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RESUMEN

El nucleo accumbens (NAc) es una region implicada en la respuesta a las
recompensas naturales, el abuso y la dependencia a drogas, mecanismos de
alimentacion y motivacion; ademas, se ha demostrado que el NAc tiene un papel
importante en el aprendizaje gustativo debido -a que interactua con varios
sistemas de neurotransmision. Particularmente, la estimulacién de los receptores
a glutamato del tipo N-metil-D-aspartato’ (NMDA) en el NAc incrementa la
liberacion de dopamina (DA), que a su vez esta asociada con el incremento en la
liberacion de acetilcolina (ACh) en la corteza insular (Cl). Puesto que la formacion
de la memoria gustativa requiere de la actividad colinérgica y de la integridad del
NAc, se decidio estudiar la participacion de la ACh en el NAc durante la formacion
de la memoria gustativa. Para lograrlo, a través de microdialisis en libre
movimiento se cuantificaron los niveles extracelulares de Ach en el NAc Shell
durante el consumo novedoso de una solucion de azucar al 10%, el consumo
agudo durante 2 dias, y cronico de 14 dias de consumo ad libitum. Los resultados
mostraron que la liberacion de acetilcolina aumento en las ratas que tomaron
azucar por primera vez a diferencia de las ratas que habian tenido una exposicion
previa, en donde no hubo aumento significativo. En el grupo croénico, la liberacion
de acetilcolina estuvo por encima de los otros dos grupos, lo cual se podria atribuir
a una modificacién en su sistema de liberacion relacionado a los cambios tras la
ingesta prolongada de un sabor dulce.



1. ANTECEDENTES

Desde el momento en que nacemos, nuestros cerebros estan recibiendo una gran
cantidad de informacion del mundo que nos rodea. Toda esta informacién que
aprendemos y experimentamos se guarda en nuestro cerebro en forma de

memorias. (Squire & Kandel, 2000)

Los humanos tenemos diferentes tipos de memoria, se puede clasificar por su
temporalidad en corto plazo, dura de segundos a horas, mientras que memoria a
largo plazo dura afios. También tenemos una memoria de trabajo que nos permite
mantener recuerdos por tiempo limitado. Somos tan buenos recordando cosas
que tendemos a dar por sentado este logro. Si alguien nos pregunta nuestro
numero de teléfono o qué fue lo que desayunamos esta manana, podriamos
responder de inmediato, y la facilidad con la que respondemos puede hacer que

sea dificil ver qué fendmeno tan notable es este (Cowan, 2008).

Podemos clasificar la memoria de acuerdo a los estimulos sensoriales recibidos
en memoria iconica, ecoica, haptica, olfativa y gustativa. Escuchar la radio y
recordar la cancion de moda, buscar dentro de la bolsa y después de tocar varios
objetos por fin reconocer las llaves, llegar a casa y percibir el aroma de nuestra
comida favorita y poder saborearla. Es en esta clasificacion de memoria en el que
trabajaremos en esta tesis, la memoria gustativa o memoria del sabor, ha sido
una memoria de suma importancia ya que el consumo de alimentos garantiza la
subsistencia, errores en este tipo de memoria han ocasionado dafos irreparables
e incluso la muerte, y es esta la que nos permitira saber que es seguro comer y

que no lo es (Unsworth, 2014).

La memoria gustativa depende de sustratos neurales que trabajan en conjunto en
su procesamiento. Iniciando en la boca con los estimulos recibidos por las papilas
gustativas, mandando sefales al Nucleo del Tracto Solitario (NTS) y Nucleo
parabranquial (NPB), una parte de la informacién converge en la amigadala

basolateral (BLA), otra parte de la informacion llega al nucleo ventroposterior-
1



medial del talamo, de ahi a la Corteza Insular (Cl) que es donde se integra con la
via gustativa. En la via gustativa areas como la Corteza prefrontal y el NAc

interactuan para identificar el sabor (Miranda, 2012).

El NAc tiene un papel importante en el aprendizaje gustativo, regula el consumo
de alimento y bebida, se encuentra asociado con el sistema limbico ademas de
que posee proyecciones dopaminérgicas y colinérgicas (Wichman, 2012). El
sistema colinérgico se encuentra involucrado en la deteccion del sabor y por ende

en la memoria del mismo (Haam, 2017).

El objetivo de este trabajo fue evaluar a través de microdialisis en libre movimiento
los cambios en los niveles extracelulares de Ach en el NAc shell durante el
consumo por primera vez de una solucion de azucar al 10%, este fue el grupo
novedad, familiar con consumo de azucar por dos dias y.crénico tras un consumo
de 14 dias.

1.1.Memoria y Aprendizaje

Se han hecho diversas metaforas para estudiar y entender la memoria, algunos
la conciben como un registro de las experiencias vividas como una tableta de
cera, otras implican que hay diferentes tipos de recuerdos, de conocimiento y
momentos de nuestra vida, por lo tanto los recuerdos se almacenan en diferentes
lugares, haciendo la. comparacion de la memoria con una biblioteca. En contraste
con esta idea, otro concepto es que también pueden interconectarse como una
red. La memoria no es pasiva y tenemos algunas metaforas que capturan algunas
de sus caracteristicas mas dinamicas. Por ejemplo, el proceso de recuperar un
recuerdo especifico dentro del cadtico cumulo de memorias de nuestras vidas ha
llevado a la idea de que buscar recuerdos es como tratar de buscar algo en un
bote de basura (Camos, 2018).

La memoria y el aprendizaje son procesos vitales esenciales desde hace millones

de afios en los organismos para la adaptacion, la evolucion y la supervivencia,



provocando cambios en los patrones de conducta a través de modificaciones
fisicas en el cerebro. Estos cambios son dependientes de la experiencia para la
obtencion de nueva informacion, que requieren desde cortos periodos hasta
grandes periodos de tiempo, reflejados como adecuaciones anatomicas
incluyendo la estructura del cerebro, favoreciendo al organismo para su

adaptacion al medio en que se encuentra (Téllez et al., 2002).

Podemos definir al aprendizaje como la adquisicion de nueva informacion o
nuevas conductas, como el almacenamiento y evocacion de esa informacion
(Anderson, 2001). El aprendizaje es un fendbmeno mas general, y uno de sus
componentes es la memoria. El aprendizaje implica memoria de forma
indispensable, pero implican mas fendmenos como atencién, percepcion,
operaciones cognitivas como analisis, sintesis, categorizaciones, etc. (Bermudez-
Rattoni, 2001).

Una de las definiciones de memoria mas recientes propuesta por Bermudez-
Rattoni y Prado-Alcala en el 2001, describe nuestra capacidad para usar el
conocimiento adquirido como producto de la experiencia, uno de esos atributos
del organismo que, al igual que el sentido del tacto o el equilibrio, pasan
normalmente inadvertidos pero cuya ausencia puede resultar devastadora. La
memoria, de tal forma nos permite generar estrategias, habilidades, artes,
maniobras, alternativas, etc., para mostrar nuestra creatividad; usar las
experiencias para sobrevivir en el futuro, incluso predecir cambios del medio
ambiente que pueden ser desfavorables y asi planear mejores tacticas contra las

grandes situaciones cambiantes de la vida (Téllez et al., 2002).

1.1.1. Conceptos basicos de la memoria

Para poder formar una memoria se requieren de tres procesos basicos: la

adquisicion de la informacion, su consolidacion y la evocacion.

Adquisicion. Es la etapa inicial de la memoria y se le conoce como codificacion,
en donde la informacion (dato, sensacion o acontecimiento) es procesada y

llega a nuestro cerebro, asociando distintos factores que son de importante
3



relevancia, como el analisis, la sintesis, la categorizacion, la relacion con
informacion previa, etc.; siendo de gran importancia el factor que proporciona
un significado a esa informacion, ya que se retiene con mayor facilidad (Salmon
y Butters, 1987).

Consolidacion. El almacenaje de informacion no es inmediato, se necesita
tiempo para que la informacion procesada a corto plazo se fortalezca y se
almacene en memoria a largo plazo. Al proceso que permite que la informacion
se mantenga por mas de 24 horas en humanos, se denomina consolidacion, e
incluye los procesos necesarios para que ocurran los cambios plasticos en el
cerebro que generen las representaciones fisicas de las experiencias (Téllez
et al., 2002).

Evocacion. Es la recuperacion de la informacién, a-través de los diferentes
procesos Yy estructuras cerebrales que contienen las representaciones de las

experiencias (Stickgold, 2005).

1.1.2. Clasificacion de aprendizaje

1.1.2.1.  Aprendizaje asociativo

Es un tipo de aprendizaje muy comun, mediante el cual un sujeto aprende por la
asociacion entre dos o-mas fendmenos. Este aprendizaje supone un cambio en
la conducta del sujeto que lo adquiere, hasta el punto de anticipar que
determinadas. estimulaciones o acciones van a acarrear la llegada de otros

estimulos o consecuencias (Haselgrove, 2016).

Condicionamiento clasico. También conocido como pavloviano, es uno de los
tipos de aprendizaje asociativo mas basicos pero a la vez mas fundamentales
que se han investigado. Dos estimulos estan relacionados debido a la
percepcion de que ambos suceden de manera contingente y préxima en el
espacio y en el tiempo, observandose de manera repetida que la aparicion o
desaparicion de un estimulo antecede o se encuentra relacionada con la

aparicion o desaparicion de otro (Kirsch, 2004).



Condicionamiento operante. A diferencia del condicionamiento clasico, en
donde el estimulo incondicionado (EIl) se presenta sin importar si el organismo
da una respuesta o no, en el condicionamiento instrumental el estimulo
incondicionado es el resultado directo de la conducta (Gluck, Mercado y Myers,
2009).

1.1.2.2.  Aprendizaje no asociativo

Contrario al anterior, este tipo de aprendizaje es el que se da a través de un
estimulo que cambia nuestra respuesta por ser repetitivo y continuo. Tolman,
demostrdé con el fendmeno de aprendizaje latente (Tolman y Honzik, 1930) que
los organismos pueden aprender acerca del entorno que les rodea por simple
exposicidn a la situacion, en ausencia de reforzamiento. La fuerza de la respuesta
inicialmente evocada por un estimulo puede aumentar (sensibilizaciéon) o

disminuir (habituacion) a consecuencia de tal exposicion (Sauerhdéfer, 2012).

Habituacion. Es una disminucién en la respuesta innata ante un estimulo como

consecuencia de la experiencia repetida con éste.

Sensibilizacion. Es un aumento en intensidad de la respuesta ante cualquier
acontecimiento ambiental tras la exposicion a un estimulo intenso (Klein, 1994).

La sensibilizacion puede entenderse como el proceso opuesto a la habituacion.

1.1.3. Tipos de memoria

Sensorial. Es:muy breve, dura entre 200 y 300 milisegundos e inmediatamente
desaparece o se transmite a la memoria a corto plazo. Su utilidad tiene que ver
con el aqui-y ahora. La informacién puede ser de tipo visual, auditiva, olfativa,

gustativa (Cowan, 2008).

