del apetito en vertebrados, aspecto
especialmente estudiado en los mamiferos (Morley y Silver, 1991; Langhans y Scharrer,
1992; Bray, 1993).

Por otra parte también estd ampliamente estudiado el efecto de la administracién
exdgena de hormonas (en la dieta o inyectadas) sobre el crecimiento en numerosas especies
de peces (véase rev. Donaldson y cols, 1979). No obstante, en todos los casos se plantea la
cuestion del nivel al que la hormona ejerce su efecto, ya que podrian actuar estimulando la
ingesta y/0 mejorando la eficacia de conversidn del alimento. Por ¢jemplo, la hormona de
crecimiento (GH) (Johnsson y Bjornsson, 1994) y los esteroides sexuales (Higgs y cols,
1982) incrementan tanto la ingesta como los indices de conversion del alimento (relacion
entre el alimento consumido y el peso ganado), mientras que el efecto de las hormonas
tiroideas sobre el apetito parece estar mediado por una mejora en dichos indices. Por otra

parte, la accién de una hormona puede ser directa o estar mediada a su vez por los efectos
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¥
de otras hormonas, como se sugiere que podria ocurrir con las hormonas tiroideas que
estimulan la GH, o los esteroides que estimulan la funcion tiroidea en los peces (Higgs y

cols, 1982).

1.4.5 FACTORES AMBIENTALES.
a) Temperatura.

Ya en 1961, Rozin y Mayer demostraron que cuando disminufa la temperatura del
agua 10°C (de 25°C a 15°C) el pez dorado comia menos, y cuando la temperatura se
incrementaba otra vez, la ingesta también lo hacfa. Asi, una variacion de la temperatura,
provocaba otra, en la misma direccién, en la cantidad de alimento ingerido, y de una
magnitud similar a aquella con la que la tasa metabdlica resultaba modificada por la
temperatura. Por tanto, los autores concluyeron que la ingestion caldrica o de alimento serd
la que permita mantener la tasa metabdlica.

Resultados similares se han obtenido en otros teledsteos como 1a perca (Micropterus
salmoides}, cuyo crectmiento era mayor a 25°C y menor a 18°C, en un intervalo de
temperaturas entre 18 y 30°C (Niimi y Beamish, 1974).

Las variaciones estacionales de temperatura van a desempefiar tambi€n un papel muy
importante en la regulacion de la ingesta. Por ejemplo, algunas especies dejan de alimentarse
en los meses frios, perdiendo incluso algo de peso, y alcanzan un mdximo de ingesta y
crecimiento en los mds cédlidos (Lagler y cols, 1984; Zanuy y Carrillo, 1985; Hairston,
1994a).

b) Fotoperiodo.

La influencia de la luz diurna sobre la ingesta en peces fue puesta de manifiesto por
Krunk (1963). La luz parece ser uno de los principales sincronizadores naturales de los
ritmos de actividad en peces (Mantefiel y cols, 1978). No obstante, existen datos recientes
que demuestran un origen enddgeno del ritmo circadiano de la actividad alimentaria en
Oncorhynchus mykiis, indicando que la luz no es el factor determinante de dicho ritmo
(Cuenca y De La Higuera, 1994a).

Algunos peces son predominantemente nocturnos y encuentran su alimento mediante
el olfato y el gusto, mientras que otros se alimentan principalmente ayuddndose con ia vista,

siendo mds activos durante las horas del dfa. En este caso puede resultar importante el
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nimero de horas con luz diaria, de manera que los dias largos pueden ser de utilidad para

lograr un crecimiento rdpido (Lagler y cols, 1984).

¢) Oxigeno disponible.

La ingestion de alimento produce un incremento en la respiracion. La magnitud y
duracién de este incremento, conocido como la accién dindmica especifica (ADE) del
alimento consumido, depende de las propiedades fisicas y nutricionales del alimento. La ADE
se debe, principalmente, a la desaminacién de los aminodcidos, proceso que estd limitado por
el oxigeno disponible (Fletcher, 1984a). En los peces, la ADE aumenta abruptamente después
de la alimentacién hasta alcanzar un mdximo, para después decrecer mds o menos
regularmente hasta un punto que se puede considerar nuevamente de "pre-alimentacion”
(Vahl, 1979). Ademds, ese aumenio en el consumo de oxigeno puede limitar su
disponibilidad para otras actividades, como la localizacién de la presa (Tandler y Beamish,

1981), lo que indirectamente afectaria también al comportamiento alimentario en los peces.

d) Alimentg disponible.

En la naturaleza los organismos que pueden servir de alimento a los peces no siempre
estan disponibles, desde el punio de vista numérico, de forma constante, debido a las
fluctuaciones naturales en su abundancia. Esas fluctuaciones son a menudo ciclicas y se
deben a factores propios de su desarrollo bioldgico, a condiciones clitnaticas, etc., y
determinardn, a su vez, fluctuaciones en la ingesta de los peces. Las migraciones de los peces
reflejan, a menudo, la necesidad de bisqueda de una fuente particularmente abundante de

comida (Lagler y cols, 1984).

e¢) Interacciones intra- e interespecificas.
En algunas especies de salménidos, se han descrito efectos de interacciones

intraespecificas en el comportamiento alimentario. Por ejemplo, la jerarquia social
desarrollada en poblaciones de Salmo salar durante la escasez de alimento determina que sélo
los individuos dominantes consigan la cantidad adecuada de alimento (Fenderson y cols,
1968). De forma similar, en el ateriniforme Oryzias latipes (Magnuson, 1962) ante una
reduccion del alimento suministrado, los peces mayores resultaban socialmente dominantes
y territoriales excluyendo a los subordinados del drea de alimentacidn por interaccién

agresiva, lo que implica, por tanto, una ingesta mayor de alimento y mayor tasa de
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crecimiento para los dominantes. De esta manera, la competicion por el alimento parece ser
uno de los mecanismos responsables del crecimiento heterogéneo en los peces (Volpato y
Fernandes, 1994).

En contraste con lo anterior, Olla y Samet (1974) e Ishiwata (1979) encontraron una
facilitacién social en perciformes, donde los animales aislados dejaban de comer. Sin
embargo, si se aislan pero tienen la posibilidad de ver a un grupo comiendo, rapidamente
iniciaban la ingesta.

Aunque no se han demostrado efectos de interacciones interespecificas en el
comportamiento alimentario de los peces, se han descrito alteractones en la seleccion de
alimento como consecuencia de interacciones entre distintas especies de salmdnidos (Schultz
y Northcote, 1972; Nilsson y Northcote, 1981) y entre distintas especies de perciformes
(Hairston, 1994b).

2. NEUROPEPTIDOS COMO REGULADORES DE LA INGESTION
DE ALIMENTO.

2.1. Introduccion.

El perfeccionamiento de las técnicas inmunohistoquimicas ha servido para demostrar
morfologicamente la presencia en las neuronas no solo de los neurotransmisores cldsicos,
sino también de un nimero cada vez mas elevado de moléculas de naturaleza peptidica, los
neuropéptidos, implicados en la comunicacion intercelular y presentes en todo el reino animal
{Brownstein, 1994). Ademds, ha resultado pricticamente general la localizacién de estos
péptidos tanto en el cerebro, como en el tracto digestivo y otras muchas ubicaciones,
pudiéndose hablar actualmente con propiedad de un verdadero sistema nervioso peptidérgico,
de importancia fundamental en la regulacién neuroendocrina central y periférica (Prieto,
1990).

Los neuropéptidos pueden actuar de una o varias de las siguientes maneras (Prieto,
1990):

- Localmente en sitios periféricos, como componentes del sistema nervioso auténomo.

- A nivel central, como péptidos del cerebro.



Regulacidn del apetito en teledsteos I. INTRODUCCION 12

- Como neurohormonas, alcanzando los correspondientes érganos diana por la circulacion

general o mediante sistemas especiales (sistema porta-hipofisario).

Muchos de estos péptidos han sido localizados en dreas del SNC cldsicamente
conocidas por su papel en la regulacién de la ingesta. Actualmente, sabemos que numMerosos
neuropéptidos modulan la regulacién del apetito; algunos estimulan la ingesta cuando son
inyectados en el nicleo paraventricular o ventromedial, como es el caso del neuropéptido Y,
la galanina, los péptidos opioides, etc.; mientras que otros, como la bombesina, CCK,
glucagdn, insulina, neurotensina, somatostatina, factor liberador de corticotropina (CRF),
etc., la inhiben (véase rev. Morley y cols, 1985; lLeibowitz, 1986; Morley, 1987; Wilber,
1989; Blundell, 1991; Morley y Silver, 1991; Bray, 1992; Leibowitz, 1992).

La mayoria de los estudios realizados sobre €l papel central de los neuropéptidos en
la regulacion de la alimentacién han sido bdsicamente de naturaleza farmacoldgica,
constituyendo un primer paso fundamental para alcanzar un entendimiento fisioldgico, aunque
ciertas precauciones son necesarias cuando se pretende extrapolar a la situacidn fisiolégica
{Morley y cols, 1985). Para asignar un verdadero papel fisioldgico a un neuropéptido, Prieto
(1990) considera los siguientes criterios:

- Es necesario demostrar por técnicas inmunocitoquimicas su presencia en terminaciones
nerviosas.

- Debe comprobarse que el neuropéptido se libera al estimular las células nerviosas
correspondientes.

- El resultado de esta estimulacién no debe anularse totalmente tras el bloqueo de la
neurotransmision cldsica, tanto adrenérgica como colinérgica.

- La administracion del neuropéptido exdgeno debe producir resultados similares.

- El bloqueo de la accion del neuropéptido debe ir acompanado por el cese de la respuesta
a la estimulacion nerviosa. La dificultad de este Wltimo aspecto estriba en que, de momento,

no siempre se dispone de antagonistas especificos para todos los neuropéptidos.

Por otra parte, Wilber (1989) establecio unos criterios que deben cumplir los péptidos
para poder ser considerados como factores reguladores del apetito:
- Los péptidos deben poseer una actividad bien definida en una localizacién neuroanatémica

especifica (por ejemplo, la saciedad localizada en niicleos ventromediales hipotaldmicos)
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correlacionada con una respuesta alimentaria (anorexia, siguiendo con el mismo ejemplo,
cuando es un péptido inhibidor).

- La inhibicién de la accion de un determinado péptido por neutralizacion con anticuerpos
o con un agente bloqueante del receptor especifico, debe eliminar selectivamente la respuesta.
- Las concentraciones enddgenas de un péptido concreto fluctuaran con la modificacion del
estado nutricional.

- La afinidad de un péptido por un receptor puede cambiar en funcidn de modificaciones

nutricionales.

Uno de los mayores problemas a Ia hora de estudiar Ia regulacidn central de la ingesta
por neurotransmisores cldsicos o neuropéptidos es la especificidad del efecto. Después de la
administracién de un neuropéptido, la ingesta se puede producir por un incremento especifico
del hambre, o secundariamente por un aumento en la activacion general del organismo con
el consecuente incremento de la utilizacidn de energia, o por una alteracion en la homeostasis
de nutrientes del medio interno. De manera similar, también existen problemas con la
interpretacion de los resultados obtenidos con neuropéptidos que reducen la ingesta. Una
disminucidn de la ingestion de alimento puede ser producida por una reduccién especifica del
hambre, o por una disminucidén en la capacidad para masticar y/o deglutir, o debido a la
produccién de una aversidn generalizada. En general, resulta dificil discriminar cual de estos
factores o combinacion de ellos realmente determina el efecto observado sobre la ingesta tras

la administracién de un neuropéptido (Morley y cols, 1985).

Teniendo estas cuestiones en mente, pasaremos a describir con mds detalle la
informacién disponible en la actualidad en relacidn con tres neuropéptidos concretos: el CRF
o CRH (factor u hormona liberador/a de corticotropina), incluido dentro del grupo de
neuropéptidos inhibidores del apetito, y como estimuladores del mismo, la B-endorfina
perteneciente a la familia de péptidos opioides, y la galanina. En cada uno de ellos
analizaremos primero otros aspectos como su estructura, distribucion, receptores,

mecanismos de accidn, etc.
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2.2. CRF.

2.2.1 ESTRUCTURA,

El CRF es considerado el principal regulador fisioldgico de la secrecion de
corticotropina (ACTH), B-endorfina y otros péptidos derivados de la proopiomelanocortina
(POMC) del 16bulo anterior de la hipdfisis (Vale y cols, 1981; Brown y cols, 1982a). En
1981, el grupo de Vale (Vale y cols, 1981; Spiess y cols, 1981} aislé dicho factor liberador
de ACTH y B-endorfina, a partir de extractos de hipotdlamo ovino, y lo caracterizaron como
un péptido de 41 aminodcidos (CRF-41 ovino, oCRF) cuya estructura primaria es la

siguiente:

H-Ser-Gln-Glu-Pro-Pro-lle-Ser-Leu-Asp-Leu-Thr-Phe-His-Leu-Leu-Arg-Glu- Val-Leu-Glu-Met-Thr-Lys-Ala-Asp-
Gln-Leu-Ala-Gln-Gln-Ala-His-Ser-Asn-Arg-Lys-Leu-Leu-Asp-lle-Ala-NH,

Posteriormente, la secuencia de este péptido fue determinada en otras especies de
mamiferos: rata, humano, gato, cabra, cerdo, vaca y caballo, conteniendo en todos los casos
41 aminodcidos y una estructura primaria similar (véase rev. Gillies y cols, 1989; Dunn y
Berridge, 1990; Sherwood y Parker, 1990; Owens y Nemeroff, 1991; Rondeel y Jackson,
1993).

En los peces se desconoce la secuencia de aminodcidos del CRF, aunque se ha
demostrado la presencia de un CRF de 41 aminoicidos en Cartostomus commersoni
(perciforme), y que difiere del CRF humano sélo en dos aminodcidos (Okawara y cols,
1988). La estructura del oCRF es también similar a la de otros péptidos conocidos, como
angiotensindgeno, sauvagina y urotensina I (Vale y cols, 1981). La sauvagina (péptido de 40
aminodcidos aislado de la piel de la rana Phyllomedusa sauvagei) y la urotensina I (péptido
de 41 aminodcidos aislado de la urohipéfisis en dos especies de peces, Catostomus cyprinus
y Catostomus catostomus) presentan mas de un 50% de residuos idénticos a los del CRF
ovino (Sherwood y Parker, 1990; Owens y Nemeroff, 1991). Todo ello demuestra que la
secuencia de aminoacidos del CRF ha sido altamente conservada a lo largo del proceso

evolutivo (Lederis y cols, 1990).
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2.2.2 DISTRIBUCION.

Cuerpos celulares y fibras inmunorreactivas (ir) al CRF han sido localizados de {orma
heterogénea en todo el SNC, siendo la poblacién de neuronas CRF-ir de la region
parvocelular del NPV del hipotdlamo la principal fuente de liberacién de CRF. Dichas
neuronas envian proyecciones, principalmente, a la eminencia media, aunque algunas fibras
son proyectadas a otros nicleos hipotaldmicos y otras dreas cerebrales extrahipotaldmicas
(Merchenthaler y cols, 1982; Swanson y cols, 1983).

Aparte del SNC, se ha observado, también en mamiferos, inmunorreactividad al CRF
en numerosos tejidos, tales como ganglios simpdticos, tejido cromafin de la médula adrenal,
testiculo y tracto gastrointestinal (véase rev. Dunn y Berridge, 1990; Owens y Nemeroff,
1991).

La distribuciéon de células y fibras CRF-ir en el SNC también ha sido estudiada en
vertebrados no mamiferos: aves (Bons y cols, 1988), reptiles (Mancera y cols, 1991; Lopez
Avalos y cols, 1993), anfibios (Olivereau y cols, 1987) y peces (Olivereau y cols, 1984,
Fryer y Lederis, 1986; Olivereau y Olivereau 1988; Gonzdlez y cols, 1992; Coto-Montes y
cols, 1994). Concretamente, se han identificado dos grupos separados de células CRF-ir, en
el nicleo predptico (predecesor de los nicleos supradptico y paraventricular de los
mamiferos) proyectando a la eminencia media, y en el ndcleo ruberis lateralis en ciertas
especies de peces (Yulis y cols, 1986). Parte de las fibras del tracto hipotdlamo-hipofisis
acaban directamente en la pars distalis, cerca de las células productoras de ACTH; mientras
que otras muchas alcanzan ¢l 16bulo neurointermedio y terminan cerca de células productoras
de la hormona estimulante de melanéforos, MSH (Olivereau y Olivereau, 1988).
Proyecciones CRF-ir también se han descrito en otras dreas cerebrales de los peces,

incluyendo el nicleo recessus lateralis, telencéfalo, techo mesencefdlico, etc. (Gonzdlez y
cols, 1992).

2.2.3 RECEPTORES Y MECANISMOS DE ACCION.

Las acciones del CRF en el SNC y la hipdfisis estin mediadas por receptores de
membrana especificos, que muestran similares caracteristicas cinéticas y farmacoldgicas en
ambos drganos de los mamiferos (Grigoriadis y cols, 1992). Son receptores acoplados a
proteinas G, que a su vez median la estimulacién de adenilato ciclasa, produciendo en iltima

instancia un incremento del AMP ciclico (AMPc) celular, segundo mensajero asociado a la
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activacion de los receptores de CRF. La unién de CRF o andlogos de éste es saturable,
reversible y de alta afinidad con una constante de disociacion (Kp) en el rango nanomolar

(Owens y Nemeroff, 1991).

La localizacién por autorradiografia de los receptores de CRF constituye una base
anatémica importante para la interpretacion fisioldgica de algunas de las acciones del CRF
dentro del SNC (Dunn y Berridge, 1990; Grigoriadis y cols, 1992). Una alta densidad de
receptores de CRF se han localizado en los I6bulos anterior e intermedio de la hipéfisis,
bulbo olfatorio, corteza cerebral, amigdala y cerebelo en los mamiferos (Piekut y Knigge,
1989; Grigoriadis y cols, 1992). También se han identificado en tejidos periféricos, como
la médula adrenal, ganglios simpdticos, bazo y en menor cantidad en testiculo, higado y
rifion (Owens y Nemeroff, 1991). La demostracion de receptores funcionales de CRF en el
SNC y periferia concuerda con el importante papel que desempefia este neuropéptido
integrando repuestas autonémicas, comportamentales € inmunes de un organismo frente a
estimulos como el estrés (Grigoriadis y cols, 1992).

Como hemos visto anteriormente los receptores comparten caracteristicas similares
en diferentes tejidos, y también en una gran variedad de especies de mamiferos estudiadas
(Grigoriadis y cols, 1992). A pesar de los escasos estudios sobre receptores de CRF en otros
vertebrados, parece posible pensar en una gran similitud a los de mamiferos, como ocurria
con la estructura primaria del péptido, pudiendo existir asi receptores equivalentes en ios
peces (Coto-Montes y cols, 1994). Concretamente en la carpa dorada (C. aurarus) se han
demostrado sitios de unidn para urotensina 1 y CRF en células aisladas del 16bulo anterior

e intermedio de la hipdfisis (Fryer y Lederis, 1986).

Se conoce poco acerca de la terminacidn de la accidn del CRF tras su liberacién
sindptica. No obstante, hay evidencias de que el CRF puede ser degradado por una o mds
peptidasas, o puede producirse una internalizacién y metabolismo del complejo receptor-CRF
tras la activacion del receptor. También se ha sugerido la unién del CRF a proteinas de unién
como un método complementario, junto a los dos anteriores, para la terminacion de la accion
det CRF. Estos tres mecanismos pueden representar una modulacion a largo plazo de la

neurotransmision por el CRF (Owens y Nemeroff, 1991).
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2.2.4 ACTIVIDAD BIOLOGICA. REGULACION DE LA INGESTA.

El CRF, como ya se menciond anteriormente, activa el eje hipéfisis-adrenal en
situaciones normales y estresantes en vertebrados, incluyendo los peces (Peter y Fryer, 1983;
Fryer y Lederis, 1986; Tran y cols, 1990). Ademds de estas acciones neuroendocrinas, se
considera que actiia en el SNC coordinando las repuestas fisiolégicas y comportamentales al
estrés, produciendo su administracién aguda en los mamiferos una gran variedad de efectos
similares a los observados cuando los animales son expuestos a una situacion estresante. Por
ejemplo, el CRF estimula el sistema nervioso auténomo y comportamientos como la actividad
locomotora, aseo, etc.; e inhibe la secrecién de determinadas hormonas y funciones
gastrointestinales en general, atenuando comportamientos como la reproduccion, exploracion,
alimentacién, etc. (véase rev. Dunn y Berridge, 1990; Owens y Nemeroff, 1991). A
continuacion, desarrollaremos con mas detalle este dltimo aspecto, es decir, la regulacion del

comportamiento alimentario por el CRF.

a) Efectos agudos del CRF en la ingesta.

En 1982, Britton y colaboradores por un lado, y Morley y Levine por otro,
demostraron simultdneamente que el CRF era un potente agente anoréxico después de su
administracién central en ratas. Desde entonces, numerosos estudios han sido llevados a cabo
utilizando diferentes dosis, en una gran variedad de situaciones y en diferentes especies de
mamiferos (véase rev. Glowa y cols, 1992).

Cuando se compara la ruta de administracion del CRF, se ha puesto de manifiesto
que, generalmente, sdlo las inyecciones intracerebroventriculares (ICV) reducen la ingesta
(Parrot, 1990; Glowa y cols, 1992). Por tanto, la falta de efecto tras la administracion
periférica apoya sustancialmente la mediacién central del efecto anorético del CRF (Glowa
y cols, 1992).

El CRF inhibe el apetito en ratas a las que se privaba de alimento, tanto en ambientes
familiares como desconocidos (Britton y cols, 1982). Dicho efecto también se observd en
ratas con acceso libre a la comida (Gosnell y cols, 1983). Asimismo, se ha demostrado que
el CRF reduce la ingesta estimulada por firmacos, tales como muscimol, noradrenalina,
dinorfina e insulina, conocidos por estimular la alimentacion a través de diferentes
mecanismos (véase rev. Dunn y Berridge, 1990; Owens y Nemeroff, 1991). Por otro lado,
la administracién central del CRF reduce el apetito en rata y ratén normales o genéticamente

obesos (Glowa y cols, 1992; Drescher y cols, 1994), siendo mds eficaz en los animales
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obesos. Esto sugiere que una desrregulacion de las acciones del CRF dentro del SNC podria
contribuir al desarrollo de la obesidad.

Los estudios realizados para localizar los sitios de accidn del CRF dentro del SNC
ponen de manifiesto que el CRF reduce el apetito sélo cuando es inyectado en el NPV, no
reduciéndolo cuando es inyectado en otras dreas cerebrales, como el hipotdlamo lateral y
ventromedial, globus pallidus o estriado (véase rev. Morley, 1987).

Como ya hemos mencionado, la disminucidn de la ingesta como respuesta a la
administracion central de CRF ha sido demostrada en mamiferos, concretamente en la rata
(Britton y cols, 1982; Morley y Levine, 1982; Gosnell y cols, 1983; Arase y cols, 1988),
ratén (Rosenthal y Morley, 1989; Drescher y cols, 1994), conejo (Opp y cols, 1989), cerdo
(Parrot, 1990) y mono (Glowa y Gold, 1991; Glowa y cols, 1991). En la bibliografia no se
han encontrado estudios concernientes al posible efecto del CRF como regulador de la
alimentacion en otros vertebrados, salvo un trabajo preliminar de nuestro laboratorio, que
demostraba que el CRF podia actuar como un potente inhibidor de la ingesta en larvas del

anfibio anuro Rana perezi (Corpas y cols, 1991).

b) Alteraciones de los efectos del CRF en la ingesta.
Se ha demostrado que ni la hipofisectomia (Morley y Levine, 1982) ni la vagotomia

(Gosnell y cols, 1983) modifican la reduccién de apetito inducida por el CRF, lo que sugiere
que dicho efecto no es dependiente ni del vago, ni de la liberacién de ACTH u otros péptidos
hipofisarios derivados de la POMC. Gosnell y colaboradores (1983) también examinaron los
efectos de la adrenalectomia, demostrando que la desmedulacidn adrenal atenta el efecto
anorético del CRF, sugiriendo asi que la adrenalina periférica puede ser parcialmente
responsable de la inhibicidn del apetito por CRF.

Como en otros comportamientos inducidos por el CRF, la reduccion de la ingesta tras
administracién central del péptido puede ser bloqueada por el antagonista del CRF, a-
"helical” CRF g, (Krahn y cols, 1986; Heinrichs y Koob, 1992). Este antagonista revierte
también parcialmente la reduccidn del apetito debido a estrés, lo que indica que cambios en
la liberacién del CRF enddgeno inducidos por un agente estresante pueden desempefiar un
papel en la anorexia inducida por estrés.

Existe una gran controversia en lo que se refiere a los efectos observados sobre la
ingesta y el peso corporal después de la administracién crénica de CRF, generalmente

durante siete dias. Mientras que Arase y cols (1988) encontraron que la infusién de CRF en



Regulacién del apetito en teledsteos I. INTRODUCCION 19

el tercer ventriculo durante 7 dias reducia el peso sin reducir significativamente la ingesta
(posibilidad de tolerancia a las acciones anoréticas del CRF), otros autores han demostrado
que se reducen ambos pardmetros, bien de forma correlacionada o no (véase Glowa y cols,

1992).

2.3. B-endorfina.

2.3.1 ESTRUCTURA.

La B-endorfina, término que resulta de la contraccion de endégeno y morfina, €s un
péptido de 31 aminodcidos derivado de la proopiomelanocortina (POMC) que forma parte
de la familia de péptidos opioides. Aunque la intencién inicial fue denominar "opioide" sélo
a los péptidos enddgenos que posefan una actividad "opidcea”, hoy en dfa, ia mayoria de los
autores utilizan el término "opioide" para referirse a todas las drogas, tanto sintéticas como
naturales, que tienen acciones semejantes a la morfina (Olson y cols, 1991). En la presente

Memoria, se utilizard también, dnicamente, el término "opioide”.

Los pentapéptidos metionina-encefalina (Met-encefalina) y leucina-encefalina (Leu-
encefalina) fueron los primeros péptidos opioides enddgenos aislados, del encéfalo porcino,
e identificados como tales (Hughes y cols, 1975). Posteriormente se han aislado al menos
otros 16 péptidos opioides de tejidos como el hipotdlamo, la hipdfisis y las adrenales, que
comparten todos una estructura Met- o Leu-encefalina, y derivan de uno de los tres
precursores comunes, proencefalina, POMC o prodinorfina, presentes en mamiferos (véase
rev. Baile y cols, 1986; Dores, 1990; Dores y cols, 1990; Simon, 1991; Dalayeun y cols,
1993; Dores y cols, 1993a; Simon y Hiller, 1994). Concretamente, en 1976, Li y Chung
aislaron de la hipofisis de camello un péptido de 31 aminodcidos, la B-endorfina, que
representa la secuencia 61-91 de la B-lipotropina y que junto a la ACTH deriva de un
precursor comtn, la POMC, que fue caracterizado posteriormente (Nakanishi y cols, 1979)

(Tlustr. 1). La secuencia de aminodcidos de la B-endorfina es la siguiente:

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-Glo-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-Ala-lle-lie-Lys-Asn-Ala-
His-Lys-Lys-Gly-Glu
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'n otras especies de mamiferos, como ia rata, oveja, vaca y humanos, ast como en
ciertas especies de aves, anfibios y peces, se ha establecido la estructura de la f-endorfina.
observandose una gran similitud de dichas secuencias entre los tetrdpodos por un lado, y
entre los peces por otro, encontrandose diferencias en la region C-terminal cuando se

comparan ambos grupos (Dores y cols. 1990).

oo o ' ) COOH

Feplide wena Fragrmento 0k ' S-LPH

[ End (131 |

Fragrnentﬂf;ﬁmﬁ)k . ) ACTH

1-End (1-26 ¢ 27)

MSH  Clip

Hustr, 1. Esquema de la molecula de proopiomelanocortina (POMC) y los péptidos derivados
a partir de ella (tomado de [.opez-Calderdn, [992). ACTH, corticotropina; End. endorfina;
LPH. lipotropina: MSH. hormoena estimulante de melandforos.

El sistema POMC en los peces presenta similitudes con el de otros vertebrados en
cuanto a sus productos finales, y se puede considerar que dicho sistema en gnatdstomos ha
sido altamente conservado (Dores y cols, 1993a y b). Respecto a la B-endorfina. se han
punificado, y en algunos casos aislado, diferentes formas de endorfina a partir de la hipdfisis
de tres peces pertenecientes a drdenes muy diferentes (salmoniformes, Oncorhvnchus keta:
Kawauchi y cols. 1980: dipnoos, Neoceratodus forsteri: Dores y cols. 1988a:
polipteriformes, Calamoichthvs calabricus: Dores y cols, 1993b). Recientemente. se han
detectado formas N-aceuladas de B-endorfina también en tos holosteos (Amia y Lepisosteus:

Dores y cols, 1994).

2.3.2 DISTRIBUCION.

Las regiones encefdlicas que presentan mds inmunorreactividad a la B-endorfina han
sido localizadas en el hipotdlamo, cerebro medio, amigdala y tronco cerebral de la rata
(véase tev. Baile y cols, 1986). Las concentraciones mds altas de B-endortina se han
encontrado en el hipotalamo, concretamente en los cuerpos celulares del nicleo arcuado,

eminencia media y borde ventromedial del tercer ventriculo, y en axones y terminales a lo
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largo de las paredes del tercer ventriculo. Estos axones se extienden dorsal y lateralmente
desde el hipotdlamo hasta la amigdala y el hipocampo. Se han descrito otras estructuras
encefilicas conteniendo B-endorfina, como ¢l nidcleo del tracto solitario, NPV y locus
coeruleus, y proyecciones B-endorfina-ir hacia el drea predptica y la médula oblonga (véase
rev. Simon y Hiller, 1994). En general, parece que son mds frecuentes las regiones
encefilicas que contienen fibras nerviosas y terminales que transportan y liberan los péptidos
opioides, que las dreas que contienen cuerpos celulares que producen dichos péptidos (Simon
y Hiller, 1994).

Ademas de estas regiones encefdlicas, en la rata se ha observado material 8-endorfina-
ir en el liquido cefalorraquideo y en la hipdfisis, encontrdndose la mayoria de la
inmunorreactividad (90%) en el lébulo neurcintermedio, y a nivel periférico en el tracto

gastrointestinal, pancreas y ovario (véase rev. Baile y cols, 1986).

La presencia de sustancias inmunolégicamente relacionadas con las endorfinas ha sido
demostrada en el encéfalo e hipdfisis de diferentes especies de peces teledsteos (Follénius y
Dubois, 1978a y b: Dubois y cols, 1979). Concretamente, se ha observado
inmunorreactividad a la f-endorfina en el hipotdlamo de lampreas (Nozaki y Gorbman, 1984)
y perciformes (Vallarino, 1985), encontrando cuerpos celulares y fibras-ir en la region
paraventricular y en los nicleos predptico y tuberis lateralis. Aunque presenta una
distribucién mds restringida que en el encéfalo de mamiferos, también se ha detectado B-
endorfina-ir en otras dreas extrahipotalimicas, como el cerebelo (Vallarino, 1985) y la

hipéfisis (Dores y cols, 1988b).

2.3.3 RECEPTORES Y MECANISMOS DE ACCION.

El desarrollo de ligandos que se unen con alta especificidad y afinidad a los receptores
opioides ha sido utilizado para estudios de unidn al receptor, asi como para estudios
anatomicos, fisioldgicos y farmacoldgicos. Los resultados de estos trabajos sugirieron
inicialmente la existencia de, al menos, 3 tipos de receptores opioides: mu (u), kappa (x) y
sigma (o). El descubrimiento de las encefalinas Ilevé a la descripcion de otro tipo de receptor
que se le denomind delta (0), y desde entonces se han postulado otros tipos de receptores,
uno de ellos especifico para la B-endorfina, el receptor épsilon (¢). Sin embargo, actualmente
se piensa que el receptor ¢ no es un verdadero receptor opioide ya que sus acciones no son

revertidas por el antagonista opioide naloxona, prueba ampliamente aceptada para definir
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receptores opioides. La clasificacidn actual considera a los receptores p, x ¥ 6 como los
principales tipos de receptores opioides, describiéndose los subtipos g, y pa; k1, £, ¥ K35 Y 0,
y 6, (véase rev. Simon, 1991; Pasternak, 1993; Fowler y Fraser, 1994; Simon y Hiller,
1994; Uhl y cols, 1994). De forma general, los receptores « median las acciones de los
péptidos que derivan del precursor prodinorfina y los 6 median las acciones de las
encefalinas. Como ligando enddgeno del receptor u se ha sugerido la B-endorfina y la
morfina, presentando también cierta afinidad por las encefalinas. Concretamente, la 8-
endorfina tiene preferencia por los receptores u y 8, mostrando poca afinidad por los
receptores « (Akil y cols, 1981).

Existen evidencias de que los receptores opioidérgicos utilizan €l AMPc como
segundo mensajero. La activacidn del receptor provoca una inhibicidn de la adenilato ciclasa
via una de las proteinas G inhibidoras, y también se ha demostrado su acoplamiento
directamente a canales i6nicos mediante una proteina G, (véase rev. Fowler y Fraser, 1994;
Simon y Hiller, 1994; Uhl y cols, 1994). Mientras que los receptores p y & median la
activacion de canaies de potasio, la union a receptores « inhibe los canales de calcio voltaje-
dependientes (véase rev. Simon, 1991; Brownstein, 1993). Recientemente, se ha demostrado
que el receptor u también puede acoplarse a la inhibicidn de la produccién de inositol
trifosfato (IP;) (Johnson y cols, 1994). La unién de ligandos enddgenos o sintéticos al
receptor opioide es saturable y de alta afinidad, con una K, en el intervalo 10"-107 M

(Simon y Hiller, 1994).

La distribucidn de los tres tipos de receptores varia entre las distintas regiones del
SNC y para una region determinada entre las distintas especies estudiadas (Simon, 1991). Los
receptores g han sido localizados en numerosas regiones del SNC en los mamiferos,
encontrandose altas densidades en el tilamo, amigdala, caudado putamen, hipocampo y
nucleo accumbens y del tracto solitario, mientras que una escasa o0 nula unidn se encontré
en €] hipotdlamo. Un patron de distribucidn similar se ha encontrado para los receptores 8,
a excepcion del tdlamo. En cambio, para los receptores « la distribucion es diferente, con
altas densidades en el tdlamo y el hipotdlamo, concretamente en el NPV, no detectdndose en
el hipocampo (véase rev. Fowler y Fraser, 1994).

La presencia de receptores opioides en nervios periféricos también se ha establecido

en los mamiferos (Pasternak, 1993).
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Estudios autorradiogrdficos han puesto de manifiesto la presencia de sitios de unién
de opioides en el encéfalo de los peces (carpa dorada: Pert y cols, 1974, trucha, anguila y
lamprea: Bird y cols, 1988; raya: Nicholson y cols, 1994). Se han encontrado diferencias en
la distribucién de estos sitios de unidn entre las especies de teledsteos estudiadas, de manera
que, por ejemplo, mientras que en la trucha y la anguila las densidades mds altas de sitios
de union de opiocides se observaron en el cerebelo (Bird y cols, 1988), en la carpa dorada la
deteccion de sitios de unidn de opioides en dicha zona del encéfalo fue despreciable (Pert y
cols, 1974).

A pesar de la descripcion de sitios de unidn de opioides en distintas especies de peces,
su clasificacion resultaba dificil al no existir radioligandos y competidores selectivos.
Recientemente, dicha clasificacion ha sido posible por primera vez en la carpa dorada
(Brooks y cols, 1994), indicando que la mayoria de los sitios de union corresponden a sitios
K, concretamente parece que x,, y €l resto a sitios u, no detectdndose union de ligandos «,,
Ky, N1 6,

La existencia de receptores opioides ha sido, asi, firmemente establecida en todos los
vertebrados estudiados, desde los mixines hasta humanos, asi como en algunos invertebrados.
Una de las posibles razones para esta conservacién de receptores es que actien como
mediadores de ciertas funciones fisiolégicas que confieran al organismo una ventaja selectiva

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

Por lo que respecta a los mecanismos de degradacion de los péptidos opioides, se sabe
que las encefalinas son hidrolizadas por peptidasas, de manera que el péptido biolégicamente
activo da lugar a fragmentos inactivos. Estas peptidasas incluyen, entre otras, una
metaloendopeptidasa y una aminopeptidasa-N, que también pueden atacar a otros péptidos

opioides como la B-endorfina (Simon y Hiller, 1994).

2.3.4 ACTIVIDAD BIOLOGICA. REGULACION DE LA INGESTA.

A partir de la observacion de los efectos farmacolégicos de los péptidos opioides y
sus antagonistas, y de su distribucién anatomica en regiones conocidas por controlar
actividades fisiolégicas y comportamentales, se han descrito numerosas funciones en las que
intervienen dichos péptidos en todos los vertebrados estudiados. Asi, los péptidos opioides
estdn implicados en la percepcion del dolor, en los mecanismos que median las repuestas al

estrés, en la regulacién de la respiracion y la temperatura, en el desarrollo de tolerancia y
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dependencia fisica al fdrmaco opioide, asi como en la modulaciéon de funciones
gastrointestinales, hepdticas, cardiovasculares y diuréticas. El comportamiento sexual,
maternal, alimentario, bebida, aseo, y actividad locomotora son patrones comportamentales
influenciados también por los péptidos opioides. Ademds, son capaces de interaccionar con
los sistemas inmune y endocrino, incrementando la liberacién de GH, ACTH, prolactina y
hormona antidiurética, y reduciendo los niveles circulantes de TRH, hormona luteinizante
(LH) y hormona foliculoestimulante (FSH), y estdn relacionados con ciertos desordenes
psiquidtricos (Olson y cols, 1991, 1992 y 1993; Dalayeun y cois, 1993; Simon y Hilier,
1994).

A continuacion profundizaremos en el papel que desempefian los péptidos opioides

en general, y la B-endorfina en particular, en la regulacion de la ingesta.

a) Efectos agudos de la B-endorfina en la ingesta.

Un afio después de aislar y caracterizar la B-endorfina, Grandison y Guidotti (1977)
demostraron que la inyeccidén de este opioide enddégeno en la regién ventromedial del
hipotdlamo incrementaba la ingesta en las ratas. Estudios similares en la misma especie
indicaron también un aumento de la alimentacion cuando la B-endorfina se administraba en
el NPV (Leibowitz y Hor, 1982) o intracerebroventricularmente (McKay y cols, 1981;
Orosco y cols, 1989). En cambio, su administracion periférica a las mismas dosis no
modificaba el comportamiento alimentario (McKay y cols, 1981), sugiriendo que la accidn
de la B-endorfina en la regulacién de la ingesta es central.

Los opioides parecen controlar especificamente la ingesta de grasas y ademds
potencian {a ingesta de proteinas, de manera que intervienen en el balance de la ingesta y

almacenamiento de estos dos tipos de nutrientes (Leibowitz, 1992).

b) Alteraciones de los efectos de la B-endorfina en la ingesta.

El papel que desempeiian los péptidos opioides en la regulacién de la alimentacion se
ha puesto de manifiesto por la utilizaciéon de drogas que bloquean los receptores
opioidérgicos. El antagonista general naloxona ha sido ampliamente utilizado, demostrandose
que inhibe la ingesta tanto administrado central como periféricamente en numerosas especies:
rata, raton, gato, zorro, tigre, conejo, cerdo, pollo, patoma, incluso en moluscos (véase rev.

Baile y cols, 1986; Morley, 1987) y en una gran variedad de situaciones que incluyen la
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alimentacidn espontinea e inducida por ayuno, estrés, noradrenalina, etc. (véase rev. Levine
y cols, 1985).

El desarrollo en los dltimos afios de ligandos (agonistas y antagonistas) especificos
para los diferentes subtipos de receptores opioidérgicos ha permitido identificar el o los
receptor(es) responsables de la regulacion de la ingesta por opioides en la rata. De los
numerosos estudios existentes en este sentido, se puede concluir que los tres tipos de
receptores u, « y & son capaces de mediar los efectos de los opioides en el comportamiento
alimentario (véase rev. Morley, 1987; Olson y cols, 1991, 1992 y 1993), aunque la magnitud
de la respuesta, o a veces incluso su ausencia, depende de las condiciones experimentales.
Por ejemplo, en funcidén de la regién del SNC en la que se administren dichos ligandos, o
del tipo de dieta que se ofrezca, puede variar el tipo o tipos de receptores opicidérgicos
implicados en la regulacion de la ingesta (Carr y cols, 1991; Beczkowska y cols, 1992 y
1993; Bakshi y Kelley, 1993; Carr y Papadouka, 1994; Koch y Bodnar, 1994; Papadouka
y Carr, 1994).

La administracion ICV de f-endorfina durante tres dias provoca un descenso en la
ingesta y el peso corporal en las ratas (véase rev. Baile y cols, 1986), lo que concuerda con
los efectos de otros péptidos opioides administrados crénicamente (Levine y cols, 1985;

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

Se han descrito modificaciones del sistema opioide relacionadas con el estado
nutricional y que reflejan cambios en el estado de hambre o saciedad en las ratas (véase rev.
Baile y cols, 1986; Olson y cols, 1991). Asi, el ayuno durante 2 6 3 dfas provoca un
descenso en el contenido hipotdlamico de 8-endorfina en las ratas (Gambert y cols, 1980).
En este sentido, Baile y cols (1986) han sugerido que las concentraciones hipotdlamicas de
dicho péptido son incrementadas durante periodos de saciedad. En cambio, periodos de ayuno
prolongados aumentan los niveles de B-endorfina en la hipdfisis e hipotdlamo posterior y los
descienden en el nicleo supraquiasmdtico (véase rev. Baile y cois, 1986). Los niveles
plasmaticos de B-endorfina aumentan en la primera fase de ayuno (5 dias) en humanos,
siendo mds una respuesta al estrés ocasionado por el ayuno que un cambio asociado a

modificaciones de peso corporal (Komaki y cols, 1990).

Ademds, se ha demostrado que en roedores genéticamente obesos los niveles

plasmaticos e hipotdlamo-hipofisarios de B-endorfina se encuentran elevados (Khawaja y cols,
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1991). De manera similar, en pacientes obesos se han observado niveles plasmaticos de B-
endorfina elevados (Balon-Perin y cols, 1991), que, sin embargo, no se ven modificados por
variaciones de la ingesta como ocurria en individuos normales. Todo ello, junto con €] hecho
de que los animales obesos respondian mds a los efectos de la naloxona en la ingesta, indica

que la B-endorfina estd involucrada en el desarrollo de la obesidad (Baile y cols, 1986).

2.4. Galanina.

2.4.1 ESTRUCTURA.

Tatemoto y colaboradores aislaron e identificaron en 1983 un nuevo péptido
bioldgicamente activo en extractos de intestino delgado porcino que denominaron galanina,
haciendo mencién a los residuos de sus extremos N- y C-terminales, que eran glicina y
alanina respectivamente. La secuencia completa de aminodcidos (29) de dicho péptido es la

siguiente:

Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-His-Ala-lTle- Asp-Asn-His-Arg-Ser-Phe-His-Asp-Lys-Tyr-
Gly-Leu-Ala-NH,

El tetrapéptido C-terminal amida de la galanina es estructuralmente similar a la region
correspondiente de la sustancia P y la secuencia N-terminal de seis aminodcidos de la
galanina es similar a la de la POMC. En cambio, no se encontraron similitudes estructurales
entre la galanina y el CRF, aunque ambos péptidos contienen la misma estructura C-terminal
alanina amida (Tatemoto y cols, 1983). A pesar de estas similitudes parciales, la secuencia
de aminodcidos de la galanina porcina no presenta homologia a la de péptidos de otras
familias, por lo que se la consideré el primer péptido de una nueva familia.

La estructura de la galanina ha sido establecida en otros mamiferos, concretamente,
en la rata, perro, vaca, oveja y humanos; asi como en aves (pollo), mostrando una gran
similitud a la secuencia descrita para la galanina porcina (véase res. Ahrén y Lindskog, 1992;
Harling, 1993; Merchenthaler y cols, 1993). En todos las especies se conservan intactos los
15 aminodcidos del extremo N-terminal, lo que sugiere que la actividad bioldgica reside en
esta region, que podria ser importante para la interaccion con el receptor; mientras la
variabilidad de la region C-terminal parece ser responsable de una actividad especifica de

especie.
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En los peces, Yanahihara y colaboradores (1993), recientemente, han aislado galanina
del hipotdlamo de un tinido y han secuenciado parcialmente dicho péptido, poniendo de
manifiesto nuevamente la gran similitud en el fragmento N-terminal (1-15), con diferencias
tinicamente en los aminodcidos de las posiciones 6 y 15. El extremo C-terminal que presenta
mayor variabilidad como ocurria en otros vertebrados, ha sido secuenciado tinicamente hasta

el aminodcido 25, desconociéndose por el momento los aminodcidos finales.

