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Resumen: Actualmente hay pruebas acumuladas que indican que la hipoinsulinemia
provocada por un agente diabetogénico reduce las autoadministraciones de anfetamina.
Nosotros reportamos previamente que la privacion de alimento también reduce la
expresién de la sensibilizacidon locomotora inducida por metanfetamina (met). En el
presente estudio examinamos los efectos de la privacion de alimento en el desarrollo
de la sensibilizacién locomotora provocada por met. Diferentes grupos de ratas fueron
tratados con met (1 mg/kg) o salina durante 5 dias después de 24 horas de privacién
de alimento. En el dia de prueba fueron tratados con met o salina. Los resultados
mostraron que la administracién repetida de met produjo un incremento en la actividad
locomotora en las ratas durante la fase de desarrollo de la sensibilizacién locomotora,
independientemente de si estaban o no privadas de alimento. Los resultados del
dia de prueba mostraron que en ningun grupo se alterd la actividad locomotora,
independientemente si las ratas fueron privadas o no durante la fase de desarrollo
de la sensibilizacién locomotora. Estos resultados estén en linea con estudios previos
que sugieren que la privacién de alimento afecta la expresién y no el desarrollo de
la sensibilizacién locomotora inducida por los psicoestimulantes como la cocaina, la
anfetaminay la met.

Palabras clave: narrativa, metanfetamina, privacién de alimento, sensibilizacién
locomotora.

Abstract: Accumulating evidence suggests that hypoinsulinemia, produced by a
diabetogenic agent, reduces amphetamine self-administration. We previously reported
that food deprivation also reduces the expression of the methamphetamine (meth)-
induced locomotor sensitization. In the present study we examine the effects of food
deprivation on the development of meth-induced locomotor sensitization. Separate
groups of rats were treated with meth (1 mg/kg) or saline during S days after 24 h of food
deprivation. On test day, several groups were treated with meth or saline. The results
show that repeated administration of meth led to an increase in locomotor activity in
rats on development of locomotor sensitization, regardless of whether they were food
deprived or not. The results on the test day show that in any group the locomotor
activity was altered, regardless of whether they were food deprived or not during the
development of meth-induced locomotor sensitization. These results are in line with
those of previous studies that suggest that food deprivation affects the expression,
but not the development, of psychostimulant-induced locomotor sensitization such as
cocaine, amphetamine and meth.

Keywords: methamphetamine, food deprivation, locomotor sensitization.
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INTRODUCCION

Elabuso de los psicoestimulantes como la cocaina, la anfetamina (anf) y la
metanfetamina (met) causan diversos desordenes neuropsiquidtricos que
incluyen la adiccién a las drogas. La cocaina, la anf'y la met son agonistas
monoaminérgicos indirectos que tienen afinidad por los transportadores
de dopamina (da), norepinefrina (ne) y serotonina (5-ht) involucrados en
la recapturay almacenamiento vesicular de neurotransmisores (Rothman
& Baumann, 2003). La cocaina es un inhibidor de la recaptura de da,
ne y 5-ht (Elliott & Beveridge, 2005). Por lo tanto, aumenta los niveles
sindpticos de esos neurotransmisores. La anf y la met acttian sobre los
transportadores de da, ne y 5-ht en las vesiculas sindpticas para promover
un aumento en la concentracién citoplasmatica de estas monoaminas y
también invierten la direccién de los transportadores de membrana de las
monoaminas, facilitando la salida de los neurotransmisores a la hendidura
sindptica (Elliott & Beveridge, 2005; Kahlig & Galli, 2003; Rothman &
Baumann, 2003).

El sistema mesolimbico de la da, en particular la proyeccion del drea
tegmental ventral (atv) al nicleo accumbens (nAcc), es un importante
locus para la produccién de las propiedades locomotoras, reforzantes,
gratificantes y discriminativas de la cocaina, anf y met (Di Chiara,
1995; Filip & Cunningham, 2002; Koob, 1992; Pontieri, Tanda, &
Di Chiara, 1995). La administracién de anf, met o cocaina aumenta
la neurotransmisiéon de da al interferir la funcién apropiada del
transportador de recaptura de la da (tda) facilitando la sefalizaciéon
daérgica en dreas limbicas (Koob, 1992; Koob & Bloom, 1988).

