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| - RESUMEN

Para estudiar la memoria gustativa, que junto a la memoria olfativa se denomina
‘memoria del sabor”, se han utilizado diversos modelos tales como son el de
respuesta apetitiva, de preferencia y el condicionamiento de aversién al sabor
(CAS). Durante la formacion de la memoria del sabor, los niveles de de acetilcolina
(ACh) liberada en la corteza insular (Cl) se relacionan directamente con el grado
de novedad del estimulo gustativo. Se ha demostrado que el carbacol, agonista de
los receptores muscarinicos para ACh, es capaz de imitar la activacion colinérgica
generada por un sabor novedoso (p.e. sacarina), de tal forma que un sabor familiar
puede ser considerado como uno novedoso. El primer objetivo de esta tesis fue
comparar los efectos del consumo crénico (14 dias) de dos sabores dulces con
diferente contenido caldrico, sacarina y sacarosa, en ratas Wistar macho (340-360
g) sobre la memoria apetitiva del sabor, durante un nuevo aprendizaje aversivo
(p.e. CAS) vy el re-aprendizaje durante la extincion de la aversion a ese mismo
sabor. Debido a que los resultados de la primera parte del proyecto indicaron que
el contenido caldrico juega un rol importante en el nuevo aprendizaje aversivo y en
el re-aprendizaje, asi como en los efectos crénicos tras su consumo durante 14
dias, se decidi6 utilizar la sacarosa para evaluar los efectos de manipulaciones
farmacoldgicas sobre la actividad colinérgica durante diferentes grados de
familiaridad al sabor. De tal forma, en sujetos que tuvieron un consumo agudo (2
dias) o un crénico (14 dias), se estudiaron los efectos del carbacol, administrado
bilateralmente en la CI 20 min antes de la adquisicion del CAS, y sus
consecuencias posteriores sobre el re-aprendizaje asociativo del sabor durante la
extincion de la aversion. Los resultados obtenidos muestran que el consumo
cronico de sacarosa produce una memoria apetitiva significativamente robusta del
sabor, la cual induce cambios diferenciales en la funcion de los receptores
muscarinicos de la corteza insular que se correlacionan con la forma en que se re-

aprende o adquiere nuevas asociaciones para el mismo sabor.



Il = ABSTRACT

During taste memory formation, the amount of acetylcholine (ACh) in the insular
cortex (IC) directly correlates with novelty. Moreover, it has been demonstrated
that carbachol, a muscarinic agonist receptor, is able to mimic the cholinergic
activation generated by a novel taste (saccharin), on which basis a familiar taste
would be treated as novel. Our first goal was to compare the chronic consumption
of two sweet tastants with different caloric content, saccharin and sucrose, on male
Wistar rats (340-360 g) over the appetitive taste memory, during a new aversive
learning (conditioned taste aversion, CTA) as well as the effects on re-learning
taste association during the extinction of aversion. Since the results indicated that
the caloric content had a differential effect on new and re-learning, we focused on
sucrose for the pharmacological manipulations. Carbachol, administered bilaterally
in the IC 20 minutes before the CTA acquisition, only had an effect on the re-
learning taste association during the extinction of aversion. These findings suggest
that the chronic consumption of sucrose induces a strong taste appetitive memory
representation that could differentially change cortical cholinergic activity and the

possibility to re-learn or acquire new associations for the same taste stimulus.
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1 - INTRODUCCION

Todos los organismos obtienen constantemente informacién del mundo a travées
de los sentidos y la procesan para formar representaciones internas que guiaran
conductas futuras. Estas representaciones internas que Se encuentran
almacenadas son lo que se conoce como memoria. Se sabe que no existe un
centro unico de la memoria en el cerebro, sino que ésta se encuentra codificada
por un grupo de circuitos especificos a lo largo de varias vias y estructuras (Squire
y Kandel, 2000).

La memoria ha sido clasificada de diversas maneras tomando en cuenta, como
algunos ejemplos, su temporalidad (memoria de corto y largo plazo), de acuerdo
con la informacién que almacena (declarativa y no declarativa) y por su modalidad
sensorial (memoria tactil, visual, auditiva, olfativa y gustativa). Esta udltima
clasificacion es en la que se basa esta tesis, particularmente nos centraremos en
la memoria gustativa ya que es una de las memorias mas robustas que poseen los
organismos debido a que el reconocimiento de los alimentos que lo benefician o

perjudican es de vital importancia para su sobrevivencia.

