UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
MAESTRIA EN CIENCIAS (NEUROBIOLOGIA)
INSTITUTO DE NEUROBIOLOGIA

“CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES REFORZANTES DE DISTINTOS
MACRONUTRIENTES Y SUS COMBINACIONES: UNA APROXIMACION
NEUROCONDUCTUAL”

TESIS QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE
MAESTRO EN CIENCIAS
PRESENTA:

RAFAEL SANDOVAL RODRIGUEZ
TUTOR PRINCIPAL:

DR. LUIS ALBERTO TELLEZ
INSTITUTO DE NEUROBIOLOGIA, UNAM
COMITE TUTOR:

DRA. YAZMIN MACOTELA GUZMAN
INSTITUTO DE NEUROBIOLOGIA, UNAM
DR. RANIER GUTIERREZ MENDOZA

DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA, CINVESTAV

Campus Juriquilla, Qro., México. Junio 2021



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Instituto de Neurobiologia UNAM

Este trabajo se realizd en el Laboratorio de Neurobiologia de la Conducta Motivada (A-
11) del Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autonoma de México, bajo
la tutela del Dr. Luis A. Tellez y financiado con el apoyo del proyecto PAPIIT-IA200819 y
la beca nacional de posgrado CONACyYT (CVU:1004742). Ademds, se agradece la
asistencia técnica del Biol. Andrés Falcén Alcantara, y a los integrantes del comité tutor

por sus comentarios y sugerencias a lo largo del desarrollo del presente trabajo.



Instituto de Neurobiologia UNAM

Para Imelda, mi abuela paterna,
a quien le hubiese encantado

saber de esta aventura.



Instituto de Neurobiologia UNAM
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Area tegmental ventral VTA
Dopamina DA
Estriado dorsal DS
Estriado ventral VS
Hormona concentradora de melanina MCH
Hormona estimulante de melanocitos MSH
Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos NIH
Intraperitoneal i.p
Neuropéptido Y NPY
Nucleo accumbens NAC
Nucleo arqueado del hipotalamo ARC
Nucleo paraventricular del hipotalamo PVN
Programa de reforzamiento de razén progresiva PR
Proopiomelanocortina POMC
Proteina similar a la agouti AGRP
Punto de quiebre

PQ
Receptores activados por proliferadores de
peroxisomas a PPARa
Substantia nigra pars compacta SNc
Transcrito regulado por anfetamina y cocaina CART
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1. Introduccién

A partir de la tendencia observada en diversas especies por mantener su peso corporal
mediante el consumo adaptativo de calorias (Adolph, 1947; Rozin & Mayer, 1961,
Thomas & Mayer, 1968; Speigel, 1974; McHugh & Morgan, 1975; Denbow, 1999; Turner,
Leslie, Hallahan & Cooney, 2012), se ha identificado un sistema regulador homeostatico
sensible al valor energético de los alimentos, responsable de ajustar la ingesta a las
necesidades metabdlicas en curso (Tulloch, Murray, Vaicekonyte & Avena, 2015). No
obstante, la coccion, preservacion e industrializacion de los alimentos, ha traido consigo
la creacion de una variedad de mezclas y presentaciones distintas al medio en el cual
nuestra especie evolucioné (Difeliceantonio, 2018). Tal es el caso de los alimentos
altamente procesados, palatables, densos en energia, bajos en fibra y con altas
cantidades de grasas y azucares presentes en la cultura occidental, acufiado por algunos

autores bajo el término de “western diet” (Cordain, et al., 2005; Bortolin et al., 2017).

Se ha propuesto que la distribuciébn masiva, el facil acceso y el bajo precio de tales
alimentos le han concedido primacia a otro sistema distinto al homeostatico: el sistema
hedonico, el cual es responsivo a las propiedades sensoriales apetitivas de los alimentos
(Saper, Chou & EIlmquist, 2002; Rossi & Stuber, 2018). Aunado a la posibilidad de
mantener habitos en extremo sedentarios, se infiere que la dominancia de este sistema
sobre la conducta alimentaria ha traido consigo el alza de enfermedades crénicas no
transmisibles relacionadas con el sobrepeso y la obesidad (e.g. diabetes tipo II,
enfermedades coronarias y cerebrovasculares, osteoartritis, entre otras); catalogandola
como una epidemia mundial en las ultimas décadas (Mitchell, Catenacci, Wyatt & Hill,
2011).

Tan solo en México, a partir de los afios ochenta y coincidiendo con el decurso del
Tratado de Libre Comercio (Loria & Salas, 2014), los niveles de sobrepeso y obesidad
se han triplicado (Villa, Escobedo & Méndez-Sanchez, 2004). Estudios recientes
posicionan en primer lugar en diabetes y segundo lugar en obesidad — a nivel mundial —
a la poblacion adulta del pais (OECD, 2016). Por si fuera poco, México también ha sido

catalogado recientemente por la Organizacion Mundial de la Salud (2016) como el pais
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con mayor prevalencia de obesidad infantil a nivel global. Lo anterior pese a que México
es parte de los paises latinoamericanos que, desde inicios de siglo, han llevado a cabo
esfuerzos por reducir los problemas de salud relacionados al sobrepeso y obesidad de
sus poblaciones (Caballero, Vorkoper, Anand & Rivera, 2017), y que cuenta con
gravamenes tanto para alimentos no esenciales y densamente energéticos, como en
bebidas altamente azucaradas desde el afio 2014 (Batis, Rivera, Popkin, & Taillie, 2016).
Sin embargo, el alza en los indices de obesidad, tanto en México como en el mundo,
continla acentuandose (Jaacks et al., 2019; Bluher, 2019), de manera que se ha
prolongado la discusion sobre las formas en que debe abordarse tal problemética de
salud, y vigorizado las razones para reevaluar la concepcion hedonista sobre la

alimentaciéon contemporanea.

Con base en diversos estudios, una propuesta distinta sugiere que la estimulacién
gustativa, olfaccion retronasal y somatosensacion oral, resultan ser transitorias —
inclusive prescindibles— para la determinacion de las propiedades reforzantes de los
alimentos, tomando como elemento cardinal la asimilacion inconsciente o subliminal del
contenido nutrimental a partir de vias que comunican sensores nutrimentales en el tracto
gastrointestinal con el sistema de recompensa ubicado en areas subcorticales del
cerebro (Araujo, Schatzker & Small, 2019).

Siguiendo la linea inaugurada por el modelo de Holman (1969), se ha encontrado
gue infusiones intragastricas de macronutrientes, incluso en ausencia de claves
orogustativas, son suficientes para regular el reforzamiento y la ingesta de alimentos
(Ferreira, Tellez, Ren, Yeckel, & Araujo, 2012; Tellez et al., 2013a; Kleberg, et al., 2015;
Sclafani & Ackroff, 2016). Lo anterior, concomitante a una liberacion dopaminérgica
diferenciada en el estriado; area que se especula es un relieve crucial en la via
comunicante entre sefales fisioldgicas viscerales y el sistema nervioso central (Araujo,
Ferreira, Tellez, Ren, & Yeckel, 2012; Tellez et al., 2016; Han et al, 2018; Araujo,
Schatzker & Small, 2019).

El presente trabajo pretende ser la continuacion natural de dichos resultados
mediante la contrastacion de las propiedades reforzantes de infusiones intragastricas de

carbohidratos y lipidos presentadas tanto de manera individual como combinada. Las
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diferencias encontradas extienden el reciente reconocimiento de la “apetitividad”
proveniente de la asimilacion de nutrientes en el tracto digestivo, demostrando que la
composicion dietética inaugurada en el occidente (y altamente distribuido en el mundo),
tienen efectos aditivos en el sistema dopaminérgico de recompensa y, por ende, en la

conducta.
2. Antecedentes

Aunque el sistema homeostatico y hedonico no son mutuamente excluyentes (Rossi &
Stuber, 2018), es frecuente la postulacion de que el ambiente obesogénico
contemporaneo le concede primacia al sistema responsivo a las propiedades sensoriales
apetitivas de los alimentos, dando como resultado un “bloqueo” de las sefiales periféricas
de retroalimentacion negativa que modulan la ingesta homeostatica (Araujo, Schatzker
& Small, 2019).

El sistema homeostatico consiste en sefiales hormonales provenientes de
diferentes tejidos periféricos que “comunican” a varios nucleos hipotalamicos sobre el
estado metabdlico del organismo. En particular, el nicleo arqueado del hipotdlamo
(ARC), contiene dos grupos neuronales que expresan receptores para varias de estas
hormonas periféricas. Uno de estos grupos expresa a los neuropéptidos
proopiomelanocortina (POMC) y el transcrito regulado por anfetamina y cocaina (CART),
y es activado por las hormonas leptina (originada del tejido adiposo) y por la insulina
(proveniente de las células B pancreaticas). La POMC es hendida en la hormona
estimulante de melanocitos (MSH) y es liberada hacia el nucleo paraventricular del
hipotalamo (PVN), en donde actia como un agonista mediante su union a los receptores
tipo 3 y 4 a melanocortinas promoviendo conductas anorexigénicas. En contraste, otra
subpoblacion de neuronas del ARC expresa el neuropéptido Y (NPY) y la proteina similar
a la agouti (AGRP), que se liberan en respuesta a la hormona grelina proveniente del
estbmago. En consecuencia, la AGRP bloquea a los receptores de melanocortinas y la
sefalizacion de NPY promueve la aparicidon de conductas orexigénicas o de “hambre”
(Tulloch, Murray, Vaicekonyte & Avena, 2015; Rossi & Stuber, 2018).
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Respecto al sistema hedonico, se considera que los circuitos dopaminérgicos y
opioides estan implicados en los aspectos motivantes o recompensantes de los
alimentos. En lo que a los circuitos dopaminérgicos concierne, y en los cuales el presente
trabajo dirige su interés, se han identificado dos vias. Por un lado, se tiene a la via
mesolimbica/mesocortical, donde la dopamina es sintetizada por las neuronas
dopaminérgicas del area tegmental ventral (VTA), la cual envia sus proyecciones a
distintas regiones tanto limbicas como corticales. Una de estas regiones limbicas es el
nacleo accumbens (NAc), ubicado en la porcion ventral del estriado (VS) e involucrado
en la modulacion de distintos procesos de reforzamiento, tales como el llamado
aprendizaje relacionado a recompensas. Asimismo, se identifica a la via nigroestriatal,
donde la dopamina es sintetizada en la substantia nigra pars compacta (SNc) que manda
sus proyecciones al nucleo caudado y putamen del estriado dorsal (DS). Esta ultima via,
aparte de estar ampliamente involucrada en la iniciacion y modulacion del movimiento,
recientemente se ha propuesto como una integradora del valor recompensante de
sefales periféricas que informan sobre la presencia de nutrientes en el tracto digestivo
(Araujo, Ferreira, Tellez, Ren, & Yeckel, 2012; Araujo, Schatzker & Small, 2019),
acufiados bajo el término de apetitividad (“appetition”, en inglés), y que se distinguen de

aqguellas otras sefiales periféricas relacionadas con la saciedad (Sclafani, 2013).

