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“Ser es, esencialmente, ser memoria; es encontrar una forma de coherencia,

un vinculo entre lo que somos, lo que queriamos ser y lo que hemos sido.”

Emilio Lled6
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|. RESUMEN
El ntcleo accumbens (NAc) es una region del cerebro anterior basal, dividido en
dos subregiones: shell y core. Funciona como una interfaz entre los sistemas
limbico y motor, y es vital en el procesamiento del contenido hedonico y reforzante
de los alimentos. Al parecer, esta region participa activamente durante la memoria
de reconocimiento del sabor, modulando la informacion apetitiva de los sabores y
las consecuencias post-ingesta, evidencias neuroquimicas demuestran que el
consumo de sabores dulces, el consumo compulsivo y la abstinencia a la dieta de
azucares, inducen cambios en la liberacion de dopamina (DA) en el NAc. De tal
forma, a través de microdidlisis en libre movimiento y HPLC (High Performance
Liquid Cromatography) se evaluaron los cambios en la liberacion de DA en el NAc
shell durante el consumo novedoso de una solucion azucarada (azucar 10%), y
tras el consumo agudo durante 2 dias / 15 minutos de un sabor ligeramente
familiar; asi como durante el consumo de un sabor altamente familiar tras un
consumo cronico de 14 dias, como unico liguido de ingesta ad libitum. Los
resultados mostraron que durante el consumo del sabor novedoso no hay cambios
en los niveles extracelulares de DA. Sin embargo, durante el consumo agudo se
incrementa la liberacion de DA, pero disminuye después del consumo crénico de
azucar. Estos datos indican que la actividad dopaminérgica en el NAc shell cambia
con el grado de la familiaridad del sabor y sugiere que durante el reconocimiento
de un sabor altamente familiar (consumo crénico), la actividad del sistema
dopaminérgico disminuye en el NAc, lo cual podria estar relacionado con cambios

conductuales hacia reforzadores dulces.

Palabras clave: Nuacleo accumbens shell, dopamina, microdialisis en libre

movimiento, consumo novedoso, consumo agudo, consumao cronico.



ll. INTRODUCCION

Aunque no lo parezca, cada una de nuestras acciones requiere el uso del
conocimiento que hemos adquirido a través de la experiencia. Preparar el
desayuno, ir de la casa al trabajo, llamar por teléfono, platicar con nuestros amigos
y cualquier accion cotidiana, desde la mas simple a la mas compleja, precisa
utilizar nuestra memoria de diversas maneras. De tal forma, nuestra identidad
personal es definida por las vivencias propias, su almacenamiento y evocacion

sera aquello que nos identifique como individuos.

Si entendemos los procesos que permiten la formacion de la memoria, habremos
dado el primer paso para establecer las bases bioldgicas de la individualidad
(Lopez, 2000). Los filésofos han especulado sobre la memoria al menos durante
dos mil afios, pero la investigacion cientifica sobre este tema se inicié hace sélo
unos cien afios (Baddeley, 1999). EI campo de investigacion de la memoria
gustativa estd enfocado a describir los procesos y areas involucradas en la
formacién y evocacion de este tipo de memoria. Abarca diferentes estudios; como
lesiones en areas cerebrales especificas, el analisis de la actividad de

neurotransmisores, estimulacion de areas cerebrales, etc.

En el cerebro existen muchas regiones relacionadas con el comportamiento y
asociadas con los estimulos gustativos, como el nucleo accumbens (NAc) que es
una estructura localizada en la region anterior rostrobasal del cerebro,
perteneciendo al estriado ventral. Se encuentra dividido en dos regiones
principales; core y shell, aunque también existe otra zona llamada polo
rostrobasal (Delfs, Druhan y Aston-Jones, 1998) y cumple una funcién importante
en la regulacion del consumo de alimento y bebida (Maldonado-Irizarry, Swanson
y Kelley, 1995). También se encuentra asociado con el sistema limbico y el
reconocimiento de estimulos hedodnicos y posiblemente con los estimulos
estresantes o0 aversivos (Goeders y Smith, 1992). Posee proyecciones
dopaminérgicas, que regulan la conducta exploratoria y la blusqueda del placer

(Kandel, Shwartz y Jessell, 2001). Ademas, se ha reportado que la dopamina (DA)



juega un papel importante en el NAc, incrementando durante la formacién de
asociaciones condicionadas (Young, Josephy Gray, 1993). Por otro lado, a través
de estudios en ratas por microdialisis in vivo, se sabe que la presentacion de un
sabor novedoso, relevante e impredecible incrementa la transmision de DA en
diferentes regiones, como el NAc shell y core y corteza prefrontal media (De Luca,
2014).

Con base en esta informacion, el objetivo de este trabajo fue evaluar a través de
microdialisis en ratas en libre movimiento los cambios en los niveles extracelulares
de DA en el NAc shell, durante el consumo novedoso de una solucion azucarada
(azlcar 10%), y tras el consumo agudo durante 2 dias / 15 minutos de un sabor
ligeramente familiar; asi como durante el consumo de un sabor altamente familiar
tras un consumo cronico de 14 dias, como unico liquido de ingesta ad libitum,

basandose en el modelo gustativo apetitivo.

[ll. ANTECEDENTES

» LA MEMORIA A LO LARGO DE LA HISTORIA

Los filbsofos griegos fueron los primeros en especular sobre la naturaleza de la
memoria. Una de las metaforas mas populares de aquella época era que la
memoria podria ser semejante a una tableta de cera sobre la cual nuestras
experiencias dejaban marcada una impresion. Soécrates propuso que la
consistencia de la cera era relevante para la durabilidad de la memoria. Asi, si la
cera era muy dura, el aprendizaje seria pobre, pero la retencion buena. Si, por el
contrario, la cera era muy blanda, el aprendizaje seria bueno, pero la informacion
se olvidaria rapidamente. Igualmente, una cera con impurezas resultaria en una
memoria poco confiable (Lépez, 2000).

Para Aristoteles la capacidad de recordar disminuia con la edad, su punto de
vista era que los estimulos externos provocaban el movimiento de espiritus que

viajaban a través de la sangre hacia el corazén. Estos movimientos no



desaparecerian cuando el estimulo externo fuera eliminado, sino que perduraban
en menor escala. Si estos movimientos podian ser ligados al pasado, constituian
memoria, pero si no, entonces constituian imaginacion o fantasia. La idea de
Aristoteles implica que la imagen mental de algo (el movimiento de los espiritus)
no es suficiente para llamarla memoria, sino que debe estar enlazada a otros
eventos pasados para considerarla como tal (LOopez, 2000). Por otro lado,
Aristoteles propuso tres leyes de asociacion, de las cuales la tercera es la més
relevante, la llamada ley de la contigtiidad, en la que menciona que si dos eventos
se suceden en orden de manera repetida, los dos quedan encadenados de tal
forma que siempre que el individuo perciba el primero, experimentara
invariablemente el segundo. Este concepto fue retomado por los fildsofos de los
siglos XVII y XVIII y sento las bases para caracterizar el condicionamiento clasico
de Ivan Pavlov.

La idea de que la memoria se guarda en alguna parte del cerebro tiene su origen
en los estudios de Galeno. Basandose en textos aristotélicos, Galeno propuso que
los espiritus vitales se producian en el corazén, pero que viajaban al cerebro para
convertirse en espiritus animales y permanecer ahi almacenados. Sin embargo,
Galeno nos sostenia que el tejido nervioso fuese el que tenia que ver con el
almacenamiento, sino que los espiritus residian en los ventriculos cerebrales. Asi,
los ventriculos anteriores recibian los estimulos sensoriales, el intermedio se
encargaba del razonamiento y el posterior era responsable de la evocacion de los
recuerdos.

Los filésofos del renacimiento también especularon acerca de la memoria.
Andrea Vesalio propuso que el cerebelo era el sitio donde se almacena la
memoria. Actualmente se sabe que dicha regién esté involucrada en la memoria
de ciertas tareas de aprendizaje que requieren la participacion del sistema
locomotor, sin embargo, esta no era precisamente la idea que sostenia Vesalio.
Posterior a las ideas de Vesalio, Thomas Willis postulé que la memoria estaba en
el cerebro, no en el cerebelo. Su idea era que, al frotar las sienes o golpear
nuestra frente, agitamos el cerebro y despertamos a los espiritus (los recuerdos)

qgue lo habitan (Lopez, 2000). Por su parte, René Descartes sostenia que el alma



se hallaba en la glandula pineal y que su movimiento empujaba a los espiritus
animales hasta que éstos se topaban con los restos del objeto que uno queria
recordar y salian a través de poros en el cerebro, los cuales eran cerrados por
valvulas. El filosofo inglés David Hartley retomoé la ley aristotélica de asociacion
por contiglidad, sustituyendo la sangre por nervios y propuso que los movimientos
eran vibraciones similares a las cuerdas de un violin, hipétesis a la cual se le
denoming teoria vibratoria de la memoria.

El estudio cientifico de la memoria inicié a finales del siglo XIX, particularmente
en la década de 1881 a 1890, la cual es denominada por algunos autores como la
década dorada de la investigacion sobre la memoria. Esta década inici6 con
los trabajos de Théodule Ribot, y su principal aportacién consisti6 en la
observacion de que la pérdida de la memoria obedece a un gradiente temporal en
el que las memorias mas recientes son mas fragiles y pueden perderse mas
facilmente que las memorias antiguas. Este gradiente se conoce en la actualidad
como Ley de Ribot. Por otro lado, el psiquiatra ruso Sergei Korsakoff public
descripciones iniciales del sindrome amnésico que hoy lleva su nombre, el cual se
presenta normalmente en individuos alcohdlicos que sufren dafio cerebral por una
deficiencia crénica de vitamina B1y se caracteriza por la incapacidad de formar
nuevas memorias (amnesia anterégrada).

En 1885, el filésofo aleman Hermann Ebbinghaus public6 una monografia que
contenia el primer andlisis experimental de la memoria humana, el cual definié los
principios basicos sobre los procesos relacionados con la memoria. El primero
propone que la memoria se forma de manera gradual, el segundo senté las bases
para el analisis de la memoria de corto y largo plazo, el tercero plantea la idea de
gue es mas facil aprender algo que se ha olvidado a aprender algo completamente
nuevo, fendmeno conocido como ahorro y, que el olvido esta conformado por dos
fases: una rapida y muy pronunciada después de la primera hora de intentar
memorizar algo, y una lenta y menos drastica a lo largo de varias semanas. Los
trabajos de Ebbinghaus iniciaron el estudio de los procesos relacionados con la
memoria desde una perspectiva primero psicolégica y mas tarde bioldgica, y son

el punto de partida del que se han originado una gran parte de nuestro



conocimiento actual sobre la organizacion y el funcionamiento de la memoria
(L6pez, 2000). William James retomé algunos de los hallazgos de Ebbinghaus,
formalizando la existencia de dos tipos de memoria; la memoria primaria y la
secundaria, que son lo que ahora conocemos como memoria de corto y largo
plazo, respectivamente, marcando el final de la década dorada de la investigacion

sobre la memoria.

» APRENDIZAJE Y MEMORIA

El aprendizaje y la memoria son procesos neurobiol0gicos que se encuentran
intimamente relacionados, interactian conformando la manera en la cual
adquirimos, procesamos y almacenamos la informacion del medio. Aunque ambos
procesos mantienen estrecha relacion, es necesario comprender que uno y otro

tienen caracteristicas particulares que los distinguen.