Corto plazo. También llamada operativa, selecciona y procesa la informacion de
la memoria sensorial transformandola en una experiencia mas significativa.

Pueden permanecer de 5 a 15 segundos.

Largo plazo. Dura semanas, meses o incluso toda la vida. La informacion

seleccionada para formar parte de la memoria a largo plazo, es retenida hasta
5



que deba ser evocada, la capacidad de almacenamiento es practicamente
ilimitada. Se ha dividido en dos tipos: declarativa y no declarativa (Schacter,

1996), también llamadas explicita e implicita (Knowlton & Squire, 1996).

Declarativa. Se compone de hechos y eventos que recordamos de forma

consciente como la letra de nuestra cancion favorita (Cousins,2019).

No declarativa. También conocida como procedimental se almacena de
manera inconsciente. Esta implicada en el aprendizaje de diversas habilidades,
un ejemplo de ello es andar en bicicleta. Es complicado expresarse con

palabras, para corroborar su aprendizaje se necesitan pruebas implicitas.

1.2.Memoria del sabor

La memoria del sabor puede definirse como el almacenamiento de la informacion
del sabor que podra guiar ingestas futuras; incorpora las caracteristicas
intrinsecas del alimento como su valor heddnico asociado y sus caracteristicas
nutritivas o toxicas asociadas al sabor (Gutiérrez et al., 2003; Nuhez-Jaramillo,
2009).

La memoria del sabor surgié originalmente como una tactica de supervivencia
humana. Desde el punto de vista evolutivo la memoria gustativa tiene gran
relevancia debido a que nos permite discriminar cuales estimulos son familiares
y cuales son novedosos. El aprendizaje de la asociacion entre un estimulo
gustativo y malestar gastrointestinal es una aversion aprendida que ha sido vital
para numerosas especies, tal aversion puede impedir futuros envenenamientos.
Este aprendizaje determinara la seleccidén de la dieta de cada individuo, siendo

caracteristico en las especies omnivoras (Molero, 2007).



1.2.1. Modelos de aprendizaje gustativo

Los modelos utilizados en el aprendizaje gustativo permiten evaluar los procesos
necesarios durante el reconocimiento de un estimulo novedoso, ademas de
permitir el analisis de las etapas de adquisicion, consolidacion y evocacion. Los
modelos de aprendizaje gustativo se pueden clasificar en apetitivos y aversivos,
éstos permiten evaluar los aspectos hedodnicos de la recompensa o aversion por

el mismo estimulo (Nufiez et al., 2010).

El reconocimiento del sabor es un modelo robusto que nos permite analizar los
procesos de aprendizaje y memoria, asimismo es una herramienta para estudiar
los diferentes estadios implicados en ella, i.e. codificacion, almacenamiento y

recuerdo (Bermudez-Rattoni, 2004).

Al consumir un sabor nuevo se genera una respuesta inicial de neofobia, que es
un comportamiento innato que nos permite mejorar la evaluacionde las
consecuencias tras su ingestion, esto es util para evitar la ingesta de sustancias
toxicas, un claro indicador es el menor consumo del sabor novedoso. La
respuesta neofdbica dispara diversos eventos celulares involucrados en el
aprendizaje y el recuerdo de las consecuencias apetitivas o aversivas de un
estimulo gustativo. En caso de que se presenten malestares viscerales o toxicidad
tras la ingesta, se desarrollara una aversion al sabor y se rechazara en ocasiones
futuras, este aprendizaje se denomina aversion gustativa (AG). En cambio, si
luego de la ingesta las consecuencias son positivas, el sabor se reconoce como
seguro y se consumird en mayor cantidad en futuras presentaciones. Este

fenomeno es conocido como atenuacion de la neofobia (AN) (Shinohara,2019).

1.2.1.1.  Memoria apetitiva del sabor

El consumo de un alimento por primera vez suele hacerse con cautela,
disminuyendo la cantidad ingerida como respuesta instintiva ante lo nuevo hasta
evaluar las consecuencias en el organismo posteriores a su ingesta; a esto se le
conoce en términos generales como neofobia al sabor. Si el alimento no gener6
sintomas de intoxicacion, se crea una memoria gustativa segura, de tal forma que
el consumo del alimento en el futuro se incrementara significativamente. A dicho

incremento se le conoce como atenuacion a la neofobia (Domjan, 1977; Ramos,
7



2020) y lleva a la formacion de una memoria incidental gustativa. Adicionalmente,
la asociacion del sabor con caracteristicas hedodnicas o nutritivas, inducen a la
formacion de memorias que llevan a desarrollar preferencias gustativas
condicionadas asociadas con consecuencias reforzantes, llevando a un
incremento del consumo e interpretada como memoria de sabor apetitiva (Nufez-
Jaramillo et al., 2009). En el laboratorio hay diferentes modelos para estudiar este
tipo de memoria; por ejemplo, habituacion, preferencia al sabor y atenaucion de

la neofobia (Nufiez-Jaramillo et al., 2010).

1.3.Percepcion de los sabores

El sentido del gusto es un sistema quimiosensorial especializado, dedicado a la
evaluacion de sabores. Los sistemas gustativos detectan compuestos
nutricionalmente relevantes y dafinos en los alimentos y desencadenan
conductas innatas que conducen a la aceptacion o rechazo de posibles fuentes

de alimento (Yarmolinsky, 2009).

La sensacion gustativa se produce por el estimulo de receptores especificos que
estan distribuidos por la cavidad oral. Para que se produzca dicho estimulo las
sustancias quimicas deben entrar en contacto fisico con el receptor. En el humano
existen dos sentidos quimicos, el gusto y el olfato, intimamente relacionados. El
procesamiento de los estimulos gustativos inicia en la boca mediante los
receptores agrupados en las papilas gustativas localizadas en la lengua, paladar,
laringe, faringe y epiglotis (Lalonde y Eglitis 1961; Oakley, 1986; Smith y Frank
1993). Se ha estimado que en la lengua existen alrededor de 10,000 papilas
gustativas, conteniendo cada una de 50 a 150 células receptoras gustativas,
localizando su mayoria en la superficie dorsal de la lengua y decreciendo en
numero con la edad (Ojeda & Icardo, 2004; Kosslyn y Rosenberg, 2004; Purves
et al., 2004).
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Figura 1. Papila gustativa. Las papilas gustativas se conforman por tres tipos de
células receptoras (I, Il, 1ll). Las células de tipo IV son células basales y las de tipo
V son células marginales. Modificado de Witt, 2019.

Cada boton gustativo consta de cuatro tipos de células (ver Figura 1), las tipo |
que son delgadas y densas con una funcion de soporte, presentan corrientes
ionicas implicadas en la transduccion del sabor salado, las tipo Il son claras y finas
con pequefas vellosidades en su extremo apical y las tipo Il similares a las
anteriores en forma y densidad pero con vesiculas sinapticas en el area central,
unas con contenido de acetilcolina y otras que almacenan catecolaminas, poseen
receptores de transduccion para el sabor dulce, amargo y umami. Las células tipo
II'y Ill son las encargadas de la transmision sensorial, aunque las tipo Ill son las
que realmente establecen sinapsis con las fibras nerviosas y median la
transduccion del sabor acido. Las células tipo IV son consideradas como células

progenitoras; también se piensa que actuan como “interneuronas” (Witt, 2019).

Estos receptores se conocen como células receptoras gustativas (TRC, por sus
siglas en inglés) y se han descrito 3 tipos de ellas (tipo 1, 2 y 3). Se pueden
encontrar TCR de todos los tipos en cada papila gustativa, lo cual significa que
todas las papilas tienen la capacidad de procesar los cinco sabores basicos que

son: dulce (asociado con carbohidratos), salado (asociado con sales y minerales),
9



amargo (asociado con alcaloides), agrio (asociado con acidos) o umami (asociado

con aminoacidos) (Chandrashekar et al., 2006).

1.3.1. Estructuras cerebrales involucradas en la memoria del sabor

Las rutas de procesamiento gustativas y viscerales para la formacion de la
memoria del sabor han sido ampliamente estudiadas a través de métodos
anatomicos y electrofisiolégicos (Bermudez-Rattoni, 2004; Yamamoto, 1994),
asociando estructuras con funciones elementales para su formacion. Cuando las
sustancias ingeridas activan a las TRC, se inician cascadas de activacion,
mediadas por la liberacion de neurotransmisores, que envian informacion sobre
las propiedades quimicas de los sabores (ver Figura 2) a través de los nervios
facial (VII, inerva la lengua anterior), glosofaringeo (IX,.inerva la lengua posterior
y lateral) y vago (X, inerva los receptores en la faringe, laringe y epiglotis) hacia

la parte rostral del Nucleo del tracto solitario (NTS) (Gutierrez y Sidney, 2001).

Nervio
facial

Cuerda del
timpano

Figura 2. Esquema de la inervacion gustativa de la lengua y la epiglotis.
Modificado de Witt, 2019. Las fibras gustativas de la cuerda del timpano (CT;
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verde) inervan papilas fungiformes (Fu), que se distribuyen en los dos tercios
anteriores de la lengua (area verde del lado izquierdo). Las fibras de CT
acompanan al nervio trigémino. La parte posterior de la lengua esta inervada por
el nervio glosofaringeo (area azul). Las fibras gustativas reciben estimulos de las
papilas valladas (Va; marcadas con un circulo) y foliadas (Fo; area marcada con
lineas). Las fibras gustativas del nervio vago inervan la epiglotis (area roja). Los
nervios gustativos proyectan al tronco encefalico activando ahi la primera regién

del sistema nervioso central, el NTS.

Las proyecciones eferentes de la parte rostral del NTS conectan con-el Nucleo
parabraquial (NPB) el cual, a su vez, distribuye la informacién gustativa a través
de la via talamo-cortical o a lo largo de la via anterior-ventral como se muestra en
la Figura 3. EI NPB proyecta hacia tres zonas especificas: la regién parvocelular
del nucleo ventroposterior medial del talamo (VPMpc), el nucleo central de la
amigdala (cCAMY) (Gutierrez y Sidney, 2001); estructura fundamental encargada
de procesar el valor hedoénico, no sélo de lo que se come, sino también de una
gran gama de experiencias (Nufiez-Jaramillo et al., 2010). Y, finalmente, el

hipotalamo lateral (HL).
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Figura 3. Esquema de las rutas centrales del sabor activadas a partir del NTS.
Ohla, 2019.