Segun el modelo propuesto por Bures, la informacion gustativa es almacenada en
la memoria a corto plazo hasta que sus consecuencias post-ingestionales
permitan clasificarla como benéfica o perjudicial (Bures et al., 1998). La memoria
gustativa se actualiza constantemente con las experiencias que se van
adquiriendo acerca de los estimulos gustativos contenidos en los alimentos
(Miranda, 2011).

La memoria gustativa subyace en varias estructuras cerebrales trabajando
conjuntamente. Entre estas estructuras se encuentran el ndcleo del tracto solitario
(NTS), el nacleo parabraquial (NPB), la amigdala basolateral (BLA) y la corteza
insular (CI). Se ha propuesto a la CI como centro integrador de la informacion ya



que recibe aferencias tanto gustativas como viscerales (Nufiez-Jaramillo et al.,
2009).

Para estudiar la memoria gustativa, que junto a la memoria olfativa se denomina
memoria del sabor, se han utilizado diversos modelos como son el de respuesta
apetitiva, de preferencia y el condicionamiento de aversion al sabor (CAS). Tanto
el modelo de respuesta apetitiva como el de preferencia se consideran modelos
apetitivos. Es posible cambiar las preferencias innatas del organismo a través de

aprendizajes asociativos como en el caso del CAS.

La necesidad que guia al organismo a consumir ciertos alimentos no sé6lo depende
del sabor en si sino de otras caracteristicas intrinsecas como son su textura
(Avena, 2007, 2009; Fortuna, 2010; Pelchat, 2002), su contenido calérico (Myers y
Sclafani, 2006; Martinez-Moreno, 2009) y su valor heddnico asociado (de la Torre-
Vacas, 2006; Lundy, 2008). Tanto la textura como el contenido cal6rico son
caracteristicos de los alimentos que no pueden modificarse (aunque su percepcion
puede ser alterada debido a ciertos estados transitorios como las drogas); sin
embargo, el valor hedoénico (placentero o no placentero) puede cambiar a través
del aprendizaje ya que depende de las propiedades reforzadores asociadas a éste
(de la Torre-Vacas, 2006).

Ademas de lo anterior, evolutivamente existen predisposiciones innatas de
preferencia y rechazo por ciertos sabores. El sabor dulce es altamente preferido;
los frutos dulces estdn asociados como alimentos nutritivos, Capaldi (1992)
menciona que esta preferencia es un medio evolutivo para que las crias acepten la
leche materna. También, a concentraciones adecuadas, los sabores salados son
preferidos ya que se relacionan a sales y minerales necesarios para la vida. Otros
sabores como los amargos y los acidos son innatamente considerados como
peligrosos (Myers y Sclafani, 2006; Miranda, 2011). Los sabores como el de la
cerveza y los quesos fuertes deberian ser naturalmente rechazados ya que su

sabor amargo indica al organismo que estos se encuentran en un proceso de



descomposicion y por consiguiente pueden ser dafinos. Sin embargo, el sujeto
aprende que, a ciertas concentraciones, tales alimentos no generan
consecuencias post-ingestionales graves y su consumo aumenta. (Myers y
Sclafani, 2006).

El valor hedonico y la asociacién con una fuente rapida de energia no son los
Unicos causantes de la preferencia por sabores dulces en los organismos. Se ha
observado que el sabor dulce activa el circuito de recompensa del cerebro (Volkow
y Wise, 2005; Fortuna 2010). La gran mayoria de las personas al comer un
chocolate experimentan una sensacion de saciedad y aumento en su animo
(Avena, 2010; Fortuna, 2010), es asi que los sabores dulces tienen un efecto
significativo en la quimica cerebral que puede llevar a un consumo exacerbado y

prolongado.



2- ANTECEDENTES

2.1 PREFERENCIA A LOS SABORES DULCES

La preferencia por sabores dulces estd guiada por dos componentes
principalmente, uno hedonico y uno metabdlico. Los sabores dulces tienen un
valor heddnico positivo puesto que diferentes especies lo han sido asociado con
energia y saciedad a lo largo de su evolucién (Volkow y Wise, 2005; Johnson et
al., 2007; Fortuna, 2010). Cada vez esta mas claro que los sabores altamente
apetitosos activan los circuitos de recompensa del cerebro, a través de rapidas
sefales sensoriales de entrada y lentas consecuencias digestivas, de forma
similar que muchas drogas de abuso, las cuales activan las mismas rutas pero a
través de efectos farmacoldgicos directos (Volkow y Wise, 2005; Fortuna, 2010).
El efecto que el sabor dulce tiene en los mecanismos de recompensa utilizados
por el cerebro puede ser la causa del porgué su consumo aumenta incluso hasta
niveles compulsivos (Volkow y Wise, 2005). Se ha demostrado que las ratas con
ingesta cronica de sacarosa exhiben un numero de aberraciones fisiolgicas

comparables a las observadas en obesidad humana (Jurdak y Kanarek, 2009).

