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Resumen

En modelos preclinicos, los efectos del neuropéptido Y (NPY) en la sustancia gris
periacueductal dorsal (SGP-D) incluyen alteraciones en ansiedad y consumo de alimento,
pero los receptores involucrados y/o su ubicacién no se han descrito a profundidad. Nuestro
objetivo fue analizar los efectos farmacoldgicos de la estimulacion/bloqueo de los
receptores NPY-Y1 en la SGP-D sobre conductas homeostdticas/neddnicas naturales y
preferencia etilica en ratas Wistar hembras y machos (250-270 g). Lo animales recibieron
inyecciones intra-SGP-D (n=9%9) con: (i) vehiculo (DMSO 10%); (i) neuropéptido-Y (NPY,
agonista enddgeno NPY-Y1); o (iii) BIBP-3226 (antagonista selectivo NPY-Y1). NPY aumentd
el consumo de alimento y sacarosa (p < 0.05) en hembras y machos, sin modificar Ila
preferencia etilica. BIBP-3226 disminuyd la ingestién de ambas sustancias y aumentd la
preferencia efilica. Se concluye que el receptor NPY-Y1 en la SGP-D regula conductas de
consumo predominantemente heddnico (tanto naturales como vinculadas con abuso

alcohdlico).
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Abstract

In preclinical models, NPYergic fransmission in dorsal periaqueductal gray (D-PAG) is
involved in anxiety and food intake. Nevertheless, the specific NPY receptors involved
remain partially unknown. This study was set-up to investigate the pharmacological effects
of stimulation/blockade of NPY1 in D-PAG in Wistar rats (male and female) on food, sucrose,
and alcoholintake. Animals received injections (infra-D-PAG; n=9) of: (i) vehicle (DMSO 10%);
(i) neuropeptide-Y (NPY, NPY-Y1 receptor endogenous agonist); or (i) BIBP-3226 (NPY-Y1
selective receptor antagonist). NPY in D-PAG increased food and sucrose (p < 0.05), but not
ethanol (p > 0.05) intake. BIBP-3226 decreased food and sucrose intake (p < 0.05) and
increased ethanol consumption (p < 0.05). Our findings suggest NPY-Y1 in D-PAG as a key
modulator of consummatory behaviors (mainly hedonic) and ethanol intake.

Keywords: NPY, NPY-Y1, BIBP-3226, food intake, alcoholism, dorsal periacueductal gray (D-
PAG).

Introduccién

El neuropéptido Y (NPY) es el péptido mediador mds abundante en el cerebro de los
mamiferos (Allen et al., 1983; Gray & Morley, 1986). Es abundante en la corteza cerebral, el
hipocampo, el hipotdlamo (Chronwall et al., 1985), los nUcleos basales (particularmente en
el nicleo accumbens), la amigdala, el locus coeruleus (Allen et al., 1983) y la sustancia gris
periacueductal dorsal (SGP-D) de la rata (Kask et al., 2002). Los diversos efectos del NPY en
los mamiferos se atribuyen a la activacién de cuatro subtipos de receptores (Y1,2,4,5) los
cuales estdn acoplados a proteinas Gi/Go cuya segunda mensgjeria  produce
hiperpolarizacién neuronal por la activacion de canales de potasio, el blogueo de canales
de calcio vy la inhibicién de la enzima adenilato ciclasa (Katsuura & Inui, 2016; A. P. Silva,
Cavadas, & Grouzmann, 2002).

Funcionalmente, el NPY es un potente péptido orexigénico que estimula la ingestién de
alimentos, preferentemente carbohidratos (Beck, 2006; C. Silva & McNaughton, 2019). EI NPY
estimula el consumo vy la preferencia de soluciones dulces independientemente de su valor
caldrico (Lynch, Grace, Bilington, & Levine, 1993). Los efectos del NPY sobre la ingestién de
alimentos estdn mediados por al menos dos receptores, los receptores NPY-Y1 y NPY-Y5
(Beck, 2006). Los efectos de los agonistas especificos del receptor de NPY sugieren que el

NPY-Y1 podria mediar en el componente apetitivo de la conducta de ingestidn, mientras
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gue NPY-Y5 se vincula con el acto de ingestion en si (Beck, 2006; Day, Keen-Rhinehart, &
Bartness, 2005).