> APRENDIZAJE

Existen muchas definiciones de aprendizaje, las cuales dependen de la disciplina
gue lo analiza. Desde un punto de vista psicologico, es definido como el proceso
por el cual se produce un cambio de conducta relativamente permanente,
resultado de la experiencia (Anderson, 2001). Por otro lado, desde una
perspectiva neurobioldgica, involucra los procesos ejecutados por el sistema
nervioso que permiten adquirir diferentes tipo de informacion (Bermudez-Rattoniy
Prado-Alcala, 2001), a través de la plasticidad conductual y cerebral. En un inicio,
al interactuar con el medio que nos rodea captamos distintos estimulos a través de
las experiencias que tenemos, posteriormente procesamos esta informacion y se
determina si es relevante o no, viéndose reflejada en cambios relativamente
permanentes en el comportamiento del sujeto (Purves et al., 2004). Para que este
cambio de comportamiento sea considerado como aprendizaje, no puede
explicarse por un estado transitorio del organismo, por la maduracion o por

tendencias de respuesta innata.



En primera instancia, el aprendizaje refleja un cambio en el potencial de una
conducta, lo cual no significa que ésta se realice de manera inmediata. Se debe
estar suficientemente motivado para transformar el aprendizaje en conducta. Por
ejemplo, podemos conocer el camino para llegar a un restaurante de comida
china, pero no iremos ahi a menos que tengamos hambre y queramos este tipo de
comida. Por otro lado, es posible que se suprima la realizaciébn de una conducta
aun cuando haya sido aprendida y se cuente con motivacion suficiente. Por
ejemplo, podemos saber que en el cine estan pasando una pelicula que queremos

ver, y sin embargo no acudir debido a que se tiene un compromiso escolar.

Por otro lado, los cambios en el comportamiento producidos por el aprendizaje son
relativamente permanentes en la conducta. Ya que lo aprendido no dura
indefinidamente y con el tiempo se puede olvidar, ademas; como consecuencia de
una experiencia nueva, puede que una conducta previamente aprendida se
modifiqgue, causando cambios estructurales y/o funcionales en el cerebro (Téllez
Lépez et al., 2002). Por ejemplo, se puede aprender una forma mas rapida de

realizar una tarea y dejar de utilizar el antiguo método.

En cuanto a los cambios en la conducta ocasionados por estados transitorios del
organismo, los mejores ejemplos son comer y estudiar, en donde el cambio es
regulado por la motivacion que genera estar hambriento, asi como el miedo a
sacar una mala nota motiva a estudiar. Dichas ejemplos representan un estado
temporal del organismo que genera un cambio en la conducta, mas que el propio
aprendizaje. Ademas, también existen muchos cambios en el comportamiento
como consecuencia del desarrollo madurativo. Como ejemplo, tenemos aquellas
conductas que se realizan conforme las personas se van desarrollando

fisicamente, como es el caminar y el hablar.

> CLASIFICACION DEL APRENDIZAJE

El aprendizaje puede clasificarse de diversas formas, sin embargo, de manera
general, existe un consenso de el aprendizaje se puede dividir en asociativo y no

asociativo.



e APRENDIZAJE ASOCIATIVO

Es aquel que permite establecer una relaciébn entre un estimulo con otro o un
estimulo con una respuesta. La relacion se establece debido a que dichos

estimulos son facilmente distinguibles por el investigador.

Dentro del aprendizaje asociativo se distinguen particularmente el

condicionamiento clasico y el condicionamiento instrumental.
< CONDICIONAMIENTO CLASICO

El modelo mas representativo de este tipo de condicionamiento fue descrito en
1970 por el fisi6logo ruso Ivan Pavlov, y por tal motivo es denominado también
como condicionamiento clasico pavloviano. Esta basado en la presentacion de
un estimulo incondicionado (El), el cual de manera natural genera una
respuesta incondicionada (RI). Si el El es precedido por un estimulo neutro de
manera repetida y confiable, este estimulo neutro puede convertirse en un
estimulo condicionado (EC) que provoca una respuesta anticipatoria al El
llamada respuesta condicionada (RC) (Gluck, Mercado y Myers, 2009). En la

figura 1 se muestra un esquema sobre los experimentos que realizé Pavlov.

",ﬁ?’
e s ol

Comida, El: estimulo incondicionado

a)

Campana, EC: estimulo condicionado Salivacién, Rl: respuesta incondicionada

b)

Campana, EC: estimulo condicionado T o
(= Salivacién, RC: respuesta condicionada

Tiempo

Figura 1. Diagrama del experimento de Pavlov. El aprendizaje empieza con un El en
este caso la comida, que de manera natural provoca una RI, en este caso la salivacion. a)
Si el El va precedido de un estimulo neutro, como una campana (EC), esta campana
puede llegar a condicionarse al El. b) luego de multiples emparejamientos del EC y el El,
el EC llega a provocar la RC de salivacién de manera anticipada a la presentacién
esperada de la comida (El) (Gluck, Mercado, y Myers, 2009).



Otras formas de condicionamiento clasico son el condicionamiento aversivo y el
apetitivo. En el primero el El es un evento desagradable o negativo, mientras que
en el segundo es uno positivo. Tanto el condicionamiento aversivo como el
apetitivo al sabor seran descritos a mayor profundidad en el apartado de “Modelos

de Memoria Gustativa”.

s CONDICIONAMIENTO INSTRUMENTAL

Es el proceso por el cual los organismos aprenden a emitir respuestas para
obtener o evitar ciertas consecuencias. A diferencia del condicionamiento clasico,
en donde el El se presenta sin importar si el organismo da una respuesta o no, en
el condicionamiento instrumental el El es el resultado directo de la conducta
(Gluck, Mercado y Myers, 2009).

El primero en adentrarse en el estudio de este tipo de condicionamiento fue

Edward Thornkide con sus experimentos sobre como los gatos aprendian a

escapar de lo que llamé cajas problema (figura 2).

Figura 2. Cajas problema de Thornkide. A) Fotografia de una caja problema de Thornkide
(Gluck, Mercado y Myers, 2009) B) Diagrama de la caja problema de Thornkide, el gato
hambriento puede escapar de la caja realizando los movimientos necesarios para abrir la puerta,
obteniendo posteriormente la comida (Klein, 1994).



La primera vez que Thornkide meti6 a un gato en una de las cajas, el animal
arafiaba las paredes y maullaba intentando escapar, después de varias
repeticiones, el gato realizaba los movimientos necesarios para abrir la puerta.
Thornkide registraba el tiempo en el que el gato lograba escapar y posteriormente
lo regresaba a la caja para repetir el ejercicio. Los resultados de este experimento
arrojaron que después de una docena de ensayos en la caja los gatos escapaban
casi inmediatamente (Gluck, Mercado y  Myers, 2009) (figura 3). Este
condicionamiento es llamado instrumental debido a que la conducta del organismo

es le “instrumento” para producir la consecuencia.

Tiempo para 180
escapar 4gq |

(en segundos) B
140 |

120
100
80
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eSS R —
1 3 5 7 =) 11 13 Bl 7 e 21 23 25
Ensayos o

Figura 3. Se muestra que después de varios ensayos el gato aprende a escapar de manera
eficiente, ya que en el primer ensayo tardé 160 segundos, mientras que en el ensayo niumero 23
tard6 aproximadamente 10 segundos (Gluck, Mercado, & Myers, 2009).

Thorndike concluyé que cuando la respuesta animal va seguida de una
consecuencia satisfactoria se incrementa la probabilidad de que ocurra de nuevo.
Por otro lado, si una respuesta va seguida de una consecuencia insatisfactoria
entonces la probabilidad de que se repita disminuye. Esto se conoce como ley del
efecto, donde la probabilidad de una respuesta (R) ante un estimulo (E) es una

funcién de la consecuencia (C) que ha seguido a R en el pasado.
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Skinner retomo los experimentos de Thorndike con lo que hoy se conoce como
caja de Skinner (figura 4), la cual cuenta con un comedor en la pared a través del
cual se entrega el alimento de manera automética, ademas, la caja cuenta con
una palanca que controla la entrega de la comida, cuando el sujeto presiona la

palanca cae el alimento en el comedor.

Palanca

Depdsito de comida

Comedero

Figura 4. Caja de Skinner. El sujeto puede presionar una palanca para obtener comida en el
comedor (Gluck, Mercado y Myers, 2009).

Mientras el sujeto explora la caja, por accidente puede llegar a presionar la
palanca y recibir comida, pero, a medida que el sujeto aprenda la relacion entre la
R (presionar la palanca) y la C (obtener comida) hay un incremento en el nUmero

de veces que presiona la palanca (figura 5).

Promedio 12

de respuestas
10
8

6

1 3 5 7 9 n

Tiempo (minutos)

Figura 5. Se muestra como la presién de la palanca aumenta conforme va avanzando el tiempo,
debido a que va reforzada con la entrega de comida (modificada de Gluck, Mercado y Myers,
20009).
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Skinner llamoé a su sistema “paradigma de operante libre”, debido a que el sujeto
puede operar el aparato con libertad, siempre y cuando asi lo decida. Con el
tiempo este sistema fue nombrado como condicionamiento operante y llegé a
ser sinbnimo de condicionamiento instrumental, sin embargo, es necesario
destacar que el condicionamiento operante es un tipo de condicionamiento

instrumental.

e APRENDIZAJE NO ASOCIATIVO

Implica un estimulo relativamente “aislado” y definido por el experimentador. Suele

dividirse en habituacion y sensibilizacion.
< HABITUACION

Es conocida como una disminucion en la disposicion para responder ante un
estimulo como consecuencia de la experiencia repetida con dicho estimulo (Klein,
1994).

Una forma de evaluar el proceso de habituacion es mediante el reflejo de
sobresalto acustico, que es una respuesta defensiva a ruidos fuertes
inesperados. En la cAmara experimental se presenta un ruido fuerte que hace que
el sujeto de estudio se sobresalte, pero si el ruido se presenta una y otra vez, mas
0 menos cada minuto, la respuesta del sujeto disminuye. Y si el estimulo se
presenta el tiempo suficiente, el animal puede dejar de sobresaltarse (Gluck,
Mercado y Myers, 2009) (figura 6).

En condiciones normales, la habituacion es benéfica para un organismo. Al
habituarse a los estimulos familiares los organismos evitan desperdiciar tiempo y
energia en elaborar una respuesta a cada estimulo de este tipo (Gluck, Mercado y
Myers, 2009).
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Figura 6. Habituacién de sobresalto acUstico. La respuesta de sobresalto acustico de los
sujetos a un estimulo auditivo fuerte disminuye con la presentacion repetida del mismo (Gluck,
Mercado, & Myers, 2009).

< SENSIBILIZACION

Implica un aumento de la respuesta ante cualquier acontecimiento ambiental tras
la exposicién a un estimulo intenso (Klein, 1994). De tal forma, la sensibilizaciéon

es lo opuesto a la habituacion.

Como ejemplo de la sensibilizacion se retomara el experimento de reflejo de
sobresalto acustico. Como se describi6é antes, cuando los sujetos se someten a un
ruido fuerte un y otra vez, la respuesta de sobresalto se habitia. Pero si algunos
de los sujetos reciben una descarga eléctrica cuando se vuelve a presentar el
ruido, su respuesta de sobresalto serd& mucho mayor que en los sujetos que no
reciben la descarga (Davis, 1989) (figura 7).
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sobresalto la descarga

60
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Figura 7. Sensibilizacién de sobresalto acustico. Cuando se presenta una y otra vez un ruido
que provoca sobresalto, el reflejo de sobresalto se habita (minutos 1 a 20). Si se aplica una
descarga eléctrica a algunos sujetos, la amplitud del reflejo de sobresalto al ruido posterior es
mayor en los sujetos que recibieron la descarga que en aquellos que no la recibieron (Gluck,
Mercado y Myers, 2009).
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Sin embargo, la duracion de dicha sensibilizacion suele ser breve, puede persistir
por 10 a 15 minutos después de la descarga, pero luego regresa a sus niveles
normales (Gluck, Mercado y Myers, 2009).