¢ Cudles son los mecanismos que se encuentran involucrados para que se
incremente el consumo de sabores dulces de manera exacerbada? Aun prevalece

una gran polémica al tratar de contestar esta pregunta.

Entre los mecanismos neuroquimicos asociados que se han propuesto que
podrian estar guiando este consumo exacerbado de sabores dulces se

encuentran:

e Activacion del sistema reforzante/recompensa, a través del aumento de

dopamina (DA) extracelular en el nucleo acimbens (NAcc), efecto similar a

4



lo observado bajo el consumo de algunas drogas de abuso (Wise et al.,
1995; Avena, 2006).

e Liberacion de opioides enddgenos que producen efectos analgésicos (Blass
y Hoffmeyer, 1991) y que dan un caracter reforzante a la ingesta de
sabores dulces. (Pelchat, 2002; Fortuna, 2010; Mercer y Holder, 1997).

e La ingestion de carbohidratos, incluidos los azlcares simples, lleva a una
aumento en la produccion de serotonina, neurotransmisor que contrarresta
los efectos de ansiedad y estrés, y que juega un papel importante

modulando el dolor, suefio y ritmos circadianos (Fortuna, 2010).

2.1.1 - Componente hedonico

Innatamente, los sabores pueden ser considerados placenteros (valor hedonico
positivo) 0 no placenteros (valor hedénico negativo). Los sabores dulces se ha
demostrado que tienen un valor heddnico positivo pues a través de generaciones

se han asociado con una fuente de energia importante para los organismos.

Se ha demostrado que la ingesta de sabores altamente apetitosos, como el sabor
dulce, puede estimular respuestas similares a drogas duras en la via
dopaminérgica mesolimbica (Nestler, 2005). Esta via se compone de neuronas
dopaminérgicas originadas en el éarea ventral tegmental (AVT) que son
proyectadas al NAcc. Aun no se ha logrado dilucidar cobmo es posible que la
ingestion de ciertos alimentos esta impactando en dicha via pero se cree que el
péptido orexina, expresado en el hipotalamo lateral (HL), pueda estar estimulando
directamente las neuronas dopaminérgicas en el AVT y promoviendo la liberacion
de DA en el NAcc (Zheng et al., 2006).

El valor hedonico es susceptible de modificaciones mediante aprendizajes

asociativos. Por ejemplo, en el CAS se utiliza usualmente un sabor con valor



hedonico positivo como estimulo condicionado. En los inicios del estudio del
aprendizaje aversivo gustativo, John Garcia y colaboradores probaron que las
ratas preferian una solucion de sacarina sobre agua (el consumo de la solucion de
sacarina represento el 86% del consumo total) y que al ser relacionada con un
estimulo incondicionado nocivo (radiacion gama), se podia observar una
disminucién de su consumo (Garcia et al., 1955). Desde entonces la sacarina ha
servido como principal sabor (estimulo condicionado) en el modelo del CAS ya
gue ademas de tener un valor hedodnico positivo no cuenta con un aporte calérico
gue pueda estar interfiriendo con los mecanismos involucrados en la memoria del

sabor.

2.1.2 - Componente metabdlico (contenido calorico)

Se ha sugerido que ademas del valor hedoénico del sabor dulce, el contenido
calérico puede estar guiando la preferencia de su consumo (Capaldi et al., 1987;
Ackroff y Sclafani, 1991; Fortuna, 2010).

La decision de ingerir ciertos alimentos puede depender de un desequilibrio
fisiolégico que los organismos tratan de compensar. Este proceso de regulacion
de desequilibrios fisiolégicos fue denonimado por Cannon (1932) como
homeostasis. La homeostasis correspondiente a la ingesta de alimentos se debe a

la regulacién del balance de energia del organismo.

Existen dos moléculas que principalmente estaran indicando al SNC acerca del
nivel de energia en el cuerpo, estas son la leptina y la grelina. La leptina es una
hormona producida principalmente por las células adiposas. La leptina tiene un
efecto de suprimir la ingesta de alimento al estimular neuronas POMC/CART e
inhibir neuronas NPY/agRP en el nucleo arcuato (NAR) (Lutter y Nestler, 2009). La
grelina es una hormona sintetizada por el estbmago, en ausencia de alimento sus

niveles aumentan y se produce en el organismo la sensacion de apetito.



El aporte energético de los alimentos se mide en calorias. Se define la unidad
caloria como la cantidad de energia que es requerida para que un gramo de agua

eleve su temperatura 1°C.