La administracion de NPY en dreas cerebrales asociadas con la alimentacién aumenta la
ingestion de alcohol, mientras que su administracién en regiones asociadas con la ansiedad
la reduce (Badia-Elder, Gilpin, & Stewart, 2007; Vazquez-Ledn et al., 2020). Adicionalmente,
se ha reportado aumento en la ingestion de etanol después de la infusidon de NPY en el
nucleo paraventricular (PVYN) del hipotdlamo de ratas macho (Kelley, Nannini, Bratt, &
Hodge, 2001). El NPY puede influir en el consumo de etanol de muchas maneras,
principalmente regulando los niveles basales de ansiedad, modulando los efectos sedantes
del etanol y/o modulando las propiedades gratificantes del etanol (Thiele, Sparta, Hayes, &
Fee, 2004).

La participacién de la SGP-D en la ingestion de substancias de abuso, que incluyen
sacarosa y alcohol, podria estar ligada a su estrecha interaccidon con ndcleos del sistema
de recompensa del cerebro, como el nicleo accumbens (NAc), el drea tegmental ventral
(ATV) y el hipotdlamo (Koob & Volkow, 2010; Vdzquez-Ledn, Miranda-Pdez, Chavez-Reyes,
et al., 2021). Ademds, se ha reportado que, diversos mamiferos (incluido el humano) que
muestran alta preferencia por las substancias dulces ingieren mayor cantidad de alcohol
comparados con los que muestran una preferencia baja (Bell, Gosnell, Krahn, & Meisch,
1994; Gosnell & Krahn, 1992; A. Kampov-Polevoy, Garbutt, & Janowsky, 1997; A. B. Kompov-
Polevoy, Overstreet, Rezvani, & Janowsky, 1995). La preferencia por la sacarosa podria ser
un mejor indicador de susceptibilidad alcohdlica sobre ofros factores cldsicos como la
ansiedad (Koros, Piasecki, Kostowski, & Bienkowski, 1998; VAzquez-Ledn, Miranda-Pdez, &
Marichal-Cancino, 2021).

En un estudio previo, informamos que el NPY produce efectos ansioliticos e inhibe de
manera prominente el consumo de alcohol en ratas Wistar, probablemente a través de los
receptores NPY-Y1 en la SGP-D (Vdazquez-Ledn et al., 2020). El presente estudio se disefd
para andlizar el efecto farmacolégico de la estimulacion/bloqueo de los receptores NPY-
Y1 en la SGP-D de ratas Wistar machos y hembras sobre la conducta de ingestién de
alimento, sacarosa y alcohol. Nuestra hipdtesis de trabajo fue que el receptor NPY-Y1 de la
SGP-D modularia de manera diferencial entre sexos bioldgicos a las conductas de ingestiéon

de alimento, sacarosa y alcohol.



Materiales y métodos

Diseno experimental y sujetos de estudio

Se realizd un estudio experimental de naturaleza preclinica en el drea de la
Neurofarmacologia. Se emplearon ratas de la cepa Wistar (250-270 g; 6-8 semanas de
edad) provenientes de Ias “instalaciones para el cuidado de animales” institucionales de la
Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas (ENCB) del Instituto Politécnico Nacional (IPN), las
cuales fueron conservadas en condiciones controladas de bioterio en estricto apego con
normativa mexicana sobre “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso
de los animales de laboratorio” (NOM-062-Z00-1999). Los animales fueron alojados en
jaulas individuales de acrilico y tapas de acero inoxidable. Todos los protocolos vy
procedimientos fueron aprobados por el comité de ética institucional. Los animales
permanecieron sin manipulacidén en nuestras dreas experimentales durante 3 horas previas
al inicio de cada procedimiento para permitir la habituacién a los espacios. Luego de los
procedimientos, los animales eran ingresados al drea de bioterio donde permanecieron
durante todo el estudio.

Cirugia estereotdxica

Los animales fueron anestesiados con ketamina (80 mg/kg. Pisa®) y xilazina (15 mg/kg,
Pisa®) por via intraperitoneal. Se implantd por una cdnula guia unilateral en la SGP-D (AP: -
7.3 mm, ML: 0,5 mm y DV: 4,0 mm) de acuerdo con el Atlas del cerebro de la Rata Paxinos
y Watson (Paxinos & Watson, 2014) utilizando un aparato estereotdxico (mod: 502,650, World
Precision Instruments® Sarasota FL) (Figura 1). La cdnula guia se sujetd al crdneo con dos
tornillos de acero inoxidable quirdrgico y acrilico dental. Se permitié la recuperaciéon
postquirirgica de los animales por un periodo minimo de 10 dias antes de cualquier
manipulacion experimental.