Actualmente hay pruebas acumuladas que sugieren que las vias de
senalizacién de la insulina modulan numerosas funciones cerebrales,
incluyendo la regulacién del tda en los sistemas de la gratificaciéon del
cerebro (Daws etal., 2011; Williams et al., 2007). Recientemente, algunos
estudios han reportado la capacidad de las vias de sefalizacién de la
insulina en el cerebro para regular la funcién del tda, asi como las acciones
conductuales de laanf (Daws et al., 2011). De esta forma, algunos estudios
han reportado que la hipoinsulinemia atenta las funciones del tda vy,
como una consecuencia, reduce también las conductas relacionadas con
los psicoestimulantes. Por ejemplo, Galici et al. (2003) reportaron que
el agotamiento de la insulina por una inyeccién de estreptozotocina,
un agente diabetogénico, redujo la autoadministracién de anf. En un
estudio previo de nuestro laboratorio, se reportd que la privacién aguda
de alimento disminuy6 la expresién de la sensibilizacién locomotora
inducida por la administracién de met. Al igual que la estreptozotocina,
la privacién de alimento reduce los niveles sanguineos de insulina (Carr,
1996) y la actividad del tda (Sevak et al., 2008). En el presente estudio
examinamos los efectos de la privacién de alimento en el desarrollo
de la sensibilizacién locomotora inducida por met en ratas. El proceso
de la sensibilizacién locomotora producida por psicoestimulantes puede
separarse en dos fases diferentes, el desarrollo o induccién y la expresion.
En el desarrollo se producen las alteraciones celulares y moleculares que
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inducen la sensibilizacién locomotora, y en la expresién se producen
las consecuencias a largo plazo de los cambios producidos durante el
desarrollo de la sensibilizacién locomotora. Por lo tanto, es importante
proveer de informacién, no s6lo de la expresion de la sensibilizacién
locomotora inducida por met, sino también del desarrollo.

METODO

Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de aproximadamente 120
dias de edad y con un peso de 220 a 250 g provenientes del Bioterio
General de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala-unam. Las ratas
se alojaron individualmente en cajas-hogar de acrilico de 30 x 20 x 20
cm, con acceso libre a la comida (Teklad LM485 Rat Diet by Harlan)
y bajo un ciclo luz-oscuridad controlado (luz: 6:00am-6:00pm) y a una
temperatura ambiente de 21+1° C. Los experimentos se llevaron a cabo
durante la fase de luz (entre 11:00 amy 13:00 pm). Los procedimientos de
cuidado y manejo de animales se realizaron conforme a la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-00-1999), titulada Especificaciones técnicas para
la produccién, cuidado y uso de animales de laboratorio.

Drogas

La droga utilizada en este estudio fue clorhidrato de metanfetamina
(Sigma-Aldrich, St Louis mo, usa). La met se disolvié en solucidn salina y
se inyect6 intraperitonealmente (ip) en un volumen de 1 ml/kg.

Aparatos

La actividad locomotora se midié con un sistema de monitoreo de
actividad de campo abierto (Modelo ENV-515: Med Associates, St
Albans, vt). Cada caja de plexiglas (40 x 40 x 30 cm) estaba equipada
con dos conjuntos de foto receptores de movimiento colocados a 2.5 cm
arriba del piso de la caja de actividad y en paredes opuestas para registrar
los movimientos ambulatorios x-y. Se registraron las interrupciones de
los fotorreceptores a través de un programa de cémputo para producir la
distancia horizontal recorrida (en cm), la cual se utilizé como la variable
dependiente.

Procedimiento

El experimento se llevé a cabo en tres fases: habituacién a las cajas de
actividad motora, desarrollo de la sensibilizacién motora y dia de prueba
(ver Figura 1 para la cronologfa del procedimiento general). En todos
los ensayos, las ratas (10 por grupo) se colocaban en la caja de actividad
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durante 10 minutos antes de cada sesién para disminuir la conducta
exploratoria. Una vez transcurridos los 10 minutos, las ratas fueron
regresadas a sus cajas-hogar para la administracién de los compuestos
dependiendo del grupo al que pertenecian. En el dia 2, las ratas fueron
introducidas en las cajas de actividad durante 60 minutos (sesién de
habituacién). En el dia 1, las ratas recibieron una inyeccién ip de 1 ml/
kg de salina, después fueron introducidas en las cajas de actividad motora
durante 60 minutos para obtener el registro de la actividad motora (linea
base). Enlosdias 1,3, 5,7y 9 las ratas de los grupos M24M y MOM fueron
tratados con met (1 mg/kg) durante el desarrollo de la sensibilizacién
locomotora y la sesién de prueba. Las ratas del grupo M24M se privaron
de alimento 24 horas antes de los dias 1, 3, 5, 7 y 9. Los grupos SOM,
S0S y S24S fueron tratados con salina durante la fase de desarrollo de la
sensibilizacién locomotora y la sesién de prueba, excepto el grupo SOM
que fue tratado con met (1 mg/kg) en la sesién de prueba. Las ratas del
grupo S248S se privaron de alimento 24 horas antes de los dias 1, 3, 5,7
y 9. Para todos los grupos, la actividad conductual se registré durante 60
minutos (ver Tabla 1 para disefio experimental).