Una de las moléculas con aporte calérico mas ampliamente estudiadas es la
sacarosa 0 llamada comunmente azucar. Se compone de una molécula de
glucosa y otra de fructosa. Es de sabor dulce y su aporte energético es de 3.9

kcal/g.

Sacarina Sacarosa

O

O Glucosa Fructosa

Figura 1. Molécula de sacarina y molécula de sacarosa. La sacarina es un edulcorante sin aporte
energético 300 veces mas dulce que la sacarosa. La sacarosa es un disacarido que se compone

de una molécula de glucosa y una de fructosa que se unen a través de un enlace O-glucosidico.

En 2009 Avena y colaboradores demostraron que bajo un protocolo de exposicion
intermitente y limitada a una solucion de sacarosa al 10%, las ratas incrementan
su consumo y muestran un efecto de disminucion de ingesta de alimento sélido.
Sin embargo, tanto su ingesta caldrica diaria como peso corporal se mantuvo

similar a los sujetos control (Avena et al., 2009).

También en 2009, Martinez-Moreno y colaboradores exploraron este problema de
sabor contra calorias para determinar si la conducta de ingesta diferia. Para ello,

utilizaron una solucién de sucralosa® y una de glucosa® suministradas bajo un

! Edulcorante sin aporte energético al igual que la sacarina

2 s . 74
Monosacarido con aporte energético, componente de la sacarosa.



régimen intermitente y a grupos independientes. Ellos encontraron que el grupo al
que le dieron a consumir la solucién de glucosa, consumié méas que el grupo con

la solucion de sucralosa (Martinez-Moreno et al., 2009).

2.2 APRENDIZAJE Y MEMORIA

Aprender a utilizar herramientas, recordar cuales alimentos nos hace dafio,
recordar el camino a nuestro hogar, aprender que ciertas acciones estan ligadas a
recompensas o a castigos, recordar el rostro de nuestros padres (al necesitar aun
de su sustento) son algunos ejemplos de que el aprendizaje y la memoria son

procesos adaptativos sumamente importantes para nuestra sobrevivencia.

El aprendizaje se define como la generacion, dependiente de experiencias, de
representaciones internas duraderas y el almacenamiento de dichas
representaciones, que se lleva a cabo mediante cambios en el sistema nervioso,

se conoce como memoria (Dudai, 1989).
El proceso de memoria conlleva 3 fases:

e Adquisicion: La informacién nueva es traducida y codificada en el sistema

nervioso.

e Consolidacion: Proceso mediante el cual lo aprendido se almacena

gradualmente y pasa a convertirse en una memoria a largo plazo.

e Evocacion: Es la recuperacion de la informacion almacenada.

La memoria humana se ha clasificado en memoria declarativa y no declarativa. La

memoria declarativa se compone de hechos y eventos como el recordar el




cumpleafios de una persona, lo que desayunamos el dia de ayer o la férmula de la
densidad. En la memoria no declarativa se subdivide en memoria de
procedimientos, aprendizajes asociativos y no asociativos. Esta tiene la
particularidad de no tener acceso al recuerdo consciente, es decir, para corroborar

su aprendizaje se necesitan pruebas implicitas.

La memoria también puede ser clasificada con respecto al sistema sensorial que
la codificd, de tal manera que se puede tener una memoria visual, una tactil, una
auditiva, una olfativa y una gustativa. A la memoria gustativa en conjunto con la
olfativa se le conoce como memoria del sabor, cuya definicion sera abordada en la

seccion siguiente.

2.3 — MEMORIA DEL SABOR

La memoria del sabor puede definirse como el almacenamiento de la informacion
percibida por el sistema gustativo que podra guiar conductas de ingesta futuras;
incluye ademas otras caracteristicas intrinsecas de un alimento como su textura,
su valor hedoénico asociado, grado de familiaridad y sus caracteristicas toxicas
asociadas con el sabor (Gutiérrez et al., 2003; Nufiez-Jaramillo, 2009). Desde un
punto de vista evolutivo, la memoria del sabor representa una de las mas
importantes formas de memoria debido a que la decision de ingerir o no un
alimento tendr4 un impacto en la probabilidad de sobrevivencia de la especie
(Bermudez Rattoni, 2004).

La memoria del sabor ha sido atil para estudiar las fases de la memoria
(adquisicion, consolidacion y evocacion), ya que éstas son facilmente
diferenciables, ademas de que se conocen las rutas neuronales basicas
involucradas durante el procesamiento de los estimulos gustativos y viscerales

mediante estudios electrofisiologicos y anatomicos (Bures et al., 1998).