Compuestos y microinyecciones

Tanto NPY (humano) como (R)-N-(diphenylacetyl)-N-[(4-hydroxy-phenyl)methyl]- D-arginina
amida (BIBP-3226) fueron obtenidos de la empresa Sigma-Aldrich® y disueltos en solucién
salina fisiolégica. Las dosis empleadas (ie., 2.34 nmol NPY y 0.5 nmol BIBP-3226) se
seleccionaron a priori con base en resultados previos de nuestro grupo (Vdzquez-Ledn et
al., 2020) y se administraron como fratamientos agudos en administraciones Unicas.

Luego del periodo de recuperacion postquirdrgico (ver seccidn anterior), se administrd el
respectivo tratamiento farmacolégico en la regién SGP-D a través de un inyector
conectado a una cdnula (calibre 31 x 10 mm), que se extendia T mm mds alld de la punta
de la cdnula guia. La cdnula de inyeccidn se conectd a una jeringa de 1 yL (Hamilton Co.,

Reno, NV, EE. UU.) con un tubo de polietileno 20 lleno de solucidn salina isoténica estéril (SSI).
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Las microinyecciones a través de la cdnula se realizaron durante un periodo de 60 s, y luego
la cdnula de inyeccion se dejé sin tocar durante 60 s para evitar el reflujo del fdrmaco.
Mientras tanto, cualquier movimiento de lucha de la rata se restringid suavemente
mediante inmovilizaciéon (Figura 2).

Ingestion de alimento

Las ratas recibieron alimento estdndar para roedores de laboratorio durante todo el estudio
(Propecua™, México) en un recipiente de acero inoxidable ubicado en la parte delantera,
junto con los cuatro tubos dispensadores de dieta liquida. Para la medicidn de la ingestidn
de alimento, se colocaron 50 g de alimento en cada contenedor y se pesd el sobrante 24
horas después para determinar la cantidad diaria (g/dia) ingerida. Se recuperd cualquier
sobra macroscodpica de alimento dentro de las jaulas para considerarla en la medicién
evitando sobreestimaciones.

Ingestion de sacarosa y consumo alcohdlico

Se midié la ingestion voluntaria de sacarosa y alcohol en todas las ratas. Para este propdsito,
cuatro tubos de vidrio estandar (70 mL, 25 x 200 mm) equipados con una boquilla de vidrio
y un orificio terminal (didmetro = 1 mm) se instalaron en las jaulas individuales para permitir
la ingesta de liquidos. Cada tubo se llend con diferentes soluciones: agua, sacarosa 10%, y
alcohol etilico 5% y 10%. Las concentraciones de etanol se eligieron con base en reportes
previos (Mendoza-Ruiz, Vdzquez-Ledn, Martinez-Mota, Juan, & Miranda-Pdez, 2018) vy
Vdazquez-Ledn y cols. (Vazquez-Ledn, Miranda-Pd&ez, Calvillo-Robledo, & Marichal-Cancino,
2021; Vazquez-Ledn et al., 2020). Cada tubo de vidrio se pesd antes y después de 24 horas
para cuantificar la cantidad de sacarosa o alcohol consumido. La ingestidn de sacarosa se
expresé en g/dia. La ingestidn de alcohol se calculd en gramos de alcohol absoluto por kg

de peso corporal (g/kg)/dia.
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Figura 1. Diseno experimental. Figura realizada con BioRender con licencia.

Histologia

Una vez concluidos los experimentos conductuales, se procedié a la eutanasia de los
animales mediante una sobredosis con anestésico (pentobarbital sédico, 60 mg/kg ip). Se
sometieron a perfusion infracardiaca con solucidn salina isoténica seguida de formaldehido
al 4%. Posteriormente, se procedié a disecar el cerebro desde bulbos olfatorios hasta bulbo
raquideo, conservédndolos en una solucidn de formaldehido al 10% por al menos una
semana. Se montaron las piezas anatdmicas en un vibratomo para realizar los cortes
histoldgicos (100 um de espesor) en un bano de solucidn de sacarosa 6%, fincion
correspondiente de los cortes con violeta de cresilo y verificacién de los sitios de
implantacién de la cdnula a nivel de la SGP-D. Por Ultimo, se realizd una revisién de los cortes
con microscopio estereoscdpico. Solamente se incluyeron en los resultados los datos de los

animales con las cdnulas correctamente instaladas en el sitio objetivo (Figura 1).