> MEMORIA

Al igual que el aprendizaje, la memoria es definida dependiendo de la disciplina de
estudio. Desde el punto de vista de la psicologia, es el registro de la experiencia
adquirida a través del aprendizaje (Anderson, 2001). Por otro lado, en la
neurobiologia se entiende como la retencion en el tiempo de las representaciones
internas dependientes de la experiencia, o la capacidad de reactivar o reconstruir
tales representaciones (Dudai, 1989). Pero no es un simple almacén de datos, a
través de ella somos capaces de obtener los conocimientos basicos que nos
permiten percibir el mundo en el que vivimos. Sin recuerdos no podriamos saber
cudles son las caracteristicas que nos identifican como individuos, ademas de que
seriamos incapaces de aprender esas conductas que garantizan nuestro bienestar

y recordar aquéllas que nos ponen en peligro.

> CLASIFICACION DE LA MEMORIA
Debido a su complejidad, se han hecho diversas clasificaciones de memoria, las
cuales se encuentran en constante actualizacion. Dichas clasificaciones han
evolucionado paralelamente al conocimiento de las bases anatomicas vy

fisiolégicas de la memoria (Rains, 2004).

De acuerdo a la teoria multialmacén de la memoria, de Richard Atkinson y
Richard Shiffrin, existen tres sistemas de memoria que se comunican e interactdan

entre si: memoria sensorial, memoria a corto plazo y memoria a largo plazo.

¢ MEMORIA SENSORIAL

Es una sensacion transitoria breve de lo que se acaba de percibir cuando se ha
visto, escuchado, olido, probado o sentido algo. Tiene una duracion de medio

segundo a un segundo.

14



Esta memoria funciona como un tipo de interfaz de informacion, un sistema de
almacenamiento temporal para la informacion que posteriormente sera sometida a
un procesamiento adicional (Gluck, Mercado y Myers, 2009). La informacién
sensorial que no se procesa decae rapidamente después de dejar el registro
sensorial (Klein, 1994).

e MEMORIA A CORTO PLAZO

Hace referecia al almacenamiento temporal de nuestras experiencias, es en esta
instancia donde transformamos la informacioén sensorial en una experiencia mas
significativa. Estos recuerdos pueden permanecer en la memoria a corto plazo de

5 a 15 segundos, incluso mas.

El tiempo que la informacién permanece en la memoria a corto plazo depende de
dos procesos; el repaso y desplazo. Primero, la experiencia puede ser repasada
o0 repetida, asi se organiza la informacion en la memoria a corto plazo, de modo
que la experiencia se hace mas significativa y es mas probable que sea recordada
posteriormente. Sin embargo, solo se puede retener una cantidad limitada de
informacion, cuando ingresa informacién nueva la anterior es desplazada. De
modo que el repaso impide que la informaciéon sea desplazada por informacion

novedosa.

e MEMORIA A LARGO PLAZO

Es en esta instancia donde se almacena la informacion de forma permanente, sin
embargo, este almacén no garantiza que posteriormente se pueda recuperar dicha
informacion. Principalmente, existen dos procesos que dificultan recobrar la
informacion almacenada en la memoria a largo plazo; primero, la presencia de
otros recuerdos almacenados junto con la informacion especifica que se quiere
recordar, lo cual es denominado interferencia. Segundo, la ausencia de un
estimulo especifico que permita recuperar esa informacion. Las personas pueden
utilizar aspectos salientes de un acontecimiento, denominados atributos de la

memoria, para recordar ese evento. Por ejemplo, el regreso a un lugar en el que
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no se ha estado en varios afios puede hacer que se recuerde alguna cosa que se
hizo ahi afios atras. Un fallo en la identificacion de algin aspecto sobresaliente de
una experiencia, para utilizarlo como atributo de la memoria, puede impedir el

recuerdo posterior de esa experiencia (Klein, 1994).

La memoria a largo plazo, en humanos, suele dividirse en memoria declarativa y

memoria no declarativa.
< MEMORIA DECLARATIVA

También es llamada memoria explicita, en modelos animales, y se refiere a la
informacion que recordamos de forma consciente, de tal forma que resulta facil
verbalizar o declarar dicho conocimiento. Es dependiente del |6bulo temporal.
Almacena acontecimientos autobiogréaficos relacionados temporalmente o sobre el
momento y lugar de la experiencia (Klein, 1994). Ademas, también almacena
hechos que no requieren de un contexto espacial y/o temporal especifico, sino

conocimientos que la persona tiene sobre el mundo.
% MEMORIA NO DECLARATIVA

También es llamada memoria implicita, comprende habilidades y habitos,
aprendizaje perceptual (priming), condicionamiento clasico y el aprendizaje no
asociativo. Es muy parecida a la memoria declarativa, ya que es duradera y puede
mejorar con la repeticion. Sin embargo, la memoria no declarativa es dificil que se
expresada con palabras; ademas, se adquiere y se recupera sin tener consciencia
de ello (Gluck, Mercado y Myers, 2009). Algunos investigadores han propuesto
gue las neuronas encargadas de archivar este tipo de memoria son precisamente
aguellas que se activaron durante su adquisicion, pudiendo asi estar distribuida a

lo largo de todo el sistema nervioso (Bermudez-Rattoni y Prado-Alcala, 2001).
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> ETAPAS EN LA FORMACION DE LA MEMORIA
e ADQUISICION

Es la etapa inicial en la formacién de la memoria, se encuentra relacionada con la
memoria sensorial y la memoria a corto plazo. Comienza con la llegada de
informacion o estimulo del medio y depende de la atencion, la concentracion, el
estado de animo, la motivacion y la intencionalidad para que la informacion sea
procesada de manera adecuada. De tal forma que demanda la capacidad de
seleccionar el estimulo relevante e inhibir aquellos que son el objetivo central de

atencion y aprendizaje (Bermudez y Garzon, 2011).
e CONSOLIDACION

Es el proceso que permite que la informacion se mantenga en la memoria a largo

plazo.

En esta etapa la informacién es ordenada, categorizada y titulada; lo cual requiere
tanto de estructuras cerebrales como de la utilizacion de diferentes tipos de
estrategias que permitan consolidar la informacion registrada (Bermudez y
Garzén, 2011).

e EVOCACION

Es el momento en el que se tiene acceso a la informacion que se ha almacenado
en la memoria a largo plazo. Se ve facilitada cuando se presenta algun estimulo
que se relacione con dicha informacion; una imagen, sonido, sabor, palabra,

etcétera.

» SUSTRATOS CEREBRALES EN EL PROCESO GENERAL DE
FORMACION DE LA MEMORIA

El proceso de adquisicion y consolidacion de la memoria comienza con el registro

y el procesamiento de los estimulos que llegan del exterior a las areas de



asociacion de la corteza cerebral, las cuales codifican e integran informacion de
todas las modalidades sensoriales. La informacion que se sintetiza en esta zona
es enviada a las cortezas parahipocampal y perirrenal, llegando posteriormente
a la corteza entorrinal, la cual es la principal via de comunicacion al hipocampo.
Por otro lado, el hipocampo también recibe informacién procedente de la
amigdala, la cual posee un papel modulador sobre el aprendizaje, potenciando los
aprendizajes declarativos de los estimulos y las situaciones con carga emocional.
Una vez que el proceso de codificacion se ha llevado a cabo en el hipocampo, la
informacion es enviada de nuevo a la corteza cerebral; esto a través del area CA1
del hipocampo y el subiculo, quienes llevan la informacion de regreso a la corteza
parahipocampal y perirrenal y finalmente a la corteza cerebral. De igual forma, el
hipocampo envia informacion a través del fornix hacia los cuerpos mamilares
del hipotalamo, posteriormente pasa al talamo posterior y finalmente llega a las
areas de asociacion cortical, donde sera almacenada como memoria de largo
plazo (Adrover-Roing et al.,, 2014). El circuito explicado anteriormente se

encuentra desarrollado en el esquema de la figura 8.
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Figura 8. Esquema de los sustratos cerebrales que participan en el proceso general de
memoria (Adrover-Roing et al., 2014).
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» MEMORIA GUSTATIVA

El hecho de ser capaces de percibir el sabor de lo que se ingiere les permitio a
diversos organismos, a lo largo de la evolucion, diferenciar entre aquellas
sustancias que les aportaban energia de aquellas que podrian causarles la
muerte. Es asi como probar algo con sabor amargo nos genera aversion, ya que
evolutivamente el hombre aprendié que los venenos de la naturaleza tenian ese
sabor y que aquello con sabor dulce le aportaba energia, por lo que es un sabor
preferido.

Por definicion, la memoria gustativa es la capacidad que tienen los organismos de
registrar, mantener almacenada y evocar informacion del sistema sensorial del
gusto con el fin de hacer uso de esta informacion para determinar el consumo de
alimentos. Incluye el reconocimiento de un sabor, asi como sus caracteristicas
relacionadas con el valor hedonico, el grado de familiaridad, y las propiedades
nutritivas o toxicos asociados con ese sabor (Nufiez-Jaramillo et al., 2010).

» MODELOS DE MEMORIA GUSTATIVA

Existen aspectos universales (en todos los sistemas nerviosos); aspectos
comunes en determinados grupos animales y aspectos especificos. Es por eso
que los estudios comportamentales, genéticos, moleculares, en diferentes
animales, aportan al avance en los conocimientos del sistema nervioso,
aprendizaje y memoria universales, como también al de los conocimientos en

determinados grupos, en el que se incluyen los humanos (Wurschmidt, 2012).

Dos de los modelos comunmente utilizados dentro de la memoria gustativa son la
memoria gustativa apetitiva y la memoria gustativa aversiva. Ambos permiten
el reconocimiento de un estimulo novedoso y su procesamiento a lo largo de las
diferentes etapas de la formacion de la memoria. Ademas, es posible evaluar
aspectos hedonicos de recompensa o aversion para un mismo estimulo (Nufez-
Jaramillo et al., 2010).
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e MEMORIA GUSTATIVA APETITIVA

Forma parte de la memoria de largo plazo implicita, siendo un tipo de
condicionamiento clasico. Se identifica cuando un estimulo gustativo novedoso
induce una respuesta apetitiva, lo que conlleva a una preferencia medida como un
incremento en el consumo (Nufiez-Jaramillo et al., 2010). Este incremento se
presenta siempre y cuando el estimulo no sea asociado con algun malestar o
sintomas de intoxicacion.

Existen diversas formas de evaluar este tipo de memoria de manera experimeintal,
como la habituacion, eleccion de preferencia al sabor y atenuacién a la

neofobia (Nufez-Jaramillo et al., 2010).

e MEMORIA GUSTATIVA AVERSIVA

Forma parte de la memoria de largo plazo implicita, siendo un tipo de
condicionamiento clasico. Este modelo estd basado en el condicionamiento
aversivo al sabor (CAS), en el que se genera una aversién a un sabor novedoso
cuando éste es seguido por un malestar digestivo, lo que conlleva a una memoria
gustativa aversiva (Nufiez-Jaramillo et al., 2010). El malestar gastrico puede ser
causado por radiacién, vueltas centrifugas e incluso ciertos venenos, sin embargo,
el agente mas utilizado es el cloruro de litio inyectado de forma intraperitoneal

(Nuiiez-Jaramillo et al., 2010).