2.4.2 DISTRIBUCION.

La distribucidn de cuerpos celulares y fibras inmunorreactivas a galanina (Gal-ir) en
el SNC se ha descrito en numerosas especies de mamiferos y en otros grupos de vertebrados,
principalmente en anfibios y peces (véase rev. Michener y cols, 1990; Olivereau y Olivereau,
1991a; Merchenthaler y cols, 1993). Recientemente, también se ha estudiado la distribucién
de galanina en el encéfalo de aves (Jozsa y Mess, 1993), siendo similar, en general, a la de
las restantes clases de vertebrados estudiadas. Se ha descrito material Gal-ir a lo largo de
todas las regiones del encéfalo, existiendo una poblacién de neuronas ricas en galanina en
el hipotdlamo, concretamente en los nicleos predptico, arcuado y paraventricular; y una
densa red de fibras originadas en estos nicleos que alcanzan la eminencia media y la hip6fisis
posterior. También existe gran inmunorreactividad a galanina en la protuberancia, bulbo

raquideo y médula espinal.

Recientemente, se han realizado numerosos estudios en los peces (Cornbrooks y
Parsons, 1991; Holmgqvist y Ekstrém, 1991; Olivereau y Olivereau, 1991a; Vallarino y cols,
1991; Yamamoto y cols, 1992; Cuadrado y cols, 1993; Magliulo-Cepriano y cols, 1993), que
ponen de manifiesto también una distribucidn heterogénea de la galanina en el SNC. La
principal localizacidn de Gal-ir se encuentra en la regién hipotdlamo-hipdfisis, con una densa
red de fibras en la parte caudal de la eminencia media y una importante poblacién de células
que contienen galanina en el nicleo predptico periventricular, nicleo predptico y nicleo
tuberis lateralis, dreas homdlogas a los niicleos supradptico, paraventricular y arcuado de los
mamiferos. Sin embargo, en contraste a la situacién de los mamiferos, no existe gal-ir en el
locus coeruleus noradrenérgico y nicleo del rafe serotoninérgico, ni en otras dreas homdlogas
al tdlamo, nicleo septal medial del telencéfalo y niicleo interpeduncular del mesencéfalo de

los mamiferos (Merchenthaler y cols, 1993).
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A nivel periférico, se ha encontrado material Gal-ir en fibras nerviosas en diferentes
regiones del tracto respiratorio, gastrointestinal (véase rev. Vrontakis y cols, 1991; Harling,
1993) y urogenital (Papka y cols, 1991). También se ha demostrado su existencia en el
pancreas endocrino y exocrino (Lindskog y cols, 1991; Ahrén y Lindskog, 1992) y en las
glindulas adrenales {(Zentel y cols, 1990). En los peces, aparece Gal-ir a lo largo del tracto

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

2.4.3 RECEPTORES Y MECANISMOS DE ACCION,

Todos los receptores de galanina estudiados son receptores de membrana plasmética
acoplados a una proteina G, que inicia la cascada de repuestas celulares a través de la
inhibicidn de adenilato ciclasa, activacién de canales de potasio sensibles a ATP, o inhibicion
de la corriente de calcio (Bartfai y cols, 1992; Chen y cols, 1992 y 1993a; Hulting y cols,
1993). Se han identificado cinco subtipos de proteinas G (G,, Gy, Gg, G, y G,) como
candidatas al acoplamiento con el receptor para galanina (Cormont y cols, 1991). La union
de galanina o andlogos de ésta al receptor es especifica, saturable y de alta afinidad, con una

Kp en el rango nanomolar (Chen y cols, 1993a).

Utilizando métodos autorradiogréficos ha sido posible demostrar la presencia de sitios
de unidn para galanina en el SNC y periferia de mamiferos, los cuales se correlacionan bien
con la distribueién de la inmunorreactividad a galanina, apoyando la idea de que la galanina
estd involucrada en una gran variedad de funciones bioldgicas (véase rev. Bartfai y cols,
1992; Merchenthaler y cols, 1993). Se han descrito receptores de galanina tanto pre- como
post-sindpticos (Merchenthaler y cols, 1993). Una distribucidn similar de los sitios de unidn
en ratas y primates sugiere que la distribucién de los receptores de galanina es altamente
conservada entre diferentes especies (Merchenthaler y cols, 1993). Estudios similares en
teledsteos, concretamente en la lubina (Dicentrarchus labrax) (Moons y cols, 1991),
demuestran la presencia de sitios de unidén en el encéfalo e hipdfisis, coincidiendo con la
distribucién descrita para material Gal-ir en dichas zonas. La densidad més alta de receptores
dentro del encéfalo se ha encontrado en el hipotdlamo posterior. En cuanto a la hipéfisis, a
pesar de existir fibras Gal-ir en estrecha asociacién con células de ACTH, prolactina, GH
(hormona de crecimiento), TSH (tirotropina) y GtH (hormona gonadotrdpica), sélo se

detectaron receptores en la poblacidn de células de prolactina.
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Respecto a la degradacion de la galanina, se ha demostrado que, entre otros
mecanismos posibles, existen enzimas encargadas de terminar con la accién de dicho péptido
y concretamente se ha sugerido en ratas que una de ellas es una endopeptidasa (Land y cols,
1991). Ademds, se ha descrito que la galanina liberada endégenamente en el hipotdlamo tiene
una vida media de 100 minutos en la rata (Land y cols, 1991), mientras que en el plasma es
de 4,6 minutos en el cerdo, lo que indica que la galanina es inestable en la sangre (Harling
y Holst, 1992). No obstante, adin considerando estas diferentes tasas de degradacion de la
galanina segun los tejidos, cabe pensar también que, puesto que la estructura molecular de
la galanina en dichas especies no es idéntica, el tiempo diferente de vida media del péptido

podria reflejar una distinta tasa de eliminacién en las dos especies.

2.4.4 ACTIVIDAD BIQLOGICA. REGULACION DE LA INGESTA.

La demostracién, como hemos visto en los apartados anteriores, de material Gal-ir
en el sistema hipotdlamo-hipdfisis de varios vertebrados, sugiere que este péptido puede
gjercer un papel neuroendocrino en el control de la funcién de la hipéfisis anterior (Moons
y cols, 1991), por ejemplo estimulando la liberacién de GH y prolactina (Merchenthaler y
cols, 1993). Ademds de estas acciones neuroendocrinas, se han descrito otras muchas
actividades bioldgicas para la galanina, principalmente en mamiferos (véase rev. Bartfai y
cols, 1992; Merchenthaler y cols, 1993), por ejemplo en el pancreas inhibe la liberacién de
insulina inducida por glucosa y la liberacion de somatostatina; regula funciones
gastrointestinales; y en el SNC inhibe la liberacién de acetilcolina en el hipocampo, la
descarga de neuronas noradrenérgicas en el locus coeruleus, y estimula el comportamiento

alimentario, que estudiaremos con mds detalle a continuacion.

a) Efectos agudos de la galanina en la ingesta.

Kyrkouli y colaboradores (1986) demostraron por primera vez que la galanina
estimulaba la alimentacion cuando se inyectaba directamente en el NPV de ratas saciadas.
Este efecto estimulador del comportamiento alimentario es dependiente de la dosis, y es
especifico, tanto desde el punto de vista anatémico, ya que ni las inyecciones en otras dreas
del encéfalo ni la administracion periférica de ese péptido fueron eficaces para incrementar
la ingesta, como comportamental, puesto que no era acompafiado por modificaciones en otras
conductas (Kyrkouli y cols, 1986 y 1990a; Corwin y cols, 1993), Posteriormente, se ha

demostrado que la administracion ICV de galanina, asi como las inyecciones en los nicleos
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lateral y ventromedial del hipotdlamo también estimulan el apetito, involucrando a dichos
nicleos en la regulacién central de la ingesta por galanina (Schick y cols, 1993). Estos
autores encontraron también que la estimulacién del apetito ocurria tanto en ratas privadas
de alimento como con libre acceso a éste, actuando la galanina, por tanto, mediante la
activacion del comportamiento alimentario y no por supresion de senales de saciedad.

La galanina es capaz de controlar especificamente la ingesta de determinados
nutrientes (Leibowitz, 1992). Se ha demostrado, asi, que aunque la galanina afecta de manera
similar a la cantidad total de ingesta durante la fase oscura en ratas, sin embargo, al principio
de ésta el péptido incrementa tanto la ingesta de carbohidratos como de grasas y al final de
dicha fase oscura sélo incrementa la ingesta de grasas, que parece ser el efecto primordial

de la galanina (Tempel y Leibowitz, 1990a).

b) Alteraciones de los efectos de la galanina en la ingesta.

El efecto descrito de inhibicién de la liberacién de corticosterona después de
administrar galanina en el NPV (Tempel y Leibowitz, 1990b) parece no mediar la accion
estimuladora del apetito por dicho péptido, ya que ni la adrenalectomia, ni la sustitucién con
corticosterona ni el uso de antagonistas de receptores esteroides en el NPV modifican la
estimulacion de la ingesta inducida por galanina (Tempel y Leibowitz, 1993). Por tanto, la
galanina parece funcionar independientemente de la corticosterona circujante y sus receptores.

Estudios que relacionan estructura-actividad (véase apartado 2.4.1.) han puesto de
manifiesto que la actividad bioldgica de la galanina (1-29) reside en la porcién N-terminal
del péptido. En base a esta actividad N-terminal, se han desarrollado recientemente potentes
antagonistas del receptor de galanina, que son péptidos quiméricos con ¢l fragmento 1-13 de
la galanina como el extremo N-terminal y otra secuencia peptidica como extremo C-terminal.
Algunos de estos antagonistas, reconocidos por bloquear efectos mediados por la galanina en
el pancreas y en el encéfalo, también bloquean el incremento de la ingesta inducido por
galanina, a dosis equimolares a las de galanina (Leibowitz y Kim, 1992; Corwin y cols,
1993; Crawley y cols, 1993).

Un estudio reciente ha demostrado el efecto del tratamiento crénico con galanina en
ratas, indicando que la administracion ICV de este péptido dos veces al dia durante una
semana, o tres inyecciones diarias durante 6 dias, no produce un incremento en la ingesta

total diaria ni modificaciones del peso corporal al final del tratamiento (Smith y cols, 1994).
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2.5. Interacciones neuropéptidos-catecolaminas encefilicas.

2.5.1 CATECOLAMINAS ENCEFALICAS.

1.os neurotransmiseres catecolaminérgicos incluyen la dopamina (DAY, noradrenalina
iNA) y adrenalina (A), cuvo metabolismo parece ser cualitativamente 1déntico en todos ios

vertebrados estudiados, 1ncluvendo los peces (véase rev. Winberg y Nilsson. 1993).

a) Sintesis.
En la ruta biosintética de las catecolaminas {llustr. 2) intervienen cuatro enzimas:
tirosina hidroxtlasa (TH:. L-aminodcido-aromdtico descarboxilasa (AADA). dopamina-8-

“droxilasa (DABOH) v feniletanolamina- V-metiltransferasa (PNMT).
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Iustr. 2. Esquema de la sintesis y degradacién de catecolaminas (tomado de Alonso-Solis,
1992). AADA, aminodcido aromdtico descarboxilasa; COMT, catecol-O-metiltransferasa;
DA, dopanmna; DABOH. dopamina-B-hidroxilasa; HMPG, 4-hidroxi-3-metoxifenilglicol;
MAQO, monoamino oxidasa: NA, noradrenalina; NM, normetanefrina; TH, tirosina
hidroxilasa; TIR, tirosina.
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Las catecolaminas son compuestos derivados del aminodcido tirosina, que es captado
de la circulacion, y cuya hidroxilacion da lugar al L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA).
Esta reaccion es catalizada por 1a TH, enzima soluble que se encuentra en el citosol de todas
las células sintetizadoras de catecolaminas, y constituye el paso limitante de dicha sintesis,
ya que la TH estd sometida a un control por producto final (L-DOPA, DA).

A continuacién la L-DOPA es descarboxilada para formar DA, conversion catalizada
por la AADA. En las neuronas noradrenérgicas, las vesiculas que contienen DA presentan
también la enzima DABOH que permite 1a sintesis de NA a partir de DA. Por dltimo, en las

células que contienen A, la NA es metilada por la enzima PNMT dando lugar a la A.

b) Degradacion.

Las catecolaminas, como el resto de los neurotransmisores en general, son
concentradas y almacenadas en vesiculas que liberan su contenido cuando se despolariza la
membrana presindptica. Una vez liberadas al espacio sindptico, la accion de las catecolaminas
es finalizada mediante degradacidon enzimdtica en el mismo, recaptura por las propias
neuronas sintetizadoras o posiblemente por las células gliales y degradacién intraneuronal.
Tras la recaptura, las catecolaminas (Tlustr. 2) sufren una desaminacién oxidativa por la
enzima monoamino oxidasa (MAQ), dando los correspondientes aldehidos. Dicha enzima,
de localizacién fundamentalmente intraneuronal, se encuentra situada en la membrana externa
de la mitocondria. Los aldehidos formados pueden convertirse en el correspondiente 4cido
o alcohol de cada amina, por una reaccion catalizada por una aldehido deshidrogenasa o una
aldehido reductasa, respectivamente.

Alternativamente, las catecolaminas pueden ser inactivadas por metilacién del grupo
hidroxilo, una reaccidn que es catalizada por la catecol-Q-metiltransferasa (COMT), enzima
soluble que actiia sobre las catecolaminas extraneyronales.

El principal metabolito de la NA es el 4-hidroxi-3-metoxifenilglicol (HMPG),
mientras que parecen existir diferencias especificas de especie en cuanto al catabolismo de
la DA en los peces, variando el principal producto de degradaccidn de la DA que puede ser
el dcido homovanilico, el dcido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) o la 3-metoxitiramina
{véase rev. Winberg y Nilsson, 1993). Concretamente, se ha demostrado en varias especies
de teledsteos (Saligaut y cols, 1992; Herndndez y cols, 1994), incluyendo C. aurarus {Sloley
y cols, 1992) que el DOPAC es el metabolito predominante.
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¢) Distribucién.

Las células catecolaminérgicas son, en general, abundantes en el tronco cerebral,
encontrdandose un ndmero significativo de ellas también en el hipotaldmo, regién que,
ademds, estd altamente inervada por axones catecolaminérgicos (véase rev. Parent, 1983;
Winberg y Nilsson, 1993). En el encéfalo de teledsteos la A, al igual que en otros
vertebrados, se encuentra a concentraciones muy bajas y no tiene una funcién conocida

(Nilsson, 1989; Winberg y Nilsson, 1993.

d) Receptores.

Se han descrito cuatro subtipos de receptores adrenérgicos en los mamiferos: a;, a,,
B, y B,, y al menos tres subtipos de receptores dopaminérgicos: D, D, y D;. Ademds de su
localizacion postsindptica, algunos subtipos funcionan también como autorreceptores
presindpticos en el control de la liberacién del neurotransmisor. Los receptores B tienen una
fuerte preferencia por la A en los mamiferos (Lefkowitz y Caron, 1987) mientras que la NA
se une principalmente a los receptores « (Norris, 1985; Hoebel y Herndndez, 1993).

Se conoce muy poco acerca de los subtipos de receptores catecolaminérgicos en el
SNC de los teledsteos, habiéndose descrito funciones reguladas por receptores o-
adrenérgicos, «,-"like" (Chang y cols, 1991) y dopaminérgicos, D,-"like" (Chang y cols,
1984; Sloley y cols, 1991), no existiendo datos respecto a los receptores B (véase rev.
Winberg y Nilsson, 1993).

2.5.2 CRF-CATECOLAMINAS,

Diferentes estudios han permitido llegar a la conclusion de que la indolamina
serotonina, estimulando la liberacion de CRF, inhibe la ingesta y, la noradrenalina estimula
Ia alimentacién por inhibir la liberacidon de una sustancia inhibidora, el CRF, dentro del NPV
(véase rev. Morley y cols, 1985; Morley, 1987).

Por otro lado, aunque no existe mucha informacién al respecto, ciertos estudios en
mamiferos han demostrado que el CRF afecta profundamente al contenido de determinadas
monoaminas en el SNC. Concretamente la administracion ICV de CRF incrementa la relacion
DOPAC/DA en la corteza frontal, nicleo accumbens, estriado, hipocampo y amigdala, y la
relacion HMPG/NA en la corteza frontal e hipocampo (véase rev. Morley, 1987; Dunn y
Berridge, 1990). En algunos casos el CRF parece provocar cambios paralelos en ios niveles

de neurotransmisores vy la ingesta (Morley, 1987), aunque se requieren mds estudios que
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establezcan un mecanismo de control del apetito por CRF asociado a monoaminas en el SNC.

2.5.3 B-ENDORFINA-CATECOLAMINAS.

El efecto agudo de la B-endorfina como estimulador de la ingesta ha sido bloqueado
por un antagonista a-adrenérgico en la rata (Leibowitz y Hor, 1982). No obstante, no estd
claro si es la noradrenalina quien controla los efectos de los opioides o viceversa, ya que la
naloxona revierte la estimulacién de la alimentacion inducida por noradrenalina en ¢l NPV
(véase rev. Levine y cols, 1985). Sin embargo, se ha descrito que dichos efectos de los
opioides y la noradrenalina estimulando la ingesta cuando se inyectan en el NPV son
independientes en la rata (McLean y Hoebel, 1982).

También se ha sugerido una interaccién de 1a B-endorfina y el sistema dopaminérgico,
ya que dicho péptido incrementa simuitdneamente la ingesta y el metabolismo de la dopamina

(aumenta la proporcién DOPAC/DA) en la rata (Orosco y cols, 1989).

2.5.4 GALANINA-CATECOLAMINAS.

La estimulacion de la ingesta por galanina depende parcialmente de la activacion de
receptores adrenérgicos (véase rev. Morley, 1987; Morley y Silver, 1991; Bray, 1992), ya
que mediante el uso de drogas que bloquean los receptores w,-adrenérgicos, las cuales
antagonizan los efectos de la noradrenalina en la ingesta (véase rev. Weilman y cols, 1993),
se blogueaban o atenuaban los efectos estimuladores del apetito, concretamente la ingesta de
carbohidratos, inducidos por la galanina (Kyrkouli y cols, 1990b). Este hecho es apoyado por
la correlacion positiva observada entre los niveles de noradrenalina y la magnitud de la
respuesta alimentana en ratas tras administrar galanina (Kyrkouli y cols, 1992). No obstante,
la galanina produce principalmente un incremento de la ingesta de grasas (Leibowitz, 1992),
sugiriendo que esta respuesta parece ser independiente de la liberacién de noradrenalina

(Tempel y Leibowitz, 1990a).

3. INTERACCION ACTIVIDAD TIROIDEA-ALIMENTACION.

3.1. Introduccion.

En todos los vertebrados estudiados, la glandula tiroidea a través de sus productos

hormonales, la tiroxina (T,) y la triyodotironina (T;), desempefia un papel crucial en
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numerosos procesos fisioidgicos. Concretamente, en los peces se ha demostrado que las
hormonas tiroideas (HT) estan implicadas en el crecimiento. desarrolio, reproduccion,
migracién. osmorregulacidn. consumo de oxigeno y metabolismo (véase rev. Dickhoff y

Darling. 1983; Norris, 1985; Eales, 1990).

3.1.1 ANATOMIA DEL TIROIDES EN LOS PECES.

La glandula tiroidea de los peces elasmobranquios es un cuerpo compacto impar,
situado en la bifurcacion de la aorta ventral en dos arterias branquiales. En los teledsteos no
hay una gidndula como 1al. y los foliculos tiroideos (unidad funcional basica de ia glandula
tiroidea) se encuentran dispersos a través de la region faringea, a lo largo de la aorta ventral
v agrupados cn las salidas de los arcos adrticos. principalmente entre el segundo y cuarto

arco aortico (Paniagua v Nistal. 1983: Norris, 1985) (llustr. 3).
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Hustr. 3. Vista ventral de un plano horizontal a nivel de las branquias y el corazon en
Oncorhynchus masou masou y detalle de los foliculos tiroideos agrupados en la superficie
dorsal y ventral de la aorta en los puntos de salida de los arcos aorticos (tomado de Suzuki,
1992},

Puesto que no existe un tejido conectivo que mantenga unidos fos foliculos en una o
mds glandulas, dichos foliculos se pueden encontrar a veces tuera de la region faringea, por
gjemplo embebidos en la cabeza del radn y ocasionalmente en otras localizaciones tales

como el ovario, recibiendo el nombre de tiroides heterotrépico (Norris, 1985).
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El "uroides” en los peces consta, como en el resto de los vertebrados, de numerosos
foliculos, de forma normalmente ovoide o esférica. que estan constituidos por un epitelio
monoestratificado, limitando una cavidad interna en la que se acumula un fluido viscoso que
recibe el nombre de coioide, Cada foliculo estd cubierto de un fino tejido laxo y rodeado de

una red de capilares sanguineos (Suzuki. 1992).

3.1.2 HORMONAS TIROIDEAS,
La sintesis de hormonas tiroideas ([lustr. 4) tiene lugar en las células foliculares y se

puede dividir en varias etapas:
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Tlustr. 4. Esquema del proceso de sintesis, liberacién y secrecién de las hormonas tiroideas
(tomado de Escobar er al., 1992).
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- captacion de yoduro (1) del torrente sanguineo y oxidacion de éste a yodo activo (L).

- sintesis y transporte de la glucoproteina tiroglobulina (Tg) al lumen folicular.

- yodacion de los residuos tirosilo en la Tg, de manera que la unién de un I, a la tirosina en
posicién 3 en ef anillo fendlico da lugar a la 3-monoyodotirosina o MIT, y si un segundo
yodo activo se une en posicién 5 en el mismo residuo tirosilo, resulta la conversion de MIT
a 3,5-diyodotirosina o DIT.

- acoplamiento de las yodotirosinas, bien de dos DIT para formar T, (3,3°,5,5'-
tetrayodotironina), principal producto hormonal del tiroides, o de una MIT y una DIT para
dar origen a la T, (3,3",5-triyodotironina) y a la T, reversa (3,3’,5 -triyodotironina, rT3),
cuantitativamente menos importante. También se forma una cantidad minima de T, (3,3’-
diyodotironina) (Visser, 1988).

- captacion del coloide por las células foliculares.

- procesamiento e hidrdlisis de la Tg, liberando las HT.

- secrecion de las HT al torrente circulatorio.

Estd aceptado que la actividad de las HT estd determinada predominantemente por la
concentracion intracelular de T, libre en los tejidos. De este modo, la disponibilidad de T,
depende de varios factores: la secrecion tiroidea de T, y T, la conversion extratiroidea de
T, a T4, la degradacién metabdlica de T, y el intercambio de T, y T; entre el plasma y los

tejidos.

En los peces se ha demostrado que, al igual que ocurre en los mamiferos, una
proporcidén muy pequena de T, y T, circulan libres en el plasma, mientras que el resto se une
a proteinas transportadoras, teniendo lugar asi el transporte de yodotirosinas a los tejidos.
Ademds, parece que la T, se une con mds fuerza que la T, a estas proteinas (Eales, 1985;
Eales y Shostak, 1985a). Recientemente, se ha demostrado que las principales proteinas
transportadoras de HT en el plasma de la trucha son las lipoproteinas, fundamentalmente las
de alta densidad, siendo su unidén independiente del estado nutricional, mientras que la unién
a lipoproteinas de muy baja densidad es dependiente de su concentracién y, por tanto, del
estado nutricional (Babin, 1992).

El metabolismo de las HT comprende cuatro tipos de reacciones: desyodacion, que

es la ruta mds importante, no sélo cuantitativamente sino también por ser capaz tanto de
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activar como de desactivar la hormona; conjugacidon del grupo hidroxilo fendlico;
desaminacién oxidativa de la cadena lateral de alanina; y degradacién por ruptura del enlace
éter (Visser, 1988).

Tanto en homeotermos como en poiquilotermos, la mayor parte de T; y rT;
circulantes proceden de la conversion periférica de T, (Norris, 1985; Eales, 1990).
Concretamente, en anguilas y salmonidos, mds del 65 % de la T, circulante puede ser
convertida en T; (De Luze y Leloup, 1984; Eales, 1985) y, al menos en las condiciones
fisioldgicas estudiadas hasta el momento, parece ser que la ruta principal de desyodacion de
T, ocurre a nivel del anillo externo (5°-desyodacidn, 5°D), principalmente en el higado, para
dar lugar a la formacién de T,, ya que no se detectan ni rT; ni T, (Eales y cols, 1983;
Shields y Eales, 1986; Sweeting y Eales, 1992a, b y ¢). No obstante, estudios recientes han
descrito la presencia tanto de una actividad 5D como 5D (5-desyodacion del anillo interno)
en los teledsteos (Byamungu y cols, 1992; Morin y cols, 1993; Kiihn y cols, 1993; Yamada
y cols, 1993).

Los multiples efectos bioldgicos de las HT resultan de la unién con receptores
nucleares, 10 que provoca un aumento en la transcripcion, formacion de nuevos ARNm y
sintesis de proteinas especificas que son finalmente las responsables de la expresién de la
accion de las HT a nivel celular (Oppenheimer y cols, 1987). Se han caracterizado
parcialmente lugares de unién de T, de alta afinidad (K;, 10"'° M) y baja capacidad (< 1.000
sitios/célula), caracteristicas tipicas de los receptores hormonales, en el nicleo de células
hepdticas y de otros tejidos de peces (ciclostomos: Lintlop y Youson, 1983; teledsteos
salmodnidos: Darling y cols, 1982; Bres y Eales, 1988). Estos sitios de unidn nucleares
presentan un tamafio molecular, una k, y una especificidad andloga a los receptores
intranucleares de otros vertebrados, lo que indica su conservacion en la evolucién (Eales,
1990).

3.1.3 REGULACION DEL EJE TIROIDEO EN LOS PECES.

La organizacion del eje hipotdlamo-hipofisis-tiroides en los poiquilotermos es
semejante a la establecida en homeotermos (Eales, 1990). El tiroides secreta primordialmente
T, en respuesta a la hormona estimuladora del tiroides (TSH), cuya liberacién hipofisaria es
regulada por hormonas hipotaldmicas, incluyendo la hormona liberadora de tirotropina
(TRH).



Regulacidn del apetito en teledsteos 1. INTRODUCCION 39

Existe una gran controversia sobre si la TRH tiene una funcién similar en los peces
(véase rev. Peter y Fryer, 1983). Aunque se ha localizado inmunohistoquimicamente en el
encéfalo de un salménido, y su distribucion apoya un papel como hormona liberadora
hipotaldmica (Matz y Takahasi, 1994), y se ha demostrado que la TRH incrementa los
niveles de T, en salménidos (Eales y Himick, 1988), existen otros estudios que ponen de
manifiesto que la TRH in vifro es incapaz de inducir una liberacién de T, en Epratrecus
(Dickhoff y cols, 1978).

En teledsteos se ha demostrado que la TSH estimula la secrecidén aguda de T,
{Leatherland, 1982; Eales, 1985; Grau y cols, 1986; Byamungu y cols, 1990; Banerjee y
cols, 1994), pero no se ha podido confirmar una secrecion tiroidea de T, (Kiihn, 1990).
También ha sido descrito en la carpa que la actividad TSH incrementa los niveles plasmaticos
de T,, sin afectar a los de T, (Kiihn y cols, 1986).

En cuanto a una posible regulacion negativa central, en los peces teledsteos parece
que la TSH estd fundamentalmente bajo un control hipotaldmico inhibidor (véase rev. Peter
y Fryer, 1983; Leatherland, 1988). También se ha demostrado la existencia de una
retroalimentacién negativa de las HT controlando la secrecion de la TSH a través de una
accion directa sobre la hipdfisis en teledsteos (Bres y Eales, 1990), pudiendo producirse
también a nivel hipotaldmico (véase rev. Leatherland, 1987 y 1988).

Otras hormonas, como la prolactina, GH, hormonas gonadotrépicas, ACTH,
corticosteroides, esteroides gonadales y catecolaminas, han sido también implicadas en la
regulacion de la secrecién de TSH, describiéndose diversos efectos sobre la actividad tiroidea
en los teledsteos (véase rev. Ng y cols, 1982; Leatherland, 1988; Kiihn, 1990)

En relacion con la regulacidn periférica del eje tiroideo en los peces, cada vez hay
mas evidencias que apuntan hacia la participacidn de hormonas hipofisarias en el control de
la monodesyodacion periférica de T, a T; (Kiithn y cols, 1993). En este sentido, se ha
observado un efecto estimulador de la GH (De Luze y Leloup, 1984; De Luze y cols, 1989;
Yamada y cols, 1993), la prolactina (De Luze y Leloup, 1984; De Luze y cols, 1989), el

cortisol y la testosterona (Vijayan y cols, 1988) sobre la 5'D hepitica.

Por iiltimo, ia funcién tiroidea estd también regulada en los peces por factores
ambientales, tales como el fotoperiodo, la temperatura y la alimentacidn (véase rev. Brown,

1988; Grau, 1988; Spieier, 1992).
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3.2. Interacciones de la actividad tiroidea con la alimentacion.

Estudios realizados en mamiferos, aves y peces indican que la funcién tiroidea es
modificada por el estado nutricional. Asi, alteraciones en la cantidad o el patrén de la ingesta
afectan a la actividad tiroidea a distintos niveles, desde la liberacion de TSH hasta las
acciones de las HT a nivel celular (véase rev. Eales, 1988; Danforth y Burger, 1989).
Cambios agudos y crénicos de la ingestion de nutrientes provocan fundamentalmente cambios
tiroideos a dos niveles: 1) regulacion de la secrecién de T, a través del control del ge
hipotdlamo-hipofisario, y 2) conversion periférica de T, a T; e interaccién con sus receptores
nucleares (Eales, 1988).

Una de las aproximaciones experimentales mas comunes para abordar este tema es
la utilizacidn de animales en ayuno, comparando su estado tiroideo con ¢l de animales
alimentados controles. Una informacion adicional es la obtenida con la realimentacién de
animales en ayuno, observando la respuesta aguda a la comida o a nutrientes concretos
suministrados. Otros estudios han utilizado raciones diarias de alimento que varian en tamano

y/o calidad, evaluandose los cambios en la funcién tiroidea.

Los efectos producidos por el ayuno (desde dias hasta varias semanas) en la actividad
tiroidea han sido estudiados principalmente en salménidos. Se ha descrito, asi, que el ayuno
provoca un descenso en los niveles plasmadticos de HT y en su aclaramiento (Higgs y Eales,
1977; Milne y cols, 1979; Flood y Eales, 1983), en la respuesta tiroidea a la TSH
{Leatherland, 1982), en la desyodacion de T, a T, (Flood y Eales, 1983; Shields y Eales,
1986; Sweeting y Eales, 1992d), y en la densidad de receptores de T; en niticleos de células
hepdticas (Van Der Kraak y Eales, 1980). Por tanto, el ayuno puede producir un
hipotiroidismo periférico al disminuir la secrecién de T,, la produccion periférica de T, y el
nimero de sitios de unién nucleares hepdticos de T,.

Las alteraciones ocasionadas en la actividad tiroidea como consecuencia del ayuno son
revertidas por la realimentacién a las pocas horas, observdndose un incremento en los niveles
plasmdticos de HT y en la desyodacién de T, a T; (Higgs y Eales, 1977; Flood y Eales,
1983; Himick y Eales, 1990).

Cuando los peces son alimentados con diferentes raciones de alimento, se observa una
correlacion entre los niveles plasmadticos de T, y la cantidad de alimento, con pocos cambios
en la T, (Eales y Shostak, 1985b).
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Ciertos estudios realizados en teledsteos ponen de manifiesto la existencia de ciclos
diarios en los niveles plasmdticos de HT (Eales y cols, 1981; Spieler y Noeske, 1984; Cook
y Eales, 1987). La manipulacién del patrén de alimentacién (por ejempleo la hora a la que
los peces recibfan el alimento) y de las condiciones fotoperiddicas han demostrado la
importancia de la alimentacion en dichos ciclos diarios, particularmente en el ciclo de T,.

Mientras que el ayuno anula las fluctuaciones diarias de los niveles plasmaticos de HT
{(Eales y cols, 1981), la alimentacidn incrementa la T, plasmadtica a corto plazo en Ja trucha
(Salmo gairdneri) (Cook y Eales, 1987). Concretamente en este ditimo estudio, los autores
describen dos maximos en los niveles plasmdticos de T,, uno seguido a la presentacion del
alimento y el otro tras el inicio del fotociclo, siendo las fluctuaciones de T, plasmdtica menos
pronunciadas. Por tanto, las fluctuaciones dianas de los niveles plasmaticos de T, parecen
estar determinadas por el aporte inmediato de alimento, bien de manera directa, o indirecta
a través de la interaccion con las condiciones fotoperiddicas, siendo estimulada la secrecién
tiroidea de T, por la alimentacién. Los niveles circulantes de T, sin embargo, se ven menos
afectados por la dispombilidad inmediata de nutrientes, y probablemente su respuesta a la
alimentacion sea originada por alteraciones en la conversién extratiroidea de T, a T, (Cook
y Eales, 1987; Eales, 1988).

Estudios realizados en este sentido en la carpa dorada (C. aurarus), indican que las
fluctuaciones diarias en los niveles plasmdticos de T, parecen responder al fotoperfodo y ser

relativamente insensibles a los cambios en ¢l horario de la alimentacion (Spieler y Noeske,
1984).



II. OBJETIVOS
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El conocimiento actual sobre los distintos aspectos relacionados con la regulacion
de la alimentacién por neuropéptidos estd restringido fundamentalmente a los mamiferos,
siendo estos aspectos mucho menos conocidos en ¢} resto de vertebrados y especialmente
escasos en los poiquilotermos. Teniendo en cuenta la importancia cada vez mds relevante que
estd tomando el sistema peptidérgico en la regulacién de la alimentacién de forma general
en todos los vertebrados, nos planteamos ampliar estos estudios a los peces, grupo de
vertebrados en el que en el momento de empezar esta Tesis Doctoral no existia ningin dato
al respecto. Por tanto, el objetivo general de la presente Memoria ha sido estudiar la
regulacidn de la actividad alimentaria por neuropéptidos en peces ciprinidos, determinando

las posibles interacciones con el gje tiroideo y el sistema catecolaminérgico hipotalamico.

Las especies elegidas para este estudio fueron Carassius auratus (carpa dorada)
y Tinca tinca (tenca). Las carpas doradas tienen la ventaja de una facil disponibilidad, asi
como una adaptacion rapida a las condiciones de laboratorio. Por otro lado, el interés de las
tencas radica, en que dentro de la familia de los ciprinidos, constituyen una especie de
cultivo muy apreciada en acuicultura y de la que hay un gran desconocimiento de su conducta
alimentaria. No obstante, las tencas son una especie muy estresable y su aclimatacién y
mantenimiento en el laboratorio resulta complejo, dificultando el desarrollo de

experimentacion.

Estudios preliminares realizados por nuestro grupo establecfan por primera vez
el papel del neuropéptido CRF en la alimentacion en poiquilotermos, concretamente en larvas
de anuros. Este primer indicio, unido a que el CRF es uno de los péptidos reguladores de
la alimentaciéon mds ampliamente estudiado en los mamiferos, y a su importancia como
posible mediador de las respuestas al estrés en todos los grupos de vertebrados a lo largo de
la escala evolutiva, nos llevd a elegir dicho neuropéptido como representante de los péptidos
inhibidores. En cuanto a los péptidos estimuladores involucrados en la regulacion de la
Ingesta escogimos la B-endorfina y la galanina. La B-endorfina pertenece a la familia de
péptidos opioides, formando parte del sistema opioide endégeno descrito para la mayoria de
vertebrados e invertebrados estudiados, sugiriéndose una funcion importante en todos estos
grupos por si misma y por sus posibles interacciones con el CRF. El interés de la galanina

reside en que es un péptido aislado més recientemente y constituye el primero de una nueva
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familia de neuropéptidos, incluida dentro de los pocos péptidos descritos que activan la

ingesta.

En primer lugar era necesaria la puesta a punto de técnicas instrumentales
imprescindibles para el desarrollo de los objetivos. Inicialmente, habia que desarrollar
sistemas de inyecciones intraperitoneales e intracerebroventriculares adecuados y precisos
para los peces. Asimismo, validamos los radioinmunoensayos de hormonas tiroideas y
cortisol, asf como la cuantificacién de catecolaminas por cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC), con el objeto de determinar si dichos ensayos eran adecuados para la
estimacion de dichas hormonas y catecolaminas en muestras procedentes de Carassius auratus

y Tinca tinca.

Debido a la escasez de trabajos concernientes a la especie Tinca tinca, y dada su
dificil adaptacién a las condiciones del laboratorio, como ya hemos comentado, el primer
paso fue determinar inicialmente las condiciones 6ptimas de mantenimiento en nuestro
laboratorio, caracterizando su patrén de alimentacion en dichas condiciones. Estos estudios
preliminares nos permitirfan profundizar en otros aspectos sobre la regulacién de la

alimentacion en esta especie.

Con el fin de determinar el posible efecto del CRF, la B-endorfina y la galanina
en la ingestion de alimento en C. auratus, asi como la dosis dptima de estos péptidos,
realizamos las curvas dosis- y tiempo-respuesta. Ademds, para confirmar la especificidad de
dichos efectos producidos por los neuropéptidos en cuestion, nos planteamos el estudio de
un posible bloqueo por antagonistas especificos para cada uno de los neuropéptidos utilizados,

CRF, B-endorfina y galanina.

En numerosas especies de vertebrados se ha descrito que la actividad tiroidea estd
fuertemente influenciada por el estado nutricional del animal en funcidn de la cantidad y
calidad del alimento. Puesto que los neuropéptidos provocan modificaciones en el grado de
alimentacién, nuestro objetivo es averiguar si estas modificaciones determinan tambien

cambios en la actividad tiroidea.
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Actualmente estd bien establecida la relacién entre los sistemas peptidérgico y
monoaminérgico encefélicos en la regulacién de diversas funciones, incluyendo la regulacién
de la alimentacidn. Partiendo de la informacién bibliogrdfica existente sobre los estudios
realizados a este respecto en mamiferos, nuestro tltimo objetivo ha sido iniciar el estudio del
posible papel desempefiado por las interacciones entre las catecolaminas y los neuropéptidos
elegidos en esta Tesis Doctoral en la regulacién del comportamiento alimentario en C.

aurarus.
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1. MATERIALES.

1.1. Productos.

a) Reactivos.

- Acetato sodico (6268, Merck)

- Acetil Coenzima A (101.893, Boerhinger Mannheim)
- Acido acético glacial (63, Merck)

- Acido citrico (Ac 725, Scharlau)

- Acido clorhidrico (317, Merck)

- Acido ortofosférico (573, Merck)

- Acido perclérico (518, Merck)

- Acido picrico (251049, Panreac)

- Acido sulfirico (131058, Panreac)

- Acido tricloroacético (TCA) (252373, Panreac)

- Adrenalina (E-4250, Sigma)

- Agua bidestilada (Laboratorios Navarro, S.A. y Panreac)
- Agua grado HPLC (Ag 001, Scharlau)

- Albimina de huevo (613, Doesder)

- Albdmina sérica bovina (A-7030, Sigma)

- Albimina sérica bovina al 22%, pH 7,2 (40038, Ortho)
- Azul de metileno (251170, Panreac)

- Bicarbonato sédico (141638, Panreac)

- Bisulfito sédico (S-9000, Sigma)

- Carbdgeno (SEQ)

- Carbonato sédico (6392, Merck)

- CO, (Carburos metdlicos)

- Cloroformo (2445, Merck)

- Cloruro célcico (2083, Merck)

- Cloruro potdsico (P-4504, Sigma)

- Cloruro sddico (141659, Panreac)

- Cortisol (H-4126, Sigma)

- DePex (18243, Serva)
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- DHBA (3,4-dihidroxibenzilamina) (D-7012, Sigma)
- 2,5-Difeniloxazol (PPO) (D-5879, Sigma)

- Dimetil-POPOP (D-5879, Sigma)

- DOPAC (dcido 3,4-dihidroxifenilacético) (D-9128, Sigma)
- Dopamina (H-8502, Sigma}

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

- EDTA (Ac 965, Scharlau)

- EGTA (E-4378, Sigma)

- Fosina amarillenta (251299, Panreac)

- Etanol (983, Merck)

- Eter dietflico (141313, Panreac)

- Fenol (131322, Panreac)

- Formaldehido (071510, Probus)

- Fosfato dipotdsico (141512, Panreac)

- Fosfato disédico (6580, Merck, y So 336, Scharlau)
- Fosfato monopotisico (141509, Panreac)

- Fosfato monosédico (6346, Merck)

- Glicerina (142329, Panreac)

- Glucdgeno bovino (G-0885, Sigma)

- Helio (Carburos metélicos)

- Hematoxilina (251344, Panreac)

- Heparina al 5% (Leo)

- Hidréxido potdsico (141515, Panreac)

- Hidroxido sddico (6498, Merck)

- HMPG (4-hidroxi-3-metoxifenil glicol) (H1377, Sigma)
- Metanol (6009, Merck)

- Metanol grado HPLC (Me 306, Scharlau)

- Metimazol {M-8506, Sigma)

- Noradrenalina (A-7257, Sigma)

- Octanosulfonato sédico (O-8380, Sigma)

- Parafina (251799, Panreac)

- Pohietilenglicol 6000 (807491, Merck)

- Pronasa E (P-6911, Sigma)
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- Reactivo de Folin-Ciocalteau (251567, Panreac)
- Sulfato ciprico (52367, Probus)

- Tartrato sédico-potasico (8087, Merck)
- Timerosal (T-5125, Sigma)

- Tolueno (8317, Merck)

- Tiroxina (T-2376, Sigma)

- Tris (T-1503, Sigma)

- Tris-CIH (T-3253, Sigma)

~ Tritén X-100 (37238, Serva)

- Triyodotironina (T-2877, Sigma)

- Xileno (141769, Panreac)

b) Neuropéptidos.

- CRF (ovino: C-0922, C-2152, C-3167; Sigma)
- B-Endorfina (humana, E-6261, Sigma)

- Galanina (porcina, G-5773, Sigma)

¢) Fdrmacos.

- BNTX (7-Benzilidenenaltrexona) (B-139, RBI)
- Nor-Binaltofimina (B-109, RBI)

- Clonidina (C-7897, Sigma)

- a-Helical CRF .4y, (C-0907, Sigma)

- DAGO ([D-Ala?, N-Me-Phe*, Gly*-ol]-encefalina) (E-7384, Sigma)

- DPEN ([D-Pen?,pen’]-encefalina) (E-2260, Sigma)

- Fenilefrina (P-6126, Sigma)

- B-Funaltrexamina (3-003, RBI}
- Galantida (G-1278, Sigma)

- Metirapona (M-1259, Sigma)

- Naloxona (N-7758, Sigma)

- Naloxonazina (153613, ICN)

- Naitriben {(N-156, RBI)

- Prazosin (P-7791, Sigma)

- Quinpirol {Q-102, RBI)



Regulacién de la ingesta en teledsteos I1. MATERIALES Y METODOS 50

- R-SCH 23390 (D-054, RBI)

- R-SKF 38393 (S-101, RBI)

- Sulpirida (S5-7771, Sigma)

- Tricain metanosulfonato (MS-222) (A-5040, Sigma)
- J-50488 (U-102, RBI)

- Yohimbina (Y-3125, Sigma)

d) Kits comerciales.

- Chromatest glucosa (Knickerbocker)

- Active Cortisol DSL 2000 (Diagnostic Systems Laboratories Inc.): Cortisol estdndar,
['2*I}Cortisol- PEG, anticuerpo anticortisol.

e) Sueros vy anticuerpos.
- Anticuerpo antitiroxina (cedido por la Dra. M.J. Obregon)

- Anticuerpo antitriyodotironina (cedido por la Dra. M.J. Obregén)

- Suero de ternera

f) Radionucleidos.