Figura 2. Fotografia ilustrativa del proceso de microinyeccioéni.c.v. en la rata. Fotografia propiedad del laboratorio
de Neurofarmacologia y Terapéutica Experimental.

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados usando el programa Sigma Plot 12.0 (Systat Software Inc. San
Jose Cal, USA). Los datos se analizaron mediante andlisis de varianza de dos vias para cada
una de las variables, seguido por la prueba de Bonferroni en caso de encontrarse diferencia

significativa. Para todas las variables medidas la significancia estadistica fue p < 0.05.

Resultados

Ingestion de alimento

En la Figura 3, se muestra el efecto de los tratamientos sobre la ingestion de alimento. Tanto
en las hembras como en los machos, el NPY aumentd la ingestién de alimento (p < 0.05) en
comparacioén con el vehiculo. Mientras que los animales tratados con BIBP-3226 mostraron
un menor consumo de alimento comparado con vehiculo o NPY. Adicionalmente, cuando

comparamos los efectos por sexo no encontramos diferencias (p > 0.05).
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Figura 3. Efecto agudo de los tratamientos intra-SGP-D sobre la ingestién de alimento en ratas hembra y macho.
Los datos se expresan como la media * error estdndar de la media (SEM) y se analizaron mediante ANOVA de
dos vias (n=9). *, p <0.05 vs. vehiculo (DMSO 10%); B, p < 0.05 vs. BIBP-3226 (0.5 nmol).

Ingestion de sacarosa

En la figura 4, se muestra el efecto de los tratamientos sobre la ingestion de sacarosa al 10
%. Tanto en machos como en hembras, los grupos que recibieron NPY (infra-SGP-D)
consumieron mayor cantidad de sacarosa en comparacion con el vehiculo y con BIBP-
3226 (p <0.05). A su vez, los animales tratados con BIBP-3226 consumieron menor cantidad
de sacarosa en comparacion con el vehiculo (p <0.05). No existio interaccién entre los

tratamientos y el sexo bioldgico (p > 0.05).
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Figura 4. Efecto agudo de los tratamientos intra-SGP-D sobre la ingestidon de sacarosa al 10% en ratas hembra y
macho. Los datos se expresan como la media £ error estdndar de la media (SEM) y se analizaron mediante
ANOVA de dos vias (n=9). *, p < 0.05 vs. vehiculo (DMSO 10%); B, p < 0.05 vs. BIBP-3226 (0.5 nmol).

Consumo de alcohol total

En la figura 5, se muestra el efecto de los tratamientos sobre el consumo total de alcohol.
Los animales que recibieron BIBP-3226 (0.05 nmol) intra-SGP-D consumieron una mayor
cantidad de alcohol con respecto al vehiculo y a los que recibieron NPY (p <0.05), sin

interaccidén entre fratamientos y sexo bioldgico (p > 0.05).
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Figura 5. Efecto de los tfratamientos intra-SGP-D sobre la ingestién total de alcohol en ratas hembra y macho. Los
datos se expresan como la media * error estdndar de la media (SEM) y se analizaron mediante ANOVA de dos
vias (n=9). *, p < 0.05 vs. vehiculo (DMSO 10%); N, p < 0.05 vs. NPY (2.34 nmol).

Discusion

Ingestion de alimento y sacarosa

La ingestion de alimento involucra fendmenos heddnicos (i.e., se consume por placer) y
homeostdticos (i.e., se consume por necesidad energética) (Rossi & Stuber, 2018). En este
frabajo, la ingestidon de alimento no puede diferenciar el rasgo heddnico del homeostdatico.
Sin embargo, al ser un alimento estdndar (y el Unico conocido por los roedores a lo largo de
sus vidas en laboratorio), es probable que su consumo obedezca predominantemente un
rasgo homeostdtico. Por otro lado, los azUcares en general poseen la capacidad de activar
los sistemas de recompensa del cerebro (Rada, Avena, & Hoebel, 2005), por lo tanto, su
consumo denota un rasgo predominantemente heddnico. Asi, este trabajo empled el
consumo de alimento como un indicador de consumo predominantemente homeostdatico
y la ingestion de sacarosa como uno heddnico (Figuras 3y 4).