Desarrollo de
sensibilizacién
locomotora

| 1 Descanso Prueba

LB MET MET MET MET MET MET

Figura 1

Desarrollo de sensibilizacién locomotora

Esquema que ilustra la cronologia del procedimiento de desarrollo
y prueba de la sensibilizacién locomotora inducida por met, la cual se
administr6 en los dias 1, 3, 5,7 y 9. Algunas ratas se privaron de alimento
24 horas antes de los dias 1, 3, 5,7 y 9 (ver Tabla 1 y la seccién de
procedimiento para mayor detalle).

Andlisis de datos

Los resultados de la variable investigada (distancia recorrida en cm)
fueron expresados como la media + el error estdndar de la media (eem).
Los datos obtenidos durante el desarrollo de la sensibilizacién motora
fueron analizados con un anova factorial de medidas repetidas con
Dias como el factor de medidas repetidas y Grupos como el factor
entre sujetos. Los datos obtenidos en la linea base y en la prueba de la
sensibilizacion locomotora inducida por met se analizaron con un anova
de unavia. Cuando éstos fueron significativos, se llevd a cabo un anélisis de
comparaciones posteriores con la prueba de Tukey. En todas las pruebas,
el nivel de rechazo del error tipo I fue de .05.
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Tabla 1
Disefio experimental
Grupos Desarrollo Prueba
Sensibilidad y privacion
M24M MET (24h) MET
MOM MET (Oh) MET
SOM Salina (Oh) MET
S0S Salina (0Oh) Salina
5245 Salina (24h) Salina

Nota: Metanfetamina (1.0 mg/kg)

Tabla 1

Diseiio experimental
RESULTADOS

Los datos obtenidos durante la linea base de la actividad locomotora
fueron similares en todos los grupos [F(4,45) = .896, p = .474]. La
administracién repetida de met produjo el desarrollo de sensibilizacion
en la actividad locomotora en los grupos MOM y M24M (Figura 2),
mientras que la administracién repetida de salina no alteré la actividad
motora en los grupos SOM, SOS y S24M. Un anova factorial de medidas
repetidas indicé diferencias significativas en los factores Grupos [F(4,45)
=23.499, p = .001], Dias [F(1,45) =16.541, p = .001] y de la interaccién
Grupos x Dias [F(4,45) = 8.609, p = .001]. La prueba de Tukey revel6
que los grupos MOM y M24M tuvieron diferencias significativas entre
los dias 1 y 9. Los resultados de la prueba de sensibilizacion locomotora
del dia 12 se muestran en la Figura 3. Los resultados mostraron que la
administracién de met produjo un incremento en la actividad locomotora
en los grupos SOM, MOM y M24M [F(4,45) = 40.582, p.0001]. La prueba
de Tukey revel6 que los grupos MOM y M24M fueron diferentes de los
otros grupos. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas
entre estos grupos.
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Distancia recorrida (cm)

16000 —

14000 —

12000 —

10000 —

8000 —

6000 —

4000 —

2000

DIA1
DIA 9

S0S S24S SOM MOM M24M

Figura 2
Figura 2

Figura 2 se muestran los resultados de los dias 1 y 9 del desarrollo
de la sensibilizacién locomotora inducida por met (1 mg/kg). La met
o salina se administraron a las ratas durante 5 dfas (1, 3, 5, 7 y 9). Las
barras representan la media + eem de 10 ratas y los asteriscos indican
diferencias significativas con el dfa 1 respecto a su propio grupo, reveladas
por un anova factorial de medidas repetidas seguido por la prueba de
comparaciones posteriores Tukey (p < 0.05).
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S0S $24S SOM MOM  M24M

Figura 3

Figura 3

La Figura 3 prueba del desarrollo de la sensibilizacién locomotora
inducida por met en el dia 12. A las ratas se les inyecté 1 mg/kg . Las
barras representan la media + eem de 10 ratas y los asteriscos indican
diferencias significativas con los grupos SOS, S24S y SOM reveladas por
un anova de una via seguido por la prueba de comparaciones posteriores

Tukey (p <.05).