- 1-["*C] Acetil-Coenzima A (act. esp. 60mCi/mmol) (Amersham}
- [**I]Tiroxina (cedido por la Dra. G. Morreale)

- ["*'I]Tiroxina (cedido por la Dra. G. Morreale)

- ["IITriyodotironina (cedido por la Dra. G. Morreale)

1.2. Instrumental.

- Agitador multitubos (Corning, modelo 4010)

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

- Balanzas de precisién (Sartorius y Sauter 404)

- Bano de érganos termostatizado (Unitronic, modelo 320 OR)

- Bomba isocritica (Waters modelo 590, Millipore)

- Cdmara fotografica (Nikon)

- Campana extractora

- Cénulas (Venocath 18)

- Células de acondicionamiento (5021, ESA) y analitica (5011, ESA)
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- Centrifuga refrigerada (Sigma, modelo 3K-2)

- Colorimetro (Atom, modelo Data-test atom 366)

- Columna Tracer (Spherisorb ODS2 5 um, 12,5 x 0,46 cm; Tecknokroma)
- Congelador a -25°C (Liebherr) y -80°C (Forma Scientific §23)
- Contador B (Beckman, modelo LS 3801)

- Contador v (LKB, modelo 1275 minigamma)

- Detector electroquimico (Coulochem II, ESA)

- Espectrofotometro (Spectronic 1201, Milton Roy)

- Estufa de histologia

- Evaporador-concentrador (Howe, modelo Giro vap)

- Filtros Millex-HV 13 (SJSV-013, Millipore)

- Filtros Sartolon (25006, Sartorius})

- Homogeneizadores (Pobel)

- Integrador (Waters 746, Millipore)

- Inyector (Rheodyne 7125)

- Jeringuillas pléstico 1 y 2 ml (ICO)

- Lupa binocular (Zeiss y Meiji EMZ-TR)

- Material de diseccion

- Microcentrifuga (Heraeus, modelo Biofuge 13)

- Microjeringas cristal 5, 25, 50 ul (Hamilton)

- Microscopio (Nikon y Oxford Trade)

- Microtomo (Reitcher 32617)

- Papel de cromatografia (Whatman 3MM)

- pHmetro (Crison, modelo D-501)

- Pipetas automdticas (Giison y Kartell)

- Sonicador (Sonics and Matenals Inc., modelo Vibra Cell)

- Tubos capilares 70 mm (GRI-CEL)

1.3. Material bioldgico: obtenciéon y mantenimiento.

[os animales utilizados en la realizacion del trabajo experimental pertenecian a dos
especies de teledsteos, Tinca tinca (tenca) y Carassius auratus (carpa o pez dorado) (Ilustr.
3}. Ambas especies de teledsteos pertenecen al Orden Cipriniformes, Familia Ciprinidae y

a las Subfamilias Leuciscinae y Ciprininae, respectivamente.
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Tinca tinca

Tlustr. 5. Especies de peces teledsteos utilizadas en la presente Memoria.
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Todos los individuos de 7. rinca procedian del Centro Nacional de Ciprinicultura
"Vegas del Guadiana" (Badajoz), y fueron amablemente donados por el Director de dicho
centro, J. Pérez Regadera. Los ejemplares de C. auratus fueron suministrados por Eurozoo
(Madrid). Una vez en el laboratorio, los animales se mantuvieron en acuarios de 50 y 100
1, provistos de sistemas de aireacion y filtracion continua de agua. La filtracion se llevo a
cabo con carbdn activo (Filtros Eheim 9111), y los filtros se limpiaban una vez a la semana.
Los peces recibfan iluminacidn natural y el agua se mantenfa a una temperatura de 21 +2°C.

La alimentacién se realizd a base de pienso granulado para peces de estanque (Sera
Biogran). La comida (1% del peso corporal} se administraba una vez al dia por la manana
entre las 10:00 y las 11:00 horas.

Los animales se aclimataron a estas condiciones generales de laboratorio durante dos
semanas como minimo antes de ser utilizados en experimentos concretos. En algunos disefios

experimentales se modificaron estas condiciones, que se especificardn en cada caso concreto.

2. METODOS.

2.1. Técnicas de microinyeccion.
a) Solucidn salinga de teledsteos.
- NaCl 0,6 g/100 ml
- NaHCQO, 15,8 mg/100 ml
Después de la disolucion completa de los componentes en agua destilada, se ajusta el
pH a 7,2 con HCl | N. Conservacion a 4°C.

b) Procedimiento general de las invecciones.

Antes de ser sometidos a cualquiera de las técnicas de inyeccidn

(intracerebroventricular o intraperitoneal), los animales fueron anestesiados con MS-222
(dilucién 1/10.000) disuelto en agua desclorada en la que se sumergia al animal durante 2-5
minutos. Este tipo de anestésico es muy utilizado en peces y anfibios debido a la facilidad
de administracion, a que el grado de anestesia es facilmente regulable y a la rdpida
recuperacion (1-3 minutos). Los animales se consideraban anestesiados cuando habia pérdida
de equilibrio, detenian su actividad natatoria y los movimientos operculares y bucales de

respiracion se hacian mds lentos de lo habitual.
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Los peces anestesiados se colocaban en un molde de parafina adaptado a la forma y
tamafio del animal para facilitar su manipulacién, evitando su desplazamiento. No se
inyectaban mds de 18 animales al dfa (durante 30 min. como mdximo) para eliminar posibles

desfases de tiempo significativos entre los animales inyectados.

¢) Invecciones intracerebroventriculares (ICV).

Las inyecciones se llevaron a cabo utilizando una microjeringa Hamilton de 5 ul a la
que se le adaptaba, a través de una cdnula de 0,5 mm de didmetro interno (Venocath 18), una
aguja de 0,5 mm (Luer) 6 de 0,3 mm (Microlance). El sistema se cebaba con agua destilada
para evitar la contaminacion de la microjeringa con la sustancia a inyectar y tras la formacién
de una pequefia burbuja de aire en la cdnula (0,5 ul que equivalian a 2 mm), ésta se cargaba
con el péptido, farmaco o solucidn salina, segln se tratara de individuos experimentales o
controles. El volumen inyectado fue 1 ul en todos los casos. La burbuja de aire evita la
mezcia entre la solucidn a inyectar y el resto de liquido (agua) que ceba el sistema, y ademds
la observacién de su desplazamiento permite confirmar el volumen de solucién inyectado.
(Tlustr. 6a).

Utilizamos la técnica de inyeccidon ICV descrita por Kavaliers (1989), con alguna
modificacién puesta a punto en nuestro laboratorio. Las inyecciones se realizaron a través
de la cubierta dsea del encéfalo, introduciendo Ja aguja a través de la linea de insercién
central que forman los huesos parietales y frontales (Ilustr. 6b). Esta zona es facilmente
reconocible con la ayuda de una lupa binocular y constituye un punto de menor resistencia
que €l resto de las estructuras dseas que cubren el encéfalo, pudiendo acceder ficilmente al
sistema ventricular a la altura del diencénfalo (11l ventriculo). La inclinacién y profundidad
de la aguja para que ésta alcance el sistema ventricular se determinaron previamente
superponiendo la aguja en cortes sagitales de encéfalo a microscopia dptica, y realizando una
marca en la aguja que indicaba la longitud de la misma que debia ser introducida. De este
modo, en el pez anestesiado y situado en el molde de parafina en posicion dorsal, se
introducia la aguja en la cabeza del animal a una profundidad de 2-3 mm segin el tamafio
del pez y con una inclinacién de unos 70° hacia la regién posterior (Ilustr. 7).

El correcto emplazamiento de las inyecciones ICV fue establecido en experimentos
preliminares mediante la inyeccion de un colorante vital (azul de metileno). Los animales se
inyectaron ICV con 1 ul de azul de metileno, extrayéndose posteriormente el encéfalo y

congelando €l mismo en hielo seco para poder obtener cortes transversales finos {1 mm).
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Tlustr. 6. a) Sistema de inyeccidn JCV compuesto por lupa binocular, pie y microjering.:
canula-aguja. b) Vista dorsal de la cabeza de €. guratus. P, huesos parictales: F. huesos
frontales: t. indica el punto en el gque se myecta.
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Hustr. 7. Esquema de un corte longitudinal del encéfalo de un teledsteo (modificado de
Healey, 1957) mostrando la trayectoria seguida por la aguja en las inyecciones intracerebro-
ventriculares. C, cerebelo; CP, complejo pineal; HF, hipéfisis; HT, hipotdlamo; LO, 16bulo
dptico; MO, médula oblonga; SV, saco vascular: T. teléncefalo; TO. tracto olfatorio: VL,
vdlvula cerebelar.

Nustr. 8. Corte transversal del encéfalo de C. aurarus a nivel del diencéfalo. Se puede
observar la presencia del azul de metileno en el III ventriculo (1). H, hipotdlamo; TO, techo
optico.
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La observacién de los cortes a la lupa binocular permite determinar ¢l grado de penetracion
del azul de metileno en el sistema ventricular a la altura del Il ventriculo (tustr. 8). En el
85% de los casos (n=18) las inyeciones se realizaron correctamente, observando la presencia

del colorante dnica y exclusivamente en el III ventriculo .

- Neuropéptidos y firmacos: preparacion.

- Los péptidos CRF, Galanina (Gal) y B-Endorfina (B-E) se disuelven en agua
bidestilada, obteniendo soluciones concentradas (2 y 5 pg/pl) que posteriormente eran
liofilizadas en alicuotas de 10 y 20 ul, y conservadas a -25°C hasta el momento de su
utilizacion. Durante los experimentos se diluian diariamente alicuotas en solucidn salina hasta
obtener las concentraciones deseadas:

CRF: 0,1; 0,33; 1; 2 y 3,33 pg/1 ul de solucién salina.
Gal: 0,1; 1 y 3,3 pg/l ul de solucion salina.
B-E: 0,001; 0,1 y 1 ug/1 ul de solucién salina.

- Los antagonistas de los anteriores péptidos, «-Helicat CRFy,,,, galantida y
naloxona, se prepararon diariamente a las siguientes concentraciones:
o-Helical CRFg : 10 ug/1 pl de solucién salina con NaOH 1 N (2%).
Galantida: 5 pg/1 pl solucidn salina.

Naloxona: 10 ug/1 ul solucién salina.

- Los fdrmacos utilizados para el estudio de los RECEPTORES
CATECOLAMINERGICOS fueron elegidos en base a su especificidad para los distintos
receptores de catecolaminas, utilizdndose a una concentracién final de 10 wug/pl. Los
farmacos se disolvian directamente en solucion salina, excepto en el caso de ambos agonistas
dopaminérgicos y el antagonista D,-dopaminérgico en que fue necesario su disolucién en

acido acético glacial (5%). Todas las soluciones se preparaban el mismo dia del experimento.

RECEPTOR AGONISTA ANTAGONISTA

o Fentlefrina Prazosin
Adrenérgico

oy Clonidina Yohimbina

D, SKF 38393 SCH 23390
Dopaminérgico

D, Quinpirol Sulpirida
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_ Para el estudio de los RECEPTORES OPIOIDERGICOS, las soluciones de
inyeccién se obtenian diariamente a partir de una solucién concentrada de cada uno de Ios
formacos hasta conseguir la concentracién final deseada (1 pg/pl para los agonistas; 5 ug/ul
para los antagonistas). Los firmacos se disolvian directamente en solucién salina y en

algunos casos {antagonistas 8,, §,, p y u,) fue necesario disolverlos en metanol (10%).

RECEPTOR OPIOIDERGICO AGONISTA ANTAGONISTA
8 DPEN
8 BNTX
0, Naltriben
K U-50488 nor-BNI
i DAMGO B-FNA
o Naloxonazina

d) Inyecciones intraperitoneales (IP).

Las inyecciones IP se realizaron con jeringuillas de plastico de 1 ml y aguja de 0,5
mm. El animal anestesiado se situaba en el molde de parafina en posicion ventral. La aguja
se introducfa a la altura de ia linea media ventral inmediatamente posterior a las aletas
pélvicas, con una profundidad aproximada de 5 mm. E!l volumen de inyeccién se corregia
en funcion del peso corporal del animal, inyectindose 100 ul solucion salina/g de peso

corporal.

- Neuropéptidos y farmacos: preparacion.
- Los péptidos CRF, Gal y B-E se prepararon como en €l apartado anterior {inyeccion

ICV) a una concentracion de 1 ug/0,1 ml solucién salina.

- La metirapona (inhibidor de la sintesis de corticosteroides que actia sobre la 118-
hidroxilasa inhibiendo el paso de 11-deoxicortisol a cortisol} se disuelve en solucion salina

inmediatamente antes de su administracidn (0,6 mg/0,1 ml solucion salina).

- El cortisol se prepard inmediatamente antes de a inyeccién a una concentracién de

0,1 mg/0,1 ml solucién salina. Fue necesario disolverlo inicialmente en un 5% de etanol,
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inyectando una cantidad igual (solucion saiina con 5% de etanol) a los individuos del grupo

control.

2.2. Obtencion de muestras.

l.os animales se sacrificaron por decapitacidn inmediatamente por detras del opérculo.

a) Hipotdlamo.

Una vez decapitado el animal, se procede inmediatamente a la extraccion del
hipotalamo. Para ello se separa ia mandibula inferior de la mandibula superior y craneo. Con
la avuda de una lupa binocular se retira la capa de musculo y cartilago hasta acceder
ventralmente al encéfalo. Rdpidamente se disecciona y extrae el hipotilamo considerando
como limite anterior el quiasma Optico y como limite posterior el comienzo de la médula
oblonga (Hustr. 9). El tejido se congela inmediatamente con nieve carbonica (hielo seco) en
tubos eppendorf de polipropileno de 1,5 ml y se conserva a -25°C ¢ - 80°C hasta el posterior

anaiisis de catecolaminas.

b)

Hlustr. 9. Esquema del encéfalo de un teledsteo (tomado de Senthilkumaran, 1993) mostrando
los planos de corte (bb’ y cc’, planos de corte transversales; gg’, plano horizontal a través
del surco lateral que separa el hipotdlamo del tdlamo dorsal) para separar €l hipotdlamo (a,
vista ventral; b, corte transversal a nivel de la hipéfisis). C, cerebelo: H, hipotdtamo; IL,
I6bulo inferior; M, médula oblonga; OT, techo dptico; P, hipofisis; TH, talamo; X. quiasma
optico.
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b) Mandibula inferior.

Para la valoracion de hormonas tiroideas en el tiroides se utilizé la mandibula
inferior, ya que en los peces los foliculos tiroideos se encuentran dispersos por la region
faringea a lo largo de la aorta ventral y los arcos adrticos (Norris, 1985). La mandibula
inferior se separé seccionando por detrds del opérculo y delante del corazén, a continuacion
se cortan y eliminan ligeramente los bordes laterales cartilaginosos de la mandibula. La
mandibula asi seccionada, incluyendo el tejido tiroideo, se congela con hielo seco y se
mantiene a -25°C hasta el momento de la valoracién hormonal. En algunos casos 1os tejidos

se procesaron para la observacién de foliculos tiroideos al microscopio éptico (Iustr. 10).

c) Plasma.

La sangre se obtenia por decapitacién de los animales, se recogia con la ayuda de
capilares heparinizados en fubos eppendorfs también previamente heparinizados y enfriados
a 4°C (banio de hielo). Se centrifuga a 3.000 rpm (1.300 g) durante 10 minutos (4°C). Se
recogia el sobrenadante con pipetas automaticas y las muestras de plasma asi obtenidas se

mantuvieron congeladas a -25°C hasta la realizacién de los ensayos analiticos.

d) Higado.

Tras la extraccidn de sangre, se extirpd el higado y se determiné su peso hiimedo con
el objeto de calcular posteriormente el indice hepatosomdtico (peso del higado/100 g de peso
corporal). El tejido se congeld con hielo seco y se conservd a -25°C hasta el momento en

que se realizo la valoracion de glucdgeno.

e) Copas dpticas.
Una vez decapitado el animal, se procedié a la extraccion del globo ocular, a

continuacidn con unas tijeras de iridectomia y con ayuda de una lupa binocular se retiré la
cornea y el iris cortando el globo ocular a nivel de la ora serrata. Seguidamente se extrajo
el cristalino y el humor vitreo. Todo el proceso de extraccion se realizé con el 0jo inmerso
en tampon fosfato salino pH 7,2 (fosfato sédico 0,1 M, NaCl 0,14 M, EGTA 10 mM). La
retina se sumerge en 300 ul del tampén de homogeneizacion del ensayo (ver apartado
2.4.5.a), congeldndose inmediatamente sobre hielo seco. Las muestras se mantuvieron
a -25°C hasta el momento de la determinacion de la actividad serotonina N-acetiltransferasa
(NAT).
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[ustr. 10. a) Corte transversal de la mandibula interior de C. aurarus mostrando el aspecto
general de la localizacion de los foliculos tiroideos () alrededor de la aorta (x 25). b) Vista
detallada de algunos foliculos tiroideos mostrando el coloide (#) (x 100).
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2.3. Técnicas histologicas.

a) Fijacién e inclusion.

La fijacién del tejido (la mandibula inferior o el encéfalo) se realizé en solucion de
Bouin (solucién saturada de 4c. picrico 375 ml, formaldehido 100 ml y dc. acético 25 ml)
durante 24 horas. A continuacién y siguiendo la técnica habitual, se pasé por la serie
ascendente de alcoholes (etanol 70°, 90°, 96°, 100°, 2 bafios de 15 min cada uno, y tolueno,
4 min), realizdndose la inclusion en parafina (punto de fusién 58-60°C) durante un minimo

de 4 horas en dos bafios consecutivos.

b) Cortes vy tincidn.

Se realizaron cortes seriados sagitales y transversales de 7 y 10 um de espesor que
fueron montados secuencialmente en portas previamente tratados con albimina-glicerina (1:1,
p/v) y se secaron en una estufa a 35°C durante al menos 24 horas. Tras el desparafinado en
xileno (3 banos de 15 min cada uno), los cortes se pasaron por la serie descendente de
alcoholes (1 bafio de 5 min en cada alcohol y en agua), tifiéndose a continuacion con

hematoxilina de Ertich (15 min) y eosina (2 min). Por ditimo, los cories se deshidrataron y

se montaron con DePex.

2.4, Técnicas analiticas.

2.4.1 VALORACION DE LA INGESTION DE ALIMENTO.

Los peces eran alimentados como ya se menciond anteriormente con pienso granulado,
que era previamente troceado para obtener granulos de un tamafio adecuado en funcidn del
grado de apertura bucal del animal y facilitar la captura del alimento. El hecho de que este
tipo de alimento en forma de grdnulos flote en el agua facilita su recoleccion y le hace idéneo
para evaluar el grado de ingestién de alimento (ingesta).

La composicién quimica del alimento es:

* Proteina cruda 29.8 %
- Grasa cruda 2,8 %
- Fibra cruda 2,0 %
- Ceniza 9.8 %
- Extractos sin nitrégeno 55,6 %

- Humedad 8.2 %
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La ingesta se calculaba segiin la siguiente férmula:
1 =P - P xF)
I = ingesta
P, = peso seco nicial de la comida. Corresponde al peso de la comida menos el 8,2 % de
agua.
P; = peso seco final de la comida remanente transcurrido el periodo de ingestion (2, 4, 6 u
8 horas). Los grdnulos de comida restantes se recogfan con una red fina, se colocaban en
cestillos de papel de aluminio previamente pesados, y se ilevaban a peso seco en una estufa
a 40°C (4-5 h).
F = factor de correccion. A pesar de la capacidad de flotacion de los granulos de alimento,
durante el tiempo de ingestién, se produce una cierta disolucién del mismo en el agua, que
es corregida mediante un factor, F, que calculamos de la siguiente manera:
- Anadir en 10 acuarios individuales una cantidad prepesada de comida (P,) variable
entre 0,2y 1 g.
- Recoger la comida tras 2, 4, 6 y 8 horas.
- Deshidratacidn y posteriormente pesada (P,).
-F =P,/P,
- F(2 h) = 1,086 + 0,0062 (n = 10)
- F(4h) = 1,120 + 0,0186 (n = 10)
- F(6h) = 1,176 + 06,0036 (n = 10)
F(Bh) = 1,348 + 0,0120 (n = 10)
F, representa, por tanto, la reduccién de peso de la comida, por el efecto de

disolucién, tras permanecer en el agua un determinado niimero de horas.

2.4.2 YALORACION DE GLUCOSA PLASMATICA.

Los niveles de glucosa en plasma se determinaron mediante una técnica enzimatico-
colorimétrica por el método de la glucosa oxidasa (GOD), utilizando un kit comercial
suministrado por los laboratorios Knickerbocker (Cromatest Glucosa) y cuyo fundamento
teérico es el siguiente: la GOD cataliza la oxidacién de glucosa a dcido glucénico. El
perdxido de hidrogeno producido se detecta mediante un aceptor cromogénico de oxigeno,
fenol-ampirona, en presencia de peroxidasa (POD). La quinona roja formada es proporcional

a la concentracion de glucosa en la muestra ensayada.
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a) Reactivos.
- Mezcla enzimdtica:

- Tampon fosfato, pH 7,5 50 mmo!l

- Ampirona 0,4 mmol
- GOD 3.000 U
- POD 500 U

Disolver el contenido de un vial en 250 ml de H,0.
- Fenol: disolver un vial (2,5 mmol} en 250 ml de H,0.
- Reactivo de trabajo: mezclar voliimenes iguales de mezcla enzimdtica y de fenol.

- Patrén glucosa-urea: contiene 100 mg glucosa-50mg urea/ 100 ml.

b) Procedimiento.
- Anadir 2,5 ml del reactivo de trabajo a 20 ul de muestra.
- Agitar e incubar durante 10 min a 37°C.
- Lectura de la absorbancia a 505 nm.
- Patrén combinado de glucosa-urea en el intervalo 25-500 mg/100 ml.
- Las determinaciones se llevaron a cabo por duplicado y los datos se expresaron en

mg/ml.

2.4.3 VALORACION DE GLUCOGENO HEPATICO.

a) Reactivos.
- KOH (30%): 30 g en 100 m! de H,0.
- TCA (20%): 20 g en 100 ml de H,0.
- Solucion de fenol: 80 g de fenol en 20 g de H,0.

b} Procedimiento.
- Extraccién. (Cifonelli y cols, 1956; Montgomery, 1957).
- Afiadir 1 ml de KOH a 20-40 mg de higado.
- Llevar a ebullicién durante 40 minutos.
- Neutralizacidn con 0,3 mi de dc. acético.
- Anadir 2,6 ml de etanol al 96%.
- Calentar suavemente hasta provocar la precipitacién.

- Centrifugacion a 3000 rpm durante 15 minutos.
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- Decantar y lavar el precipitado con 4 ml de etancl absoluto.

- Repetir la serie de centrifugacion-decantacién-lavado con 4 ml de éter.
- Centrifugacion (3000 rpm, 15 min} y decantar el sobrenadante.

- Disolucidn del precipitado una vez seco en una gota de KOH.

- Afadir 0,75 ml de H,0 y agitar hasta la completa disolucién.

- Aitadir 0,25 ml de TCA y mantener toda la noche en frio (4°C).

- Centrifugacién a 5000 rpm durante 15 min.

- Anadir 2 ml de H,O a 0,5 ml del sobrenadante (solucién problema).

- Determinacidn espectrofotométrica. (Dubois y cols, 1956).
- Anadir 950 ul de H,O a 50 ul de solucion problema.
- Anadir 25 ul de solucidén de fenol y 2,5 ml de H,SO, concentrado.
- Una vez frio incubar 15 min a 25°C.
- Lectura de Ja absorbancia a 487 nm.
- Patrén glucdgeno hepitico bovino en el intervalo 2,5-100 ug.
- Las determinaciones se llevaron a cabo por duplicado y los datos se expresaron en

pg glucégeno/mg de tejido y pg glucdgeno/ug proteinas.

2.4.4 DETERMINACION DE PROTEINAS.

Se utilizé el método descrito por Lowry y cols (1951).

a) Reactivos.
- Tartrato Na-K (2%): 2 g en 100 ml de H,0.
- CuSO, (1%): 1 g en 100 ml de H,0.
- Solucion B: NaOH (1 g) + Na,CO, (5 g} en 250 ml de H,O.
- Solucién C: 1 m] CuSO, (1%) + 1 ml Tartrato (2%) en 100 ml de solucién B.

b) Procesado de las muestras.
- Mandibula inferior:
- Homogeneizar en metanol (12 mi/g tejido).
- Llevar 50 pl del homogeneizado a 1,5 ml de H,O (solucién problema).
- Higado:
- Sonicar 10 mg de tejido en 1 ml de H,0.
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- Llevar 50 ul del homogeneizado a 0,5 ml de H,O (solucién problema).

- Copa odptica:
- Sonicar 1a retina en 300 ul de tampdn de homogeneizacién (ver apartado
2.4.5.a).

- Lievar 20 ul del homogeneizado a 0,5 ml de H,O (solucion problema).

¢) Procedimiento.
- Anadir 2,5 ml de la solucién C a 0,5 ml de solucidon problema.
- Agitar e incubar 15 minutos a 30°C.
- Afadir 0,25 mi de reactivo Folin:H,O (1:1).
- Agitar € incubar 30 minutos a 30°C.
- Lectura de la absorbancia a 505 nm.

- Patrén de seroalbimina bovina (BSA) en el intervalo 5-400 pg.

2.4.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD SERQTONINA N-ACETILTRANSFERASA
NAT).

a) Principio del ensavo.

La actividad NAT fue valorada en la retina mediante una técnica radioenzimatica
desarrollada en nuestro laboratorio (Alonso-Gomez y cols, 1992) a partir del método original
de Parfitt y cols (1975).

La NAT cataliza la acetilacion de la serotonina para formar N-acetilserotonina
utilizando acetil-coenzima A (AcCoA) como donador del acetilo. Partiendo de una mezcla
de sustratos en la que uno de ellos estd marcado radiactivamente, tras la catdlisis la cantidad
de radiactividad incorporada en el producto serd directamente proporcional a la actividad de

la enzima (NAT) responsable de la misma.

b) Reactivos.
- Tampon fosfato potdsico 250 mM pH 6,5:
- KH,PO, 27,14 g/l
- K,HPO, 8,725 g/l
- EGTA 20 mM: (,152 g de EGTA en 20 ml tampén fosfato 250 mM.

- Solucidn de Bray:
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- Tolueno 667 ml
- Triton X-100 333 mi
- PPO 10g

- Dimetil POPOP 250 mg
- Solucidn de AcCoA 10,5 mM en tampén fosfato 250 M: se mantiene congelada a -
25°C y es estable al menos durante 6 meses.
- Solucién de [“*CJAcCoA 328 M: se consigue por dilucién del compuesto marcado
en tampén fosfato 0,25 mM (1 uCi/60 ul). Alicuotas de 100 pl se conservaban a -25°C.

- Solucidn de trabajo: solucién anterior (2.000 cpm/gl) con triptamina 100 mM.

¢) Procedimiento.

- El tejido ocular se sonica en 300 ul de tampon fosfato con EGTA 20 mM (3 veces
durante 5 segundos, al 70% de la potencia de salida a 25 W).

- Anadir a 100 ul del homogeneizado, 80 ul de AcCoA (125 uM) y 20 ul de solucién
de trabajo (40.000 cpm/tubo).

- Incluir 2 tubos blancos, sustituyendo la muestra por 100 ul de tampén de
homogeneizacion.

- Incubacion a 25°C durante 20 minutos.

- Parar la reaccion con 1 ml de cloroformo frio, y agitar durante 1 min.

- Eliminar por aspiracion el sobrenadante.

- Afadir 200 pl de tampdn fosfato y agitar durante 1 minuto.

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

- Recoger 0,5 ml de la fase de cloroformo en un vial y evaporacion a temperatura
ambiente.

- Reconstitucion del residuo seco en 100 ul de etanol.

- Anadir 2 ml de solucién de Bray y contaje de la radiactividad.

- Los resultados se expresaron en nmoles de producto formado por hora de incubacion

y por ojo, y como nmol/h/mg proteinas.

Las determinaciones de actividad NAT expuestas en esta Memoria han sido realizadas

por el Dr. A.L. Alonso-Gémez.
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2.4.6 CUANTIFICACION DE_HORMONAS POR RADIOINMUNOENSAYO (RIA).

a) Principio del ensayo.
El radioinmunoensayo se basa en la reaccién de inhibicidn competitiva que se

establece entre un antigeno sin marcar u hormona fria (hormona presente en la muestra) y
una cantidad constante de ese mismo antigeno marcado radiactivamente, en la unién a un
anticuerpo especifico. La incubacidon de una mezcla de los antigenos frio y marcado en
presencia del anticuerpo especifico permite que se establezca un equilibrio quimico entre las
formas unidas y libre del antigeno. La afininidad de ambos antfgenos por el anticuerpo, que
se afiade en una cantidad constante, es 1a misma por lo que la cantidad de antigeno marcado
que se pueda ligar al anticuerpo dependera de la hormona fria presente en la muestra. Por
tanto, una vez alcanzado el equilibrio tras la incubacidn, existe una relacion entre la
concentracién de antigeno frio y la proporcion del marcador desplazada del complejo
antigeno-anticuerpo. Esta caracteristica permite estimar concentraciones desconocidas de una
hormona presente en la muestra comparando la cantidad del marcador unido al anticuerpo
con una curva estindar realizada con concentraciones conocidas de hormona.

Para poder llevar a cabo una cuantificacién correcta, es necesario poder separar de
forma fiable las fracciones libre y unida del marcador, lo que se consigue precipitando los
complejos antigeno-anticuerpo. Dicha precipitacion se suele realizar con un segundo
anticuerpo contra las inmunoglobulinas de la especie animal productora del primer
anticuerpo. La radiactividad se mide en el precipitado (fraccién unida). Este método se utiliza

generalmente cuando el marcador emite radiacién v (%I, ©*').

b) Calculo de los resultados.

Para la realizaciéon del RIA, ademds de la curva estindar, deben incluirse los
siguientes tubos controles:
- Cuentas totales (T): Contienen tnicamente la cantidad total de marcador afiadido a
todos los tubos.
- Unién méxima (Bo): Dichos tubos no tienen hormona fria, y representan la unién
mdxima del marcador al anticuerpo (el volumen de la muestra se sustituye por un volumen
equivalente de tampdn del RIA, o del estindar cero en el caso de los RIAs comerciales,

para mantener constante el volumen final de reaccidén).
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- Unién inespecifica (NSB): En este tubo no existe anticuerpo y define la unidn no
especifica del marcador al tubo de ensayo (el volumen del anticuerpo se sustituye por un
volumen equivalente de tampén del RIA, o del estdndar cero).

A partir de estos tubos y de los obtenidos de la curva estindar se realizan los

siguientes calculos:
- Capacidad de unién (%) = (Bo-NSB)/T x 100
- Union inespecifica (%) = NSB/T x 100

- Union para estdndares y muestras (Y):

Y (%): = [muestra(cpm) - NSB] / [Bo(cpm) - NSB] x 100

La representacién grdfica de la curva estdndar fue Y frente a log[H] (lineal-
logaritmica). LLa curva resultante tiene un perfil sigmoideo, en el que se aprecia con claridad
el intervalo de la curva con mayor precisién, que corresponde al tramo de mayor pendiente.

El cdlculo de las concentraciones de las muestras se realizd por un método de
interpolacion utilizando segmentos de curvas de 3° grado. Estos segmentos son unidos para
obtener una curva continua con un minimo de oscilaciones, para conseguirlo €l proceso ¢€s
repetido varias veces por cdlculo iterativo asistido por ordenador.

Los resultados se expresaron en pg 6 ng/ml para el plasma, y en pg 6 ng/mg proteinas
para el tejido tiroideo (no existiendo diferencias si se expresan como contenido de HT por

mandibula).

¢} Criterios de validez del RIA. (Midgley y cols, 1969).
Los criterios de validez que debe cumplir un RIA son los siguientes:

- Especificidad. Es la capacidad del anticuerpo de discernir selectivamente entre varios
compuestos quimicamente relacionados con la hormona a valorar, y que pueden existir en
las muestras biolégicas. Se calcula como los coeficientes de reaccién cruzada, que
representan la relacién en tanto por ciento entre las concentraciones de hormona y el
compuesto similar necesarios para obtener un desplazamiento del 50% de una cantidad
conocida de marcador.

- Paralelismo. Entre la curva estindar y una serie de diluciones de una muestra. Este
método de validacion es utilizado como un indice de lIa similitud de la inmunorreactividad

entre el compuesto estandar y el valorado en la muestra. La existencia de paralelismo indica
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que el factor de dilucién utilizado no afecta a la estimacion de la concentracion final de
hormona.

- Recuperacién. Se define como la diferencia en tanto por ciento entre el valor estimado
mediante RIA y la cantidad real de hormona afiadida. En el caso de realizarse utilizando
varias concentraciones de hormona, debe establecerse una correlacion lineal entre la cantidad
real y la estimada.

- Sensibilidad. Se define como la menor concentracion de hormona que puede ser
discriminada de la unién maxima (Bo) con una p<{,05. La sensibilidad se calcula como el
punto que dista del Bo en 2 veces su desviacién estdndar.

- Precision y reproducibilidad. Se mide por medio de los coeficientes de variacion
(desviacidn tipica/media %) intra- e interensayo, determinados a varias concentraciones de
la curva estandar. Dichos coeficientes muestran la reproducibilidad del método bajo las
condiciones del ensayo utilizadas y deben ser siempre inferiores a la variabilidad encontrada

en las muestras bioldgicas.

2.4.6.1. Cuantificacién de hormonas tiroideas.

Los trazadores internos utilizados en el proceso de extraccién y los utilizados como
antigenos en los RIAs fueron cedidos amablemente por la Dra. G. Morreale de Escobar
(Unidad de Endocrinologia Molecular, Instituto de Investigaciones Biomédicas, CSIC vy
Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Madrid) y fueron sintetizados en su
laboratorio por el método de la cloramina T a partir de yodotironinas de un grado menor de
yodacion (3,5-T,), consiguiéndose una actividad especifica (3.000 pCi/ug) superior a la de
los productos comerciales disponibles, lo que resulta esencial para conseguir la alta
sensibilidad de los RIAs necesaria para la valoracién de HT en muestras de teledsteos.

En las muestras de plasma, y con el objeto de concentrar las HT, previamente a la
realizacion de los RIAs se llevd a cabo un proceso de extraccién. En el caso del tiroides el

proceso seguido fue diferente (véase apartado 2.4.6.1.b).

a) Extraccion de hormonas tiroideas del plasma.

- Tampones de extraccion,

Los tampones se obtienen a partir de dos soluciones (A y B) preparadas en agua
bidestilada:
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- Solucién A: Acido acético glacial 11,5 ml/i
- Solucién B: Acetato sédico anhidro 16,4 g/l
A B
- Tampodn acetato pH 7: 1,25 ml 11
- Tampén acetato pH 4: 1 1 180 ml
- Tampén acetato pH 3: 11 10 ml

Los pH se ajustan con NaOH o dcido acético segtin ¢l caso.

- Procedimiento.

- Anadir cloroformo-metanol (2:1, v/v) a las muestras, de manera que el volumen
final del extracto fuera unas 20 veces el volumen de plasma utilizado (Folch y cols, 1957,
Gordon y cols, 1982).

- Afiadir como trazadores internos, aproximadamente 1000-2000 cpm de ['*IIT, y
[*'I]T, de alta actividad especifica y conteniendo menos de 1-2 pg de T; o Ty, en 100 ul de
metanol, con el objeto de calcular la recuperacidén individual de las yodotironinas para cada
muestra.

- Centrifugar 15 min a 2.000 rpm (800 g).

- Afadir al sobrenadante Ci,Ca 0,05% (p/v) en una cantidad de acuerdo con la
siguiente relacion: 1/4 (V~AxB)-AxB, donde V; representa el volumen final del extracto, A
es un coeficiente que refleja el porcentaje de agua del tejido (1 para el plasma) y B el
volumen de muestra. Con este paso conseguimos extraer las yodotironinas en una fase acuosa
(Gordon y cols, 1982).

- Separacion durante toda la noche en frio (4°C).

- Extraer nuevamente con una mezcla de cloroformo-metanol-Cl,Ca en la proporcion
3:49:48 (v/v/v).

- Concentracién y purificacién de las yodotironinas pasando el extracto acuoso a
través de columnas que contenian 1 mi de resina de intercambio anidnico Dowex AG 1x2
(Mallol y cols, 1982; Morreale de Escobar y cols, 1985).

Las columnas fueron confeccionadas utilizando jeringas de polipropileno de 2 ml sin
el émbolo, colocando a la entrada del cono un circulo de papel de cromatografia Whatmann
(BMM). Previamente a su utilizacion el Dowex era tratado durante al menos 12 horas con
dcido acético al 70%, procediéndose posteriormente a su lavado con agua destilada.

Finalmente, se ajustaban las columnas a pH 7 mediante lavados con tampén acetato pH 7.
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- Una vez pasada la muestra por las columnas, se procedia al lavado de ias mismas
en el siguiente orden:
-+ 2 ml de tampOn acetato pH 7
- 2 ml de etanol
- 2 ml de tampOn acetato pH 7
- 2 ml de tampon acetato pH 4
> 2 ml de tampodn acetato pH 3
- 2 ml de acido acético al 1%
- 2 mi de dcido acético al 35%
- Eluir las yodotironinas que quedan retenidas en la columnas en § fracciones, de 0,5
ml cada una, con acido acético al 70%.
- Medir la radiactividad (**I y "'T) de las fracciones en un contador +y y unir las 2-3
fracciones que contenian la mayor parte de los trazadores internos.
- Evaporar a sequedad (50°C, 5-6 h) en un rotavapor en condiciones de vacio.
- Reconstitucidn de los precipitados en 300 ul de tampén A del RIA y conservacidn

a -25°C hasta el momento de la valoracion de las HT.

El contaje de las fracciones con los trazadores debe hacerse con exactitud, ya que
dicho contaje se emplea para calcular la recuperacion individual de cada hormona,
corrigiendo las concentraciones obtenidas en Jos RIAs en funcién de dicho valor. Para
realizar los citados calculos de recuperacion se introducian en cada ensayo 8 tubos estandares
de contaje, 4 contenian la cantidad total de trazador afadida a las muestras (['*I]T,+[*'1]T,)
y 4 unicamente con [*!]T, para calcular la interferencia del '*'I en el canal de contaje del
I2]. También se inclufan 2 blancos que seguian el mismo proceso que las muestras. Los
porcentajes de recuperacion normalmente fueron del orden de un 60-85% para T, y 50-70%
para T,. La ["*'I]T, se utilizé durante un periodo no superior a un mes a partir de la fecha
de marcaje con el fin de evitar la adicion de T, a las muestras ya que la vida media de este
isGtopo es mds corta que la del "1 (1 mes frente a 4 meses). La pureza radioquimica de los
trazadores internos fue del 99% conservandose un alto grado de estabilidad en etanol (50%),
lo cual fue comprobado, por la Dra Morreale de Escobar, por cromatografia en capa fina

inmediatamente antes de su uso (Morreale de Escobar y cols, 1985).
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b) Procesado de la mandibula inferior conteniendo el tejido tiroideo.
- Reactivos.

- Tampdn Tris-ClH, 0,2 M, pH 8,6:
- Tris-CIH 8,84 g/l
- Tris 17,44 g/l
- Metimazol 2,85 g/l
Conservacion a 4°C. Duracidon maxima 20 dias.
- Pronasa E al 0,58% (p/v), con una actividad de 4,6 U/mg, en tampdn Tris-CIH.

Preparacion en el momento del ensayo.

- Procedimiento.

- Se homogeneiza la muestra en metanol (12 mi/g tejido) utilizando homogeneizadores
tipo Potter-Elvehjem (tefion-vidrio) acoplados a un rotor automdtico (2.900 rpm).

- Se retira una alicuota del homogeneizado (30 ul) para la valoracion de proteinas.

- Centrifugar durante 15 min a 4.000 rpm (2.150 g) y 4°C.

- Recuperar y evaporar el sobrenadante. Reconstituir la muestra en 500 ul de tampén
A del RIA y conservar a -25°C. Las HT asf extraidas representan el contenido libre de T,
y T, en el tiroides (Morreale de Escobar y cols, 1988).

- Secado del precipitado al aire.

- Digestion proteolitica con Pronasa E 0,58% (500 ul) durante 12 horas a 37°C, para
romper los enlaces covalentes que mantienen unidas las HT a la Tg (Rolland y cols, 1970).

- Anadir 3 ml de metanol frio para parar la reaccion.

- Centrifugacién (15 min, 4.000 rpm, 4°C).

- Recuperar el sobrenadante. Evaporar y reconstituir en 1 ml de tampdn A del RIA,
conservar a -25°C. Esta fraccidn representa los residuos intratiroideos de yodotironinas
incorporadas en la Tg (Morreale de Escobar y cols, 1988) y lo designaremos como el

contenido tiroideo de HT unidas.

¢) Tampones de los RIAs.
- Tampén A: Tampon fosfato 0,04 M, pH 8, BSA 0,2%.
- POH,Na.H,0 0,2940 g/1
- PO,HNa,.2H,0 6,7520 g/1
- Mertiolato 0,2429 g/l
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- BSA 22% 10 ml/l
- Tampén B: Tampon fosfato 0,04 M, pH 8 (tampdn A sin BSA).
- Tampén C: Tampon fosfato 0,04 M, pH 8, BSA 0,05% (tampén A con 2,5 ml/l de
BSA).
- Tampdén D: Tampo6n fostato 0,04 M, pH 8, BSA 0,05% con cisteina (tampén C + 100
mg cisteina/l).

E! pH se ajusté con NaOH o 4cido ortofosférico segtin €l caso.

d) Procedimiento del RIA de trivodotironina.

- Curva estandar.

- Se pesan 5 mg de T; y se disuelven en 250 ml de NaOH 0,05 N. La concentracion
de esta solucidn madre serd de 20 ug/ml. Se puede conservar hasta 2 meses a 4°C.

- Dilucién en tampdn A de la solucién madre, para conseguir una solucién patrén a
una concentracién de 5 ng/ml. Se conserva como mdximo 2 semanas a 4°C.

- A partir de la solucién patrén, y en el momento del ensayo, se hacen diluciones
sucesivas con tampoén A hasta conseguir las siguientes cantidades de T, en un volumen final

de 10 pl: 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25 y 50 pg de T;.

- Anticuerpos.

Tanto el anticuerpo anti-T; como el anticuerpo anti-T, fueron cedidos amablemente
por la Dra M.J. Obregén (Unidad de Endocrinologia Molecular, Instituto de Investigaciones
Biomédicas, CSIC y Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Madrid). La
especificidad del anticuerpo anti-T, ha sido previamente caracterizada (Ruiz de Ofa y cols,

1991) obteniéndose las siguientes reacciones cruzadas:

Compuesto Reaccién cruzada %
T, 100,0
T, I,1
3’,3-T, 0,9
3,5-T, 0,7
Tetrac 0,5

1T, 0,0016



Regulacion de la ingesta en teledsteos 1. MATERIALES Y METODOS 75

En el caso del anticuerpo anti-T; se hizo una dilucién 1:500 que se dividié en
alfcuotas para 100 y 200 tubos de RIA que se mantenian congeladas a -25°C. A partir de la
dilucion 1:500 se hacia una dilucién 1:150 con tampdn A, en el momento de realizar el RIA.

Como reactivo precipitante se utilizé una mezcla de polietilenglicol (PEG) al 30%

(p/v) preparado en tampdn B y suero de ternera diluido con tampén B (1:6,66).

- Protocolo.

- Pipetear 10 ul de cada uno de los puntos de la curva estdndar y 10 6 60 ul de
muestra (las diluciones finales para la determinacidn de las fracciones libre (F) y unida (B)
de T, tiroidea fueron 1:25 y 1:5.000, respectivamente).

- Igualar el volumen final en todos los tubos con tampén A hasta 60 ul.

- Afiadir 50 ul de anticuerpo anti-T, diluido.

- Afiadir 100 ul de [*I]T, (6.000-7.000 cpm/tubo) preparada en tampdn A.

- Agitar e incubar durante 12 horas a temperatura ambiente y oscuridad.

- La precipitacién de los complejos antigeno-anticuerpo se realizé anadiendo 1,5 ml
del reactivo precipitante (se mantiene en agitacién magnética constante) cuya composicién
es: 1 ml de PEG 30% y 0,5 ml de suero de ternera diluido.

- Agitacion durante 20 s.

- Centrifugacion durante 40 min a 4.000 rpm (2.000 g) y 14°C.

- Aspiracién del sobrenadante con bomba de vacio.

- Contaje de radiactividad en el precipitado (contador v). Eficacia del canal de I
70%.

e) Procedimiento del RIA de tiroxina.

- Curva estdndar.

- Se pesan 5 mg de T, y se disuelven en 100 ml de NaOH 0,05 N. La concentracidén
de esta solucién madre serd de 50 pg/ml. Se puede conservar hasta 2 meses a 4°C.