Por su parte, el VPMpc proyecta a la corteza gustativa (CG) (Gutierrez y Sidney,
2001), que funciona como una estructura integradora; ya que sus neuronas son
capaces de responder a sabores, temperatura, tacto, dolor y al estado de las
visceras (Hanamori et al., 1998). Ademas, la corteza gustativa (CG) tiene una
funcidn primordial para representar el valor hedonico de los sabores que se
adquiere con la experiencia de su ingestion (Nufez-Jaramillo et al., 2010).
Posteriormente, la CG proyecta hacia la corteza orbitofrontal (COF), a la que en
ocasiones se le llama corteza gustativa secundaria. Por otro lado, la CG posee
proyecciones reciprocas con cAMY, el cual, a su vez, proyecta reciprocamente
con el HL. Finalmente; cAMY, HL, CG y COF poseen conexion unidireccional con
el NAc. Con el paso del tiempo y de los estudios, se han asociado nuevos circuitos
que participan en la formacién de la memoria del sabor como la corteza perirrinal,
la corteza prefrontal medial (CPFm) y muy importantemente con el NAc, el cual
define la mayoria de los componentes de la via gusto-recompensa (Nufez-
Jaramillo et al., 2009).
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En cuanto a la formacion de memoria gustativa segura, parece implicar un circuito
que incluye areas del I6bulo temporal en el cerebro de la rata, destacando areas
como el hipocampo; la corteza insular, cuya lesién excitotdéxica impide la
atenuacion de neofobia y cuya actividad, mediante la proteina c-Fos, varia con la
familiaridad del sabor; la amigdala basolateral, estructura cuya lesion impide la
atenuacion de neofobia al sabor y modifica la actividad de c-Fos en otras areas
relacionadas, como la corteza perirrinal, estructura que muestra una mayor
actividad de la proteina c-Fos ante la presentacion de sabores novedosos
(Yiannakas, 2017).

En lo que se refiere a las preferencias condicionadas al sabor, ademas de la
participacion de areas cerebrales implicadas en el procesamiento del sabor,
destaca la participacidn de los circuitos de neurotransmision del sistema de
reforzamiento que depende del circuito dopaminérgico mesocorticolimbico y en el
que el nucleo accumbens juega un papel esencial. El sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico comparte conexiones anatémicas funcionales con estructuras

del circuito de procesamiento de sabores (Liu, 2018).

1.3.1.1. Nucleo accumbens

El NAc esta localizado en el cerebro medio rostrobasal (ver Figura 4) y es el
principal componente del estriado ventral. Anatomicamente el NAc esta
subdividido en tres regiones: El NAc core y NAc shell, las cuales ocupan dos
tercios de la estructura.y son claramente diferenciadas. El tercer compartimento
corresponde al NAc rostral o polo rostrobasal (Delfs et al., 1998). Este recibe una
significante inervacion que corresponde a la principal entrada dopaminérgica
proveniente . del area ventral tegmental (VTA), inervacion glutamatérgica
procedente del hipocampo, amigdala y corteza prefrontal, asi como una
inervacion noraderenérgica del locus coeruleus (LC) y del NTS. Asi, mismo, el
NAc establece conexiones salientes GABAérgicas con el palido ventral y el VTA
(Redolar, 2014).
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Ventriculo lateral

Niicleo caudado
Cuerpo calloso

Putamen

Nucleo Accumbens

Figura 4. Corte coronal de cerebro mostrando el Nucleo Accumbens.
Magalhaes, 2017.

1.4.Sistema colinérgico

La transmision colinérgica involucra todas las sinapsis donde la acetilcolina (ver
estructura molecular, Figura 5) actua como principal neurotransmisor, la cual se
descubrid en 1921 y fue el primer neurotransmisor caracterizado tanto en el
sistema nervioso periférico como en el sistema nervioso central de los mamiferos.
La acetilcolina tiene actividad en una variedad de organos, sus principales
funciones son las motoras, neuroendocrinas, parasimpaticas y sensoriales. La
acetilcolina es una molécula organica cuya formula es C7NH1602, y puede actuar
como neurotransmisor_excitatorio asi como inhibitorio a través de sus dos

principales receptores: los nicotinicos y los muscarinicos.

H5C

)j\/\/\CH_,,

3

Figura 5. Estructura molecular de la Acetilcolina
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Todas las regiones de la corteza cerebral estan inervadas por acetilcolina, por lo
gue no es de extranar que la funcidn cortical esté fuertemente influida por la
acetilcolina. Por ello varios grupos neuronales estan relacionados esencialmente
con fenomenos de activacion cortical, el paso del suefio a la vigilia y también con
la memoria. Asi la actividad colinérgica es esencial para mantener el ritmo

hipocampal.

Por otra parte, las lesiones en el nucleo basal de Meynert en animales de
experimentacion provocan pérdida de memoria, que se revierte tras la
administracion de agonistas. Las vias corticales procedentes de este nucleo
juegan un papel preponderante en los procesos de aprendizaje mediante cambios
en la liberacion cortical de acetilcolina, que modulan la respuesta cortical a un

determinado estimulo.

Las vias colinérgicas del hipocampo parecen estar-también involucradas en
procesos de memoria y asociacion. El conjunto, la inervacion colinérgica de areas
corticales limbicas, sugiere su participacion en procesos de consolidacion de la

memoria y componentes emocionales.

Finalmente, las neuronas colinérgicas del estriado juegan un papel primordial en
el control de la actividad motora. La degeneracion selectiva de las neuronas
dopaminérgicas en la enfermedad de Parkinson origina un predominio colinérgico,
con hipertonia y rigidez. Por el contrario, la degeneracion de las neuronas
intrinsecas estriatales, ‘caracteristicas de la corea de Huntington, origina una
hiperactividad dompaminérgica que se caracteriza por movimientos

estereotipados.

1.4.1. Sintesis.

Por neurotransmision colinérgica se entiende el conjunto de sinapsis que tienen a
la acetilcolina como neurotransmisor. La biosintesis de la acetilcolina tiene lugar
en el axoplasma de la terminacion nerviosa colinérgica en un solo paso
enzimatico, a saber, la acetilacion de la colina por la acetil coenzima A (acetil-

CoA), proceso en el que interviene la enzima colina acetiltransferasa (CAT) (Ver
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Figura 6). La enzima CAT se encuentra ubicada, en su mayor parte, en los
terminales nerviosos, en estrecha relacion con la sintesis y liberacion de
acetilcolina, aunque también se ha detectado en el resto de estructuras
neuronales. La CAT parece relativamente especifica de las neuronas colinérgicas.
Gracias al uso de anticuerpos frente a esta enzima, se sabe que la enzima se
sintetiza en el soma neuronal, y posteriormente es transportada a lo largo del axén
hasta la terminacion nerviosa colinérgica, que sera donde tenga lugar la sintesis

de acetilcolina.

Colina Acetil::An:-;erasa Acetilc(c;l\icn;s),terasa Colina
\ jl\ ) {
> 67N N
/ \ Acetilcolina \Q
- Acetil-CoA HS-CoA ACh Acido acético

Figura 6. Sintesis de Acetilcolina. Modificada de Izumi, 2018.

La acetil-CoA necesaria para la sintesis de la acetilcolina se fabrica
principalmente en la mitocondria, y puede derivarse de la glucosa, del citrato y del

acetato mientras que la colina puede provenir de tres fuentes, a saber:

1. Colina plasmatica: se sintetiza principalmente en el higado y va a penetrar en
las terminaciones colinérgicas valiéndose de dos transportadores ubicados en el
plasmalema, uno de baja afinidad (presente en la mayoria de las células) y otro
de alta afinidad (especifico de las terminaciones nerviosas colinérgicas)

dependiente de la presencia de sodio extracelular y de adenosina trifosfato (ATP).

2. Del metabolismo de la fosfatidilcolina de la membrana plasmatica, de la propia
neurona colinérgica. Este lipido de la membrana plasmatica puede provenir de la

dieta o ser sintetizado en el higado.

3. Del espacio intersinaptico: la colina que se produce en la propia sinapsis

colinérgica como consecuencia de la degradacion enzimatica de la acetilcolina va
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a ser recapturada de nuevo hacia la terminacion colinérgica, utilizando los mismos
transportadores que la colina plasmatica. Se estima que aproximadamente un 50-
80% de la colina empleada en la sintesis de la acetilcolina posee este origen, lo
que supone una fuente adicional de este precursor de la sintesis del

neurotransmisor (Flores Soto y Segura Torres, 2005).

En condiciones fisiologicas, se estima que la concentracion plasmatica de colina
es de alrededor de 10 uM, y la Kn, del transportador de colina es de 1-5 uM, con
lo que el suministro de colina a la terminacion colinérgica para la sintesis de
acetilcolina esta de sobra garantizado. Farmacolégicamente, el transportador de
colina de alta afinidad se caracteriza porque puede ser bloqueado por hemicolinio,
asi como por farmacos que puedan interferir con el gradiente intracelular de Na*,

entre otros la ouabaina, el 2,4-dinitrofenol o la azida sodica.

1.4.2. Liberaciéon

La acetilcolina recién sintetizada es almacenada fundamentalmente en el terminal

colinérgico presinaptico, y puede hacerlo de tres formas:
1. De forma libre, disuelta en el citoplasma
2. Envesiculas sinapticas, en ocasiones asociada a otro neurotransmisor

3. Asociada labilmente a membranas y susceptible, por lo tanto, de

desprenderse con facilidad.

En condiciones de reposo, las moléculas de acetilcolina pueden liberarse
espontaneamente al espacio sinaptico en forma molecular o cuantica, originando
los “potenciales miniatura” (MEPP) en la membrana postsinaptica, cuya magnitud
esta considerablemente por debajo de la necesaria para iniciar el potencial de
accion. Las vesiculas sinapticas son la base morfologica de la descarga cuantica,
en su interior contiene la cantidad minima de moléculas de acetilcolina necesarias
para producir los MEPP que se observan espontaneamente en la membrana
postsinaptica. El almacenamiento de la acetilcolina en el interior de las vesiculas

sinapticas se realiza mediante un transportador cuya estructura primaria esta
17



compuesta por doce dominios transmembranales con los dominios aminoterminal

y carboxiloterminal en el citoplasma. El proceso de acumulacién en el interior

vesicular del sustrato se realiza mediante un proceso de intercambio protdnico

dependiente de la accion de una ATPasa-H*-dependiente, quien crea el gradiente

electroquimico por acumulacion de

protones en el interior de la vesicula que seran

intercambiados por el transportador, por acetilcolina y ATP (Ver Figura 7). Este

proceso de captacion puede s

vesamicol, por farmacos que inh

er inhibido estereoespecificamente por el

iben la ATPasa-H*-dependiente como la N-

metilmaleimida, tributilina o bafilomicina y por farmacos que disipan el gradiente

protonico intracelular.
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Figura 7. Sinapsis de Acetilcolina. Florez, 1988.
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Cuando un potencial de accion despolariza la terminacion colinérgica, provoca de
forma rapida y pasajera la abertura de canales de Ca?" en la membrana
presinaptica, con lo que el Ca?" penetra en el interior a favor del gradiente
electroquimico. El aumento de Ca?* en el interior de la terminal servira para activar
la denominada maquinaria de la exocitosis formada, entre otras, por proteinas
plasmalemales (sintaxina, SNAP-25) y vesiculares (sinaptobrevina), ademas
desencadena la movilizacion de la acetilcolina, tanto de la fraccion que esta en
forma libre como de la asociada a las vesiculas sinapticas. Estas interactian con
la membrana presinaptica y descargan su contenido en el espacio sinaptico;
posteriormente retornan y se recuperan. Si la estimulacion nerviosa es muy
prolongada, disminuye el numero de vesiculas de la terminal, pero su sintesis se

recupera con mayor rapidez que la de la propia acetilcolina.

