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RESUMEN

El incremento de la obesidad es considerado un problema de salud publica a
nivel mundial. Uno de los trastornos alimentarios asociados al sobrepeso es el
trastorno por atracones de acuerdo con el Manual Diagndstico y Estadistico de los
Trastornos Mentales. Este trastorno se caracteriza por un consumo excesivo de
alimento en un periodo breve de tiempo, aproximadamente dos horas. EI consumo
excesivo de alimentos generalmente incluye el consumo de alimentos de alto
contenido cal6rico como las grasas y los azucares. Estos alimentos por su
naturaleza son altamente apetecibles o palatables. Los periodos excesivos de
ingesta de alimentos palatables en el trastorno por atracones, se han relacionado
con conductas motivacionales asociadas a la recompensa y al valor hedénico que
tienen estos alimentos. Se sabe que el nucleo accumbens (NAc) participa de
manera robusta en la modulacion de conductas motivadas, en la recompensa y en
el valor heddnico que generan ciertos alimentos.

Estudios previos han reportado que altos niveles del polipéptido activador de
la enzima adenilato ciclasa (PACAP 1-38) en el NAc disminuye el consumo de
alimentos palatables en un modelo de ingesta tipo atracon. Esto es, que el PACAP
1-38 tiene efectos anorexigénicos especificos. A pesar de estos hallazgos, los
efectos del PACAP 1-38 en el NAc no han sido suficientemente estudiados.

El objetivo del presente trabajo de tesis fue investigar el efecto del PACAP 1-
38 sobre la actividad de las neuronas espinosas medianas (NEM), las cuales
constituyen la principal poblacion, aproximadamente el 95%, de las neuronas del
NAc. Para lograr este objetivo se utilizaron técnicas electrofisiologicas,

farmacologicas y de imagenologia de calcio. Los resultados obtenidos mediante la
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técnica de imagenologia de calcio mostraron que el PACAP 1-38, en una
concentracion de 25 nM, aumenta la actividad global de las neuronas del ndcleo
accumbens shell (NAcSh). Asimismo, se demostr6, mediante técnicas
electrofisiolégicas, que el PACAP 1-38 incrementa la frecuencia de disparo en las
NEM y gue este efecto es mediado a través de receptores PAC:. Los resultados del
presente trabajo podrian ayudar a entender los mecanismos anorexigénicos del
PACAP 1-38, asi como el papel del NAc en las alteraciones de las conductas de
ingesta de alimentos. Particularmente, la ingesta por atracones, la cual esta

estrechamente asociada a los trastornos de tipo metabdlico y la obesidad.



GLOSARIO DE ABREVIATURAS

Receptores
5-HT Serotonina M1/M4 muscarinicos tipo m1y
tipo m4
AC Adenilato ciclasa Mg2"-ATP Mgz-adenosin trifosfato
ACh Acetilcolina MgCl» Cloruro de magnesio
Receptores
Adenosin monofosfato
AMPc MGIuR metabotrépicos de
ciclico
glutamato
Acido alfa-amino-3-hidroxi-
Monohidrato de sulfato
AMPA 5-metil-4- MgSO4H20
de magnesio
isoxazolpropioénico
Amy Amigdala min Minuto
Asociacion Americana de
APA ml Mililitro
Psiquiatria
Nucleo arqueado del
ARH mOsm Miliosmoles
hipotalamo
Corteza prefrontal
ATP Adenosin trifosfato mPFC
medial
BS Tallo cerebral ms Milisegundo
BLA Amigdala basolateral mV Milivoltio
CsH120s6 Glucosa mM Milimolar




Cloruro de calcio

Extremo amino-

CaClzH20 N-terminal
monohidratado terminal
Sal hidratada
CALB1 Calbindina Na,GTP
guanosina 5’-trifosfato
CALB2 Calretinina NAc Nucleo accumbens
Enzima colina- Nucleo accumbens
ChAT NAcC
acetiltransferasa core
Comité Interno para el
CICUAL Cuidado y Uso de los NacCl Cloruro de sodio
Animales de Laboratorio
Centro Nacional de
CNEGSR | Equidad de Género y NaHCO3 Bicarbonato de sodio
Salud Reproductiva
Nucleo accumbens
CNQX Cianquixalina NAcSh
shell
Neuronas espinosas
CO; Dioxido de carbono NEM
medianas
Condicionamiento de
CPP nm Nandmetros
Preferencia de Lugar
CPu Caudado Putamen nM Nanomolar
D-p-ClI-
Phe®, Antagonista del VIP NMDA N-metil-D-aspartato

Leul’-VIP




DAG Diacilglicerol NPY Neuropéptido Y
Neuronas espinosas
medianas que expresan el
D1-NEM 02 Oxigeno
receptor dopaminérgico
D1
Neuronas espinosas
medianas que expresan el Organizacion Mundial
D2-NEM OMS
receptor dopaminérgico de la Salud
D2
DA Dopamina pA Picoamperio
Antagonista del
DMSO Dimetilsulfoxido PAS
receptor PAC1
Manual Diagnéstico y
Estadistico de los Polipéptido Activador
DSM-5 PACAP
Trastornos Mentales, 52 de la Adenilato Ciclasa
edicion
Polipéptido Activador
E Estimulo PACAP 1-38 | de la Adenilato Ciclasa
1-38
Polipéptido Activador
Concentracion efectiva
ECso PACAP 1-27 | de la Adenilato Ciclasa

media

1-27




Etilenglicol-bis (B-aminoetil

Potente antagonista del

EGTA éter)-N, N, N°, N"- PACAP 6-38
receptor PAC1
tetracético
EO Opioides enddgenos PAC, Receptor PAC1
Fluorescencia en cualquier
Fi PBN Nucleo parabraquial
cuadro de video
Solucién salina de
Fo Fluorescencia basal PBS
fosfatos
GABA acido y-aminobutirico Ph Potencial de Hidrégeno
Receptor ionotrdpico tipo
GABAa PKA Proteina cinasa A
A para GABA
Receptor metabotropico
GABAg PKC Proteina cinasa C
tipo B para GABA
GCG Glucagoén PLC Fosfolipasa C
Neuronas que
Hormona reguladora del
GHRH POMC expresan la hormona
crecimiento
pro-opiomelanocortina
Acido 4-(2-hidroxietil)-1-
HEPES piperazina- PV Parvalbumina
metanosulfonico
Nucleo paraventricular
Hipp Hipotalamo PVN
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Receptor ionotrépico de

iGIuR R Respuesta
glutamato
Relacién corriente-
I-F Ri Resistencia de entrada
frecuencia
Nucleo rostromedial
-V Relacion corriente-voltaje | RMTg
tegmental
INSP Instituto de Salud Publica | S Segundo
IP3 Inositol 3-fosfato SCT Secretina
K-
Gluconato de potasio SN Sistema Nervioso
gluconato
Sistema Nervioso
KCI Cloruro de Potasio SNC
Central
Sistema Nervioso
KHz Kilohertz SNP
Periférico
Corriente de potasio
Kir SOM Somatostatina
rectificadora entrante
Péptido intestinal
KH2PO4 Fosfato de potasio VIP
vasoactivo
L Litro VIP 6-28 Antagonista del VIP
LH Hipotalamo lateral VP Palido ventral
LHb Habénula lateral VPAC: Receptor VPAC:
Nucleo laterodorsal
LDTg VPAC; Receptor VPAC:

tegmental




Area Ventral

LPO Area preoptica lateral VTA

Tegmental
MQ Megaohmios pum micrometro
mM Milimolar
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1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, el consumo de alimentos con un alto contenido calorico ha
aumentado significativamente a nivel mundial (Micha, et al., 2014). La obesidad y el
sobrepeso son en la actualidad un serio problema de salud publica. De acuerdo con
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la obesidad y el sobrepeso tienen
prevalencia alta en todas las regiones de América, ya que el 62% de los adultos
tienen sobrepeso 0 son obesos. Este padecimiento afecta también a la poblacion
de nifios y adolescentes, pues entre el 20% y 25% de esta poblacion esta afectada
por el sobrepeso u obesidad (OMS, 2018). La obesidad, la bulimia, la anorexia, el
trastorno por atracén y los trastornos alimentarios en general (Fig. 1) se han vueltos
mas prominentes en los Ultimos afios, lo cual ha aumentado el interés por
comprender el problema y los posibles tratamientos para contrarrestarlo (Berridge,

2009).

1 Pica

2 Trastorno de rumiacion
3 Trastorno de evitacion/restriccion de la ingestion de alimentos

4 Anorexia nerviosa
5 Bulimia nerviosa

6 Trastorno por atracones
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Otro trastorno alimentario o de la ingestién de alimentos
especificados
Trastorno alimentario o de la ingestién de alimentos no

especificado

Figura 1. Trastornos alimentarios y de la ingestion de alimentos. Listado de los trastornos
relacionados a la ingesta de acuerdo con el DSM-5 (APA, 2013).

La ingesta de alimentos con un alto contenido en grasas o azuUcares
predispone a los individuos a padecer enfermedades concomitantes como diabetes,
hipertension, cardiopatia isquémica y cancer (OMS, 2018). Por esa razon, es
importante conocer los factores conductuales, psicolégicos y fisiolégicos que
subyacen a dichos padecimientos. Entender los trastornos alimentarios desde
diferentes perspectivas, nos permitira encontrar posibles tratamientos para mejorar
la calidad de vida de los seres humanos.

Actualmente, el control del apetito y los trastornos alimentarios son
abordados desde una perspectiva que involucra tanto a procesos fisioldgicos,
motivacionales, psicologicos y socioculturales (Roger y Smit, 2000). Esta
perspectiva sostiene que la conducta de ingesta, a pesar de ser una necesidad
fisiologica primaria, es regulada no solamente por procesos homeostéticos, sino
también, motivacionales. Al igual que la adiccion a sustancias como la cocaina, la
heroina o el alcohol, existe también una adiccion en el consumo de alimentos de
alto contenido caldrico como las grasas o los azucares (Lutter y Nestler, 2009).

Asi, los trastornos alimentarios, al igual que la adiccion a las drogas, se
caracterizan por presentar ciertos patrones conductuales, motivacionales y
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fisiologicos. Se sabe que tanto en el abuso de la ingesta de alimentos palatables
como en el consumo de drogas se presenta el sindrome de abstinencia. Ademas, a
pesar de las consecuencias negativas que dichas sustancias o drogas tienen para
el organismo, las personas persisten en el consumo excesivo de alimentos o drogas
(lemolo, et al., 2014).

Pese a que las drogas de abuso que se mencionan anteriormente y la ingesta
de alimentos palatables tienen mecanismos de accion distintos, comparten una via
en comun dentro del sistema mesolimbico. Esta via participa en la modulacion de
conductas motivadas (Lutter y Nestler, 2009). Mas adelante se explicara a detalle el
sistema mesolimbico.

Como se menciond anteriormente, la ingesta de alimentos esta regulada por
dos vias complementarias: la homeostatica y la hedonica. La via homeostética es
la encargada del control del equilibrio energético y el gasto calorico. En el sistema
nervioso central (SNC), el hipotalamo, particularmente el nicleo arqueado (ARH),
tiene un papel crucial en esta funcion (Coll, 2007; Aponte et al., 2011; Atasoy et al.,
2012). Existen dos principales poblaciones de neuronas que regulan la ingesta de
alimento en el ARH. Por una parte, estan las neuronas que expresan el
neuropéptido Y (NPY), cuya activacion estimula la ingesta de alimento; esto es, que
provoca efectos orexigénicos (Aponte et al., 2011; Atasoy et al., 2012). Por otra
parte, estan las neuronas que expresan la hormona pro-opiomelanocortina (POMC),
cuya actividad tiene efectos anorexigénicos (Coll, 2007; Aponte et al., 2011). Por su
localizacion en la eminencia media, cerca de la barrera hematoencefélica, las
neuronas del ndcleo ARH censan e integran las sefiales hormonales transmitidas a

través del torrente sanguineo, como los niveles de leptina e insulina y los cambios
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en la concentracién de glucosa, para controlar el gasto de energia y la ingesta de
alimento (Cone, 2005).

Por su parte, la via hedonica esta asociada al deseo de ingerir alimentos que
son altamente apetecibles o palatables y que, por lo general, tienen un alto
contenido caldrico sin importar si la via homeostatica da sefiales de saciedad
(Berthoud, 2006; Avena, et al.,, 2009; Macedo et al., 2016). Dos estructuras
fundamentales asociadas a la via heddnica son el NAc y el area ventral tegmental
(VTA) (Berridge, 2009; Lutter y Nestler, 2009). Por lo anterior, se puede concluir,
primero, que la parte motivacional y heddnica tiene un papel fundamental en la
busqueda y el consumo de alimentos palatables y, segundo, que la via heddnica
puede sobreponerse a la via homeostética. EI consumo excesivo de alimentos con
alto contenido caldrico puede llegar a convertirse en un trastorno y, como
consecuencia, producir sobrepeso y modificar fisiologicamente las sefalizaciones
en los circuitos cerebrales (Fig. 2) asociados a la ingesta (Scofield et al., 2016; de

Macedo et al., 2016).
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Respuestas

Decremento - Tiempo Figura 2. Sefializacion ante la
del dempo normal de ingesta de alimentos.
de saciedad saciedad

Esquematizacion de la via de
sefializacion activada por una dieta
convencional (via verde) y via de

ﬁ sefializacion inducida por una dieta
palatable (via roja). Hipotalamo
(H), NAc (nucleo accumbens y tallo
cerebral (BS). EO: opioides

EO
5 @D
5-HT

endogenos, dopamina (DA) vy
I ﬁ serotonina (5-HT). Imagen
modificada de (de Macedo et al.,
Dieta palatable Dieta convencional 2016).