2.3.1 - Modelos de aprendizaje y memoria del sabor

Existen predisposiciones innatas para preferir (sabores dulces y salados) algunas
comidas y evadir otras (sabores amargos y acidos), pero también todos los
animales adquieren nuevas preferencias de sabor y aversiones a través de
procesos de aprendizaje asociativos (Touzani y Scaflani, 2007; de la Torre-Vacas,
2006).

Se han descrito numerosos modelos para estudiar la memoria del sabor y éstos se
pueden clasificar en apetitivos y aversivos. A continuacién se expondran los

modelos utilizados en este trabajo.

2.3.1.1 - Respuesta apetitiva

En algunas ocasiones, cuando un alimento con un sabor relevante/notorio es
ingerido por primera vez, suele consumirse con cautela, disminuyendo la cantidad
ingerida como respuesta instintiva ante lo nuevo hasta que las consecuencias
posteriores a su ingesta sean evaluadas por el organismo. Lo anterior se conoce
en términos generales como neofobia® al sabor. Si el alimento no generé ningdn
malestar gastrointestinal, el consumo de éste permanece estable o, generalmente,
se incrementa en ingestas posteriores. A dicho incremento se le conoce como
atenuacién a la neofobia (Domjan, 1977) y lleva a la formacion de una memoria
incidental gustativa. Sélo algunos estimulos gustativos novedosos inducen una
respuesta apetitiva, llevando a un incremento del consumo e interpretada como

memoria de sabor apetitiva (NUfiez-Jaramillo et al., 2009).

3 . . , . .z
La neofobia no es exclusiva de los estimulos gustativos, también puede presentarse a un contexto u
objetos.
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2.3.1.2 - Preferencia

En el modelo de preferencia al sabor, se presenta al sujeto la opcion de ingerir
entre 2 o0 mas sabores de manera simultanea. Se mide la preferencia de un sabor

sobre otro al comparar los consumos (Bures et al., 1998).

Aunque las caracteristicas intrinsecas de los alimentos percibidas por el
organismo no cambian, los estados motivacionales internos y la busqueda por la
homeostasis van a influir para que estas preferencias varien incluso de un dia a
otro. También las preferencias son susceptibles a ser modificadas mediante

aprendizajes asociativos.

2.3.1.3 - Condicionamiento de aversion a los sabores

El condicionamiento de aversién a los sabores (CAS) es un modelo de aprendizaje
asociativo en el cual se asocia un sabor (estimulo condicionado) con una
consecuencia post-ingestional negativa (estimulo incondicionado), resultando en
una disminucion en el consumo (Garcia et al., 1955). Si el sabor era novedoso
para el organismo, usualmente se requerird de una sola asociacion o ensayo para
disminuir su consumo (por criterio de nuestro laboratorio, consideramos un CAS
adecuado cuando el consumo se encuentra por debajo del 50% de lo consumido
antes de la asociacion). La asociacion del sabor con el estimulo incondicionado
puede llevar de 1-12 h (Bures et al., 1998).

El estimulo condicionado utilizado comunmente en el CAS es una solucion de
sacarina y el estimulo incondicionado es una inyeccién intraperitoneal (i.p.) de
Cloruro de Litio (LiCl).

El CAS ha demostrado ser un paradigma de aprendizaje sumamente Util para

estudiar los mecanismos moleculares de aprendizaje y memoria debido a que
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muestra diversas ventajas: es un aprendizaje de un solo ensayo, requiere
manipulacion conductual minima y sus fases (adquisicion, consolidacion y

evocacion) son facilmente diferenciables (Bures et al., 1998; Rosenblum, 2008)

2.3.1.4 - Extincion

Después de un CAS, al presentar sucesivamente el estimulo gustativo sin el
malestar subsecuente, se observa un aumento gradual de su consumo hasta
alcanzar un nivel de consumo similar a un sabor familiar-seguro. Esta disminucién
de la aversion al estimulo condicionado se conoce como extincion (Bures et al.,
1998).

Consumo (ml)

Adquisicion Prueba Extincion Extincion Extincion
1 2 3

Figura 2. Ejemplo del aprendizaje aversivo (Prueba) tras la adquisicion del CAS vy la posterior
extincién de la aversion gustativa. Se puede observar que después de la prueba, cuando se deja
de presentar el estimulo aversivo, el sujeto disminuye gradualmente la asociacion aversiva a ese

sabor y se ve reflejado en un aumento en el consumo.
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2.3.1.5 - Inhibicidén latente

Con respecto al aprendizaje aversivo gustativo, cuando los animales tuvieron un
consumo del sabor previo a la adquisiciéon del CAS (dias o semanas), van a
requerir un mayor niamero de asociaciones con el estimulo aversivo para disminuir
SuU consumo, proceso que se conoce como inhibicion latente (Lubow y Moore,
1959). Durante la etapa de consumo previo se forma una memoria gustativa, por
lo que la fuerza aversiva de la memoria del sabor, observada en una reduccion del
consumo, va a ser menor que un condicionamiento de aversion al sabor regular
(Berman et al., 2000). El animal se ve forzado a re-aprender a asociar el sabor con

la nueva consecuencia aversiva.