> PERCEPCION SENSORIAL. LA CONEXION CON EL MUNDO QUE NOS
RODEA

A través de nuestros sentidos somos capaces de manter interaccion con el medio
ambiente en el que nos desarrollamos. Aunque no nos percatemos, de manera
constante realizamos una interpretacién del mundo que nos rodea y respondemos

a los estimulos que se nos presentan. Gracias a los sistemas sensoriales,



encabezados por los 6rganos de los sentidos, las diferentes energias emitidas en
nuestro mundo, como la emisibn de energia luminosa, la energia quimica,
etcétera, asi como la distribucion de la materia y energia en el espacio y el tiempo,
son procesados en nuestro cerebro y permiten formar una representacion del

mundo transformada en actividad neurona (Miranda, 2011).

» MODALIDADES GUSTATIVAS

De forma general, los sabores se clasifican en: dulce, salado, amargo, acido y
umami. El Ultimo se estableci6é recientemente, y representa el sabor de la carne,
pescado y legumbres (Smith y Margolskee, 2001). Gracias a las moléculas que
caracterizan a las distintas modalidades gustativas es que éstas pueden ser
detectadas, de tal forma, el sabor dulce esta relacionado con nutrientes ricos en
energia, como los carbohidratos, lo salado con iones y minerales que permiten
un balance de electrolitos, lo amargo y acido evolutivamente se encuentran
relacionados con  sustancias  quimicas  potencialmente = venenosas
(Chandrashekar et al., 2006), aunque hemos aprendido que existen alimentos
con dichas caracteristicas que son inocuos para nuestra salud. Finalmente el
umami se relaciona con el glutamato y los aminoacidos que forman las

proteinas, presentes en la carne. (Miranda, 2011).
» EL RECONOCIMIENTO DE LOS SABORES

El sentido del gusto trasmite al cerebro la naturaleza quimica de la gran variedad
de sustancias con la que nos alimentamos, ademas, en esta informacion va
incluido el contexto, es decir donde y como se come (Miranda, 2011). Dicha
informacion se complementa con las caracteristicas olfativas que percibimos de

los alimentos ingeridos.

Los receptores gustativos son las células encargadas de la deteccion del gusto y
se encuentran alojados en estructuras especializadas denominadas botones
gustativos (Smith y Margolskee, 2001) (figura 9), los cuales se localizan a lo largo

de toda la lengua, del paladar suave, de la parte trasera de la boca y de la
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epiglotis (Miranda, 2011). Existen 3 tipos de receptores gustativos: las células T1
0 células oscuras, representan alrededor del 50% de las células en un botén
gustativo. Tienen una funcion de apoyo y es probable que no participen
directamente en la transduccidén de la informacién gustativa. Las células T2 o
células claras, constituyen aproximadamente el 30% de las células en un botén
gustativo. Estas células expresan los receptores gustativos y sefializan los
estimulos amargo, dulce y umami. Las células T3 o intermedias, representan
alrededor del 20% de las células en los botones gustativos y parecen ser los
transductores del sabor acido. Estas células forman sinapsis con fibras nerviosas
aferentes. Los receptores gustativos estan en contacto directo con las soluciones
de la cavidad oral a través de microvellosidades en su extremo apical. A su vez, el
boton gustativo est4 en contacto con el contenido de la cavidad oral a través de
una pequefia apertura (de aproximadamente 20 mm), el poro gustativo, que
restringe el flujo al interior del botén, protegiendo la integridad de las células
receptoras, las cuales tienen una vida media de 10 dias y son reemplazados por
otros generados por las células madre que se ubican en la base del botén

gustativo. (Senay Budelli, 2014).

Actualmente se sugiere que las células receptoras gustativas responden
individualmente a alguna de las modalidades de sabor y cada una esta inervada
por fibras que también responden solo a una modalidad; es decir, cada modalidad
del sabor es especificada por la actividad de células receptoras y fibras que no
traslapan la informacion recibida (Chandrashekar, Hoon, Ryba y Zuker, 2006)
(figura 10).
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Figura 9. Estructura de un botén gustativo. Se distingue: el poro gustativo (taste pore), que
restringe el flujo al interior del botén. Las células receptoras gustativas tipo 1,2 y 3 (TRC type 1,2 &
3), encargados de la deteccion del gusto. Las células madre basales (basal cell), que generan
receptores gustativos nuevos vy, finalmente, las fibras nerviosas (sensory fiber) que forman
sinapsis con las células T3 (modificada de Carleton, Accolla y Simon, 2010).

B Amargo
[ ] Salado
[l Oulce
B Umami
B Acido

Figura 10. Esquema sobre la teoria actual de la distribucién de las células receptoras
gustativas (modificada de Chandrashekar et al., 2006).



Los botones gustativos de la lengua se hallan en pequefias prominencias
nombradas papilas gustativas, que le confieren su aspecto aterciopelado y que
se clasifican segun su morfologia y ubicacién (figura 11), existiendo 4 tipos
distintos: las papilas fungiformes, que residen en la parte anterior de la lengua.
Las papilas caliciformes, que son de mayor tamafio que las fungiformes y se
encuentran la parte posterior de la lengua distribuidas en niumero aproximado de
doce, en forma de “V” en invertida. Las papilas foliadas, que crean pequefios
surcos en los bordes laterales de la lengua y, finalmente, las papilas filiformes,
gue son las mas numerosas, sin embargo, carecen de botones gustativos y estan

implicadas en la sensacion tactil bucal (Smith y Margolskee, 2001).

LENGUA

Amigdala
palatina

Amigdala

Papilas lingual

caliciformes

Papilas foliadas

A ¢ . Papilas filiformes
Papllas &% Ao 3
fungiformes W

Figura 11. Distribucion de los distintos tipos de papilas gustativas (Kasnot, 2014).

La lengua entera puede percibir casi con la misma intensidad las cinco
modalidades gustativas, siendo una idea completamente falsa que existen
sectores divididos en la lengua para cada modalidad (Miranda, 2011) (Figura 12).
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Figura 12. En la lengua no existen sectores divididos para cada modalidad gustativa (Miranda,
2011).

Particularmente, tan so6lo en la lengua, se encuentran mas de 10,000 papilas
gustativas y cada una contiene de 50 a 150 células receptoras gustativas
(Miranda, 2011). Aun no se conoce el grado de variacibn en el numero de
receptores gustativos contenidos en cada papila, asi como tampoco la proporcion
de los cientos de receptores para las moléculas de los cinco sabores basicos en

cada una de ellas (Chandrashekar et al., 2006).

En conjunto las propiedades de los alimentos permiten percibirlos en varias
modalidades, escalas y jerarquias; por lo tanto la integracién total de su sabor es

una vasta gama de propiedades diferentes (Miranda, 2011).

» PROCESAMIENTO CENTRAL DEL SABOR
La ruta de codificacion del sabor (figura 13) inicia cuando las sustancias ingeridas
activan las células receptoras gustativas, con esto se desatan cascadas de
activacion, mediadas por la liberacién de neurotransmisores quimicos, que envian
sefales a través de los nervios facial (VII), glosofaringeo (IX) y vago (X) a regiones
centrales del cerebro (Miranda S. M., 2011).

La primera region del sistema nervioso central que recibe la informacion
proveniente de las células receptoras gustativas es el nucleo del tracto solitario
(NTS). Cuando comemos algo, en esta estructura se activan neuronas que
responden, la gran mayoria de las veces, a una modalidad gustativa especifica de
los sabores desprendidos de los alimentos (Carleton, Accolla y Simon, 2010). Las

neuronas activadas en esta zona seran las encargadas de activar, igualmente a
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través de sus conexiones y cascadas de mensajeros quimicos en sus terminales,
a las neuronas en nucleo parabraqueal (NPB), las cuales en su mayoria
responden de forma especifica ante una modalidad de sabor. Sin embargo, en
esta zona también existen otras poblaciones de neuronas que responden de una
forma mas amplia activandose por varios sabores (Miranda S. M., 2011). La
tercera region activada es el tdlamo, donde la codificacién esencial de las cinco
modalidades gustativas activa especificamente algunas neuronas, pero muchas
otras también responden en conjunto a distintas modalidades o estimulos, como el
olor, la textura, etcétera (Miranda S. M., 2011). Reconocer los sabores incluye algo
mas que la codificacion de las modalidades basicas del gusto, es necesaria la
activacion de neuronas que respondan de forma méas amplia y compleja,
integrando simultaneamente informacion variada que necesita ser evaluada,
comparada y catalogada (Miranda S. M., 2011). De tal forma, la corteza gustativa
(CG), que es el cuarto relevo del procesamiento del sabor, 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, Kunitake, Kato y
Kannan, 1998). Ademas, la corteza gustativa tiene una funcion primordial para
representar el valor heddnico de los sabores que se adquiere con la experiencia
de su ingestion (Nufiez-Jaramillo et al., 2010). Aunada a la corteza gustativa, la
amigdala es una estructura fundamental encargada de procesar el valor hedonico,
no sélo de lo que se come, sino también de una gran gama de experiencias. La
activacion de las neuronas de la amigdala desencadena a su vez la activacion de
otras estructuras, incluyendo varias regiones corticales que almacenan la
informacion a largo plazo, que en otras palabras se encargan de formar la

memoria del sabor (Nufiez-Jaramillo et al., 2010).

Es importante decir que las estructuras anteriormente mencionadas, son aquellas
gue participan en el procesamiento central del sabor, sin embargo, estudios
recientes indican que existen otras estructuras participando en la formaciéon de la
memoria gustativa, como la corteza perirrinal, corteza prefrontal media y el
NAc (Nufez-Jaramillo et al., 2010), cuya anatomia y funcion dentro de la memoria

gustativa seran descritos a continuacion.
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X, IX, Vil

Figura 13. Ruta de codificacion del sabor. Los nervios craneales X, IX y VIl inervan distintas
partes de la cavidad oral y transmiten la informacion gustativa al NTS, posteriormente la
informacion es recibida por el NPB, que envia informacion al tdlamo (Tal) y a la amigdala (Ami),
finalmente, la informacion es recibida en la CG (modificada de Carleton, Accollay Simon, 2010).

> EL NUCLEO ACCUMBENS
Es una estructura localizada en la regién anterior del cerebro, perteneciendo al
estriado ventral (figura 14). Se encuentra dividido en tres regiones, core y shell,
las cuales ocupan dos tercios de la estructura, mientras que el polo rostrobasal
comprende el tercer compartimento (Delfs, Druhan, y Aston-Jones, 1998).

El NAc shell posee proyecciones hacia la parte medial del palido ventral (PV), la
parte lateral del hipotalamo, el area tegmental ventral (ATV), NPB y la
sustancia nigra compacta; por otro lado, el NAc core proyecta hacia la parte
dorsolateral del PV, al nucleo entopeduncular y la sustancia nigra compacta
(Heimer et al., 1991).

Figura 14. Representacion esquematica del NAc en el cerebro de rata. Ubicado en la region
anterior rostrobasal del cerebro (nimero 9, circulo amarillo) (modificada de Redolar, 2014).
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Algunos estudios han sugerido que el NAc shell se encuentra relacionado con el

sistema autonomo, mientras que el NAc core con el sistema motor (Zahm, 2000).