Ingesta de alimentos

Uno de los trastornos alimentarios considerado como adiccion a la comida es
el trastorno por atracén (Corwin, 2006; Cottone et al., 2012; Avena et al., 2009). De
acuerdo con el DSM-5, los episodios del trastorno por atracon se caracterizan por
un excesivo, rapido y compulsivo consumo de alimentos en periodos de tiempo
cortos, aproximadamente dos horas, seguido de una restriccion de dichos alimentos
(Corwin, 2006; APA, 2013).

Este trastorno alimenticio representa un ejemplo en el cual la via hedoénica
puede anular a la via homeostatica, puesto que un alimento con contenido
altamente caldrico puede ser preferido a un alimento que aporte los nutrimentos
necesarios (Avena, et al., 2009; Drewnowski et al., 2012). Asi, una comida
apetecible posee, respecto a una nutritiva, un mayor efecto en la motivacion.

Aunque tedricamente el sistema homeostético y el sistema hedodnico se puedan
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separar, sin duda, ambos estan relacionados fisioldgicamente y esto influye en la
conducta de la ingesta (Lutter y Nestler, 2009).

El objetivo principal del presente trabajo es explorar y describir los aspectos
fisiologicos relacionados a la motivacion en la ingesta de alimentos. Utilizando
herramientas electrofisiolégicas, farmacoldgicas y de imagenologia de calcio, se
estudiara el NAc el cual se ha propuesto como un posible blanco terapéutico en
presencia de farmacos anorexigénicos que reducen el consumo de alimentos de

alto contenido caldrico.

2. ANTECEDENTES
2.1 Trastornos alimentarios
El sobrepeso y la obesidad son un problema de salud publica a nivel internacional
y nacional en poblaciones adultas, juveniles e infantiles. De acuerdo con el Instituto
de Salud Publica (INSP) en 2012, México es el segundo lugar en obesidad en
adultos y el primer lugar en obesidad infantil. De acuerdo con la OMS, la obesidad
y el sobrepeso incrementa el riesgo de padecer enfermedades concomitantes como
la diabetes, hipertension, dislipidemias, enfermedades cardiovasculares, entre
otras. En general, el sobrepeso y la obesidad aumenta los trastornos metabdlicos y
determina un crecimiento significativo en la morbilidad y la mortalidad (OMS, 2018).
Los trastornos alimentarios se caracterizan por tener alteraciones graves en
la conducta alimentaria (APA, 2013). Un ejemplo es que los pacientes que
presentan una ingesta baja o alta de alimentos, o que padecen algun tipo de
trastorno alimentario, tienden a aumentar o a perder peso de manera radical, lo cual

es un problema grave en la salud mundial (OMS, 2018). Entre los trastornos
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alimentarios con mas relevancia en México estan la anorexia, la bulimia y la

compulsion para comer (CNEGSR, 2004).

2.1.1 Trastorno por atracon

Uno de los trastornos mas frecuentes en poblacién mexicana que padece obesidad
es el trastorno por atracones (CNEGSR, 2004). Cabe mencionar que este
trastorno ha incrementado de manera rapida en comparacion con la bulimia

y la anorexia (Cuadro y Baile, 2015). El trastorno por atracones se reconocio

de manera formal en el DSM-5 en 2013. Este trastorno se caracteriza por un

consumo excesivo de alimento en un periodo breve de tiempo,
aproximadamente dos horas, acompafiado por una sensaciéon de pérdida de

control (APA, 2013).

La conducta de ingesta que se presenta en el trastorno por atracones se
asocia a varios trastornos alimentarios y al padecimiento de comorbilidades
psiquiatricas. Ejemplo de ello es que los pacientes que padecen trastorno por
atracon presentan uno o mas signos relacionados a trastornos de ansiedad y
trastornos de depresion. En un modelo animal, se observé que cuando se elimina
la sacarosa de la dieta las ratas, éstas experimentan ansiedad, rechinan los dientes
y tienen comportamientos mas agresivos (Avena et al., 2008). Estas conductas
ansiosas o depresivas se presentan tanto en los periodos de ingesta, como en los
periodos de abstinencia (Hudson et al., 2007; Marano et al., 2010; Peterson et al.,
2012).

En la actualidad, existen diversos tratamientos terapéuticos desarrollados

especificamente para el trastorno por atracén, como las terapias cognitivo-
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conductuales. Sin embargo, aun no se cuenta con un tratamiento farmacolégico
especifico para este tipo de trastorno. Investigaciones recientes sugieren la
hipotesis de que los sujetos con trastorno por atracén presentan una desregulacion
dopaminérgica y GABAérgica en la via mesolimbica (Corwin, et al., 2016), que esta

asociada a conductas de recompensa y a conductas motivadas.

2.2 Recompensay motivacion
Anteriormente se entendia a la recompensa como un estimulo agradable que
subyace en el gusto consciente de dicho estimulo (Brown, 1993). También se
pensaba que la recompensa y los estados motivados eran directamente regulados
por estados de aversion y desagrado o de reforzamiento agradable, asi como de la
emisidn de respuestas operantes. En otras palabras, que la motivacién y la
recompensa responden de acuerdo con el esquema de estimulo-respuesta (E-R).
Sin embargo, esta definicion no abarca la complejidad de lo que es en
realidad la recompensa, ya que el concepto de recompensa incluye multiples
variables como estados emocionales, motivacionales y hedodnicos de cada
individuo. Brevemente, se entiende a la emocién como una repuesta cognitiva a la
informacion externa (Coleman et al., 2011). A la motivacibn como una conducta
aprendida que responde a reforzamientos (Bolles, 2006). Lo heddnico, por su parte,
se define como el grado de placer que se le asigna a los reforzadores (Berridge y
Kringelbach, 2016). Estas variables relacionadas a la recompensa funcionan de
manera conjunta y participan en la toma de decisiones y en la conducta ante

estimulos reforzantes.
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Teniendo en cuenta que la recompensa y la motivacion no son hechos
separados y que ambos son un aprendizaje, Bindra, Bolles y Toates propusieron el
concepto de «aprendizaje incentivo» en los afios setenta. El «aprendizaje incentivo»
consiste en que los estados afectivos, los procesos hedonicos y los procesos
motivacionales son desencadenados tanto por estimulos condicionados como por
estimulos incondicionados (Toates, 1944; Bindra, 1974).

Las aportaciones que desarrollaron estos autores nos permiten entender a la
motivacidbn como un proceso de aprendizaje que se da mediante recompensas.
Ademas, los conceptos de incentivo y de motivacion propuestos por Toates y Bindra
son la base de la teoria de Motivacion Incentiva propuesta por Berridge y
colaboradores (Berridge y Grill, 1984; Berridge y Kringelbach, 2013).

Uno de los paradigmas mas importantes y utilizados para definir a la
recompensa y a la motivacion es el paradigma de Motivacion Incentiva propuesto
por Kent Berridge, Terry Robinson y Wayane Aldridge. Estos autores definen a la
recompensa como un proceso de aprendizaje; y como todo aprendizaje, involucra
un cambio en el comportamiento y es el resultado de la adquisicion de conocimiento
del mundo (Kandel et al., 2013).

Este aprendizaje por recompensas ocurre mediante procesos de
condicionamiento, ya sea de manera directa, mediante estimulos condicionados, o
de manera indirecta, mediante estimulos incondicionados (Berridge y Kringelbach
2013). Esto es, el aprendizaje se entiende desde el condicionamiento clasico o
condicionamiento pavloviano.

Berridge y colaboradores sefialan que el hecho de tener hambre actiia como

una sefal que sirve para aumentar el incentivo hedénico. Por el contrario, el hecho
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de tener un estado fisiologico de saciedad reduce el impacto de estas sefales
(Berridge et al., 2010). El aprendizaje que se hace a partir de estas asociaciones
entre las recompensas dependera de los estados fisiologicos de cada individuo y

del grado heddnico que tengan dichas recompensas (Berridge et al., 2009).

2.2.1 Motivacion Incentiva
De acuerdo con el paradigma de Motivacién Incentiva, se entiende a la recompensa
desde tres tipos de procesos: el primero de ellos es el «gustar» o «liking», el
segundo es el «desear» 0 «wanting» y el tercero es el «aprendizaje» (Berridge,
2009; Berridge et al., 2010).

El «gustar» es una reaccion hedonica objetiva. El «gustar» determina el
impacto hedonico que tiene una recompensa (Berridge et al., 2010). Un ejemplo de
esto es cuando se compra un alimento y, al ingerirlo, hay una sensacion de placer.

El «desear», por otra parte, esta regulado por la saliencia del incentivo. La
saliencia del incentivo se entiende como la motivacion que se tiene ante la
recompensa, esto es, el valor hedonico de los estimulos va a aumentar o disminuir
dependiendo de los cambios o déficits fisioldgicos relevantes para el sujeto como el
hambre, la sed y el sexo (Bolles, 2006). También, cabe mencionar que este valor
motivacional se puede potenciar por un emparejamiento con otro estimulo que tiene
por si mismo un valor hedonico.

Un ejemplo sencillo para entender el concepto de valor heddnico es que una
persona, al encontrarse en un estado fisiolégico de hambre, va a valorar mas un

plato de comida en comparacion con una persona que esta satisfecha. Asi, el plato
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de comida va a poseer un mayor valor hedodnico para el individuo que esta
hambriento que para uno que esta satisfecho.

Finalmente, para concluir el proceso de recompensa, el aprendizaje se logra
por asociaciones y predicciones de la o las recompensas condicionadas o
incondicionadas. Esto es, por medio de condicionamiento clasico (Berridge et al.,
20009).

Este aprendizaje por recompensa ya sea a la comida o a hacia una droga, se
ha asociado a estructuras cerebrales especificas como la via mesolimbica (Volkow
et al., 2017), esta via se especificara a detalle en los siguientes apartados. La via
mesolimbica, en la adiccion a las drogas y en la adiccion a la comida, tiene un papel
importante en los mecanismos de recompensa. Es importante subrayar esto, puesto
gue, tedricamente, tiene implicaciones potenciales para comprender los trastornos
alimentarios (Berridge, 2009).

La teoria de Motivacion Incentiva propone que el «gustar» y el «desear», que
normalmente son dos procesos que ocurren de manera simultdnea, son moduladas
por diferentes estructuras cerebrales (Berridge et al., 2010; Berridge y Kringelbach,
2016).

Las conductas de «gustar» y «desear» son reguladas, principalmente, por el
sistema mesolimbico. Sin embargo, a pesar de que estos procesos comparten
varias estructuras cerebrales como el nicleo accumbens y el hipotalamo lateral, las
aferencias y eferencias que regulan estos procesos son diferentes (Berridge et al.,
2010), este tema se desarrollara a detalle mas adelante. Las estructuras cerebrales
gue regulan el «gustar» son el nucleo accumbens, el palido ventral y el tronco

encefélico, ademas participan sefiales neuroquimicas como la de la orexina y la de
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los endocannabinoides. Estas sefializaciones y estructuras participan en la
amplificacion de las sefiales heddnicas. Por otro lado, las estructuras que participan
en la modulacion del «desear» son las mesolimbicas y circuitos corticales, asimismo
participan sefalizaciones dopaminérgicas (Berridge et al., 2010).

Al ser los procesos de aprendizaje esenciales para todo ser vivo, el
entendimiento de los mecanismos fisiologicos que subyacen a las conductas de
ingesta es de suma importancia para la investigacion. Si estos mecanismos son
alterados, las sefales relacionadas al «gustar» y al «desear» se sensibilizan y
aumentan las conductas compulsivas (Toates, 1944; Bindra, 1974, Lutter y Nestler,
2009; Berridge et al., 2010). Entonces, si el modelo de la Motivacién Incentiva se
aplica a las personas que padecen obesidad o algun trastorno alimenticio, las
conductas ansiosas 0 compulsivas que estos individuos tienen hacia los alimentos
es amplificada y habra conductas compulsivas como el consumo exagerado de

alimentos palatables.

2.2.2 Circuito de recompensa
El sistema mesolimbico, también llamado circuito de recompensa (Fig. 3), se
caracteriza por regular conductas motivacionales mediando la sensibilidad ante
estimulos reforzantes, al igual que en la prediccion de reforzamientos (Volkow et al.,
2017).

La idea de que el sistema mesolimbico participa en la regulacién de los
estimulos de recompensa y de placer surge a partir de una gran cantidad de
investigaciones que sostienen que el sistema mesolimbico es activado por diversas

recompensas primarias como el alimento y la conducta sexual o por recompensas
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secundarias como las drogas (Kelley y Berridge, 2002; Castro et al., 2016; Ferrairo
et al.,, 2016). Se sabe, ademas, que la inactivacion de este sistema, mediante
técnicas farmacologicas, disminuye la efectividad de las recompensas (Wise, 1985;
Mabhler, et al., 2007). Esta idea se ha sostenido por varias décadas y, en la
actualidad, investigaciones mas detalladas han permitido reforzar la idea de que la
recompensa y la motivacion estan reguladas por estructuras mesolimbicas (Wise,
2005; Russo y Nestler, 2013; Berridge y Kringelbach, 2016).