A lo largo de los afios, el paradigma del condicionamiento sabor-nutriente ha
demostrado la relevancia del contenido cal6rico y nutrimental en el reforzamiento
(Holman, 1969; Sclafani, 2001). Los animales suelen preferir soluciones asociadas con
contenido nutritivo, tal como la sacarosa, sobre distintos edulcorantes, una vez que se
les presentan de manera simultanea. Un caso ilustrativo de lo anterior es el de los ratones
transgénicos trpm5-/-, que despliegan preferencias para la sacarosa, asi como un
aumento en los niveles dopaminérgicos en el VS durante su consumo, aun cuando
carecen del canal i6bnico TRPM5, responsable de la transduccion de sabores dulces
(Araujo et al., 2008). Estos resultados apuntan a que, independientemente de las claves
orogustativas, distintas sefales periféricas “sensan” el contenido nutrimental e influyen
sobre en el sistema de recompensa, modulando y condicionando eficientemente la

conducta de los animales.
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Ferreira et al. (2012), extendi6 el papel de estas sefales periféricas en el
reforzamiento. Demostrando que ratones entrenados a activar infusiones intragastricas
de grasa (Intralipid) por medio de lengilieteos en seco, fueron capaces de regular el
namero de infusiones en funcion de la densidad caldrica, observando una relacion entre
la liberacion dopaminérgica en el estriado con las calorias ingeridas. Otra ampliacion de
estos efectos se encuentra en Tellez et al. (2013a), en donde se observaron analogias
entre los estudios sobre la auto-administracién dosis dependiente de psicoestimulantes
con las infusiones de grasa. Un decremento en la densidad cal6rica fue brevemente
compensado por un incremento en el niumero de operantes (lenglieteos en seco), y
mantenidos durante la sesion. Ademas, en sesiones de extincion, los animales
respondieron con un incremento en la tasa de respuesta, y mostraron un mayor punto de
quiebre para infusiones de grasa en comparacion con beber esa misma emulsion en un
programa de razén progresiva. Ambos efectos fueron observados tanto en animales
privados como no privados de alimento. Por ultimo, durante los protocolos de extincion,
los niveles de dopamina en el estriado dorsal decrecieron significativamente y fueron
recuperados a niveles casi idénticos a los observados en fases anteriores una vez que

se reinstauraron las infusiones de grasa.

Puesto que el aumento en la liberacion dopaminérgica estriatal es un efecto
recurrente en estos estudios, resulta importante esclarecer los papeles relativos de las
porciones dorsal (DS) y ventral (VS) de este sistema en la conducta de ingesta. Se ha
encontrado que las sefales gustativas y nutritivas de los alimentos modulan de manera
separada estos circuitos (Tellez et al., 2016). Por ejemplo, el VS responde igualmente
ante el lengleteo de sucralosa acoplado a infusiones intragastricas de glucosa o
sucralosa, mientras que el DS Unicamente responde a infusiones de glucosa.
Interesantemente, también se encontr0 que al amargar la bebida de sucralosa
(acoplando su ingesta a infusiones intragastricas de glucosa), la liberacion de dopamina
en el VS decay6, mientras que incrementé en el DS y se mantuvo por arriba de los niveles
basales. Un ultimo hallazgo de notar en este estudio es que el reemplazo de infusiones
de glucosa por la activacion optogenética de neuronas espinosas medianas que
expresan el receptor D1 en el DS aumento el numero de lengueteos a la sucralosa, y

canceld los efectos supresivos de su adulteracién con denatonium. En cambio, aunque
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la activacion de neuronas D1 del VS también aumento los lengleteos a sucralosa, fue

incapaz de suprimir la aversion inducida por dicha sustancia.

Actualmente, se discute la identidad de las sefiales metabolicas, asi como de los
sensores periféricos (Figura 1), que comunican la presencia de nutrientes al sistema
dopaminérgico (Araujo, Schatzker & Small, 2019; Small & DiFeliceantonio, 2019).
Respecto a los carbohidratos, se sabe que el aumento en los niveles dopaminérgicos
estriatales se promueve con infusiones de glucosa en la vena porta, pero no con
infusiones de analogos no metabolizables (Zhang et al., 2018). De igual forma, la
administracion de agentes antimetabdlicos de la glucosa atentan los niveles
dopaminérgicos en el DS, y reducen la ingesta de glucosa (Tellez et al., 2013c). Ambos
resultados apuntan a que esta sefial postingestiva, debido a su rapidez, no es de
naturaleza endocrina sino neural, y que estd directamente relacionada con la
metabolizacién de este macronutriente. Una serie de observaciones relevantes para este
altimo punto son aquellas hechas por Russek a mediados del siglo pasado, que desde
entonces proponia la existencia de glucoreceptores hepaticos activados por piruvato

encargados de sefalizar la presencia de glucosa al cerebro (Russek, 1963).

Asimismo, se cree gue algunas de las sefales postingestivas para los lipidos se
originan por un mecanismo que involucra a los receptores activados por proliferadores
de peroxisomas a (PPARa), que se expresan en los enterocitos de los segmentos
duodenales y del yeyuno en el intestino delgado, y que activan a neuronas sensoriales
del nervio vago con aferentes hacia el ganglio nodoso derecho, subiendo hasta la SNc y
el DS (Tellez et al.,, 2013b; Hankir et al.,, 2017; Han et al., 2018). Incluso, se ha
demostrado que vagotomias sub-diafragmaticas totales imposibilitan el adecuado
condicionamiento a lipidos y algunos aminoéacidos, lo cual no sucede para los
carbohidratos (Sclafani & Lucas, 1996; Qu, Han, Niu, Tong & Araujo, 2019).
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Figura 1. Diagrama de los sensores candidatos y posibles vias de los efectos postingestivos reforzantes provenientes
de carbohidratos y lipidos. Adaptado de Araujo, Schatzker & Small, 2019.

Por otra parte, es poco lo que se sabe de la posible sinergia de las sefales
postingestivas apetitivas ante la asimilacién simultdnea de ambos macronutrientes sobre
el sistema de recompensa (Araujo, Schatzker & Small, 2019). Un estudio reciente con
resonancia magnética funcional en humanos revel6 que sus participantes estuvieron
dispuestos a pagar mas por fotos mostrando alimentos que contenian grasa y
carbohidratos, en comparacién con fotos de alimentos isocaldricos, igualmente gustados
y familiares de estos nutrientes por separado. De igual forma, se describié una red de
regiones cerebrales que consisten en el caudado, putamen y talamo mediodorsal, cuya
actividad se correlacioné con este efecto (Difeliceantonio et al., 2018). Tales resultados
sugieren que la grasa y los carbohidratos interactian para potenciar sus valores
recompensantes individuales, dando como resultado una preferencia por estimulos
asociados a su combinacién. El presente trabajo evalué dichas propiedades en un
modelo animal, mediante una bateria de protocolos conductuales, asi como la
caracterizacion de sus efectos sobre los niveles dopaminérgicos en el estriado,
encontrando que la combinacion de ambos nutrientes modifica la conducta de ingesta y

la liberacion de dopamina.
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3. Justificacion

Aun es difuso si el consumo de calorias depende de la fuente nutrimental o de las claves
orogustativas de los alimentos; y si los efectos postingestivos de estos nutrientes tienen
propiedades reforzantes particulares. Pese a que se conoce a profundidad el
establecimiento de preferencias hacia soluciones asociadas con contenido calérico, aun
permanece inexplorado si existe un efecto sinérgico en la preferencia a estimulos
asociados a las calorias provenientes de una mezcla de carbohidratos y lipidos,
representativa de la dieta occidental.

Aunque se ha reportado que los circuitos del estriado responden a la presencia
de carbohidratos vy lipidos en el tracto digestivo, aun se desconoce si existe un efecto
sinérgico en la liberacion dopaminérgica en estos circuitos ante infusiones de calorias

provenientes de la mezcla de estos dos nutrientes.

La exploracion de dichos efectos en las esferas conductuales y neurobiolégicas
pudiese dar cuenta de los patrones alimenticios observados en la sociedad
contemporanea que hasta ahora han sido parcialmente explicados por un supuesto
apoderamiento de las propiedades apetitivas sensoriales de los alimentos sobre la

ingesta.

4. Hipotesis
e Cada fuente nutrimental tiene una ingesta cal6rica particular que es independiente

de las claves orogustativas y la densidad calérica de las infusiones.

e Cada fuente nutrimental presenta propiedades reforzantes particulares,
independientes de las claves orogustativas y la densidad caldrica, relacionadas

con los efectos postingestivos de los nutrientes.

e La identidad nutrimental, no las calorias ingeridas ni las claves orogustativas,

determinan las preferencias alimentarias.
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e En condiciones isocaldricas, la ingesta de la mezcla de carbohidratos y lipidos
induce en el estriado una liberacion dopaminérgica distinta a la observada cuando

se ingieren estos macronutrientes de manera individual.
5. Objetivos
5.1 General

Contrastar en ratones C57BL/6J, las respuestas conductuales y la liberacion
dopaminérgica en el estriado ante calorias provenientes de tres distintas identidades
nutrimentales, definidas como soluciones isocaldricas de lipidos, carbohidratos y su

combinacion.
5.2 Particulares

e Evaluar la ingesta caldrica en funcion de la identidad nutrimental y con

independencia de las claves orogustativas.

e Estimar el “valor especifico” de reforzamiento para las calorias provenientes de

distintas identidades nutrimentales.

e Caracterizar la formacion de preferencias alimenticias derivadas de los efectos

postingestivos de las distintas identidades nutrimentales.

e Contrastar los niveles de dopamina extracelular en el estriado dorsal y ventral en
respuesta a infusiones pasivas de carbohidratos y lipidos en su conjunto y de

manera individual.
6. Sujetos

Se utilizaron un total de 20 ratones macho C57BL/GJ de 12 a 17 semanas de edad al
comienzo de los experimentos. Los animales fueron alojados de manera individual bajo
un ciclo de luz/oscuridad de 12:12, bajo un régimen de restriccion del alimento
(manteniendo su consumo al 90% de su ingesta diaria de “chow” antes del inicio de los
protocolos experimentales). Los experimentos fueron realizados en la fase luminica del

dia y conducidos de acuerdo con las normas de uso y manejo de animales de laboratorio
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del Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia, UNAM; cumpliendo con los
lineamientos del cuidado y manejo de la Norma Oficial Mexicana de la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) clave NOM-
062-Z00-1999, y con los criterios de ética para el uso de animales de investigacion
segun los estandares internacionales de los Institutos Nacionales de Salud de Estados
Unidos (NIH).