Existen sustancias que inhiben la liberacidon de acetilcolina. Entre ellas destacan
las toxinas producidas por el Clostridium botulinum, el Clostridium tetani o la
excretada por la arana viuda negra a-latrotoxina. Las neurotoxinas del grupo de
los Clostridia son la toxina tetanica y siete serotipos de toxina botulinica (A-G). La
activacién neurotoxica requiere la rotura del puente disulfuro de las cadenas
polipetidicas, posibilitando la interiorizacion de la cadena ligera en cuya secuencia

se encuentra el dominio proteasico responsable de la inactivacion.

La propagacion del impulso nervioso hacia la terminal axénica la despolariza, lo
que permite la apertura de canales de Ca®* sensibles al voltaje. La apertura de
estos canales permite que en su vecindad se formen zonas de alta densidad de
Ca?*, donde su concentracion llega a ser de hasta 1000 veces la concentracion

en reposo.

El'aumento de la concentracion de Ca?* afecta a diversas proteinas, entre ellas,
aquellas involucradas en la exocitosis, en un proceso donde la sinaptotagmina,
parece funcionar como un sensor de Ca?*, que termina de manera subita el

proceso de fusidn de la vesicula una vez que se han formado complejos por
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proteinas como la sintaxina, la SNAP-25, el factor sensible a N-etilmaleimida
(NSF) y proteinas de uniéon a NSF o SNAPs.

1.4.3. Regulacion

El proceso de neurotransmision requiere, para su efectividad, una delimitacion

tanto espacial como temporal.

Una vez liberada al espacio intersinaptico, la acetilcolina interactua con. sus
receptores para ejercer las acciones especificas en cada 6rgano y es degradada
inmediatamente. Si bien la acetilcolina puede hidrolizarse espontaneamente, este
proceso es cien millones de veces mas rapido con enzimas colinesterasicas en el
espacio intersinaptico y que la desdoblan en acetato y colina, sustrato que sera

rapidamente recaptado por el terminal presinaptico gracias al SRCAA.

En los vertebrados se encuentran presentes. dos tipos de colinesterasas: la
acetilcolinesterasa (ACE) y la butirilcolinesterasa (BuCE). Se especula con una
funcidn protectora de la ACE por parte de la BuCE, ya que hidroliza acetilcolina a
concentraciones que causarian la inhibicién de la ACE e interactua con multitud

de inhibidores, pudiendo proteger de esta manera la ACE de ser inhibida.

La regulacion de la sintesis se debe al hecho de que la bomba de colina de alta
afinidad resulta inhibida ‘por un exceso de acetilcolina y acelerada por bajos

niveles lo que hace que resulte como punto de control (Prado, 2002).

1.4.4. Recaptura y degradacién

Los efectos del neurotransmisor concluyen con la desactivacion enzimatica o la

recaptura en el botén terminal.

En la recaptura de colina, ésta entra en las neuronas colinérgicas a través de dos

transportadores:
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1.

Un transportador de alta afinidad dependiente de simporte de Na* (que
también cotransporta CI'). Tiene una Ky de 1-5 uM/L, por enzima de la cual

se satura.

Un transportador de baja afinidad, no saturable, y no dependiente de Na*
ni especifico de neuronas colinérgicas que, aunque puede transportar la
colina principalmente transporta la propia acetilcolina. Tiene una Ky de 100
uM/L.

Una vez producida la acetilcolina en el terminal es capaz de inhibir a la enzima

responsable de su sintesis, la colina acetil transferasa en un feedback negativo.

El catabolismo de la acetilcolina ocurre en la hendidura sinaptica, en este sitio se

localiza la acetilcolinesterasa que hidroliza en fracciones de segundo a la

acetilcolina en colina y acetato. La colina es recapturada nuevamente por la

presinapsis para iniciar un nuevo ciclo de sintesis del neurotransmisor.

1.4.5. Receptores

Los receptores de membrana, cuya funcion principal es la transducciéon de

sefales, pueden dividirse en dos tipos:

1.

Los receptores que permiten la apertura de canales i6nicos, como los
nicotinicos para ACh, GABAA y los de glicina, que poseen un sitio de unién
para el neurotransmisor y contiene el canal idnico responsable de transmitir

la sefal hacia el interior de la célula.

Un segundo tipo de receptor que interactua con proteinas unidas a
nucledtidos de guanina (proteina G), como los colinérgicos de tipo

muscarinico (Chen, 2019).

1.4.5.1. Receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs)

Los ligand-gated ion channels (LGICs), o receptores ionotropicos, por si mismos

constituyen un canal iébnico donde su activacion permite un flujo selectivo de iones

al interior celular, como podemos ver en la Figura 8, y este modifica el potencial
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de reposo de la neurona. El grado de despolarizacién o hiperpolarizacion de la
membrana celular determina la generacion o no de la sefal propagada y, por

tanto, de la transmision de la informacion.

Los LGICs pertenecen a la superfamilia de canales idnicos que incluye:
receptores de glutamato (NMDA, kainato, AMPA), receptores purinérgicos de ATP
(P2X), y miembros de la subfamilia de receptores de tipo cys-loop (CL) que
comprende receptores: nicotinicos de acetilcolina, acido y-aminobutirico, glicina,
serotonina y de zinc. Estructuralmente, los receptores tipo cys-loop presentan dos
cisteinas altamente conservadas en el dominio amino terminal importantes para
la unién del ligando y, todos sus miembros, estan constituidos por cinco
subunidades dispuestas de forma asimétrica formando un poro-por donde se da

el flujo idnico.
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Figura 8. Receptor nicotinico. Modificada de Hendrickson, 2013.

Cada subunidad posee cuatro segmentos transmembrana (TM1, TM2, TM3,
TM4), en forma de a-hélice, un dominio amino y otro carboxilo terminal localizados
en la region extracelular, asi como un dominio citoplasmatico con sitios de
fosforilacion. Los aminoacidos que constituyen la a hélice del segmento TM2

presentan propiedades anfipaticas y conforman el poro del receptor.

Las distintas combinaciones de las subunidades favorecen un nimero elevado de

receptores nicotinicos de acetilcolina con propiedades farmacologicas vy
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localizaciones muy variadas. Los receptores nicotinicos pueden localizarse en
neuronas, union neuromuscular o en los ganglios autbnomos y segun la
naturaleza de los receptores nicotinicos muestran variaciones aun cuando sean

codificados por genes homologos.

Los receptores nicotinicos son pentameros compuestos por distintas
subunidades, tal como lo muestra la Figura 8. En los vertebrados existen
diecisiete subunidades homologas que componen los receptores nicotinicos (a1-
a10, B1-B4, vy, O, €), siendo la configuracidén mas frecuente la compuesta por dos
subunidades a idénticas, una 3, una y y una 9; relacionadas en secuencia y

estructura terciaria formando un poro central.

La distribucion cerebral de los receptores nicotinicos es relativamente homogénea
y no se restringe a determinadas vias. Sin embargo, es mas densa en algunas
regiones como el talamo, la corteza y los ganglios basales. Su ubicaciéon puede
ser presinaptica, postsinaptica o perisinaptica y, en comparacion con los

receptores muscarinicos de acetilcolina, presenta una menor densidad cerebral.

Ya que los receptores nicotinicos forman canales permeables a los cationes, la
unién de la acetilcolina a estos receptores origina un flujo de iones positivos Na*,
K*, Ca?*. Donde principalmente se produce entrada de iones sodio y una salida
de iones potasio especificamente para los receptores (a3)(34) y (a4)(B2), aunque
también se ha descrito la entrada a la célula de iones calcio en el caso de los

receptores (04)(B2) y (a7).

1.4.5.2.  Receptores muscarinicos de acetilcolina (mMAChRs)

Los receptores muscarinicos son elementos esenciales de la transmision
colinérgica de muchos procesos fisioldgicos: transmision interneuronal en el SNC,
ganglios vegetativos y plexos nerviosos, contraccion del musculo liso, génesis y
conduccion de estimulos cardiacos, y secreciones exocrina y endocrina. Aunque
inicialmente se considerd que los receptores muscarinicos pertenecian a una sola
especie, la diferente selectividad de algunos receptores en territorios especificos,
mostrada frente al antagonista pirenzepina, inicié un proceso de diferenciacién de

subtipos de receptores que culminé con el clonado al menos de cinco subtipos
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moleculares. Todos ellos presentan una estructura molecular enteramente
diferente de la de los nicotinicos. Pertenecen a la gran familia de receptores de
membrana que presentan siete dominios transmembranales, asociados a
proteinas G (Ishii, 2006).

Los receptores muscarinicos mAChRs se encuentran asociados a una proteina
con accion enzimatica (GTPasa) y se les conoce como receptores acoplados a
nucleotidos de guanina o receptores acoplados a proteina G (GCPRs) (Ver Figura
9). La cantidad de GCPRs es muy abundante habiéndose descrito mas de 1000
tipos distintos. Los receptores (3-adrenérgicos (BARs) y los mAChRs forman parte
de este tipo de receptores y son los que se encuentran mejor caracterizados

estructuralmente (Maeda, 2019).
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Figura 9. Receptor muscarinico. Modificado de Eglen, et cols. 2001.

Todos los subtipos de receptores muscarinicos se encuentran distribuidos en
neuronas del SNC, repartidos de forma irregular, ubicados en zonas neuronales,
dendritas y terminaciones axodnicas tanto de neuronas colinérgicas como no
colinérgicas. En las neuronas ganglionares del sistema vegetativo, incluidas las
de los plexos mientéricos de la pared gastrica, se encuentran preferentemente
receptores M1. En los tejidos periféricos, los receptores M2 predominan en el

corazdn (nodos sinoauricular y auriculoventricular, y musculo auricular) y, en
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mucho menor grado, en otras células musculares lisas. Los receptores M3 se
encuentran principalmente en células secretoras y en células musculares lisas.
Los M4 estan presentes en las células endoteliales vasculares, en neuronas

ganglionares, vasos deferentes y utero (Kruse, 2012).

1.4.6. Vias colinérgicas

El sistema colinérgico podria ser el sistema neurotransmisor neuromodulador mas
importante en el cerebro. La distribucion y morfologia de las neuronas colinérgicas
es muy variada. Las que tienen axones cortos se pueden considerar como
interneuronas, son muy abundantes en el estriado, donde establecen una
estrecha relacion funcional con las neuronas dopaminérgicas, cuyas terminales
son muy abundantes en esta zona. Los nucleos de los pares craneales tienen
también abundantes interneuronas colinérgicas, lI0-mismo que toda la médula
espinal. Otras interneuronas colinérgicas se encuentran en la corteza cerebral de
los roedores, pero no tienen su equivalente en primates. Se distribuye en una
variedad de nucleos diferentes, de los cuales dos grupos el prosencéfalo basal y
pedunculopontina tienen proyecciones divergentes extensas y, en la corteza y el

talamo, incluido el nucleo reticular, también tienen proyecciones convergentes.