El circuito de recompensa se regula, principalmente, por sefalizaciones
dopaminérgicas, glutamatérgicas y GABAérgicas. La via dopaminérgica se origina
en el VTA y proyecta hacia el NAc, el hipocampo, la amigdala central, la amigdala
basolateral (BLA) y la corteza prefrontal medial (mPFC). A su vez, el VTA recibe
proyecciones glutamatérgicas del hipotdlamo lateral (LH), de la habénula lateral
(LHb) y del nudcleo laterodorsal tegmental (LDTg). También el VTA, recibe
proyecciones GABAérgicas del nucleo rostromedial tegmental (RMTQ), del NAc y
de interneuronas locales. Ademas de la importante entrada dopaminérgica
proveniente del VTA, el NAc recibe sefales glutamatérgicas de BLA, mPFC, corteza
infralimbica, tdlamo e hipocampo. Por su parte, el NAc tiene eferencias
GABAérgicas hacia el VTA y proyecciones hacia el hipotalamo lateral. Cabe recalcar
gue esta proyeccion es relevante, ya que la via NAc-hipotdlamo se ha propuesto
como una interfase entre la motivacién y las conductas de ingesta (Zahm, 2000;

Wise, 2005; Berthoud, 2006; Ambroggi et al., 2011).
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Figura 3. Circuito de recompensa. Dibujo esquematico que representa las sefalizaciones que
participan en el circuito de recompensa en un corte sagital de cerebro de ratén. Se muestran las
aferencias dopaminérgicas (verde) que van desde el VTA hacia el NAc, el hipotdlamo (Hipp) y la
mPFC. Las aferencias glutamatérgicas (rojo) que van del hipotalamo, mPFC y amigdala (Amy) hacia
NAc; igual el VTA recibe proyecciones glutamatérgicas desde la habénula lateral (LHb), del
hipotalamo lateral (LH), del nucleo tegmental laterodorsal (LDTg); también el nlcleo rostromedial
tegmental (RMTg) recibe proyecciones glutamatérgicas desde LHb. Por otro lado, las aferencias
GABAérgicas (azul) hacia el VTA, provienen del NAc, y del RMTg; también se ilustran las eferencias

GABAérgicas desde el NAc hacia el LH. Imagen modificada de (Russo y Nestler, 2013).

Todas estas estructuras, que son llamadas «regiones cerebrales de
recompensa», estan interconectadas entre si y modulan las conductas de
recompensa y de motivacion. Actualmente, hay investigaciones que utilizan
modelos que van desde el uso de roedores, monos, hasta humanos para saber
como estas estructuras cerebrales modulan las conductas ante recompensas
(Kelley y Berridge, 2002; Kenny, 2011; Castro et al., 2015; Durts et al., 2018). Este
hecho es relevante, ya que se pueden hacer avances cientificos desde la

investigacion basica hasta la investigacion aplicada.

24



Se sabe que las manipulaciones de estimulacion optogenética, eléctrica o
farmacologica, que aumentan la transmisibn de dopamina, actian como
reforzadores. Esto es congruente con el paradigma que propone que la transmision
de dopamina es indispensable para el aprendizaje de cualquier conducta que
implique motivaciéon (Wise, 2005).

Un ejemplo de ello es el uso de optogenética para estimular selectivamente
la actividad de las neuronas dopaminérgicas del VTA en ratones. En un
experimento, se observé que la activacion fasica de estas neuronas fue suficiente
para producir un condicionamiento de preferencia de lugar (CPP), ya que los ratones
transfectados que recibieron un estimulo luminoso en el VTA desarrollaron una
preferencia de lugar al compartimento en el que recibian dicho estimulo. Asimismo,
se observé un incremento en los niveles de dopamina en el NAc (Tsai et al., 2009)
lo cual sugiere que el NAc participa en la decodificacion de sefiales de recompensa
del VTA. Ademas, mediante la técnica de autoestimulacién optogenética en ratones,
se ha observado que la excitacién de las neuronas del NAc regula la motivacion

hacia alimentos palatables (Cole et al. 2018).

2.2.3 Circuito hedonico

El circuito heddnico (Fig. 4) se caracteriza por modular la fuerza con que se percibe
un estimulo placentero. Por un lado, se tiene a la recompensa y a la motivacion, y
por el otro se tiene a el valor hedoénico que se les asigna a los reforzadores (Espel-
Huynh et al., 2018). Por ejemplo, si a una persona que prefiere los sabores dulces
se le da como recompensa algo salado, el reforzador no va a tener el mismo valor

hedonico que si le hubieran dado algun alimento dulce.
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Se ha reportado que los alimentos palatables, como grasas y azlcares,
activan sitios corticales en la parte frontal del cerebro implicados en la regulacion de
la emocidn, tales como la corteza orbitofrontal, la corteza cingular anterior y la
corteza insular; asi como estructuras limbicas del procencéfalo subcortical, como la
amigdala, el nucleo accumbens y el pélido ventral (Berridge, 2009).

Especificamente en la teoria de Motivacion Incentiva, se ha propuesto que
en el «gustar» se activa un circuito que incluye el palido ventral (VP), el ndcleo
accumbens core y sefializaciones GABAérgicas en el nicleo parabranquial. Por otro
lado, en el circuito implicado en el «desear» participan el palido ventral (VP),
ganglios basales y estructuras mesolimbicas-talamocorticales (Berridge et al. 2009).

En el presente trabajo, nos enfocaremos en el NAc, ya que se sabe que es
un posible blanco terapéutico especifico para la regulacion de la ingesta (Hurley et

al., 2016; Hurley et al., 2019) tanto en la recompensa, como en el valor hedonico.

Figura 4. Circuito hedénico. Diagrama sagital de roedor que representa a los sistemas del «gustar»
y del «desear». Los sistemas del «gustar» (rojo) son modulados por sitios hedénicos del palido
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ventral (VP), el nacleo accumbens (NAc) y con el nucleo parabranquial (PBN). El sistema del
«desear» (verde) se guia por la conexién que hay entre el area ventral tegmental (VTA) y el NAc. El
VP también esta conectado mediante bucles mesolimbicos-talamocorticales que implican funciones
cognitivas, motoras y de recompensa (circulo naranja). Se muestran el cingulo anterior, la corteza
orbitofrontal, la corteza insular y la corteza prefrontal ventromedial (azul); el tAlamo (amarillo); el PBN
(naranja); el VTA (verde); el VP (morado) y el NAc (rosa). Imagen modificada de (Berridge et al.
20009).

2.2.4 Descripcion anatomica y morfoldgica del NAc

El NAc tiene un papel relevante en el circuito de recompensay en el valor hedonico
gue se les asigna a los estimulos. Diversos autores se refieren a esta estructura
como un «centro de placer», pues han identificado en este ndcleo subregiones
especificas (hedonic hot spots) cuya estimulacion produce placer (Pecifia et al.,
2006; Kelly y Berridge, 2000; Reynolds y Berridge, 2008). Puesto que el NAc se ha
relacionado con la modulacion de estimulos hedonicos, resulta muy importante para
este trabajo, ya que los alimentos que se consumen en condiciones normales o
cuando se presenta algun trastorno alimentario dependen del valor hedénico que
se le asigne, més alla de su valor puramente nutricional (Cottone et al., 2008).

El NAc se localiza debajo del caudado putamen (CPu) y del tercer ventriculo lateral,
rodeando a la comisura anterior, y se extiende de manera paralela a la linea media.
El NAc se diferencia en dos regiones: la primera de ellas es el nucleo accumbens
shell (NAcSh) que se relaciona en general con el valor hedoénico (de placer o
displacer) que se les asigna a los estimulos (Pecifia y Berridge, 2000; Ambroggi et
al., 2011; Durst et al., 2018). La otra parte es el nucleo accumbens core (NAcC)
gue se relaciona, generalmente, con la parte motriz de las recompensas, esto es, la

actividad motora que se asocia a una recompensa (Pecifia y Berridge, 2000;

Ambroggi et al., 2011; Durst et al., 2018). Sin embargo, tanto el NAcC como el
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NAcSh codifican informacion similar, aunque tienen efectos conductuales diferentes
dependiendo de las sefalizaciones que reciban. Ambas partes del NAc participan
de manera conjunta tanto en la parte homeostatica como en la parte hedonica
(Castro et al., 2016).

Se sabe que, aproximadamente, el 95% de las neuronas en el NAc son
neuronas espinosas medianas (NEM) GABAérgicas que se encuentran tanto en la
parte core, como en la parte shell. Estas NEM se dividen en aquellas que expresan
el receptor dopaminérgico D1 (D1-NEM) y las que expresan el receptor
dopaminérgico D2 (D2-NEM). Cabe recalcar que las NEM son las Unicas neuronas
de proyeccion (Belleau y Warren, 2000; Russo y Nestler, 2013). El otro 4%,
aproximadamente, de las neuronas del NAc esta integrado por interneuronas
GABAérgicas gue expresan calretinina (CALB2), parvalbumina (PV), somatostatina
(SOM) o calbindina (CALB1) y el 1% restante se compone por grandes
interneuronas colinérgicas que expresan la enzima colina-acetiltransferasa (ChAT)
(Belleau y Warren, 2000; Tepper y Bolam, 2004; Gagnon, 2017; Russo y Nestler,
2013; Salgado y Kaplitt, 2014; Soares-Cunha et al., 2018). Tanto las neuronas
GABAérgicas del NAc que expresan receptores D1 como D2 tienen receptores
GABAAa, GABABg y receptores ionotropicos de glutamato (iGluR): N-metil-D-aspartato
(NMDA), asi como receptores acido  alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropidénico (AMPA). Ademas, las NEM contienen también receptores
metabotropicos de glutamato del 1 al 5 (mGIuR1-5) y receptores muscarinicos 1y
4 (M1/M4) (Soares-Cunha et al., 2018).

La actividad de las NEM del NAc es modulada principalmente por aferentes

glutamatérgicas y dopaminérgicas (LUscher y Ungless, 2006) (Fig. 5). Las entradas
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glutamatérgicas que llegan al NAc provienen del hipocampo ventral y dorsal, del
talamo, de la mPFC y de BLA. Mientras que las proyecciones dopaminérgicas que
llegan al NAc provienen del VTA (Floresco, 2015). Por otro lado, las principales
proyecciones peptidicas que llegan hacia el NAc provienen del hipotadlamo,
especificamente del area predptica lateral (LPO), LH y del ARH, que proyecta
especificamente al NAcSh (Scofield et al.,, 2016; Francis y Lobo, 2017). Las
proyecciones peptidicas hacia el NAc son de suma relevancia, ya que se sabe que
algunos péptidos de la familia del glucagén, como el péptido intestinal vasoactivo
(VIP) o el PACAP, pueden tener efectos anoréxigénicos u orexigénicos en las
conductas de ingesta dependiendo de la regién del SNC donde acttan (Mounien et
al., 2009; Ferrario et al., 2016 Volkow et al., 2017).

Sin embargo, los efectos de activacién o de inactivacion neuronal en el NAc
por péptidos no se ha estudiado en su totalidad y es un campo de investigacion que

puede ser explorado.

29



= \Qo
o (Y. N
= J / intereurona o©
e interneurona CALB2 v
{ > o ,\

interneurona
ChAT

O b

== Glutamatérgica
=== Dopaminérgica
= GABAérgica
= Colinérgica

Figura 5. Microcircuito local del NAc. Esquema que describe las neuronas espinosas medianas
(NEM) GABAérgicas que expresan receptores D1 o D2 (azul) y también muestra las interneuronas
GABAérgicas (azul) que expresan calretinina (CALB2), parvalbumina (PV), somatostatina (SOM) o
calbindina (CALB1). También se muestra las aferencias glutamatérgicas (rojo) que provienen del
hipocampo, amigdala basolateral (BLA) y de corteza prefrontal medial (mPFC). Por ultimo, se
muestran las aferencias dopaminérgicas (verde) que vienen del VTA e interneuronas locales

GABAérgica (azul) y colinérgica (amarillo). Imagen modificada de (Russo y Nestler, 2013).

Cabe destacar que la propia actividad GABAérgica del NAc (Fig. 5) es
modulada por los diferentes tipos de interneuronas locales, tanto GABAérgicas
como colinérgicas (Russo y Nestler, 2013; Swapna et al., 2016; Soares-Cunha et
al.,, 2018). Las interneuronas colinérgicas también reciben entradas directas
glutamatérgicas del hipocampo, la mPFC y BLA. A su vez, la liberacion de
acetilcolina (ACh) por estas neuronas regula las terminales dopaminérgicas del VTA
gue hacen contacto con las NEM, aumentando la liberacion dopamina en el propio

NAc. Esta regulacion de dopamina mediante las neuronas colinérgicas se ejerce a
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través de receptores nicotinicos que se encuentran en dichas terminales (Soares-
Cunha, 2018).

Como se menciondé las NEM GABAérgicas del NAc tienen proyecciones
hacia el VTA (Haber, 2011; Tolu et al., 2013). Estas proyecciones dependen del tipo
de receptor que expresen las NEM (Volkow et al., 2017). Esto es, D1-NEM o D2-
NEM. Clasicamente, se sabe que hay dos vias que van desde el NAc hacia el VTA
(Fig. 6): la primera de ellas es la via directa NAc-VTA, esta via se origina de las D1-
NEM; la segunda via, o via indirecta NAc-VP-VTA, se origina tanto de las D1-NEM
como de las D2-NEM (Panagis et al., 1997; Swanson, 1982; Soares-Cunha et al.,

2018).