Las dreas cerebrales que median la ingestion de alimentos incluyen estructuras como lo son
la corteza prefrontal, hipotdlamo, amigdala, drea tegmental ventral y nulcleo

paraventricular; pero recientemente se ha reportado una funcion clave de las neuronas en
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la SGP participando la ejecucién de la conducta de ingestion de alimentos (Tryon &
Mizumori, 2018). Nuestro grupo ha propuesto a la SGP como una regidén clave en los
mecanismos gue subyacen en la adiccidn a sustancias generadoras de sindrome de
abstinencia (e.g., nicotina, cocaina, alcohol, cannabinoides, opioides, etc.) (Vdzquez-
Ledn, Miranda-Pd&ez, Chdvez-Reyes, et al., 2021). Mientras que otros grupos de investigacién
internacional han postulado que la SGP-D puede estar involucrado en todas las conductas
motivadas por estimulos tanto apetitivos como aversivos (C. Silva & McNaughton, 2019). En
nuestros resultados, mostramos que el NPY genera un aumento tanto en el consumo de
alimento como en la ingestién de sacarosa, mientras que el bloqueo de NPY-Y1 se asocia
con inhibicién del consumo de alimento (Figura 3), pero una inhibicion muy elevada de la
ingestion de sacarosa (Figura 4). Por lo tanto, podemos proponer que el control de NPY-Y1
de la SGP-D es mds importante vy significativo sobre las conductas heddnicas que sobre las
homeostdticas. Tal aseveracion va en el mismo sentido de lo reportado previamente (C.
Silva & McNaughton, 2019; Tryon & Mizumori, 2018; Vdzquez-Ledn, Miranda-Pdez, Chdvez-
Reyes, et al., 2021; Vdzquez-Ledn et al., 2020).

Consumo alcohdlico

Otros estudios han reportado que la administracidon de NPY en el ventriculo lateral de ratas
seleccionadas por su alto consumo alcohdlico genera una disminucién en la ingestion de
alcohol (Badia-Elder, Stewart, Powrozek, Murphy, & Li, 2003). Es importante destacar que la
administracién de compuestos en el ventriculo lateral puede alcanzar faciimente dreas
como la SGP-D, debido a la agil difusion de substancias desde el sistema ventricular y la
proximidad del acueducto mesencefdlico con la SGP (Paxinos & Watson, 2014). Nuestros
datos sugieren que el NPY per se no disminuye la ingesta alcohdlica en animales normales
(i.,e., con un bajo-normal consumo alcohdlico; Figura 5). Sin embargo, el bloqueo del
receptor NPY-Y1 en la SGP-D con BIBP-3226 (0.5 nmol) generd un aumento significativo en
la ingestion de alcohol cuando se evaluaron sus efectos sin distincion de sexos bioldgicos
(Figura 5). Lo anterior sugiere que dicho receptor regula de manera negativa la conducta
de ingestion alcohdlica. Esta observacion ya habia sido reportada previamente por nuestro
grupo de estudio en un modelo de alcoholismo forzado (Vdzquez-Ledn et al., 2020), por lo
que podemos destacar que se trata de un efecto altamente reproducible.

Efectos entre sexos bioldgicos

Admitimos que, entender la funcidon de las hormonas femeninas en las conductas de
ingestién homeostdtica y heddnica de sustancias necesitaria de la implementacién de un
estudio con un diseno experimental distinto al empleado en este trabajo. No obstante, ese

conocimiento cae fuera de los objetivos y/o alcances de la presente investigacién. El hecho
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de gque no existieron diferencias significativas (p > 0.05) entre hembras y machos en los
efectos producidos por el NPY y el BIBP-3226 sugiere que se frata de un importante sistema
de control de los rasgos apetitosos de la conducta de ingestién de sustancias en los
roedores, y probablemente en el resto de los mamiferos (Yi et al., 2018). Para apoyar esta
propuesta, modelos de induccion del apetito se relacionan con aumentos en el receptor
NPY-Y1 en sistema nervioso central (Xu, Kalra, Moldawer, & Kalra, 1998) y el receptor NPY-Y1
estd involucrado en los mecanismos que regulan el consumo de sustancias de abusos como
la metanfetamina y diversos rasgos heddnicos de la alimentacién en ratas (Hsieh, Chen, Yu,
Liao, & Kuo, 2013).

Conclusiones

La actividad de los receptores NPY-Y; en la SGP-D, de manera equiparable en ambos sexos
bioldgicos, modula: (i) positivamente y de manera moderada la conducta de ingestion de
alimentos (conducta predominantemente homeostdtica); (i) positivamente y de manera

marcada la ingestién de sacarosa; v (i) negativamente el consumo alcohdlico.
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