Las proyecciones colinérgicas desde el prosencéfalo basal hasta la corteza y el
talamo se consideran esenciales para controlar la atencion selectiva, y el hecho
de que el 90% de las proyecciones del tronco encefalico hacia el talamo sean
colinérgicas es de particular interés en vista de la importancia del talamo en

conciencia consciente.

Las vias cerebrales colinérgicas con axones largos tienen una localizacién mas
difusa que las aminérgicas, y no siempre sus cuerpos celulares se corresponden
con nucleos definidos. La via colinérgica que sale de la base del cerebro anterior,
cuyos cuerpos celulares se encuentran en el septum, la banda diagonal de Broca,
pallidum ventral y, sobre todo el nucleo basal de Meynert, se extiende hasta el
bulbo olfativo, corteza, amigdala y/o hipocampo, quedando toda la via del sistema

de recompensa cerebral bajo su influencia.
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Se han realizado diversas descripciones de las vias colinérgicas, Sir Henry Dale
(1973), fue el primero que planted la hipotesis de la presencia central de
transmision colinérgica. La demostracion de la presencia en el sistema nervioso
central de acetilcolina y colina acetil transferasa, sintesis de ACh y liberacion de
ACh en el SNC, y los efectos centrales y periféricos de muscarinicos y

anticolinesterasas.
e Via Septo-hipocampal

Esta via es una de las mejores vias colinérgicas descritas. A diferencia del cuerpo
estriado, la gran mayoria de la inervacion colinérgica del hipocampo, el bulbo
olfatorio, la amigdala y el neocortex proviene de fuentes extrinsecas localizadas
en el prosencéfalo basal. El neocortex y el hipocampo de roedores adultos
contienen cuerpos celulares intrinsecos ChAT positivos que pueden proporcionar
aproximadamente el 30% de su inervacién colinérgica. Por lo tanto, las fuentes
extrinsecas representan hasta el 70% de la entrada colinérgica cortical en el
cerebro de los roedores y esta proporcion puede ser incluso mayor en el primate

adulto.

El septum ocupa una posicion fundamental en el cerebro, conectando los centros
inferiores del SNC con las areas limbicas. Se han identificado muchas vias que
proyectan desde estos centros  inferiores hasta el septum. Las neuronas
dopaminérgicas proyectan  hacia el septum lateral desde el Tegmento

Ventromedial.

Se ha descubierto que esta via dopaminérgica ejerce una influencia inhibidora
sobre la via colinérgica del hipocampo septal. Se ha descubierto que la
apomorfina, “agonista dopaminérgico de accion directa, reduce la tasa de
renovacion de ACh (TRACh) en el hipocampo. Ademas, la inyeccion local del
antagonista de la dopamina, haloperidol, o el agotamiento de la dopamina septal
mediante la inyeccién local de 6-hidroxidopamina en el tabique o el area AlO da

como resultado un aumento de la TRACh del hipocampo.

Sin embargo, dado que las terminales nerviosas dopaminérgicas estan ubicadas

en el tabique lateral y los cuerpos celulares colinérgicos estan ubicados en el
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tabique medial, se debe involucrar una interneurona para conectar los dos. Un
candidato mas probable para este neurotransmisor es GABA. La inyeccidn
intraseptal del agonista de GABA muscimol, como la apomorfina, reduce la

TRACh en el hipocampo.
e Neuronas colinérgicas corticales

Existe mucha evidencia de que la fuente principal de las terminales colinérgicas
ubicadas en la corteza cerebral es un grupo de cuerpos celulares ubicados cerca
del area septal. Una fuente de neuronas colinérgicas que se proyectan a la corteza
cerebral es un grupo de neuronas que se ubican en la extremidad ventromedial
del globo palido y se extiende caudalmente desde el septum al NBM. Se ha
encontrado que las proyecciones a las estructuras neocorticales mediales estan
inervadas por estructuras mas rostrales y las proyecciones a las estructuras
neocroticales mas orientadas lateralmente estan inervadas por células ubicadas

caudalmente.

Esta via podria considerarse parte de la via ventral tegemental propuesta por
Shute y Lewis (1975). Se sabe que las neuronas colinérgicas corticales se ven
afectadas por una serie de farmacos con poderosos efectos conductuales. Tanto
la corteza como el area septal reciben proyecciones serotoninérgicas de los
nucleos dorsal y medial de raphe; por lo tanto, existe la posibilidad de una
interaccidn entre estas neuronas y las colinérgicas corticales. La proyeccion
colinérgica del prosencéfalo basal hacia la corteza también esta regulada por un

mecanismo GABAérgico fasicamente activo.
e Neuronas Colinérgicas estriatales

El estriado contiene una de las mayores concentraciones de ACh. El complejo
estriado tiene cuatro componentes principales de los cuales todos contienen
neuronas colinérgicas: el caudado y el putamen, denominados colectivamente
neostriado, y el tubérculo olfatorio y el nucleo accumbens también conocido como
estriado limbico. La concentracion de neuronas colinérgicas en el estriado limbico
es particularmente alta alrededor de las islas de Calleja. Estas neuronas no

parecen tener proyecciones fuera del cuerpo estriado. De hecho, el complejo
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estriado proporciona el ejemplo mas conocido de una estructura telencefalica que
recibe casi toda su entrada colinérgica de las interneuronas del circuito local.
Ademas de estas proyecciones locales, el cuerpo estriado también recibe lo que
probablemente sea una inervacion colinérgica relativamente menor de las
neuronas positivas para ChAT del prosencéfalo basal. Por otra parte, se han
reportado receptores muscarinicos y nicotinicos en el estriado. Los nicotinicos
parecen estar localizados en terminales serotoninergicas y catecolaminergicas.

Parece ser que las neuronas colinérgicas son intrinsecas de esta area.

El parkinsonismo refleja una deficiencia de dopamina en el cuerpo estriado. Una
de las vias mas conocidas del SNC es la via dopaminérgica nigroestriatal, que se
proyecta desde la zona compacta de la sustancia negra al caudado-putamen. Se
sabe que la ACh interactua de manera reciproca con la dopamina en el cuerpo
estriado. La dopamina inhibe la descarga neuronal en el cuerpo estriado y los
agonistas dopaminérgicos aumentan el contenido estriado de ACh,

presumiblemente debido a una disminucion en la liberacion.

La interaccion entre ACh y DA en el cuerpo estriado también puede incluir un
enlace GABAérgico. Otra proyeccion del cuerpo estriado que parece regular las
neuronas colinérgicas del estriado es la via -corticoestriatal, que muy

probablemente utiliza el neurotransmisor excitador, el glutamato.

Los resultados de Mitchell (1980) predecirian un aumento en la liberacion de ACh
por agentes miméticos de GABA, a menos que se localice una interneurona

inhibidora entre las neuronas de ACh y glutamato.
e Proyecciones colinérgicas al nucleo interpeduncular

El ndcleo habenular medial contiene neuronas ovaladas, ligeramente positivas a
ChAT."Aunque no se ha comprobado esto directamente mediante métodos de
transporte e inmunohistoquimicos combinados, es razonable suponer que estas
neuronas envian proyecciones colinérgicas al nucleo interpeduncular a través del

tracto habenulo-interpeduncular.

La mayoria de los receptores son nicotinicos, también hay algunos receptores

muscarinicos.La mitad de las neuronas colinérgicas que terminan en el nucleo
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interpeduncular surgen en otra parte, pero atraviesan la habénula. Los resultados
de Lehmann y Fibiger (1981) respaldan aun mas una fuente extra-habenular de
neuronas colinérgicas interpedunculares. Usando histoquimica de AChE en
combinacion con difluofosfato, han reportado una probable proyeccion colinérgica
desde la rama horizontal del nucleo de la banda diagonal hacia el nucleo

interpeduncular.

Parietal
cortex

Hippocampus
and amygdala

Figura 10. Sistemas colinérgicos en el cerebro humano. Perry et al., 1999.Las dos
vias principales se proyectan ampliamente a diferentes areas del cerebro:
neuronas colinérgicas basal-prosencéfalo (rojo), y neuronas tegmentarias
dorsales dorsales pedunculopontino-laterales (azul). Las interneuronas estriatales
(naranja), nucleos de pares craneales (circulos verdes), nucleos vestibulares
(violeta); y preganglionares y motoneuronas de la médula espinal (amarillo)
forman parte de otros grupos de neuronas colinérgicas.

1.4.7. Sistema colinérgico y la memoria del sabor

La acetilcolina, es un neurotransmisor involucrado en los procesos de aprendizaje
y memoria (Squire & Davis, 1981). Particularmente el NBM es el nucleo

colinérgico que proyecta hacia la Cl (Malenka, Nestler, & Hyman, 2009).

Se ha reportado que la actividad colinérgica esta involucrada en el procesamiento
de sabores novedosos tales como azucar, ya que al probar este sabor por primera
vez se inducen incrementos en los niveles extracelulares de acetilcolina dentro de
la corteza insular (Cl), cambio que no se refleja cuando el sabor se vuelve familiar
(Miranda & Bermudez-Rattoni, 2007).
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El desemperio de los animales durante el aprendizaje gustativo varia en funcion
de los niveles de ACh. En el mismo sentido, la administracién de farmacos
agonistas colinérgicos facilita la memoria del sabor, mientras que los antagonistas

de los receptores de ACh provocan un deterioro de la misma (Ruetti et al., 2009).

La estructura cerebral principalmente implicada en la memoria del sabor es la CI.
Por ejemplo, para investigar el papel del sistema colinérgico sobre la memoria
gustativa se midio la liberacion de ACh en la Cl en respuesta a la novedad del
sabor (Miranda, Ramirez-Lugo & Bermudez-Rattoni, 2000). En este trabajo se
observo, a través de microdialisis, que la liberacion de ACh era mayor ante el
sabor novedoso, lo cual se relacionaba con un menor consumo de estos animales.
Por el contrario, cuanto menos novedoso era el sabor, mayor era el consumo del
estimulo gustativo y se producia menos liberacion de ACh. En relacién a la AG,
también pudo observarse una liberacion de ACh en la Cl durante la adquisicion
de esta tarea (en la cual se presenta igualmente un sabor novedoso), pero no
durante el recuerdo de la misma (Miranda & Bermudez-Rattoni, 1999). Es decir,

la novedad induce la liberacion de ACh en ambos paradigmas.

Acorde a los resultados de Berman et al., (2000) la administracion del farmaco
antes del estimulo gustativo deteriord el aprendizaje de AG, tanto al evaluar esta
memoria a corto plazo (4h luego del condicionamiento) como a largo plazo (24h).
Sin embargo, el antagonista muscarinico no fue efectivo cuando se administré
antes del El o del test, se podria concluir que el sistema colinérgico se encuentra
involucrado en la deteccidon del sabor y por ende en la memoria del mismo
(Ferreira, Gutiérrez, De La Cruz & Bermudez-Rattoni, 2002; Gutiérrez, Rodriguez-
Ortiz, De La Cruz, Nufiez-Jaramillo & Bermudez-Rattoni, 2003; Gutiérrez, Téllez
& Bermudez-Rattoni, 2003; Ramirez-Lugo, Miranda, Escobar, Espinosa &
Bermudez-Rattoni, 2003). Sin embargo, estos resultados no sefialan que este
sistema de neurotransmision esté implicado en la adquisicion de la asociacion

entre el sabor y sus consecuencias.