- Dilucién en tampdn C de la solucién madre, para conseguir una solucién con una
concentracion de 64 ng/mi. Se conserva como maximo 2 semanas a 4°C.

- Dilucion 1:10 de la solucion anterior en tampén C en el momento del ensayo

{concentracion de la solucion patrén: 6,4 ng/ml).
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- A partir de la solucién patrén, y en el momento del ensayo, se hacen diluciones
sucesivas con tampdn F hasta conseguir las siguientes cantidades de T, en un volumen final

de 50 ul: 2,5; 5; 10; 20; 40; 80; 160 y 320 pg de T,.

- Anticuerpos.
La especificidad del anticuerpo anti-T, ha sido previamente caracterizada (Ruiz de

Ofia y cols, 1991) obteniéndose las siguientes reacciones cruzadas:

Compuesto Reaccidn cruzada %

T, 100,0

Tetrac 4,0

rT, 1,7
T; 1,2

Triac 0,3

3 .3-T, <0,005
3,5-T, < 0,005

En el caso del anticuerpo anti-T, se hizo una dilucién 1:50 que se dividio en alicuotas
para 100 6 200 tubos de RIA y se congelaron a -25°C. A partir de la dilucién anterior se
hacia una dilucién 1:600, con tampén C, en el momento de realizar el RIA.

Como reactivo precipitante se utilizé la misma mezcla que en el caso del RIA de Ts.

- Procedimiento.

- Pipetear 50 pl de cada uno de los puntos de la curva estindar y 10 6 50 ul de
muestra (las diluciones finales para la determinacion del contenido tiroideo de FT, y BT,
fueron 1:100 y 1:200.000, respectivamente).

- Igualar el V; en todos los tubos con tampon D hasta un méaximo de 50 ul.

- Anadir 100 gl de anticuerpo anti-T, diluido.

- Afadir 100 p! de ['"®IJT, (6.000 cpm/tubo) preparada en tampén C.

- Agitar e incubar durante 12 horas a temperatura ambiente y oscuridad.

- La precipitacion de los complejos antigeno-anticuerpo se realizé afadiendo 1,5 ml
del reactivo precipitante (ver RIA T,).

- Agitar durante 20 s y centrifugar durante 40 min a 4.000 rpm (2.000 g) y 14°C.
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-~ Aspiracion del sobrenadante con bomba de vacio.

- Contaje de radiactividad en el precipitado.

2.4.6.2, RIA de cortisol.

Para la valoracién de cortisol en muestras de plasma se utilizé un kit comercial
suministrado por Mallinckrodt con algunas modificaciones para muestras de teledsteos, que
consistieron fundamentalmente en la reduccién a la mitad del volumen de los reactivos del
kit utilizados en el ensayo y en ia introduccidon de un estdndar inferior a los proporcionados

en la curva estdndar del kit, y conseguido por dilucion con el estdndar cero de la misma.

a)} Reactivos.

- [*P1]Cortisol (< 5 uCi de actividad especifica) en tampdn con PEG.
- Cortisol estdndar (0, 15, 40, 100, 200, 600 ng/ml).

- Anticuerpo anti-cortisol. Las reacciones cruzadas del anticuerpo son las siguientes:

Compuesto Reaccion cruzada %
Corticosterona 9,30
Cortisol 100,00
Cortisona 2,22
Dehidroepiandrosterona <0,02
11-Deoxicorticosterona 0,61
11-Deoxicortisol 3,80
Dexametasona 0,38
Epiandrosterona <0,04
Estradiol <0,02
Estriol <0,02
17a-Hidroxiprogesterona 1,00
Prednisolona 33,33
Prednisona 1,42
Progesterona <0,12

Testosterona <0,14
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b) Procedimiento del RIA.

- Pipetear 12,5 ul de cada uno de los puntos de la curva estdndar (se prepara también
un estdndar inferior de 7,5 ng/ml) y de las muestras.

- Aiiadir 250 ul de ['*I]Cortisol-PEG.

- Anadir 250 pl del anticuerpo anti-cortisol.

- Agitacidén e incubacién durante 45 min a 37°C.

- Centrifugacién durante 10 min (3000 rpm, 4°C).

- Decantacion rapida del sobrenadante por inversién, escurriendo totalmente el
sobrenadante sobre papel de filtro durante 2-3 min.

- Contaje de radiactividad en el precipitado en un contador +.

- Los resultados se expresaron en ng/ml.

2.4.7 CUANTIFICACION DE CATECOLAMINAS POR CROMATOGRAFIA L{QUIDA DE

ALTA RESOLUCION (HPLC).
a) Pringipios generales del ensayo.

La técnica de HPLC utilizada para la determinacién de aminas bidgenas y sus
metabolitos consiste en una cromatografia liquido-liquido de fase reversa y par i6nico con
deteccion electroquimica.

La cromatografia liquido-liquido de fase reversa implica que, tanto la fase estacionaria
como la fase movil, son liquidas. La fase estacionaria, apolar, estd constituida por cadenas
hidrocarbonadas de distinta longitud, siendo lo mds frecuente octilos, octadecilos y fenilos,
ligadas quimicamente a la superficie de particulas de silice que acthian como soporte inerte.
L.a composicion de la fase movil, polar, depende del tipo de aminas y metabolitos que se
quieran separar. Asi, la fase estacionaria presenta afinidad por la zona no polar de las
moléculas en solucién, mientras que la fase mévil permite que eluyan antes las sustancias
polares que las no polares.

L.a cromatografia de par iénico implica la presencia en la fase mévil de un 16n de
carga opuesta (contraidn) a la de la muestra idnica problema (catecolaminas en nuestro caso,
cargadas positivamente a pH 2-8j, por lo general de naturaleza orgdnica y de elevado peso
molecular, por gjemplo el sulfonato sédico de octano. De este modo, se conseguird formar
un par idnico con la muestra problema, cuya carga se neutralizard y por ello podrd
solubilizarse en la fase orgdnica. Esto evita tener que emplear una columna especial de

intercambio ionico, pudiendo utilizar la separacidn en columnas C,, de uso comin. Ademds
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se consigue aumentar el tiempo de retencién de las catecolaminas impidiendo que eluyan en
el frente de inyeccion,

En definitiva, las moléculas tenderdn a quedar retenidas mas o menos en la fase
estacionaria o a pasar a la fase mévil, en tanto sea mayor o menor la fuerza competitiva que
las una a la fase estacionaria. Asf, resultard mayor o menor la retencién que sobre ellas
gjerce la columna, por o que cada sustancia saldrd de la columna mds o menos tarde, 1o que
se conoce como su tiempo de retencién (ty) caracteristico.

La deteccidn electroquimica se basa en la capacidad de los solutos para oxidarse (o
reducirse) a su paso por un electrodo al que se le aplica un potencial determinado en funcion
de las caracteristicas del soluto. Las catecolaminas, gracias a sus grupos hidroxilo, pueden
ser oxidadas ficilmente mediante la aplicacion de un potencial positivo, pasando a derivados
ortoquinonas con liberacion de 2 electrones y 2 protones. Los electrones son transferidos a
un electrodo y la corriente resultante es directamente proporcional al nimero de moléculas
que estdn siendo oxidadas (o reducidas). Esta corriente una vez amplificada, es enviada a un
registrador que proporciona un cromatograma en ¢! cual se cuantifican los solutos segtn el
drea bajo cada pico (Krstulovic, 1982).

La deteccién coulométrica implica el uso de un electrodo poroso de grafito que
permite que €l 100% de las moléculas sean oxidadas (o reducidas) frente al 5-15 % que se
oxida (o reduce} en una deteccidn amperométrica, aumentando considerablemente la
sensibilidad. [La corriente producida es directamente proporcional a la concentracion segiin

la ley de Faraday (ESA, 1992),

b) Validaciéon del método de HPLC..

Los criterios de validez (Marsden y Joseph, 1986; Garcia de Marina y Del Castillo,
1988) que utilizamos son los siguientes:
- Linealidad. [a linealidad de una curva de calibracién es un factor de sumo interés que
determina el intervalo en el que la respuesta del detector es lineal. Para ello, se construirdn
curvas de calibracién inyectando estindares a concentraciones conocidas y expresando los
resultados como corriente del detector frente a la cantidad de sustancia inyectada.
- Paralelismo. Entre la curva de calibracién estdndar y una serie de diluciones de una
muestra. Este método de validacién es utilizado como un indice de la similitud entre la

catecolamina endodgena (valorada en la muestra problema) y la exdgena (utilizada como
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estdndar). La existencia de paralelismo indica que e} factor de dilucién utilizado no afecta a
la estimacion de la concentracion final de catecolaminas.

- Limite de deteccién. Se define como la menor cantidad de cada compuesto a determinar
que produce una senal que puede ser discriminada del ruido de fondo con una p<0,05.

- Precisién y reproducibilidad. Se miden por medio de los coeficientes de variacién
(desviacién tipica/media %) intra- e interensayo de las diferentes aminas que constituyen la
solucién estdndar. Dichos coeficientes indican la reproducibilidad del método bajo las
condiciones del ensayo utilizadas y deben ser siempre inferiores a la variabilidad encontrada

en las muestras bioldgicas.

¢) Condiciones cromatograficas.
- Columna analitica. Columna de fase reversa de 12,5 cm de longitud y 4,6 mm de
didmetro interno, cuyo empaquetamiento es de tipo Cg constituido por particulas de silice
poroso de 5 um de didmetro a las que se han unido quimicamente grupos octadecilsiliceos.
- Bomba e inyector. Bomba isocrdtica acoplada a un inyector con un puerto de inyeccién
de 20 ul. El flujo se mantuvo constante a | ml/minuto y la presion fue alrededor de 1000 psi
(70 bares).
- Detector coulométrico (ESA). Constituido por una célula de acondicionamiento anterior
a una célula analitica con dos electrodos (E1 y E2), considerando el E2 como el electrodo
de trabajo. Dada la capacidad de oxidacion reversible de las catecolaminas, podemos hacer
mads selectivo el andlisis oxidando primero las catecolaminas al aplicar un potencial positivo
en el primer electrodo (en la célula de acondicionamiento), y reduciéndolas en €l segundo
electrodo (E2) donde se detectaran.

Los potenciales de trabajo escogidos fueron los utilizados por Ferndndez-Ruiz y cols
(1991) y Bonnin y cols (1994) con alguna modificacién de los potenciales de oxidacidn en
base a los voltamogramas realizados en nuestro laboratorio, pero que en ningin caso

afectaban significativamente el porcentaje de respuesta.

SUSTANCIAS A DETECTAR POTENCIAL (mV) SENSIBILIDAD (nA)
Cél. acondic, Cél andlitica
El E2
NA, A, DA; DOPAC + 300 + 100 - 250 50

NA, A, DA; HMPG, DOPAC + 350 + 50 - 250 10
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- Registrador. Representa el perfil cromatogrifico de cada catecolamina seglin su tiempo
de elucidn. La concentracion de cada soluto se ha calculado en base al drea bajo su pico de
elucidn.

- Fase moévil. Utilizamos dos fases moviles distintas, una para medir catecolaminas (NA,
A y DA) y/o sus metabolitos respectivos (HMPG y DOPAC) que llamaremos fase movil A;
y otra para medir fundamentaimente DA y DOPAC, que llamaremos fase movil B
(Ferndndez-Ruiz y cols, 1991; Bonnin A y cols, 1994). En todos los casos se preparan en
agua bidestilada grado HPLC, se fiitran (a través de filtros de poliamida de 0,45 pm) y se

desgasifican con helio.

FASE MOVIL A FASE MOVIL B

Acido citrico 10 mM Fosfato monosédico 0,15 M
Fosfato disédico 5 mM EDTA 0,1 mM

EDTA 0,05 mM Sulfonato de octano (0,5 mM
Sulfonato de octano 0,12 mM Metanol 6 %

Metanol 3 % (pH 3,8)

(pH 3, ajustado con fosforico)

d) Preparacién de las soluciones estindares.

Las soluciones estdndares de catecolaminas se preparan en una solucién de acido
percldrico 0,2 N con bisulfito sédico (0,4 mM (antioxidante) y EDTA 0,4 mM.

- Se pesan 5 mg de cada catecolamina, sus metabolitos y del estindar interno (DHBA)
disolviéndolas en 10 ml. La concentracidn de esta solucion madre serd de 0,5 mg/ml, que
se mantendrd a -25 6 -80°C durante dos meses como mdximo.

- A partir de la solucién madre, por dilucién con la solucidn de perclérico, se prepara
la solucién de trabajo a una concentracién de 500 ng/ml que dura 15 dias a 4°C.

- Partiendo de la solucién de trabajo, por dilucién con solucién de perclérico,
obteniamos cada dos o tres dias una solucién estdndar de NA, A, DHBA y DA (en algunos
casos también de sus metabolitos HMPG y DOPAC) a 25 ng/ml que se inyectaba
directamente en el sistema de HPLC (cuando trabajamos a una sensibilidad de 10 nA la

concentracion final fue de 12,5 ng/ml).
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e) Preparacion de las muestras.
- Afiadir 120 pl de una solucién de dcido percldrico de Ia misma composicion que la

utilizada para la preparacion de la solucién estdndar con 25 ng/ml (12,5 ng/ml si la
sensibilidad fue de 10 nA) de DHBA, que se utilizard como estdndar interno.

- Sonicar en frio (3 pulsos de 5 segundos a una potencia de 70%, 50 W, con
descansos de 20 segundos).

- Centrifugar a 13.000 rpm durante 1 minuto.

- Filtrar el sobrenadante con filtros de difluoruro de polivinilideno de 0,45 pm.

- Inyectar en el sistema de HPLC.

- Reconstituir el precipitado en 120 ul de agua.

) Cilculo de los resultados.

Previamente a la inyeccién de muestras, se procede a la calibracion del sistema (1-2
veces diariamente) inyectando la solucidn estdndar compuesta por concentraciones conocidas
de las aminas que van a ser medidas, asi como de una amina no fisioldgica que se utiliza
como patrén interno. Con la calibracién se pretende determinar:

- los tiempos de retencidn para cada amina (tg).

- Jas diferencias en la respuesta de cada amina respecto al estdndar interno, obteniendo
un factor de respuesta (f) para poder hacer las correcciones oportunas si se llegan a producir
pérdidas de las catecolaminas durante el procesado y almacenado de las muestras.

El célculo de la concentracién de catecolaminas se realizd en relacién al area del

estdndar interno con la siguiente expresion:

drea muestra x f
ng (amina)/ml = X concentracion DHBA
drea DHBA

Los valores asi obtenidos corresponden a las soluciones inyectadas en el HPLC, para
obtener las concentraciones finales de catecolaminas en los tejidos habrd que tener en cuenta
el volumen de sonicacion, €l peso del tejido y su concentracion de proteinas. Finalmente, los
datos fueron procesados estadisticamente como pg o ng de catecolaminas por hipotdlamo,
gramo de tejido y mg de proteinas, no existiendo, en general, diferencias significativas, de

manera que a la hora de representar los datos, lo haremos tnicamente por hipotdlamo.
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2.5. Diseiios experimentales.

2.5.1 CONDICIONES DE MANTENIMIENTO.
Las condiciones generales de mantenimiento en el laboratorio fueron expuestas en el
apartado 1.3.. Brevemente las recordaremos a continuacién afiadiendo las condiciones

especificas utilizadas en cada experimento:

a) Fotoperiodo.

El fotoperiodo fue natural en la mayoria de los disefios experimentales, e indicaremos
el mes en que se realizd el estudio. En determinados experimentos, para especificar un
fotoperiodo concreto, indicamos en primer lugar Ja duracién de la fase luminosa en horas
seguido de la letra L, y a continuacion la fase oscura seguida de la letra D, separadas por

dos puntos. Ejemplo 12L:12D.

b) Temperatura del agua.
La temperatura del agua se mantuvé a 214+2°C con el fin de evitar el efecto depresor

de la temperatura baja sobre la actividad alimentaria.

¢) Alimentacidn.
La comida (1% del peso corporal) se administraba diariamente entre las 10:00-11:00

h. Cuando estudiamos Ia regulacidn de la ingestion de alimento por neuropéptidos, en funcién
de si éstos eran conocidos como inhibidores o estimuladores del apetito establecimos las
siguientes condiciones desde el punto de vista del estado alimentario:

- Los animales que iban a ser tratados con CRF no recibian alimento el dia anterior (48

h de ayuno}, de modo que en el momento del experimento se puede considerar que los

peces se encuentran en un estado que denominaremos "ingesta estimulada por ayuno”.

~ Cuando los animales eran tratados con B-endorfina ¢ galanina, recibian la racién diaria

de alimento | h antes de ser inyectados, y por tanto consideramos que los peces estdn

"saciados” en el momento del experimento.

Para realizar los tests de ingesta los peces se distribufan individualmente en cubetas
de 5 1 (carpas doradas) 6 151 (tencas) en funcién del peso de los animales y con el objeto

de obtener grupos experimentales homogenéos.
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2.5.2 CARACTERIZACION DEL PATRON ALIMENTARIO EN T, tinca.

Debido a que las tencas son peces muy asustadizos y ficilmente estresables, y dada
la ausencia de datos relacionados con esta especie, inicialmente intentamos averiguar las
condiciones éptimas de mantenimiento en el laboratorio, €l patrén alimentario, asi como
ciertos pardmetros metabélicos y hormonales relacionados con la actividad alimentaria. Se
utilizaron individuos adultos de 7. rinca (30,7+8,1 g de peso corporal) de ambos sexos que
fueron aclimatados en el laboratorio durante un mes como minimo a las condiciones de
fotoperiodo 121.:12D (luz de 4:00 a 16:00 h).

Se estudiaron los siguientes aspectos:

2.5.2.1. Determinacién del patrén alimentario.
a) Optimizacién del test de ingesta.

A fin de averiguar el perfodo de mdxima ingestidn, las tencas (n=28) se dividieron en
cubetas individuales de 15 1, recibieron la racidn diaria de comida y se valoré la ingestion

de alimentoalas 2, 4, 8 y 12 h.

b) Diferencias dia-noche en la actividad alimentaria.

Los animales fueron divididos inicialmente en dos grupos (n=6/grupo): uno de ellos
recibia 1a comida a las 8:00 h y se valor6 la ingesta a las 8 h durante la fase luminosa. Para
valorar la ingesta durante la fase oscura los animales recibieron la comida a las 16:00 h y

se evalud ia ingesta a las 8 h.

c) Efecto del anestésico y/o la inveccién ICV sobre la ingestién de alimento.

Se establecieron tres grupos (n=6/grupo): un grupo control (no era sometido a ningun
tratamiento}, un grupo que era anestesiado con MS-222 (1/10.000), y un ultimo grupo que
era anestesiado e inyectado ICV con 1 pl de solucidn salina. Los peces de cada grupo se

disponian en cubetas individuales y se determinaba la ingesta a las 8 h.

2.5.2.2. Determinacién de pardmetros metabdlicos y hormonales.
a) Correlacién con la ingesta a distintos tiempos.

Con el propésito de averiguar si una distinta cantidad de ingesta diaria y el tiempo
que transcurre desde la alimentacién determinan modificaciones metabdlicas y/u hormonales,

los animales se repartieron en tres grupos (n==8-13/grupo): un grupo que no recibia comida
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el dfa del sacrificio, se mantenia en "condiciones basales" (CB) y se podia considerar que
correspondia a 24 h de ayuno; un grupo que se sacrificaba a las 4 h (4h) de recibir su racién
diaria de comida, y un tercer grupo que era sacrificado a las 8 h (8h) de suministrarle la
comida. Se recogié la sangre para la determinacién de glucosa, y hormonas tiroideas en

plasma, y el higado para cuantificar el glucégeno hepdtico.

b} Ciclos diarios de actividad NAT, cortisol, glucosa. glucdgeno y catecolaminas.
Para este estudio se utilizaron tencas con un peso corporal de 6,2+1,4 g,

manteniéndose en el laboratorio en condiciones naturales de fotoperiodo (15L:9D, luz de
6:30 a 21:30 h) y temperatura (21 4+2°C) en Abril-Mayo. Los acuarios en que se mantenian
las tencas habian sido forrados por los laterales con cartulina oscura para evitar el estrés
originado por la presencia humana durante Jas tareas de alimentacién y limpieza.

Los puntos seleccionados para la toma de muestras fueron distribuidos cada cuatro
horas tanto durante la fase Iuminosa como durante la fase de oscuridad dei fotociclo,
comenzando a las 10:00 h. En todos los puntos {n=9/punto) se recogieron muestras de
sangre, hipotdlamo, higado y copas épticas. Posteriormente se cuantificaron la actividad
serotonina N-acetiltransferasa (NAT) en la retina neural, el cortisol y la glucosa plasmaticos,
el glucogeno hepdtico y las catecolaminas hipotaldmicas. La actividad NAT se evalué como
un parametro "control” cuya ritmicidad diaria es bien conocida en todos los vertebrados

estudiados, siendo el fotoperiodo el factor que detemina dicha ritmicidad.

c) Efecto del avuno.

Una vez probada la existencia de cambios metabdlicos y hormonales en funcién del
grado de ingesta, consideramos interesante conocer los cambios que se podian producir tras
un periodo de ayuno que fijamos en 1 semana. Se utilizaron tencas (n=9-10/grupo) en
iguales condiciones generales que en el experimento anterior y establecimos los siguientes
ETupos:

- Grupo control (AL): los animales recibieron alimento (1% peso corporal) diariamente
durante 1 semana.

- Grupo ayuno (AY): los animales fueron sometidos a 7 dfas de ayuno.

- Grupo ayuno + realimentacidn (AY +R): tras los 7 dias de ayuno los animales

recibieron alimento (1%} durante dos dias para determinar el efecto de la realimentacion.
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Todos los animales se sacrificaron a las 14:00 h y se recogieron muestras de sangre,
hipotdlamo, mandibula inferior e higado. Posteriormente se cuantificé la glucosa en plasma,
hormonas tiroideas en plasma y tejido tiroideo, glucdgeno hepético y catecolaminas

hipotdlamicas.

El comportamiento ficilmente estresable de las tencas, que dificulta enormemente su
adaptacion a las condiciones de cautividad en el laboratorio, junto al patrén alimentario de
esta especie que requiere un tiempo de varias horas desde que se les ofrece el alimento hasta
alcanzar la ingesta mdxima, nos llevé a utilizar otro modelo animal mds adecuado para los
andlisis de la regulacion de la ingestion de alimento por neuropéptidos. El teledsteo elegido
fue la carpa dorada (C. auratus), en base a la facilidad de obtencién y mantenimiento en el

laboratorio, asi como a su rdpida capacidad de adaptacién a las condiciones experimentales.

2.5.3 REGULACION DE LA INGESTION DE ALIMENTO POR EL CRF.

2.5.3.1. Optimizacidn del test de ingesta en Carassius auratus. Efecto del anestésico v/o
la inveccion ICV sobre la ingesta..

Antes de iniciar los estudios propiamente relacionados con los efectos del CRF y otros

neuropéptidos sobre la ingesta, se llevaron a cabo unos experimentos preliminares, similares
a los expuestos para T. tinca (ver apartado 2.5.1.1.), con la intencién de conocer el intervalo
de méxima ingestion y el posible efecto de la anestesia o las inyecciones ICV sobre la ingesta
en C. auratus.

En primer lugar, carpas doradas de 7,0841,15 g de peso corporal (n=9) se
dividieron en cubetas individuales de 5 1, recibieron la racién diaria de alimento y se valord
la ingesta al cabode 1, 2 y 8 h.

En un segundo experimento los peces se divididieron en tres grupos (n=7/grupo): un
grupo control, un grupo anestesiado con MS-222 (1/10.000) y un grupo anestesiado e

inyectado ICV con 1 ul de solucién salina. A las 2 h se determind la ingestién de alimento.

2.5.3.2. Administracién de CRF.

a) Administracién ICV: curva dosis-respuesta.
Se inyectaron ICV a ejemplares de C. auratus (6,86+1,17 g) con 1 ul de solucién

salina sola (n=18) o conteniendo CRF a las dosis de 0,1 (n=9); 0,33 (n=9); 1 (n=18); 2
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(n=9) y 3,33 (n=9) ug/ul. Se evalud la ingesta a las 2 y a las 8 h después del tratamiento.
(Octubre).

Posteriormente se prob¢é la dosis de 2 ug para averiguar si era eficaz | h después del

tratamiento. Se utilizaron peces de 4,54+1,22 g (n=8/grupo). (Octubre).

b) Administracién IP.
Carpas doradas de 7,62+1,2 g (n=9/grupo) fueron inyectadas IP con solucién salina
o CRF (0,1 ug/g peso corporal), y la ingestion de alimento se valoré a los mismos intervalos

de tiempo (0-2, 2-8 y 0-8 h) que en ¢l experimento anterior (ICV). (Noviembre).

2.5.3.3. Interacciéon CRF-alimentacién-hormonas tiroideas.

a) Efecto del CRF sobre la_ingesta, glucosa vy hormonas tiroideas en C. auratus y T.
finca.

Para este estudio los peces fueron mantenidos en el laboratorio en Marzo con un
fotoperiodo 12L:12D (luz a las 4:00 h). Las carpas (12,29+2,95 g) se dividieron en los
siguientes grupos (n=8&/grupo):

- Grupo control (salino + alimentacidn): inyectado ICV con 1 ul de solucidén salina.
- Grupo CRF (CRF + alimentacién): inyectado ICV con 2 ug de CRF.

Una vez inyectados recibieron la racién diaria de comida y a las 2 h se cuantificé la
ingesta, sacrificindose los animales 6 h mds tarde para la extraccion de muestras de sangre
y mandibula inferior. Posteriormente se determinaron la glucosa plasmdtica y hormonas

tiroideas en tejido tiroideo.

En el caso de las tencas, 48 individuos se dividieron también en dos grupos, pero
debido a su pequeno tamafio (tencas del primer verano de 1,39+0,48 g) fue necesario
agruparlos de 4 en 4, quedando n=6/grupo.

- Grupo control (salino + alimentacion): inyectado ICV con 1 ul de solucién salina.
- Grupo CRF (CRF + alimentacién): inyectado ICV con | ug de CRF.

A las 8 h se determind la ingesta y se recogieron las mismas muestras que en el caso

de las carpas, cuantificando también la glucosa plasmdtica y las hormonas tiroideas en tejido

tiroideo.
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b) Efectos del CRF y la alimentacién por separado sobre las hormonas tiroideas y

glucosa plasmdtica en €. aurgtus.
El objetivo de este estudio fue discernir si los efectos del CRF sobre las HT y glucosa

encontrados en el experimento anterior eran debidos al propio CRF o secundarios a la
reduccién de ingesta que provoca el neuropéptido. Utilizamos carpas (10,38+2,77 g) que
dividimos en tres grupos {(n=11/grupo):

- Grupo control (salino + ayuno): los animales eran inyectados ICV con solucién salina
(1 ul) y no recibieron comida tras las inyecciones.

- Grupo CRF (CRF + ayuno): se administro CRF ICV (2 ug), tras lo cual los peces no
recibieron comida.

- Grupo alimentado (salino + alimentacién): los animales eran inyectados ICV con con
solucidn salina (1 gl) tras lo cual recibieron la comida.

A las 8 h se sacrificaron las carpas, recogiendo muestras de sangre donde valorar

glucosa y hormonas tiroideas, el hipotdlamo para cuantificar su contenido en catecolaminas

y la mandibula inferior con el fin de determinar las HT en tejido tiroideo. (Diciembre).

2.5.3.4. Efecto del ayuno sobre las catecolaminas en hipotdlamo.

Una vez probada la existencia de modificaciones de las catecolaminas hipotaldmicas
por exposicion a un corto periodo de ayuno (2 dias), consideramos interesante conocer los
cambios que se podian producir tras un periodo de ayuno mds largo que fijamos en una
semana. Se utilizaron carpas doradas de 6,55+1,35 g (n=11/grupo) en Febrero, y
establecimos los siguientes grupos:

- Grupo control (AL): los animales recibieron alimento (1% peso corporal) diariamente
durante 1 semana.

- Grupo ayuno (AY): los animales fueron sometidos a 7 dias de ayuno.

- Grupo ayuno + realimentacion (AY+R): tras los 7 dias de ayuno los animales
recibieron alimento (1%) un dia para determinar el efecto de la realimentacion.

Todos los animales se sacrificaron a las 14:00 h y se extrajeron los hipotdlamos para

posteriormente cuantificar el contenido de catecolaminas hipotdlamicas.

2.5.3.5. Efecto del antagonista especifico del CRF, o-Helical CRE, ;..
A fin de averiguar si el efecto del CRF sobre la ingesta es especifico del

neuropéptido, administramos el antagonista de forma aislada o en combinacién con el CRF.
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Utilizamos ejemplares de C. auratus (7,071 1,66 g) que dividimos en 4 grupos (n=9/grupo)

y recibieron dos inyecciones ICV consecutivas:

CONTROL CRF a-H CRF; 4, CRF + a-H CRF .
1# inyeccion s. salina s. salina s. salina a-CRF
2% inyeccidn s. salina CRF a-CRF CRF

La ingestion de alimento se determind a las 2 h una vez finalizadas las inyecciones,
y se sacrificaron los animales para obtener muestras de sangre e hipotdlamo, cuantificando

posteriormente glucosa y cortisol plasmdticos y catecolaminas hipotaldmicas. (Marzo).

2.5.3.6. Cortisol como mediador del efecto del CRF sobre la ingesta.
El propésito de este estudio fue averiguar si el aumento en los niveles de cortisol,
consecuente al tratamiento con CRF, estaba implicado en la reduccion del apetito inducida

por dicho neuropéptido. Para probar esta hipdtesis planteamos los siguientes experimentos:

a) Inhibicién de la sintesis de corticosteroides.

Los animales (8,79+1,66 g), n=10/grupo, eran inyectados IP con solucién salina o
metirapona, un inhibidor de la sintesis de corticosteroides que actiia sobre la 118-hidroxilasa,
inhibiendo el paso de 11-deoxicortisol a cortisol. A las 2,5 h los peces fueron inyectados ICV
con solucién salina o CRFE. A las 2 h de estd segunda inyeccion se valord la ingesta y se

recogio la sangre que se utiliz6 para determinar los niveles de cortisol plasmaticos. (Enero).

CONTROL METIRAPONA CRF MET + CRFE
1* inyecci6n IP s. salina met s. salina met
2% inyeccion ICV s. salina s. salina CRF CRF

b) Correlacién entre niveles de cortisol e ingesta.

Debido a que el tratamiento con metirapona no resulté satisfactorio, se realizaron dos
experimentos que pudieran indicar, aunque de forma indirecta, si el cortisol estaba implicado
en la reduccién de la ingesta por el CRF:

- Se inyectaron las carpas (6,78+1,18 g) IP con solucidn salina o CRF (n=9/grupo)

y a las 2h se valoraba la ingesta y se extraian muestras de sangre para evaluar posteriormente
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los niveles de cortisol en plasma, y determinar la existencia de una posible correlacion entre
ambos pardmetros (ingesta y cortisol), al igual que sucedia en el tratamiento ICV. (Marzo).

- Carpas de 4,96+0,47 g recibieron inyecciones IP de solucion salina o cortisol
(n=9/grupo), determinando a las 2 h la ingesta y recogiendo muestras de sangre para evaluar

el cortisol plasmdtico. (Septiembre).

2.5.3.7. Control catecolaminérgico del efecto del CRF sobre la ingesta.
Con el propésito de determinar si la regulacién que ejerce el CRF sobre la
alimentacion estd mediada por receptores a-adrenérgicos y/o dopaminérgicos se realizaron

los siguientes experimentos:

a) Control o-adrenérgico.
Se utilizaron ejemplares de C. auratus (5,43+1,2 g) que se dividieron en 8 grupos
(n=9/grupo) y que fueron inyectados ICV con agonistas y antagonistas de los subtipos de

receptores adrenérgicos o, y o, con el siguiente esquema:

CONTROL, AGO of AGO o2 ANT ol ANT o2 CRE ANT oi+CRF ANT o2+CRF

13 inyec. 58 §8 8 88 88 s ant el ant o2

23 nyec. §8 ago «l ago o ant ol ant 2  CRF CRF CRF

Los farmacos utilizados fueron: fenilefrina (agonista o), prazosin (antagonista «;),
clonidina (agonista «,) y yohimbina {(antagonista ).
A las 2 h se valoré la ingesta y se extrajeron los hipotilamos para la cuantificacién

posterior de catecolaminas. {(Octubre).

b) Control dopaminérgico.
Carpas de 5,58+ 1,86 g se dividieron en 8 grupos (n=9/grupo) y se siguid el mismo
esquema que en el experimento anterior, valorando la ingesta a las 2 h y las catecolaminas

hipotaldmicas. (Julio).

CONTROL AGO DI AGOD2 ANT DI ANT D2 CRF ANT DI+CRF ANT D2+CRF

12 inyec. $8 88 $8 58 s8 88 ant D1 ant D2

24 inyec. 8% ago D1 ago D2 ant D1 ant D2 CRF CRF CRF
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Los fiarmacos utitizados fueron: SKF 38393 (agonista D,), SCH 23390 (antagonista
D,), quinpirol (agonista D,) y sulpirida (antagonista D,).

2.5.4 REGULACION DE LA INGESTION DE ALIMENTQ POR #-ENDORFINA,

2.5.4.1. Administracién de B-Endorfina.

a) Administraciéon ICV: curva dosis-respuesta.
Se inyectaron ICV ejemplares de C. auratus (6,34+1,99 g) con 1 ul de solucidn

salina sola (n=1R) o conteniendo B-endorfina a las dosis de 0,001 (n=9); 0,1 (n=9) y 1
(n=10) pg/ul. Se evalud la ingesta a las 2 y 8 h después de las inyecciones. (Junio).
Posteriormente se probo la dosis de 1 pg para averiguar si era eficaz 1 h depués del

tratamiento. Se utilizaron peces de 5,54+1,33 g (n=8/grupo). (Marzo).

b) Administracién 1P.
Carpas doradas de 10,72+3,79 g (n=11/grupo) fueron inyectadas IP con solucidn
salina o B-E (0,1 ug/g peso corporal), y la ingestién de alimento se valoré a los mismos

intervalos de tiempo (0-2, 2-8 y 0-8 h) que en ¢l experimento anterior (ICV). (Junio).

2.5.4.2. Efecto de la 8-Endorfina sobre la ingesta, glucosa, hormonas tiroideas y
catecolaminas hipotaldmicas.

Utilizamos animales con un peso corporal de 10,56+1,09 g que fueron inyectados
ICV con solucién salina o B-E (1 pg), n=11/grupo. Se valord la ingesta a las 2 h y se
obtuvieron muestras de sangre para la determinacién de 1a glucosa en plasma; el hipotdlamo
se extrajo para cuantificar el contenido de catecolaminas y la mandibula inferior se conservé

con el fin de de evaluar las hormonas tiroideas en tejido tiroideo. (Diciembre).

2.5.4.3. Control por los distintos receptores opioidérgicos.

A fin de averiguar a través de que tipo de receptor opioidérgico se mediaba el efecto
de 1a B-E sobre el apetito en C. auratus realizamos los siguientes experimentos, utilizando
agonistas y antagonistas generales (naloxona) y especificos de cada uno de los subtipos de

receptores opioidérgicos
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a) Efecto del antagonista general naloxona.
Utilizamos ejemplares de C. auratus (8,62+1,88 g) que dividimos en 4 grupos

(n=10/grupo). Los animales recibieron dos inyecciones ICV consecutivas segin el siguiente

esquema, valordndose la ingestién de alimento a las 2 h. (Noviembre).

CONTROL B-E NALOXONA §-E + NALOXONA
1? inyeccion s. salina s. salina s. salina Naloxona
2% inyeccidn s. salina 8-E Naloxona 8-E

b) Control por receptores d-opioidérgicos.
Carpas de 4,224-1,45 g se dividieron en 7 grupos (n=6-8/grupo). Los peces fueron
inyectados ICV dos veces consecutivas segiin el siguiente esquema, y a las 2 h se determiné

la ingestién de alimento. (Junio).

CONTROL, AGO G ANTAGO ¢! ANTAGO §2 8-E ANT 61+8-E  ANT §2+8-E

1* inyec.  ss 58 sS ss 58 ant 61 ant 62

2% inyec.  ss ago 6 ant 41 ant &2 8-E B-E B-E

Los farmacos utilizados fueron: DPEN (agonista 8), BNTX (antagonista 4,) y naltriben
(antagonista 4,).

¢) Control por receptores x-opioidérgicos.
Carpas de 4,82:+1,63 g se dividieron en 5 grupos (n=7-8/grupo), y el agonista y el
antagonista se administraron ICV de forma aislada o en combinacion con la B-E segin el

siguiente esquema. La ingesta se valoré a las 2 h. (Junio).

CONTROL AGO « ANTAGO « A-E ANTAGO « + B-E
1* inyeccién $8 s8 S8 S8 ant
2% inyeccién 58 ago « ant B-E 8-E

Los fdrmacos utilizados fueron: U-50488 (agonista «) y nor-BNI (antagonista ).



Regulacidn de la ingesta en teledsteos fll. MATERIALES Y METODOS 93

d) Control por receptores g-opioidérgicos.
Carpas de 4,2241,39 g se dividieron en 7 grupos (n=6/grupo). Se cuantificé la

ingesta a las 2 h del tratamiento, tras recibir dos inyecciones ICV consecutivas siguiendo el

siguiente esquema. (Junio).

CONTROL AGOx  ANTAGO i ANTAGO yl B-E  ANT x+BE  ANT 4I+68-E

1? inyec. SS 58 88 s$ SS ant p ant l

2% inyec.  ss ago u ant p ant g1 B-E B-E B-E

Los farmacos utilizados fueron: DAMGO (agonista u), B-FNA (antagonista y,) y

naloxonazina (antagonista y,).

2.5.5 REGULACION DE LA INGESTION DE ALIMENTQ POR GALANINA.

2.5.5.1. Administracién de galanina.

a) Administracién ICV: curva dosis-respuesta.

Se inyectaron ICV ejemplares de C. auratus (6,20+1,74 g) con 1 ul de solucion
salina sola (n=18) o conteniendo galanina a las dosis de 0,1 (n=8); 1 (n=10) y 3,33 (n=9)
pg/ul. Se valord la ingesta a las 2 y 8 h después del tratamiento. (Junio).

Posteriormente se probé la dosis de 1 pg para averiguar si era eficaz [ h depués del

tratamiento. Se utilizaron peces de 5,13+ 1,45 g (n=8/grupo). (Marzo).

b) Administracién IP.
Carpas doradas de 10,77+3,39 g (n=11/grupo) fueron inyectadas IP con solucién
salina o Gal (0,1 ug/g peso corporal), y la ingestién de alimento se valoré a los mismos

intervalos de tiempo (0-2, 2-8 y 0-8 h) que en el experimento anterior (ICV). (Junio).

2.5.5.2. Efecto de la galanina sobre la ingesta, glucosa, hormonas tirgideas y
catecolaminas.

Utilizamos animales con un peso corporal de 10,76+1,21 g que fueron inyectados
ICV con solucién salina o Gal (1 ug), n=11/grupo. Se valord la ingesta a las 2 h y se
obtuvieron muestras de sangre, el hipotdlamo y la mandibula inferior, con el fin de evaluar
glucosa plasmatica, catecolaminas hipotaldmicas y hormonas tiorideas en tejido tiroideo,

respectivamente. (Diciembre).
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2.5.5.3. Efecto del antagonista galantida.

A fin de averiguar si el antagonista revertia los efectos de la Gal sobre el apetito,
utilizamos ejemplares de C. auratus (5,35+0,85 g) que dividimos en 4 grupos (n=9/grupo).
Los animales recibieron dos inyecciones ICV consecutivas siguiendo el esquema que a

continuacidn se presenta. (Junio).

CONTROL GAL GALANTIDA  GAL + GALANTIDA
I? inyeccion s. salina s. salina s. salina galantida
2% 1nyeccién s. salina galanina galantida galanina

A las 2 h se valoré la ingesta y se extrajeron los hipotdlamos para cuantificar su

contenido en catecolaminas.

2.5.5.4. Control adrenérgico del efecto de la galanina sobre la ingesta.

Con el propdsito de intentar determinar si el efecto que produce la Gal sobre la
conducta alimentaria estd mediado por receptores a-adrenérgicos utilizamos ejmplares de C.
auratus (5,264 1,45 g) que se dividieron en 8 grupos (n=8-9/grupo) y que fueron inyectados

ICV con agonistas y antagonistas adrenérgicos o, y @, siguiendo el esquema:

CONTROL AGO ol AGO o2 ANT ol ANT o2 GAL ANT ol +GAL ANT o2+GAL

12 inyec. §S 8§ 58 88 ] 88 ant el ant a2

21 inyec. 8§ ago el ago o2 ant ol ant o2 Gal Gal Gal

Los farmacos utilizados fueron: fenilefrina (agonista o), prazosin (antagonista «,),
clonidina (agonista o,) y yohimbina (antagonista ).
A Jas 2 h se valord Ja ingesta y se extrajeron los hipotdlamos para cuantificar las

catecolaminas. (Diciembre),

2.6. Analisis estadistico de los resultados.

El valor de las variables estudiadas se ha expresado mediante un pardmetro de

centralizacion (media aritmética, x) y otro de dispersion (error estdndar de la media, e.e.m.).
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2.6.1 ANALISIS DE REGRESION Y CORRELACION.

a) Regresion y correlacion lineales.
Con la regresién se intenta analizar la dependencia de una variable y sobre una

variable independiente x, que viene dada por la funcién y = a + bx; en cambio con la
correlacion se trata de determinar si dos variables son independientes o varian conjuntamente,
es decir, covarian, sin expresar una como funcion de la otra.

En la presente Memoria se han utilizado ambos tipos de andlisis para determinar ia
recuperacion analitica como criterio de validacién de los RIAs de hormonas tiorideas y
cortisol para muestras de peces, asi como para determinar los intervalos de linealidad como

criterio de validacién del HPLC.

La linealidad puede ser descrita en términos del cuadrado del coeficiente de
correlacion (r), que es lo que se conoce como coeficiente de determinacién (r?) (Sokal y
Rohlf, 1979). Dicho coeficiente indica la proporcién de la variacion de una variable
determinada por la variacion de la otra, y tendrd como minimo el valor cero si ninguna de
las variables puede explicarse mediante 1a otra variable, y como maximo valdrd 1 cuando la

variacién de una variabie viene totalmente determinada por la vanacion de la ofra.

b) Comparacién de la pendiente de dos rectas.

En algunas ocasiones resulta necesario probar si las lineas de regresion obtenidas a
partir de 2 conjuntos de datos analogos son iguales, para lo cual se comparan las pendientes
de ambas rectas, con el fin de averiguar si ambas proceden de la misma poblacidn.

Para llevar a cabo dicho andlisis se utiliza un ANOVA en el cual se compara,
mediante un estadistico F, el cuadrado medio debido a la diferencia entre las distintas
pendientes (variacién entre regresiones), con el promedio ponderado de las desviaciones
respecto de la regresién (variacion dentro de las regresiones). Si dicho estadistico es mayor
que el valor critico F_, .., entonces se concluye que las pendientes son estadisticamente
diferentes y que los datos proceden de poblaciones distintas (Sokal y Rohif, 1979).

Este test estadistico ha sido utilizado en la validacion de los RIAs de HT y cortisol
(paralelismo entre muestras bioldgicas y curvas estdndares del RIA, previa transformacidn

logistica-logaritmica para conseguir la linealizacién de las curvas), y en la validacidn de las
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técnicas de determinacidn de catecolaminas por HPLC (paralelismo entre muestras bioldgicas

y curvas estdndares de catecolaminas).

2.6.2 TEST ¢ DE STUDENT.

En los casos en los que se trataba de analizar si las medias muestrales obtenidas a
partir de dos iinicos tratamientos experimentales procedfan de una misma poblacion, se aplicd

un test simple como es el de la ¢ de Student.

2.6.3 ANALISIS DE LA VARIANZA Y TEST DE DUNCAN DE COMPARACIONES MULTIPLES.

Cuando el mimero de medias muestrales a comparar fue superior a dos, pero el
criterio de clasificacion de las mismas fue tnico, es decir, cuando existia un dnico factor o
fuente de variacidn, se utilizé e} ANOVA de una via y en el caso de que éste fuera
significativo, se aplicé a continuacién el test de Duncan de comparaciones maltiples para
determinar los pares de muestras que presentaban diferencias significativas.