> NEUROQUIMICA EN EL NUCLEO ACCUMBENS

Con respecto a la dinamica de neurotransmisores (figura 15), se sabe que el AVT

proporciona la principal entrada de DA al

NAc, por otro lado, las neuronas

espinosas (neuronas GABAérgicas con gran numero de espinas dendriticas) del

NAc reciben conexiones excitatorias (glutamatérgicas) del hipocampo, amigdala

y corteza prefrontal (CP). Asi mismo, estas neuronas establecen conexiones

inhibitorias (GABAérgicas) con neuronas ubicadas en el ATV y PV. (Redolar,
2014).
Hipocampo
Corteza prefrontal
Glu |
!
Estriado dorsal }
/‘LW l
. |
/ ; ( Palido
{ Nucleo i ventral
{ accumbens '_I_}_J?
Gaba
/ { Amigdala
Glu \_‘/
Gaba
Figura 15. Dinamica de neurotransmisores en el NAc. Se muestra la entrada de DA

proveniente del ATV (flecha verde),

las entradas glutamatérgicas (Glu)

provenientes de

hipocampo, amigdala y CP (flechas amarillas) y la salida de GABA hacia el PV y ATV (flechas

azules) (modificada de Redolar, 2014).
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> FUNCIONES DE MAYOR RELEVANCIA EN EL NUCLEO ACCUMBENS

El NAc es un sustrato neural relevante en los procesos involucrados en la
memoria gustativa. Est4 relacionado con la deteccién de un sabor novedoso,
disminuyendo la actividad neuronal espontdnea en esta estructura (Lee, Koob y
Henriksen, 1998). Evidencia previa sugiere que el NAc shell funciona como un
enlace entre los circuitos corticales y los hipotalamicos/tallo cerebral, regulando
en consumo de comida (Kelley, 2004). En cuanto al reconocimiento del valor
heddénico de un estimulo, se encuentran involucrados diferentes sistemas de
neutransmisién. Se sabe que la estimulacion intraoral con sabores tanto apetivos
como aversivos incrementan la liberacion de DA en el NAc core, sin embargo, en
el NAc shell, las respuestas generadas dependen del tipo estimulo. La
estimulacién intraoral con un sabor apetitivo, como una solucién dulce de
chocolate, genera un rapido incremento en la liberacion de DA; por otro lado, un
estimulo aversivo como una solucién salina saturada o una solucién de quinina no
alteran lo niveles basales de DA en el NAc shell (Mark, Blander y Hoebel, 1991).
Existen estudios que sugieren que el Nac shell participa en el procesamiento de
estimulos viscerales durante un CAS, incrementando la expresion de C-Fos
(proteina que funciona como marcador de actividad neuronal) (Ferreira et al.,
2006). Se sabe que la actividad de los receptores de NMDA (N-metil-D-aspartato)
tanto en el NAc shell como en el core es necesaria para la formacion de la

memoria aversiva al sabor.

El NAc también esta relacionado con procesos presentes en el reforzamiento.
Como los efectos euféricos de drogas de abuso; tales como psicoestimulantes,
opiaceos y alcohol (Weiss et al., 1992). Ademas, existen reportes que sugieren
que la DA en el NAc juega un papel importante durante procesos asociativos,
incrementando su liberacion durante la formacion asociaciones condicionadas
(Young, Joseph y Gray, 1993). Por otro lado, el NAc es considerado una
interfase entre el sistema limbico y motor, donde el procesamiento de la
informacion afectiva se traduce a acciones motoras (Mongenson, Jones y Yim,
1980).
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> NEUROQUIMICA DEL PROCESAMIENTO GUSTATIVO

Existen diversos sistemas de neurotransmision que interactian con las estructuras
cerebrales involucradas en la formacién de la memoria gustativa. Ejemplo de estos
sistemas son el colinérgico, glutamatérgico, adrenérgico, GABAérgico y el
dopaminérgico. La actividad colinérgica se relaciona con el aprendizaje gustativo,
se sabe que la administracion de drogas colinérgicas, las cuales estimulan la
actividad de la acetilcolina (ACh), facilita la memoria del sabor, mientras que los
antagonistas de los receptores de ACh provocan un deterioro de la misma (Ruetti,
Justel, y Bentosela, 2009). Por otro lado, en el caso del glutamato se sabe que
los receptores de NMDA son necesarios para la adquisicion de la memoria
aversiva al sabor (Ramirez-Lugo, Zavala-Vega y Bermudez-Ratoni, 2006). En
cuanto a la adrenalina, se ha demostrado que la administracion de propanolol
(antagonista B-adrenérgico) en la corteza insular de modo previo a la presentacion
de un sabor novedoso, afecta el reconocimiento de éste cuando se presenta por
segunda vez (Miranda et al., 2008). Con respecto al sistema GABAEérgico, se
sabe que el acido gamma-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor
inhibitorio cerebral y tiene un papel importante en el CAS (Berman et al., 2000). El

sistema dopaminérgico sera descrito a mayor detalle a continuacion.
> CLASIFICACION DE LA DOPAMINA

Las catecolaminas constituyen una familia de neurotransmisores que derivan de
un precursor en comdan, la tirosina, y a la que pertenecen la DA, noradrenalina y
adrenalina. Las tres presentan una estructura muy similar (figura 16), compuesta
por un anillo de benceno con dos grupos hidroxilos adyacentes y una cadena

lateral de etilamina (Miranda et al., 2014).
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Dopamina Noradrenalina Adrenalina

.................................................................................

Figura 16. Estructura quimica de las catecolaminas (modficada de Miranda et al.,
2014).

> SINTESIS DE DOPAMINA

La sintesis de la DA (y de las demas catecolaminas) se produce de forma
secuencial a partir de su aminoacido precursor, la tirosina. La circunstancia que
limita su sintesis en diferentes grupos de neuronas es la disponibilidad de enzimas
especificas encargadas de su sintesis. La tirosina puede obtenerse mediante la
transformacién enzimatica de las fenilalanina por accion de la enzima hepatica
fenilalanina-hidroxilasa. El transportador de tirosina al cerebro depende de un
proceso de captacién dependiente de energia, y compite con otros aminoacidos
neutros por el transportador. Generalmente se dispone de elevados niveles
cerebrales de tirosina, de modo que los cambios en la disponibilidad del
transportador no afecta a la sintesis de DA cerebral (Miranda et al., 2014). La
sintesis de DA involucra 2 enzimas: tirosina hidroxilasa (TH) y L-aminiacido

aromético-descarboxilasa (AADC).
e PRIMERA ETAPA DE SINTESIS

La tirosina, que se acumula en la fraccion citosOlica de las terminales
catecolaminérgicas, es hidroxilada por la TH convirtiendose en 3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) (figura 17). Se considera que la TH es la enzima
limitante de la sintesis de catecolaminas, es un péptido de 498 aminoacidos (56
kDa), siendo una oxidasa requiere de la tirosina y oxigeno como sustratos,

ademas del BH, como cofactor para formar la L-DOPA (Miranda et al., 2014).
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Figura 17. Primera etapa en la sintesis de DA. La tirosina es hidroxilada por la TH
convirtiéndose en L-DOPA (modificada Bahena-Truijillo, Flores y Arias-Montafio, 2000).

e SEGUNDA ETAPA DE SINTESIS

Posteriormente la L-DOPA es descarboxilada por la AADC, obteniendose DA
(figura 18). El aumento de los niveles de L-DOPA en el cerebro da lugar a una

rapida sintesis de DA.
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Figura 18. Segunda etapa en la sintesis de DA. La L-DOPA es descarboxilada por la AADC,
obteniéndose DA (modificada de Bahena-Trujillo, Flores, & Arias-Montafio, 2000).
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En las células dopaminérgicas como las del AVT o la sustancia nigra, la sintesis
se detiene con la formacién de DA. a Al concluir etapa, la dopamina B-
hidroxilasa y la feniletanolamina N-metil transferasa se encargan de la sintesis
de noradrenalina y adrenalina, que son los demas neutrotransmisores

pertenecientes al grupo de las catecolaminas.

La sintesis de catecolaminas se produce en las terminales sinapticas, donde la
concentracion de neurotransmisores es elevada y donde se hayan niveles altos de
las enzimas necesarias para su sintesis. Sin embargo, el soma de las neuronas
catecolaminérgicas  disponen  cantidades relativamente escasas de

neurotransmisores (Miranda et al., 2014).

> REGULACION DE LA SINTESIS DE DOPAMINA

Existen cuatro procesos principales mediante los cuales se lleva a cabo la

regulacion de la sintesis de DA:

e REGULACION POR SUSTRATO Y POR PRODUCTO

La TH es inhibida por la propia tirosina, sin embargo, esto solo se produce en
concentraciones superiores a 120 uM de tirosina, por lo que no parece tener alta
relevancia en la regulacion (Kaufman, 1986). Por otro lado, se sabe que los
productos metabodlicos de la sintesis del neurotransmisor (L-DOPA y DA)
inhiben la actividad de la TH en homogenados de tejido cerebral (Fujisawa y
Okuno, 1989). Se ha demostrado que la rapida accion de AADC hace que la
concentracion de L-DOPA sea extremadamente baja y que altas concentraciones
de DA podrian ser un mecanismo regulador de TH (Gray, 1982).

e REGULACION DE LA TH POR FOSFORILACION

La adicion de grupos fosfato a la TH provoca un importante aumento de su
actividad catalitica (Weiner y Molinoff, 1989). La TH es un importante sustrato para
la accion de diversas proteinas cinasas como la PKA y la PKC, entre otras
(Miranda et al., 2014).
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e REGULACION POR AUTORRECEPTORES

Diversos estudios tanto in vivo como in vitro han mostrado que los agonistas
dopaminérgicos disminuyen la sintesis del neurotransmisor, actuando sobre
autorreceptores localizados en las terminales dopaminérgicas (Hetey et al.,
1985). El efecto inhibidor se encuentra mediado por receptores pertenecientes a la
familia D, cuya activacién inhibe la liberacién de DA (Dwoskin y Zahniser, 1986).
La familia a la que pertenecen los receptores de DA, asi como su mecanismo de
accion sera abordada a mayor detalle en el apartado de “Receptores

Dopaminérgicos”.
e REGULACION POR HETERORRECEPTORES

Otros neurotransmisores pueden también modular la sintesis de la DA activando
receptores presentes en las terminales nerviosas dopaminérgicas (Bahena-Truijillo,
Flores y Arias-Montafio, 2000). Ejemplos de esta modulacion son: para la
estimulacién de la actividad de la TH; receptores A, para adenosina (Chowdhury
y Fillenz, 1991) vy receptores NMDA para glutamato (Arias-Montafio, Martinez-
Fong y Aceves, 1992), y para la inhibicién de la sintesis; los receptores para
GABAG& (Arias-Montafio, Martinez-Fong y Aceves, 1992).

> LIBERACION DE DOPAMINA

Una vez sintetizada, la DA puede ser liberada o almacenada en vesiculas
presentes en las terminales sinapticas. El almacenamiento en estas vesiculas
previene la degradacion de la DA por la accién de la enzima monoaminoxidasa
(MAO). El almacenamiento en estas vesiculas depende del transportador VMAT-
2 (Miranda et al., 2014).