7. Materiales y métodos
7.1 Procedimientos quirurgicos
7.1.1 Implantacion de canula para microdialisis

Se indujo anestesia por medio de una inyeccion intraperitoneal (i.p) de ketamina/xilacina
(100/15 mg/kg) y se posiciond los animales en un aparato estereotaxico bajo un flujo
constante de 1% de isoflurano. En un hemisferio, se perforé una craneotomia circular en
la region dorsal del estriado con coordenadas respecto a bregma AP = 1.0mm y ML =
+1.7mm, con la implantacién de una canula guia (DV = -2.0mm desde la superficie del
craneo). Asimismo, del lado contralateral, se perfor6 una segunda craneotomia en la
region del estriado ventral con coordenadas respecto a bregma AP = 1.5mm y ML =
+0.8mm, con la implantacion de una céanula guia (DV = -3.7mm desde la superficie del
craneo). Finalmente, las canulas fueron fijadas al craneo con resina acrilica y metacrilato

de metilo.

= \ :‘ //‘

Figura 2. Representacion correspondiente a la porcion ventral (rojo) y dorsal (azul) del estriado en ratones, y la

posicion de las sondas de microdialisis.
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7.1.2 Implantacion de catéter intragastrico

Una vez que los animales fueron anestesiados (inyeccion i.p de ketamina/xilacina 100/15
mg/kg), se realiz6 una incision en la linea media del abdomen. El estdbmago fue
exteriorizado y se suturd un cuadrante en la region no glandular en la cual se inserté un
tubo de MicroRenathane® justo en la porcion medial. La sutura se apretd alrededor del
tubo para luego ser tunelizado via subcutanea al dorso del animal mediante un pequefio
agujero hecho en el musculo abdominal. Posteriormente, se hizo una pequefia incision
dorsal entre las placas de los hombros para permitir la exteriorizacién del catéter.
Concluido lo anterior, las incisiones abdominales fueron suturadas y desinfectadas.

Figura 3. Esquematizacion de la implantacion del catéter intragdastrico. Las lineas punteadas indican la posicién de las
suturas realizadas para ajustar el tubo en el estémago el cual sera canalizado hacia el dorso para permitir su

exteriorizacion

7.1.3 Cuidados postquirurgicos

Aproximadamente 40 minutos después de la cirugia, se les administré a los animales
gentamicina i.p. (5 mg/kg). Durante las semanas de recuperacion, los animales fueron

monitoreados cada 12 horas con la finalidad de detectar sefiales de dolor o morbilidad.
7.2 Estimulos y célculo de densidades caloricas

Se prepararon 3 grupos de soluciones isocaldricas de: a) glucosa (Sigma, USA), b)
Intralipid (Sigma, USA) y ¢) una mezcla 50:50 (V/V) de ambos. Estas soluciones fueron

preparadas a partir de la misma solucion emulsificadora utilizada en el Intralipid, hecha
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a base de 1.2% fosfolipidos, 2.25% glicerol y agua. Las densidades caloricas empleadas
fueron 0.5, 1 y 2 kcal/mL. La solucién asociada a las infusiones durante las sesiones de
regulacion de la ingesta calorica y en los programas de reforzamiento progresivo, fue
sucralosa 2mM (Sigma, USA). Mientras que para las sesiones de condicionamiento
sabor-nutriente, se utilizaron soluciones de 3 distintos sabores (arandano, pifia y naranja)
de la marca Zuko® siguiendo las sugerencias de preparacion del fabricante (0.5g x
1000mL).

7.3 Aparatos conductuales

Todos los experimentos conductuales fueron llevados a cabo en una cémara
experimental personalizada de tres mddulos de estimulo respuesta ubicados en una
misma pared operativa. Las infusiones intragastricas fueron activadas por el lengiieteo
de los animales a un sorbete conectado a un detector de contacto que permitio la
medicidn de las respuestas con una resolucion de 10 ms. Las infusiones estuvieron
controladas por un software generador de pulsos TTL en respuesta a la deteccion de
lengleteos, cada infusion tuvo una duracién de 3 segundos a un ritmo de 0.6 mL/min
(30ul por infusion); aquellas respuestas emitidas mientras una infusiébn ocurria no
tuvieron consecuencias programadas (i.e. no generaron una nueva infusién). Todas las

respuestas fueron registradas y almacenadas para su posterior analisis.
7.4 Sesiones conductuales
7.4.1 Regulacion de laingesta calorica

Un total de 9 ratones fueron expuestos a nueve sesiones de 1 hora para cada una de las
densidades caldricas empleadas, en donde el lengleteo de un sorbete con sucralosa
2mM (ubicado en la zona central de la pared derecha) estuvo asociado a la activacion
de las infusiones de los distintos macronutrientes. Estas sesiones estuvieron bajo un
programa de reforzamiento continuo. En estas sesiones el sabor se mantuvo constante,
pero la identidad nutricional de las soluciones de infusion varidé entre sesiones. La
presentacion de los distintos macronutrientes fue aleatoria a través de los dias y animales

para controlar por el orden de exposicion.
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7.4.2 Programa de reforzamiento de razén progresiva

Los mismos sujetos experimentales fueron expuestos a sesiones de 1 hora en donde se
replicaron las mismas condiciones que para las sesiones anteriores, con la excepcion de
que las respuestas operantes estuvieron bajo un programa de razon progresiva

aritmética de 9 (Figura 4) de férmula:

requerimiento de respuesta acumulado =a + (n-1)d

donde a corresponde a 1 (equivalente al primer término de la secuencia para este
programa), n al nimero de infusiones acumuladas y d a la progresion (equivalente a 9

en este programa).

Lengiieteos Infusiones PQ
1 1 1
\ 10 2 11
\ 19 3 30
\ 28 4 58
37 5 95
46 6 141
55 7 196
64 8 260
73 9 333
82 10 415
\ 91 11 506
100 12 606

Figura 4. Programa de razén progresiva aritmética de 9 (PR9). Se entrend a los ratones (n = 9) a beber de un Unico
bebedero con sucralosa 2mM ubicado en la pared derecha de la camara experimental para recibir infusiones
intragastricas de las distintas identidades nutrimentales bajo un PR9. A la derecha se muestran el requerimiento
progresivo de respuestas (lengtieteos), los reforzadores acumulados (Infusiones) y el punto de quiebre (PQ) alcanzado
para cada nivel.

7.4.3 Evaluacion de preferencias

Las preferencias iniciales de los sujetos fueron establecidas mediante tres sesiones de
acceso breve (5 minutos de duracién), donde se les presentaron simultaneamente tres
sabores distintos y novedosos de soluciones no metabolizables, en ausencia de
infusiones, y variando la posicion de los sabores entre las sesiones. Posteriormente, se
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realizaron 4 sesiones independientes de condicionamiento de 1 hora de duracion para
cada uno de los pares sabor-nutriente (12 sesiones en total), presentando de manera
pseudo-aleatoria dichos pares para controlar por el orden de exposicion. En estas
sesiones se mantuvo fija la ingesta total a 1.2 kcal/sesion. Tras el condicionamiento, se
realizd nuevamente el ensayo de acceso breve para medir las preferencias. En las
sesiones de reverseo, se repitid este procedimiento reasignando la identidad de los pares
sabor-nutriente. Finalmente, se realizO una vez mas este protocolo reasignando la
identidad de los pares sabor-nutriente, pero dejando “libre” la ingesta caldrica (i.e. las

calorias ingeridas estuvieron bajo el control de los animales).

Las preferencias se calcularon como:

proporcion de preferencia al sabor x = n(Sabor I)

n(5abor 1) + n(Sabor 2) + n(Sabor 3)

donde n indica el numero de lengleteos realizados para un determinado sabor durante

el ensayo de acceso breve (test).

Figura 5. Condicionamiento sabor-nutriente. A, los animales (n=9) fueron expuestos simultaneamente a tres sabores
novedosos de soluciones sin contenido nutrimental durante ensayos breves de 5 minutos para establecer sus

preferencias iniciales. B, durante las sesiones de condicionamiento, se asociaron los sabores con infusiones
intragastricas de los nutrientes. C, tras el condicionamiento se volvieron a medir las preferencias.

7.4.4 Medicion de saciedad inducida por pre-carga.
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Las diferencias en saciedad inducidas por los distintos nutrientes, fue evaluada usando
animales (n=10) restringidos de alimento por 24 horas, realizando primero sesiones
donde se les dio libre acceso a 3.5 gramos de chow (LabDiet® 5008) durante 2 horas
monitoreando su consumo cada 30 minutos. Una vez establecida la linea base de
ingesta, se realizaron sesiones donde, previo al inicio de las mediciones, se efectuaron
pre-cargas, que consistieron en infusiones intragastricas de los distintos macronutrientes
(0.6 mL a un ritmo de 25pl/min; 1.2kcal). Terminada la pre-carga se les dio libre acceso
a los 3.5 gramos de chow y se monitored su consumo. Se realizé una sesion para cada
uno de los macronutrientes, distribuyendo su presentacion de manera contrabalanceada
entre sujetos para controlar por el orden de exposicion. En todas las sesiones, incluyendo
las de la linea base, la comida que no fue consumida durante las 2h de medicion se

entregod a los animales 3h después de haber concluido la sesién.

7.5 Medicion de liberacion dopaminérgica extracelular durante infusiones

pasivas

Tras el periodo de recuperacion de la cirugia, una sonda de microdialisis fue insertada
en el estriado dorsal o ventral (n=6) a través de la canula guia. Las sondas fueron
conectadas a una bomba que perfundio liquido cefalorraquideo artificial a un ritmo de 1.2
pl/min. Una vez concluido el periodo de lavado de 40 min, se comenzaron los periodos
de recolecta. Las muestras fueron recolectadas, separadas y cuantificadas por HPLC
acoplado a métodos de deteccion electroquimica, utilizando un estandar de dopamina
con una concentracion de 5pg/ul (Sigma). Una vez establecida la linea base, se
realizaron las infusiones pasivas de carbohidratos, lipidos y su mezcla con una densidad
calérica de 2 kcal/mL, utilizando el promedio del ritmo de las infusiones
autoadministradas durante las ultimas sesiones de regulacién de la ingesta caldrica.

Asimismo, se mantuvo la ingesta cal6rica de las sesiones a 1.2 kcal.
7.6 Andlisis de datos

Todos los eventos/parametros conductuales descritos fueron adquiridos y guardados en
archivos con extension xlIsx, que posteriormente fueron organizados, procesados y
analizados con el software MATLAB ® (v.20a, Mathworks) y GraphPad Prism ® 8
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(GraphPad). Los andlisis hicieron uso de pruebas estadisticas no parameétricas a
excepcion del andlisis de los distintos cursos temporales en donde se emplearon pruebas
de andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias para medidas repetidas. Todos los
resultados muestran la media y su error estandar. Todos los p valores asociados a las
pruebas estadisticas corresponden a pruebas bilaterales con un nivel de 5% y fueron
corregidas por comparaciones multiples. En los pies de figura, se especifica la prueba
estadistica empleada y el tamafio de la muestra (n, indica el nUmero de animales

utilizados).