Via directa

Via indirecta

Figura 6. Via indirecta y directa del NAc. Se muestra un esquema representativo de la via directa
entre el NAc (azul claro) que se origina de las neuronas que expresan receptores D1 (morado) estas
eferencias GABAérgicas son del NAc al VTA. También se muestra la via indirecta (azul oscuro) que
esta regulada tanto por las neuronas que expresan receptores D1 (morado) como por las que
expresan receptores D2 (verde) y tienen eferencias desde el NAc al palido ventral (VP) y, después
el VP tiene eferencias hacia al VTA, ambas eferencias son GABAérgicas. Imagen modificada de

(Soares-Cunha et al., 2018).
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Las NEM del NAc se pueden diferenciar de las interneuronas GABAérgicas
y de las ChAT por ciertas caracteristicas electrofisioldgicas y morfolégicas (Figura
7). Las NEM GABAérgicas del NAc exhiben un potencial de reposo entre -70mV'y -
95 mV, un umbral de disparo de aproximadamente -50 mV y su resistencia de
entrada (Ri) se encuentra en un rango de 140 a 300 MQ (Belleau y Warren, 2000;
Willet et al., 2018). Estas células muestran una rampa de despolarizacion lenta
cuando se despolariza ligeramente por encima del umbral de disparo y presentan
una corriente de potasio rectificadora entrante (Kir) a potenciales de membrana
hiperpolarizados, respecto a su potencial de reposo (John y Manchanda, 2011). En
cuanto a su morfologia, las NEM se caracterizan por tener un soma pequefio y
presentar profusas arborizaciones, al igual que las neuronas del estriado (Gagnon
et al., 2017). Estas caracteristicas se presentan tanto en las neuronas del NAcSh

como del NAcC (Belleau y Warren, 2000; Al-muhtasib et al., 2018; Willet et al.,

2018).
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Figura 7. Propiedades electrofisiolégicas y morfolégicas de las neuronas espinosas
medianas. A) Se muestran las propiedades del potencial de accion de las NEM a diferentes

inyecciones de corrientes hiperpolarizantes y despolarizantes, se puede apreciar que el potencial de
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reposo se encuentra en -92 mV, que la resistencia de entrada es de 50 MQ y que tiene una rampa
de despolarizacion lenta cercana al umbral de disparo (trazo rojo). B) Esta imagen representa la
reconstruccion en cadmara licida de una neurona NEM del NAc que se caracteriza morfolégicamente
por tener un soma pequefio y por tener profusas arborizaciones dendriticas. Imagenes modificadas
de lbafiez-Sandoval et. al. (2010) y Gagnon et. al. (2017).

2.2.5 NAcSh y conducta de ingesta

Actualmente se sabe que el NAcSh esta involucrado, principalmente, en las
conductas de recompensa y de aversion (Berridge et al., 2013; Soares-Cunha et al.,
2020). Berridge y colaboradores en 2013 reportaron que el sitio rostral del NAc se
vincula con conductas relacionadas al placer, mientras que el area caudal de esta
area se asocia a conductas displacenteras. Por otro lado, la parte medial del NAc
es una mezcla de ambas conductas (Berridge y Kringelbach, 2013). Se ha reportado
que, en sujetos que presentan trastorno por atracones, el NAc responde de manera
similar al caso de abuso de drogas, es decir, se presenta un aumento en los niveles
extracelulares de dopamina y de ACh, especificamente en el NAcSh (Rada et al.,
2005).

En estudios conductuales se han identificado sitios heddnicos que responden
ante el placer (hot spots) o el displacer dentro del NAc. Se sabe que
microinyecciones de agonistas opioides en el area rostral de NAcSh triplican el
namero de respuestas orofaciales, reacciones de placer provocadas por el sabor de
sacarosa (Pecifa et al., 2006). En cambio, se ha reportado que microinyecciones
de agonistas opioides en la parte caudal del NAcSh suprimen el impacto heddnico,

ya gue se observa una disminucion en las respuestas orofaciales ante la sacarosa.
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A estos sitios se les denomina (cold spots) por las respuestas displacenteras que
evocan (Pecifia et al., 2006).

Las NEM del NAc, ya sea que expresen el receptor D1 o D2 también han sido
investigadas y relacionadas con aspectos relacionados a conductas adictivas como
el consumo de drogas y el consumo excesivo de alimentos. En 2016, Klenowski y
colaboradores reportaron que las neuronas del NAcSh se ven alteradas
morfolégicamente después de un consumo de sacarosa a largo plazo. Las ratas que
se condicionaron a un modelo de ingesta tipo atracén mostraron una longitud
dendritica menor que las ratas control. Otra investigacibn mas especifica reportod
gue las NEM que expresan el receptor D1 de la parte medial de NAcSh se
relacionaba con la ingesta de alimentos palatables. En 2018, Durst y colaboradores
identificaron una correlacion positiva entre la activacion de neuronas que expresan
el receptor D1y el consumo de leche condensada en ratas. También, se sabe que,
al igual que en el consumo de drogas, el consumo de azlcares y la ingesta por
atracon aumenta la cantidad de dopamina extracelular y de ACh en el NAcSh (Rada
et al., 2005).

La ingesta excesiva de alimentos esta regulada por diferentes péptidos que
funcionan como orexigénicos 0 anorexigénicos y se encuentran tanto en el sistema
nervioso periférico (SNP) como en el sistema nervioso central (SNC). Ejemplo de
estos péptidos son la secretina (SCT), el glucagon (GCG), el polipéptido activador
de la enzima adenilato ciclasa pituitaria (PACAP), VIP, entre otros (Matsuda et al.,
2013). La baja o el alta de dichos péptidos influyen en la conducta de ingesta
indicando que éstos participan en procesos homeostéticos, de balance energético

y en conductas asociadas a estimulos hedonicos (Sekar et al., 2017).
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2.3 PACAP

Entre los péptidos que se sabe que participan en la regulacion de la ingesta, se
encuentra el PACAP, la SCT vy la familia del GCG (Vaudry et al., 2000). Estos
neuropéptidos poseen una homologia estructural (Cardoso et al. 2010) y se agrupan
en los receptores acoplados a las proteinas G de la clase B, esto es, que pertenecen
a la familia de la SCT y tienen un dominio N-terminal extracelular (Laburthe et al.,
1996). Sin embargo, a pesar de que comparten algunas funciones bioldgicas, tienen
diferentes funciones fisioldgicas (Sekar et al..2017).

El PACAP se descubrid a partir de extractos hipotalamicos por el grupo de
investigacion de Arimura en 1989. Se sabe que el PACAP pertenece a la familia del
péptido intestinal vasoactivo (VIP)/SCT/hormona reguladora del crecimiento
(GHRH)/GCG. EI PACAP se expresa en dos isoformas biologicamente activas:
PACAP-38 y PACAP-27 (Miyata et al. 1989). El numero final indica la cantidad de
aminoéacidos que conforman a estos neuropéptidos. Ambas isoformas (Fig. 8) tienen
en comun los dltimos 27 aminoacidos de la funcidén N-terminal (Kimura et al., 1990)

sin embargo, el PACAP 1-38 posee una hélice extra en la regién C-terminal (Wray

et al., 1993).
PACAP 6-38
PAC:
PA 8
PACAP 1-38
VPAC: D-p-CI-Pheb, Leu'’-VIP
VPAC: VIP 6-28
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PACAP 6-38

PAC:
PA 8
PACAP 1-27
VPAC: D-p-Cl-Phe®, Leut’-VIP
VPAC: VIP 6-28

Figura 8. Tipos de PACAP, receptores y antagonistas. Esta tabla representa los tipos de PACAP
gue se expresan tanto en el SNC y en el SNP: PACAP 1-38 y PACAP-1-27. Sus tipos de receptores:
VPAC1, VPAC: y PAC:. Y finalmente los agonistas, respectivamente: D-p-CI-Phe®, Leu'’-VIP, VIP 6-
28, PACAP 6-38 y PA8 (Vaudry et al., 2000).

EI PACAP tiene la capacidad de estimular la formacién de monofosfato ciclico
de adenosina (AMPc) en las células de la hipofisis (Vaudry et al., 2000). Ademas, el
PACAP es un neuropéptido pleiotrépico. Se ha reportado que, en el periodo
nocturno, el consumo de alimento redujo significativamente en ratones PACAP
(—/—) en comparacion con ratones PACAP (+/+), interesantemente, se reportd un
aumento en el consumo de alimento en el periodo diurno en ratones PACAP (—/-)
en comparacion con ratones PACAP (+/+) (Nguyen et al., 2020).

Algunos de los efectos que tiene el PACAP en el sistema nervioso (SN) son
la regulaciébn de la neurosecrecién hipotalamica, procesos de aprendizaje y
memoria, respuesta inflamatoria, funciones neurales ontogenéticas, control de la
ingesta, etc. (Zhou et al., 2002; Sekar et al., 2017).

En los mamiferos, el PACAP-38 se encuentra de manera dominante,
aproximadamente 90%, en el SNC mientras que PACAP-27 se expresa tan solo en
un 10% (Sekar et al..2017). Se sabe que la secuencia de PACAP es idéntica en

humanos, ratones, ratas y ovejas (Harmar et al., 2012). Esto indica que es un
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neuropéptido que ha sido evolutivamente conservado (Zhou et al., 2006) y que esta
involucrado en diferentes funciones tanto del SNC como del SNP. Por ello, es
posible estudiar los efectos del PACAP en el SNC y tener una buena aproximacion
con respecto a su expresion celular y los mecanismos de accion del PACAP en
humanos. Se sabe que la isoforma de PACAP 1-27 se encuentra de manera
predominante en el SNP y se expresa en neuronas sensoriales, neuronas
preganglionares simpaticas y en neuronas ganglionares simpaticas (Sundler et al.,
1996).

Por otro lado, a nivel del SNC el PACAP se encuentra en la mayoria de las
estructuras hipotalamicas y la isoforma que predomina es PACAP 1-38 (Masuo et
al.,1993; Hannibal, 2002). PACAP también se encuentra en la sustancia negra, en
cerebelo, en la corteza cerebral, en el tallo cerebral y en el sistema limbico tanto en
el tAlamo como en el NAc (Masuo et al. 1993; Miyata et al. 1989; Hannibal, 2002).

Actualmente, se sabe que el PACAP tiene diferentes funciones, dependiendo
de la etapa del desarrollo del encéfalo. En el cerebro en desarrollo, el PACAP
controla mecanismos de proliferacion, migracion y diferenciacion celular. En el
cerebro adulto, el PACAP regula los ritmos circadianos, la ingesta de alimentos, el
consumo de agua, la actividad locomotora, el dolor y las respuestas al estrés
(Vaudry et al., 2000; Nguyen et al., 2020).

El PACAP-38 tiene tres subtipos de receptores metabotropicos que se
expresan ampliamente (Fig. 9), tanto en el sistema nervioso periférico como en el
sistema nervioso central: PAC1, VPAC1 y VPAC: (Hirabayashi et al., 2018). Algunas
estructuras que expresan el receptor PACy, son estructuras implicadas en la ingesta

como el NAc, el talamo y el VP. El estudio de estos receptores y su relaciéon con las
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conductas de ingesta no ha sido explorado en su totalidad. Es un tema importante

de tratar en general en la investigacion y en el presente trabajo.

® PAC1-R a VPAC1-R A vpaca2r

Figura 9. Receptores de PACAP. La imagen muestra como PACAP 1-38 y PACAP 1-27 se acoplan
a tres tipos de receptores: PAC1(¢), VPAC1 (o) y VPAC: (A). Abreviaciones: nucleo accumbens (Acb),
amigdala (Amy), ntcleo ambiguo (Amb), pituitaria anterior (AP), nucleo arcuato del hipotalamo (Arc),
area postrema (ARP), nucleos del lecho de la estria terminal (BST), cerebelo (C), cuerpo calloso
(CC), caudado putamen (CPut), corteza cerebral (Cx), banda diagonal de Broca (DBB), giro dentado
(DG), nucleo dorsal del hipotalamo (DMH), nucleo dorsal de Rafé (DR), globo palido (GP), hipocampo
(Hi), hipotalamo (Hpt), I6bulo intermedio de la pituitaria (NL), ntcleo del tracto solitario (NST), bulbo
olfatorio (OB), periacueductual gris (PAG), nucleo parabranquial (PBN), nlcleo paraventricular del
hipotdmlamo (PVN), septum (S), sustancia nigra (SN), ndcleo supradptico (SON), tadlamo (Th), ntcleo
ventromedial del hipotalamo (VMH), palido ventral (VP) y ndcleo ventral de Rafé (VR). Imagen
modificada de (Vaudry et al., 2013).

2.3.1 Vias de sefializacion del PACAP
Los receptores VPAC1y VPAC: se caracterizan por ser afines a PACAP como a VIP
(Sekar et al..2017) y los receptores PAC: tienen mayor afinidad a PACAP-38 que a

PACAP-27 (Vaudry et al., 2013). Los receptores de PACAP (Fig. 10) se caracterizan
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por tener siete dominios transmembranales acoplados a proteinas G y al acoplarse
a estas proteinas aumenta la actividad de la enzima adenilato ciclasa (AC) o la
fosfolipasa C (PLC), incrementa la entrada de Ca?*, modula la neurotransmision y
la inmunomodulacién (Mucio-Ramirez et al., 2004).