De modo aun mas especifico, Ramirez-Lugo et al. (2003) estudiaron qué tipo de
receptores muscarinicos se encuentran implicados en la AG, sus resultados

indicaron que el sistema colinérgico a través de los receptores post-sinapticos
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tiene un papel importante en las etapas tempranas de la formacion de memoria
gustativa, pero su antagonismo no afecta el recuerdo si el bloqueo de los
receptores se produce luego de que se consolido la informacion. En contraste con
lo anterior, Naor y Dudai (1996) hallaron que el farmaco si deterioré la memoria
de AG. Las discrepancias entre estos resultados pueden deberse, por ejemplo, a
la dosis utilizada en cada uno de los trabajos, ya que la de Ramirez-Lugo et al.,
(2003) fue de 0.5mM, mientras que la de Naor y Dudai fue de 1mM (1996).

En varios trabajos también se analizo el papel de los antagonistas muscarinicos
sobre la memoria del sabor a través del paradigma de AN. Gutiérrez, Rodriguez-
Ortiz et al. (2003), Gutiérrez, Téllez et al. (2003), asi como Nufez-Jaramillo et al.
(2008), estudiaron el efecto de la escopolamina administrada en la Cl sobre la AN.
La droga se administré de modo previo o posterior a la presentacion del estimulo
novedoso, y se hall6 que ambos tratamientos impiden la atenuacion de la neofobia
observada en el grupo control, es decir, que los animales bajo el efecto de la droga
mostraron un menor consumo del EC (sacarina) cuando se presentd
posteriormente. Ademas, investigaron el efecto tiempo-dependiente del
antagonista inyectandolo 15min, 30min, 2h, 4h, 8h y 12h luego de la ingesta del
sabor novedoso. Luego de 24h de esa primera ingesta, se evaluaron a los sujetos
y observaron que la escopolamina previene la AN cuando es inyectada 15min,
30min, 2h y 4h luego del consumo de la sacarina. Cuando el farmaco se
administra luego de esos intervalos ya no afecta la consolidacién de la informacién

acerca del sabor novedoso.

Ademas de la ClI, existen otras regiones cerebrales involucradas en la memoria
del sabor, aunque los sistemas que controlan no son especificos de la memoria
gustativa, sino del procesamiento general de la informacién. Se sabe que el
sistema de memoria compuesto por el I6bulo temporal medial (hipocampo y areas
adyacentes, como la corteza entorrinal, perirrinal, y parahipocampal) funciona
como un almacén temporal de la memoria, mientras que la neocorteza actuaria
como un depdsito mas permanente y a largo plazo, y es independiente del
funcionamiento del Iébulo temporal medial (Alvarez & Squire, 1994). Mas

especificamente, la corteza perirrinal es un area de asociacion que al ser dafiada
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induce multiples déficit cognitivos, y aqui la actividad colinérgica es sumamente
relevante. En esta region se integran distintos tipos de informacion sensorial, y
sus células parecen estar involucradas en la formacion de la huella de memoria
pero no en el proceso asociativo o en el recuerdo de la aversiéon aprendida
(Gutiérrez, De La Cruz, Rodriguez-Ortiz & Bermudez-Rattoni, 2004).

Para evaluar la participacion del sistema colinérgico en la corteza perirrinal sobre
la memoria del sabor, Gutiérrez et al. (2004) realizaron los procedimientos de AG
y AN, y administraron escopolamina antes o después de la presentacion del sabor
novedoso. Los resultados son similares a los hallados en la CIl. En la AG, el
antagonista muscarinico administrado de modo previo al EC deterioro el
condicionamiento, tanto cuando se evalué la memoria a corto plazo.como a largo
plazo. Sin embargo, la escopolamina no tuvo efecto cuando se administroé luego
de la presentacién del sabor novedoso, por lo que esta droga no interfiere con la
asociacion entre la traza de memoria y el malestar gastrointestinal. Debido a que
el efecto de la escopolamina sobre la AN y la AG varia en funcién del momento
en el cual se administra el farmaco, puede concluirse que ambos procedimientos
inciden sobre procesos corticales diferentes una vez que el animal probé el sabor

y formé la huella mnémica del mismo, aversiva o apetitiva.

La actividad colinérgica demuestra un papel determinante en la memoria del
sabor, especificamente en la codificacion y el reconocimiento de los estimulos

novedosos, y de sus consecuencias.

1.5.Nucleo accumbens y la memoria gustativa

Las investigaciones acerca de la funcion NAc se han enfocado principalmente en
recompensa, adiccion y motivacion (Gutierrez y Sidney, 2001; Weiss et al., 1992;
Mongenson et al., 1980). Sin embargo, también existen evidencias que indican
que el NAc juega un papel crucial durante la formacion de la memoria, debido a
que comparte conexiones anatomicas funcionales con una gran variedad de

estructuras que se encuentran intimamente involucradas con el circuito de
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procesamiento de los sabores (Pedroza-Linas et al., 2009; Ramirez-Lugo et al.,
2006 y 2007). Se ha sugerido que durante el desarrollo de la memoria gustativa
el NAc tiene una participacién importante (Maldonado-Irizarry et al. 1995; Kelley
and Swanson 1997; Rada et al. 1997; Stratford y Kelley 1997; Saul’'skaya y
Mikhailova 2003), ya que permite integrar las sefales gastricas-vagales
relacionadas con los procesos digestivos (Mehendale et al. 2004) y también se ha
demostrado su participacion durante la deteccion de sabores novedosos

disminuyendo la actividad neuronal espontanea (Lee et al., 1998).

El NAc core proyecta hacia el palido ventral, al nucleo entopeduncular y la
sustancia nigra compacta (Heimer et al., 1991). Por otro lado, el ‘NAc shell
proyecta hacia la parte medial del palido ventral (PV), el hipotalamo, el area
ventral tegmental, nucleo parabraqueal y la sustancia nigra compacta (Zaham,
2000).

23
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Figura 11. Representacion esquematica del NAc en el cerebro de rata. Ubicado en
la regidn anterior rostrobasal del cerebro (numero 9, circulo amarillo). Modificada
de Redolar, 2014.

Diversos trabajos en la literatura indican que el NAc-shell y el NAc-core difieren
histoquimicamente en términos de sus proyecciones aferentes y eferentes por lo
que producen respuestas diferenciales hacia una gran variedad de estimulos. Por
ejemplo, existen evidencias que muestran que ambas subregiones se encuentran

implicadas en la formacion de la memoria aversiva, sin embargo, en la formacion
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de una memoria segura esta implicado solamente el NAc-shell y muy
estrechamente implicado en el procesamiento del valor heddnico de los sabores,
ya que la administracion intracerebral de agonistas dopaminérgicos en el NAc-
shell producen un incremento en el consumo de sabores menos agradables al
paladar, tales como Quinina (Bassareo et al., 2002). Por otro lado, Yamamoto et
alaboradores (2006), demostraron que lesiones en el area ventral tegmental,
cuyas aferencias alcanzan fundamentalmente al NAc-shell, reducen el consumo
de azucar, siendo el sabor dulce preferido frente a sabores salados, amargos y
acidos. Asi mismo, la inactivacion reversible del NAc-shell mediante la
administracion intracerebral de anisomicina interrumpe la atenuacion de neofobia al

sabor.

1.5.1. Relacion entre nucleo accumbens y acetilcolina

El papel que juega la actividad colinérgica en torno a la memoria del sabor ha sido
ampliamente estudiada ya que se sabe que la acetilcolina esta implicada en
procesos de atencion, procesamiento de informacion sensorial y su asociacion,

modula cambios plasticos en la corteza auditiva y somatosensorial.

El NAc esta involucrado en la deteccion novedosa, durante el reconocimiento del
sabor, las neuronas del NAc muestran una disminucion de su actividad neuronal
espontanea al consumir unalimento novedoso (Kelley, 2004). La infusion oral de
un sabor apetitivo estimulante, como una dulce solucién de chocolate, incrementa
rapidamente la liberacion de DA (Glass, 1999), en cambio un estimulo aversivo
como es una solucion salina saturada no altera los niveles basales de DA en el
NAc shell (Di Chiara, 2002). Los receptores muscarinicos son cruciales en el NAc
shell, perono en el NAc core, por la formacién de cualquiera de las dos, memoria
apetitiva o memoria aversiva al sabor. Tomados juntos, parece que el NAc esta
involucrado no unicamente en la deteccion de un estimulo novedoso, sino que
ademas en el procesamiento del estimulo con valor heddnico a través de

diferentes sistemas de neurotransmision.
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El NAc se divide en dos sub-regiones: parte medial o central denominada Shell
que se relaciona con el componente limbico y el lateral o core que se relaciona
con el componente motor (Zahm, 2000). EI NAc se encuentra implicado en el
refuerzo, en la ingesta, en la actividad motriz, en el desarrollo de las adicciones,
en los procesos de aprendizaje y memoria, y ademas es considerado una
interfase entre la motivacion y el comportamiento dirigido a metas (Pedroza-

Llinas, Ramirez-Lugo, Guzman-Ramos, Zavala-Vega & Bermudez-Rattoni, 2009).

Los resultados de estos estudios nos permiten concluir que la transmision
colinérgica es necesaria en el NAc Shell tanto en memoria segura como aversiva,
por lo que la actividad muscarinica es necesaria para el aprendizaje de un sabor.
Bloquear los receptores muscarinicos en un area tan fundamental para el
procesamiento del sabor, como el NAc, provoca un deterioro en el aprendizaje de
los animales acerca de los sabores que se les presentan, y de sus consecuencias,
esto varia de acuerdo a la region del NAc en que se realice el bloqueo (Taha &
Fields, 2005)

La actividad colinérgica en la memoria de los sabores, desempefia un papel clave,
especificamente en la codificacion  y el reconocimiento de los estimulos

novedosos, y de sus consecuencias (Hampel, 2018).

Se ha demostrado que los sabores dulces debido a su valor heddnico positivo
generan una mayor preferencia de consumo, pero poco se sabe acerca de los
cambios neuroquimicos producidos en la memoria por efecto del consumo crénico

de sabores apetitivos, como es la azucar.