8. Resultados
8.1 Regulacion de la ingesta caldrica

Con el propésito de explorar la relacion entre la regulacién de la ingesta caldrica y la
identidad nutrimental de forma independiente de las claves orogustativas, se realizaron
sesiones en donde las infusiones para los tres nutrientes (carbohidratos, lipidos y su
mezcla) fueron activadas por la ingesta oral (lengliieteo) de un mismo sabor (sucralosa
2mM).

Usando infusiones con una densidad de 1 kcal/mL (Figura 6A), se encontré que
tanto la ingesta total de lipidos y de la mezcla fueron mayores a la de glucosa. Al
aumentar la densidad a 2 kcal/mL (Figura 6B), la ingesta total para lipidos también fue
mayor a la de glucosa, pero se desvanecio la diferencia entre la mezcla y glucosa. En
ambas densidades no hubo diferencias entre las ingestas promedio para lipidos y la
mezcla. Al analizar los cursos temporales de la ingesta (Figuras 6C y 6D), se observd
gue, para la densidad de 1 kcal/mL (Figura 6C), a partir de los 12 y 18 minutos la ingesta
de glucosa comenzé a ser significativamente menor a la de la mezcla y lipidos,
respectivamente; tales diferencias se mantuvieron hasta el final de la sesion, y solo a
partir de los 42 minutos aparecieron diferencias entre la ingesta entre lipidos y la mezcla.
Para la densidad de 2 kcal/mL (Figura 6D), desde los minutos 12 y 18 la ingesta de
glucosa fue menor a la de mezcla y lipidos, respectivamente; manteniéndose distintas
hasta el final de la sesidén. Para esta densidad cal6rica la ingesta de lipidos y mezcla

llegd a ser distinta solo hasta los 48 minutos.
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Adicionalmente, al comparar de manera individual la ingesta en ambas
densidades caldricas para cada uno de los nutrientes (Figura 6E), se encontré que los
animales presentaron una ingesta promedio constante para cada uno de ellos.

Sugiriendo que la identidad del nutriente determina una ingesta particular para cada uno.

Figura 6. Regulacion de la
A 1kcal/mL B 2kcal/mL ingesta calérica (n=9). A, para las
- I;I soluciones de 1 kcal/mL los
39 La—— 1 34 po ratones presentaron una ingesta
1 o mayor tanto para infusiones
2 o 5 intragéastricas de lipidos como de
° a mezcla, que fue significativamente
%0 distinta a la de glucosa (Prueba de
14 Friedman para medidas repetidas,
X2(3) = 14.89, ****p<0.0001; prueba
de Dunn para comparaciones
mdltiples ***p<0.0005 y *p<0.02,
respectivamente). B, para las
O Glucosa O Lipidos A G+L soluciones de 2  kcal/mL,
C D nuevamente presentaron una
ingesta mayor para las infusiones
2.54 2.5 de lipidos, que resulté
2.0 2.0 significativamente distinta a la de
glucosa (Prueba de Friedman para
s 1.54 1.5 medidas repetidas, x3(3) = 8.00,
=~ 1.0- 1.0- *p<0.01; prueba de Dunn para
e e o SN comparaciones multiples
054 # AR 0.5 *p<0.01.); no obstante, bajo esta
[ oy ek oK . . , .
00l ——FXEE 11— densidad, la ingesta calérica para
6 121824 30 36 42 48 54 60 6 121824303642485460 la mezcla no fue significativamente
tiempo (min) tiempo (min) distinta a la de lipidos (p=0.47) o
E glucosa (p=0.47). C, los cursos
= temporales de la ingesta bajo una
2 densidad de 1 kcal/mL, mostraron
. efectos de los factores tiempo,
nutriente e interaccion tiempo x
nutriente (ANOVA de dos vias para
medidas repetidas, tiempo: F (9,
72) = 189.2, ***p<0.0001,
nutriente: F (2, 16) = 43.96,
**+*n<(0.0001 e interaccion: F (18,
1kcal/mL 2kcal/mL 1kcal/mL 2kcal/mL  1kcal/mL 2kcal/mL 144) = 35.02, ****p<0.0001). Una
prueba Tukey para comparaciones
multiples indic6 que las ingestas entre mezcla y glucosa comenzaron a ser significativamente diferentes al minuto 12
(*p=0.02), mientras que entre lipidos y glucosa al minuto 18 (**p=0.01). Para el minuto 42, las ingestas caldricas entre
todos los nutrientes fueron significativamente diferentes (G vs. M: ****p<0.0001, G vs. L: ***p<0.0001 y L vs. M:
*p=0.02). D, Para las infusiones de nutrientes con una densidad de 2 kcal/mL, hubo efectos de los factores tiempo,
nutriente e interaccion tiempo x nutriente (ANOVA de dos vias para medidas repetidas, tiempo: F (9, 72) = 120.0,
**+%n<0.0001, nutriente: F (2, 16) = 4.01, *p=0.03 e interaccion tiempo x nutriente: F (18, 144) = 7.63, ****p<0.0001).
Una prueba Tukey para comparaciones miltiples indicé que la ingesta calorica entre glucosa y mezcla comenzé a ser
significativamente distinta al minuto 12 (*p=0.04), y entre glucosa y lipidos al minuto 18 (*p=0.04). Para el minuto 48,
las ingestas caldricas entre todos los nutrientes fueron significativamente diferentes (G vs. M: *p=0.01, G vs. L:
****¥n<0.0001 y L vs. M: ****p<(0.0001). E, no se encontraron diferencias significativas en la ingesta para ninguna de
las tres presentaciones nutrimentales al compararlas entre las dos densidades caléricas empleadas (Prueba de los
rangos con signo de Wilcoxon para muestras pareadas, Glucosa 1 kcal/mL vs. Glucosa 2 kcal/mL: z = -1.83, p=0.07,
Lipidos 1kcal/mL vs. Lipidos 2 kcal/mL: z = -1.18, p=0.25 y Mezcla 1 kcal/mL vs. Mezcla 2 kcal/mL: z = -0.70, p=0.54).
Todos los datos muestran la media y su error estandar.

Glucosa Lipidos G+L Glucosa Lipidos G+L

17



Instituto de Neurobiologia UNAM

8.2 Programa de reforzamiento de razon progresiva

Una vez establecido que, en efecto, los animales consumen calorias de manera
diferencial para cada nutriente, se evalué qué tan dispuestos estaban a efectuar una
operante (lengueteos) para recibir infusiones de las tres identidades nutrimentales. Para
ello, se emplearon las mismas condiciones que aquellas para las sesiones de regulacion
de la ingesta caldrica, excepto que ahora las infusiones estuvieron bajo un programa de

razon progresiva aritmética de 9 (Figura 7).

Se observo que para la densidad de 1 kcal/mL (Figura 7A), los animales mostraron
puntos de quiebre (PQ) similares para las tres identidades nutrimentales. En contraste,
a una densidad de 2 kcal/mL (Figura 7B), los PQ tanto para infusiones de lipidos como
de mezcla fueron mayores que aquellos realizados para glucosa; mientras que los PQ

para infusiones de lipidos y la mezcla fueron similares.

Puesto que el PQ se define como el requerimiento de respuesta activo en el que
el ultimo reforzador fue obtenido (Cain & Bardo, 2010), es posible que existieran
diferencias en la cantidad de respuestas totales (lenglieteos) para recibir alguna de estas
infusiones que no se vean reflejadas en los PQ. Sin embargo, al comparar la cantidad
total de lenglieteos, se observaron los mismos resultados que los obtenidos de los PQ
(Figuras 7C y 7D).

Al analizar el curso temporal de las infusiones durante estas sesiones, se observo
gue, a una densidad de 1 kcal/mL, el nUmero de infusiones para glucosa fue menor al de
lipidos a los 24 minutos, y al de la mezcla a los 30 minutos; diferencias que se
mantuvieron durante el resto de la sesion. Aunque se apreciaron diferencias transitorias
entre el numero de infusiones para lipidos y la mezcla a los 48 minutos, estas no
perduraron hacia el final de la sesion. Mientras que para las infusiones de 2 kcal/mL
(Figura 7F), a los 6 minutos el niumero de infusiones para glucosa fue mayor al de lipidos.
Sin embargo, esta diferencia desaparecio entre los minutos 12 y 18. Para los 24 minutos

el nimero de infusiones para glucosa fue menor tanto para lipidos y la mezcla. Estas
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Ultimas diferencias perduraron hasta el final de la sesion. Las infusiones para lipidos y

mezcla nunca fueron diferentes entre si en esta densidad calo6rica.

Finalmente, debido a que durante las sesiones de regulacion de la ingesta calérica
(RC) se encontr6 un consumo caldrico diferencial para cada nutriente, decidimos
contrastar las ingestas entre ambos protocolos, usando como referencia la obtenida
durante las sesiones de regulacion (Figura 7). Para la densidad de 1 kcal/mL, se observo
gue la ingesta de todos los nutrientes fue menor a su consumo en las sesiones de
regulacion de la ingesta. No obstante, el porcentaje de ingesta para glucosa durante el
reforzamiento progresivo fue mayor al de los otros nutrientes (Figura 7G). Por su parte,
a una densidad de 2 kcal/mL, si bien no se encontraron diferencias en la ingesta entre
los nutrientes durante el programa de reforzamiento, la ingesta de glucosa fue la Unica
que alcanzd niveles comparables a los observados para la regulacion de la ingesta
(Figura 7H). Estos resultados sugieren que los bajos niveles para glucosa desplegados
en el protocolo de reforzamiento progresivo, podrian estar relacionados con el umbral de
ingesta y las propiedades saciantes de la glucosa, las cuales no necesariamente implican

una menor motivacién por su consumo.
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Figura 7. Programa de razén progresiva 1keal/mL 2keal/mL