Al unirse PACAP 1-38 a VPAC1, VPAC2 y PACL1 se activa la proteina Gs
cuya cascada de sefalizacion comienza con la activacion de la enzima adenilato
ciclasa, la formacién de AMPc y a la activacion de la enzima proteina cinasa A (PKA)
(Fig. 10) o a la proteina de intercambio directamente activada por AMPc (Vaudry et
al., 2009). Sin embargo, el receptor PAC: es el Unico de estos tres receptores que
puede activar a la proteina Gg, como se ha reportado en células granulares del
cerebelo (Vaudry et al.,, 2009). La activacion de la proteina Gq incrementa la
actividad de la enzima fosfolipasa C (PLC), la cual, al escindir al fosfatidilinositol
bifosfato de la membrana celular, forma los segundos mensajeros, diacilglicerol
(DAG) e inositol 3-fosfato (IP3). EI DAG activa a la proteina cinasa C (PKC) mientras
gue el IP3 produce liberacion de calcio de pozas intracelulares (Rubio-Beltran et al.,

2018).
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Figura 10. Receptores de PACAP 1-38. La imagen muestra como PACAP 1-38 (rosa) se une a tres
tipos de receptores: PACi1(morado), VPAC: (azul) y VPAC: (verde). Siendo PAC: el receptor que se
expresa mas en el SNC, se ilustra su via de sefalizacién. PAC1 es un receptor metabotropico y que
puede activar a dos tipos de proteina G (Gq y Gs). Si se activa la proteina Gs (via verde), se activa
la cascada de sefalizacidon de la adenilatociclasa (AC) y esto genera la producciéon de adenosin
monofosfato ciclico (cCAMP) activando a la proteina cinasa A (PKA). Por otro lado, se puede observar
en la ilustracién que cuando se activa la proteina Gq (via morada), se activa la fosfolipasa C
promoviendo la formacién de diacilglicerol (DG) e inositol trifosfato (IP3). EI DAG activa a la proteina
cinasa C (PKC) mientras que el IP3 produce la liberacién de calcio de pozas intracelulares. Por
ultimo, los receptores VPAC:1y VPAC;, activan a la proteina Gg. Imagen modificada de (Rubio-
Beltran et al., 2018).

2.3.2 Efectos del PACAP en la conducta de ingesta
Se ha reportado que microinyecciones de PACAP 1-38 en el tercer ventriculo del
hipotalamo reducen el efecto de las NPY que se caracterizan por ser neuronas

orexigénicas (Morley et al., 1992), asi el PACAP tiene efectos anorexigénicos en la
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via homeostatica en la conducta de ingesta de alimentos. Investigaciones recientes
han demostrado que microinyecciones de PACAP 1-38 en el NAc tiene efectos
anorexigénicos en la via hedonica en la ingesta de alimentos palatables (Hurley et
al.,, 2016; Sekar et al.,, 2017). También se ha demostrado que al aplicar
microinyecciones de PACAP 1-38 en el nucleo paraventricular del hipotalamo
(PVN), las ratas muestran una reduccion en la ingesta de alimento y en el tiempo
total dedicado a comer (Resch et al., 2013).

Se sabe que el NAc tiene receptores del tipo PAC: (Vaudry et al., 2009).
Estudios conductuales, utilizando un modelo de ingesta tipo atracon que separa la
ingesta homeostatica de la ingesta hedonica, han mostrado que microinyecciones
de PACAP 1-38 en el NAc reducen la ingesta de alimento palatable sin alterar la
alimentacion homeostatica (Hurley et al., 2016).

Sin embargo, el efecto del PACAP 1-38 sobre las neuronas del NAc no ha sido
estudiado suficientemente.

El objetivo principal de este proyecto fue describir los efectos del PACAP 1-
38 sobre la actividad de las NEM del NAc, utilizando técnicas electrofisioldgicas.
Asimismo, se utilizé la técnica de imagenologia de calcio en rebanadas cerebrales
para estudiar el efecto del PACAP 1-38 sobre la actividad poblacional, es decir,
decenas de neuronas del NAc registradas simultaneamente. Una de las preguntas
en el presente proyecto de tesis es saber como el PACAP 1-38 actua en las
neuronas de proyeccion del NAcSh, ya que se sabe que en esta area se encuentran

receptores PAC: (Vaudry et al., 2009).
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3. JUSTIFICACION

Uno de los trastornos de la ingesta que se ha relacionado con el aumento de peso
es el trastorno por atracén. EI NAcSh se ha propuesto como un regulador
fundamental en las sefiales de recompensa que participan en el trastorno por
atracon (Berridge y Kringelbach, 2016). Se ha sugerido que microinyecciones de
PACAP 1-38 en el NAc reduce la ingesta de alimento palatable (Hurley et al., 2016).
Sin embargo, los efectos del PACAP 1-38 sobre la actividad de las NEM, las cuales
constituyen la principal poblacion neuronal del NAcSh, no han sido estudiados.

El presente trabajo de tesis propone abordar el problema mediante técnicas
electrofisiolégicas, farmacolégicas y de imagenologia de calcio. Las primeras
técnicas nos permitiran observar la respuesta de las neuronas individuales al
PACAP 1-38, asi como la identificacidon de las células registradas con base en sus
caracteristicas electrofisiologicas. Por otra parte, la técnica de imagenologia de
calcio nos permitird visualizar el efecto del PACAP 1-38 sobre una poblacion de
decenas de neuronas, pero con resolucion de célula Unica. Estas técnicas se
consideran herramientas fundamentales para entender los mecanismos de accion
de diversos neurotransmisores en el sistema nervioso central. Investigar los efectos
del PACAP 1-38 sobre las NEM ayudara a entender sus mecanismos de accion en
el NAcSh para regular la ingesta de alimento. Esto es relevante ya que se considera
a este neuropéptido como un agente terapéutico potencial para los trastornos de
ingesta. Asimismo, los datos resultantes del presente proyecto permitiran
comprender mejor el papel que juega el NAc en la regulacién motivacional de la

conducta de ingesta de alimento.
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4. HIPOTESIS
4.1 Hipotesis general
La activacion del receptor PAC:1 por su agonista PACAP1-38 aumentara la

excitabilidad de las NEM del NAcSh.

4.2 Hipotesis especificas

1. El PACAP 1-38 aumentara la excitabilidad poblacional de las NEM del
NAcSh.

2. EI PACAP 1-38 aumentara significativamente la frecuencia de disparo en las
NEM del NAcSh.

3. El estado de reposo de las NEM cambiara a un estado despolarizado
después de la aplicacion de PACAP 1-38.

4. Si los receptores PAC: son expresados en el NAcSh, cuando se aplique el
antagonista de estos receptores (PACAP 6-38), no habra cambios en la
frecuencia de disparo, en la actividad poblacional, ni en el potencial de reposo

de las NEM suponiendo que el receptor no tiene actividad constitutiva.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General
Determinar el efecto del PACAP 1-38 sobre la actividad de las NEM del NAcSh

mediante técnicas electrofisioldgicas y de imagenologia de calcio.
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5.2 Objetivos Especificos

1. Estudiar el efecto del PACAP 1-38 a diferentes concentraciones de sobre
excitabilidad de las NEM del NAcSh mediante la técnica de imagenologia de
calcio.

2. ldentificar a las NEM del NAcSh, con base en sus propiedades
electrofisioldgicas, mediante protocolos de registro en célula completa (whole
cell) en fijacion de corriente y fijacion de voltaje.

3. Estudiar el efecto del PACAP 1-38 sobre la excitabilidad de las NEM
mediante la construccion de curvas intensidad-corriente e intensidad-
frecuencia.

4. Estudiar el efecto del PACAP 1-38 sobre la actividad espontanea de las NEM
mediante la técnica de fijacién de corriente.

5. Utilizar un antagonista de los receptores PAC1, PACAP 6-38, para determinar
la especificidad de los efectos del PACAP 1-38 en el NAcSh, tanto en
experimentos electrofisiologicos como de imagenologia de calcio.

6. METODO
6.1 Sujetos

Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con la norma oficial

mexicana de especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los

animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999) y en conformidad con lo estipulado

por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio

(CICUAL) de la Universidad Nacional Autdbnoma de México.
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Se utilizaron 30 ratas macho de la cepa Wistar de 21-25 dias de edad con un
peso aproximado entre los 28 y 35 g. Los sujetos se mantuvieron en cajas hogar
con condiciones ambientales controladas: ciclo de luz-oscuridad 12-12 h,
temperatura de 21 £ 2 °C y humedad 70 £ 10 %. Los sujetos tuvieron acceso ad
libitum a agua y alimento hasta el dia de su sacrificio. Las ratas fueron obtenidas
del bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM el mismo dia el experimento.

Para la técnica de imagenologia de calcio con PACAP 1-38 se analizaron los
siguientes numeros de neuronas: n = 31 para 1 nM, n = 62 para 2.5 nM, n =33 para
5nM, n =231 para 10 nM, n =294, para 25 nM, n =289y para 50 nM, n = 171. Para
observar los efectos del antagonista PACAP 6-38 se analizaron 186 células.

Con respecto a la técnica de electrofisiologia se analizaron las siguientes
neuronas: n = 7 con una concentraciéon de PACAP 1-38 de 25 nM y n = 4 con una

concentracion de PACAP 6-38 de 50 nM y 25 nM de PACAP 1-38.

6.2 Obtencion de tejido

Los sujetos fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (85 mg/kg) y xilacina
(15 mg/kg, i.p.). Después de 1 min, aproximadamente, fueron decapitados. El
cerebro fue extraido y colocado en una solucién de Krebs fria (4 °C) que contenia
(en mM): 123.9 NaCl, 2.6 KCI, 1.2 KH2PO4, 3.5 MgSO4H20, 26 NaHCOs, 6.5
CsH1206 y 2.2 CaCl2H20, con un pH = 7.35, una osmolaridad de 300mOsm/L y
oxigenada con 95% de Oz y 5% de CO.. Para todos los experimentos las rebanadas
se mantuvieron en solucion Krebs a temperatura ambiente 20-25 °C y con burbujeo
constante de 95% de Oz y 5% de CO:2. Posteriormente, utilizando un vibratomo

(Pelco 102, TedPella, INC), se obtuvieron rebanadas coronales de 300 um de
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grosor, las cuales contenian el NAcSh. Las rebanadas se mantuvieron a
temperatura ambiente en la solucion de Krebs durante al menos una hora, antes de
iniciar los registros electrofisiologicos o de imagenologia de calcio (Gardufio et al.,

2012).

6.3 Electrofisiologia
Las rebanadas, que contenian NAcSh, se colocaron en una camara de registro
adaptada a un microscopio y fueron perfundidas con solucién Krebs a una tasa de
4-5 ml/min que se contenia en una jeringa (Fisherbrand™) de un volumen de 60ml
con un burbujeo constante de carbdgeno (95% O2-5% CO3) para el mantenimiento
de un pH de 7.35.
Se realizaron experimentos electrofisioldégicos por medio de la técnica patch-clamp
en la configuracion de célula completa (whole cell) en las modalidades de fijacion
de voltaje y fijacion de corriente en NEM del NAcSh. Se utilizaron micropipetas de
registro con resistencia de 4-7 MQ, que fueron llenadas con una solucion interna
cuyo contenido fue, en mM: 140 K-gluconato, 5 NaCl, 1 MgClz, 0.02 EGTA, 10
HEPES, 2 Mg2-ATP, 0.5 Na2GTP y 0.1% biocitina. Esta solucion tuvo un pH = 7.2-
7.3 y una osmolaridad de 280-300 mOsm/L. Los electrodos fueron hechos con tubos
de vidrio de borosilicato (WPI, Sarasota, FL) utilizando un estirador de pipetas
(Sutter Instrument, Novato, CA) para obtener una resistencia de 4-7 MQ.