Consumo (ml)

Control Con pre-exposicion al sabor

Figura 3. Ejemplo de Inhibicién latente del CAS. Los sujetos no pre-expuestos al sabor (Control)
presentan una aversion significativa (p.e. Control-Prueba) tras la adquisicion del CAS. Sin
embargo, Cuando los sujetos son pre-expuesto al sabor dias antes del CAS, éstos no adquieren
una aversion significativa (p.e. valores similares entre la adquisicién y la prueba), requiriendo un
namero mayor de entrenamientos del CAS para lograr un aprendizaje aversivo y disminuir su

consumo.

13



Se han realizado diferentes propuestas para tratar de explicar el fenbmeno de
inhibicion latente. Las mas discutidas han sido si la inhibicion latente esta
reflejando un proceso de habituacién (Wickelgren, 1967; Davis y Wagner, 1968) o
si se trata de una interferencia entre la asociacion previa y la formacion de una
nueva (Miller et al., 1986). Sin embargo, al cambiar ciertas variables en los
experimentos se ha demostrado que la inhibicion latente esta correlacionada con
la intensidad del estimulo condicionado (concentracién de la solucién), frecuencia
y duracion del tiempo de consumo durante la fase de pre-exposicion (Rodriguez y
Alonso, 2002; De La Casa y Lubow, 1995; Albert y Ayres, 1989). Estas
observaciones no han podido ser explicadas por las teorias antes propuestas. De
tal forma, la explicacion mas aceptada hasta el momento con respecto a la
inhibicion latente es que es un aprendizaje que ocurre durante la fase de pre-
exposicion y no una falla en la evocacion de la memoria (De La Casa y Lubow,
1995; Rodriguez y Alonso, 2002).

2.4 ESTRUCTURAS ANATOMICAS INVOLUCRADAS EN LA
MEMORIA DEL SABOR

Las memorias al sabor tanto seguras como aversivas dependen de substratos
neurales trabajando en conjunto en su procesamiento. Esta representacion se

conoce como la traza de la memoria del sabor (TMS) (Gutierrez et al., 2003).

El procesamiento de los estimulos gustativos inicia en la boca mediante los
receptores agrupados en las papilas gustativas localizadas en la lengua, paladar,
laringe, faringe y epiglotis. Estos receptores se conocen como células receptoras
gustativas (TRC, por sus siglas en inglés) y se han descrito 3 tipos de ellas (tipo 1,
2 y 3). Se pueden encontrar TCR de todos los tipos en cada papila gustativa, de
tal forma que todas las papilas tienen la capacidad de procesar los cinco sabores

basicos que son: dulce (asociado con carbohidratos), salado (asociado con sales y
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minerales), amargo (asociado con alcaloides), agrio (asociado con acidos) o

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

Paplla
gustativa

Fibra
sensitiva

AINTS

Figura 4. Papila gustativa. Las papilas gustativas estan compuestas de receptores que responden
particularmente a una modalidad basica de sabor (dulce, amargo, salado, agrio o umami). Células
receptoras gustativas (TRC, por sus siglas en inglés); Nucleo del tracto solitario (NTS). Modificado
de Carleton et al., 2010.

La molécula sapida se acopla con un receptor de los TRC y la informacién es
transmitida activAndose neurotransmisores que excitan fibras nerviosas aferentes.
La informacion gustativa es conducida hacia el nervio facial (VII, inerva la lengua
anterior), el glosofaringeo (IX, inerva las areas de la lengua posterior y lateral) y el
nervio vago (X, inerva los receptores de sabor localizados en la laringe, faringe y
epiglotis). El primer relevo sinaptico esta en la porcion rostral del Nucleo del tracto
solitario (NTS). Neuronas del NTS proyectan ipsilateralmente al Nucleo
Parabraquial (NPB) en su seccion posteromedial. Posteriormente, una parte de la
informacion converge al hipotalamo lateral (HL), substancia innominata, nacleo del

lecho de la estria terminal, amigdala (nucleo basolateral, BLA y nucleo central,
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NCA)* la otra parte de la informacién llega al ndcleo ventroposterior-medial del
talamo (VPMpc) y de éste a la Corteza Insular (Cl) que a su vez proyecta
reciprocamente al NPB, al NTS, al NCA, al BLA, a la corteza somato-sensorial
primaria (S1) y a la corteza orbito-frontal (COF) (Carleton et al., 2010; Bermudez-
Rattoni et al., 2003).