En aquellos casos en que existian dos fuentes de variacion de igual rango (factores),
se aplicd un ANOVA de doble via con el fin de averiguar la significacién de la influencia
de los dos factores principales, asi como su posible interaccidn. Dicha interaccion es propia
de multitud de procesos bioldgicos (Sokal y Rohlf, 1979), y en general se puede clasificar

en dos clases:

- Sinergia. Cuando el efecto observado al actuar dos factores conjuntamente es mucho
mayor que la suma de los efectos de cada factor por separado.
- Interferencia. Cuando el efecto de los dos factores actuando conjuntamente es

mucho menor que la suma del efecto de cada factor por separado.

En variables que presentaban una gran dispersién de su varianza, los valores de las
variables se transformaron logaritmicamente, con el fin de conseguir 1a homogeneidad de las
varianzas. Posteriormente se comprobd dicha homocedasticidad mediante el test de Bartlett

(Sokal y Rohlf, 1979).

Para los analisis de correlacion, de varianza y test de Duncan se utilizd el programa
estadistico SPSS/PC+.
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2.6.4 GRADOS DE SIGNIFICACION.

Los grados de significaciéon que consideramos en la presente Memoria fueron los
siguientes:

N.S. p > 0,05
* p < 0,05
*x p < 0,01

s’k o p < 0,005



IV. RESULTADOS
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1. VALIDACION DE LOS RIAs DE HORMONAS TIROIDEAS Y
CORTISOL.

1.1. Hormonas tiroideas.
a) Paralelismo.

Se realizé el paralelismo entre diluciones sucesivas o distintos volumenes de muestras
de plasma y extractos tiroideos con las fracciones libre y unida de C. auratus y T. tinca, y
las correspondientes curvas estdndares de T; y T,. Como se observa en las Figs 1 y 2 hay
un marcado paralelismo, no encontrdndose diferencias significativas (p > 0,1; * p > 0,05)

entre las pendientes de las rectas obtenidas tras la transformacién logit-log de los datos (Tabla

N.

Tabla I. Comparacion de las pendientes de las rectas de las curvas estindares de T; y T,,

y las HT en plasma, fraccion libre y unida en Carassius auratus y Tinca tinca.

Curva estandar Plasma F. libre F. unida
T, b=-4,616+0,262 b=-4,601+0,145 b=-6,7134+0,586" b=-4,838+0,218

C. auratus

T, b=-3,6784+0,266 b=-2,9341+0,309 b=-299140,202 b=-4,8681+0,662

T, b=-4,720+0,118 b=-4,0674-0,311 b=-4,778+0,309 b=-4,266+0,329
T. tinca

T, b=-3,545+0,260 b=-4,98610,544" b=-3,2661+0.167 b=-5,03110,455"

b) Recuperacién analitica.

Se anadieron cantidades conocidas de T y T, a distintas muestras (extractos de plasma
y extractos tiroideos con la fraccion libre y unida) de ambas especies de teledsteos, y la
cantidad de hormona encontrada se comparé con la cantidad de hormona esperada. Tanto en
el caso de C.auratus (3,4 y 5)), como en el de T. tinca (6, 7 y 8), se observa que existe una

correlacién significativa entre la cantidad de hormona tiroidea esperada y la estimada
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Figura 1. Paralelismo entre las curvas estindares (a—a) de a) T; y b) T, y diluctones
sucesivas o distintos volimenes de extractos de plasma ( ® -- ¢ ), y extractos tiroideos

con las fracciones libre (I--I) y unida (®--®) de C. auratus. Los datos se representan
como la media de dos determinaciones, e.e.m. < 5% de la x.



Regulacién de la ingesta en teledsteos

[V. RESULTADOS

a)

Unién (B/Bo %)

b)

Unién (B/Bo %)

T. tinca
ul extracto
100 - T T TTTI — T T T
10 100
X‘-'—_
80- x5
60
40-
20
0_ | T T TTTTT1 1 T TTTTTH 1 T T TTTTI
0,1 1,0 10,0 100,0
T3 (P9)
ul extracto
1007 i T TTTTTT T [ " TTFTTRT T T T T T1T1TT]
10 100
80 - 0."‘ T
*10 20 304050
60 - ul extracto
40 =
20-
0 T T 1T TTTEII 1 T TFETTITI [T T TT7TTTH
1 10 100 1000
T4 (PQ)

Figura 2. Paralelismo entre las curvas estdndares (4 —a) de a) T; y b) T, y diluciones
sucesivas o distintos volimenes extractos de plasma ( ¢ -- ), y extractos tiroideos con

las fracciones libre (I--I) y unida (®--®) de 7. finca. Los datos se representan como
la media de dos determinaciones, e.e.m. < 5% de la x.

101



Regulacion de la ingesta en teleGsteos IV. RESULTADOS 102

C. auratus
PLASMA

£

|r=0,999 p < 0,005
y = -0,045 + 0,93x

T3 encontrada (pg)
»

0

8 16 24 32 40

T4 esperada (pg)
b)

60-

o) 5o, | =099 p <001
S y = 1,219 + 0,98x
] .

o

£ 30

3

O 20

)

10+

[_

0 T T T T

10 20 30 40 50

o -

T4 esperada (pg)

Figura 3. Eficacia analitica de los RIAs de a) T, y b) T,. Regresi6n lineal entre la
cantidad de hormona esperada en extractos de plasma de C. auratus, a los que se habia
afiadido una cantidad de hormona conocida, y 1a cantidad de hormona estimada mediante

RIA. Los datos se representan como la media de dos determinaciones, e.e.m. < 5%
de 1a x.
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Figura 4. Eficacia analitica de los RIAs de a) T; y b) T,. Regresion lineal entre la
cantidad de hormona esperada en extractos tiroideos con fraccidn libre de C. auratus,
a los que se habia afadido una cantidad de hormona conocida, y la cantidad de hormona

estimada mediante RTA. Los datos se representan como la media de dos determinacio-
nes, e.e.m. < 5% de la x.
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Figura 5. Eficacia analitica de los RIAs de a) T; y b) T,. Regresién lineal entre la
cantidad de hormona esperada en extractos tiroideos con fraccién unida de C. auratus,
a los que se habfa afiadido una cantidad de hormona conocida, y la cantidad de hormona

estimada mediante RIA. Los datos se representan como la media de dos determinacio-
nes, e.e.m. < 5% de la x.
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Figura 6. Eficacia analitica de los RIAs de a) T; y b) T,. Regresion lineal entre la
cantidad de hormona esperada en extractos de plasma de 7. tinca, a los que se habia
afiadido una cantidad de hormona conocida, y la cantidad de hormona estimada mediante
RIA. Los datos se representan como la media de dos determinaciones, e.e.m. < 5%

de la x.
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Figura 7. Eficacia analitica de los RIAs de a) T, y b) T,. Regresion lineal entre la
cantidad de hormona esperada en a extractos tiroideos con fraccidén libre de 7. tinca, a
los que se habfa afiadido una cantidad de horma conocida, y la cantidad de hormona
estimada mediante RIA. Los datos se representan como la media de dos determinacio-
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Figura 8. Eficacia analitica de los RIAs de a) T, y b) T,. Regresi6én lineal entre la
cantidad de hormona esperada en extractos tiroideos con fraccién unida de T. tinca, a
los que se habifa afiadido una cantidad de hormona conocida, y la cantidad de hormona

estimada mediante RIA. Los datos se representan como la media de dos determinacio-
nes, e.e.m. < 5% de Ja x.
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mediante RIA para ambas especies. Las pendientes de las rectas de regresion son
significativamente distintas de 0 y se aproximan a 1 en todos los casos, o cual indica una
relacion aproximada de 1 a | entre las hormonas esperadas y las estimadas en el ensayo.

Las recuperaciones fueron las siguientes:

T T,
C. auratus I _tinca C. guratus T tincg
Plasma 92,01 104,87 106,40 103,90
Fraccioén libre 94,15 93,06 96,62 99,72
Fraccion unida 103,90 105,53 103,23 100,81

¢) Sensibilidad.
El limite de deteccién del RIA fue de 0,74 y 1,2 pg/tubo para la T, y la T,,

respectivamente.

d) Precisién v reproducibilidad.
Para el cédlculo de la variacién intraensayo se utilizaron los coeficientes de variacion

de la unién especifica (%) obtenidos para el Bo y para tres concentraciones distintas de T;
y T, correspondientes al tramo alto, medio y bajo de la curva estdndar (estindar 1,56; 6,25
y 25 pg para la T; y 10, 40 y 160 pg para la T;, n=10). Para la variacion interensayo se
utilizaron también los coeficientes de variacion de los mismos puntos estdndares procedentes
de 10 curvas estdndares obtenidas en diferentes dfas. Los coeficientes de variacién CV (%)
calculados a partir de la curva estdndar se compararon con los CV determinados a partir de
muestras cuyo contenido medio de T; y T, ([x] pg, n=6-9) fuera similar a las
concentraciones estandares seleccionadas (Tabla II).

Se puede observar que el CV incrementa con la concentracién de hormona, aunque
la desviacion tipica correspondiente a las distintas concentraciones de T; y T, se manticne
constante independientemente de la zona de la curva. Esto se debe al perfil sigmoideo de las
curvas estdndares, de manera que a concentraciones altas de T, o T, 1a unidn especifica es
menor, y por lo tanto ef CV resultante tiende a aumentar.

Cuando comparamos los CV inira- e interensayo se observa que estos (ltimos son
mayores que los primeros, aproximadamente unas dos veces mayores en la mayoria de Ios

casos. Logicamente, y como consecuencia de 1a mayor variabilidad de 1as muestras bioldgicas



Tabla . Comparacién de los coeficientes de variacidn intra- e interensayo de los RIAs de hormonas tiroideas calculados a partir de las curvas
estndares y a partir de muestras de C. auratus y T. tinca.

T,

1,56 pg
6,23 pg
25 pg

10 pg
40 pg

160 pg

Curva estdndar

CV (%)
Intra- Inter-
2,7 3,8
42 8,6
62 12,6
79 183

Curva estdndar

CV (%)
Intra- Inter-
1,7 4,1
46 6,7
57 9,0
7.9 14,8

C. aurqius
Plasma F, libre F. unida
CV [x] CV [x] CV [x]
10,2 [1,0] 6,8 [1,6] ~- -
-- -- - -- 17,5 [7,4]
C._auratus
Plasma F. libre F. unida
CV _I[x] CV [x] CV x]
92 [7,7] 7,3 [10,9] - -
9.4 [29,8] -- - 20,3  [46,3]

T. tinca
Plasma F. libre F. unida
CV _[x} CV _[x] CvV [x]
- - 598 [0,8] 693 [236]
- - - - 11,9 [8,4]
20,2 [16,0] -~ -- - --
T, tinca
Plasma F. libre F. unida
CV. _[x] CvV _Ixl CV_  _[x]
8,4 1[7,6] 10,6 [16,6] 11,9 [11]
13,3 [39,1] 14,2 {32,4] — —
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frente a la variacién tipica del RIA, los CV correspondientes a las muestras resultaron ser
mayores que los obtenidos a partir de Ia curva estdndar. Los RIAs de T, y T, poseen asi, una
reproducibilidad aceptable para la determinacién de muestras biolégicas.

Se puede concluir, por tanto, que los RIAs empleados por nosotros cumplen las
condiciones necesarias para ser utilizados en la cuantificacion de hormonas tiroideas en

plasma y en tejido tiroideo de C. aquratus y T. tinca.

1.2. Cortisol.

a) Paralelismo.

Se realizd el paralelismo entre una curva estdndar de cortisol y diluciones sucesivas
de muestras de plasma de C.auratus y T. tinca. En la Fig. 9 podemos observar Ia exitencia
de un marcado paralelismo, no encontrandose diferencias significativas entre las pendientes
de las rectas obtenidas tras la transformacién logit-log de los datos (estdndar b = -5,158 +
0,6818; diluciones de plasma de carpa dorada b = -4,685 + 0,3121, p > 0,1; diluciones
de plasma de tenca b = -3,823 + 0,307, p > 0,05).

b) Recuperacién analitica.

Se compararon cantidades conocidas de cortisol anadidas a muestras de plasma de
ambas especies de teledsteos, con su estimacién mediante RIA, valordndose asi la
recuperacion analitica. Como se observa en la Fig. 10, hay una correlacion significativa entre
la cantidad de cortisol afadida y su estimacién mediante RIA para ambas especies (carpa
dorada, r = 0,997 p < 0,005; tenca, r = 0,998 p < 0,025). La pendiente de las rectas
de regresion es 0,86 y 0,77 respectivamente, lo cual indica una relacién aproximada de 1 a
1 entre el cortisol anadido y el medido en el ensayo.

La recuperacién fue de 98,5 y 95,1 % para C.aquratus y T.tinca respectivamente.

c) Sensibilidad.

El limite de deteccidén det RIA calculado en nuestro laboratorio fue de 3,25 ng/ml.

d) Precision y reproducibilidad.
Para el cdlculo de la variacién intraensayo se utilizaron los coeficientes de variacion
de la unidn especifica (%) obtenidos para el Bo y para 4 concentraciones distintas de cortisol

correspondientes a los tramos alto, medio y bajo de la curva estdndar (20, 40, 100 y 600
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Figura 9. Paralelismo entre la curva estdndar de cortiso) (a—a) y diluciones sucesivas

de plasma de C. aurarus (2--) y T. tinca (®--®). Los datos se representan como la
media de dos determinaciones, e.e.m. < 5% de la X.
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r = 0,997 p < 0,005
y = 11,452 + 0,86x
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Figura 10. Eficacia analitica del RIA de cortisol. Regresion lineal entre la cantidad de
hormona esperada en muestras de plasma de a) C. aurarus y b) T. tinca, a las que se
habia afnadido una cantidad de hormona conoctda, y la cantidad de hormona estimada
mediante RIA. Los datos se representan como la media de dos determinaciones, e.e.m.

< 5% de la x.
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ng/ml, n=10). Para la variacién interensayo se utilizaron también los coeficientes de
variacion de los mismos puntos estdndares procedentes de 10 curvas estdndares obtenidas en
diferentes dias.

Los coeficientes de variacion CV (%) calculados a partir de la curva estindar se
compararon con los CV determinados a partir de muestras cuyo contenido medio de cortisol

([x] ng/ml, n=9) fuera similar a las concentraciones estdndares seleccionadas.

Tabla IIl. Comparacién de los CV intra- e interensayo del RIA de cortisol calculados a

partir de la curva estidndar y a partir de muestras de plasma de C. auratus y T. tinca.

CV (%) Curva estdndar C._auratus T. tinca
INTRA- INTER- Ccv x] Cv [x]
Bo 0 ng/ml 2,9 5,6 -- -
20 ng/ml 35 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 -- --

Se puede observar que el CV incrementa con la concentracion de cortisol, aunque la
desviacion tipica correspondiente a las distintas concentraciones de cortisol se mantiene
constante independientemente de la zona de la curva. Como sucedia con las HT, debido al
perfil sigmoideo de la curva estidndar, a concentraciones altas de cortisol la unién especifica
es menor, y por lo tanto el CV resultante tiende a aumentar.

Cuando comparamos los CV intra- e interensayo se observa que estos (iltimos suelen
ser aproximadamente el doble que los primeros.

Como consecuencia de la mayor variabilidad de las muestras bioldgicas frente a la
variacion tipica del RIA, los CV correspondientes a las muestras resultaron ser mayores que
los obtenidos a partir de la curva estindar. El RIA de cortisol posee, asi, una
reproducibilidad aceptable para la determinacion de muestras bioldgicas.

Por tanto, concluimos que el RIA directo empleado por nosotros cumple las
condiciones necesarias para ser utilizado en la cuantificacién de cortisol plasmdtico de C.

aurartus y T. tinca.
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2. VALIDACION DE LA DETERMINACION DE CATECOLAMINAS
POR HPLC.

En la determinacién de catecolaminas en esta Memoria hemos utilizado tres
condiciones cromatograficas distintas, que las denominaremos como ensayo A (valoracion
de NA, A y DA a una sensibilidad de 50 nA; Figs 11 y 12), ensayo B (valoracién de NA,
A, DOPAC y DA a 50 nA; Fig. 13) y ensayo C (valoracién de NA, HMPG, A, DOPACy
DA a 10 nA; Fig 14). A continuacién pasamos a exponer los datos de los criterios de validez

de cada ensayo.

a) Linealidad.

Cantidades conocidas de catecolaminas fueron correlacionadas linealmente (ver r°) con
la respuesta del detector, que viene dada como corriente en nA o como % de respuesta,
obtenida tras la inyeccién de estas soluciones estindares de concentracién conocida en el
sistema de HPLC. Establecimos por tanto los intervalos de concentracion para cada amina
en los que la respuesta del detector es lineal (Tabla IV). La determinacidn de catecolaminas

en nuestras muestras biolégicas se encontré siempre dentro de estos intervalos de linealidad.

b) Paralelismo.

Se analizd el paralelismo entre la curva de calibracién de cada amina y diluciones
sucesivas de las aminas endégenas presentes en muestras de hipotdlamo de C. auratus. Como
se observa en las Figs 15 y 16 (ensayo A); 17 y 18 (ensayo B) y 19, 20 y 21 {ensayo C) hay
un marcado paralelismo, no encontrandose diferencias significativas (p > 0,1 en todos los
casos excepto p > 0,05 en la A y DA en el ensayo B) entre las pendientes de las rectas
(Tabla V).

¢) Limite de deteccién.

Los limites de deteccidn para la solucién estdndar a 50 nA de sensibilidad fueron: 0,3
ng/ml (NA}); 0,5 ng/mi (A y DOPAC) y 0,8 ng/ml (DA). A una sensibilidad de 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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5.53 NA

‘r( i1.89 DHBA

%.95 DA

|

Figura 11. Cromatograma de la solucion estindar conteniendo NA, A, DHBA y DA
a 25 ng/ml tensavo A, valoracién de catecolaminas a 50 nA).
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Figura 12, Separacion cromatografica de catecolaminas (NA, A, DA) en hipotdlamo de
a) C. auratus y b) T. tinca, utilizando DHBA (25ng/ml) como estdndar interno (ensayo
Al
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Figura 13. a) Cromatograma de ia solucion estindar conteniendo NA, A, DHBA,
DOPAC y DA a 25 ng/mi (ensayo B, valoracion de catecolaminas y metabolitos a 50
na). b) Separacion cromatogrifica de catecolaminas (NA, A y DA) y el metabolito
DOPAC en hipotdlamo de C. auratus, utilizando DHBA (25 ng/ml) como estindar

interno).
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Figura 14, a) Cromatograma de la solucion estindar contentendo NA, HMPG, A.
DHBA. DOPAC y DA a 12,5 ng/ml (ensayo C. valoracion de catecolaminas y
metabolitos a 10 na). b) Separacidn cromatogrdfica de catecolaminas (NA, A v DA) y
metabolitos (HMPG v DOPAC) en hipotdlamo de C. auraris. vulizando DHBA (12.5

ng/ml) come estandar interno).
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Figura 15. Paralelismo entre la curva de calibracién de a) NA y b) A (ensayo A) y
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diluciones sucesivas de muestras de hipotdlamo de C. auratus.
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Figura 16. a) Intervalo de concentracion del DHBA en €] que la respuesta del detector
es lineal. b) Paralelismo entre la curva de calibracién de 1a DA (ensayo A) y diluciones
sucesivas de de muestras de hipotdlamo de C. auratus.
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Figura 17. Paralelismo entre la curva de calibracién de a) NA y b) A (ensayo B) y
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Figura 18. a) Intervalo de concentracién del DHBA en ¢l que la respuesta del detector
es lineal. Paralelismo entre la curva de calibracién de b) DOPAC y ¢) DA (ensayo B)
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y diluciones sucesivas de de muestras de hipotdlamo de C. auratus.
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Figura 19. Paralelismo entre la curva de calibracién de a) NA y b) HMPG (ensayo C)
y diluciones sucesivas de de muestras de hipotdlamo de C. auratus.
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Figura 20. a) Paralelismo entre la curva de calibracién de Ja A {ensayo (C) y diluciones
sucesivas de de muestras de hipotdlamo de C. auratus. b) Intervalo de concentracién del
DHBA en el que ]a respuesta del detector es lineal.
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Figura 21. Paralelismo entre la curva de calibracidn de a) DOPAC y b) DA (ensayo
C) y diluciones sucesivas de de muestras de hipotdlamo de C. auratus.
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d) Precisién v reproducibilidad.
Se calcularon los coeficientes de variacion intraensayo de la solucién estdndar a una

concentracién de 25 ng/ml (ensayo A y B) y 12,5 ng/ml (ensayo C). La variacién interensayo
se determind a partir de soluciones estindares inyectadas en diferentes dias (n=10). Se
realizé también la media (n=10) de los factores de respuesta (f;) y los tiempos de retencion
relativos (tze) al estdndar interno para cada amina.

Los coeficientes de variacion CV (%) para cada amina calculados a partir de la
solucidn estdndar, se compararon con los valores de los CV determinados a partir de
muestras cuyo contenido medio de aminas ({x] ng/ml, n=8) era similar a las concentraciones
estdndares seleccionadas.

En la Tabla VI se puede observar que en los tres ensayos los CV interensayo son
siempre mayores a los CV intraensayo. Igualmente los f, y tgz son similares en los tres
ensayos. Los factores de respuesta individual para cada amina se aproximan a 1 en la
mayoria de los casos, 1o cual indica que su comportamiento cromatografico es similar al del
estdndar interno.

Cuando comparamos los CV intraensayo en la solucion estdndar y en las muestras
bioldgicas se observa que en estas ultimas los CV son mayores como consecuencia de la
mayor variabilidad de las muestras bioldgicas. La cuantificacién de catecolaminas que hemos
realizado por HPLC posee asi, una reproducibilidad aceptable para la determinacion en

nuestras muestras bioldgicas.
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Tabla IV. Coeficientes de determinacidn e intervalos de linealidad para cada catecolamina

en los tres ensayos utilizados.

ENSAYO A

NA

A
DHBA

DA

ENSAYO B
NA
A
DHBA
DOPAC
DA

ENSAYO C
NA
HMPG

A
DHBA
DOPAC

DA

Coeficiente de determinacién ()

0,9972
0,9968
0,9978
0,9988

Coeficiente de deteminacién ()

0,9982
0,9988
0,9984
0,9956
0,9996

Coeficiente de detrminacién (r%)

0,9992
0,9918
0,9994
0,9976
0,9978
0,9986

Intervalo de linealidad (ng/ml)

50-0,781
75-0,781
75-1,562
100-1,562

Intervalo de linealidad {ng/ml

37,5-0,781
75-1,562
75-0,781
75-1,562
100-1,562

Intervalo de linealidad (ng/ml)

9,37-0,195
6,37-0,195
18,7-0,195
18,7-0,195
18,7-0,195
25-0,195
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Tabla V. Comparacion de las pendientes de las rectas de la curva de calibracién y muestras

de hipotalamo de C. auratus.

Ensayo A Curvg calibracién ___ Hipotdlamo
NA b=1,824+0,037 b=1,868+0,009
A b=1,21440,023 b=1,34140,059
DA b=0,854+0,009 b=0,79240,056

Ensayo B Curva calibracién Hipotdlamo
NA b=2,642+0,039 b=2,504+0,013
A b=1,328+0,015 b=1,480+0,026

DOPAC b=1,020+0,024 b=0,927+0,015
DA b=0,968+0,006 b=1,0124+0,024

Ensayo C Curva calibracién Hipotdlamo

NA b=8,453+0,047 b=28,202+0,054
HMPG b=9,805+0,049 b=7,965+0,219
A b=35,14140,042 b=4,691-+0,132
DOPAC b=5,11240,078 b=4,662+0,219

DA b=3,560+0,042 b=3,989+0,054
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Tabla V1. Comparacién de los CV intra- e interensayo de la determinacion de catecolaminas

calculados a partir de la solucién estindar y a partir de muestras de hipotdlamo.

ENSAYO A

CV (%) Solucion estindar __C. auratus T. tinca

INTRA- INTER- fy e _CV [x] CV [x]

NA 2,4 8,5 0,887 0,466 10,2 [30,11 9,7 [39,7]

A 2,8 6,0 1,093 0,806 8,4 (L1711 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]
ENSAYO B

CV (%) Solucidn estdndar C. auratus

INTRA- INTER-  _f,  _tee Ccv x]1

NA 7,3 11,6 1,093 0,465 9,2 [27,7

A 3,3 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 (%) Solucién estindar C. auratus

INTRA- INTER- fr _tre_ CcV x]

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. CARACTERIZACION DEL PATRON ALIMENTARIO EN Tinca

tinca.

3.1. Determinacion del patron alimentario.

En la Fig. 22 se puede observar la ingestién de alimento a las 2, 4, 8 y 12 hen T.
tinca. El intervalo 4-8 h representa el periodo de mdxima ingesta (p <0,005), no existiendo
diferencias estadisticas entre los restantes intervalos analizados.

La Fig. 23a muestra las diferencias entre la ingesta a as 8 h durante la fase luminosa
y la fase oscura del fotociclo diario, observdndose que la ingesta es mayor durante la fase
oscura (p <0,01).

Como se puede observar en la Fig. 23b, el anestésico MS-222 no produce
modificaciones de la ingesta, al menos, a la dosis utilizada (1/10.000). Por otro lado, la
inyeccidn intracerebroventricular (1 ul) tampoco parece afectar al grado de ingestion a las

8 h de ser inyectados 10s animales.

3.2. Determinacion de parametros metabdlicos y hormonales.
a) Ciclos diarios.

Aparece un ritmo dia/noche significativo para todos los pardmetros estudiados.
ANOVAS: Actividad NAT (Fig. 24a, p <0,0001), cortisol plasmdtico (Fig. 24b, p<0,0001),
glucosa plasmatica (Fig. 25a, p<0,005), glucdgeno hepdtico (Fig. 25b, p<0,0001) y
catecolaminas hipotaldmicas (Fig. 26: A, p<0,05; DA, p<0,01).

La actividad NAT nocturna muestra niveles significativamente elevados a las 22:00,
2:00 y 6:00 horas (p<0,01) respecto a los valores diurnos (Fig. 24a).

Los niveles plasmdticos de cortisol (Fig. 24b) también presentaron cambios dia/noche
significativos con un mdximo (p<0,05) al principio de la fase oscura, y un minimo
(p<0,01) en la mitad de la fase diurna.

En cuanto a la glucosa plasmatica (Fig. 25a), aparecen valores bajos durante la noche,
siendo minimos inmediatamente antes de comer, observandose a continuacién un incrememto
a las 4 h (14:00) de la ingestién de alimento (p <0,01), disminuyendo luego progresivamente.

El contenido hepdtico de glucégeno (Fig. 25b) muestra también niveles elevados a las

14:00 y 18:00 h. Ademds, aparece otro maximo en la medianoche (p<0,01).
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Figura 22. a) Ingesta acumulativa a las 2, 4, 8 y 12 h de recibir el alimento en 7. tinca.
La barra sombreada indica la fase oscura del ciclo diario. b) Contribucién de cada
intervalo sobre la ingesta total a las 12 h en T. tinca. Los datos se representan como
X+e.e.m. (n=8/grupo). *** p<0,005.



Regulacidn de la ingesta en teledsteos IV. RESULTADOS 131

a) 400-

%%

Ingesta (mQg)
N w
Q o
Q CIJ

—

(@]

o
I

Q@

Dia Noche

700-

560

[\ P

o] n

o o
; |

Ingesta (mQ)

140+

0.
Anestesia no Si si
Sal ICV no no si

Figura 23. a) Ingesta a las 8 h en T. tinca durante la fase luminosa y oscura del ciclo
diario (12L.:12D, luces a las 4:00 h). b) Efecto del anestésico (MS-222, 1/10.000) y la
inyecciéon ICV de solucion salina (1 ul) sobre la ingestion de alimento a las 8 hen T.
tinca. Los datos se representan como x+e.e.m. (n=6/grupo). ** p<0,01.
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Figura 24. Cambios diarios de a) la actividad serotonina N-acetiltransferasa (NAT) y
b) los niveles plasmdticos de cortisol en T. finca. La barra sombreada indica la fase
oscura del ciclo diario, y la flecha el momento de la alimentacion. Los datos se
representan como x+e.e.m. (n=9%/grupo). Significacién estadistica: a) ** p<0,01
respecto al resto de las horas; ## p<0,01 respecto a las 10, 14 y 18:00 h. b} * p<0,05
respeto a las 10, 18 y 2:00 h; ** p<0,01 respecto al resto de las horas.
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Figura 25, Cambios diarios de a) niveles plasmdticos de glucosa y b) contenido
hepético de glucdgeno en 7. finca. La barra sombreada indica la fase oscura del ciclo
diario, y la flecha el momento de la alimentacidén. Los datos se representan como
x+e.e.m. (n=9/grupo). Significacion estadistica: a) * p<0,05 respecto a las 10y 14:00
h; ** p<0,01 respecto a las 10, 22, 2 y 6:00 h. b) * p<0,05 respecto a las 10:00 h;
# p<0,05 respecto a las 22:00 h; ** p<0,01 respecto al resto de las horas; ## p<0,01
respecto a las 22:00 h; §§ p<0,01 respecto al resto de las horas.
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La Fig. 26 muestra los cambios dfa/noche del contenido hipotaldimico de
catecolaminas. La A (Fig. 26b) y la DA (Fig. 26¢c) presentan perfiles paralelos con un
méximo a las 4 h de la ingestién de alimento. En cuanto a la NA (Fig. 26a), no hay
diferencias a lo largo de dia, aunque se observa una tendencia a un mayor contenido de dicha

catecolamina a las 4 h de la alimentacidn.

b) Correlacidn con la ingesta a distintos tiempos.
En la Fig. 27 se han representado los valores de glucosa en plasma y glucdgeno

hepdtico en animales sin recibir comida (CB, 0 mg de ingestién) y a las 4 h (ingesta de
98,3+2 mg) y 8 h (ingesta de 336,2 +3,5 mg) de recibir el alimento. Los niveles de glucosa
(Fig. 27a) fueron superiores en los animales alimentados, tanto a las 4 (p<0,005) como a
las 8 h (p<0,05), que en los que estaban en ayuno (24 h). El contenido hepdtico de
glucégeno (Figs 27b y ¢) muestra también un incremento tras 4 h de alimentacion respecto
a los animales en ayuno, recuperdndose a las 8 h de recibir el alimento los valores
encontrados en los animales tras 24 h de ayuno.

Los niveles plasmdticos de T; y T, (Figs 28a y b) fueron mayores en los animales
alimentados, aunque este incrementeo sélo resultd significativo en el grupo que disponia de
alimento durante 8 h (p<0,05). No se encontraron diferencias en ninguno de los grupos en

la relacion T,/T, plasmatica (Fig. 28c).

c) Efecto del ayuno.

Un periodo de ayuno de una semana provocd un fuerte descenso de la glucosa en
sangre (p <0,005), que fue revertido totalmente (p <0,005) por la realimentacién durante 2
dias tras los 7 dias de ayuno (Fig. 29).

En la Fig. 30 podemos observar que tanto el contenido hepatico de glucégeno (a y
b), como el indice hepatosomadtico (c) disminuyeron tras el perfodo de ayuno (p <0,0053). La
realimentacién en ambos casos revierte este descenso hacia los valores encontrados en los
animales alimentados diariamente, pero quedando intermedios entre éstos (p<0,005) y los
valores medidos en animales en ayuno (p <0,005).

En cuanto al contenido de hormonas tiroideas, fracciones libre y unida, asi como sus
respectivas relaciones (Fig. 31), no presentan en general cambios significativos entre ninguno
de los tres grupos. Unicamente el contenido de FT, (fraccioén libre de T,) descendi6 con el

ayuno (p<0,05) y fue revertido totalmente con la realimentacién (p <0,05).
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Figura 26. Cambios diarios del contenido hipotaldémico de catecolaminas en T. finca:
a) noradrenalina, b) adrenalina y ¢) dopamina. La barra sombreada indica la fase oscura
del ciclo diario, y la flecha el momento de la alimentacién. Los datos se representan
como x+e.e.m. (n=9/grupo). Significacién estadistica: b) * p<0,05 respecto a las
18:00 h; ** p<0,01 respecto a las 10, 22, 2 y 6:00 h. ¢) * p< 0,05 respecto a las 22,
2y 6:00 h; ** p<0,01 respecto a las 10 y 18:00 h.
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Figura 27. a) Niveles plasmdticos de glucosa y b), ¢) contenido hepitico de glucégeno
en ejemplares de 7. tinca sacrificados sin comer (CB, condiciones basales) y a las 4 (4

h) y 8 h (8 h) de recibir la comida (1% peso corporal). Los datos se representan como
x+e.e.m. (n=8-13/grupo). * p<0,05; *** p<0,005.
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Figura 28. Niveles plasmaticos de a) T;, b) T, y ¢) relacién T,/T, plasmdtica en
ejemplares de T. tinca sacrificados sin comer (CB, condicioncs basales) y a 1as 4 (4 h)

Yy 8 h (8 h) de recibir la comida (1% peso corporal). Los datos se representan como
x+e.e.m. (n=8-13/grupo). * p<0,05.
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Figura 29, Niveles plasmdticos de glucosa en T. tinca en animales que recibieron
alimento diariamente (AL), sometidos a una semana de ayuno (AY) y tras una semana
de ayuno mds dos dfas de realimentacién (AY +R). Los datos se representan como
x+e.e.m. (n=9-10/grupo). *** p<0,005.
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Figura 30. a) y b) Contenido hepético de glucégeno y c) indice hepatosomadtico en 7.
tinca en animales que recibieron alimento diariamente (AL), sometidos a una semana
de ayuno (AY) y tras una semana de ayuno mds dos dias de realimentacién (AY +R).
Los datos se representan como x+e.e.m. (n=9-10/grupo). *** p<0,005.
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Figura 31. Contenido tiroideo de las fracciones libre y unida de a) T;, b) T, y ¢) las
correspondientes relaciones T,/T, tiroideas en 7. finca en animales que recibieron
alimento diariamente (AL), sometidos a una semana de ayuno (AY) y tras una semana
de ayuno mds dos dias de realimentacion (AY+R). Los datos se representan como
x+e.e.m. (n=9-10/grupo). * p<0,05.
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Los niveles plasmaticos de T, (Fig. 32a) y T, (Fig. 3Zb) disminuyeron
significativamente (p<0,05 y p<0,003, respectivamente) tras el periodo de ayuno, y la
realimentacién consiguié revertir esta disminucién (p< 0,01, para la T,). La relacion T,/T,
parece aumentar con el ayuno pero sin llegar a ser este aumento estadisticamente significativo
(Fig. 32c).

La Fig. 33 muestra los valores de catecolaminas hipotaldmicas. El contenido de NA
(@ y DA (c) aumenté significativamente (p <0,01 y p<0,005, respectivamente) en los dos
grupos sometidos a una semana de ayuno, independientemente de que uno de ellos fuera

luego realimentado durante dos dias.

4. REGULACION DE LA INGESTA POR EL CRF.

4.1. Optimizacion del test de ingesta en Carassius auratus.

Las Figs 34a y b muestran la ingestion de alimento al cado de 1, 2y 8 hen C.
auratus. Se puede observar que el intervalo 2-8 h representa el periodo de maxima ingesta
absoluta (p<0,005) de los tres intervalos estudiados, aunque la ingesta relativa (mg/h)
durante este intervalo s menor que durante las dos primeras horas analizadas.

En cuanto al efecto del anestésico MS-222 o las inyecciones ICV (1 ul), no

encontramos diferencias significativas en Ja ingesta como consecuencia de dichos tratamientos

(Fig. 34¢).

4.2. Administracion ICV e IP de CRF. Efecto sobre la ingesta.

En la Fig. 35 se han representado los resultados obtenidos en relacién a la
administracién ICV de CRF a 5 dosis distintas. Podemos observar un descenso (p <0,05) en
la ingesta con las dosis de | y 2 ug a las 2 h (Fig. 35a), mientras que en el siguiente
intervalo (2-8 h, Fig. 35b) las mismas dosis inducen el efecto opuesto, aumentando la ingesta
(p<0,05). Las dosis inferiores utilizadas (0,1 y 0,33 pg) presentan un comportamiento
similar, con tendencias depresoras de la ingesta en el intervalo 0-2 h y estimuladoras en el
intervalo 2-8 h, pero sin llegar a ser significativamente diferentes de los valores observados

en el grupo control. A las 8 h del tratamiento {Fig. 35¢) no encontramos modificaciones de
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Figura 32. Niveles plasmdticos de a) T,, b) T, y ¢} relacién T;/T, plasmdtica en 7.
tinca en animales que recibieron alimento diariamente (AL), sometidos a una semana
de ayuno (AY) y tras una semana de ayuno mds dos dias de realimentacidén (AY +R).

Los datos se representan como x-+e.e.m. (n=9-10/grupo). * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,005.
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Figura 33. Contenido hipotaldmico de catecolaminas; a) noradrenalina, b) adrenalina
y ¢) dopamina, en T. finca en animales que recibieron alimento diariamente (AL),
sometidos a una semana de ayuno (AY) y tras una semana de ayuno mds dos dfas de
realimentacién (AY +R). Los datos se representan como x+e.e.m. {(n=9-10/grupo). **
p<0,01; *** p<0,005.



Regulacidn de la ingesta en teledsteos IV. RESULTADOS 144

a
) 500
~ 400+
3
=300
ol
%200*
o)}
=
100
0' T T T
0 2 4 6 8 10
Tiempo {h
b) po (h)
100~
80._
fo %%k
& 60 T
O) ,,,,,,,
£
400 [l
£ T
20- § e
o & o
0-1 1-2 2-8
Tiempo (h
C) po (h)
240-
6180*
= I
© 120 L \ T
17 R
o IR
g) \E'f::
= 601 k
Anestesia no sl si

Sal ICV no ho si

Figura 34. a) Ingesta acumulativa tras la 1, 2 y 8 h de recibir el alimento en C.
auratus. Los datos se representan como x+e.e.m. (n=9/grupo). b) Contribucién de
cada intervalo sobre la ingesta total a las 8 h en C. auratus. ¢) Efecto del anestésico
(MS-222, 1/10.000) y la inyeccién ICV de solucidn salina (1 ul) sobre la ingestion de
alimento a las 2 h en C. quratus. Los datos se representan como x-+e.e.m.
{n=7/grupo). *** p<(,005.
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Figura 35. Efecto de la administracién ICV del CRF sobre la ingesta en C. auratus
durante los intervalos a) 0-2, b} 2-8 y ¢) 0-8 h. Controles (n=18), CRF: 0,1 (n=9),
0,33 (n=9), 1 (n=18), 2 (n=9) y 3,33 (n=9) ug. El eje "x" representa dosis absolutas
de CRF (ug) en las tres graficas. Los datos se representan como x+e.e.m. * p<0,05
respecto a los controles.



Regulacién de la ingesta en teledsteos IV. RESULTADOS 146

la ingesta acumulativa con ninguna de las dosis utilizadas, a excepcion de la dosis mds alta
(3,33 ug) que produce un aumento de la alimentacién (p <0,05).

Cuando disminuimos el tiempo de valoracidn de la ingesta a 1 h, la reduccién
producida por la dosis de 2 ug a las 2 h no se observa (Fig. 36a).

En lo que se refiere a la administracién IP de CRF (Fig. 36b) no hemos encontrado

diferencias significativas en la ingesta ni a las 2, ni a las 8 h del tratamiento.

4.3. Interaccion CRF-alimentacion-hormonas tiroideas.

a) Efecto del CRF sobre la ingesta, glucosa vy HT en C. auratus y T. tinca.

En ambas especies, podemos observar una reduccion de la ingesta (Figs 37a y 39a)
por el CRF, sin modificaciones en los niveles plasméticos de glucosa (Figs 37b y 39b).

Los datos relacionados con €l contenido tiroideo de HT, asi como las correspondientes
relaciones T,/T, a las 8 h, se presentan en las Figs 38 (C. auratus) y 40 (T. tinca). En C.
auratus se observa una disminucién (p<0,05) de la fraccion libre de T; (FT;) (Fig. 38a),
encontrandose un efecto similar en las fracciones libre y unida de T; en 7. tinca (Fig. 40a).
El contenido tiroideo de T, y las relaciones T,/T, libre y unida no experimentaron

modificaciones por el CRF en ninguna de las dos especies.

b) Efectos aislados del CRF v la alimentacidn.
Los efectos independientes del CRF y la alimentacidn sobre la glucosa plasmadtica se

muestran en la Fig. 41. Los niveles circulantes de glucosa son similares en el grupo tratado
con salino y el inyectado con CRF, y 3 veces mds bajos que en el grupo realimentado
(p<0,005).

En cuanto al contenido tiroideo de las fracciones libre y unida de HT (Fig. 42),
podemos observar una disminucién de FT; (Fig. 42a) y un aumento de FT, (Fig. 42b)
(p<0,05) en el grupo tratado con CRF respecto a los inyectados con salino. Esto se ve
reflejado en una reduccidn de la relacién FT,/FT, (p<0,005) en el grupo tratado con CRF
(Fig. 42¢). Un comportamiento similar se observa en el grupo realimentado respecto a su
grupe control (salino} en ayuno. La fraccion unida de T; (BT;) no presenta diferencias
significativas entre ninguno de los tres grupos estudiados (Fig. 42a). En lo referente a la BT,,
se observa un aumento (p<0,05) inducido por el CRF (Fig. 42b). Por (ltimo, los valores
de 1a relacion BT,/BT, son similares en los grupos en ayuno e inferiores a los observados en

el grupo realimentado (Fig. 42¢).
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Figura 36. a) Efecto de la administracién ICV de CRF (1 ug) sobre la ingesta en C.
auratuy durante el intervalo 0-1 h (n=8/grupo). b) Efecto de la administracién IP de
CRF (0,1 ng/g peso corporal) sobre la ingesta en C. auratus durante los intervalos 0-2,
2-8 y 0-8 h, (n=9/grupo). Los datos se representan como x+e.e.m.
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Figura 37. Efecto de la administracién ICV de CRF (2 ug) en C. auratus sobre a) la
ingesta a las 2 h de las inyecciones y b} los niveles plasmdticos de glucosa a las 8 h de
la inyecciones. C, control=salino + alimentacion; CRF=CRF + alimentacion. Los
datos se representan como x+¢.e.m. (n=8/grupo). ** p<0,01.
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Figura 38. Efecto de la administracién ICV de CRF (2 ug) sobre las fracciones libre
y unida de a) T3, b} T, y ¢) las correspondientes relaciones T,/ T, tiroideas en C. auratus
a las 8 h de las inyecciones. C, control=salino + alimentacién; CRF=CRF +
alimentacion. Los datos se representan como x+e.e.m. (n=8/grupo). * p<0,05.
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Figura 39. Efecto de la administracién ICV de CRF (1 ug) en T. tinca sobre a) la
ingesta y b) los niveles plasmdticos de glucosa a las & h de las inyecciones. C,
control=salino + alimentacién; CRF=CRF + alimentacién. Los datos se representan
como x+e.e.m. (n=6/grupo). *** p<0,005.
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Figura 40. Efecto de la administracién ICV de CRF (1 ug) sobre las fracciones libre
y unida de a) T,, b) T, y ¢) las correspondientes relaciones T,/T, tircideas en T. tinca
a las 8 h de las inyecciones. C, control=salino + alimentacion; CRF=CRF +
alimentacion. Los datos se representan como X+e.e.m. (n=6/grupo). * p<0,05.
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Figura 41. Niveles plasmaticos de glucosa en C. guratus a las 8 h de las inyecciones
ICV. sal+AYUNO, animales inyectados con salino y sin recibir comida;
CRF+AYUNO, inyectados con CRF (2 ug) y sin comida tras las inyecciones; sal+ AL,
inyectados con salino y recibieron la racion diaria de alimento. Los datos se representan
como x-+e.e.m. (n=11/grupo). *** p<0,005.



Regulacién de la ingesta en teledsteos

IV. RESULTADOS

153

a)

Figura 42. Contenido tiroideo de las fracciones libre y unida de a) T;, b) T, y ¢) las
correspondientes relaciones T,/T, tiroideas en C. auratus a las 8 h de las inyecciones
ICV, sal+AYUNO, animales inyectados con salino y sin recibir comida; CRF+AYU-
NO, inyectados con CRF (2 ug) y sin comida tras las inyecciones; sal+AL, inyectados
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Los niveles circulantes de HT se representan en la Fig. 43, observdndose una
reduccién de los niveles plasmdticos de T; (Fig. 43a, p<0,01) y T, (Fig. 43b, p<0,05) en
los animales sometidos a dos dias de ayuno respecto a los realimentados, sin modificaciones
de la relacion T,/T, plasmatica (Fig. 43c).