Cuando una neurona dopaminérgica es convenientemente estimulada, la DA
almacenada se libera al espacio extracelular por exocitosis dependiente de
calcio. Mediante este proceso, la membrana de las vesiculas que contienen a la
DA se fusiona con la membrana de la terminal presinaptica, dando lugar a la

liberacion de DA al espacio sinaptico. Una vez liberada, la DA se une a
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receptores especificos, ubicados en las neuronas pre Yy postsinapticas,

modificando modificando su actividad funcional (Miranda et al., 2014).
> REGULACION DE LA LIBERACION DE DOPAMINA

La liberacion de DA es regulada tanto por autorreceptores como por

heterorreceptores.
e REGULACION POR AUTORRECEPTORES

Las terminales dopaminérgicas poseen autorreceptores cuya activacion reduce la
liberacion de DA (Dwoskin y Zahniser, 1986), el efecto se debe principalmente a la
inhibicién de la formacién de AMPc y de la apertura de canales de Ca?* (Bahena-
Trujillo, Flores y Arias-Montafio, 2000). La distribucion de los autorreceptores
determina el tipo de inhibicion que producen (inhibicion de la liberacion mediada
por autorreceptores localizados en las terminales presinapticas y reduccion de la

tasa de disparo neuronal por receptores somatodendriticos) (Miranda et al., 2014).
e REGULACION POR HETERORRECEPTORES

Se ha demostrado que las terminales dopaminérgicas poseen receptores para
GABA, glutamato, ACh y serotonina (Raiteri, Marchiy Maura, 1982).

Estudios in vitro e in vivo han mostrado que la liberacion de DA es estimulada por
la activacién de receptores GABAa (Giorguieff et al.,, 1978), glutamatérgicos
NMDA (Cheramy et al., 1986) y colinérgicos (Lehmann y Langer, 1982). Por otro
lado, se observa inhibicion de la liberacion al estimular receptores GABAg

(Reimann, Zumstein y Starke, 1982).
> RECAPTACION Y DEGRADACION DE LA DOPAMINA

La eliminacion y, por lo tanto, la inactivacion funcional de la DA se obtiene a través
de dos mecanismos: la recaptacion presinaptica a través de transportadores y la
degradacién mediante la accidbn de enzimas catabdlicas situadas tanto

intracelular como extracelularmente.
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La recaptacion presinaptica de DA es el mecanismo mas importante de
inactivacion de dicho neurotransmisor. Este transporte a la terminal presinptica
permite que la DA pueda ser almacenada nuevamente en vesiculas o que se
inactive mediante la accion de ciertas enzimas de degradacion presentes en la
terminal. Los transportadores de DA, al igual que los de las demas catecolaminas
y otros neurotransmisores, son proteinas que dependen del gradiente de Na®y de
CI" extracelular, son saturables , el proceso de transporte es dependiente de
energia y se encuentran presentes en la membrana celular de las neuronas
dopaminérgicas. Son dos los transportadores identificados: el transportador de
DA (DAT) y el transportador de noradrenalina (NAT).

Ambos transportadores presentan poca especificidad por un sustrato y transportan
tanto DA como noradrenalina. No obstante, su localizacion anatémica se restringe
a las neuronas que producen cada catecolamina (dopaminérgicas en el caso de
DAT y noradrenérgicas en el caso de NAT). Una vez recaptada en la terminal
presinaptica, la DA es degradada por la acciéon de dos enzimas: una mitocondrial,
la MAO, y otra soluble, la catecol-O-metiltransferasa (COMT). La DA recaptada
es convertida en acido dihidroxifenilacético (DOPAC) por acciéon de la MAO y la
aldheido-deshidrogenasa que a su vez servirA de sustrato a la COMT para
metabolizarlo en acido homovanilico (HVA). La DA no recaptada sera
metabolizada por accién de la COMT a 3-MT, que a su vez serd metabolizada a
HVA por la actividad de la MAO y la aldheido-deshidrogenasa. En primates, el
HVA constituye el metabolito principal, mientras que en otras especies como la
rata el DOPAC es el metabolito principal. Estos dos metabolitos constituyen
buenos indicadores de la actividad dopaminérgica y se estudian frecuentemente

en estudios animales y clinicos (Miranda et al., 2014).
> RECEPTORES DE DOPAMINERGICOS

La capacidad de la DA para afectar a la actividad neuronal se debe a su accion a
través de un conjunto de receptores pertenecientes a la familia de receptores
acoplados a proteina G con siete dominios transmembranales. Estos

receptores son metabotropicos y de accion lenta, modulando la actividad de
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otros receptores y algunos canales ionicos. La DA liberada por la terminal
presinaptica interacciona con cinco receptores dopaminérgicos (D;-Ds)
divididos en dos subfamilias por la similitud estructural y funcional que presentan,

de modo que los receptores D; y Ds pertenecen a la familia de receptores Dy

(activan principalmente a la adenilato-ciclasa, aumentando la acumulacion
intracelular de AMP¢), y los receptores D,, D3 y D, pertecen a la familia de
receptores Dz (inhibien la adenilato-ciclasa, disminuyendo la acumulacion
intracelular de AMP¢) (Miranda et al., 2014).

En la figura 19 se muestra un esquema con algunos de los elementos que

constituyen una sinapsis dopaminérgica.

MAO-COMT

{ Acciones ¥
intracelulares

Figura 19. Esquema de una sindpsis dopaminérgica. En la terminal presinaptica se observa a
la DA almacenada en vesiculas (lo cual depende del transportador VMAT-2), la membrana de las
vesiculas se fusiona con la membrana de la terminal presinaptica, dando lugar a la liberacion de
DA al espacio sinaptico, donde encontramos a las enzimas de degradaciéon MAO y COMT que la
metabolizan a HVA (en primates). También se aprecian autorreceptores D, que regulan la sintesis
y liberacion, mientras que el transportador DAT se encarga de la recaptura. Por otro lado, en la
terminal postsinptica se aprecian a los receptores de DA acoplados a proteina G (Miranda et al.,
2014).
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> DISTRIBUCION DE LOS RECEPTORES DOPAMINERGICOS

Los receptores D; son los receptores dopaminérgicos que presentan una
distribuciéon mas amplia en el sistema nervioso central. Se han detectado niveles
elevados de este receptor en los tubérculos olfatorios, el neoestrado, el NAc, la
amigdala, la sustancia nigra y el cerebelo, siendo mas moderados los niveles
observados en la corteza cerebral, globo palido y el tAlamo. Aunque presentes,
su densidad es escasa en el hipocampo, el septum, el hipotalamo y el ATV.
Los receptores Ds sin embargo, tienen poca densidad de expresion en la corteza
cerebral y su expresion parece restringirse principalmente a la formacién
hipocampal y al nucleo parafascicular del talamo. Con respecto al receptor D,
se ha observado una elevada densidad en el neoestriado, los tubérculos
olfatorios, la formacion hipocampal, el NAc y el ATV, siendo de menor
densidad su expresion en la sustancia nigra, la corteza cerebral, el globo
palido la amigdala, el talamo, el hipotadlamo y la hipoéfisis. Los receptores D3 se
encuentran ampliamente distribuidos por el prosencéfalo basal, los tubérculos
olfatorios, el NAc, el estriado y la sustancia nigra. Los receptores D, se
localizan en el talamo, la corteza frontal, el hipocampo, el estriado, los

ganglios basales y el cerebelo (Miranda et al., 2014).
> PRINCIPALES VIAS DOPAMINERGICAS

Con relacién a las neuronas dopaminérgicas pueden distinguirse cinco vias (figura
20) claramente diferenciadas: la via dopaminérgica nigroestriada, que proyecta
de la sustancia nigra del mesencéfalo al estriado dorsal, formando parte del
sistema nervioso extrapiramidal. La via dopaminérgica mesolimbica, que posee
proyecciones del ATV al NAc. La via dopaminérgica mesocortical, que proyecta
del ATV a diferentes regiones de la CP. La via dopaminérgica
tuberoinfundibular, que posee proyecciones del hipotalamo a la hipofisis anterior.
Finalmente se ha descrito una quinta via dopaminérgica que procede de
diferentes localizaciones, como la sustancia gris periacueductal, el mesencéfalo
ventral, diferentes nucleos hipotalamicos y el NPB lateral, dichas estructuras

proyectan al talamo (Redolar, 2014).
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Figura 20. Vias dopaminérgicas. Se muestra: via dopaminérgica nigroestriada (en negro), via
dopaminérgica mesolimbica (en verde), via dopaminérgica mesocortical (rojo) y la via
dopaminérgica tuberoinfundibular (en azul), las cuales interaccionan con la sustancia nigra (1),
ATV (2), amigdala (3), NAc (4), estriado dorsal (5) y la CP (6). En la imagen no se muestran las
proyecciones dopaminérgicas que llegan al tAlamo (modificada de Litvin, 2013).

» FUNCIONES DE MAYOR RELEVANCIA DE LA DOPAMINA

Se ha sugerido que la participacion de las vias dopaminérgicas tiene un papel
importante durante la formacion de la memoria gustativa. La DA se ha
relacionado con la adquisicién de conductas apetitivas. Diversos estudios
utilizando la técnica de microdialisis han reportado que al alimentar a ratas
privadas de alimento se obtiene un incremento en la concentracion extracelular de
DA en el Nac y CP (Church, Justice y Neill, 1987). Asi mismo, se ha relacionado
con la adquisicion de conductas aversivas. Se ha demostrado que al aplicar un
estimulo gustativo aversivo, como una inyeccion intraoral de quinina, incrementan
los niveles extracelulares de DA en la CP, pero no en el NAc (Bassareo, De Luca 'y
Di Chiara, 2002). De igual forma, se ha asociado con el reconocimiento del
valor hedonico de un estimulo, anteriormente se mencion0 que la DA

incremente o disminuye dependiendo del estimulo y de la estructura.

La DA también es fundamental para regular los estados motivacionales y es el
principal neurotransmisor del sistema cerebral del refuerzo y recompensa

(figura 21). La via dopaminérgica mesolimbica es el sistema mas importante
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para explicar como los reforzadores tanto naturales (comida, sexo, bebida)
como no naturales (drogas de abuso) refuerzan la conducta. En general, todas
las drogas que puedan ser objeto de abuso y generar dependencia aumentan la

concentracion de DA en el NAc (Miranda et al., 2014).

Prefrontal cortex

Nucleus accumbens

Ventral tegmental area

Figura 21. Sistema de recompensa. La DA es transmitida de ATV (en rosado) hacia el NAc (en

verde) y posteriormente llega a la CP (en morado) (Karageorgos, 2013).

Por otro lado, los sistemas dopaminérgicos regulan numerosas funciones
cerebrales, desde el control de funciones neurovegetativas como la presion
arterial hasta funciones motoras o, incluso, los procesos cognitivos y
emocionales mas complejos. La participacion de la DA en estas funciones queda
claramente demostrada cuando se estudian algunos transtornos neurologicos y
neuropsiquiatricos, entre ellos la enfermedad de Parkinson. La importancia de la
DA en la aparicion y el curso de esta enfermedad fue evidenciada por Ehringer y
Hornykiewicz, quienes a principios de la década de 1960 demostraron que la
disminucion de DA en pacientes con esta enfermedad. La caracteristica
neuroquimica fundamental de este transtorno es la degeneracion de la via
dopaminérgica nigroestriada. Otro trastorno que se relaciona estrechamente
con la neurotransmision dopaminérgica es la esquizofrenia. Diversos datos
experimentales y clinicos indican que la hiperactividad dopaminérgica en los
pacientes que presentan dicho transtorno es una de las caracteristicas mas

importantes.
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IV. JUSTIFICACION

Se sabe que el NAc tiene un papel relevante durante la formacion de la memoria
gustativa. Estudios basados en la técnica de microdialisis han demostrado que
estimulos gustativos apetitivos inducen un incremento en los niveles extracelulares
de DA en la region core, pero no en el shell (Bassareo y Di Chiara, 1999), por lo
que se sugiere que la transmision de DA cumplird diferentes roles dependiendo de
la porcién (core o shell) que se estudie. Por otro lado, se sabe que el NAc tiene
una funcién importante en el reconocimiento de un sabor novedoso, sin embargo,
no se conocen los cambios que ocurren en esta estructura tras un consumo
cronico, por lo que resulta importante conocer los cambios en los niveles
extracelulares de DA en dicha estructura cuando el estimulo es altamente familiar,
comparando dicha respuesta con la que genera el consumo de un sabor novedoso
y un sabor ligeramente familiar. Ademas, se decidio trabajar en la regién shell
debido a que esta mayormente relacionada con los estimulos apetitivos, mientras

que el core se relaciona con los estimulos aversivos.