DISCUSION

El propésito de la presente investigacién fue examinar los efectos de la
privacién de alimento en el desarrollo de la sensibilizacién locomotora
inducida por met en ratas. Observamos que la administracién repetida
aument6 la actividad locomotoray que la privacion de alimento no afectd
el desarrollo de la sensibilizacién locomotora.

Los resultados conductuales producidos por la administracién de met
son consistentes con estudios previos que demuestran que las ratas que
son inyectadas durante varios dias con 1 mg/kg exhiben una actividad
locomotora mayor que las ratas tratadas con salina (Hall, Stanis, Avila, &
Gulley, 2008; Kufahl, Nemirovsky, Watterson, Zautra, & Olive, 2013;
Wearne et al., 2015; Zhao et al,, 2014). En el presente estudio, también
se observd que la privacién de alimento no afectd el desarrollo de la
sensibilizacién locomotora inducida por met. La privacién de alimento
fue programada para algunos grupos (S24S y M24M). Estos resultados
son consistentes con estudios previos que reportaron que la restriccién
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de alimento (por ejemplo, 10 g/dia) no afecta la locomocién inducida
por anf (Sevak et al, 2008) e, incluso, otros han reportado que la
restriccion de alimento aumenta la actividad locomotora inducida por
anf (Stuber, Evans, Higgins, Pu, & Figlewicz, 2002) y las propiedades
reforzantes de la cocaina (Macenski & Meisch, 1999). En contraste a
los resultados del presente estudio y a los resultados mencionados antes,
algunos estudios han reportado que la restriccién de alimento juega un
papel importante en los efectos conductuales de las drogas de abuso.
Por ejemplo, se ha reportado que la restricciéon de alimento redujo
el condicionamiento de preferencia de lugar inducido por anf (Stuber
et al,, 2002). Nosotros hemos reportado que la privacién de alimento
redujo la expresion de la sensibilizacién locomotora provocada por met.
La razén de esta discrepancia puede estar relacionada con dos fuentes.
En la primera, los procedimientos que se emplean en la restriccion de
alimento son diferentes a los empleados en la privacién de alimento. En
la restriccién el consumo diario se limita a un porcentaje del alimento
que consumen los animales en condiciones ad libitum. Esta condicién
de restriccién comienza al menos una semana antes del inicio de las
sesiones experimentales o de prueba (Sevak et al., 2008). En el caso de
la privacién de alimento, los animales se mantienen por varios dias con
acceso ala comida ad libitum y se privan por cierto periodo de tiempo, por
ejemplo, 24 horas, antes de las pruebas bioquimicas o comportamentales
(Patterson et al., 1998). Esto podria sugerir que los procedimientos
de privacién de alimento reducen la expresion de la sensibilizacién
locomotora provocada por psicoestimulantes y la restriccién de alimento
o no afectan, o incrementan la sensibilizacion locomotora.

En la segunda, podria involucrar a componentes corriente abajo de
las vias de sefnalizaciéon de la insulina cerebral. Por ejemplo, se ha
demostrado que la proteina quinasa Akt, componente central de las vias
de sefializacién de la insulina (Hanada, Feng, & Hemmings, 2004), regula
varias funciones cerebrales incluyendo el crecimiento y la supervivencia
celular y participa en la regulacién de la sefalizacion de la da. Algunos han
reportado que la inhibicién de la quinasa Akt reduce dramdticamente la
depuracién de ladayla expresion del tda en la superficie celular (Beaulieu,
Gainetdinov, & Caron, 2009; Speed et al., 2010). Adicionalmente, se
ha reportado que la quinasa Akt es necesaria para la expresion, pero
no para el desarrollo, de la sensibilizacién locomotora provocada por
psicoestimulantes como la cocaina (Izzo, Martin-Fardon, Koob, Weiss,
& Sanna, 2002). Lo anterior podria explicar porque en el presente estudio
la privacién de alimento, que disminuye los niveles de insulina, no afecté
el desarrollo de la sensibilizacién locomotora inducida por met.