Se utiliz6 un amplificador Multiclamp 700B (Axon Instruments) para los
registros electrofisioldgicos. Las sefiales obtenidas fueron filtradas a 3 KHz y
digitalizadas mediante una interfase analogo-digital (Digidata 1422A; Molecular

Devices) a una velocidad de muestreo de 5 KHz. Los datos se guardaron en una
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computadora equipada con el software pClamp 10 (Molecular Devices). Las
neuronas fueron visualizadas mediante un microscopio vertical (BX51WI; Olympus
Instruments) equipado con un objetivo de inmersién en agua 80X. Las neuronas,
primeramente, fueron registradas mediante la técnica de fijacion de corriente para
examinar sus caracteristicas electrofisiologicas y para asegurar que fueran NEM.
Las caracteristicas para considerar fueron las siguientes: potencial de reposo de -
90 mV a -70 mV, umbral de disparo de -50 + 8 mV, resistencia de entrada de 143 +
76 MQ y una rampa de despolarizacion lenta cuando se despolariza ligeramente o
por encima del umbral de disparo con una corriente intracelular (Belleau y Warren,
2000; Willet et al., 2018). Solo se seleccionaron neuronas que exhibieron un
sobretiro (overshoot) de 10-20 mV, para asegurar la viabilidad del sello. Se registré
una sola neurona por rebanada. Si la resistencia de entrada de la neurona registrada
vario en mas de un 15% durante el experimento, la célula fue descartada. Para
construir las curvas corriente-voltaje (I-V) en fijacion de corriente se aplicaron pulsos
de corriente hiperpolarizantes y despolarizantes que incrementaron gradualmente a
partir de un potencial de mantenimiento de -70 mV. La curva corriente-frecuencia
(I-F) se realiz6 de forma idéntica a la curva I-V, pero los pulsos despolarizantes
continuaron hasta obtener la maxima frecuencia de disparo de la célula (Gardufio
et al., 2012). La curva |-V se obtuvo también en fijacion de voltaje aplicando
comandos de voltaje que incrementaron gradualmente de -120 a +40 mV a partir de
un potencial de mantenimiento de -70 mV. El propdsito de obtener la curva en
fijacion de voltaje fue obtener un rango mayor de valor de voltaje sin que el disparo
de potenciales de accion interfiera con los registros. Los registros de actividad

espontanea se hicieron solamente en fijacion de corriente debido a que se observo,
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particularmente, el disparo neuronal. Siguiendo este protocolo, una vez obtenido el
sello, el potencial de membrana de la neurona se registr6 de manera continua en
condiciones de inyeccidn de corriente cero (potencial de reposo). En cada uno de
los protocolos descritos, se comparo la condicién control con la aplicacion de los

farmacos, PACAP 1-38 o PACAP 6-38.

6.4 Imagenologia de calcio

Después de una hora de estabilizacion del tejido en solucion Krebs a temperatura
ambiente, las rebanadas fueron incubadas por 40 min a una temperatura de 35 °C
en una solucion conteniendo Fluo 4-AM (1-10 uM) en 0.1% de dimetilsulfoxido
(DMSO) (Invitrogen, Life Technologies). Posteriormente, cada rebanada se colocé
en la cadmara de registro (plexiglas) y se perfundié con solucién Krebs a una tasa de
4-5 ml/min a temperatura ambiente, por medio de un sistema de perfusion por
gravedad. Para la visualizacion de las células se utilizé un microscopio vertical
(Nikon FN1 Eclipse) con un objetivo 16X de inmersion en agua. Para observar los
cambios de fluorescencia, el tejido se estimuld con pulsos de luz (488 nm de longitud
de onda) mediante una lampara LED (Lambda HpX L5, Sutter Instruments)
conectada mediante fibra optica al microscopio. El tiempo de exposicion fue de 15-
30 ms. Los videos se obtuvieron mediante una camara digital CCD (Cold SNAP
MYO, Photometrics) controlada mediante un software personalizado y programado
en LabView (National Instruments). La frecuencia de adquisicion de las imagenes
fue de 4 frames por segundo y los videos tuvieron una duracion de 6 min (1440
frames). Cada frame es una ventana de tiempo de 250 ms de duracion. Al finalizar

el experimento se colocé una solucion alta en K* (5 mM) para el célculo total de las
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neuronas que captaron el indicador de calcio dentro de los campos de registro. La
actividad fue estimada mediante los transitorios de calcio generados por las
neuronas. Las sefales de fluorescencia dependientes a calcio se calcularon a partir
de Fi-Fo/Fo. Donde, Fi es la fluorescencia en cualquier cuadro del video, mientras
gue Fo es la fluorescencia basal. Las condiciones que se registraron fueron 18 min
control, 18 min con farmaco (PACAP 1-38 o PACAP 6-38) y 18 min de lavado. La

técnica se ilustra en la Figura 11.
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Figura 11. Descripcién de la técnica de imagenologia de calcio. A) Representacién esquematica

de un corte coronal que contiene NAc, en color azul se marcan el area de NAcSh donde se realizaron
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las grabaciones de imagenologia de calcio y el registro electrofisiologico. B) Imagenes de
grabaciones de imagenologia de calcio en condicidn control (izquierda) y aplicando 25 nM de PACAP
1-38 (derecha), cada imagen se obtuvo de un solo cuadro de video. C) Esquema que muestra el
mapa de coordenadas de las neuronas activas construidas a partir del video, las flechas rojas indican
las neuronas que se activaron después de la aplicacién de PACAP 1-38 (15 min). D) Transitorios de

calcio (parte superior) y primera derivada (parte inferior) de una neurona de NAcSh.

6.5 Anédlisis de imagenes

En cada video obtenido en la técnica de imagenologia de calcio, las células activas
se seleccionaron usando un templete circular de tamafo variable (4-30 um). Se
genero automaticamente un mapa de coordenadas de neuronas activas a partir de
las imagenes utilizando el software Im-Patch (Pérez-Ortega et al., 2016). Las
sefales de calcio intracelular se pudieron observar como transitorios de calcio en
cada region con una alta resolucion temporal y espacial. Los transitorios de calcio y
su primera derivada fueron tomados como indicadores de disparo neuronal (Carrillo-
Reid et al., 2008). Los transitorios con amplitudes 2.5 veces mayores a la desviacion
estandar del ruido basal fueron considerados para el analisis. El fotoblanqueo
(bleaching), el fendmeno de los discos Airy y el ruido basal, se corrigieron al restar
el fondo local de la célula de interés a la sefal cruda de la misma célula, este
protocolo se aplico para todas las células registradas. A partir de los transitorios de
calcio obtenidos en cada uno de los videos (3 control, 3 en presencia de PACAP 1-
38 en el bafio y 3 en lavado) se construy6 una matriz binaria de 0 y 1. En esta matriz,
cada fila representa una neurona activa y cada columna representa una ventana de
tiempo «frame», donde 1 representa un frame activo y O representa un frame

inactivo para cada una de las neuronas registradas. En la matriz, el eje «y»
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representa el nUmero de neuronas, mientras que el eje «x» representa el nimero
de frames del video (1440 frames). Por dltimo, las matrices se utilizaron para
generar graficas tipo «raster» (Temporal Raster Plots) que nos permiten observar la

actividad de las neuronas a lo largo del tiempo.

6.6 Marcaje celular

Para identificar las neuronas registradas, se utilizO un marcaje intracelular. Las
células registradas fueron inyectadas con un biomarcador (biocitina). La biocitina
fue disuelta en la solucion interna con la cual se llenaron los microelectrodos de
registro. Al finalizar el experimento, las rebanadas cerebrales se fijaron en una
solucion de paraformaldehido 4% y acido pirico 1% en un buffer fosfato salino (PBS)
0.1 My un pH = 7.4 durante 10-13 h. Posteriormente, las rebanadas fueron lavadas
en PBS y el tejido se infiltrd con sacarosa 30% durante 30 min. Después, el tejido
se coloc6 en un bloque de agar y se obtuvieron rebanadas de 40 um de grosor
utilizando un vibratomo serie 100 (Pelco 102, TedPella, INC). Las rebanadas fueron
incubadas de 4-6 h en PBS con 0.2% de Triton X-100 y se conjugaron con Cy3-
estreptavidina (1 mg/ml; diluida 1:100; Zymed™) para detectar a las células
registradas. Por dltimo, las rebanadas fueron colocadas en un portaobjetos y
examinadas en un microscopio confocal (MRC 1024; Bio-Rad) equipado con un
laser de cripton/argén. Las imagenes digitalizadas se trasfirieron a una computadora
personal utilizando el software de captura de imagenes (Confocal Assistant, T. C.

Brelje, Minneapolis, MN).
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6.7 Farmacologia
El PACAP 1-38 (Tocris, bioscience) se utilizd en concentraciones de 1 nM, 2.5 nM,
5 nM, 10 nM, 25 nM y 50 nM para obtener la concentracion de la ECso. Se disolvio
en solucién Krebs el dia del experimento y se aplic6 mediante un sistema de
perfusion por gravedad con una tasa de 4-5 ml/min. Se tomo un registro control de
18 min con solucién Krebs, posteriormente, el PACAP 1-38 se aplicé por 10 min
para asegurar su perfusion en el tejido, ya que los receptores son metabotropicos.
Se registraron 18 min del efecto del PACAP 1-38. Por ultimo, el PACAP 1-38 se
retird (lavado) del bafio de perfusion y después de 20 min se hizo un registro de 18
min con solucion Krebs el cual se tomé en cuenta para el andlisis. Al final se utilizé
una concentracion de 25 nM que fue la dosis con la cual se obtuvo un efecto
maximo.

Para determinar que la actividad neuronal observada se debia a los efectos
del PACAP 1-38, se utilizo el antagonista de los receptores PAC1, PACAP 6-38
(Tocris, bioscience). Se disolvio PACAP 6-38 en una concentracion de 50 nM en
solucion Krebs el dia del experimento y se aplicé mediante un sistema de perfusion
por gravedad con una tasa de 4-5 ml/min. Se tomd un registro de 18 min con
solucion Krebs. Posteriormente se aplicé el antagonista PACAP 6-38 por 10 min y
posteriormente se hizo el registro del efecto del antagonista por 18 min. Por ultimo,
se aplico el agonista PACAP 1-38 en una concentracion de 25 nM durante 20 min y
posteriormente se hizo un registro de 18 minutos tomados para analisis.

Las manipulaciones farmacolégicas fueron utilizadas tanto en la técnica de

imagenologia de calcio como en la técnica de electrofisiologia.
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6.8 Analisis estadistico

Para el analisis de la curva dosis-respuesta se obtuvo el porcentaje de 0-100% de
las células que se activaron en presencia de PACAP 1-38. Para cada dosis, al
porcentaje de células activas se le resto la actividad basal para quedarnos con el
namero de células totales que se activaron en presencia del farmaco, esto es, una
actividad normalizada. Con los datos obtenidos se utilizé el programa SigmaPlot
(Systat Software, Inc) y hizo un analisis de los datos a partir de la ecuacién de Hill.
Posteriormente, se hizo un ajuste no linear a partir del grafico de Hill. Se tomaron
en cuenta el coeficiente de determinacion y el error estandar. Para el contraste de
la normalidad de los datos se utilizé la prueba Shapiro-Wilk.

Para el andlisis electrofisiologico se utilizo el programa Clampfit 10 (Molecular
Devices). El andlisis de los datos se realizé utilizando los paquetes para graficas y
analisis estadistico: Origin version 8. OriginLab Corporation (Wellesley Hills MA);
Igor Pro-6, (WaveMetrics Inc, Lake Oswego, OR) y GraphPad Prism 6 (San José
CA, USA). Para el analisis de comparacion de grupos se utilizé la prueba U de
Mann-Whitney, las diferencias estadisticamente significativas se tomaron como
vélidas cuando p < 0.05.

Los datos obtenidos de los experimentos de imagenologia de calcio fueron
analizados utilizando rutinas personalizadas elaboradas en MatLab (Math Works),
este programa se utiliz6 para analizar estadisticamente la actividad de células
individuales, asi como la actividad poblacional de las células en todos los
experimentos realizados (Aparicio-Juarez et al., 2017). Para evaluar la distribucion
cumulativa de la actividad de todas las células en las tres diferentes condiciones, se

utilizé la prueba de Kolgomorov-Smirnov. Por ultimo, para la evaluacion de las
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comparaciones de la actividad en las tres diferentes condiciones, se utilizé la prueba
de Friedman. En ambas pruebas se tomaron los datos como estadisticamente

significativos cuando p < 0.05.

7. RESULTADOS

7.1 El efecto del PACAP 1-38 es dependiente de la concentracion

Para elegir la dosis de PACAP 1-38, se realiz6 una curva concentracién-respuesta
en experimentos de imagenologia de calcio en el ndcleo NAcSh (Fig.12). La
repuesta medida fue el porcentaje de células que se activaron a cada concentracion
de PACAP 1-38: 1 nM, 2,5 nM, 5 nM, 10 nM, 25 nM y 50nM, con respecto al control
de cada célula analizada. La figura 12 muestra una curva conecntracion-respuesta
donde se observa que el efecto del PACAP 1-38 es dependiente de la concentracion
y gue la respuesta maxima o saturacion se alcanza a 25 nM con una ECso de 10.5
nM. Con base en estos datos, se decidid utilizar la concentracién de 25 nM para los
experimentos de imagenologia de calcio y de electrofisiologia con el fin de tener un
efecto claro en la respuesta. A manera de control, cuando las imagenes fueron
tomadas del neoestriado dorsal no se observé ningun efecto sobre la actividad de
fluorescencia tras la administracion PACAP 1-38 (no mostrado), puesto que no hay

receptores PAC1 en este nucleo (Vaudry et al., 2009).
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Figura 12. Curva dosis-respuesta de PACAP 1-38. Actividad celular normalizada n = 1111 a
diferentes concentraciones de PACAP 1-38 (1-50 nM) analizadas a partir de la técnica de
imagenologia de calcio. La respuesta maxima al PACAP 1-38 se observo una concentracion de 25
nM con una ECso de 10.5 nM. El coeficiente de determinacion obtenido fue R? = 0.99 con un error

estandar de SD = 0.82; en la prueba de Shapiro-Wilk se obtuvo un valor de W = 0.95.