V. HIPOTESIS

La transmision dopaminérgica en el NAc shell tendra cambios diferenciales en los
niveles extracelulares de DA dependiendo del grado de familiarizacion con el

consumo de azucar.

VI. OBJETIVOS
e GENERAL

Evaluar a través de microdialisis en ratas en libre movimiento los cambios en los
niveles extracelulares de DA en el NAc shell, durante el consumo novedoso de
una solucion azucarada (azucar 10%), y tras el consumo agudo durante 2 dias /
15 minutos de un sabor ligeramente familiar; asi como durante el consumo de un
sabor altamente familiar tras un consumo crénico de 14 dias, como unico liquido

de ingesta ad libitum.
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» PARTICULARES

e Caracterizar el procedimiento para determinar los niveles extracelulares de
DA, a través de la técnica de HPLC, en microdializados obtenidos en
animales en libre movimiento.

e Determinar los cambios en los niveles extracelulares de DA en el NAc shell
durante el consumo novedoso, familiar (2 dias) y altamente familiarizado

(consumo cronico del4 dias) de azucar.

VIl. MATERIAL Y METODOS

» SUJETOS EXPERIMENTALES

Se utilizaron 22 ratas macho de la cepa Wistar, en un peso de 300 g para el grupo
cronico y de 400 g para el agudo. Fueron proporcionadas por el bioterio del
Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México
(UNAM). Los animales se mantuvieron a lo largo de los experimentos en cajas de
plastico individuales (45 x 25 x 20 cm), ubicadas en el vivarium del laboratorio.
Bajo un ciclo de luz-oscuridad invertido: 12 h de luz/12 h de oscuridad (9 a.m. a 9
p.m.). Con temperatura regulada a 23 = 2 °C y humedad relativa del 60 £5 %. La
manipulacion de los animales y los experimentos se realizé durante su fase de
actividad. Todos los procedimientos siguieron las normas establecidas por el
Comité de Bioética y Cuidado Animal del Instituto de Neurobiologia de la UNAM.
Asi también, estan acordes con la normatividad internacional para el manejo y uso

de animales de experimentacion.
> ACLIMATACION

Tras su llegada del bioterio, los animales fueron habituados una semana al
vivarium del laboratorio con agua y alimento ad libitum antes de iniciar el protocolo

experimental.
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» ESQUEMAS DE CONSUMO
Al término de la habituacion, los animales fueron divididos en tres grupos:
novedoso (n=8), agudo (n=8) y cronico (n=8). En el caso del grupo croénico, los
animales tuvieron un consumo de azucar al 10% durante 14 dias como Unico
liquido de ingesta ad libitum y consumo ad libitum de alimento. Durante este
periodo se llevo un registro diario de su peso corporal, consumo de alimento y de

liquido consumido.

Posteriormente, fueron sometidos a cirugia estereotaxica. En el caso de los
grupos novedoso y agudo fueron sometidos a cirugia inmediatamente después de

la semana de aclimatacion.
> CIRUGIA ESTEREOTAXICA

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de xilacina (3 ml/kg) y ketamina
(7 ml/kg), via intraperitoneal, mediante la técnica de cirugia estereotaxica se les
implantd una guia canula para microdialisis (unilateral) dirigida al NAc shell,
teniendo como referencia las siguientes coordenadas a partir de Bregma:
(anteroposterior +1.8 mm), (lateral £ 0.9 mm) y (dorsoventral -6.2 mm), de acuerdo
al atlas de Paxinos y Watson, 1998. La canula fue fijada con dos tornillos y acrilico
dental. El estilete fue insertado en la guia canula para microdialisis, para prevenir
su obstruccién. Los animales se dejaron recuperar durante una semana con agua-
alimento ad libitum para los grupos novedoso y agudo; y azUcar-alimento ad
libitum para el grupo cronico. Posteriormente se llevaron a cabo los protocolos

experimentales.
> PROTOCOLO GENERAL DE MICRODIALISIS EN LIBRE MOVIMIENTO

Todos los animales fueron privados de agua o azucar 24 horas antes de la
microdialisis y habituados a consumir en una probeta graduada con 40 ml de agua
(grupo novedoso y agudo) y 40 ml de azlcar (grupo crénico), por 15 minutos
respectivamente, en la camara de microdialisis, durante 2 dias para establecer la

linea base (LB). Al finalizar se registré su consumo.

43



Posterior a los dos dias de LB, el procedimiento de microdialisis inicio conectando
la sonda de microdialisis de 2 mm (Eicom CX-1-12-03 807) a una bomba de
microinyeccién que circuld a un flujo constante de 2 pl/min con una solucion de
Ringer. Posteriormente fue insertada la sonda de microdidlisis en la guia canula en

el NAc shell y la rata fue colocada en la camara de microdidlisis.

Los primeros 60 min de muestreo de microdialisis correspondientes al periodo de
estabilizacion fueron descartados. Posteriormente, se colectaron 5 muestras
basales, en la muestra 6 se les presentd a los animales una probeta con 40 ml de
azucar, durante 15 min; finalizando se registré el consumo y se colectaron 6
muestras basales posteriores al consumo de azucar (de la 7 a la 12). En la
muestra 13 se les presento a los animales una probeta con 40 ml de agua, durante
15 min; de la misma manera se registré6 el consumo y se colecté una muestra
adicional. Inmediatamente después de colectar todas las muestras de microdialisis

fueron congeladas a -30 °C, para su posterior analisis por HPLC.

En las figuras 22, 23 y 24 se muestra el protocolo general que se llevé a cabo

para los grupos novedoso, agudo y croénico.

Cirugia
NAc shell

Estabilizacion Basales Fracciones
/ A Ve A —, 15min-— 2ul/min
T 1 1
=1 2 3 a 12 13 14
Consumao Consumao
de azdcar de agua

Figura 22. Protocolo general para el grupo novedoso.
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Figura 23. Protocolo general para el grupo agudo.

Consumo o Linea base
de azacar LT de azicar
ad libitum (14 dias)

S —
b

./

Estabilizacion Basales Post-estimulo Fracciones
p A V- A -~ — e —,  15min—2ul/min
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1 2 3 4 5 [} Fi a8 9 10 11 12 1z 14
Consumo Consumao
de aziicar de agua

Figura 24. Protocolo general para el grupo cronico.
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> ANALISIS Y CUANTIFICACION DE DOPAMINA A TRAVES DE HPLC

Los niveles extracelulares de DA de las muestras de microdialisis se analizaron a
través del HPLC con deteccion electroquimica (BAS, West Lafayette, IN). Se
utilizé6 una fase movil de fosfato de sodio 90 mM ajustada a un pH = 3.0 con
NaOH. El volumen de las muestras (25 pl) se mezclé con 10 ul de antioxidante
(acido acético + acido oxalico). Las muestras fueron inyectadas a una columna
C18 (ODS 100* 3mm) de 3 pm a 30°C a un flujo de 0.6 ml/min. Las
concentraciones fueron determinadas del area de cada pico utilizando un estandar
externo de DA (dopamine hydrocloride, SIGMA) el minimo detectable fue de 1

pmol/ul.
» HISTOLOGIA

Una vez finalizado el experimento, los animales fueron inyectados
intraperitonealmente con una sobredosis de pentobarbital sodico y fueron
perfundidos intracardialmente con solucién salina isotonica. Se extrajeron los
cerebros y se conservaron en una solucion de formaldehido al 10% cuatro dias.
Posteriormente se cambiaron a una solucién de sacarosa al 30%, en la que se

mantuvieron durante un minimo de cuatro dias hasta el momento del corte.

Se realizaron cortes coronales de 404 m en un microtomo a -30°C. Los cortes
fueron colocados en portaobjetos gelatinizados para su posterior tincion con
violeta de cresilo. Una vez tefiidos se examinaron en un microscopio éptico para

determinar el lugar en que la sonda de microdialisis fue colocada.
> ANALISIS ESTADISTICO

Para comparar las diferencias que hubo en el grupo crénico en cuanto al peso
corporal, consumo de alimento y de liquido a lo largo de los 14 dias del consumo
cronico se realiz6 una prueba t pareada, donde los valores de p<0.05 fueron

considerados significativos.

En cuanto a los cortes histologicos, s6lo aquellos sujetos cuya sonda de

microdialisis estuvo localizada correctamente (NAc shell) y que no presentaron
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necrosis tisular fueron tomados en cuenta para el analisis estadistico. Seis

animales canulados fueron excluidos.

Por otro lado, se realiz6 un ANOVA factorial para determinar si existian diferencias
significativas en los niveles extracelulares de DA entre grupos y a lo largo de las
fracciones (1-14) durante el proceso de microdialisis. Posteriormente, se hizo una
prueba post-hoc Fisher para determinar el valor de dichas diferencias, donde

p<0.05 fue considerado significativo.

Las diferencias entre grupos durante el consumo de azlcar y agua, fueron
determinadas por un ANOVA factorial, seguido de una prueba post-hoc Fisher en

donde los valores de p<0.05 fueron considerados significativos.

VIll. RESULTADOS
Durante la primera etapa de los experimentos se logré replicar algunos de los
efectos ocasionados por el consumo cronico de azucar, observados en
experimentos previos del laboratorio. Se midieron en g. los cambios que el grupo
cronico tuvo tanto en peso corporal como en consumo de alimento y de liquido;
dichos cambios fueron graficados con respecto a los 14 dias de consumo. Para
comparar las diferencias que hubo se realiz6 una prueba t pareada, donde los
valores de p<0.05 fueron considerados significativos. El consumo cronico de
azucar ocasiond un aumento significativo en el peso corporal de los animales
(figura 25), asi mismo, se encontraron diferencias significativas en la cantidad de
liqguido que consumieron (figura 26), la cual se acompafid de un menor consumo
de alimento a lo largo del periodo de consumo (figura 27), esto puede deberse, a
gue los animales compensaron el exceso de calorias reduciendo la ingesta en la

dieta so6lida.
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Figura 25. En la gréfica se muestran el peso corporal a lo largo de los 14 dias de consumo crénico
(consumo ad libitum de azucar). * Indica diferencias significativas (p< 0.05) con respecto al dia 1.

301

2817

267

241

221

201

181

161

Peso de alimento consumido (g)

Grupo cronicon =8

14

Figura 25. En la grafica se muestra el peso de alimento consumido a lo largo de los 14 dias. *
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Indica diferencias significativas (p< 0.05) con respecto al dia 1.
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Figura 26. En la grafica se muestra el peso del liquido consumido a lo largo de los 14 dias. *

Indica diferencias significativas (p< 0.05) con respecto al dia 1.

Por otro lado, los resultados obtenidos en los cortes histolégicos mostraron que de
los 24 animales canulados, en 6 de ellos la sonda de microdialisis se encontraba
en una region distinta al NAc shell (4 del grupo novedoso, 2 del agudo y 2 del
crénico), por lo que fueron excluidos del analisis estadistico. Restando 16 sujetos
cuya posicidén de la sonda de microdialisis se encontré en la zona de interés y sin

presentar necrosis tisular (figura 28).