El contenido hipotaldmico de catecolaminas (NA, A y DA) en estos mismos grupos
experimentales se presenta en la Fig. 44. El contenido de las tres catecolaminas es similar
en los grupos sometidos a dos dfas de ayuno, con independencia de si eran inyectados con
salino o CRF, e inferiores significativamente (NA, p<0,05; DA, p<0,005) respecto al

grupo realimentado.

4.4. Efecto del ayuno sobre las catecolaminas en hipotalamo.

En el andlisis de las modificaciones del contenido hipotaldmico de catecolaminas
inducidas por el ayuno y la realimentacion, podemos observar una reduccion (p <0,05) de
la NA (Fig. 45a) y un aumento (p <0,05) de su metabolito, el HMPG, (Fig. 45b), de manera
que la relacion HMPG/NA aumenta con e} ayuno (Fig. 45¢). En todos los casos anteriores,
la realimentacion restablece valores similares a los observados en los animales alimentados
diariamente.

El ayuno también produce una reduccion en la DA (p <0,05), aunque en este caso el
descenso se mantiene tras la realimentacién (Fig. 47a). El contenido de A (Fig. 46) y
DOPAC (Fig. 47b), asi como {a relacién DOPAC/DA (Fig. 47¢) no se vieron afectados por

dichos tratamientos (ayuno y realimentacién).

4.5. Efecto del antagonista especifico del CRF, a-Helical CRF 4.

Tanto la reduccidn de la ingesta (Fig. 48a) como el incremento de los niveles
plasmdticos de cortisol {(Fig. 48c) inducidos por el CRF fueron revertidos parcialmente por
el antagonista «o-H CRFy,. Los niveles de glucosa plasmdtica no se modificaron
significativamente por la administracion de CRF, ni de su antagonista de forma aislada, ni
de ambos de forma combinada (Fig. 48b).

El CRF provoco una disminucidn (p<0,01) del contenido hipotaldmico de NA (Fig.
49a) y DA (Fig. 49c¢), efectos que fueron también bloqueados por el pretratamiento con el
antagonista. No se observaron diferencias significativas en los niveles de A entre ninguno de

los grupos estudiados (Fig. 49b).
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Figura 43. Niveles plasmdticos de a) T4, b) T, y ¢} relacién T,/T, plasmética en C.
auratus a las 8 h de las inyecciones ICV. sal+ AYUNO, animales inyectados con salino
y sin recibir comida; CRF+AYUNO, inyectados con CRF (2 ug) y sin comida tras las
inyecciones; sal+AlL, inyectados con salino y recibieron la racién diaria de alimento.
Los datos se representan como x+e.e.m. (n=11/grupo). * p<0,05; ** p<0,01.
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Figura 44. Contenido hipotalimico de catecolaminas: a) noradrenalina, b) adrenalina
y ¢) dopamina, en C, auratus a las 8 h de las inyecciones ICV. sal+AYUNO, animales
inyectados con salino y sin recibir comida; CRF+AYUNO, inyectados con CRF (2 ug)
y sin comida tras las inyecciones; sal+ AL, inyectados con salino y recibieron la racién
diaria de alimento. Los datos se representan como x+e.e.m. (n=11/grupo). * p<0,05;

**x 5 < (),005.
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Figura 45. Contenido hipotalimico de a) noradrenalina, b) HMPG y ¢} relacion
HMPG/NA, en C. auratus en animales que recibieron alimento diariamente (AL);
sometidos a una semana de ayuno (AY) y tras una semana de ayuno mds un dia de
realimentacién (AY+R). Los datos se representan como x+e.e.m. (n=11/grupo). *
p<0,05; *** p< 0,005,
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Figura 46. Contenido hipotalimico de adrenalina en C. quratus en animales que
recibieron alimento diariamente (AL); sometidos a una semana de ayuno (AY) y tras
una semana de ayuno mas un dfa de realimentacion (AY +R). Los datos se representan
como x+e.e.m. (n=11/grupo).
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Figura 47. Contenido hipotaldmico de a) dopamina, b) DOPAC y ¢} relacion
DOPAC/DA, en C. auratus en animales que recibieron alimento diariamente (AL);
sometidos a una semana de ayuno (AY)} y tras una semana de ayuno mds un dia de
realimentacién (AY +R). Los datos se representan como x+e.e.m. (n=11/grupo). *
p<0,05.
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Figura 48. Efecto de la administracion ICV del CRF (1 ug) y su antagonista, el a-
Helical CRF o4y, (10 pg) sobre a) la ingesta y b) los niveles plasmiticos de glucosa y
¢) cortisol en C. auratus a las 2 h, Los datos se representan como x+e.e.m.
(n=9/grupo). * p<0,05 respecto al grupo control (doble inyeccién de solucién salina).
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Figura 49. Efecto de la administracién ICV del CRF (1 ug) y su antagonista, el o-
Helical CRF g, (10 ng) sobre el contenido hipotaldmico de a) noradrenalina, b)
adrenalina y ¢) dopamina en C. auratus a las 2 h. Los datos se representan como
x+e.e.m. (n=9/grupo). * p<0,05; ** p<0,01 respecto al grupo control (doble
inyeccion de solucidén salina).
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La administracién ICV del a-H CRF o, no modificéd por si sélo ninguno de los

pardmetros analizados en el presente estudio (Figs 48 y 49).

4.6. Cortisol como mediador del efecto del CRF sobre la ingesta.

En primer lugar, intentamos abordar esta cuestién mediante 1a inhibicién de la sintesis
de corticosteroides con metirapona (Fig. 50). La metirapona, por un lado, mostré un efecto
propio sobre la ingesta, reduciéndola (p <0,05) (Fig. 50a), y por otro, a la dosis utilizada,
no fue capaz de revertir ¢l aumento inducido por el CRF de los niveles plasmdticos de
cortisol (p<0,01) (Fig. 50b). Todo ello nos llevé a desestimar esta aproximacion
experimental, realizando una serie de pruebas indirectas alternativas.

En la Fig. 51 se han representado los resultados obtenidos en relacidn a la
administracién 1P de CRF y cortisol, observandose un incremento del cortisol plasmdtico

(p<0,005) después de ambos tratamientos, sin modificaciones de la ingestién de alimento.

4.7. Control catecolaminérgico del efecto del CRF sobre la ingesta.

a) a-Adrenérgico.
La Fig. 52 representa los datos de la ingesta relacionados con la mediacidn o-

adrenérgica del efecto anorético del CRF (ANOVA, p<0005). El tratamiento con prazosin
(antagonista «,), antagoniza el efecto del CRF. De los agonistas y antagonistas adrenérgicos
utilizados, dnicamente tiene efecto por si sdlo el antagonista «, (yohimbina), que reduce la
ingesta (p <0,05), siendo dicho efecto mds acusado en el grupo tratado con la combinacién
de yohimbina + CRF (p<0,01).

El efecto de los agonistas y antagonistas «-adrenérgicos, de forma aislada o la
combinacién de los antagonistas con el CRF, sobre el contenido de catecolaminas en el
hipotdlamo se muestra en las Figs 53, 54 y 55. Podemos observar una reduccidén de la NA
en el grupo inyectado con CRF, que ademas es revertida por la yohimbina (Fig. 53a). El
tratamiento conjunto de yohimbina y CRF produce un aumento en el HMPG (p<0,05)
respecto al grupo control y al tratado sélo con CRF (Fig. 53b), no observindose
modificaciones en la relacion HMPG/NA (Fig. 53c). Tampoco encontramos diferencias

significativas en el contenido de A (Fig. 54) y DA, ni en su metabolismo (Fig. 55).
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Figura 50. Efecto de 1a administracidn IP de metirapona (met, inhibidor de la sintesis
de corticosteroides, 60 ug/g peso corporal) séla o en combinacién con la administracién

ICV del CRF (1 ug) sobre a) la ingesta y b) los niveles plasmadticos de cortisol en C.

auratus a las 2 h de la dltima inyeccion. Los datos se representan como x+e.e.m.
(n=10/grupo). * p<0,05; ** p< 0,01 respecto al grupo control (doble inyeccién de

solucidn salina).
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Figura 51, Efecto de la administracion IP de a) CRF (0,1 ug/g peso corporal) y b)
cortisol (COR, 10 ug/g peso corporal) sobre ia ingestion de alimento y los niveles
plasméticos de cortisol en C. auratus a las 2 h. Los datos se representan como
x+e.e.m. (n=9/grupo). *** p<0,005.
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Figura 52. Ingesta en C. auratus a las 2 h de la administracién ICV de agonistas y
antagonistas w-adrenérgicos (10 pg) de forma aislada o en combinacidn con CRF (1 ug).
Agonista «,, fenilefrina; agonista «,, clonidina; antagonista «,, prazosin y antagonista
a,, yohimbina. Los datos se representan como x+e.e.m. (n=9/grupo). * p<0,05; **
p< 0,01 respecto al grupo control (doble inyeccién de solucién salina).
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Figura 53. Contenido hipotaldmico de a) noradrenalina, b) HMPG y ¢) relacion
HMPG/NA hipotaldmica en C. guratus a las 2 h de la administracién ICV de agonistas
y antagonistas a-adrenérgicos (10 pg) de forma aislada o en combinacion con CRF (1
1g). Agonista «;, fenilefrina; agonista «,, clonidina; antagonista «,, prazosin y
antagonista «,, yohimbina. Los datos se representan como x+e.e.m. (n=9/grpo). *
p < 0,05 respecto al grupo control {doble inyeccién de solucién salina).
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Figura 54. Contenido hipotalimico de adrenalina hipotaldmica en C. aurarus alas 2 h
de la administracion ICV de agonistas y antagonistas a-adrenérgicos {10 ug) sélos o en
combinacion con CRF (1 pug). Agonista o, fenilefrina; agonista «,, clonidina;
antagonista o, prazosin y antagonista «,, yohimbina. Los datos se representan como
x-+e.e.m. (n=9/grupo).
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Figura 55. Contenido hipotaldmico de a) dopamina, b} DOPAC y ¢) relacidon
DOPAC/DA hipotaldmica en C. auratus a las 2 h de la administracién ICV de agonistas
y antagonistas o-adrenérgicos (10 ug) de forma aislada o en combinacién con CRF (i
ug). Agonista «,, fenilefrina; agonista «,, clonidina; antagonista «,, prazosin y
antagonista «,, yohimbina. Los datos se representan como x+e.e.m. (n=9/grupo).
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b) Dopaminérgico.

En la Fig. 56 podemos observar los resultados referentes a la ingesta tras el
tratamiento con agonistas y antagonistas dopaminérgicos y las interacciones con el CRF
(ANOVA, p<0001). Los agonistas dopaminérgicos D, (SKF 38393) y D, (quinpirol) reducen
significativamente la ingesta (p<0,05 y p<0,0i, respectivamente), mientras que el
antagonista D,, pero no el D,, presenta el efecto opuesto, incrementando el grado de
ingestion de alimento (p <0,05). No obstante, ambos dos antagonistas bloquean el efecto del
CRF.

En cuanto a las catecolaminas hipotaldmicas (Figs 57 y 58), solo se observan
diferencias significativas en el contenido de DA (Fig. 58a), mostrando una reduccion en los

grupos tratados con SKF 38393 (D, agonista), SCH 23390 (D, antagonista) y CRF.

5. REGULACION DE LA INGESTA POR LA 8-ENDORFINA.

5.1. Administracion ICV e IP de B-Endorfina. Efecto sobre la ingesta.

Del estudio de los efectos de la administracién ICV de B-E sobre la ingestién de
alimento se obtuvieron los siguientes resultados (Figs 59 y 60a): las dosis de 0,1 y 1 ug de
B-E incrementaron significativamente (p<0,01; p<0,05, respectivamente) la ingesta a las
2 y alas 8 h (Figs 5%9a y c), sin encontrarese modificaciones durante el intervalo 2-8 h (Fig.
59b). Se observa una tendencia estimuladora de la ingesta por parte de la dosis mds baja
utilizada {0,001 ug), aunque en ningin intervalo los incrementos llegaron a ser significativos
(Fig. 59). Los efectos observados con la dosis eficaz de 1 ug a las 2 y 8 h no se obtuvieron
cuando el tiempo transcurrido entre Ja inyeccidn y la valoracién de la ingesta fue de 1 hora
(Fig. 60a).

El tratamento IP de B-E no modificé significativamente los niveles de ingesta en

ninguno de los intervalos de tiempo estudiados (0-2, 2-8 y 0-8 h) (Fig. 60b).

5.2. Efecto de la B-Endorfina sobre la ingesta, glucosa, hormonas
tiroideas y catecolaminas hipotaldmicas.

El aumento significativo (p <0,005) de la ingesta por B-E (1 ug) a las 2 h (Fig. 61a)

no fue acompanado por modificaciones de los niveles plasméticos de glucosa (Fig. 61b), ni



Regulacién de la ingesta en teledsteos IV. RESULTADOS 170

150-
, dk

125- .
2100 —x— T .
8 757 1 L T

& * * [ —
2 500 | = ok o — |
o - ]
259 || Z e
0- A e L LD

[Isalino + salino [Jsalino + SKF 38383 Wsalino + quinpirol
Nsalino + CRF Msatino + SCH 23300 EJSCH 23390 + CRF
[salino + sulpirida @sulpirida + CRF

Figura 56. Ingesta en C. guratus a las 2 h de la administracién ICV de agonistas y
antagonistas dopaminérgicos (10 ug) de forma aislada o en combinacién con CRF (i
ng). Agonista D,, SKF 38393; agonista D,, quinpirol; antagonista D,, SCH 23390 y
antagonista D,, sulpirida. Los datos se representan como x+e.e.m. (n=9/grupo). *
p<0,05; ** p<0,01 respecto al grupo control {deble inyeccion de solucién salina).
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Figura 57. Contenido hipotaldmico de a) noradrenalina y b) adrenalina en C. auratus
a las 2 h de la administraciéon ICV de agonistas y antagonistas dopaminérgicos (10 pg)
de forma aislada o en combinacién con CRF (1 ug). Agonista D;, SKF 38393; agonista
D,, quinpirol; antagenista D;, SCH 23390 y antagonista D,, sulpirida. Los datos se
representan como X-+e.e.m. (n=9/grupo).
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Figora 58. Contenido hipotaldmico de a) dopamina, b) DOPAC y c¢) relacién
DOPAC/DA hipotaldmica en C. auratus a las 2 h de la administracién ICV de agonistas
y antagonistas dopaminérgicos (10 xg) de forma aislada o en combinacién con CRF (1
ng). Agonista D,, SKF 38393; agonista D,, quinpirol; antagonista D,, SCH 23390 y
antagonista D,, sulpirida. Los datos se representan como x+e.e.m. (n=9/grupo). *
p<0,05; ** p<0,01 respecto al grupo control (doble inyeccién de solucién salina).
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Figura 59. Efecto de la administraciéon ICV de B-Endorfina sobre la ingesta en C.
auratus durante los intervalos a) 0-2, b) 2-8 y ¢) 0-8 h. Controles (n=18), 8-E: 0,001
(n=9), 0,1 n=9)y 1 (n=10) ug. El eje "x" representa dosis absolutas de B-E (ug) en
las tres gréficas. Los datos se representan como x+e.e.m. * p<0,05; ** p<0,01
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Figura 60. a} Efecto de la administracién ICV de B8-E (1 pg) sobre la ingesta en C.
auratus durante el intervalo 0-1 h (n=8/grupo). b) Efecto de la administracién IP de B-
E (0,1 ug/g peso corporal) sobre la ingesta en C. guratus durante los intervalos 0-2, 2-8
y 0-8 h, (n=11/grupo). Los datos se representan como x+e.e.m.
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Figura 61. Efecto de la administracién ICV de B-E (1 pg) sobre a) la ingesta y b) los
niveles plasmdticos de glucosa en C. auratus a las 2 h. Los datos se representan como
x+e.e.m. (n=11/grupo). *** p<0,005,
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de las fracciones libre y unida de las hormonas tiroideas en el tejido tiroideo (Fig. 62). El
contenido hipotaldmico de catecolaminas (NA, A y DA) tampoco se ve alterado por el

tratamiento ICV con B-E (Fig. 63).

5.3. Control por los distintos tipos de receptores opioidérgicos.

La naloxona, antagonista general de los péptidos opioides, provoca un descenso de
la ingesta cuando se administra ICV en combinacién con solucién salina (p <0,05) y bloquea

parcialmente el efecto estimulador de 1a B-E sobre la ingesta (ANOVA, p<0,005) (Fig. 64a).

a) d-opioidérgico.

En la Fig. 64b se puede observar que los antagonistas &, ni el § (BNTX) ni el 3,
(naltriben) son capaces de bloquear la estimulacién de la ingesta provocada por la B-E
(ANOVA, p<0,0005). Ninguno de los dos antagonistas & utilizados, BNTX y naltriben,
producen modificaciones del comportamiento alimentario cuando se administran en
combinacién Unicamente con solucién salina. El agonista $-opioidérgico general DPEN

estimula la ingesta significativamente (p<0,03) a las 2 h del tratamiento.

b) x-opioidérgico.

LLa administracion ICV de U-50488 (agonista ) produce un incremento significativo
de la ingesta (p <0,03), sin observarse modificaciones de la misma tras el tratamiento con
el antagonista « nor-binaltorfimina, que no es capaz de bloquear la accidn estimuladora de
la B-E sobre la alimentacién (Fig. 65a) (ANOVA, p<0,0001).

¢) g-opigidérgico.

La Fig. 65b muestra los resultados obtenidos en cuanto a la ingesta tras la
administracién ICV de agonistas y antagonistas p-opioidérgicos de forma aislada o en
combinacion con B-E (ANOVA, p<0,0001). El tratamiento con naloxonazina (antagonista
1) antagoniza el efecto estimulador de la 8-E sobre la ingesta, mientras que dicho bloqueo
no se observa con la B-funaltrexamina (antagonista u,+p,). Dichos antagonistas, sélos, no
afectan de forma significativa a la ingestion de alimento, observandose un incremento de la

misma cuando se administraba ¢l agonista general 4 DAMGO.
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a)

Figura 62. Efecto de la administracién ICV de B-E (1 ug) sobre las fracciones libre y

unida de a) T;, b) T, y ¢) las correspondientes relaciones T,/T, tiroideas en C. auratus
a las 2 h. Los datos se representan como x+e.e.m. (n=11/grupo).
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Figura 63. Efecto de la administracion ICV de B-E (1 pg) sobre el contenido
hipotaldmico de a) noradrenalina, b) adrenalina y ¢} dopamina en C. auratus a las 2 h.
Los datos se representan como x+e.e.m. (n=11/grupo).
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Figura 64. Ingesta en C. guratus a las 2 h de la administracion ICV de a) el antagonista
general naloxona, 10 ug (n=10/grupo) y b) el agonista (DPEN, 1 ug) y los antagonistas
d-opiodérgicos (§,, BNTX; §,, naltriben; 5 ug) (n=6-8/grupo) de forma aislada o en
combinacién con B-Endorfina. Los datos se representan como x+e.e.m. * p<0,05; **
p<0,01 respecto al grupo control (doble inyeccion de solucion salina).
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Figura 65. Ingesta en C. aquratus a las 2 h de la administracion ICV de a) el agonista
(U-50488, 1 ug) y el antagonista x-opiodérgico (nor-BNI, 5 pg) (n=7-8/grupo) y b) el
agonista (DAMGQO, 1 ug) y los antagonistas u-opiodérgicos (u, B-FNA; y,, naloxonazi-
na; 5 ug) (n=6/grupo) de forma aislada o en combinacién con B-Endorfina. Los datos
se representan como x+e.e.m. * p<0,05; ** p<0,01 respecto al grupo control (doble
inyeccion de solucién salina).
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6. REGULACION DE LA INGESTA POR LA GALANINA,

6.1. Administracién ICV e IP de galanina. Efecto sobre la ingesta.

La Fig. 66 muestra los resultados de la administracion ICV de distintas dosis de
galanina sobre la ingesta. Un incremento estadisticamente significativo se observa a las 2 h
(Fig. 66a) con las dosis de | y 3,33 ug (p<0,01; p<0,05, respectivamente), manteniéndose
dicha estimulacion a las 8 h con la dosis més alta (Fig. 66¢). En el intervalo 2-8 h no se
observan diferencias significativas en los niveles de ingestién de alimento entre los animales
controles y los tratados con las diferentes dosis de galanina (Fig. 66b). La dosis eficaz de 1
pg a las 2 h no produce ningdn efecto cuando se cuantifica la ingesta 1 h después del
tratamiento (Fig. 67a).

No se observaron diferencias significativas de la ingesta ni a las 2, ni a las 8 h

después del tratamiento IP con galanina (Fig. 67b).

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

L.a galanina ({ ug) estimula, como hemos visto en el apartado anterior, el apetito a
las 2 h de su administracién ICV (Fig. 68a), sin cambios significativos en los niveles
plasmdticos de glucosa (Fig. 68b), en las fracciones libre y unida de 1as hormonas tiroideas

(Fig. 69), ni en el contenido hipotaldmico de catecolaminas (NA, A y DA) (Fig. 70).

6.3. Efecto del antagonista galantida.

En la Fig. 71 se puede observar que el tratamiento ICV con el antagonista especifico
de la galanina, la galantida (5 pg), revierte la accion estimuladora del neuropéptido sobre la
ingesta (ANOVA, p <(,005).

La administracién ICV de galanina o de galantida por separado o de forma conjunta
no modifica significativamente del contenido hipotaldmico de catecolaminas (NA, Fig. 72a;
A, Fig. 73; DA, Fig. 74a), ni de sus metabolitos (HMPG, Fig. 72b; DOPAC, Fig. 74b), ni
de las correspondientes relaciones HMPG/NA (Fig. 72¢) y DOPAC/DA (Fig. 74c).
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Figura 66. Efecto de la administracion ICV de la Galanina sobre la ingesta en C.
auratus durante los intervalos a) 0-2, b) 2-8 y ¢) 0-8 h. Controles (n=18), Gal: 0,1
(n=8), 1 (n=10) y 3,33 (n=9) ug. El eje "x" representa dosis absolutas de Gal (ug)
en las tres grdficas. Los datos se representan como X+e.e.m. * p<0,05; ** p<0,01

respecto a los controles.
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Figura 67. a) Ingesta tras | h de la administracién ICV de Gal (1 ug) en C. auratus

(n=8). b) Efecto de la administracién IP de Gal (0,1 ug/g peso corporal) sobre la

ingesta en C. quratus durante los intervalos 0-2, 2-8 y 0-8 h (n=11/grupo). Los datos
se representan como X-+e.e.m.
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Figura 68. Efecto de la administracion ICV de Gal (1 ug) sobre a) la ingesta y b) los

niveles plasmdticos de glucosa en C. auratus a las 2 h. Los datos se representan como
x+e.e.m. (n=11/grupo). * p<0,05.
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Figura 69. Efecto de la administracién ICV de Gal (1 ug) sobre las fracciones libre y
unida de a) T;, b) T, y ¢) las correspondientes relaciones T;/T, tiroideas en C. auratus
a las 2 h. Los datos se representan como x+e.e.m. (n=11/grupo).
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Figura 70. Efecto de la administracién ICV de Gal (1 ug) sobre el contenido
htpotaldmico de a) noradrenalina, b) adrenalina y ¢) dopamina en C. auratus a las 2 h.
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Los datos se representan como x+e.e.m. (n=11/grupo).
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Figura 71. Efecto de la administracién ICV de la galanina (1 ug) y su antagonista, la
galantida (5 ug), sobre la ingesta en C. auratus alas 2 h. Los datos se representan como
x+e.e.m. (n=9/grupo). * p<0,05; ** p<0,01 respecto al grupo control (doble
inyeccién de solucidn salina).
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Figura 72. Efecto de la administracidn ICV de la galanina (1 pg) y su antagonista, la
galantida (5 pg), sobre el contenido hipotaldmico de a) noradrenalina, b) HMPG y ¢}
relacion HMPG/NA en C. auratus a las 2 h. Los datos se representan como x-+e.e.m.

{(n=9/grupo).
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Figura 73. Efecto de la administracién ICV de la galanina (1 pg) y su antagonista, la

galantida (5 ug), sobre el contenido hipotaldmico de adrenalina en C. aurarus a las 2 h.
Los datos se representan como x-+¢.e.m. (n=9/grupo).
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Figura 74. Efecto de la administracién ICV de la galanina (1 pg) y su antagonista, la
galantida (5 ug), sobre el contenido hipotaldimico de a) dopamina, b) DOPAC y ¢}
relacién DOPAC/DA en C. auratus a las 2 h. Los datos se representan como X +e.e.m.

{(n=9/grupo).
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6.4. Control a-adrenérgico.

La Fig. 75 muestra los resultados obtenidos en cuanto a la ingesta tras la
administracién ICV de agonistas y antagonistas a-adrenérgicos s6los o en combinacion con
galanina (ANOVA, p<0001). Es de resaitar el incremento producido por el antagonista o,
(prazosin), de una magnitud similar al observado con la galanina (p <0,05), y el efecto del
pretratamiento con el antagonista «, (yohimbina) que revierte la estimulacién de la ingesta
inducida por galanina.

Tanto la galanina como los agonistas y antagonistas adrenérgicos, a las dosis
utilizadas, no modifican en general el contenido hipotaldmico de catecolaminas (Figs 76, 77,
78b y c), a excepcion de un aumento de la dopamina {p<0,05) ocasionado por la
administracion de yohimbina, efecto que desaparece en el grupo tratado ademds con galanina
(Fig. 78a).
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Figura 75. Ingesta en C. quratus a las 2 h de la administracion ICV de agonistas y
antagonistas a-adrenérgicos (10 ug) de forma aislada o en combinacion con galanina (1
pg). Agonista o, fenilefrina; agonista «,, clonidina; antagonista «,, prazosin y
antagonista «,, yohimbina. Los datos se representan como x+e.e.m. (n==8-9/grupo).
* p<0,05 respecto al grupo control (doble inyeccién de solucién salina).
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Figura 76. Contenido hipotaldimico de a) noradrenalina, b) HMPG y c¢) relacion
HMPG/NA en C. auratus a las 2 h de la administracion ICV de agonistas y antagonistas
a-adrenérgicos (10 ug) de forma aisiada o en combinacion con galanina (1 ug).
Agonista o, fenilefrina; agonista «,, clonidina; antagonista «,, prazosin y antagonista
o,, yohimbina. Los datos se representan como x+e.e.m. (n=8-9/grupo).
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Figura 77. Contenido hipotaldmico de adrenalina hipotaldmica en C. auratus alas 2 h
de la administracién ICV de agonistas y antagonistas o-adrenérgicos (10 ug) de forma
aislada o en combinacién con galanina (1 pg). Agonista oy, fenilefrina; agonista a,,

clonidina; antagonista «,, prazosin y antagonista «,, yohimbina. Los datos se
representan como x+e.e.m. (n=_8-9/grupo).
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Figura 78. Contenido hipotalimico de a) dopamina, b) DOPAC y ¢) relacion
DOPAC/DA en C. auratus a las 2 h de la administracion ICV de agonistas y
antagonistas a-adrenérgicos (10 ug) de forma aislada o en combinacion con galanina (1
pg). Agonista o, fenilefrina; agonista «,, clonidina; antagonista «,, prazosin y
antagonista «,, yohimbina. Los datos se representan como x+e.e.m. (n=9/grupo). *
p <0,05 respecto al grupo control (doble inyeccidn de solucion salina).
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1. CARACTERIZACION DEL PATRON ALIMENTARIO EN Tinca

tinca.

1.1. Determinacion del patrén alimentario.

La conducta alimentaria de un pez dentro de un grupo puede inducir un
comportamiento similar en los otros miembros del grupo (Spieler, 1992). Por ejemplo, se
ha descrito un comportamiento gregario respecto a la actividad alimentaria en C. auratus,
de manera que cuando un pez localiza una fuente de alimento, indica su presencia al resto
de los peces, estableciéndose grupos de alimentacién (Magurran, 1984 y observaciones
propias). Nosotros hemos observado un comportamiento similar en 7. tinca, cuyo gregarismo
es ain mas acentuado, reflejindose también en su actividad nadadora, que se realiza en
grupos dentro de un mismo acuario. Cuando estudiamos el patrén de ingesta de las tencas
durante 12 h, observamos que un 70% de la ingestidn de alimento se realiza en el periodo
de 4-8 h, siendo tinicamente de un 15% en las primeras 4 h. Este hecho puede ser explicado
si tenemos en cuenta que el estudio se realizd en acuarios individuales, y por tanto, los peces
acostumbrados a un comportamiento en grupo, al estar separados podrian tardar mds en
localizar la comida, lo que en parte se confirma cuando comparamos la ingesta realizada por
a) tencas individuales (Fig. 22a) y b) en grupo, en el estudio de correlacion de pardmetros
metabdlicos y hormonales con la ingesta a distintos tiempos (véase apartado 3.2.2. de
Resultados), de manera que, aunque la ingestién total de alimento a las 8 h es similar en
ambos casos (a: 342 mg, b: 336 mg), durante el periodo 0-4 h es inferior en las tencas
mantenidas aisladas en acuarios individuales (a: 60 mg, b: 98 mg).

Ademds, ‘Spieler (1992) ha indicado que el ruido, cambios ligeros del nivel del
agua, cambios en la iluminacidn, la presencia de un observador, o incluso perturbaciones
menores como la apertura o cierre de una puerta, pueden producir cambios en las tasas de
ciertas actividades. Por tanto, considerando que las tencas son animales muy asustadizos y
ticilmente estresables, resuitaria fdcil justificar una ingesta reducida durante las primeras
horas del estudio como consecuencia de la manipulacion y el cambio a un hédbitat nuevo antes
de iniciar dicho estudio {efectos que eran presentes en menor proporcion en el experimento

comentado de las tencas alimentadas en grupo).
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Por otra parte, puesto que el periodo de maxima ingestién de alimento en las
tencas (4-8 h) coincide con el inicio y se extiende durante la fase oscura del fotociclo diario,
podriamos suponer que la ingesta durante dicha fase oscura fuera mayor que durante la fase
luminosa. Esta hipétesis se ha demostrado posteriormente cuando realizamos el andlisis del
ciclo diario de alimentacién en esta especie (Fig. 23a), en el que se pone de manifiesto una
ingesta mayor durante la noche en relacidn con la alimentacion durante el dia.

Resumiendo, los resultados obtenidos en esta determinacion inicial del patrén
alimentario de 7. tinca, nos llevaron a considerar el periodo de 0-8 h como ¢} 6ptimo para
los estudios de comportamiento alimentario que, necesariamente y a pesar de los problemas
que pueden suponer, requerian ser realizados de forma individual.

La discusion referente a los resultados obtenidos sobre los efectos de la anestesia
y de las inyecciones ICV de solucién salina sobre la ingesta se lleva a cabo conjuntamente

con C. aurarus en el apartado siguiente.

1.2. Determinacién de pardmetros metabdlicos y hormonales.

Los datos referentes a los ciclos diartos de determinados pardmetros metabolicos
y hormonales ponen de manifiesto por primera vez en 7. finca la existencia de cambios a lo
largo del fotociclo diario de los niveles de cortisol y glucosa plasmdticos, glucégeno hepdtico
y catecolaminas hipotaldmicas. La actividad N-acetiltransferasa, utilizada en esta Memoria
como pardmetro indicador de ritmicidad en las tencas, presenta, como se ha descrito en la
mayoria de vertebrados estudiados (Falcon y cols, 1992), el caracteristico perfil ritmico, con
niveles elevados durante la fase oscura y valores muy bajos durante el periodo diurno. En
distintas especies de peces se han descrito ritmos circadianos de la actividad locomotora,
cortisol, insulina y glucosa circulantes, contenido hepético y muscular de glucdgeno, etc.,
siendo la alimentacién el factor determinante de dichos ritmos (“zeitgeber"), aunque dentro
de la misma especie no todos los ritmos responden a este estimulo (véase rev. Spieler, 1992).
Por ejemplo, en C. auratus una iinica comida es un potente estimulo en lo que se refiere al
ritmo de cortisol y actividad locomotora, pero no para la tiroxina (Spieler y Noeske, 1984).
En nuestro estudio, a excepcion de la NAT y el cortisol, el resto de los pardmetros
estudiados presentan un perfil similar, con un méximo en el mediodia, que corresponde a las
4 h de la administracion diaria de alimento. Con nuestros resultados no podemos asegurar
que la alimentacion sea el factor determinante de estas oscilaciones dia/noche, aunque es

bastante probable si comparamos con el perfil de la actividad NAT, deteminado por el
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fotoperiodo, y que no presenta oscilaciones diurnas dependientes de la alimentacién. Para
poder discriminar los efectos de la luz y de la alimentacién como sincronizadores de dichos
ritmos, seria necesario realizar estudios utilizando fotoperiodos de duracidn variable y
manteniendo constante la hora de alimentacién, y viceversa, como los realizados por Spieler
y Noeske (1984), y Cook y Eales (1987) en teledsteos. No obstante, nuestro objetivo inicial
€ra COnocer en una primera aproximacién experimental las variaciones de determinados
pardmetros a lo largo de un ciclo diario de alimentacién en las condiciones estdndares de
laboratorio para la especie T. tinca, sin profundizar en el estudio de posibles ritmos
circadianos, dada la complejidad que conlleva este tipo de andlisis.

Los niveles plasmadticos de cortisol en 7. tinca presentan un minimo durante la
fotofase y un mdximo al inicio de la fase oscura tras la aclimatacién a un fotoperiodo natural
15L:9D y a un horario fijo de alimentacién (11:00 h por la mafiana, en la primera mitad de
la fase luminosa). Este perfil coincide con los resultados obtenidos en Salmo salar en la
misma época del ano (abril, fotoperiodo 141.:10D), donde los valores de cortisol mds altos
se enconiraron durante la noche (Thorpe y cols, 1987). Audet y cols, (1986) encontraron un
minimo durante la fase lJuminosa, pasado el mediodia, en Gasterosteus aculeatus mantenidos
en un fotoperiodo similar al nuestro (14L:10D), aunque sin llegar a mostrar significacién
estadistica, y que desaparecia con el fotoperiodo inverso. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que en estos estudios no se fij6 la hora de la alimentacion, considerdndose tinicamente
al fotoperiodo como estimulo capaz de sincronizar estos ritmos de cortisol circulante. Sin
embargo, el horario de la alimentacién debe tenerse en cuenta como posible sincronizador,
llegando incluso a ser mds importante que el fotoperiodo cuando los animales se alimentan
regularmente a la misma hora. Concretamente, en C. auratus la acrofase del ritmo de cortisol
tiene lugar 4-6 h antes de la hora habitual de la alimentacién (Spieler y Noeske, 1984) y en
S. trutta este maximo previo a la alimentacién (pico de prealimentaién) ocurre 5-9 h antes
de ésta (Pickering y Pottinger, 1983). En nuestro estudio, la médxima amplitud en el ritmo
diario de cortisol en las tencas se ha observado durante la fase oscura, 13 h antes del inicio
de la alimentacién, no pudiéndose considerar este mdximo nocturno como el pico de
prealimentacion descrito en C. auratus y S. trutta. Parece, por tanto, que las variaciones de
cortisol observadas en nuesto estudio responderfan tanto al fotoperiodo como al horario de
la alimentacion, pudiendo interaccionar ambos sincronizadores.

Tanto la dieta como el horario de la alimentaciéon pueden modificar las

variaciones ciclicas de glucosa en sangre y glucgeno hepdtico en los peces (Spieler, 1992).
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Concretamente, en nuestro estudio la glucosa plasmdtica y el contenido de glucégeno hepatico
presentan bdsicamente un perfil similar, con un mdximo a las 4 h de la alimentacion,
coincidiendo con el mediodia, seguido de un descenso progresivo, de manera que a las 8 h
de recibir el alimento, ain se observan niveles superiores a los encontrados en el primer
punto del cicto (10:00 h). El hecho de que en el estudio de correlacién de estos parametros
(glucosa circulante y glucégeno hepdtico) con la ingestion de alimento a distintos tiempos en
T. tinca, realizado bajo un fotoperiodo 12L:12D (luz a las 4:00 h) y manteniendo el horario
de la alimentacidén (apartado 2.5.2.2.a), observemos un incremento de ambos pardmetros a
las 4 y 8 h (menor a las 8 h) de ofrecer el alimento (Fig. 27) seria una prueba a favor de que
los méximos diurnos observados en la glucosa circulante y el glucdgeno hepatico en T. rinca
vienen determinados principalmente por la alimentacién. De hecho, en los teledsteos se ha
demostrado una relacién entre la alimentacidn y los niveles de glucosa en sangre (véase rev.
Walton y Cowley, 1982). Por ejemplo, se han descrito incrementos de glucosa a las 6 h
siguientes de la alimentacién en Limanda limanda (Fletcher, 1984b), mientras que un estudio
reciente no encontrd tales incrementos postpandriales de glucosa en la perca (Anderson y
Braley, 1993). Esta ultima respuesta parece deberse a un bajo nivel de carbohidratos en la
dieta, como demostraron Furuichi y Yone (1981) en otras especies de peces, donde la
glucosa incrementa 1, 2 y 3 h después de una ingesta con un nivel de un 20% (pero no de
un 10%) de carbohidratos en la dieta. En todos los casos, de forma general, la glucosa
plasmdtica aumenta rdpidamente después de la ingestion de alimento, retornando lentamente
a los niveles existentes en pre-alimentacion. Por otra parte, en el caso del glucégeno aparece
un segundo pico a la medianoche, que seria independiente de la alimentacidn, actuando, asi,
tanto el fotoperiodo como la alimentacién, como sincronizadores del ritmo de glucégeno
hepitico.

En el estudio de las oscilaciones diarias de catecolaminas hipotaldmicas en tenca,
encontramos niveles elevados durante el periodo de luz, principalmente de adrenalina (A) y
dopamina (DA) y menos pronunciado de noradrenalina (NA). Estos médximos diurnos parecen
venir determinados principalmente por la alimentacién, ya que se observaron tinicamente a
las 4 h de realizar la ingestion de alimento, siendo bastante homogéneos los valores
encontrados en el resto de las horas muestreadas, tanto diurnas como nocturnas. Se ha
descrito un ritmo circadiano en las catecolaminas (NA, A y DA) encefdlicas en Anguilla
anguilla, encontrdndose unos niveles inferiores, principalmente de NA y DA, durante el

periodo de oscuridad del fotociclo diario, coincidiendo con el periodo de mdxima actividad
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nadadora (Bras, 1979). Si bien los niveles de catecolaminas en este estudio son sensiblemente
inferiores a los cuantificados por nosotros, lo que puede deberse al hecho de que se
determinaron en el encéfalo entero y nosotros medimos en el hipotdlamo, no obstante, sin
duda, la razén mdas importante de esta discrepancia se debe al método utilizado,
espectrofluorimetria, frente al cominmente utilizado en la actualidad, HPLC con deteccién
electroquimica, que es mucho mas sensible, siendo las medidas presentadas por nosotros en
esta Memoria similares a las de otros autores que utilizan el mismo método de determinacion
de catecolaminas encéfalo (Caroff y cols, 1986; Sloley y cols, 1986, 1991 y 1992; Guerrero
y cols, 1990). La posible relacion de las catecolaminas hipotdlamicas y la alimentacién serd
discutida con mas profundidad cuando tratemos los estudios de ayuno moderado y prolongado

en C. auratus.

Los peces han adoptado diferentes estrategias para responder a periodos de
privacién de alimento. Dependiendo de la especie, pueden variar las reservas metabdlicas
utilizadas, en unos casos manteniéndose el glucdgeno, mientras s¢ metabolizan lipidos, o
proteinas, o ambos tipos de reservas, en otros conservandose los lipidos con utilizacién de
las reservas de glucogeno (véase rev. Baanante y cols, 1991; Sheridan y Mommsen, 1991).
Ademds, dentro de una misma especie, se han desarrollado respuestas diferentes dependiendo
de la duracion del periodo de ayuno, por ejemplo, Oncorhynchus kisutch presenta una
estrategia a corto plazo que implica una movilizacién parcial de la reserva hepdtica de
glucGgeno, y una estrategia a largo plazo, con movilizaciones de lipidos y proteinas (Sheridan
y Mommsen, 1991). Un incremento en el flujo metabdlico, necesario para mantener la
actividad, es posible durante periodos cortos de ayuno, pero esta respuesta durante perfodos
prolongados tendria como resultado una pérdida excesiva de energia. Una estrategia
alternativa, como la que utiliza la perca, serfa reducir ¢l metabolismo hasta que aumenta de
nuevo la disponibilidad de alimento (Foster y Moon, 1991).

Se ha demostrado en algunas especies que durante perfodos cortos de ayuno como
una semana, los niveles de glucosa se mantienen relativamente altos, como consecuencia de
una movilizacién del glucdgeno hepdtico (Sheridan y Mommsen, 1991). Sin embargo, las
reservas de glucdgeno son limitadas y si se prolonga el periodo de ayuno, cesard la
movilizacién de glucégeno, y disminuirdn los niveles de glucosa circulante (Tranulis y cols,
1991), o podrian mantenerse valores normales de glucosa si aumenta la gluconeogénesis

(Baanante y cols, 1991; Sheridan y Mommsen, 1991). Los resultados obtenidos tras una
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semana de ayuno en 7. tinca, donde los niveles plasmdticos de glucosa, el contenido hepitico
de glucégeno, asi como el indice hepatosomdtico (IHS) se vieron fuertemente reducidos,
parecen reflejar la estrategia antes mencionada (disminucidn tanto de glucégeno como de
glucosa) que se ha descrito para perfodos de ayuno mds bien prolongados (3 semanas). De
hecho, efectos similares a los descritos en nuestro estudio han sido observados en periodos
de ayuno mucho més largos (7 semanas) en la perca (Foster y Moon, 1991), trucha (Navarro
y cols, 1992), salmdn y bacalao (Sundby y cols, 1991).

Las reducciones de los niveles plasmdticos de glucosa y €l contenido hepitico de
glucdgeno tras una semana de ayuno en 7. finca, fueron revertidas con la realimentacion
hacia los valores encontrados en los animales alimentados diariamente. Estas respuestas
durante la transicién ayuno-alimentacidn después de periodos prolongados de ayuno han sido
observadas en otras especies de teledsteos, donde se ha encontrado una sintesis rapida de
glucdgeno hepdtico como respuesta a la realimentacion (véase rev. Baanante y cols, 1991).
Por otro lado, se ha descrito en los peces que tras diferentes perfodos de ayuno la
realimentacion restablece los niveles de glucosa en sangre, por ejemplo, a los 8 dias de
realimentacién tras 50 dias de ayuno (Navarro y cols, 1992), y a las 2 h de realimentacién

después de 24 h de ayuno (Garcia de Frutos y cols, 1991).

Ciertos estudios realizados en peces ponen de manifiesto que el patrén de
alimentacidn influye de manera importante sobre la actividad del gje tiroideo. Concretamente,
la actividad tiroidea de los salménidos muestra respuestas marcadas, tanto crénicas como
agudas, al alimento (véase rev. Eales, 1988).

Los resultados en cuanto a la influencia de la alimentacién sobre la actividad
tiroidea en 7. tinca indican que el ayuno (una semana) induce un descenso significativo en
el contenido tiroideo de FT, y en los niveles plasmaticos de las hormonas tiroideas (HT).
Nuestro trabajo constituye la primera aportacién sobre el contenido tiroideo de las fracciones
libres (F) y unidas (B) de T, y T, en relacién con el comportamiento alimentario en los peces
(De Pedro y cols, 1995a y b). La fraccién libre representa la cantidad de hormona,
procedente de la proteolisis de la Tg, preparada para ser liberada al torrente circulatorio
(Haibach, 1971), mientras que la fraccién unida representaria la hormona que ha sido
sintetizada en el seno de la Tg y que permanece en el lumen folicular antes de ser
internalizada y procesada por las células foliculares (Rousset, 1991). Teniendo en cuenta

estas consideraciones, la principal consecuencia del ayuno a nivel tiroideo en 7. rinca es una
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reduccién en la liberacidn de T,, un efecto que ha sido previamente sugerido en otros
teleésteos (Eales, 1988), donde el ayuno provoca una reduccién en la respuesta tiroidea a
TSH (Leatherland, 1982) y en los niveles plasméticos de T, y su aclaramiento renal (Higgs
y Eales, 1977). También, en los homeotermos se ha observado una supresion de las acciones
de la TRH y la TSH tras el ayuno (Hugues y cols, 1984; Kinlaw y cols, 1985; Mitchell y
Raza, 1986).