El mecanismo subyacente en los efectos de la privacién de alimento
sobre la sensibilizacién locomotora podria involucrar la participacién de
las vias de sefalizacidn de la insulina en los efectos conductuales de los
psicoestimulantes. Algunas lineas de evidencia apoyan esta sugerencia. En
primera, las drogas psicoestimulantes tipo anf son agonistas DAérgicos
indirectos que tienen afinidad por el tda (Rothman & Baumann,
2003) e inhiben competitivamente la recaptura de da aumentando la
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concentracion extracelular (Khoshbouei, Wang, Lechleiter, Javitch, &
Galli, 2003). En la segunda linea de evidencia, las drogas tipo anf
aumentan la liberacién de da agotando las vesiculas sindpticas de da y
promoviendo su liberacién invirtiendo la funcién del tda (Fleckenstein,
Volz, Riddle, Gibb, & Hanson, 2007; Sulzer, 2011). Ademds, disminuyen
la expresién del tda en la superficie celular (Fleckenstein, Metzger,
Wilkins, Gibb, & Hanson, 1997; Kahlig et al., 2006; Saunders et al.,
2000). En la tercera linea de evidencia, se ha reportado que las vias de la
sefializacién de la insulina modulan el tréfico y actividad del tda (Daws
etal., 2011). La insulina cruza la barrera hematoencefélica y actta sobre
receptores de insulina en 4reas limbicas del cerebro como el estriado
ventral (Schulingkamp, Pagano, Hung, & Raffa, 2000), una region del
cerebro que expresa el tda (Figlewicz, Evans, Murphy, Hoen, & Baskin,
2003). Algunos estudios han reportado que el agotamiento de la insulina
por la administraciéon de estreptozotocina, una toxina que destruye las
células beta del pancreas (Dulin & Soret, 1977), reduce la actividad
del tda (Owens et al,, 2005; Sevak et al., 2007), la expresién del tda
en la superficie celular (Williams et al., 2007) y la autoadministracién
de anf (Galici et al,, 2003). Al igual que el agotamiento de insulina
por la estreptozotocina, la restriccién y privacién de alimento también
reducen los niveles sanguineos de insulina (Carr, 1996) y la actividad
de tda (Patterson et al., 1998; Sevak et al., 2008; Zhen, Reith, & Carr,
2006). En la cuarta linea de evidencia, la inhibicién de PI3K (Izzo et
al., 2002) o de Akt, proteinas cinasas corriente abajo de la activacién de
los receptores de insulina, produce una reduccién en la capacidad de la
insulina para modular la redistribucién del tda en la superficie celular
provocada por la anf (Garcia et al., 2005). En linea con lo anterior, se
ha reportado que se requiere la integridad de PI3K en la expresion, pero
no en el desarrollo, de la sensibilizacién locomotora provocada por la
cocaina (Izzo et al., 2002). Como mencionamos arriba, la sensibilizacién
locomotora refleja neuroadaptaciones que contribuyen a la adiccién a las
drogas y modelan algunos aspectos de las conductas adictivas como el
deseo por la droga (Robinson & Berridge, 1993). Durante el desarrollo
de la sensibilizacién locomotora ocurren las alteraciones celulares y
moleculares que inducen los cambios locomotores y durante la expresiéon
se manifiestan los cambios a largo plazo de esas alteraciones. Al parecer,
asi lo indican los datos experimentales, la alteracién de las vias de la
insulina, ya sea por la administracién de agentes farmacoldgicos o por la
privacién de alimento, s6lo alteran la expresion, pero no el desarrollo,
de la sensibilizacién locomotora provocada por la administracién de
psicoestimulantes. Aunque no estd clara aun la causa de estos efectos
diferenciales, Izzo et al. (2002) sugieren que la inhibicién de PI3K, y como
consecuencia de Akt, proteina inmediatamente corriente abajo de PI3K,
podria interferir con la expresion de la sensibilizacién locomotora por
alterar la asociacion contextual de los estimulos presentes en el desarrollo
de la sensibilizacién locomotora y los presentes durante la prueba de
expresion de la sensibilizacién locomotora. Sin embargo, atin se necesitan
pruebas adicionales que fortalezcan esta sugerencia.

92



Juan C. Jiménez, et al. Efectos de la privacion de alimento en el desarrollo de la sensibilizacién locomotora provocada por metanfetamina en...

Los resultados de este experimento, junto con los de otros, son
un paso importante en el entendimiento de las interacciones entre la
insulina, el sistema mesolimbico de la da y los efectos conductuales de
los psicoestimulantes y demuestran que la privacién de alimento afecta la
expresion, pero no el desarrollo de la sensibilizacién locomotora, lo que
podria sugerir que un tratamiento de la adiccién a los psicoestimulantes
basado en la manipulacién del acceso a alimento, sélo serfa efectivo una
vez que se desarrolld la adiccidn.

Los préximos estudios sobre esta area tendrdn que examinar a detalle
el o los mecanismos por los cuales las vias de senalizacién de la insulina
disminuyen los efectos conductuales de los psicoestimulantes. Ademas,
también se deberd comenzar a estudiar la relacién entre diabetes, obesidad
y adiccidn a las drogas de abuso.
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