En la literatura esta ampliamente demostrado que el sistema colinérgico, en la
corteza insular, estructura que recibe informacién gustativa, olfativa y visceral,
facilita el procesamiento de la relevancia del estimulo incrementando los niveles
de ACh en respuesta a un sabor novedoso y disminuye gradualmente a medida
que el sabor se vuelve familiar (Miranda et al., 2000), sin embargo, no se conoce
si el consumo cronico de azucar cambia de forma significativa los niveles de ACh
en el NAc, estructura que se sabe también tiene una participacion importante en
el reconocimiento de sabores; por lo que resulta importante conocer los cambios

en los niveles extracelulares de ACh, especificamente en el NAc Shell, la
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subregion altamente ligada con estimulos apetitivos, comparando el consumo

cronico con el consumo novedoso y familiar.
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2. HIPOTESIS

Los niveles extracelulares de ACh en el nucleo accumbens shell presentaran

cambios significativos dependiendo del grado de familiaridad al azucar.
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3. OBJETIVOS

3.1.General
Cuantificar por medio de la técnica de microdialisis en ratas en libre movimiento,
los niveles extracelulares de ACh en el nucleo accumbens Shell inducidos por el
consumo de azucar durante la novedad, la familiaridad y después del consumo

cronico durante 14 dias.

3.1.1. Objetivos especificos

e Determinar si existen diferencias en el peso corporal de los animales, en el
alimento consumido y en la ingesta de liquido en los tres grupos
experimentales.

e Evaluar los cambios en los niveles extracelulares de ACh en el NAc-shell
durante el consumo novedoso, familiar y crénico de una solucion

azucarada al 10% como unico liquido de ingesta disponible.
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4. METODOLOGIA

4.1.Sujetos

Se utilizaron 12 ratas macho de la cepa Wistar con un peso 280 a 300 g.

4.1.1. Esquemas del protocolo experimental

Cuadro 1. Esquemas de consumo durante la microdialisis. Se muestra el
protocolo experimental que siguieron los tres grupos con los que se trabajo.
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4.1.2. Habituacion
Tras su llegada del bioterio del Instituto de Neurobiologia, UNAM, los animales se
colocaron en cajas individuales (45 x 25 x 20 cm) dentro del vivarium del
laboratorio con alimento y-agua ad libitum durante 7 u 8 dias, esto con el fin de
lograr la habituacion al ciclo invertido de luz-oscuridad: 12 h de luz / 12 h de
obscuridad (8 a.m. a 8 p.m.), siendo el ciclo de oscuridad y fase de actividad el
que se utilizd para la realizacion de todos los experimentos. Se mantuvo la

temperatura regulada a 23 £ 2 °C y humedad relativa del 60 £ 5 %.

Todos los métodos usados siguieron las normas establecidas por el Comité de
Bioética y Cuidado Animal del Instituto de Neurobiologia de la UNAM, lo
establecido en la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999). Asi como
también, los lineamientos del buen manejo y ética experimental aplicados

internacionalmente para el manejo y uso de animales de experimentacion.
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4.1.3. Grupos experimentales

Al término de la aclimatacion, los animales fueron divididos en tres grupos:

4.1.4. Grupo Novedoso y Grupo Familiar

Durante 14 dias los animales tuvieron acceso a alimento sélido (pellets) y a agua
ad libitum. Diariamente se registré el peso corporal, el peso del alimento y el
volumen de liquido consumidos. Todas las mediciones se realizaron en un
intervalo de tiempo entre las 11 y las 13 horas todos los dias. Al término de este

periodo los animales fueron sometidos a cirugia esterotaxica.

4.1.5. Grupo Cronico

Durante 14 dias las ratas tuvieron acceso ad libitum a alimento solido (pellets) y
al consumo de una solucion de azucar al 10%. Al igual que para el grupo
novedoso y familiar, diariamente se registré el peso corporal, el peso del alimento
y el volumen de liquido consumidos. Todas las mediciones se realizaron en un
intervalo de tiempo entre las 11 y las 13 horas todos los dias y al término de este

periodo las ratas fueron sometidos a cirugia estereotaxica.

4.2.Cirugia
Al término del periodo de 14 dias, las ratas fueron sometidas a cirugia
estereotaxica para ser-implantadas unilateralmente con una guia canula para
microdialisis, bajo profunda anestesia con una mezcla de xilacina y ketamina (3
mL/kg y 7 mL/kg, respectivamente) asi como 3 mL de solucién salina isotonica
para prevenir deshidratacion. La canula fue dirigida al NAc-shell utilizando
coordenadas de referencia: anteroposterior, +1.6 mm; lateral, +0.9 mm; ventral, -
6.0 mm; desde Bregma segun Atlas de Paxinos, 1998 y fijada a craneo a través
de 2 tornillos y acrilico dental. Al final se insert6 un estilete en la guia canula para
evitar su obstruccion durante el periodo de recuperacion, el cual tuvo una duracién
de 5 dias, durante los cuales los animales tuvieron acceso ad libitum a alimento y
agua para los grupos novedoso y familiar y el grupo cronico, tuvo acceso a un

bebedero con agua y a otro bebedero con la solucién azucarada al 10%.
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4 .3.Habituacion en la camara de microdialisis en libre movimiento

En el ultimo dia de recuperacion las ratas fueron privadas de liquido por 18 h, a
cada rata se le presento una probeta graduada de 50 mL con 40 mL de liquido
segun el grupo experimental en un tiempo total de acceso de 15 min (Unico
periodo de acceso a liquidos por dia). El consumo se llevo a cabo dentro de la
camara de microdialisis. Se registraron los consumos correspondientes a cada
probeta en la bitacora (con incertidumbre de 0.5 mL). Este procedimiento se llevo
a cabo por tres dias consecutivos para habituar a los animales a la camara y

establecer una linea base de consumo.

4.3.1. Esquemas de consumo durante la microdialisis

e Novedoso. Tuvieron acceso a una solucion de azucar al 10% durante 15

min por un dia (dia 23) (n=4).

e Familiar. Tuvieron acceso a una solucién de azucar al 10% durante 15 min
por dos dias (dia 23 y 24) (n=4).

e Cronico. Tuvieron acceso ad libitum a una solucion de azucar al 10%
durante 22 dias y en el dia de microdialisis (dia 23) solamente tuvieron

acceso a sacarosa durante 15 min (n=4).

4 4 Microdialisis

Al finalizar la linea base las ratas fueron sometidas a los experimentos de

microdialisis segun el grupo experimental correspondiente. Ver cuadro 1.

El procedimiento de microdialisis inicido conectando la sonda de microdialisis de 3
mm (Eicom CX-I-12-03. 807.000.00) a una bomba de microinyeccioén con un flujo
constante de 2 pL/min de una solucion Ringer (pH 7.4) de la siguiente
composicion: 118 mM NaCl, 2.5mM de CaClz, 1.2 mM MgSO4, 1.2 mM de
KH2POs4, 4.7 mM KCI, 25 mM NaHCOs3 y 1 mM de neostigmina (inhibidor de la

acetilcolinesterasa (AChE)). Una vez que el flujo fue continuo se inserté la sonda

41



de microdialisis a la guia canula de la rata en el NAc-shell y la rata fue colocada

en la camara de microdialisis.

Los primeros 60 minutos se consideraron como periodo de estabilizacion, tiempo
requerido para que los neurotransmisores regresen a sus niveles basales por lo
gue no se realizé la colecta durante este tiempo. Al término de los 60 min, se
tomaron muestras en intervalos de 15 min, colectando 30uL por muestra. El
procedimiento general de muestreo de microdialisis consistidé en 17 fracciones: 4
fracciones de liberacion basal; en la fraccion 5, se presenté la probeta con
solucién de azucar al 10%. Después del consumo, se colectaron 9 fracciones
mas. Las fracciones colectadas fueron congeladas inmediatamente a -30°C o

analizadas por HPLC.

4.4.1. Cuantificacion de ACh por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC)

Se utilizé una columna para separacion de acetilcolina (AC-Gel, 2.0mm x 150mm.
Eicom 680.050.00). ACh y Ch son eléctricamente inertes y por ello necesitan ser
convertidos a H2O. antes de la deteccion. Para ello se utilizé un reactor
enzimatico, que contiene la acetilcolinesterasa y colina oxidasa (AC-ENZYM I
3x4mm. Eicom 680.230.00) a 30°C. La elusién fue analizada a través de un
detector electroquimico con electrodo de platino (EPSILON-BASIi) con una
ganancia de 10nA a un potencial de 350mV vs electrodo de referencia Ag/AgCI.
El flujo se conservo a 0.6 mL/min. La fase movil estuvo conformada 50 mM de
Bicarbonato de sodio, 300mg de octil sulfato de sodio, 50mg EDTA ajustado a pH
8.1 filtrado con0.22um y aforado a 1L. Los valores de acetilcolina, se calcularon
con base a estandares externos con concentraciones conocidas (curva de
calibracion de 4 puntos). Los resultados se calcularon a partir de las lecturas del

area del pico y los niveles de acetilcolina fueron expresados en pmol/ 20pL.

4.5.Histologia

El dia posterior al término del protocolo a seguir, las ratas fueron sacrificadas con

una dosis de pentobarbital (113.4 mg/kg) y perfundidas intrancardialmente con
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una solucion salina isotonica. Al término de este procedimiento se extrajeron los
cerebros y se colocaron en viales en una solucién de formaldehido al 10% para
conservarlos. Luego de 7 dias se cambiaron a una solucion de azucar al 60%, por
6 dias. Posteriormente se cortaron en secciones coronales de 50um usando un
micrétomo; las rebanadas obtenidas fueron montadas en portaobjetos
gelatinizados, para tefiirlas con la técnica de Nissl (Ver anexo 1). Una vez teiidos
se examinaron en un microscopio estereoscopico para determinar el lugar en que
la guia canula de microdialisis fue colocada, los sujetos cuya sonda de
microdialisis estuvo fuera del NAc shell y que presentaron necrosis tisular, fueron

excluidos del analisis (n = 4).

4 .6. Analisis estadistico

Se realiz6 una ANOVA de medidas repetidas seguida de una prueba post-hoc de
Bonferroni para comprobar las diferencias que huboen el peso corporal, consumo
de alimento y liquido a lo largo de 14 dias. Valores menores a p<0.05 fueron

considerados significativamente diferentes.

Por otro lado, se realizé una prueba de ANOVA simple para analizar las
diferencias en el consumo de mililitros de solucion azucarada durante la prueba
de microdialisis entre los tres grupos experimentales. Los valores menores a

p<0.05 fueron considerados significativamente diferentes.

Para los datos obtenidos de la liberacion de los niveles extracelulares de ACh se
utilizé una prueba de ANOVA de medidas repetidas a lo largo de las fracciones
de microdialisis, asi como una prueba post hoc de Bonferroni, para determinar el
valor de diferencia significativa. Los valores menores a p<0.05 fueron

considerados significativamente diferentes.
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5. RESULTADOS

5.1.Consumos de liquido, alimento y peso corporal durante 14 dias

Durante los 14 dias de consumo crénico se midieron los cambios que cada grupo

tuvo tanto en peso corporal como en el consumo de alimento y de liquido.