de 9 (n=9). A, auna densidad caléricade 1 A4 B =
kcal/mL, no hubo diferencias significativas M 1
entre los puntos de quiebre alcanzados por el 2o f -
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medidas repetidas, x3(3) = 4.56, *p=0.11;
prueba de Dunn para comparaciones
multiples: G vs. L: p=0.23, G vs. M: p=0.86
y L vs. M: p>0.99). B, en cambio, en 100
soluciones de 2 kcal/mL, los ratones Glucosa Lipidos G+L
alcanzaron puntos de quiebre
significativamente diferentes para
infusiones de lipidos y mezcla en
comparacién con aquellas de glucosa.
(Prueba de Friedman para medidas
repetidas, x?(3) = 12.88, ***p=0.0005;
prueba de Dunn para comparaciones
multiples, G vs. L: **p=0.004 y G vs. M:
*p=0.01). No hubo diferencias significativas
entre los puntos de quiebre alcanzados 0 0 i
para infusiones de lipidos y mezcla. Glucosa Lipidos G+L Glucosalipidos G+L
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temporales encontré que a una densidad
de 1 kcal/mL, hubo efectos de los factores
tiempo, nutriente e interaccion tiempo x
nutriente (ANOVA de dos vias para medidas repetidas, tiempo: F (9, 72) = 459.0, ****p<0.0001, nutriente: F (2, 16) =
4.75, **p=0.02 e interaccion: F (18, 144) = 4.95, ****p<0.0001). Una prueba Tukey para comparaciones multiples indicé
qgue el numero de infusiones entre lipidos y glucosa comenzd a ser significativamente diferente a los 24 minutos
(****p<0.0001), y a los 30 minutos entre mezcla y glucosa (**p=0.002). Para el minuto 48, el nimero de infusiones para
todos los nutrientes fue significativamente diferente (G vs. L: ****p<0.0001, G vs. M: **p=0.002 y L vs. M: *p=0.02). No
obstante, para los 60 minutos, la diferencia entre el nimero de infusiones para lipidos y mezcla dejé de ser significativa
(p=0.08). F, bajo una densidad caldrica de 2 kcal/mL, hubo efectos de los factores tiempo, nutriente e interaccién
tiempo x nutriente (ANOVA de dos vias para medidas repetidas, tiempo: F (9, 72) = 317.1, ****p<0.0001, nutriente: F
(2, 16) = 5.53, *p=0.01 e interaccién: F (18, 144) = 23.03, ****p<0.0001). Una prueba Tukey para comparaciones
multiples indico que el nimero de infusiones entre glucosa y lipidos comenzé a ser significativamente diferente a los
6 minutos (**p=0.002), y a los 24 minutos entre glucosa y mezcla (****p<0.0001). Para los ultimos 60 minutos, se
observé que el nimero de infusiones obtenidas para lipidos y mezcla nunca llegaron a ser significativamente distintas
(G vs. L: ***p<0.0001, G vs. M: ****p<0.0001y L vs. M: p=0.36). G, el porcentaje de ingesta para todos los nutrientes
a una densidad de 1 kcal/mL durante el reforzamiento progresivo fue significativamente diferente del cien por ciento
de laingesta presentada durante el protocolo de regulacion de la ingesta calérica (Prueba de Wilcoxon de una muestra,
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Glucosa: **p=0.004; Lipidos: **p=0.004 y M: **p=0.004). Asimismo, tnicamente hubo diferencias significativas entre
el porcentaje de ingesta para glucosa con el de lipidos y mezcla, pero no entre lipidos y mezcla (Prueba de Friedman
para medidas repetidas, x3(3) = 14.89, ****p<0.0001; prueba de Dunn para comparaciones mudltiples, G vs. L:
***p=0.0005, G vs. M: *p=0.02 y L vs. M, p=0.71). H, el porcentaje de ingesta para lipidos y mezcla a una densidad de
2 kcal/mL durante el reforzamiento progresivo fue significativamente diferente del cien por ciento su ingesta durante el
protocolo de regulacion de la ingesta calérica; sin embargo, la ingesta de glucosa fue comparable entre ambos
protocolos (Prueba de Wilcoxon de una muestra, Glucosa: p=0.32, Lipidos: *p=0.02 y M: **p=0.003). No hubo
diferencias significativas entre el porcentaje de ingesta para los nutrientes durante el reforzamiento progresivo (Prueba
de Friedman para medidas repetidas, x3(3) = 4.22, p=0.154; prueba de Dunn para comparaciones multiples, G vs. L:
p=0.29, G vs. M: p>0.99 y L vs. M, p=0.17). La linea roja punteada representa el cien por ciento de la ingesta
presentada durante el protocolo de regulacion de la ingesta calérica. Todos los datos muestran la media y su error
estandar.

8.3 Condicionamiento sabor-nutriente

Para caracterizar la formacién de preferencias derivadas de los efectos post-ingestivos
de estos nutrientes, los ratones fueron expuestos a protocolos de condicionamiento
sabor-nutriente. Inicialmente, con el propadsito de evitar que la ingesta caldrica diferencial
observada en los distintos nutrientes pudiera traducirse en diferencias en la preferencia,
se establecid un criterio de consumo total de 1.2 kcal por sesion para todos ellos durante
el condicionamiento (i.e., las infusiones siguieron bajo el control de los lengieteos, pero
al alcanzar una ingesta de 1.2 kcal no se permitieron mas infusiones). Cabe mencionar
que este punto de corte fue significativamente menor al consumo para lipidos y la mezcla

durante las sesiones de regulacion de la ingesta caldrica (Figura 8A).

Después de presentar y establecer las preferencias iniciales de los sujetos a tres
sabores novedosos de soluciones no metabolizables (pre-condicionamiento), se
condiciond la presentacion de cada uno de los sabores con la infusién de un nutriente en
particular; tanto la asignacién de cada nutriente con un sabor especifico, como la
presentacion de los sabores durante el condicionamiento, se realizaron de manera
contrabalanceada y pseudoaleatoria evitando que hubiera sesgos iniciales en las
preferencias (Figura 8B) y asegurando que todos los sabores estuvieran igualmente
representados en los 3 nutrientes. Al término de las sesiones de condicionamiento (4
exposiciones x nutriente), se evaluaron nuevamente las preferencias de los sujetos (post-

condicionamiento).

Tras este condicionamiento, se observd una redistribucion de las preferencias
iniciales, encontrando que los sabores asociados con infusiones de la mezcla mostraron

una preferencia significativamente mayor que aquella para los sabores asociados con
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infusiones de lipidos; adicionalmente, los sabores asociados con la mezcla y con lipidos

fueron los Unicos con preferencias distintas a la indiferencia (Figura 8C).

Para corroborar la influencia de la identidad nutrimental sobre la formacion y el
establecimiento de preferencias, los pares sabor-nutriente fueron reasignados entre los
mismos sujetos experimentales, y se realiz6 un segundo ciclo de condicionamiento
(reverseo). La distribucion de las preferencias mostré un patrén semejante al observado
después del primer condicionamiento, siendo los sabores asociados con la mezcla los
gue desplegaron una mayor preferencia, manteniendo diferencias significativas entre la
mezclay los lipidos, y siendo las preferencias de estos dos nutrientes las Unicas distintas
a la indiferencia. Tras este re-condicionamiento también aparecieron diferencias entre
los sabores asociados con glucosa y los asociados con lipidos, con una marcada
inferioridad en la preferencia de los sabores asociados con lipidos (Figura 8D). Sin
embargo, estos resultados podrian estar relacionados con el punto de corte impuesto al
consumo calorico (1.2 kcal/sesion), que esta por debajo del consumo para este nutriente
durante las sesiones de regulacion de la ingesta (Figura 8A). Para evaluar esta
posibilidad, se asignaron nuevos pares sabor-nutriente y se realiz6 una ultima ronda de
re-condicionamiento en el que la ingesta caldrica fue “liberada” (i.e. estuvo bajo el control
de los animales durante las sesiones de condicionamiento). Una vez mas se obtuvo un
patréon de preferencias similar a los anteriores, con diferencias significativas entre la
mezcla y lipidos, y siendo la eleccién para estos nutrientes distinta a la indiferencia. En
esta condicion, las preferencias entre los sabores asociados con glucosa y los asociados

con lipidos no fueron diferentes (Figura 8E).

Con el proposito de tener una mejor caracterizacion de la influencia de la identidad
nutrimental, se analizé el cambio en las preferencias de los sabores a través de los
distintos protocolos de condicionamiento (i.e. la diferencia entre las preferencias para los
sabores antes y después de cada ronda de condicionamiento). Este andlisis encontrd
gue después del primer protocolo de condicionamiento hubo un incremento significativo
en la preferencia de los sabores asociados a la mezcla, y que este cambio fue distinto
del generado en los sabores asociados a lipidos, en los que se observo un decremento

en su preferencia (Figura 8F). El mismo efecto se encontr6 en el resto de los
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condicionamientos (Figuras 8F-H), donde los sabores asociados con la mezcla siempre
presentaron una modulacion positiva (aumento en la preferencia); mientras que, los
sabores asociados con los lipidos siempre mostraron una modulacidon negativa

(decremento en la preferencia).