En la mayorfa de los vertebrados estudiados, se puede admitir que el ayuno
produce una reduccién de los niveles plasmdticos de HT y, en general también, de la
conversién periférica de T, a T; (véase rev. Eales, 1988). Nuestros datos tras una semana
de ayuno confirman esta reduccién de las HT plasmadticas en los teledsteos. En cambio, no
observamos modificaciones significativas de la proporcién T,;/T, plasmdtica, como indice
aproximado de la monodesyodacion periférica, por lo que las reducciones plasmaticas de HT
podrian deberse mds bien a una reduccién en la secrecidn tiroidea de T, que en la conversion
periférica de T, a T,, como ha sido sugerido por Kinlaw y cols (1985) en la rata. También
debemos considerar la posibilidad de que otros ejes endocrinos que pueden interaccionar con
el tiroideo se vean modificados por el ayuno. En este sentido, se ha observado que la
restriccion de alimento incrementa los niveles de corticosteroides (Murphy y Wideman,
1992), que a su vez podrian inducir una reduccién de los niveles plasmaticos de HT (Vijayan
y Leatherland, 1989; Brown y cols, 1991), asi como alteraciones de la desyodacion periférica
(Vijayan y cols, 1988).

Estudios sobre los efectos de la realimentacidn en los peces, ponen de manifiesto
que ésta revierte los efectos inducidos por el ayuno. Concretamente, en los salménidos se han
demostrado elevaciones tanto de T; como de T, plasmdticas, 4 h después de la realimentacién
tras 3 (Himick y Eales, 1990) y 6 dias de ayuno (Flood y Eales, 1983). De forma similar,
la realimentacion en T. rinca revierte los efectos del ayuno (7 dias) sobre la actividad tiroidea
(reduccion de FT, tiroidea y HT plasmdticas), aunque conviene indicar que en este estudio
la realimentacién fue durante 2 dias consecutivos, ya que, el primer dia de presentacion de
la comida tras el ayuno las tencas emplearon mds tiempo en ingerir el alimento ofrecido, por
lo que prolongamos el periodo de realimentacién para asegurarnos una ingesta total del
alimento a las 4 h de suministrarlo. El efecto de la realimentacién observado en 7. tinca tras
una seman de ayuno es también apoyado por la observacién de un aumento de los niveles
plasmadticos de HT en las tencas, a las 4 y 8 h (sdlo significativo a las 8 h) de recibir la

racion diaria de comida respecto a los peces que se sacrificaban antes de recibirla (Fig. 28).
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Por iltimo, comentar que esta accién estimuladora de la realimentacién también ha sido
demostrada en otros vertebrados, donde una tnica comida revierte el efecto supresor del
ayuno sobre las acciones de la TRH y la TSH (Hugues y cols, 1984; Mitchell y Raza, 1986).

Las diferencias observadas en los niveles plasmdticos de T; entre las tencas del
experimento en ayuno (Fig. 32) y del experimento en que se evalia la correlacién de la
ingesta y pardmetros hormonales a distintos tiempos (Fig. 28) pueden ser debidas a
variaciones estacionales descritas en la actividad tiroidea (véase rev. Brown, 1988; Grau,
1988). De hecho, numerosos trabajos realizados en los peces han demostrado que, en
general, los niveles plasmaticos de HT son mas elevados en primavera y verano (Chakraborti
y Bhattacharya, 1984; Leatherland, 1987; Stryjek-Kaminska y cols, 1988; Sower y Fawcett,
1991). Una posible diferencia estacional justificaria los niveles elevados de T; en el
experimento de ayuno realizado en primavera (fotoperiodo 15L:9D) respecto al experimento
de correlacion de ingesta y HT realizado en animales aclimatados a un fotoperiode 12L:12D,
que representaria un fotoperiodo tipico de finales de invierno. Puesto que la temperatura en
ambos experimentos era similar y constante, 21+2°C, las posibles diferencias estacionales
observadas en 7. tinca se deberian principalmente al fotoperfodo y no a la temperatura,
confirmando que la funcidén tiroidea en ectotermos no parece estar directamente relacionada
con la temperatura (véase rev. Brown, 1988).

En nuestro estudio, hemos observado que el ayuno provoca un descenso paralelo
de los niveles plasmdticos de HT y glucosa tanto en T. tinca como en C. quratus (De Pedro
y cols, 1995a), que es revertido tras dos dias de realimentacion en las tencas. Esto podria
indicar una interaccion de ambas respuestas, como de hecho ha sido sugerido por Himick y
Eales (1990) en Oncorhynchus mykiss, donde parece que la elevacién postpandrial de los
niveles plasmaticos de T, se deberfa a una mayor secrecion tiroidea de esta hormona inducida
por la elevacién de los niveles de glucosa en sangre, como también se ha sugerido en
ciclostomos (Plisetskaya y cols, 1983). Ademas, estudios realizados en O. mykiss, utilizando
dietas 1socaldricas con distinto contenido en carbohidratos, protefnas y lipidos han puesto de
manifiesto que Gnicamentie las dietas ricas en carbohidratos, que producen una elevacidon de
los niveles plasmdticos de glucosa, son capaces de inducir una elevacién también de Ia T,
plasmadtica (Himick y cols, 1991). El incremento de los niveles plasmadticos de dicha hormona
como respuesta a la alimentacién podria desempefar un papel en la regulacion del
metabolismo de carbohidratos a corto plazo, contrarrestando la hiperglucemia, en los peces.

No obstante, de momento se desconoce el mecanismo por el cual la glucosa estimula la
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liberacién de T, tiroidea, pudiendo ser por una estimulacidn directa del tejido tiroideo o a
través del eje hipotdlamo-hipofisario.

La naturaleza del tejido tiroideo en la mayoria de los teldsteos, en forma de
foliculos tiroideos dispersos, imposibilita su extraccion, por lo gue el nimero de trabajos en
los que se determinan las HT en el tiroides es escaso en los peces, siendo nuestros estudios
de los pocos que llevan a cabo este andlisis. El hecho de que nosotros cuantifiquemos HT,
concretamente T, en el tiroides, inicialmente contrasta con estudios anteriores en peces,
donde se ha sugerido una secrecidn tiroidea tnica de T, (Grau y cols, 1986; Kiihn y cols,
1986). Sin embargo, hay que tener en cuenta que en dichos estudios las HT no son
cuantificadas directamente en el tiroides, sino en medio de cultivo o plasma evaluando las
HT secretadas, y no siendo, por tanto, comparable a nuestras determinaciones de la fraccion
libre y unida de las HT en el seno del tiroides. Por otro lado, en un estudio reciente se ha
llevado a cabo un andlisis de la cantidad total de HT en el tiroides del perciforme
Oreochromis niloticus (Byamungu y cols, 1992), encontrando valores similares a los
obtenidos en nuestro estudio, tanto de T, como T;, aunque Iégicamente la cantidad de T, es
significativamente menor que la de T,, apoyando la conocida sintesis y secrecién preferencial
de T, por el tiroides en todos los vertebrados estudiados.

La obtencién de conclusiones firmes acerca de la actividad tiroidea es un poco
arriesgada con los datos disponibles. No obstante, consideramos que las observaciones
realizadas resultan interesantes, aun pudiendo considerarse en cierta medida especulativas.
En este sentido, la determinacidn de la actividad 5°D, la T o Ia tasa de recambio de las HT,
la peroxidasa tiroidea y la concentracién de TSH serfan de bastante ayuda en la interpretacién

de los resultados.

El ayuno durante 7 dias provoca un aumento en los niveles de NA y DA
hipotaldmicas en la tenca, situacién inversa a la encontrada en la carpa (véase apartado
siguiente, pdg. 214). A priori y sin datos del metabolismo catecolaminérgico, resulta dificil
explicar estos resultados. No obstante, hemos de considerar por un lado, las diferencias de
especie que condicionan distintos patrones alimentarios, y por otro, el cardcter ficilmente
estresable de las tencas y la situacion de estrés que supone el ayuno, lo que condicionaria una
respuesta distinta. De hecho, en las tencas el ayuno altera de tal manera la conducta en esta
especie, que los animales no son capaces de responder, como ya hemos comentado

antertormente, ante el estimulo que supone la presentacién nuevamente de comida, hasta
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pasados dos dias, mientras que en las carpas a las 4 h de la primera comida tras el ayuno se

revierten ya ciertos efectos inducidos por el mismo sobre las catecolaminas hipotaldmicas.

2. REGULACION DE LA INGESTA POR EL CRF.

2.1. Efecto del CRF sobre la ingesta.

En la optimizacion del test de ingesta en C. auratus realizado durante 8 h,
observamos que la cantidad de alimento ingerido durante las dos primeras horas (127 mg,
45% del total) es similar al consumido durante las siguientes 6 horas (160 mg, 55% del
total), lo que indica que ante la presencia de comida, las carpas inician rapidamente la
ingesta, y a medida que los animales se van saciando, disminuye la tasa de ingesta/h, que se
refleja en una pendiente menor de la recta que relaciona ingesta frente a tiempo en el ditimo
periodo de alimentacién estudiado (Fig. 34a). Consideramos, por tanto, como 6ptimo para
los estudios sobre el comportamiento alimentario en C. auratus el periodo correspondiente
a las 2 primeras horas.

En los estudios realizados sobre los efectos de los neuropéptidos, y en especial
con el CRF, un péptido conocido por mediar las repuestas ante el estrés (véase rev. Dunn
y Berridge, 1990), resultan interesantes los llamados "controles intactos”, animales que no
han sido tratados ni con la droga en cuestidn ni con solucidn salina, para poder descartar los
posibles efectos debido al estrés asociado a la manipulacién del animal durante la
experimentacion. Para ello, tanto en C. auratus como en T. tinca estudiamos el efecto de la
anestesia y de la inyeccion ICV de solucién salina sobre la ingesta, respecto a individuos
“intactos", demostrando en ambas especies que ninguna de las dos "manipulaciones”
realizadas provocan alteraciones significativas de la ingestion de alimento, no siendo

estrictamente necesario, por tanto, incluir unos “controles intactos" en cada experimento.

En el presente estudio, hemos encontrado que el CRF (1 y 2 ug) administrado
ICV egjerce un efecto inhibitorio de la ingesta a las 2 h del tratamiento en C. auratus (De
Pedro y cols, 1993). Estos resultados confirman por primera vez en peces, trabajos previos
en los mamiferos, en los que el CRF reduce la conducta alimentaria inducida por privacién

de alimento a tiempos cortos, concretamente en la rata (Britton y cols, 1982; Morley vy
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Levine, 1982; Gosnell y cols, 1983; Arase y cols, 1988; Ahlers y Salander, 1993), ratén
(Rosenthal y Morley, 1989; Drescher y cols, 1994), conejo (Opp y cols, 1989), cerdo
(Parrot, 1990) y mono (Glowa y Gold, 1991; Glowa y cols, 1991), y entre los
poiquilotermos, en larvas de anfibios anuros (Corpas y cols, 1991).

El efecto supresor del CRF sobre la ingesta a las 2 h es contrarrestado durante
las 6 h siguientes, de manera, que a las 8 h del tratamiento, la ingestién de alimento en la
carpa dorada no se modifica respecto a los controles. La mayoria de los estudios, realizados
en los mamiferos, en relacion con los efectos del CRF sobre el comportamiento alimentario,
evaliian la ingesta durante las 2 primeras horas después del tratamiento, mostrando una
accidn inhibitoria del CRF durante este tiempo (Gosnell y cols, 1983; Krahn y cols, 1986;
Arase y cols, 1988; Parrot, 1990). Sin embargo, no se ha encontrado un efecto anorético del
CRF cuando la ingesta se determinaba a las 4 (Gosnell y cols, 1983; Arase y cols, 1988) u
8 (Oohara y cols, 1993) horas del tratamiento en las ratas . Estos resultados sugieren que el
CREF inhibe la ingesta s6lo a tiempos cortos, desapareciendo esta accion unas horas después.
Por tanto, el incremento de la ingesta observado en C. auwratus durante €l intervalo 2-8 h
podria tratarse de un efecto rebote de compensacion de la reduccidn inicial.

Cuando administramos intracerebroventricularmente CRF en las tencas y
evaluamos la ingestién de alimento a las 8 h del tratamiento, observamos también un efecto
inhibitorio de dicho péptido sobre la ingesta, resultado similar a los descritos en las larvas
de R. perezi, donde el efecto del CRF sobre la alimentacion puede persistir incluso més de
12 h. Esta diferente respuesta encontrada respecto a la accion del CRF tinicamente a tiempos
cortos, demostrada en C. quratus y mamiferos, puede ser debida a diferencias dependientes
de la especie, como han sugerido Glowa y cols (1992) para las especies de mamiferos
estudiadas, siendo también interesante considerar la edad de los animales y el patrén temporal
de alimentacién utilizado. En este sentido, el tiempo que transcurre desde la presentacion del
alimento hasta la iniciacién del comportamiento alimentario es mayor en las tencas que en
las carpas doradas, como ya hemos comentado previamente en esta Memoria.

La ausencia de modificaciones significativas en la alimentacién cuando
cuantificamos Ja ingesta 1 h después de Ia administracién ICV del CRF (una situacién similar
se produce cuando inyectamos B-endorfina o galanina), resulta dificil de explicar si
consideramos que dicho péptido actia a nivel central, en cuyo caso se trataria de acciones
rdpidas que tienen lugar desde tiempos audn inferiores, como se ha descrito previamente para

otros péptidos, por ejemplo, 1a bombesina y colecistoquinina en C. auratus (Himick y Peter,
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1994a y b). Una posibilidad serfa que aunque la administracién es ICV, el efecto tuviera
lugar periférico, por lo que necesariamente transcurrirfa mas tiempo hasta la observacion del
efecto. Estd hipétesis estd totalmente descartada desde el momento en que la administracion
IP de cualquiera de los tres péptidos no modifica la ingesta ni a las 2 ni a las 8 h después del
tratamiento. Otra posibilidad seria que, aiin exitiendo un efecto de los péptidos a tiempos
inferiores a las 2 h, el método de evaluacién de la ingesta no fuera suficientemente sensible
como para determinar diferencias significativas de la ingesta al cabo de 1 hora. Sin embargo,
nuestro método parece mds exacto que el utilizado por Himick y Peter (1994a), en el que el
experimentador cuenta el mimero de granulos que ingiere cada pez, extrapolando el dato a
gramos de alimento ingerido a partir de la media de peso de un grinulo, detectando
diferencias significativas a los 30 min de las inyecciones de bombesina. Nuestro método
resulta mds fiable y preciso en la medida en que se evalia directamente la ingesta individual,
restando a la cantidad inicial de alimento ofrecido la cantidad remanente después del test de
ingesta. Por dltimo, la regulacién de la ingesta por estos neuropéptidos puede ser indirecta
a través de otros sistemas monoaminérgicos, hormonales o incluso peptidérgicos, lo que
retrasaria los efectos respecto a una accion directa de los péptidos. Con el fin de dilucidar
esta posibilidad, iniciamos el estudio de las posibles interacciones con el sistema tiroideo y
catecolaminérgico, que discutiremos mds adelante en cada uno de los apartados
correspondientes a cada neuropéptido.

El hecho de que el CRF a la dosis mds alta utilizada en este estudio (3,3 ug) no
modifique la ingesta significativamente a las 2 h, pero actie como un estimulador del apetito
en las dltimas 6 h en la carpa dorada, pone de manifiesto una respuesta bifdsica det CRF
sobre la alimentacién, dependiente de la dosis. Se ha descrito, también, una respuesta bifdsica
para otros neuropéptidos reguladores de la ingesta, como por gjemplo, el factor liberador de
la GH (GRF) en las ratas {Tanaka y cols, 1991). En la bibliografia no hay estudios sobre la
regulacion de la alimentacién por el CRF en los peces, y las dosis seleccionadas en nuestro
trabajo van desde dosis inferiores a las utilizadas en anfibios (Jacobs y Kiihn, 1989; Gancedo
y cols, 1992) hasta dosis similares a las utilizadas normalmente en los experimentos
realizados en los mamiferos (véase rev. Glowa y cols, 1992). Esta aproximacién
experimental en cuanto al intervalo de dosis utilizadas, nos permite demostrar efectos
opuestos del CRF, dependientes de la dosis, en los peces. En los mamiferos se ha sugerido
que las respuestas comportamentales y fisiolégicas a la administracién ICV de CRF pueden

ser clasificadas en efectos de dosis bajas y efectos de dosis altas, representando dos grados
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distintos de estrés (véase rev. Dunn y Berridge, 1990). Los efectos de dosis bajas podrian
corresponder a una activacién moderada de los sistemas noradrenérgicos que inducirian un
estado de ansiedad medio, mientras que las dosis altas de CRF podrian activar directamente
las neuronas noradrenérgicas del locus coeruleus, obteniéndose una combinacidn de efectos,
los debidos al propio CRF vy los asociados a la alteracién en las catecolaminas. Dunn y
Berridge (1990) plantean la posibilidad de la existencia de dos tipos distintos de receptores
de CRF, que mediarfan los efectos de dosis bajas o altas.

Estudios previos en mamiferos han indicado que la administracién ICV del CRF
puede activar el sistema noradrenérgico (Valentino y cols, 1991 y 1993; Page y cols, 1993)
y, en general, este efecto sélo ocurre a dosis relativamente altas de CRF, mds altas que las
minimas requeridas para inducir numerosos efectos comportamentales (véase rev. Dunn y
Berridge, 1990). Esta activacidn incrementarfa la liberacion de noradrenalina en el SNC
(Emoto y cols, 1993; Lavicky y Dunn, 1993; Lee y cols, 1994), de la que se sabe que actia
como un factor estimulador del apetito (véase rev. Leibowitz, 1986; Wellman, 1993). Asi,
el efecto estimulador del CRF sobre la ingesta observado con la dosis de 3,3 ug podria
reflejar tal activacidn noradrenérgica también en los peces. Esto reflejaria, una vez mds, que
el control final de la alimentacién viene determinado por el balance de las concentraciones
de péptidos y monoaminas que estdn interactuando en el SNC, como ha sido previamente
sugerido en los mamiferos (Morley, 1987).

L.a administracién 1P de CRF no modifica la ingesta en la carpa dorada, de
manera similar a los resuitados obtenidos en los mamiferos (Parrot, 1990), donde el CRF
regula la alimentacion cuando es administrado centralmente, sin observarse ningin efecto
cuando este neuropéptido se administra periféricamente. Nuestros resultados apoyan, asi, que
el CRF actda centralmente como un regulador de la alimentacién en vertebrados. Algunos
neuropéptidos son capaces de atraversar la barrera hematoencefdlica y pasar del liquido
cefalorraquideo a la circulacién sanguinea (Banks y cols, 1992). Ademds, Himick y Peter
(1994a y b) en sus estudios sobre el control de la alimentacién por bombesina y
colecistoquinina en C. auratus, sugieren que cuando se inyecta ICV altas dosis de
neuropéptidos en los peces, una cierta cantidad de estos neuropéptidos podria perderse hacia
la periferia. No obstante, las dosis de estos péptidos que pasarian a la periferia serfan muy
bajas, circulando, asi, a una concentracion muy inferior a la dosis inyectada IP, que no ejerce
ningun efecto sobre la alimentacién, tanto en el caso del CRF, como de la 8-endorfina y la

galanina. Hay que tener en cuenta, por tanto, que el hecho de que una sustancia sea activa
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después de su administracién central, pero no periférica, no es una prueba definitiva de que
su accién sea efectivamente central, aunque es lo mds probable y dicha consideracidn estd
ampliamente aceptada en este tipo de estudios (McKay y cols, 1981; Kyrkouli y cols, 1986;
Parrot, 1990; Glowa y cols, 1992).

Como hemos visto en la Introduccion, a partir de estudios pioneros anatémicos
y de lesiones o estimulaciones eléctricas de dreas especificas del encéfalo en los peces, se ha
propuesto que dreas dentro del 16bulo inferior del hipotdlamo, y en particular el nicleo
recessus lateralis (NRL), parecen estar involucradas en la regulacién de la actividad
alimentaria en los peces (véase rev. Peter, 1979, Demski, 1983). Puesto que los cuerpos
celulares de estos micleos hipotaldmicos quedan expuestos al liquido cefalorraquideo del
sistema ventricular (Bradford y Northcutt, 1983), pueden representar un posible sitio de
accion donde se median los efectos sobre la ingesta del CRF o cualquier otro neuropéptido

gue administremos ICV.

Se ha descrito que los niveles plasmdticos de glucosa estdn estrechamente
correlacionados de forma positiva con la alimentacion en los peces (véase rev. Walton y
Cowley, 1982; Foster y Moon, 1991; Sheridan y Mommsen, 1991), de forma que cabria
esperar una alteracion en los niveles de glucosa como consecuencia de la reduccién de la
ingesta inducida por el CRF. Nosotros, en cambio, no hemos encontrado una modificacion
de la glucosa plasmdtica en ejemplares de C. auratus ni de T. tinca que mostraban una
reduccién de la ingesta por el tratamiento con CRF (De Pedro y cols, 1995a y b). Esta falta
de efecto del CRF sobre la glucosa circulante también se ha descrito en la rata (Arase y cols,
1988) y podria ser interpretada como un solapamiento entre la reduccion de glucosa inducida
por la disminucidn de Ia ingesta después del tratamiento con CRF y los efectos estresantes
conocidos de este péptido, entre otros, el incremento de los niveles de glucosa plasmatica
(Brown y cols, 1982b). Sin embargo, cuando analizamos esta posibilidad en C. aurarus,
encontramos que el CRF por si mismo, no medifica los niveles plasméticos de glucosa en
comparacion con e} grupo inyectado con solucién salina y que permanecia también sin
comida durante €l experimento (Fig. 41). Por otro lado, la realimentacion incrementa los
niveles de glucosa en sangre respecto a los animales mantenidos en ayuno durante dos dfas
(Fig. 41), como ya vimos en las tencas tras una semana de ayuno (Fig. 29), coincidiendo los

valores alcanzados con los valores encontrados en los animales inyectados con solucion salina
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o CRF y que recibfan alimento, independientemente de la tasa diferente de ingesta que
mostraban como consecuencia del tratamiento con CRF (Figs 37b y 39b). Nuestros resuitados
indican que la realimentacién parece ser la sefial que dispara el incremento de los niveles de
glucosa en plasma, confirmando estudios previos en salménidos, donde la alimentacién
produce un aumento rdpido de la glucosa plasmatica (Walton y Cowley, 1982). Por otra
parte, en la rata al igual que en nuestro estudio, la diferente racion de alimento no parece
estar relacionada con variaciones de la glucosa plasmética (Chen y cols, 1993b). Por tanto,
englobando todos nuestros datos y los de la bibliografia disponible al respecto, se puede
concluir que ni las diferencias en la cantidad de alimento ingerido, ni el CRF directamente

por si mismo, modifican los niveles de glucosa en ciprinidos.

2.2. Interacciones CRF-alimentacién-hormonas tiroideas.

Existen datos que relacionan al CRF con la regulacidon del eje hipotdlamo-
hip6fisis-tiroides. En este sentido, se ha demostrado que tiene una accidn sobre el gje tiroideo
en embriones de pollo (Meeuwis y cols, 1989), y en larvas (Denver y Licht, 1989; Gancedo
y cols, 1992} y adultos (Denver, 1988; Kithn, 1990} de anfibios. Este efecto del CRF podria
estar mediado y/o ser potenciado por una elevacion de los corticosteroides, que incrementan
la actividad hepdtica 5’-monodesyodasa y los niveles plasmdticos de T; en embriones de pollo
(Decuypere y cols, 1983). Sin embargo, parece que estos efectos de tos corticosteroides sobre
el eje tiroideo pueden variar dependiento de la edad del animal y/o de la especie estudiada,
ya que, frente a la capacidad tirotrépica propuesta, se ha encontrado también que 1a ACTH
y los corticosteroides reducen las HT plasmaticas en pollos adultos (Mitchell y cols, 1986)
y en varias especies de teledsteos (Redding y cols, 1986; Leatherland, 1988; Kiihn, 1990).

Como ya mencionamos anteriormente, los ejemplares de C. auratus y T. tinca
que mostraron una ingesta reducida por el CRF, tenfan un menor contenido tiroideo de T;.
Considerando que la alimentacién altera la actividad tiroidea en los peces (véase rev. Eales,
1988), resultaria posible que ambas respuestas estuvieran relacionadas, de manera que la
reduccién de T, tiroidea observada tras el tratamiento con CRF podria ser debida a la
reduccion de la ingesta producida por este mismo péptido. Sin embargo, nuestros resultados
en C. auratus (experimento 2.5.3.3.b, Fig. 42) demuestran que el CRF es el factor
responsable de la reduccidn de la fraccion libre de T, (FT), mientras que la realimentacién

no modifica el contenido tiroideo de esta hormona. Estos efectos del CRF podrian deberse
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a una accién directa del péptido sobre el eje tiroideo, aunque no podemos descartar que
dichos efectos sean mediados via ACTH/glucocorticoides.

La tendencia observada en las dos especies estudiadas es que el CRF afecta tanto
a la sintesis como a la liberacidn tiroidea de T;. Con los datos que tenemos no resulta fécil
explicar el elevado contenido tiroideo de BT, en T. tinca cuando lo comparamos con los
valores de BT,, si tenemos en cuenta la bien conocida preferencia del tiroides por la
produccion de T,. Por otro lado, en los experimentos realizados en invierno {Diciembre) se
observaron niveles inferiores de FT, tiroidea, lo que podria explicarse por variaciones
estacionales de la actividad tiroidea (véase rev. Brown, 1988). De hecho, en nuestro
laboratorio se han descrito en R. perezi durante el invierno los niveles mas bajos de FT,
tiroidea de todo el ciclo anual (Gancedo y cols, 1995a). Por iltimo, también observamos
diferencias en los niveles de FT, tiroidea, siendo mayores tanto en individuos de C. auratus
y T. tinca de los experimentos englobados en el apartado 2.5.3.3.a (Figs 38 y 40). Estas
diferencias podrian explicarse en base a posibles fluctuaciones diarias del contenido de HT
en peces (véase rev. Brown, 1988). En ambos experimentos los animales se aclimataron a
un fotoperiodo 12L:12D, sacrificindose 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 dia/noche en el
contenido tiroideo y plasmdtico de HT en anfibios, concretamente se produce un aumento de
la FT; tiroidea al principio de la fase oscura en R. perezi (Gancedo y cols, 1995b), lo que
apoyarfa la hipétesis planteada.

Las fluctuaciones en la relacién FT,/FT, tiroidea podrian indicar cambios en la
desyodacidn y/o degradacién intratiroidea. Asi, la reduccién de FT; asociada al aumento de
FT, observadas tras el tratamiento con CRF podria justificarse por una reduccidn en la
actividad 5’-monodesyodasa (FT,/FT, reducida). Esta posibilidad es apoyada por ciertos
estudios ¢ue sugieren que la conversion intratiroidea de T, a T, y r'T;, asi como su secrecion
preferencial, puede ser modulada por el comportamiento alimentario (Abdel-Fattah y cols,
1991) o por modificaciones de la TRH y la TSH (Peeters y cols, [992).

La realimentacién tras 2 dias de ayuno induce un aumento significativo del
contenido tiroideo de FT,. Por otro lado, se ha observado un incremento similar de dicha
hormona después de la administracion del CRF en los animales en ayuno. En cambio, estas

diferencias en la FT,tras el tratamiento con CRF no se encontraron en el experimento
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2.5.3.3.a, donde los animales después de las inyecciones recibian alimento (Fig. 38). Esta
discrepancia podria ser debida a un efecto estimulador de la alimentacién sobre la FT,
tiroidea en la carpa dorada, como hemos demostrado en los experimentos de ayuno en T.
tinca, y como ha sido descrito para las HT plasmaticas en la trucha (Flood y Eales, 1983;
Himick y Eales, 1990). Asf, por una lado, la ingesta podria determinar incrementos de la T,
tiroidea en los animales control respecto a los peces tratados con CRF, cuya ingesta era
reducida, y por otro, el CRF, por sf mismo, podria provocar también un aumento en la T,
de manera que ambos incrementos, inducidos en los dos grupos por medios diferentes,
enmascararian las diferencias producidas por el CRF o la alimentacion.

Los resultados presentes indican que la realimentacién incrementa los niveles
plasmdticos de HT después de 48 h de privacién de alimento en C. aquratus, de acuerdo con
los datos obtenidos en ejemplares de 7. tinca mantenidos durante 7 dias de ayuno y 2 de
realimentacion, y los existentes en salmoénidos (Flood y Eales, 1983; Himick y Eales, 1990;
Himick y cols, 1991), y confirman la elevaciéon aguda de las HT plasmdticas tras la
alimentacion de animales mantenidos en ayuno moderado o prolongado. Si tenemos en cuenta
que la realimentacién induce una elevacion de las HT plasmadticas, sin modificacion de la
5’D, junto a una elevada relacion FT,/FT,, podriamos pensar que una gran parte de la T,
circulante proviene del tiroides, concordando con un ligero descenso de la FT; acumulada
en el tiroides. Ante el descenso de la actividad tiroidea producido por el ayuno, la
realimentacion induce posiblemente una sintesis (BT;/BT, elevada) y secrecién preferente de
T, (ligero descenso de la FT; que se acumula en el tiroides y que pasarfa a la circulacién,
observandose unos niveles plasmdticos elevados y una FT,/FT, reducida). Ademis, el hecho
de observar un incremento en las HT plasmadticas sin posiblemente una modificacion de la
5’D sugiere que gran parte de la T, circulante proviene del tiroides (secrecién elevada). Esta
respuesta de la realimentacion compensarfa el déficit, inducido por el ayuno, de la hormona

considerada bioldgicamente activa, T, plasmatica.

A nivel del sistema catecolaminérgico hipotaldmico, la realimentacidn tras dos
dias de ayuno induce un incremento significativo de la NA y DA en C. auratus. Este
resultado nos llevé al planteamiento del posible efecto, por un lado nicamente del ayuno,
y por otro, de la realimentacién posterior al perfodo de ayuno sobre la actividad
catecolaminérgica hipotaldmica. Puesto que los niveles de catecolaminas exclusivamente no

nos permiten concluir acerca de su actividad, ya que por ejemplo, una reduccion en los



Regulacién del apetito en teledsteos V. DISCUSION 214

niveles de una catecolamina puede ser interpretada de dos formas totalmente diferentes: 1)
que el neurotransmisor estd siendo mds utilizado, 6 2) que la sintesis del neurotransmisor ha
sido reducida por una reduccién generalizada de la utilizacién del sistema (Winberg y
Nilsson, 1993), nos planteamos un experimento de ayuno y realimentacion en C. aurarus

similar al descrito para las tencas, estudiando el metabolismo adrenérgico y dopaminérgico.

El ayuno durante 7 dias provoca un descenso en el contenido hipotaldmico de NA
y DA, que es revertido parcialmente en el caso de la NA a las 4 h de la realimentacion
consistente en una tnica comida. La principal diferencia respecto al ayuno de dos dias reside
en que la realimentacién consigue incrementar los niveles de NA y DA cuando comparamos
con los animales mantenidos en ayuno. Esta discrepancia puede explicarse teniendo en cuenta
que la recogida de muestras se realizé a las 8 h de la realimentacion en el experimento de
2 dias de ayuno y a las 4 h en el de 7 dfas de ayuno, pudiendo ser este iltimo tiempo
insuficiente para observar los efectos de la realimentacion. En cuanto al metabolismo de estas
catecolaminas, considerando el cociente [metabolito de degradacién)/[neurotransmisor] como
posible estimacion de la tasa o indice de recambio, es decir, un indice de la utilizacién del
neurotransmisor, podemos sugerir que el ayuno produce un incremento en la actividad
adrenérgica (relacion HMPG/NA elevada). El metabolismo de DA, en cambio, no fue
modificado, sugiriendo que la reduccién de DA podria deberse mds bien a una reduccion en
la sintesis de dicha catecolamina que a un aumento en su utilizacién. Por tanto, las
reducciones observadas en la NA y DA tras el ayuno responderian a mecanismos diferentes,
de manera que la respuesta ante el ayuno en C. auratus podria inducir una activacion del
sistema adrenérgico y una reduccion del dopaminérgico, lo cual tendria su 16gica si pensamos
que ambas catecolaminas pueden ¢jercer un control de la alimentacién diferente, la NA
estimulando la ingesta via receptores a, y la DA inhibiéndola en mamiferos (véase rev,
Morley, 1987; Wilber, 1989; Morley y Silver, 1991). No obstante, para poder demostrar esta
hipdtesis seria necesario evaluar ademds la liberacién de las catecolaminas.

Considerando la hipdtesis anterior de una reduccién en la sintesis de DA
hipotalimica inducida por el ayuno en las carpas, cabrfa esperar que la alimentacién
provocara un aumento en la sintesis de dicha catecolamina (efecto observado en el andlisis
del ciclo diario de DA en las tencas). Pruebas a favor de esta posibilidad se han obtenido en
mamiferos, donde la ingesta de proteinas, modifica la disponibilidad del aminodcido tirosina

(precursor 1nicial de la DA) en el SNC, afectando por tanto a la sintesis de DA, de manera
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que una comida podria determinar una estimulacion de la sintesis y liberacion de esta
catecolamina en las neuronas encefilicas, posiblemente en las hipotaldmicas (Fernstrom y
Fernstrom, 1994). Spieler (1992) sugiere una hipétesis similar en los peces acerca de la
relacion ingesta-tirosina-catecolaminas encefélicas. Se ha descrito también en los mamiferos
un aumento de la liberacion de DA en el SNC asociado con la alimentacion, aunque existen
datos contradictorios, en unos estudios el DOPAC y la tasa de recambio correspondiente
incrementan con la alimentacién (Thibault, 1992; Westerink y cols, 1994) mientras que en
otros aumenta con situaciones de ayuno (Page y cols, 1993) o con procesos de reduccion de
la ingesta (Orosco y Nicolaidis, 1994). Un estudio reciente en insectos ha indicado que la DA
aumenta tras 10 dias de ayuno, aunque no se puede determinar si es un efecto directo del
ayuno o del estrés provocado en este estudio al mantener los insectos aislados (Barreteau y
cols, 1993). En el salménido Salmo gairdneri aunque no se encontraron modificaciones en
el contenido encefdlico de monoaminas en relacién con la dieta (Sloley y cols, 1986), este
resultado no estd totalmente en desacuerdo con los estudios de Fernstrom y Fernstrom (1994)
en mamiferos, ya que en el estudio de Salmo se utilizan dietas que diferfan en los contenidos
de carbohidratos y lipidos, no descartdndose, por tanto, que el distinto contenido de proteinas
en la dieta afecte a la sintesis de aminas biogénas (Sloley y cols, 1986).

En los mamiferos en general, se ha descrito una estimulacion de la liberacion de
NA asociada con la alimentacién, bien durante todo el periodo de alimentacidn (Paez y cols,
1993} o antes de que ésta tenga lugar (pico de prealimentacidén) (Leibowitz, 1992; Mitome
y cols, 1994). La situacidén inversa, una reduccion de la ingesta origina una reduccion en la
NA extracelular en €l NPV (Davies y cols, 1993). En los peces, la alimentacién estd
acompanada de un aumento de la NA hipotaldmica, que en base a los datos referentes al
metabolismo de esta catecolamina en el experimento de ayuno y realimentacidn realizado en
C. auratus, podria representar un actimulo de NA como consecuencia de una reduccién en
la utilizacion del neurotransmisor. Sin embargo, no podemos descartar que también en los
peces se produzca un incremento en la liberacion de NA asociado con la alimentacion, de

forma similar a como sucede en los mamiferos.

2.3. Especificidad del efecto anorético del CRF,

La administracién ICV del antagonista de receptores de CRF, a-Helical CRF g4,
revierte parcialmente la reduccién de la ingesta inducida por el CRF en C. auratus,

confirmando resultados similares obtenidos en la rata (Krahn y cols, 1986; Heinrichs y Koob,
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1992). En estos estudios se ha demostrado que el a-H CRF g atenta el efecto anorético
producido tanto por el CRF exdgeno, como por el estrés, en las ratas privadas de alimento,
sugiriéndose que el CRF endogeno desempefiaria un papel en la coordinacion de las
respuestas comportamentales al estrés. En este caso uno podria esperar que el antagonismo
del CRF enddgeno elevard la ingesta, efecto que no ha sido demostrado ni en las ratas
(Krahn y cols, 1986; Heinrichs y Koob, 1992; Heinrichs y cols, 1993; Racotta y cols, 1994)
ni en el presente estudio, donde el antagonista no modifica significativamente el
comportamiento alimentario. En este sentido, se ha sugerido que el papel fisioldgico del CRF
en la regulacion de la ingesta tendria lugar Unicamente en determinadas circunstancias, por
ejemplo, cuando los individuos son expuestos a situaciones estresantes (Heinrichs y Koob,
1992), no estando probablemente involucrado en la regulacion de la alimentacidn en
condiciones basales (Racotta y cols, 1994), en cuyo caso los niveles de CRF podrian ser
minimos y entonces el bloqueo por el antagonista no produciria efectos significativos (Glowa
y cols, 1992). Similarmente, el CRF no contribuye a la regulacién de la temperatura
corporal, cardiovascular (Morimoto y cols, 1993) ni gastrointestinal (Mdnnikes y cols, 1992)
en las ratas en condiciones normales, pero desempeiia un importante papel en el control de

estas actividades bajo condiciones de estrés,

Como ya comentamos en el apartado de Introduccion, el CRF estimula la
liberacidén de ACTH y B-endorfina de la hip6fisis. Se ha sugerido en mamiferos que los
efectos inhibitorios del CRF sobre la alimentacién podrian estar mediados via la glindula
adrenal (Gosnell y cols, 1983), principal 6rgano diana de la ACTH hipofisaria. Ademads, se
ha demostrado que el corticosteroide sintético dexametasona suprime la alimentacion inducida
por ¢l estrés (Lowry y Yim, 1980), y que los glucocorticoides inhiben la ingesta de grasas
(York, 1992). Asi, la reduccion de la ingesta inducida por el CRF podria ser secundaria al
incremento de los niveles plasmdticos de corticosteroides, o de la ACTH hipofisaria, incluso
de la B-endorfina circulante.

Se ha demostrado en la rata que la hipofisectomia no anula la accién inhibitoria
del CRF sobre la ingesta, y por tanto, la liberacién hipofisaria de ACTH y péptidos
derivados de la POMC no estarfa implicada en dicha accién (Morley y Levine, 1982). En
los peces, no hemos realizado hipofisectomia y, por tanto, no podemos confirmar estas

conclusiones, aunque, la f-endorfina no parece estar implicada en los efectos del CRF sobre



Regulacién del apetito en teledsteos V. DISCUSION 217

la ingesta, ya que periféricamente no ejerce ningtin efecto en la alimentacion, y centralmente
la estimula en C. auratus (De Pedro y cols, 1995¢).

La reduccién de la ingestién de alimento en C. auratus inducida por el CRF
administrado ICV fue acompafada por un aumento de los niveles plasmaticos de cortisol, y
ambas respuestas eran revertidas por el antagonista a-H CRF4;,. Asi, nos planteamos un
posible papel de los corticosteroides como mediadores de la respuesta alimentaria inducida
por el CRF en los peces. Puesto que era imposible realizar una adrenalectomia quirtirgica
dada la disposicién interrenal del tejido adrenal (Norris, 1985), intentamos llevar a cabo una
adrenalectomia farmacolégica utilizando para ello metirapona, un inhibidor especifico de la
sintesis de corticosteroides a nivel de la 118-hidroxilasa (Norris, 1985; Thomas y Keenan,
1986). El primer problema con el que nos encontramos fue que dicho férmaco administrado
IP reduce, por si mismo, el comportamiento alimentario, de manera similar a como ocurre
con el CRF, lo que complica las posibles interpretaciones de los resultados obtenidos en el
grupo que recibia conjuntamente ambos compuestos. Esta reduccién de la ingesta por la
metirapona podria ser debida a una mayor liberacién de CRF enddgeno, ya que con el
farmaco estaria suprimida la retroalimentacion negativa que ejerce el cortisol sobre el
hipotdlamo, de forma andloga a la retroalimentacién negativa a nivel hipofisario demostrada
en anguilas (Olivereau y Olivereau, 1991b). No obstante, esta posiblidad resulta cuestionable
ya que a la dosis de metirapona utilizada en nuestro estudio (y a una inferior y superior,
cuyos datos no hemos presentado por ser similares), a pesar de atenuar parcialmente la
estimulacion de los niveles plasmdticos de cortisol por el CRF, no se observé una inhibiccion
de la sintesis de cortisol en condiciones basales.

El hecho de que las dos rutas distintas de administracion (ICV e IP) del CRF
incrementen el cortisol plasmdtico, pero el efecto anorético de dicho péptido se observe
Unicamente tras la administracién ICV en C. auratus, apoya claramente una mediacién
central del efecto del CRF (Glowa y cols, 1992), independiente de la activacién del eje
hipéfisis-adrenal en los peces. El incremento de cortisol circulante observado tras la

administracion TP de cortisol en C. auratus, sin reducciones de la ingesta, confirma los datos

anteriormente expuestos.

2.4, Control catecolaminérgico del efecto anorético del CRF.

En los mamiferos se han descrito modificaciones en los niveles de

neurotransmisores en el SNC asociadas a los cambios de apetito producidos por el CRF



Regulacion del apetito en teledsteos V. DISCUSION 218

(véase rev. Glowa y cols, 1992). En nuestro estudio encontramos que el CRF ICV produce,
concomitantemene con su efecto anorético, una reduccidn del contenido hipotalamico de NA
y DA, efectos que son antagonizados por el a-H CRF gy, en C. auratus. Esto nos llevé a
plantearnos si las modificaciones en el sistema catecolaminérgico serfan responsables de la
accién supresora del CRF sobre el comportamiento alimentario, sin excluir la posibilidad
inversa de que la reduccién de la ingesta inducida por el CRF fuera la responsable de la
disminucidén hipotaldmica de NA y DA. De hecho, los estudios de ayuno y realimentacion
ya comentados, indican una asociacién de estas catecolaminas con el estado nutricional del
animal, disminuyendo con el ayuno y observandose un aumento con la ingestidn de alimento.
No obstante, a la vista de los resultados obtenidos con otros neuropéptidos que provocan
modificaciones de la ingesta (véase los apartados correspondientes a la B-endorfina y la
galanina) sin observarse cambios de las catecolaminas mencionadas, creemos que la distinta
tasa de ingesta (por ejemplo, una reducciodn tras el tratamiento con CRF) no se correlaciona
con modificaciones en el contenido hipotaldmico de NA y DA. Por otro lado, el hecho de
que el tratamiento tnicamente con CRF (Fig. 44) no provocard modificaciones de las
catecolaminas a las 8 h de las inyecciones, no estd en desacuerdo con los datos e hipdtesis
presentadas a continuacion, donde el CRF produce una reduccion de la NA y DA
hipotaldmicas a las 2 h del tratamiento, si tenemos en cuenta el tiempo transcurrido desde
la administracion ICV de CRF y la toma de muestras. Asi, la falta de efecto a las 8 h podria
reflejar la accion del neuropédptido a tiempos cortos, como ha sido descrito al estudiar su
papel en la regulacidn de la ingesta en los peces (De Pedro y cols, 1993).

En relacion con las posibles interacciones del sistema catecolaminérgico con el
CRF en su respuesta alimentaria, existen pruebas estructurales a favor en los mamiferos,
donde se han descrito conexiones sindpticas entre las neuronas sintetizadoras de CRF,
presentes en el nicleo paraventricular, y fibras adrenérgicas (Liposits y cols, 1986) y
dopaminérgicas (Liposits y Paull, 1989), habiéndose demostrado una interaccién en la
regulacion de otras funciones, como una activacion del eje hipotdlamo-hipofisis-adrenal por
la estimulacion de receptores o;-adrenérgicos identificados en regiones inmunorreactivas al
CRF (véase rev. Whitnall, 1993; Ur y Grossman, 1994). Por tanto, a partir de esta
informacién nos propusimos estudiar la implicacion del sistema o-adrénergico y
dopaminérgico en la reduccién de la ingesta por el CRF en C. auratus. El hecho de no
estudiar nicialmente el sistema B-adrénergico responde, por un lado, a que no observamos

modificaciones de la A hipotaldmica asociada al efecto anorético del CRF en C. auratus, y
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por otro, a que los receptores B (B, y B,) no estdn implicados en el efecto anorético de 1a NA
en las ratas (Racotta y Soto-Mora, 1993). Esto es apoyado por varios puntos ya mencionados
en la Introduccion, como que la A se encuentra en concentraciones muy bajas en el encéfalo
de los telGsteos y no tiene una funcidn conocida, no existiendo datos respecto a los receptores
B.