7.2 El PACAP 1-38 incrementé la actividad global de las NEM del NAcSh

Posteriormente, se realizaron experimentos de imagenologia de calcio utilizando el
PACAP 1-38 (25 nM) para observar su efecto sobre la actividad neuronal en el
NAcSh. La figura 13 muestra un gréfico tipo raster que ilustra la actividad de 294
neuronas obtenidas de 7 experimentos. Cada fila representa la actividad de una
neurona en funcién del tiempo y cada punto representa la actividad de la célula en
una ventana de tiempo «frame» (Fig. 13A). El grafico muestra tres condiciones:
control, en presencia de PACAP 1-38 y lavado. Puede observarse que el PACAP 1-

38 produjo un incremento en la actividad global (banda gris) y este efecto se
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mantuvo al menos 20 min después de retirar la droga, esto es, en el lavado. La
gréfica de distribucion acumulada (Fig. 13B) muestra la actividad de cada célula
durante el experimento. Esta fue expresada contando el nimero de frames durante
los cuales la célula estuvo activa y dividiendo entre el numero total de frames (activa
[total de frames). La grafica de distribucion acumulada muestra que la aplicacion de
PACAP 1-38 produjo un desplazamiento de la curva (roja) hacia la derecha
indicando un aumento de la actividad celular. Este desplazamiento permanecio al
menos 20 min después del lavado de la droga (trazo azul). Tanto la condicion de
PACAP 1-38 como la condicion de lavado fueron estadisticamente diferentes con
respecto a la condicién control (trazo negro) (p < 0.05, prueba Kolgomorov-
Smirnov). La gréfica de cajas (Fig. 13C) también muestra las diferencias en la
actividad celular entre las tres condiciones del experimento. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la actividad celular en condiciones de
PACAP 1-38 y se mantuvo en la etapa de lavado en comparacién con el grupo
control (p < 0.05, prueba de Friedman, n = 294). La grafica de pastel (Fig. 13D)
demuestra que la respuesta de las neuronas del NAcSh al PACAP 1-38 fue
heterogénea. Si bien la mayoria de las células (60%) aumentaron su actividad
(excitacion), otra poblacion de neuronas fue inhibida por esta droga (24%,
inhibicion). Un tercer grupo aumento6 su actividad durante el lavado del PACAP 1-
38 (10%) y un ultimo grupo de células no cambio su actividad durante todo el

experimento (4%, no cambio).
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Figura 13. El PACAP 1-38 incrementa la actividad neuronal en el NAcSh. A) Grafico tipo raster
gue muestra la actividad espontanea de 294 células registradas de 7 experimentos en la region
rostral de NAcSh. La aplicacién de PACAP 1-38 (25 nM) incrementé la actividad neuronal global
(area gris) y el efecto se mantuvo durante el lavado del péptido. B) Gréfica de distribucion acumulada
de la actividad celular que muestra un desplazamiento de las curvas hacia la derecha producido por
PACAP 1-38 (trazo rojo) y mantenido durante el lavado (trazo azul), lo cual representa una mayor
actividad es estas condiciones con respecto al control (trazo negro) (p < 0.05, prueba Kolgomorov-

Smirnov, n = 294). C) Gréfico de cajas que representa la actividad celular en las tres condiciones
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experimentales que también muestra diferencias estadisticamente significativas en la actividad
celular en condiciones de PACAP 1-38 y lavado en comparacién con la condicion control (*p < 0.05,
prueba de Friedman, n = 294). D) Las células se clasificaron en cuatro grupos: el primero representa
a las células que se activaron al aplicar PACAP 1-38 (Excitacion), el segundo grupo representa a las
células que se inhibieron al aplicar PACAP 1-38 (Inhibiciédn), el tercer grupo representa a las células
gue se activaron Unicamente después del lavado del PACAP 1-38 y el cuarto grupo representa las

células que mantuvieron la misma actividad en las tres condiciones del experimento (No cambio).

7.3 El efecto del PACAP 1-38 fue bloqueado por PACAP 6-38, antagonista de
los receptores PAC:
Para investigar si el efecto del PACAP 1-38 fue especifico, es decir, mediado a
través del receptor PACi1, se realizaron experimentos utilizando la técnica de
imagenologia de calcio en presencia de PACAP 6-38. PACAP 6-38 es un
antagonista de los receptores PAC: los cuales, se sabe, se localizan en el nacleo
accumbens (Vaudry et al., 2009). El gréfico tipo raster (Fig. 14) muestra la actividad
de 186 neuronas obtenidas de 4 experimentos. Después de tomar un control de 12
min se agreg6 el PACAP 6-38 (50 nM) y se mantuvo la perfusién por 18 min (3
videos). Posteriormente, se aplicé (PACAP 1-38) en presencia del antagonista y se
tomd un registro adicional de 18-20 min. Se observdé que en presencia del
antagonista de los receptores PAC1, el PACAP 1-38 no produjo ningun efecto sobre
la actividad neuronal (Fig. 14A). La grafica de distribucién acumulada (Fig. 14B)
muestra que ni el antagonista por si solo, ni el PACAP 1-38 produjeron
desplazamiento estadisticamente significativo de las curvas de distribucion con
respecto al control (trazo negro) lo cual indica que no hubo diferencia en la actividad
neuronal entre los tres grupos experimentales (p > 0.05, prueba Kolgomorov-

Smirnov). La grafica de cajas (Fig.14C) confirma que no hubo diferencias
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significativas entre las distribuciones de los datos de los tres grupos (p > 0.05,

prueba de Friedman, n = 186).
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Figura 14. El bloqueo los receptores PAC: suprime el efecto del PACAP 1-38. A) Grafico tipo

raster que muestra la actividad espontanea de 186 células registradas de 4 experimentos en la regién

rostral de NAcSh. La aplicacion, por si sola, del antagonista de los receptores PAC1, el PACAP 6-38
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(50 nM, linea superior negra) no produjo cambio en la actividad celular con respecto al control. Al
agregar PACAP 1-38 (25 nM, area gris) en presencia del antagonista tampoco provocé cambios en
la actividad neuronal. B) Gréfica de distribucion acumulada de la actividad celular en control (trazo
negro), PACAP 6-38 (trazo azul) en presencia del agonista PACAP 1-38 (trazo rojo). La
superposicion de las tres curvas indica que el efecto fue bloqueado por el antagonista del PACAP 1-
38 ya que no se mostraron diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05, prueba Kolgomorov-
Smirnov, n=186). C) Grafico de cajas que representa la actividad celular. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la actividad celular en las tres condiciones (p > 0.05,

prueba de Friedman, n =186).

7.4 ldentificacion electrofisiolégica de las NEM de proyeccion del NAcSh
Para estudiar el efecto del PACAP 1-38 sobre las NEM de proyeccion, las cuales
representan el 95% del total de la poblacion neuronal del NAc (Belleau y Warren,
2000; Gagnon, 2017; Russo y Nestler, 2013; Salgado y Kaplitt, 2014; Soares-Cunha
et al., 2018); estas neuronas fueron identificadas con base en sus caracteristicas
electrofisiolégicas las cuales han sido descritas tanto en el estriado dorsal como en
el NAc (Belleau y Warren, 2000; Al-muhtasib et al., 2018; Willet et al., 2018).

Se registraron las respuestas de las células a pulsos de corriente o comandos
de voltaje hiperpolarizantes y despolarizantes medidas tanto en fijacion de corriente
(Fig. 15A) como en fijacién de voltaje (Fig. 15B, ver Métodos). Estas repuestas
fueron medidas en el estado estable del registro (circulo negro) y las mediciones
fueron utilizadas para construir las curvas corriente-voltaje (I-V, ver Fig. 15C). La
figura 15A muestra la respuesta del potencial de membrana de una NEM ante
pulsos hiperpolarizantes y despolarizantes de 2 s de duracion, con aumentos

graduales de 10 pA y obtenidos a un potencial de mantenimiento de -70 mV. Como
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puede observarse, la neurona muestra un retardo en la generacion del potencial de
accion (PA) cerca del umbral de disparo (trazo rojo). Asimismo, a inyecciones de
corriente mayores a 100 pA, la célula muestra adaptacion del disparo de los PA.
Ademds, la respuesta de voltaje muestra una rectificacion a potenciales
hiperpolarizados la cual, se sabe, se debe a la activacion de canales de potasio que
median una corriente rectificadora entrante (Kir) y que es caracteristica de estas
neuronas (Nisenbaum y Wilson, 1995). La figura 15C muestra las curvas |-V
obtenidas de los registros en fijacion de voltaje (circulos negros) y en fijacion de
corriente (circulos blancos) de la misma neurona ilustrada en 15A y 15B. La
superposicion de ambas curvas demuestra que la resistencia en serie fue
compensada adecuadamente durante el experimento. La Ri de las células se
obtuvieron ajustando una recta a las curvas I-V en los valores cercanos a la corriente
cero. El valor de la Ri se obtiene calculando el inverso del valor de la pendiente de
la recta de acuerdo con la ley de Ohm. Para el ejemplo que se muestra en la figura
15C el valor de Ri fue de 237 MQ). Este valor cae dentro del rango reportado para
las NEM tanto del estriado dorsal como en las NEM del NAc (Belleau y Warren,
2000; Willet et al., 2018). Ademas de determinar sus caracteristicas
electrofisiolégicas, las neuronas registradas fueron marcadas con biocitina disuelta
en la solucion interna con la cual se llena el electrodo de registro (ver Método). La
figura 15D muestra una NEM tipica del NAcSh cuyas caracteristicas morfolégicas
coinciden con las que se han descrito previamente para las NEM de este ndcleo.
Estas caracteristicas son: un arbol dendritico profuso que se extiende
aproximadamente, unas 180 micras alrededor de un soma pequefio de 12-15 micras

de didmetro.
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Figura 15. Identificacién electrofisiolégica y morfolégica de una NEM. A) Trazos de voltaje
(arriba) obtenidos como respuesta del potencial de membrana de una neurona NEM GABAérgica del
NAcSh ante pulsos de corriente hiperpolarizantes y despolarizantes (abajo). Notar la rectificacion del
voltaje durante la inyeccidn de corriente hiperpolarizante B) Trazos de corriente (arriba) obtenidos
como respuesta a comandos de voltaje desde -120 a 0 mV (abajo) con incrementos de 10 mV a
partir de un potencial de mantenimiento de -70 mV. C) Curvas |-V obtenidas en fijacion de voltaje
(circulos negros) y en fijacion de corriente (circulos blancos) los valores de voltaje y de corriente se
tomaron de Ay B respectivamente, en el punto sefialado con el circulo negro. Notese la rectificacion
del voltaje observada como una inflexién de la curva a partir de la linea (roja) a valores negativos del
voltaje. D) Microfotografia de una NEM tipica, registrada en el NAcSh y marcada con biocitina. La
densa arborizacion, el tamafio pequefio del soma y las espinas dendriticas son caracteristicas

morfolégicas de estas células.
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7.5 El PACAP 1-38 incrementa la frecuencia de disparo de las NEM del NAcSh
Una vez identificadas las NEM de proyeccion del NAcSh se utilizé el protocolo para
la obtenciéon de las curvas de intensidad-frecuencia (I-F) en fijacion de corriente,
para estudiar el efecto del PACAP 1-38 sobre la tasa de disparo (ver Métodos). La
figura 16A muestra las respuestas de una neurona a un pulso de corriente
despolarizante de 100 pA, en condicion control (trazo superior) y 20 min después
de aplicar PACAP 1-38 (25 nM) en la solucién de perfusion (trazo inferior). Como
puede observarse, la aplicacion de PACAP 1-38 produjo un claro aumento en la
frecuencia de disparo de potenciales de accion. La figura 16B ilustra las curvas I-F
en condicion control (circulos negros) y después de la administracion de PACAP 1-
38 (circulos rojos) de 7 células registradas. A todos los valores de corriente
inyectada la frecuencia de disparo fue mayor en presencia del agonista de los
receptores PAC:. La frecuencia alcanzada a la maxima corriente inyectada (130 pA)
fue de 9.2 £ 1.0 Hz vs 6.3 £ 0.7 Hz en PACAP 1-38 y control, respectivamente (*p <
0.05, n=7). En la misma célula ilustrada en A, se probo el efecto del agonista sobre
la actividad espontanea (Fig. 16C). Para ello, la neurona se registré a su potencial
de reposo, esto es, sin inyeccion de corriente. Como puede observarse, el PACAP
1-38 provoco fluctuaciones en el potencial de membrana que oscilé entre un estado
de reposo y un estado despolarizado con disparo de potenciales de accion en
rafagas a partir de los 30 min de aplicacion del farmaco. El efecto no se revirtio
después de 50 min y las oscilaciones del potencial de membrana se hicieron mas
frecuentes y con mayor duracién del disparo en rafagas. Este tipo de actividad no

se observo en la condicién control.
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Figura 16. El PACAP 1-38 aumenta la tasa de disparo de las NEM del NAcSh. A) Disparo tipico
de una neurona NEM del NAcSh ante un pulso de corriente despolarizante en condicién control
(arriba) y en presencia de PACAP 1-38 (25 nM) (abajo). Se observa un incremento en el disparo de
potenciales de accién al agregar PACAP 1-38. B) Curvas I-F obtenidas en condicién control (circulos
negros) y después de agregar PACAP 1-38 (circulos rojos). A todos los valores de corriente
inyectada, la frecuencia de disparo fue mayor en presencia del agonista de los receptores PAC: (p
< 0.05, prueba U de Mann-Whitney, n = 7). C) Registros del potencial de membrana espontaneo, sin
inyeccion de corriente. Después de 30 min de la aplicacion de PACAP 1-38, la neurona se
despolariza y exhibe disparo en rafagas (up and downs), el cual se hace recurrente a los 50 min de
la administracion del péptido.
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7.6 El antagonista de los receptores PAC: bloquea el incremento de la
frecuencia de disparo producida por PACAP 1-38

El protocolo para la obtencion de las curvas de intensidad-frecuencia (I-F) se repitio
en otro grupo experimental, pero en este caso el PACAP 1-38 se aplicé en presencia
del antagonista de los receptores PACi, el PACAP 6-38 (50 nM), el cual se
administré durante 15 min antes de aplicar el agonista. La figura 17A muestra la
respuesta de una neurona a un pulso de corriente despolarizante de 160 pA (2 s de
duracion) en condicion control (trazo superior) y después de aplicar PACAP 1-38
(25 nM) en presencia del antagonista (trazo inferior). Puede observarse que en
estas condiciones el PACAP 1-38 no provocé ningun cambio en la frecuencia de
disparo. La figura 17B muestra las curvas I-F obtenidas con solo el antagonista de
los receptores PAC: (circulos negros) y después de agregar PACAP 1-38 (circulos
rojos) de 7 células. La sobreposicion de ambas curvas demuestra que no hubo un
efecto sobre la tasa de disparo. La frecuencia alcanzada a la maxima corriente
inyectada (160 pA) fue de 9.0 £ 0.4 Hz vs 9.2 + 0.2 Hz en PACAP 6-38 y PACAP 1-
38, respectivamente (p > 0.05, n = 6). En presencia del antagonista de los
receptores PAC1, el PACAP 1-38 tampoco tuvo efecto sobre la actividad espontanea

(Fig. 17C).