Adicionalmente, en la via gustativa estan interactuando diversas areas cerebrales
involucradas en la identificacién del sabor, la recompensa y la decisién de ingesta
como por ejemplo el nacleo acumbens (NAcc) y la corteza prefrontal (Carleton et
al., 2010) ademas de otras como el Nucleo Basal Magnocelular (NBM) que se
detallard mas adelante. La corteza perirrinal, el hipocampo y la ClI son estructuras
que han sido implicadas en la extincibn de una memoria aversiva y en la
atenuacion a la neofobia (Garcia-dela Torre et al., 2010; Rodriguez-Ortiz et al.,
2005; De la Cruz et al., 2008)

Bulbo
olfatorio

Talamo

Cerebelo

VPL e

Nervio craneal VI
| X

Nervio craned
neal X

Nerviocra
Figura 5. Representacion de los principales substratos neurales de las vias gustativa (flechas
azules) y visceral (flechas rojas). AP, area postrema; NTS, nucleo del tracto solitario; NPB, nucleo
parabraquial; BLA, amigdala basolateral; VPMpc, nlcleo ventroposterior-medial del tdlamo; VPL,

nucleo ventro-posterior lateral del talamo; Cl, corteza insular; CPF, corteza prefrontal.

4 - . . .
Existen conexiones reciprocas entre estas estructuras.

16



Por otra parte, la informacién visceral llega al sistema nervioso central mediante
dos vias, el nervio vago y el area postrema (AP). El estimulo que directamente
irrita el sistema gastrointestinal es conducido por el nervio vago mientras que los
agentes que inducen malestar que se encuentran en el torrente sanguineo llegan
al AP (Bermudez-Rattoni, 2004). Ambas vias llegan a la parte caudal del NTS, a
diferencia de la informacién gustativa que llega a la parte rostral. Del NTS salen
proyecciones al subnucleo lateral del NPB y de este hay proyecciones al nucleo
ventroposterior-lateral del talamo (VPL) (Cechetto y Sarper, 1987).

El NPB se ha sugerido como una de las areas mas importantes para el
procesamiento de la memoria al sabor, en particular para la adquisicion del CAS
(lvanova y Bures, 1990; Bielavska y Bures, 1994; Yamamoto et al., 1995). La Cl se
ha propuesto como un sitio imprescindible para la asociacién del estimulo
gustativo y el visceral y, al ser la estructura central de esta tesis, se ahondara mas

ampliamente acerca de ella en la siguiente seccion.

Diferentes sistemas de neurotransmision estan participando en la codificacion de
la memoria del sabor, entre estos se encuentran el colinérgico®, glutamatérgico y

gabaérgico.

Se ha probado que tanto los receptores AMPA como los NMDA, activados por el
glutamato, son necesarios para la adquisicion del CAS pero no asi para su
evocacion; el blogueo de los AMPA en ClI interrumpe la evocacion mientras que el
bloqueo de los NMDA no lo hace (Berman et al., 2000; Rosenblum et al., 1997).
Se ha demostrado que al bloquear receptores NMDA, activados por glutamato,
antes de la presentacion del sabor, interrumpe la formacion de una memoria del
sabor a largo plazo (Ferreira et al., 2000), indicando que la actividad
glutamatérgica esta participando en la consolidacion de la memoria del sabor.
Ademas de esto, se ha demostrado que la actividad glutamatérgica esta
relacionada con la informacion visceral al mejorar la adquisicion del CAS aun

utilizando un malestar géastrico débil (Miranda et al., 2002).

5 .2
Ver seccion 2.3.
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Con lo que respecta a GABA, se ha demostrado que los receptores GABAB(1a)
son necesarios para el aprendizaje del CAS y que los receptores GABAB(1b)
estan relacionados con su extincion, utlizando ratones knock-out que no

expresaban dichos receptores (Jacobson et al., 2006).

2.4.1 - Corteza insular

Las neuronas en la Cl responden a la cualidad y el valor hedoénico de los sabores;
éstas muestran una organizacién quimiotopica (diferentes regiones topograficas
responden a modalidades de sabor preferentes aunque no se ha podido limitar
una regiébn a una modalidad especifica) (Carleton et al., 2010) y viscerotopica
(Aleksandrov y Fedorova, 2003).