Figura 28. Microfotografia NAc Shell. (1ZQ) Corte histoloégico coronal obtenido de los animales
tras haber sido sometidos a la cirugia para colocar la sonda de microdidlisis, el évalo rojo muestra
la posicion de dicha sonda. (DER) Esquema representativo de la ubicacion del NAcc en el cerebro
de rata (6valo rojo).
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> PROCESO DE MICRODIALISIS

e NEUROQUIMICA BASAL
Se realiz6 un promedio de las 4 primeras muestras basales para establecer la LB.
Por medio de un ANOVA factorial se determind si existian diferencias significativas
en los niveles extracelulares de DA, los resultados revelaron que no hubo

diferencias significativas entre grupos ni con la muestra 5 (figura 29).

e NEUROQUIMICA DEL COMPORTAMIENTO

Se registro la liberacion de DA durante el consumo de azlcar. Por medio de un
ANOVA factorial se determiné si existian diferencias significativas en los niveles
extracelulares de DA, seguido de una prueba post-hoc Fisher en donde los valores
de p<0.05 fueron considerados significativos. Los resultados revelaron que
durante el consumo novedoso no hubo cambios significativos en la liberacion de
DA. Sin embargo, durante el consumo agudo se incrementaron significativamente
los niveles extracelulares de DA, pero disminuyeron después del consumo crénico
(figura 29).

e NEUROQUIMICA POST-ESTIMULO
Se registro la liberacion de DA durante las muestras posteriores al consumo de
azucar. Por medio de un ANOVA factorial se determind si existian diferencias
significativas en los niveles extracelulares de DA, seguido de una prueba post-hoc
Fisher en donde los valores de p<0.05 fueron considerados significativos. En el
caso del grupo novedoso se observa una tendencia a disminuir la liberacion de DA
a lo largo de las muestras post-estimulo, ademas, muestra diferencias
significativas con el grupo agudo hasta la muestra 9 y con el grupo cronico hasta
la muestra 7. Con respecto al grupo agudo, la liberacibn de DA disminuye
significativamente a lo largo de las muestras post-estimulo, ademas presenta

diferencias significativas con el grupo cronico hasta la muestra 9. En el caso del
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grupo crénico se observa una tendencia a aumentar la liberacion de DA a lo largo

de las muestras post-estimulo (figura 29).

e NEUROQUIMICA DEL COMPORTAMIENTO
Se regqistro la liberacion de DA durante el consumo de agua. Por medio de un
ANOVA factorial se determiné si existian diferencias significativas en los niveles
extracelulares de DA. Los tres grupos aumentaron la liberacion de DA con
respecto a la muestra anterior al consumo de agua, sin embargo, no se obtuvieron

diferencias significativas entre los grupos durante el consumo (figura 29).
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Figura 27. Se muestran los niveles extracelulares de DA en el NAc shell durante el consumo
novedoso, agudo y familiar. La flecha anaranjada indica el tiempo en el cual se dio el consumo de
azucar, mientras que la flecha azul indica el tiempo en el cual se dio el consumo de agua (Grupos
independientes; *p<0.05).
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¢ CONSUMOS
Se registré el consumo en ml de azucar y agua de los tres grupos (figura). Por
medio de un ANOVA factorial se determiné si existian diferencias significativas en
los niveles extracelulares de DA, seguido de una prueba post-hoc Fisher en donde
los valores de p<0.05 fueron considerados significativos. Durante el consumo de
azucar, no hubo cambios significativos entre los tres grupos, sin embargo, durante
el consumo de agua se observa un mayor consumo solo en el grupo cronico, el

cual revel6 diferencias significativas con respecto al grupo novedoso (Figura 30).
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Figura 28. Se muestra el consumo (ml) de azlcar y agua de los tres grupos (novedoso, agudo y
cronico), durante la muestra 6 y 13, respectivamente, del protocolo de microdialisis. (Grupos
independientes; *p<0.05).

IX. DISCUSION

Los estudios realizados en esta investigacion fueron enfocados hacia el NAc shell,
gue es una region relevante durante el procesamiento de conductas motivadas y
el reconocimiento de reforzadores.

Se determino a través de microdidlisis en ratas en libre movimiento los cambios en
los niveles extracelulares de DA en el NAc shell, tras el consumo crénico de
azucar. Los resultados obtenidos mostraron que durante la presentacion del sabor
novedoso no hay cambios en la liberacion de DA, sin embargo, durante la

segunda presentacion del sabor (ligeramente familiar) hubo un incremento
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significativo en los niveles extracelulares de DA. Por otra parte cuando el sabor fue
altamente familiar (consumo crénico) disminuyo la liberacion de DA. Dichos
resultados sugieren que los niveles extracelulares de DA se ven afectados
dependiendo de las caracteristicas del estimulo y su grado de familiaridad. Asi
mismo, el incremento en la liberacion de DA durante el consumo del sabor familiar

podria estar relacionado con el componente apetitivo del estimulo.

Las evidencias previas han mostrado que tanto la cantidad de comida como su
asociacion apetitiva elevan la concentracion extracelular de DA en el NAc (Martel y
Fantino, 1996). Ademas, en experimentos que han utilizando la técnica de
microdialisis en libre movimiento, se encontré6 un aumento notable en los niveles
de DA en ratas que consumieron una solucién de sacarosa (Hajnal y Norgren,
2001). Otras evidencias (Bassareo, De Luca y Di Chiara, 2002) mostraron que un
estimulo novedoso y apetitivo provoca un incremento inmediato de DA en el NAc y
la CP. Sin embargo, en los presentes resultados este incremento de DA no se
observé cuando el estimulo fue novedoso, sino que fue observado hasta la
segunda presentacién de sacarosa (estimulo familiar). Por otro lado, se sabe que
las neuronas dopaminérgicas de los sistemas mesolimbico y mesocortical,
fundamentalmente las proyecciones de ATV al NAc se distinguen por ser
elementos clave en los sustratos del reforzamiento, sobre todo la region shell de
NAc (Redolar, 2014). Esto podria estar relacionado con la disminucion de DA que

se encontr6 durante el consumo crénico de azucar.

X. CONCLUSION

El modelo de memoria apetitiva utilizado en este trabajo ayuda a entender algunos
de los procesos y estructuras que involucran el reconocimiento del sabor, el cual
es de suma importancia para la sobrevivencia.

Los datos obtenidos en este trabajo indican que la actividad dopaminérgica en el
NAc shell cambia con el grado de la familiaridad del sabor y sugiere que durante el
reconocimiento de un sabor altamente familiar (consumo cronico), la actividad del
sistema dopaminérgico disminuye en el NAc, lo cual podria estar relacionado con

cambios conductuales hacia reforzadores dulces.
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ANEXO 1. ABREVIATURAS

AADC. L-aminoé&cido aromético-descarboxilasa
ACh. Acetilcolina

AMPc. Adenosin monofosfato ciclico

ANOVA. Analysis Of Variance (Analisis de Varianza)
ATV. Area tegmental ventral

BH,. Tetrahidrobiopterina

C. Consecuencia

CAS. Condicionamiento Aversivo al Sabor

CG. Corteza gustativa

COMT. Catecol-O-metiltransferasa

CP. Corteza prefrontal

DA. Dopamina

DAT. Transportador de dopamina

DOPAC. Acido dihidroxifenilacético

E. Estimulo

EC. Estimulo Condicionado

El. Estimulo Incondicionado

GABA. Acido gamma-aminobutirico

HPLC. High Performance Liquid Cromatography (Cromatografia Liquida
de Alta Eficacia)

HVA. Acido homovanilico

LB. Linea Base

L-DOPA. 3,4-dihidroxifenilalanina

MAO. Monoaminoxidasa

NAc. Nucleo accumbens

NAT. Transportador de Noradrenalina

NMDA. N-metil-D-aspartato

NPB. Nucleo parabraqueal

NTS. Nucleo del tracto solitario

PKA. Proteina cinasa A
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PKC. Proteina cinasa C

PV. Palido ventral

R. Respuesta

RC. Respuesta Condicionada

RI. Respuesta Incondicionada

TH. Tirosina hidroxilasa

VMAT-2. Transportador vesicular de monoaminas 2

3-MT. 3-metoxitriptamina
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ANEXO 2. CIRUGIA ESTEROTAXICA

Implica la utilizacién de un aparato estereotaxico para fijar la posicion de la cabeza
de los animales y un atlas estereotaxico, con las coordenadas espaciales de todos
los ndcleos y areas cerebrales conocidos. Estos mismos elementos son
igualmente empleados en intervenciones quirdrgicas con pacientes humanos y
tienen como objetivo dirigir con precision una canula o electrodo hacia una regiéon
predeterminada del cerebro (Periafiez, Miranda y Rios, 2014).

El primer paso para realizar la cirugia consiste en la colocacién del animal de
experimentacion en el aparato estereotaxico, fijando la cabeza con ayuda de los
incisivos y meatos auditivos. Posteriormente, se detalla la posicion de los puntos
de orientacion bregma y lambda en la parte anterior y posterior de la superficie
craneal, para después ubicar las coordenadas de interés y dirigir la canula que se
va a introducir,

Las aplicaciones de la cirugia estereotdxica van mas alla de las lesiones
cerebrales, siendo, por ejemplo, empleada para la disposicion de electrodos para
registros intracerebrales de actividad eléctrica (Periafiez, Miranda y Rios, 2014) o
para llevar a cabo la técnica de microdidlisis, la cual fue empleada en el presente

trabajo.
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ANEXO 3. HPLC (CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA)

La cromatografia es una técnica que permite la separacion de los componentes de

una mezcla debido a la influencia de dos efectos contrapuestos:

A) Retencion. Efecto producido sobre los componentes de la mezcla por una fase

estacionaria, que puede ser un sélido o un liquido anclado a un soporte solido.

B) Desplazamiento. Efecto ejercido sobre los componentes de la mezcla por una

fase movil, en este caso un liquido.

El fendmeno de migraciéon de los componentes de una mezcla a lo largo de la fase
estacionaria, impulsados por la fase movil, recibe el nombre de elucion. La mezcla
a separar se deposita sobre la fase estacionaria, mientras que la movil atraviesa el
sistema desplazando a los componentes de la mezcla a distinta velocidad,
dependiendo de la magnitud de sus interacciones relativas con ambas fases. Las
dos fases se eligen de forma que los componentes de la muestra se distribuyan de
modo distinto entre la fase mévil y la fase estacionaria. Aquellos componentes que
son fuertemente retenidos por la fase estacionaria se mueven lentamente con el
flujo de la fase movil; por el contrario los componentes que se unen débilmente a
la fase estacionaria, se mueven con rapidez. Como consecuencia de la distinta
movilidad, los componentes de la muestra se separan en bandas o zonas

discretas que pueden analizarse cualitativa y/o cuantitativamente.
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ANEXO 4. TINCION DE VIOLETA DE CRESILO PARA CUERPOS CELULARES

REACTIVOS:

Agua desionizada

Etanol absoluto

Etanol al 96 %

Etanol al 80 % en agua desionizada
Etanol al 70 % en agua desionizada

Etanol al 80 % en agua desionizada, acidificado con 10 gotas de &cido

acético glacial
Xilol

Resina sintética

PROCEDIMIENTO:

Hidratar en agua destilada, 1 minuto.

Sumergir en etanol al 80 % acidificado, 1 minuto.

Lavar con agua destilada, sumergiendo durante un segundo en tres
ocasiones.

Teiiir 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 sobretefiido)

5. Deshidratar en alcoholes graduales; etanol al 70 %, 10 segundos.

8.
9.

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.
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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.
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