66



Control
10
9 $
8 8
70 mV N 77 i
N 6 -
©
20 mv|_ S 5] i
500 ms g 1
5 44 @ PACAP 6-38
PACAP 6-38 + PACAP 1-38 L 39 * @+ PACAP 1-38
2 -
1 -
O Ll = ] b L] b L L ]
120 130 140 150 160
70 mV. Corriente (pA)
| 160 pA
C
Control PACAP 6-38 + PACAP 1-38
15 min 50 min
20 mv
70 M/ e . ..__// S, » L N u// PO SRR VP

Figura 17. El antagonista de los receptores PAC; bloquea el incremento de la tasa de disparo
producidapor el PACAP 1-38. A) Disparo de potenciales de accién de una neurona NEM del NAcSh
ante un pulso de corriente despolarizante en condicién control (arriba) y en PACAP 6-38 (50 nM)
méas PACAP 1-38 (25 nM) (abajo). El antagonista de los receptores PACy, suprimio el aumento del
disparo producido por PACAP 1-38. B) Curvas I-F obtenidas en condicién control (circulos negros)
y después de agregar PACAP 1-38 en presencia del antagonista (circulos rojos). Las dos curvas se
superponen indicando ausencia de diferencia entre las dos condiciones (p > 0.05, prueba U de Mann-
Whitney, n = 7). C) EI PACAP 6-38 también bloquea el efecto sobre el disparo espontaneo producido
por el agonista. A la izquierda, se muestra la respuesta de una neurona GABAérgica del NAc sin
inyeccién de corriente. En medio se muestra la aplicaciéon del PACAP 6-38, antagonista de los

receptores PAC1y a la derecha al agregar PACAP 1-38 en presencia de PACAP 6-38. Nétese que,
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en presencia del antagonista, el PAC 1-38 no provocé desplazamiento del potencial de reposo ni

causo disparo neuronal.

8. DIScusION

Los resultados de la presente tesis muestran que el PACAP 1-38 ejerce un efecto
excitatorio sobre la mayoria de las neuronas del NAcSh, de acuerdo con los
porcentajes obtenidos con la técnica de imagenologia de calcio. Este efecto
excitatorio es dependiente de la concentracion de PACAP y se obtuvo una ECso
igual a 10.5 nM a nivel poblacional. También se demostré que la excitacion es
mediada a través de receptores PAC1, ya que al aplicar PACAP 6-38, un antagonista
para estos receptores, se suprimié el efecto excitatorio inducido por el PACAP 1-38.
Estos resultados concuerdan con estudios previos de inmunohistoquimica que
reportan la presencia de receptores PAC1 (Vaudry et al., 2009). Por otra parte, los
experimentos electrofisiologicos permitieron identificar a las NEM del NAcSh las
cuales representan el 98% del total de poblacién neuronal de este nucleo y cuyas
caracteristicas electrofisiologicas, incluyendo la resistencia de entrada (Ri), la
corriente rectificadora entrante (Kir) y la latencia del disparo, entre otras,
correspondieron con las descritas anteriormente para las NEM, tanto del NAc, como
del estriado dorsal (Nisenbaum y Wilson, 1995; Belleau y Warren, 2000; Willet et
al., 2018). Ademaés de los criterios electrofisiologicos, el marcado con biocitina de
las neuronas registradas reveldé una morfologia consistente con la reportada para
las NEM del NAc (Al-muhtasib et al., 2018, ver Fig. 15). Los experimentos
electrofisiolégicos mostraron que el PACAP 1-38 ejerce un efecto excitatorio sobre

las NEM del NAcSh. Este efecto consistié en un aumento en la frecuencia de disparo
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y la facilitacion de la actividad oscilatoria del potencial de membrana de las NEM del
NAcSh. Es importante sefialar que esta actividad oscilatoria, que se caracteriza por
el disparo recurrente en rafagas de potenciales de accion (up and downs), ha sido
reportada en las neuronas NEM estriatales tanto in vivo (Wilson, 1993; Stern et al.,
1997) como in vitro (Vergara et al., 2003; Carrillo-Reid et al., 2008). Mas aun, en
experimentos de imagenologia de calcio realizados en el estriado dorsal, se ha
demostrado que los transitorios de calcio se correlacionan perfectamente con el
disparo recurrente en rafagas lo que a su vez da lugar a los patrones
espaciotemporales de actividad de las redes neuronales (Carrillo-Reid et al., 2008).
En nuestros experimentos, tanto el incremento del disparo como la actividad
oscilatoria exhibida por las NEM fueron bloqueados con el antagonista de los
receptores PACi, lo cual concuerda con los datos obtenidos con la técnica de
imagenologia de calcio. Es importante notar que el efecto excitatorio del PACAP 1-
38 tardo entre 20 y 30 min en observarse después de aplicar el péptido, una vez
instalado dicho efecto fue persistente y se mantuvo por al menos 25 min después
del lavado de la droga (ver Fig. 16). Esto es consistente con un efecto mediado por
receptores metabotropicos. El receptor PAC1 es un receptor metabotropico que
puede estar acoplado a una proteina Gs o Gq las cuales tienen distintas cascadas
de sefalizacion celular (Vaudry et al.,, 2009; Rubio-Beltran et al., 2018).
Contrariamente al efecto excitatorio descrito en este trabajo, anteriormente se ha
reportado un efecto inhibitorio del PACAP 1-38 sobre las neuronas del NAc (Hurley,
2016). Estas discrepancias pueden deberse a factores distintos en los protocolos
experimentales. Primero, en el trabajo referido, los registros electrofisiolégicos se

hicieron principalmente en el NAcC. Segundo, los experimentos se realizaron en
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presencia de CNQX y picrotoxina, bloqueadores de receptores AMPA/kainato y de
GABA, respectivamente, lo cual pudo alterar la respuesta de las células al péptido.
Tercero, en el trabajo citado, las neuronas no fueron identificadas ni morfolégica ni
electrofisiolégicamente, por lo tanto, es posible que no todas las neuronas
registradas fueran NEM. Ademas, el presente trabajo no descarta un efecto
inhibitorio del PACAP 1-38. De hecho, nuestros resultados de imagenologia de
calcio muestran que el péptido tiene un efecto inhibitorio sobre una subpoblacién
(24 %) de neuronas del NAcSh, aunque en la mayor poblacién se observa un efecto
excitatorio (ver Fig. 13).

El NAc esta relacionado con trastornos alimenticios y particularmente con el
trastorno por atracon el cual se asocia a un aumento en los niveles de dopamina
extracelular, sobre todo en el NAcSh (Rada et al., 2005). Por otra parte, estudios
conductuales han demostrado que el PACAP 1-38 inyectado en el NAc tiene un
efecto anorexigénico reduciendo la ingesta de alimento palatable (Hurley et al.,
2016). Esto permite especular que el PACAP 1-38 podria producir un decremento
en los niveles de dopamina en el NAc. Sin embargo, esto no ha sido demostrado y
hacen falta estudios dirigidos a elucidar esta hipotesis. Nuestros resultados
demostraron que el PACAP 1-38 aumenta la actividad global de las NEM de
proyeccion del NAcSh y, como se sabe, este nucleo proyecta sus eferentes hacia el
VTA através de dos vias: una via directa (NAc-VTA), la cual se origina de las NEM
gue expresan receptores dopaminérgicos D1 y una via indirecta (NAc-VP-VTA),
gue va del NAc al VP y de ahi al VTA y se origina de NEM que expresan tanto

receptores dopaminérgicos D1 como de NEM que expresan receptores
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dopaminérgicos D2 (Haber et al., 2011; Tolu et al., 2013; Soares-Cunha et al.,
2018).

El efecto anorexigénico del PACAP 1-38 en el NAc podria explicarse por sus
acciones a través de la via directa (ver Fig.18). Al activar las NEM que proyectan
hacia el VTA el PACAP 1-38 podria promover la liberacion de GABA en este nucleo
inhibiendo la liberacion de dopamina en el NAcSh y por lo tanto inhibiendo la
conducta de recompensa y motivacional del consumo de alimentos palatables,
como fue reportado por Hurley y colaboradores en 2016.

Alternativamente, el PACAP 1-38 también podria inhibir las neuronas
dopaminérgicas del VTA que proyectan al NAc a través de la via indirecta. Aunque
la mayor poblacion de neuronas del VP son de naturaleza GABAérgica, es bien
conocido que existen en este nucleo subpoblaciones de neuronas que expresan
acetilcolina o glutamato (Zaborszky y Cullian, 1992; Root et al., 2016) y que estarian
ejerciendo un efecto excitatorio sobre el VTA. Al activar las NEM del NAcSh, el
PACAP podria inhibir estas entradas excitatorias al VTA reduciendo la liberacién de

dopamina en el NAc (ver Fig. 18).
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Figura 18. Diagrama de posibles efectos del PACAP 1-38 en el circuito de recompensa. La
imagen representa a las principales neuronas que hay en las diferentes estructuras relacionadas con
la recompensa. En el NAc se muestran las neuronas GABAérgicas que expresan receptores
dopaminérgicos D1 y D2 (verde), receptores PACAPérgicos PAC: (naranja) y receptores
metabotropicos glutamatérgicos mGlu (rojo). También, se representan las aferencias
dopaminérgicas (verde) que provienen del VTA hacia el NAc, las aferencias glutamatérgicas (rojo)
gue provienen del hipocampo, corteza prefrontal medial (mPFC) y amigdala basolateral (BLA) y las
sefalizaciones PACAPérgicas (naranja) que provienen del hipotalamo y de BLA. En el esquema se
ilustran las eferencias GABAérgicas (azul) del NAc hacia el VTA. La imagen también muestra la via
directa del NAc en la cual, hay proyecciones GABAérgicas (azul) directas desde el NAc hacia el VTA.
Por ultimo, se ilustra la via indirecta en donde el péalido ventral (VP) tiene aferencias GABAégicas

(azul) del NAc y posteriormente el VP tiene eferencias GABAérgicas (azul) hacia el VTA.
Por dltimo, como se mencion® anteriormente, las conductas motivadas estan

reguladas, principalmente, por la liberacion de dopamina en el NAc.

Particularmente, el aumento de dopamina en el NAcSh estd asociado con el
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componente hedonico de la ingesta de alimento (Rada et al., 2005). Si se
comprueba que el PACAP 1-38 decrementa la liberacién de dopamina hacia el NAc
mediante la activacion de las NEM y la subsecuente liberacion de GABA en el VTA.
El receptor PACs, podria proponerse como un blanco terapéutico para un posible
tratamiento farmacoldgico de pacientes que presentan trastornos alimenticios como
la ingesta por atracén, obesidad maorbida y en general, trastornos que se relacionan

con el consumo excesivo de alimentos.

9. CONCLUSIONES

1. La administracion de PACAP 1-38 aumenta la actividad poblacional de las
NEM del NAcSh.

2. El efecto del PACAP 1-38 es especifico y mediado a través de receptores
PAC1, ya que se bloquea en presencia de PACAP 6-38, un antagonista de
dichos receptores.

3. La administracion de PACAP 1-38 produjo despolarizacion y aumento en la
tasa de disparo de las NEM del NAcSh identificadas por sus caracteristicas
electrofisiolégicas y morfologicas.

4. Asimismo, la aplicacion de PACAP 1-38 también provoco disparo
espontaneo y actividad oscilatoria (up and downs) la cual ha sido descrita en
las NEM del estriado. Este efecto fue también bloqueado por un antagonista
de los receptores PAC:.

Aunque los experimentos de imagenologia de calcio mostraron un efecto

predominantemente excitatorio (60%), también se observaron respuestas
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inhibitorias o no efecto en otros grupos celulares, lo cual es congruente con la

heterogeneidad de poblaciones neuronales que existen en el nlcleo accumbens.
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