El comportamiento del peso a lo largo de los 14 dias se muestran en la (Figura
15). La prueba ANOVA de medidas repetidas no mostro diferencia significativa en
el peso corporal entre grupos (F29=0.872, p> 0.05), pero no asi debido al dia,
donde se mostroé efecto significativo (F=1326=118.787, p< 0.05) y en su interaccion
(F26,117= 2.329, p<0.05). La prueba post hoc revelé en el dia 12 diferencia
significativa entre el grupo crénico con respecto al grupo novedoso y familiar
(*p<0.05). Y en el dia 13 diferencia significativa entre el grupo cronico y familiar
(*p<0.05). El consumo crénico de azucar ocasiond una tendencia al aumento con
respecto al grupo familiar y novedad en el peso corporal de los animales, mientras
que en el grupo novedad y familiar tienen un comportamiento similar a lo largo de

los dias.
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Figura 12. Ganancia de peso durante 14 dias. *p<0.05, #p<0.05.

Los resultados del consumo de alimento a lo largo del periodo de consumo 14
dias se muestran en la (Figura 16). La prueba ANOVA de medidas repetidas
mostro efecto significativo debido a los grupos (F2,9=70.670, p<0.05), los dias
(F13,26=7.715, p<0.05)y a su interaccion (F26,117=3.540, p<0.05). La prueba post
hoc de Bonferroni (p<0.05) no mostré diferencia significativa entre el grupo
novedad y familiar. El grupo novedad y crénico difieren significativamente los 14
dias de tratamiento con Bonferroni (*p<0.05), mientras que el grupo familiar y
cronico muestran diferencia significativa a partir del dia 3 y se mantiene hasta el
dia 14 (*p<0.05). La grafica nos muestra la disminucion del consumo de alimento
sélido desde el primer dia en el grupo cronico y se mantiene a lo largo de los 14

dias.
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Figura 13. Consumo de alimento durante 14 dias. *p<0.05, #p<0.05.

Asi mismo, se encontraron diferencias significativas en la cantidad de liquido que
consumieron (Figura 17). La prueba ANOVA de medidas repetidas mostro efecto
significativo debido a los grupos (F2,9=28.384, p<0.05), los dias (F13,26=3.356,
p<0.05), y efecto significativo debido ala interaccion (Fze,117=1.681, p<0.05).

El grupo familiar y novedad presentan diferencia significativa respecto al grupo

cronico, exceptuando los dias 5, 7 y 13 (*p<0.05).
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Figura 14. Consumo de liquido durante 14 dias. *p<0.05.

5.2.Histologia para ubicar colocacion de canulas y sondas cerebrales

Al concluir el protocolo de microdialisis, los cerebros fueron teiidos y dichas
muestras fueron examinadas en un estereoscopio para determinar la correcta

ubicacion de la sonda (Figura 18).

Los resultados obtenidos en las histologias, permitieron descartar a aquellas ratas
en las que la sonda de microdialisis se encontraba en un sitio diferente al NAc

Shell y/o presentaban necrosis tisular.
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Figura 15. Corte coronal de cerebro de rata. Se puede observar la correcta

ubicacién de la canula. Modificada de Paxinos y Watson, 1998.

5.3.Cambios en los niveles extracelulares de ach en el nucleo accumbens

debidos al consumo de azucar
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Figura 16. Niveles extracelulares de ACh en el NAc Shell durante la microdialisis.
*p<0.05

En la figura 19 muestra el porcentaje de ACh con respecto a la liberacién basal.
Una ANOVA de medidas repetidas mostré efecto significativo entre grupos
(F2,8=14.711, p<0.05), un efecto de las fracciones (Fs 16=13.945, p<0.05), y efecto
su interaccion (F1664=2.878, p<0.05). La prueba post hoc de Bonferroni mostro
diferencia significativa entre los grupos familiar y cronico desde el promedio de
las fracciones basales hasta la fraccién 6, el grupo novedad y crénico mostré

diferencia significativa unicamente en el promedio de las basales.
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Figura 17. Consumo de azucar durante la microdialisis

La figura 20 muestra los mL de consumo de azucar ingeridos por los diferentes
grupos durante el dia de la microdialisis. Una ANOVA simple demostré que no
tenemos diferencia significativa entre grupos. Podemos mencionar que el grupo
que tuvo mayor consumo de azucar fue el grupo cronico seguido del familiar y

posteriormente el grupo novedad.
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6. DISCUSION

El primer objetivo de esta tesis fue determinar si existen diferencias en el peso
corporal de las ratas, asi como en el consumo de alimento y la ingesta de liquido
entre los tres grupos, para lo cual se tomaron mediciones diariamente durante el
tratamiento. En el peso corporal no se observaron cambios significativos en los
primeros 10 dias, el dia 12 se tuvo diferencia significativa en el grupo crénico
respecto a los demas, en el dia 13 la diferencia se observé unicamente entre el
grupo cronico y familiar, esto puede deberse, a que los animales compensaron el
exceso de calorias reduciendo la ingesta en la dieta sdlida. En lo referente al
consumo de liquido, se observéd que el grupo cronico incrementé el consumo de
liquido de manera significativa a lo largo de los 14 dias a diferencia de los que
consumieron solo agua, quienes mantuvieron su-consumo estable. El grupo
cronico bebié mas liquido, a la vez que consumié. significativamente menos
alimento soélido que los grupos con acceso a agua. Este comportamiento se ha

reportado en estudios previos (Vera et al, 2018; Caynas et al., 2019).

El segundo objetivo de esta tesis fue evaluar los cambios en los niveles
extracelulares de ACh en el NAc Shell durante el consumo novedoso, familiar y
cronico de una solucion de azucar al 10% como unico liquido de ingesta
disponible. Se evalud por medio de microdialisis en ratas de libre movimiento los
cambios en los niveles extracelulares de ACh en el NAc Shell. En lo referente a
los consumos de la solucion durante la microdialisis, no se observé diferencia
entre los grupos. No obstante, el volumen de liquido ingerido por el grupo que
bebid la solucién por primera vez fue menor; lo cual concuerda con reportes
previos (Kelley, 2004), los cuales indican que, ante un sabor novedoso, ingieren
pequefias cantidades del liquido. Dicha ingesta aumenta a medida que el sabor
se vuelve familiar. En dias posteriores a este primer contacto, se observd un
aumento creciente del volumen de solucidon consumido, indicando una atenuacién

a la neofobia y, a su vez revela una memoria incidental apetitiva.
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Los resultados aqui obtenidos mostraron un aumento en la concentraciéon de ACh
en el grupo Novedad tras la presentacion del estimulo novedoso. Esto indica,
como en los resultados previamente descritos, que el sistema colinérgico esta
implicado en la respuesta hacia el estimulo novedoso del mismo modo que en la
corteza insular (Miranda et al., 2000), esto va aunado a un menor consumo del

estimulo novedoso que en este caso es la solucion de azucar 10%.

Los niveles de ACh no mostraron diferencia en el grupo Familiar, no obstante, el
consumo del estimulo gustativo incrementd, lo cual sefiala que la ACh juega un

papel diferente cuando el estimulo es conocido (Miranda et al., 1999).

Por otra parte, el grupo crénico mostré una liberacion de ACh elevada desde el
promedio de las basales el cual disminuyé después del consumo de la solucién
de azucar. La actividad colinérgica puede facilitar la formacion de cambios a largo
plazo, dependientes de la experiencia, lo que sugiere que el sistema colinérgico,
puede facilitar la plasticidad (Huerta, 2011). Los agonistas dopaminérgicos
aumentan los niveles de ACh en el estriado, debido a una disminucion en la

liberacion.

Los resultados sugieren que la actividad colinérgica en el NAc Shell cambia de
acuerdo con la familiaridad del sabor presentado, mostrando asi que el sistema
colinérgico desempefia unafuncion relevante en la codificacion. El nudcleo
accumbens es una de las regiones cerebrales considerada como sustrato neural

del refuerzo.
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7.

CONCLUSIONES

A lo largo de los 14 dias se observd una diferencia considerable en los
consumos de liquido del grupo cronico respecto a los grupos familiar y
novedad, siendo este mas elevado en el grupo cronico. En cambio, el
consumo de alimento tuvo una tendencia inversa respecto al consumo de

liquido puesto que en el grupo crénico disminuyo a lo largo de los dias.

La liberacién de acetilcolina aumenté en las ratas que tomaron azucar por
primera vez a diferencia de las ratas que habian tenido una exposicion

previa, en donde no hubo aumento significativo.

Se pudo observar que en las ratas del grupo crénico la liberacion de
acetilcolina estuvo por encima de los otros dos grupos debido a una
modificacion en su sistema liberacion relacionado a los cambios

conductuales tras la ingesta prolongada de azucar.
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ANEXOS

ANEXO 1. Tincion de Nissl

El método de Nissl se refiere a la tincion del cuerpo de la célula y en particular al
reticulo endoplasmatico. Esto se hace utilizando diversos colorantes basicos
(anilina, thionina o violeta de cresilo) para tenir el ARN, cargado negativamente,
de azul y se utiliza para resaltar las caracteristicas estructurales importantes de
las neuronas. La sustancia de Nissl (reticulo endoplasmatico rugoso) aparece azul
oscuro debido a la tincién de ARN ribosémico, dando al citoplasma un aspecto
moteado. Los granulos individuales de ARN extranucleares se denominan
granulos de Nissl (ribosomas). EI DNA, presente en el nucleo, se tifie de un color

similar.
Reactivos:
e Agua desionizada
e Etanol absoluto
e Etanol al 96 %
e Etanol al 80 % en agua desionizada
e Etanol al 70 % en agua desionizada

e Etanol al 80 % en agua desionizada, acidificado con 10 gotas de acido

aceético glacial
e Xilol
¢ _Resina sintética
Procedimiento:
1. Hidratar en agua destilada, 1 minuto.

2. Sumergir en etanol al 80 % acidificado, 1 minuto.
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8.

9.

Lavar con agua destilada, sumergiendo durante un segundo en tres

ocasiones.

Tenir en el violeta de cresilo, 20 minutos. (Si el colorante se ha dejado en
reposo durante varios dias, es probable que el tiempo de tincién tenga que

ser mas corto. Vigilar para evitar que el tejido quede sobretefido)
Deshidratar en alcoholes graduales; etanol al 70 %, 10 segundos.
Etanol al 80 %, 10 segundos.

Etanol al 96 %, 10 segundos. Esperar mas tiempo si es necesario, hasta
que el tejido presente una tonalidad azul o hasta que las fibras se noten

claras y las células presenten una tonalidad purpura.
Nuevamente etanol al 96 %, 5 segundos.

Etanol 100 %, 5 segundos.

10. Xilol, 10 segundos.

11.Nuevamente xilol, mantenerlo-ahi hasta que se vaya a montar la resina.

(Procurar que sea el menor tiempo posible).

12.Sin dejar secar por completo el xilol, agregar unas gotas de resina sobre el

portaobjetos, lo suficiente como para que quede una capa delgada y
homogénea al colocar encima un cubreobjetos. Evitar la formacion de

burbujas de aire.

13.Dejar secar.

14.Limpiar y observar al microscopio

Resultados

Nucleos: rosa-violeta.

Reticulo endoplasmatico rugoso: purpura.
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