En su conjunto, estos resultados indican que es la identidad nutrimental —y no las
calorias ingeridas- la que regula la formacién de las preferencias, y sugieren un efecto
aditivo de la combinacion de lipidos y carbohidratos que se traduce en una mayor
predileccion por los sabores asociados con su ingesta.
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Figura 8. Condicionamiento sabor-
nutriente (n=9). A, el criterio de ingesta
calérica utilizado para las sesiones de
condicionamiento (1.2 kcal/sesion) no fue
significativamente distinto de la ingesta de
glucosa, pero si de los otros dos nutrientes
durante las sesiones de regulacion de la
ingesta (Prueba de Wilcoxon de una muestra,
1.2 kcal vs. Glucosa: p=0.73, 1.2 kcal vs.
Lipidos: *p=0.01 y 1.2 kcal vs. Mezcla:
**p=0.003). B, preferencias iniciales de los
pares sabor-nutriente antes del
condicionamiento (Prueba de Friedman para
medidas repetidas, x3(3) = 0.22, p=0.97;
prueba de Dunn para comparaciones
multiples: G vs. L: p>0.99, G vs. M: p>0.99y L
vs. M: p>0.99; y de la indiferencia, Prueba de
Wilcoxon de una muestra, 0.33 vs. Glucosa:
p=0.91, 0.33 vs. Lipidos: p>0.99 y 0.33 vs.
Mezcla: p>0.99). C, preferencias de los pares
sabor-nutriente después de la primera ronda
de condicionamiento, las preferencias de los
sabores asociados a infusiones de lipidos y
mezcla fueron significativamente distintos de
la indiferencia (Prueba de Wilcoxon de una
muestra, 0.33 vs. Glucosa: p=0.42, 0.33 vs.
Lipidos: *p=0.007 y 0.33 vs. Mezcla:
**p=0.003). Asimismo, la preferencia a los
sabores asociados a infusiones de mezcla fue
significativamente distinta de aquella para los
sabores asociados a lipidos (Prueba de
Friedman para medidas repetidas, x3(3) =
7.94, *p=0.01; prueba de Dunn para
comparaciones multiples: G vs. L: p=0.17, G
vs. M: p>0.99 y L vs. M: *p=0.02). D,
preferencias al concluir las sesiones de re-
condicionamiento (reverseo), las preferencias
a los sabores ahora asociados a infusiones de
glucosa y mezcla fueron significativamente
diferentes de aquellos ahora asociados a
lipidos (Prueba de Friedman para medidas
repetidas, x3(3) = 10.89, **p=0.002; prueba de
Dunn para comparaciones mdltiples: G vs. L:
*p=0.02, G vs. M: p>0.99 y L vs. M:
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**p=0.006), y las preferencias a los sabores asociados a infusiones de lipidos y mezcla fueron una vez mas
significativamente distintos de la indiferencia (Prueba de Wilcoxon de una muestra, 0.33 vs. Glucosa: p=0.09, 0.33 vs.
Lipidos: **p=0.003 y 0.33 vs. Mezcla: *p=0.01). E, preferencias tras las sesiones de condicionamiento con ingesta
libre, las preferencias a los sabores asociados a infusiones de mezcla nuevamente fueron significativamente diferentes
de aquellos asociados a lipidos (Prueba de Friedman para medidas repetidas, x3(3) = 10.89, **p=0.002; prueba de
Dunn para comparaciones multiples: G vs. L: p=0.29, G vs. M: p=0.29 y L vs. M: **p=0.002). Asimismo, las preferencias
a los sabores asociados a infusiones de lipidos y mezcla fueron de nueva cuenta significativamente distintos de la
indiferencia (Prueba de Wilcoxon de una muestra, 0.33 vs. Glucosa: p=0.30, 0.33 vs. Lipidos: *p=0.01 y 0.33 vs.
Mezcla: **p=0.007). F, cambios en las preferencias después del primer condicionamiento, Unicamente los sabores
asociados a las infusiones de mezcla mostraron un cambio significativo (Prueba de Wilcoxon de una muestra, Sin
Cambio vs. Glucosa: p=0.57, Sin Cambio vs. Lipidos: p=0.09 y Sin Cambio vs. Mezcla: **p=0.007), que fue
significativamente distinto del cambio asociado a lipidos (Prueba de Friedman para medidas repetidas, x3(3) = 6.88,
*p=0.03; prueba de Dunn para comparaciones multiples: G vs. L: p>0.99, G vs. M: p=0.29 y L vs. M: *p=0.02). G,
cambios en las preferencias inducidos por el reverseo, después de este re-condicionamiento el cambio en la
preferencia de los sabores asociados a lipidos y mezcla fueron significativos (Prueba de Wilcoxon de una muestra,
Sin Cambio vs. Glucosa: p=0.09, Sin Cambio vs. Lipidos: *p=0.02 y Sin Cambio vs. M: **p=0.003), el cambio generado
por la mezcla fue significativamente distinto de los cambios asociados a glucosa vy lipidos (Prueba de Friedman para
medidas repetidas, x2(3) = 13.56, ***p=0.0003; prueba de Dunn para comparaciones multiples: G vs. L: p>0.99, G vs.
M: **p=0.006 y L vs. M: **p=0.002). H, cambios en las preferencias inducidos por el condicionamiento con libre ingesta,
para este protocolo todos los cambios fueron significativos (Prueba de Wilcoxon de una muestra, Sin Cambio vs.
Glucosa: *p=0.03, Sin Cambio vs. Lipidos: **p=0.003 y Sin Cambio vs. M: **p=0.003). Adicionalmente, el cambio en
los sabores asociados a la mezcla fue significativamente distinto de aquellos en los sabores asociados a lipidos y
glucosa (Prueba de Friedman para medidas repetidas, x3(3) = 10.89,**p=0.002; prueba de Dunn para comparaciones
multiples: G vs. L: p>0.99, G vs. M: *p=0.02 y L vs. M: *p=0.006). Todos los datos muestran la media y su error
estandar. La linea punteada roja corresponde a una preferencia de 0.33 equivalente a la indiferencia, la linea negra
corresponde al no cambio. Los colores de los simbolos representan los sabores utilizados: rojo (arandano), amarillo
(pifa), y anaranjado (naranja).

8.4 Influencia de las claves orogustativas sobre la ingesta

Para elucidar los posibles efectos de las claves orogustativas sobre el consumo de estos
nutrientes, se comparé la ingesta durante las sesiones de condicionamiento sabor-
nutriente (ingesta libre) con la obtenida para las sesiones de regulacion de la ingesta

caldrica, donde se us6 la misma clave (sucralosa 2mM) para todos los nutrientes.

En lo que se refiere a las calorias ingeridas, se observé que la ingesta para lipidos
fue la Unica que difirid significativamente entre estas dos condiciones, siendo menor
durante las sesiones de condicionamiento (Figura 9A). En contraparte, se encontré que
el numero de lengleteos totales efectuados para la mezcla fueron los Unicos que
difirieron entre las dos condiciones, incrementando significativamente en las sesiones de
condicionamiento sabor-nutriente (Figura 9B). Por su parte, la comparacion de los cursos
temporales para la ingesta caldrica no encontr6 diferencias entre ambos protocolos para
glucosa (Figura 9C), pero si para lipidos y la mezcla. La ingesta caldrica de lipidos fue
menor a partir de los 36 minutos durante la sesion de condicionamiento (Figura 9D);

mientras que, para el caso de la mezcla, su ingesta fue en aumento a partir de los 24
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minutos de la sesion de condicionamiento (Figura 9E). El analisis de los cursos
temporales para el lengleteo (Figura 9F-H), solo arrojé diferencias entre ambos
protocolos para la mezcla, con un incremento significativo en la cantidad de lengueteos,

presente a lo largo de la sesion de condicionamiento (Figura 9G).

Adicionalmente, se analizo la relacion entre lenglUeteos e infusiones, mediante los
cursos temporales de los lengieteos efectuados por cada infusion durante ambos
protocolos (Figura 9I-K). Este analisis mostr6 que, durante las sesiones de
condicionamiento y en todos los nutrientes, se produjo una mayor cantidad de lenguieteos
por infusién. Sin embargo, solo se encontraron diferencias significativas sostenidas a lo
largo de la sesién para glucosa y lipidos (Figura 91 y 9J, respectivamente); mientras que,
en el caso de la mezcla, Unicamente los dos primeros puntos del tiempo (minutos 6 y 12)
fueron diferentes (Figura 9K). Por ultimo, se compararon los cursos temporales de los
lenglieteos efectuados por infusion para cada uno de los nutrientes en funcién del
protocolo de ingesta empleado. Este andlisis encontré que, durante las sesiones de
regulacion de la ingesta calérica (cuando la clave orogustativa fue siempre la misma),
ocurrioé un ajuste a lo largo de la sesidén en este parametro, sin que hubiera diferencias
entre los nutrientes en la cantidad de lengueteos por infusion (Figura 9L). En contraste,
durante las sesiones de condicionamiento sabor-nutriente (cuando a cada nutriente le
correspondia una clave orogustativa), no se encontraron cambios en este parametro a lo
largo de la sesion. Sin embargo, si hubo diferencias significativas durante la sesion en la
cantidad de lengleteos por infusion relacionadas con la identidad del nutriente, siendo
glucosa la que present6 el mayor numero de lengleteos por infusién (Figura 9M). Es
importante notar que dichas diferencias no pueden ser atribuibles a un sabor particular,
debido a que en todos los nutrientes se encuentran igualmente representados los 3

sabores.

En su conjunto, estos resultados recalcan la forma en que la identidad nutrimental
(y sus efectos post-ingestivos) utiliza a las claves orogustativas para modular la ingesta

calorica.
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p=0.75 y M: *p=0.045). C,