Se sabe que los receptores adrenérgicos «, y a, tienen funciones antagénicas en
la regulacién de la alimentacion en los mamiferos (véase rev. Wellman y cols, 1993). Asi,
mientras que la activacion de los receptores o, dentro del NPV estimula la ingesta
(Leibowitz, 1986; Capuano y cols, 1992a), la activacién de los &, suprime el comportamiento
alimentario (Morien y cols, 1993; Racotta y Soto-Mora, 1993). Nuestros resultados muestran
que la administracion ICV de yohimbina (antagonista o) reduce significativamente la ingesta,
mientras que aunque el prazosin (antagonista o) incrementa la ingesta, ésta no resulté
estadisticamente significativa. No obstante, en el estudio de la interaccion receptores
adrenérgicos-galanina (Fig. 75) en C. auratus, encontramos una estimulacién significativa
de la alimentacion por el prazosin, lo que nos permite afirmar que dicho fdrmaco ICV actia
como activador de la ingestién de alimento. La falta de significacion estadistica en el
experimento con el CRF puede justificarse bien en base a la propia variabilidad de la
respuesta de los animales a estos antagonistas, o también al hecho de utilizar como estadistico
un ANOVA en el que se incluyen todos los grupos, amortigudndose ciertas diferencias entre
pares de grupos. Por tanto, y puesto que las tendencias en ambos experimentos son las
mismas, e! antagonista «; estimula la ingesta y el «;, la reduce, podemos sugerir una posible
activacion adrenérgica de los receptores «, y «,, respectivamente, por la noradrenalina
endogena. No obstante, no podemos descartar efectos inespecificos de estos antagonistas
sobre la alimentacion en C. aguratus y que no han sido aln probados en la bibliografia
disponible.

En base a los resultados obtenidos con los antagonistas adrenérgicos en los peces,
cabria esperar que los agonistas tuvieran también funciones antagénicas y opuestas a las de
sus respectivos antagonistas. De hecho, en los mamiferos (véase rev. Wellman y cols, 1993)
los agonistas de tipo «, reducen Ia ingesta (Morien y cols, [993), mientras que los de tipo
o, la estimulan (Capuano y cols, 1992a). En cambio, en nuestro estudio ambos antagonistas
parecen no modificar la ingesta, con una tendencia a la reduccidn. Resulta dificil explicar
estos resultados, especialmente en lo referente a la clonidina (agonista o,-adrenérgico), de

la que habria cabido esperar la respuesta totalmente contraria, es decir, una estimulacién del
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comportamiento alimentario, que bien puede interpretarse por una cuestion de dosis o de no
ser claramente especifico en los teledsteos.

En definitiva, los datos mds interesantes y que responden al objetivo inicial
vienen dados por el pretratamiento con los antagonistas antes de inyectar ICV el CRF. Los
resultados al respecto, demuestran que el prazosin, pero no la yohimbina, bloquea ¢l efecto
anorético del CRF en C. auratus, sugiriendo que dicho efecto en los peces estd mediado via
receptores o,~"like" adrenérgicos.

Cuando analizamos los datos referentes a las catecolaminas y sus metabolitos en
el hipotdlamo, observamos que el CRF reduce los niveles de NA, junto a un ligero aumento
de la relacion HMPG/NA, indicando segtin la hipdtesis propuesta para los estudios de ayuno
una activacion del sistema noradrenérgico en peces, que en este ¢aso actuaria principalmente
a través de los receptores «,, conocidos como inhibidores de 1a ingesta en mamiferos (Morien
y cols, 1993; Racotta y Soto-Mora, 1993; Wellman y cols, 1993), y que mediarfan la
respuesta anorética del CRF. Aunque la NA es un ligando enddgeno que se une
predominantemente a adrenoceptores de 1ipo «,, también presenta una cierta actividad «;,
pudiendo estimular o reducir la ingesta en funcién del balance relativo de la actividad de
estos dos tipos de receptores, que varfa bajo determinadas condiciones (véase rev. Wellman
y cols, 1993). Asi, el CRF podria actuar facilitando y/o potenciando los efectos de la NA
a través de los receptores postsindpticos «,, mediante un incremento en la actividad de estos
receptores respecto a los «,, aunque, por el momento, desconocemos €l mecanismo(s)
responsable(s) de esta accion del CRF en C. quratus.

Ambos antagonistas adrenérgicos revierten la reduccién de NA inducida por el
CRF en nuestro estudio, aunque sélo el prazosin bloquea la reduccién de la ingesta
provocada por dicho péptido. Asi, parece que aparte de los efectos sobre 1a alimentacidn, los
antagonistas pueden interaccionar con el CRF en su accién sobre el sisterna noradrenérgico.
Estas interacciones pueden ocurrir, como se ha descrito para otros antagonistas, a distintos
niveles (Sloley y cols, 1991): 1) en la sintesis, transporte o actividad tirosina hidroxilasa u
otras enzimas responsables de la sintesis de las catecolaminas; 2) en la recaptura y el
almacenaje; y 3) a nivel de los receptores presindpticos que ejercen una retroalimentacion
negativa sobre la sintesis y liberacién del neurotransmisor en cuestion (Paez y Leibowitz,
1993).
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Existe una gran controversia acerca del efecto de la DA sobre ]a alimentacion en
los mamiferos, habiéndose sugerido que dicho efecto puede ser dependiente de la dosis (las
dosis bajas estimularian la ingesta, mientras que las altas la reducirfan) y de la region del
encéfalo qu se estudie (accién anorética en el drea perifornical del hipotdlamo e hipotdlamo
lateral, y estimuladora en el hipotdlamo lateral, estriado ventrolateral y niicleo accumbens)
(véase rev. Morley, 1987; Bakshi y Kelley, 1991a y b; Blundell, 1991; Morley y Silver,
1991). Esto hace que en ocasiones encontremos en la bibliografia el mismo efecto tras el
tratamiento tanto con agonistas como con antagonistas dopaminérgicos (Terry y Katz, 1994),
incluso efectos diferentes con el mismo tipo de antagonistas, por ejemplo, una estimulacion
(Clifton y cots, 1991) y una reduccién (Doung y Weingarten, 1993) de la ingesta tras el
tratamiento con antagonistas D,.

Concretamente, en nuestro estudio observamos que los agonistas dopaminérgicos
utilizados (D,, SKF 38393; D,, quinpirol) tienen el mismo efecto sobre la ingesta,
reduciéndola, efecto que ha sido demostrado previamente con agonistas dopaminérgicos
generales (Capuano y cols, 1992b) y recientemente, al menos, para el SKF 38393 en las ratas
(Terry y Katz, 1994). Por otro lado, los antagonistas presentan efectos opuestos a los
agonistas en C. auratus, coincidiendo con los resultados de Clifton y cols (1991) en ratas,
donde diferentes antagonistas de tipo D, estimulan la ingesta, y el SCH 23390 (antagonista
D)) no presenta ningun efecto significativo sobre la alimentacién. En relacion con este efecto
similar que desarrollan los agonistas D, y D, por un lado, y los antagonistas de ambos tipos
de receptores dopaminérgicos por otro, en C. aquratus, pensamos que o bien los dos tipos de
receptores funcionan en el mismo sentido como se ha observado en los mamiferos, donde la
DA reduce la ingesta o la estimula segin la dosis utilizada y/o el drea encefédlica estudiada,
pero no segun el tipo de receptor que medie la respuesta, o que como ha sido sugerido por
Winberg y Nilsson (1993) la divergencia presente en los distintos subtipos de receptores
monoaminérgicos en los mamiferos no sea tan pronunciada en otros vertebrados, pudiendo
exitir un unico receptor dopaminérgico en los peces. No obstante, recientemente se han
descrito ambos tipos de receptores dopaminérgicos (D, y D,) al menos en un pez,
concretamente en la hipdfisis y en el encéfalo de Anguilla anguilla (Cardinaud y cols, 1994).

El pretratamiento con los antagonistas dopaminérgicos SCH 23390 y sulpirida
antes de la administracion ICV de CRF ha puesto de manifiesto una implicacion del sistema

dopaminérgico en la respuesta anorética de este neuropéptido en C. qurarus, ya que ambos
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antagonistas revierten dicha accion del CRF, sugiriendo que receptores dopaminérgicos-"like"
podrian mediar esta accion en los peces.

Respecto al significado de la reduccion de DA por CRF, asociada a un ligero
incremento de su metabolismo (DOPAC/DA elevada), estos datos podrian indicar, como ya
comentamos en el caso de la NA, una activacién del sistema dopaminérgico, que mediaria
la reduccion de la ingesta observada tras el tratamiento con CRF. Esto coincidiria con el
papel inhibitorio que se le ha otorgado a la DA en la regulacién de la alimentacion en los
mamiferos, a pesar de la controversia existente (véase rev. Leibowitz, 1986; Wilber, 1989;
Hoebel y Hernandez, 1993). No obstante, ya que a pesar del incremento de la relacion
DOPAC/DA no pudimos observar una elevacion directa de los niveles del metabolito, no
podemos descartar que el CRF y la DA interaccionen en la regulacion de la ingesta en los
peces a través de otros mecanismos distintos al propuesto en esta Memona.

El agonista y antagonista D, inducen un efecto similar al descrito para el CRF
sobre la DA hipotaldmica y su metabolismo. No tenemos datos suficientes para determinar
como actian estos farmacos a nivel del sistema dopaminérgico, aunque una reduccion de la
DA ha sido también descrita tras el tratamiento con el firmaco domperidona (antagonista D,)
en C. quratus (Sloley y cols, 1991), sugiriendo estos autores distintas posibilidades sobre el
nivel al que puede actuar la droga, que comentamos anteriormente al tratar los antagonistas

adrenérgicos.

Aunque no existen estudios que describan receptores de CRF en el SNC de los
peces, sin embargo, se ha demostrado una produccién de factores CRF-"like” y la presencia
de cuerpos celulares inmunorreactivos al CRF en el nicleo predptico del encéfalo de los
teledsteos (Yulis y cols, 1986; Tran y cols, 1990). Concretamente, en C. auratus, se ha
identificado actividad CRF en el nicleo tuberis lateralis y predptico (Yulis y cols, 1986;
Fryer y Ledereis, 1986). Ademds, es ampliamente conocido que el CRF estimula la secrecion
de ACTH de las células corticotrépicas de la adenohipdfisis en todos los grupos de
vertebrados, incluyendo los peces (Norris, 1985), lo que junto a la alta conservacion de la
secuencia de aminodcidos de este péptido entre las diferentes especies estudiadas (Gillies y
cols, 1989; Lederis y cols, 1990), sugiere que el CRF podria tener un papel fisiolégico a lo
largo del proceso evolutivo. Aunque, el péptido CRF comercial es s6lo disponible de especies
de mamiferos (rata, oveja o humano), nuestros resultados indican una accién central del CRF

(de origen mamifero) sobre la regulacidn de la alimentacion de los peces, y en este sentido,
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este control de la alimentacién por factores CRF-"like" podria ser un ejemplo de un proceso

fisiolégico altamente conservado a lo largo de la evolucidén de los vertebrados.

3. REGULACION DE LA INGESTA POR B-ENDORFINA.

3.1. Efecto de la B-endorfina sobre la ingesta.

Nuestros resultados muestran que la administracién ICV de f8-endorfina (0,1 y
1 ug) incrementa la ingesta a tiempos cortos en C. auratus (De Pedro y cols, 1995¢),
confirmando estudios previos realizados en mamiferos, donde la B-endorfina produce un
efecto estimulador sobre el comportamiento alimentario cuando se administra centralmente
(Grandison y Guidotti, 1977; Mclay y cols, 1981; Leibowitz y Hor, 1982; Baile y cols,
1986; Morley, 1987; Robert y cols, 1989).

El hecho de que el efecto estimulador de la B-endorfina sobre la alimentacidn
fuera observado durante las 2 primeras horas después dei tratamiento, pero no durante el
siguiente intervalo estudiado (2-8 h), sugiere que este péptido opioide actiia a tiempos cortos
en la carpa dorada. Se ha observado un resultado similar con otros neuropéptidos, como el
CRF y la bombesina, implicados en la regulacion de la alimentacion en C. auratus. El CRF,
como ya hemos descrito en el apartado anterior, reduce la ingestion de alimento a las 2 h,
sin un efecto anorético durante las 6 h siguientes (De Pedro y cols, 1993); y tanto ia
bombesina como la colecistoquinina producen alteraciones del comportamiento alimentario
desde los primeros 15 min de recibir la comida, que equivalen a 30 min después de las
inyecciones (Himick y Peter, 1994a y b). Los opioides también pueden modificar la ingesta
desde tiempos muy cortos (15 6 30 min) después del tratamiento en vertebrados homeotermos
(McLay y cols, 1982; Denbow y McCormack, 1990; Nencini y Graziani, 1990; Beckowska
y cols, 1992 y 1993). No obstante, estas alteraciones tempranas de la ingesta producidas por
los opioides pueden ser conservadas durante algunas horas mds, como ocurre en los datos
expuestos en la presente Memoria. Asi, el incremento de la ingesta acumulativa por la 8-
endorfina observado a las 8 h, reflejarfa la accién estimuladora de dicho péptido a tiempos
cortos (2 h), y que es mantenida, al menos, 8 h después del tratamiento.

La administracion periférica de B-endorfina, en contraste con la central, no

modifica la ingestién de alimento, lo que sugiere que este opioide regula la ingesta via
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mecanismos centrales en C. auratus, de acuerdo con los estudios descritos en homeotermos
(véase rev, Levine y cols, 1985; Baile y cols, 1986; Morley, 1987). Asi, estos resultados
proveen nuevas evidencias para un posible papel central de la 8-endorfina en la regulacion
de la alimentacién en vertebrados, concretamente en los peces. No obstante, nuestros
resultados no descartan otra hipdtesis, como que la B-endorfina fuera metabolizada mads
répidamente en la periferia, por ejemplo en la sangre, que en el liquido cefalorraquideo,
como se ha descrito recientemente para el neuropéptido Tyr-MIF-1 (Tyr-Pro-Leu-Gly-NH,),
que presenta una alta estabilidad en el liquido cefalorraquideo, consistente con su papel en
el SNC (Kastin y cols, 1994a). En este caso concreto, a los 3 min de la incubacion del
péptido Tyr-MIF-1 en el plasma, se ha degradado una gran cantidad de dicho péptido (Kastin
y cols, 1994b), permaneciendo, en cambio, fundamentalmente intacto cuando se incuba
durante 8 dias en el liquido cefalorraquideo, lo que sugiere que los efectos centrales de dicho
péptido serian mds una cuestion de permaner intacto durante mds tiempo en el SNC (Kastin
y cols, 1994a). Cultivos in vitro de la B-endorfina, o el péptido en cuestion que se este
estudiando, en plasma y lquido cefalorraquideo de C. aurarus aportarian datos sobre el

metabolismo de este opioide en los peces, importantes para abordar esta hipotesis.

Actualmente, se desconoce el mecanismo de accion de los optotdes (B-endorfina)
en la regulacion de la ingesta en C. quratus y las estructuras encefalicas especificas
implicadas en dicha regulacion. Basados en los estudios que ponen de manifiesto al lébulo
inferior como centro de la alimentacion en los peces (véase rev. Peter, 1979; Cuenca y
Garcia Gallego, 1987), y en los estudios autorradiograficos que indican la presencia de sitios
de unidn de péptidos opioides en el hipotdlamo de los peces (Pert y cols, 1974; Bird y cols,
1988; Nicholson y cols, 1994), se puede sugerir, que un posible sitio de accion para la
mediacion del efecto central estimulador de la 8-endorfina sobre la ingesta en C. auratus

podria ser el hipotdlamo.

3.2. Interacciones B-endorfina-hormonas tiroideas-catecolaminas.

Como ya tratamos en el apartado anterior, ios niveles piasmadticos de glucosa se
incrementan en los peces alimentados respecto a los que no reciben alimento, pero no se ven
modificados por la distinta cantidad de comida ingerida. Asi, de la misma manera que en los
peces inyectados con CRF, cuya ingesta era reducida, no se observaron reducciones en los

niveles plasmdticos de glucosa, la estimulacién de la ingesta por 1a B-endorfina o galanina
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tampoco es acompanada por incrementos de la glucosa en sangre. Por tanto, una posible
modificacion de la glucosa plasmdtica en los peces seria debida a la accidn de estos péptidos
independientemente de sus efectos sobre la ingesta. Concretamente, en nuestro estudio la B-
endorfina no parece ejercer ninguna accién en los niveles plasmdticos de glucosa, lo que
coincide con los estudios de Khawaja y Green (1991), donde la B-endorfina administrada IP
no modifica la glucosa en sangre en ratones normales ni en los genéticamente obesos. No
obstante, los efectos de la B-endorfina, y en general de los opioides, sobre el metabolismo
de la glucosa dependen de la especie estudiada, la dosis utilizada y la ruta de administracion,
de manera que, por gjemplo, la B-endorfina IP reduce los niveles plasmadticos de glucosa en
los perros, mientras que la administracion ICV de una dosis baja no los modifica, y la de una

dosis atta los eleva (Molina y Abumrad, 1994).

Se sabe que los péptidos opioides modulan la secrecion de tirotropina (TSH) en
mamiferos, aunque el papel que desempefian no estd totalmente clarificado, ya que se ha
descrito que estimulan la secrecion de TSH en los humanos (Samuels y cols, 1994), mientras
que estudios de inmunoneutralizacién de los opioides en las ratas han sugerido que dichos
péptidos inhiben la secrecién de TRH, TSH y los niveles plasmdticos de las hormonas
tiroideas (Mitsuma y cols, 1993). En C. auratus, el contenido tiroideo de T; y T, no se vid
afectado tras {a administracion ICV de la B-endorfina. Al no existir otros estudios similares
que evaluén las HT en el tiroides, y a la vista de los efectos diferentes segiin la especie
estudiada en mamiferos, resulta dificil poder concluir con nuestros datos iniciales si los
opioides desempefian un papel en el eje hipotdlamo-hipdfisis-tiroideo de los peces. Por otro
lado, aunque se ha descrito una correlacion entre la actividad tiroidea y la cantidad de
alimento en los peces (Eales, 1988; Eales y Shostak, 1985b), el distinto grado de ingestién
de alimento no modifica el contenido tirotdeo de HT en C. auratus en el presente estudio.
No obstante, hay que tener en cuenta que los animales eran inicialmente saciados, y
posteriormente se establecian las diferencias de ingesta entre los controles y los tratados con
B-endorfina, pudiendo ser la presentacién inical de comida, que conduce al estado de
saciedad, la sefial que modificaria la actividad tiroidea en los animales, y no las diferencias

en la cantidad de alimento ingerido posteriormente.

Numerosos estudios han puesto de manifiesto la existencia de interacciones entre

el sistema opioide y catecolaminérgico, que varfan dependiendo del drea del encéfalo y del
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tipo de receptor opioide. Asi, en la rata, los receptores x modulan la liberacién de DA,
inhibiéndola en el mesencéfalo ventral (Smith y cols, 1992; Ronken y cols, 1993); los §
estimulan el metabolismo de la DA en el nicleo accumbens y en la eminencia media
(Manzanares y cols, 1993), y los p inhiben la liberacion de NA en el locus coeruleus
(Ronken y cols, 1993; Raymon y Leslie, 1994). El hecho de que no encontremos
modificaciones del contenido hipotaldmico de catecolaminas (NA, A y DA) como
consecuencia del tratamiento con la B-endorfina en C. auratus, puede ser debido a que el
andlisis de las catecolaminas se realizé no en nicleos concretos, sino en el hipotdlamo entero,
midiendo el contenido total de cada catecolamina, incluyendo la cantidad de catecolamina no
s6lo liberada, sino también la sintetizada y la almacenada. Por tanto, nuestro analisis no
permite descartar que existan interacciones del sistema opioide y catecolaminérgico en el

SNC de los peces, similares a las descritos en los mamiferos.

3.3. Control por los distintos tipos de receptores opioidérgicos.

La naloxona, es un antagonista general no selectivo de los péptidos opioides
ampliamente estudiado y que, como hemos visto en la Introduccidn, reduce la ingesta en una
gran variedad de situaciones y especies (véase rev. Levine y cols, 1985; Baile y cols, 1986;
Morley, 1987; Zwaan y Mitchell, 1992; Giraudo y cols, 1993; Yeomans y cols, 1993).
Nuestros resultados confirman dicho efecto supresor de la naloxona sobre la alimentacidn
también en los peces, y apoyan la aceptacion general de que los agonistas de opioides
estimulan el comportamiento alimentario, mientras que los antagonistas lo reducen (Olson
y cols, 1991, 1992 y 1993). El hecho de que la naloxona administrada ICV disminuya la
ingesta, podria ser el resultado de la interrupcion de la actividad del sistema opiotde
endégeno (Denbow y McCormack, 1990). No obstante, no podemos descartar que dicha
reduccidn de la ingesta sea consecuencia de un efecto inespecifico de la naloxona, aunque no
se puede atribuir a una desregulacion motora general ni a una aversion inducida por la droga,
al menos, en mamiferos (Cooper y cols, 1985). En numerosos estudios, se han administrado
los antagonistas y agonistas opioidérgicos juntos, de manera que cuando el antagonista
bloquea el efecto del agonista sobre la ingesta, se concluye que el agonista estd actuando via
receptores oploides (Baile y cols, 1986). Por tanto, a la vista del bloqueo parcial que ejerce
la naloxona sobre el efecto estimulador de la alimentacidn inducido por la B-endorfina,

sugerimos que este opioide puede estar actuando a través de receptores opioidérgicos, de
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acuerdo con los estudios realizados en otros vertebrados (véase rev. Baile y cols, 1986;
Morley, 1987; Olson y cols, 1993).

Los agonistas - (DPEN), - (U-50488) y u-opioidérgicos (DAMGO) utilizados
en este estudio estimulan la ingesta en C. auratus, como ha sido descrito en numerosos
estudios realizados en los mamiferos (Cooper y cols, 1985; Olson y cols, 1991, 1992 y 1993;
Bakshi y Kelley, 1993; Gosnell y Patel, 1993). En cuanto a la administracién de los
antagonistas sélos, mientras que la naloxona, como hemos visto, reduce la ingesta en una
gran variedad de situaciones, los efectos de los antagonistas especificos, como DALCE (3)),
naltrindol (8,), nor-binaltorfimina (nor-BNI, «), B-funaltrexamina (B-FNA, p), naloxonazina
(u,), etc., varian dependiendo de las condiciones particulares del estudio, reduciendo la
ingesta 0 no teniendo ningdn efecto significativo (Carr y cols, 1991; Olson y cols, 1992;
Beczkowska y cols, 1992 y 1993; Levine y cols, 1990). Concretamente, bajo nuestras
condiciones experimentales y a las dosis utilizadas, ninguno de los antagonistas (BNTX, d;;
naltriben, §,; nor-BNI; B-FNA y naloxonazina) altera significativamente el comportamiento
alimentario, mostrando niveles de ingestién similares o inferiores a los observados en los
controles, a excepcion de la B-FNA, que parece aumentar ligeramente la ingesta. Aunque la
B-FNA es un antagonista p irreversible, también es un agonista « reversible, de manera que
tiene un efecto bifdsico, estimulando la ingesta en las primeras horas, para después reducirla
(Olson y cols, 1991; Beczkowska y cols, 1993). Ademas, dicho efecto estimulador por la B-
FNA observado a las 3 horas, es revertido por el antagonista nor-BNI, indicando que es un
efecto mediado por receptores « (Arjune y cols, 1990). Por tanto, debido al poco tiempo
transcurrido entre las inyecciones y la valoracidn de la ingesta (2 h), los efectos observados
tras la administracién de B-FNA en nuestro estudio son debidos muy probablemente a su
accién como agonista «.

De los numerosos estudios realizados en mamiferos en busca del tipo de receptor
opioidérgico responsable de la regulacion de la alimentacion por opioides, se ha demostrado
que el receptor « (nor-BNI} estd implicado en la ingesta nocturna, ingesta de dietas ricas en
grasas y en la ingesta estimulada por la 2-deoxy-D-glucosa (2DG) (Arjune y Bodnar, 1990).
Similarmente, el receptor u (B-FNA) estd también implicado en la ingesta de dietas ricas en
grasas, en la ingesta estimulada por 2DG o ayuno y en la ingesta espontdnea, (Arjune y cols,
1990), siendo los dos primeros efectos dependientes del receptor p,, mientras que la ingesta
espontdnea o estimulada por ayuno depende de los u, (Beczkowska y Bodnar, 1991). A pesar

de que los agonistas & estimulan la ingesta, el pretratamiento con antagonistas del mismo tipo
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de receptores no parece afectar ninguna de las situaciones anteriormente descritas, indicando
un papel menos importante en la regulacién de la alimentacion que los receptores p 0 «
(Arjune y cols, 1991).

En la presente Memoria, hemos realizado un estudio de los receptores implicados
en la regulacién de la alimentacion por opioides en peces, de manera que los resultados
obtenidos de la administracién combinada de los antagonistas con la B-endorfina, ponen de
manifiesto que ni DALCE, naltriben, nor-BNI ni 8-FNA, a las dosis y tiempos utilizados,
bloquean el efecto estimulador de la 8-endorfina sobre la ingesta en C. auratus, que es
antagonizado, en cambio, por la naloxonazina. A ia vista de estos resultados, sugerimos que
el incremento de la alimentacién tras la administracion ICV de 8-endorfina es mediado por
receptores u, en la carpa dorada. No obstante, no podemos descartar una implicacién de los
receptores u,, ya que un posible bloqueo por la B-FNA (g, +u,) (aunque en nuestro estudio
no fue obtenido por actuar como un agonista «) podria indicar, tanto, un bloqueo de los
receptores u,, demostrado por la naloxonazina, como de los u,, que no puede ser
directamente comprobado por no existir en el momento del estudio antagonistas especificos,
0 un bloqueo de los dos subtipos de receptores p. El hecho de que la B-endorfina es un
ligando con afinidad principalmente por los receptores p y & (Akil y cols, 1981), y los datos
obtenidos por Brooks y cols (1994) que no han detectado sitios de unién & en el encéfalo de
C. auratus, apoyan la posibilidad de descartar los receptores « y 8 como responsables del

incremento de la ingesta inducido por la 8-endorfina en C. auratus.

I.a regulacién de la alimentacién por péptidos opioides ha sido estudiada
principalmente en especies de mamiferos (véase rev. Baile y cols, 1986; Levine y cols, 1985;
Morley, 1987; Olson y cols, 1991, 1992 y 1993), existiendo también estudios al respecto en
aves (Denbow y McCormack, 1990; Deviche, 1992) y en determinadas especies de
invertebrados, como en el molusco Limax (Kavaliers y cols, 1984; Wong y cols, 1991).
Actualmente podemos ampliar esta lista, incluyendo el grupo de los peces (De Pedro y cols,
1995), que junto al hecho de un sistema POMC-péptidos derivades (B-endorfina) altamente
conservado en gnatdstomos (Dores y cols, 1990; Dores y cols, 1993a y b) refuerza la idea
de la conservacidn de una funcién (alimentacién) mediada por el mismo sistema peptidérgico

(opioide) a lo largo de la escala filogenética.
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La relevancia fisioldgica de nuestros resultados es apoyada por un gran nimero
de evidencias en los peces. Por un lado, mediante técnicas inmunocitoquimicas se han
encontrado compuestos endorfina-"like" en diferentes dreas del encéfalo de los peces
(Follénius y Dubois 1978a y b; Dubois y cols, 1979; Nozaki y Gorbamn, 1984; Vallarino,
1985), en donde también se ha demostrado la distribucion de sitios de unidn de opioides (Pert
y cols, 1974, Bird y cols, 1988; Nicholson y cols, 1994). Ademds, se ha caracterizado la
secuencia del ARNm de la POMC en salménidos (Soma y cols, 1984) y se han detectado,
aislado y purificado diferentes formas de endorfina en los peces (Kawauchi y cols, 1980;
Dores y cols, 1988; Dores y cols, 1993b; Dores y cols, 1994). Por otro lado, ademads de los
efectos sobre el comportamiento alimentario expuestos en esta Memoria, se ha demostrado
la influencia de los péptidos opioides en una gran variedad de funciones en C. auratus, como
la habituacién al miedo (Olson y cols, 1978), percepcidn del dolor (Enrensing y Mitchell,
1982), termorregulacion (Kavaliers, 1983), secrecion de gonadotropina (Rosenblum y Peter,
1989), comportamiento de las agrupaciones sociales (Kavaliers, 1989), y regulacion del
sistema inmune de forma general en los peces (Cooper y Faisal, 1990), resaltando la
importancia de un sistema opioide capaz de modular diferentes respuestas fisioldgicas y

comportamentales en los peces.

4. REGULACION DE LA INGESTA POR GALANINA.

4.1. Efecto de la galanina sobre la ingesta.

Los presentes resultados ponen de manifiesto una accién estimuladora de la
ingesta por la galanina en C. qurafus (De Pedro y cols, 1995d), como ha sido previamente
demostrado en los mamiferos (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
mayoria de estos estudios, incluyendo el nuestro, utilizan el modelo de animales saciados
para probar el efecto estimulador de la ingesta por galanina. Sin embargo, estos experimentos
no nos permiten decidir si la galanina, u otro estimulador de la alimentacién, ejerce sus
efectos por activacion de las sefiales de alimentacidén, o por supresién de las senales de
saciedad, o por ambos mecanismos. Schick y colaboradores (1993), demostraron que la
galanina incrementa la ingesta tanto en ratas saciadas como en ratas privadas de alimento,

en las que las sefales de saciedad no son operativas al principio de la alimentacién, lo que
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sugiere que la galanina actia estimulando el comportamiento alimentario y no por postponer
el tiempo en alcanzar el estado de saciedad.

En C. aurarus, se ha demostrado que otros neuropéptidos como el CRF (De
Pedro y cols, 1993), la bombesina (Himick y Peter, 1994a), la colecistoquinina (Himick y
Peter, 1994b) y la B-endorfina (De Pedro y cols, 1995c¢) ejercen su accion sobre la ingesta
a tiempos cortos. Respecto a la galanina, también encontramos un resultado similar, de
manera que el incremento de la ingesta inducido por la galanina, a las dosis de 1 y 3,33 pug,
fue observado a las 2 h de las inyecciones, pero no durante las 6 h siguientes. Un efecto
estimulador de dicho péptido a tiempos cortos (20 6 30 min posttratamiento) ha sido también
observado en las ratas (Kyrkouli y cols, 1986; Leibowtiz y Kim, 1992; Crawley y cols,
1993). Concretamente, Schick y colaboradores (1993), cuantificando la ingesta en intervalos
de 20 min durante 4 h, demostraron que el incremento de la alimentacién por la galanina
ocurria, principalmente, en el primer intervalo de 20 min, quedando reflejado en todos los
datos siguientes de la ingesta acumulativa. A la vista de todos estos resultados, €] aumento
de la ingesta acumulativa a las 8 h del tratamiento, inducido por la galanina, en la carpa
dorada, es, probablemente, debido al incremento inicial de la ingesta durante las 2 primeras
horas.

De acuerdo con estudios previos realizados en las ratas (Kyrkouli y cols, 1986),
la galanina fue ineficaz en la estimulacién del comportamiento alimentario en C. auratus
cuando se administra periféricamente, apoyando que la galanina estd involucrada en la
regulacion central de la alimentacién, también en los peces. No obstante, no podemos
descartar que la galanina fuera metabolizada mds rdpidamente en la periferia que en el
liquido cefalorraquideo, como ya hemos comentado en el caso de la 8-endorfina. De hecho,
se ha demostrado en mamiferos que la vida media de la galanina en el hipotilamo es de 100
min (Land y cols, 1991), mientras que en el plasma es de 4,6 min (Harling y Holst, 1992),

lo que indicaria , por tanto, que la galanina en sangre es inestable.

Respecto al posible sitio(s) de accidn de la galanina, estudios autorradiogrificos
han descrito sitios de unién a la galanina en el encéfalo de los peces, encontrandose las
densidades mds altas en el hipotdlamo posterior, lo que sugeriria la presencia de receptores
de galanina en este drea (Moons y cols, 1991). Ademds, se ha localizado material gal-ir en
determinadas regiones hipotaldmicas homélogas al NPV de los mamiferos (Merchenthaler y

cols, 1993), donde la galanina ejerce la estimulacién de la alimentacién (véase rev. Morley,
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1987; Morley y Silver, 1991). Por tanto, el hipotilamo puede representar, probablemente,
un sitio de accidn, donde se media la estimulacion de la alimentacién por galanina en los
peces, como ha sido previamente sugerido para otros neuropéptidos implicados en el control

del apetito en C. auratus (De pedro y cols, 1993 y 1995¢; Himick y Peter, 1994a y b).

4.2, Interacciones galanina-hormonas tiroideas-catecolaminas.

Los resultados de los niveles de glucosa en plasma, el contenido tiroideo de
hormonas tiroideas y las catecolaminas hipotaldmicas cuando administramos ICV cualquiera
de los dos péptidos estimuladores de la ingesta, 8-endorfina o galanina, son similares, y por
tanto, la discusidn que versa sobre dichos datos expuesta en el apartado correspondiente a
la B-endorfina podria ser extrapolada igualmente al caso de la galanina, que en este momento
estamos tratando. Por tanto, sélo mencionaremos aqui, algunos aspectos especificos de la
galanina. En cuanto a la relacién de la galanina y la glucosa, se sabe que este péptido actia
como neurotransmisor pancredtico inhibiendo la secrecion de insulina y estimulando la de
glucagén, produciendo consecuentemente hiperglucemia en los ratones y perros (véase rev.
Prieto, 1990; Ahrén y Lindskog, 1992), pero no en las ratas y los humanos (véase rev.
Vrontakis y cols, 1991). Respecto al papel de la galanina en la regulacién de la secrecion de
la TSH en los mamiferos existen datos contradictorios en la bibliografia (véase rev. Vrontakis
y cols, 1991; Merchenthaler y cols, 1993), aunque, en general, parece que los niveles
plasmdticos de dicha hormona no se ven afectados significativamente por la galanina
administrada tanto central como periféricamente (Giustina y cols, 1992; Giustina y cols,
1994).

4.3. Especificidad del efecto estimulador de la ingesta por galanina.

La galantida (M15) es ¢l primer péptido quimérico constituido por la secuencia
1-12 de la galanina y la sustancia P-(5-11)amida, que funciona como antagonista de los
receptores de galanina, bloqueando las acciones de ésta en el SNC (Bartfai y cols, 1991).
Cuando administramos ICV este antagonista antes del tratamiento con galanina, observamos
un bloqueo del incremento de la ingesta inducido por la galanina en C. auratus. La galantida
fue eficaz a una dosis aproximadamente equimolar a las dosis activas de galanina, y este
resultado es similar a los datos obtenidos en estudios que utilizan otros potentes antagonistas,

como ¢l M40 y el C7, que inhiben la estimulacion del comportamiento alimentario por la
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galanina exégena en las ratas (Leibowitz y Kim, 1992; Crawley y cols, 1993; Schick y cols,
1993). Ademds, nosotros hemos encontrado que la galantida no modifica, por si sdla, la
ingesta, sugiriendo, como en las ratas (Corwin y cols, 1993; Crawley y cols, 1993), que el
antagonista no produce efectos comportamentales inespecificos, que podrian complicar la
interpretacién de la capacidad de la galantida para antagonizar el efecto estimulador de la
galanina. Sin embargo, Leibowitz y Kim (1992) han indicado que la inyeccién de M40 en
el NPV de las ratas reduce de forma dosis-dependiente la ingestion espontinea de alimento,
sugiriendo un bloqueo de las acciones de la galanina endégena. Esta controversia sobre el
efecto del antagonista M40 por si sélo, no es tal, st tenemos en cuenta que puede depender
de las condiciones experimentales (hora del dfa y tipo de nutrientes), ya que, por ejemplo,
la inhibicién de la galanina endégena ocurre al principio de la fase oscura y ante una dieta

de grasas, pero no de proteinas o carbohidratos (Leibowitz y Kim, 1992).

4.4. Control «-adreneérgico.

Aunque no observamos modificaciones  significaivas del  sistema
catecolaminérgico y su metabolismo en el hipotdlamo de C. auratus con el tratamiento con
galanina o con su antagonista, la galantida, o la combinacién de ambos, nos propusimos
estudiar la posible interaccion del sistema a-adrenérgico con la galanina en la regulacién de
la alimentacién en los peces, ya que en las ratas ha sido firmemente establecida una
implicacion de los receptores o, en el efecto estimulador de la galanina (véase rev. Morley,
1987; Morley y Silver, 1991; Bray, 1992). En el presente estudio, obtuvimos un resultado
similar en C. auratus, desde que el antagonista de receptores o,-adrenérgicos (yohimbina),
pero no el de receptores «, (prazosin), contrarresta totalmente el efecto estimulador de la
galanina sobre la ingesta, sugiriendo que dicho efecto en los peces es mediado via receptores
a,-adrenérgicos.

El hecho de haberse demostrado en las ratas que los antagonistas «, bloquean los
efectos estimuladores de la noradrenalina (NA) sobre la ingesta (véase rev. Wellman y cols,
1993), y observarse una fuerte correlacién positiva entre dos efectos inducidos por la
galanina, el incremento de los niveles de NA extracelular en el NPV y la magnitud de la
respuesta alimentaria (Kyrkouli y cols, 1992), sugiere que la liberacion de NA estd
involucrada en la estimulacion de la ingesta por la galanina. Una interesante questién aun sin
resolver es el mecanismo intracelular responsable de la liberacion de NA, aunque se han

especulado las siguientes posibilidades (Kyrkouli y cols, 1992): a) la galanina puede afectar
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la liberacién de NA directamente modulando los autorreceptores que controlan su liberacién,
o b) indirectamente a través de una interneurona que modularia los autorreceptores
presindpticos; y ¢) la galanina puede aumentar los efectos postsindpticos de la NA, inhibiendo
su recaptura o la accién de sus enzimas degradativas.

Si en la mediacion de la estimulacién de la ingesta por galanina a través de los
receptores a, en los peces estuviera también involucrada una liberacién de NA, cabria
esperar un aumento del contenido hipotalamico de NA en los animailes tratados ICV con
galanina, efecto que, sin embargo, no observamos en ninguno de los experimentos realizados.
Una posible explicacién es que nosotros cuantificamos la cantidad total de NA en el
hipotdlamo, no pudiendo discernir la cantidad de NA liberada (NA extracelular) del conjunto
total de NA medida. Esto podria ser evitado mediante ¢l desarrollo de técnicas de
microdidlisis que permitirian determinar mds exactamente la NA liberada de forma continua.
Otro aspecto a tener en cuenta es que la determinacion de catecolaminas en nuestro estudio
se realizd a las 2 h de la administracion de galanina, mientras que el incremento de NA
extracelular en el trabajo de Kyrkouli y cols (1992) ocurre a los primeros 20 y 40 min del
tratamiento con galanina, pero no después.

Por otro lado, estudios de la ingesta de dietas de macronutrientes puros en los
mamiferos, indican que la galanina puede tener un efecto independiente de la NA (Tempel
y cols, 1988; Tempel y Leibowitz, 1990a), sugiriéndose una funcién dual de la galanina
sobre la ingesta, una involucrando a la NA y responsable de la ingesta de carbohidratos, y
otra independiente de la liberacién de dicha amina enddgena y que media la ingesta
primordiaimente de grasas. Resultaria de gran interés realizar este tipo de estudios basados
en modelos de seleccién de alimento segiin el tipo de nutrientes (carbohidratos, proteinas o
grasas) en los peces, para poder determinar la ingesta del tipo concreto de nutrientes que es
afectada por la galanina o el neuropéptido regulador de la alimentacién que estemos
estudiando. Para ello, serfan dtiles los modelos computerizados de autodispensacién de
alimento que recientemente se han puesto a punto para el estudio del comportamietno
alimentario en los peces y aplicados al ajuste de dietas (Cuenca y De la Higuera, 1994b;

Sanchez-Vdazquez y cols, 1994).

Se ha sugerido en mamiferos una posible interaccién sinérgica de la galanina y
los péptidos opioides en su influencia de la ingesta de nutrientes en el hipotdlamo, desde que

se ha encontrado una co-focalizacion de galanina y opioides enddgenos en el niicleo
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paraventricular, y se ha demostrado que modulan conjuntamente otras actividades, como la
sensibilidad al dolor (véase rev. Leibowitz, 1992). Aunque en los peces no existen estudios
que demuestren de forma directa una localizacién conjunta de ambos péptidos, se ha
observado, por separado, la existencia de galanina y endorfina en los mismos nicleos
hipotaldmicos (galanina: véase rev. Merchenthaler y cols, 1993; B-endorfina: Nozaki y
Gorbman, 1984; Vallarino, 1985), lo que podria ser una primera prueba a favor de una
accién también conjunta de ambos péptidos en la estimulacidn de la alimentacién, descrita
en esta Memoria, en los peces. La administracién conjunta de antagonistas opioidérgicos y
galanina por una lado, y galantida (antagonista de la galanina) y B-endorfina u otros agonistas

opioidérgicos por otro, aportaria datos importantes para clarificar esta hipotesis.



VI. CONCLUSIONES
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- La especie 7. rinca presenta un comportamiento gregario y altamente estresable, con serias
dificultades para estudios de comportamiento, concretamente el comportamiento alimentario.
Hemos determinado oscilaciones dia/noche de los niveles plasmdticos de cortisol y glucosa
y en el contenido hepdtico de glucégeno e hipotaldmico de catecolaminas, sugiriendo que la
alimentacion parece ser, en la mayoria de los casos, un potente sincronizador responsable de

los maximos de glucosa, glucégeno y catecolaminas diurnos.

- L.a movilizacién del glucdgeno hepdtico no es suficiente para mantener la glucemia tras una
semana de ayuno en 7. tinca. La respuesta a nivel tiroideo implica una reduccion
generalizada de la actividad tiroidea, y como resultado principal parece producirse una

disminucién en la secrecion tiroidea de T,.

~ La administracién ICV, pero no la IP, del CRF, la B-endorfina y la galanina modifica la
ingesta en los ciprinidos, reduciéndola el CRF en C. auratus y T. tinca, y estimuldndola los
otros dos neuroéptidos en C. aurarus. El efecto de estos péptidos sobre la ingestion de
alimento es dependiente de la dosis y el tiempo, ejerciendo su accion reductora o
estimuladora del apetito, fundamentalmente, a tiempos cortos. Por tanto, podemos concluir
que un sistema peptidérgico CRF-"like", B-endorfina-"like" y galanina-"like" puede

desempeniar un papel en la regulacion central de la alimentacion en los peces.

- La utilizacién de antagonistas especificos para el CRF, la B-endorfina y la galanina ha
puesto de manifiesto que se produce un bloqueo central de las respuestas alimentarias
inducidas por estos péptidos, sugiriendo que dichas respuestas son mediadas por receptores
para CRF, B-endorfina y galanina en el sistema nervioso central de C. auratus.
Concretamente, el efecto estimulador de la B-endorfina sobre 1a ingesta es mediado por el
sistema p-opioidérgico a través de receptores p,. No obstante, no podemos descartar por el

momento una implicacién de receptores de tipo u,.

- Bl CRF induce una reduccion en la sintesis y ltberacion de T; tiroidea, en C. auratus y T.
tinca, que puede estar relacionado con una reduccién de la actividad 5’-monodesyodasa
intratiroidea. Este efecto del CRF sobre la actividad tiroidea es independiente de la reduccién
de 1a ingesta inducida por dicho péptido. La funcién tiroidea estd influenciada, también en

C. auratus, por el estado nutricional.
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- La respuesta catecolaminérgica ante el ayuno en C. qurafus consiste en una mayor
utilizacién del neurotransmisor adrenérgico noradrenalina, y una reduccion en la sintesis de
dopamina, lo que sugiere una activacién y reduccidn, respectivamente, de estos dos sistemas.
A pesar de esta influencia de la alimentacién sobre las catecolaminas hipotaldmicas, el

distinto grado de ingesta no parece modificar dichos sistemas catecolaminérgicos.

- El efecto anorético del CRF depende de los receptores «;-adrenérgicos y dopaminérgicos
en C. auratus. Las activaciones de ambos sistemas catecolaminérgicos serfan responsables

de la accién inhibitoria del apetito por el CRF.

- La estimulacion de la ingesta por galanina estd mediada por el sistema noradrenérgico,
concretamente a través de receptores adrenérgicos de tipo a,-"like" en C. auratus. No
obstante, no podemos descartar una posible implicacion de los receptores B-adrenérgicos y/o

dopaminérgicos.
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