en la ingesta caldrica para glucosa, hubo efectos del tiempo, pero no del protocolo o interaccién tiempo x protocolo
(ANOVA de dos vias para medidas repetidas, tiempo: F (9, 72) = 38.48, ****p<0.0001, protocolo: F (1, 8) =0.57, p=0.46
e interaccion: F (9, 72) = 1.05, p=0.06). Una prueba de Sidak para comparaciones multiples indicé que la ingesta
caldrica de glucosa fue la misma para ambas sesiones(p>0.99). D, en la ingesta caldrica de lipidos, no hubo efectos
del protocolo, pero si del tiempo e interaccion tiempo x protocolo (ANOVA de dos vias para medidas repetidas, tiempo:
F (9, 72) = 50.61, ****p<0.0001, protocolo: F (1, 8) = 2.08, p=0.18 e interaccion: F (9, 72) = 8.06, ****p<0.0001). Una
prueba de Sidak para comparaciones multiples indic6 que, a partir de los 36 minutos la ingesta de lipidos entre ambos
protocolos fue significativamente diferente (***p=0.0001), manteniendo esta diferencia durante toda la sesién
(****p<0.0001). E, en la ingesta para la mezcla, no hubo efectos del protocolo, pero si del tiempo e interaccion tiempo
x protocolo (ANOVA de dos vias para medidas repetidas, tiempo: F (9, 72) = 79.33, ****p<0.0001, protocolo: F (1, 8) =
2.63, p=0.14 e interaccion: F (9, 72) = 3.33, **p=0.001). Una prueba de Sidak para comparaciones multiples indico
que, a partir de los 24 minutos la ingesta de mezcla entre los protocolos fue significativamente diferente (*p=0.04),
manteniendo dichas diferencias hasta el final de la sesion (****p<0.0001). F, en los cursos temporales del lengleteo
para infusiones de glucosa, hubo efectos del tiempo, pero no del protocolo o interaccién tiempo x protocolo (ANOVA
de dos vias para medidas repetidas, tiempo: F (9, 72) = 38.48, ****p<0.0001, protocolo: F (1, 8) = 0.57, p=0.46 e
interaccion: F (9, 72) = 1.05, p=0.06). Una prueba de Sidak para comparaciones multiples indic6 que no hubo
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diferencias entre los protocolos a lo largo de la sesién (p=0.33). G, en los cursos temporales del lengiieteo para lipidos,
no hubo efectos del protocolo, pero si del tiempo e interaccion tiempo x protocolo (ANOVA de dos vias para medidas
repetidas, tiempo: F (9, 72) = 50.05, ****p<0.0001, protocolo: F (1, 8) = 0.70, p=0.79 e interaccion: F (9, 72) = 3.52,
**n=0.002). Una prueba de Sidak para comparaciones multiples indicé que el nimero de lenglieteos para lipidos nunca
fue significativamente diferente entre ambas sesiones (p=0.13). H, en los cursos temporales del lengiieteo para
mezcla, hubo efectos del tiempo e interaccién tiempo x protocolo, pero no efectos del protocolo (ANOVA de dos vias
para medidas repetidas, tiempo: F (9, 72) = 50.94, ****p<0.0001, protocolo: F (1, 8) = 4.19, p=0.057 e interaccion: F
(9, 72) =2.42,*p=0.01). Una prueba de Sidak para comparaciones multiples indic6 que, desde los 6 minutos, el nimero
de lenglieteos para la mezcla fue significativamente diferente entre los protocolos (*p=0.03), diferencia que se mantuvo
durante el resto de la sesién (****p<0.0001). |, en el numero de lengleteos efectuados por infusién de glucosa, no
hubo efectos del tiempo, pero si del protocolo e interaccion tiempo protocolo (ANOVA de dos vias para medidas
repetidas, tiempo: F (9, 72) = 0.81, p=0.60, protocolo: F (1, 8) = 9.89, *p=0.01 e interaccion: F (9, 72) = 2.85, **p=0.006).
Una prueba de Sidak para comparaciones multiples indic6 que, desde los 6 minutos y durante toda la sesion, el nUmero
de lengleteos efectuados por infusiébn de glucosa entre ambos protocolos fue significativamente diferente
(****p<0.0001). J, en el nimero de lenglieteos efectuados por infusion de lipidos, hubo efectos del tiempo e interaccién
tiempo x protocolo, pero no efectos del protocolo (ANOVA de dos vias para medidas repetidas, tiempo: F (9, 72) =
2.37, *p=0.02, protocolo: F (1, 8) = 5.00, p=0.055 e interaccion: F (9, 72) = 3.01, **p=0.004). Una prueba de Sidak para
comparaciones multiples indic6 que, con excepcion del minuto 30 (p=0.2), hubo diferencias significativas entre ambos
protocolos desde el minuto 6 (****p<0.0001), que se mantuvieron a lo largo de la sesion (**p=0.001), K, en el nimero
de lengiieteos por infusion de mezcla, no hubo efectos de ninguno de los factores o interaccion entre ellos (ANOVA
de dos vias para medidas repetidas, tiempo: F (9, 72) = 1.54, p=0.15, protocolo: F (1, 8) = 1.48, p=0.25 e interaccion:
F (9, 72) = 0.54, p=0.84). Una prueba de Sidak para comparaciones multiples indicé que, Gnicamente en los 6 y 12
minutos, el nimero de lengilieteos por infusiéon fue significativamente diferente entre los protocolos (**p=0.006 y
*p=0.007, respectivamente). L, la comparacion entre nutrientes durante las sesiones de regulacién de la ingesta
caldrica para los lenglieteos efectuados por infusién, no encontréd efectos del nutriente o interaccion tiempo x nutriente,
pero si efectos del tiempo (ANOVA de dos vias para medidas repetidas, tiempo: F (9, 72) = 2.08, *p=0.04,
nutriente: F (2, 16) = 0.11, p=0.84 e interaccion: F(18, 144) = 0.83, p=0.65 ). Una prueba Tukey para comparaciones
multiples indic6 que Unicamente a los 6 minutos hubo diferencias significativas entre glucosa y lipidos (*p=0.01). M, la
comparacion entre nutrientes durante las sesiones de condicionamiento sabor-nutriente para los lengiieteos por
infusion, no encontrd efectos del tiempo o los nutrientes, pero si interaccion tiempo x nutriente (ANOVA de dos vias
para medidas repetidas, tiempo: F (9, 72) = 0.51, p=0.86, nutriente: F (2, 16) = 1.52, p=0.24 e interaccién: F (18, 144)
= 2.59, **p=0.0009). Una prueba Tukey para comparaciones multiples indicé que los lenglieteos por infusién entre
glucosayy lipidos fueron significativamente diferentes de los 6 (****p<0.0001) a los 36 minutos (**p=0.006) de la sesion;
mientras que entre lipidos y la mezcla, de los 24 (*p=0.02) a los 42 minutos (*p=0.03). Los lengiieteos por infusion
entre glucosa y mezcla unicamente fueron diferentes durante los primeros 6 minutos de la sesion (****p<0.0001). A
partir de los 48 minutos, dejaron de haber diferencias significativas entre los nutrientes (G vs. L: p=0.055, G vs.
M: p=0.99 y L vs. M: p=0.54). Todos los datos muestran la media y su error estandar. Los colores de los simbolos
representan los sabores utilizados: rojo (arandano), amarillo (pifia), y anaranjado (naranja).

8.5 Saciedad inducida por los nutrientes y efectos aditivos de la mezcla

sobre laingesta

Con la finalidad de evaluar posibles diferencias en la saciedad relacionadas con la
identidad nutrimental, se realizaron sesiones en animales hambrientos en las que la
disponibilidad de alimento (chow) fue precedida por infusiones pasivas de los nutrientes
(pre-carga, 1.2kcal/sesion). Previo a dichas sesiones, los animales fueron restringidos y
habituados a tener acceso al alimento durante 2 horas (linea base de ingesta). Los
resultados obtenidos muestran que las infusiones de glucosa produjeron una reduccion
mayor en la ingesta en comparacion con los demas nutrientes, enfatizando sus

propiedades saciantes, lo que explica que sea el nutriente con una menor ingesta durante
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los protocolos de regulacion de ingesta caldrica, programa de reforzamiento progresivo

y condicionamiento sabor-nutriente.

Para explorar la posibilidad de que —ademas de incidir sobre la preferencia— la
combinacion de glucosa y lipidos pudiera incrementar la ingesta calérica, se contrasto el
consumo de estos nutrientes usando como referencia para la ingesta la concentracion
relativa de glucosa o lipidos, y no la densidad calorica de las soluciones (Figura 10B-E).
Por ello, con el objetivo de hacer comparable la concentracion de los nutrientes con la
mezcla a 1 kcal/mL [12.5% glucosa + 5% Intralipid], se realizaron sesiones de regulacion
de la ingesta a una densidad de 0.5 kcal/mL para glucosa [12.5% glucosa] y lipidos [5%
Intralipid]. Adicionalmente, para las comparaciones con la mezcla a 2 kcal/mL [25%

glucosa + 10% Intralipid] se incluyeron las sesiones de condicionamiento sabor-nutriente.

Al utilizar a la glucosa como nutriente de referencia, se encontr6 que la
combinacion de glucosa y lipidos aument6 significativamente las calorias ingeridas para
ambas concentraciones de glucosa (12.5% y 25%; Figura 10 B y C, respectivamente);
incremento observado tanto en las sesiones de regulacion de la ingesta, como en las de
condicionamiento sabor-nutriente (Figura 10 C). Estos resultados sugieren que la
combinacion de lipidos y glucosa podria tener efectos aditivos sobre el consumo; ademas
de descartar la posibilidad de que los bajos niveles de ingesta observados para glucosa
estén determinados por la osmolaridad, ya que soluciones de la mezcla con
osmolaridades comparables o incluso mayores (comparar glucosa 0.5 kcal/mL vs G+L 2

kcal/mL; Figura 10B) presentaron niveles mas altos de ingesta.

En contraste, al utilizar la concentracion de lipidos como referente, no se
encontraron diferencias con la mezcla a 1 kcal/mL [5% Intralipid + 12.5% glucosa] o a
2kcal/mL [10% Intralipid + 25% glucosa] a una densidad de 0.5kcal/mL [5% Intralipid]
(Figura 10D). La ingesta de lipidos a 1 kcal/mL [10% Intralipid] fue significativamente
mayor a la de la mezcla a 2 kcal/mL [10% Intralipid + 25% glucosa] durante las sesiones
de regulacion de la ingesta; sin embargo, dichas diferencias desaparecieron durante las
sesiones de condicionamiento sabor-nutriente (Figura 10D). Por una parte, estos

resultados evidencian el papel de los lipidos sobre el consumo de la mezcla, sefialando
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a su adiciéon como el posible responsable de incrementar el umbral cal6rico de ingesta

para glucosa y confirman la influencia que ejercen las claves orogustativas sobre la

modulacion de la conducta de ingesta.
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Figura 10. Comparacién entre
las ingestas cal6ricas de
glucosa y lipidos con la
mezcla en relacion a su
concentracion individual
(n=10). A, después de
infusiones pasivas de los
distintos nutrientes se
encontraron efectos del tiempo y
del nutriente sobre la ingesta de
chow, sin que hubiera
interaccion tiempo x nutriente
(ANOVA de dos vias para
medidas repetidas, tiempo: F (3,
27) = 71.29, *** p<0.0001,
nutriente: F (3, 27) = 3.92,
*p=0.01 e interaccion: F (9, 81) =
1.50, p=0.16). Una prueba
Tukey para comparaciones
multiples  indic6  diferencias
significativas entre las infusiones
de glucosa y los demés
nutrientes desde el inicio y hasta
los 90 minutos de la sesion (G
vs. L: ** p=0.008, G vs. M:
*p=0.01), s6lo en el minuto 30 se
presentaron diferencias
significativas entre la mezcla y
linea base (M vs. LB: **p=0.004).
Unicamente glucosa mantuvo
diferencias significancia con la
linea base durante toda la sesion
(****p=0.0006). B, usando como
referencia a la glucosa, a una
densidad de 0.5 kcal/mL [12.5%
glucosa], se encontr6 que la
ingesta de los animales (n=9)
fue significativamente diferente
de la observada para la mezcla
a 1 kcal/mL [12.5% glucosa + 5%
Intralipid] y a 2 kcal/mL [25%
glucosa + 10% Intralipid] durante
las sesiones de regulacién de la
ingesta (Prueba de Friedman
para medidas repetidas, x3(3) =
14.11, ***p=0.0002; prueba de
Dunn para comparaciones
multiples **p=0.001 y **p=0.006,
respectivamente). C, asimismo,
la ingesta glucosa a 1 kcal/mL
[12.5% glucosa] fue
significativamente distinta de
presentada para la mezcla a 2
kcal/mL [25% glucosa + 10%
Intralipid] tanto las sesiones de
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regulacion de la ingesta como en las de condicionamiento sabor-nutriente (Prueba de Friedman para medidas
repetidas, x3(3) = 16.22, ****p<0.0001; prueba de Dunn para comparaciones mdultiples *p=0.03 y ****p<0.0001,
respectivamente). D, usando como referencia a los lipidos, a una densidad de 0.5 kcal/mL [5% Intralipid], no se
encontraron diferencias significativas en su ingesta con respecto a la mezcla en ninguna de las densidades caléricas
empleadas durante las sesiones de regulacion de la ingesta (Prueba de Friedman para medidas repetidas, x2(3) =
1.20, p=0.58; prueba de Dunn para comparaciones mdltiples p>0.99 y p=0.57, respectivamente). E, no obstante, la
ingesta presentada para lipidos a 1 kcal/mL [10% Intralipid] fue significativamente distinta de la ingesta para la mezcla
a 2 kcal/mL [25% glucosa + 10% Intralipid] durante las sesiones de regulacion de la ingesta, pero en comparacion a
la observada para el condicionamiento sabor-nutriente (Prueba de Friedman para medidas repetidas, x3(3) = 10.89,
**p=0.002; prueba de Dunn para comparaciones mdltiples *p=0.01 y p>0.99, respectivamente). Todos los datos
muestran la media y su error estandar.

8.6 Liberacion dopaminérgica en el estriado dorsal y ventral

Finalmente, para explorar los correlatos neurobiolégicos que puedan explicar los
patrones de ingesta y de preferencias observados, analizamos las respuestas del
sistema dopaminérgico resultantes de los efectos post-ingestivos de las distintas
identidades nutrimentales. Para ello, mediante microdialisis se cuantificaron los cambios
en los niveles extracelulares de dopamina (DA) en las porciones dorsal y ventral del
estriado en respuesta a infusiones pasivas de estos nutrientes, fijando el criterio de
ingesta a 1.2 kcal/sesion y utilizando el promedio de los ritmos de infusion observados

durante las sesiones de regulacion de la ingesta caldrica.

Para el estriado dorsal, se observaron cambios en los perfiles de liberacion de DA
relacionados con la identidad del nutriente (Figura 10A). Presentando un marcado
incremento en respuesta al inicio de la infusion de la mezcla (minuto 6), que fue
significativamente distinto a los cambios inducidos tanto por la infusion de glucosa como
la de lipidos. Otras diferencias se encontraron entre la mezcla y glucosa al minuto 24 de
la sesion, entre glucosa y lipidos en los minutos 30 y 60, y entre la mezcla y lipidos hacia
el final de la sesion (minuto 60). Es de notar que, en todos los nutrientes ocurrié un
incremento inicial en los niveles de DA en respuesta a su infusion, seguido de una
disminucién durante la segunda mitad de la sesion, siendo los lipidos los que mostraron

el descenso mas pronunciado.

Respecto al estriado ventral, no se encontraron cambios en los perfiles de
liberacién de DA atribuibles a la identidad del nutriente (Figura 10B). No obstante, se
observo que las infusiones de glucosa produjeron niveles extracelulares de DA que se

mantuvieron mas tiempo por encima de los niveles basales y fueron ligeramente mayores
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gue los inducidos por a las infusiones de lipidos y de la mezcla; mostrando diferencias
significativas entre glucosa y la mezcla en los minutos 18, 48 y 54, y con lipidos a los 54
minutos de la sesion.
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Figura 10. Cambios en los niveles de dopamina (DA) extracelular las porciones dorsal y ventral del estriado
en respuesta a infusiones pasivas de los nutrientes (n=6). A, en los niveles extracelulares de DA en el estriado
dorsal, no se encontraron efectos significativos del nutriente; sin embargo, si hubo efectos del tiempo e interaccion
tiempo x nutriente (ANOVA de dos vias para medidas repetidas, tiempo: F (12, 60) = 11.51, ****p<0.0001, nutriente: F
(2, 10) = 3.56, p=0.068 e interaccién: F (24, 120) = 1.93, *p=0.01). Una prueba Tukey para comparaciones multiples
reveld diferencias significativas: al inicio de las infusiones (minuto 6) entre la mezcla y los otros nutrientes (G vs. L:
p=0.96, G vs. M: ***p=0.0007 y L vs. M: **p=0.0003); entre glucosa y la mezcla al minuto 24 (G vs. L: p=0.99, G vs.
M: *p=0.04 y L vs. M: p=0.057); entre glucosa y lipidos a los 42 minutos (G vs. L: **p=0.003, G vs. M: p=0.47 y L vs.
M: p=0.08); y entre lipidos con los otros nutrientes hacia el final de la sesion (G vs. L: *p=0.03, G vs. M: p=0.99 y L vs.
M: *p=0.03). B, en el estriado ventral solo se encontraron efectos del tiempo, pero no del nutriente o interaccion tiempo
X nutriente sobre los niveles extracelulares de DA (ANOVA de dos vias para medidas repetidas, tiempo: F (12, 60) =
10.38, ****p<0.0001, nutriente: F (2, 10) = 3.21, p=0.08 e interaccién: F (24, 120) = 0.93, p=0.55). Una prueba Tukey
para comparaciones multiples indicé las siguientes diferencias significativas: entre mezcla y glucosa al minuto 18 (G
vs. L: p=0.26, G vs. M: *p=0.01 y L vs. M: p=0.43); entre glucosa y mezcla a los 48 minutos(G vs. L: p=0.16, G vs. M:
*p=0.02 y L vs. M: p=0.65); y a los 54 minutos, entre glucosa con los otros nutrientes (G vs. L: ***p=0.0009, G vs. M:
*p=0.02 y L vs. M: p=0.53), que se desvanecieron para el final de la sesién (G vs. L: p=0.97, G vs. M: p=0.45y L vs.
M: p=0.59). Todos los datos muestran la media y su error estandar. La linea punteada representa los niveles basales
de DA antes del inicio de las infusiones. La sombra en gris representa la manera en la que se administraron las
infusiones (kcal acumuladas). Todos los datos muestran la media y su error estandar.

9. Discusion y conclusiones

Nuestros resultados sugieren la existencia de una ingesta calorica diferencial que
depende de la identidad nutrimental. Tales resultados contrastan abiertamente con la
propuesta derivada del modelo de la “regulacion energética”, en donde se estipula que
los animales se alimentan primordialmente para cubrir sus demandas energéticas,
irrespectivamente de su fuente (para una breve esquematizacion de los modelos, ver Hu

et al., 2018). Los animales tienden a consumir una mayor cantidad de calorias de
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infusiones de lipidos que de glucosa. Dicho efecto puede estar relacionado con los inicios
relativos de los efectos postingestivos de ambos nutrientes (Myers, 2018), de los cuales
se conoce que los efectos derivados de infusiones de azlcar tienden a presentarse de
manera mas rapida en comparacion con aquellos derivados de grasas (Myers & Whitney,
2010; Myers, Taddeo & Richards, 2013). En este sentido, la relativa inmediatez de los
efectos de las infusiones de glucosa genera una ingesta mas estable, sin la imposicion
de un mayor requerimiento en ésta a causa de una mayor latencia en la “apetitividad”
(Sclafani, 2013). En cambio, la ingesta elevada de lipidos observada, podria ser una
consecuencia del lento establecimiento de sus efectos “recompensantes” post-
ingestivos. Por otro lado, la ingesta de la mezcla de ambos nutrientes no fue diferente de
lipidos, y sus diferencias con la glucosa dependieron de la densidad calorica, indicando
que la concentracion de los nutrientes tiene influencia sobre su consumo. En este
sentido, al tomar como referencia la concentracién de glucosa, se encontré6 que su

combinacion con lipidos incrementa su ingesta calorica.

En términos del “valor especifico” de reforzamiento, aunque es plausible asumir
gue las diferencias encontradas durante el programa de reforzamiento progresivo se
relacionan directamente con la saliencia de los nutrientes, es importante considerar que
existe una ingesta cal6rica diferencial que depende de la identidad nutrimental. Al
comparar los porcentajes de ingesta entre este protocolo y el anterior, la ingesta de
glucosa fue la Unica que estuvo por encima de las demas. Esto sugiere que, mas alla de
una menor motivacién derivada de los efectos postingestivos de la glucosa, los animales
posiblemente estdn comportandose en funcibn de su ingesta moderada. Dicha
posibilidad es respaldada por las diferencias encontradas en la saciedad inducida por los
distintos nutrientes, siendo la glucosa quien produjo la mayor reduccion en el consumo

de chow en animales hambrientos.

En cuanto a la formacion de preferencias, nuestros resultados demuestran que
los animales prefieren consistentemente los sabores asociados con la mezcla, y en
menor medida aquellos asociados con lipidos. Ambos efectos se replicaron a través de

las distintas rondas de condicionamiento, independientemente de si la ingesta caldrica
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estuviese fija o “libre”; confirmando el efecto sinérgico de sus efectos postingestivos
(Difeliceantonio et al., 2018). Mas aun, durante las sesiones de condicionamiento, al
“saber” la identidad de las infusiones por medio de su asociacion con sabores arbitrarios,
los animales redujeron la ingesta de lipidos, y aumentaron tanto la ingesta como los
lenglieteos efectuados para infusiones de la mezcla, en correspondencia con lo

observado para sus preferencias.

Respecto a la sefalizacion dopaminérgica, pese a que en el DS todos los
nutrientes aumentaron los niveles de dopamina extracelular, la infusion de lipidos fue
menos eficiente en sostener este aumento en el tiempo en comparaciéon con las otras
identidades nutrimentales. Asimismo, el cambio en los niveles dopaminérgicos en
respuesta a infusiones de glucosa y mezcla fueron muy similares, excepto al inicio de las
infusiones, donde la respuesta para la mezcla tuvo un fuerte incremento transitorio.
Dichos resultados podrian corresponder con lo observado en la conducta, donde la
elevada ingesta de lipidos seria interpretada como una respuesta para contrarrestar el
declive en la liberacion de dopamina en el DS (Reinholz et al. 2008), mientras que el
subito incremento inicial ante infusiones de la mezcla se relaciona con la predileccién de
los estimulos asociados con esta identidad nutrimental. Finalmente, en el VS, si bien no
se encontraron diferencias en la liberacion dopaminérgica atribuibles a la identidad
nutrimental, se observo que su respuesta a infusiones de glucosa tendioé a ser mayor y
sostenida en el tiempo. En este sentido, se sabe que neuronas que expresan la hormona
concentradora de melanina (MCH) en el hipotalamo lateral tienen fuertes proyecciones
con el VS (Chometton et al., 2014) y son despolarizadas directamente por la
administracion de glucosa (Burdakov et al., 2005); ademas, la activacién optogenética
de estas neuronas genera un incremento en los niveles de DA extracelular (Zhang, Han,
Lin, Li & de Araujo, 2018). Esta estrecha comunicacién entre el hipotalamo lateral con el
VS puede ser un mecanismo que explique la dindmica de la liberacion dopaminérgica

ante infusiones de glucosa.

En conjunto, estos resultados demuestran que los efectos post-ingestivos de las
tres identidades nutrimentales empleadas influyen de manera diferencial tanto en la

conducta alimentaria como en el sistema dopaminérgico de recompensa (Figura 11).
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Para ampliar el conocimiento sobre los procesos conductuales que subyacen en la

alimentacion, queda pendiente la replicacion de estos efectos bajo distintos parametros

conductuales, asi como con otras identidades nutrimentales. Por otro lado, es necesario

realizar manipulaciones a diferentes niveles del eje intestino-cerebro para tener un mejor

entendimiento de la naturaleza de los sensores periféricos por los cuales la presencia de

distintos nutrientes es comunicada e integrada durante la conducta de ingesta en

respuesta a las demandas nutricionales.
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“RECOMPENSANTE”

DE LOS NUTRIENTES
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menos efectiva
para mantener la
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incrementos
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Figura 11. Esquema integrativo de los resultados principales del presente estudio.
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