La CI es una estructura imprescindible para la formacién y la consolidacién de
memorias gustativas tanto apetitivas como aversivas ya que también procesa la
informacion concerniente a las consecuencias post-gastrointestinales (Bures et al.,
1998). El consumo de un sabor novedoso induce un incremento en la expresion de
c-Fos® en la CI, mayor que un sabor familiar, lo cual nos habla de que la Cl es un
sitio clave para el procesamiento de los sabores novedosos y por consiguiente,
para el CAS (Koh et al., 2003).

La CI se encuentra localizada en la superficie lateral de los hemisferios cerebrales
y en la rata se define por ser el area que abarca desde la corteza frontal lateral
hasta la corteza perirrinal en direccion rostro-caudal y de forma dorso-ventral
desde la corteza somatomotora hasta la corteza piriforme. La neocorteza gustativa
ocupa 1mm de ancho y 3mm de largo, formando asi sélo un 15% de la corteza

insular (Bures et al., 1998).

6 ., . s
La expresion de c-Fos se toma en cuenta como un marcador de activacion celular.
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En la rata es posible identificar 2 subareas en la ClI, la region principal y las

subéreas suplementarias:

Regidn principal: Se compone de una region anterior (Al; corteza insular anterior) y
una posterior (Pl), ambas siendo agranulares. La capa |V esta ausente y las capas
II'y Ill se encuentran fusionadas. Al tiene como caracteristicas poseer la capa V
gruesa e uniforme, la capa Il delgada y la capa Ill poco desarrollada. Pl posee una

capa | mas delgada. (Aleksandrov y Fedorova, 2003).

Subarea suplementaria: Consiste en una region dorsal (DI; corteza insular
disgranular) y una ventral (VI). La capa IV de la subarea suplementaria es
granular. Las capas Il y Il se encuentran separadas y la capa VI esté dividida en 2

subcapas (Aleksandrov y Fedorova, 2003).

Las divisiones anatémicas de la CI (granular, disgranular y agranular), sirven como
cortezas sensoriales primarias, secundarias y terciarias, respectivamente
(Rosenblum, 2008). La corteza gustativa (CG) se encuentra principalmente en la
corteza insular disgranular y la corteza viscerosensorial (caudo-dorsal a la

neocorteza gustativa) en la corteza insular granular (Bures et al., 1998). Ver Fig 6.

Estudios electrofisiologicos han demostrado que la estimulaciéon de modalidad
gustativa en la lengua, pero no tactil o relacionada con la temperatura, activa el

area agranular de la CI (Braun, 1990).

Braun y colaboradores, fueron los primeros de mostrar evidencia de que la CG,
localizada en la parte anterior de la ClI, tiene un papel de vital importancia en el
procesamiento de informacién gustativa (Braun et al., 1972). En la CG existe una
organizacion topografica en relacion a varios estimulos gustativos (Accolla et al.,
2007). Se ha demostrado mediante estudios de imagenes que los mapas del
sabor en la CG son plasticos, es decir, que sufren un reacomodo al cambiar el
valor hedodnico mediante aprendizajes asociativos como el CAS (aprendizaje
aversivo) y la extincion (re-aprendizaje apetitivo) (Grinvald et al., 1999).

19



M M

s e <) it
e ? P | o Wig

va M5 v 4

e aca
a1y DEs Adsh Adh Dén AV

" L Ak ASC s

Figura 6. Corte coronal del cerebro de la rata mostrando la corteza insular disgranular (violeta) y la
granular (color verde). La corteza gustativa (CG) se encuentra principalmente en la corteza insular
disgranular y la corteza viscerosensorial en la corteza insular granular. Modificada de Paxinos y
Watson, 2004.

Mediante la inyeccién de un inhibidor de sintesis de proteinas como la anisomicina
en la Cl, se ha demostrado que dicha estructura es imprescindible para la
consolidacion y reconsolidacion de la extincién del CAS (Garcia-dela Torre et al.,
2010).

Roman, Lin y Reilly condujeron una serie de experimentos (Roman et al., 2006,
Roman y Reilly, 2007, Roman et al., 2009) lesionando la Cl de ratas en los cuales
demostraron no so6lo que estas lesiones atentan la adquisicién del CAS sino que,
tras una serie de ensayos de CAS, los sujetos sin lesién en Cl familiarizados con
una solucion de salina (sin lesion en Cl con pre-exposicion) aprendieron a la

misma razon que los sujetos con lesion en CI tanto familiarizados con el sabor
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(lesion CI con pre-exposicidon) como los sujetos lesionados a los que se les dio
acceso por primera vez a la solucion de salina (lesién CI sin pre-exposicion). Tanto
la pre-exposicion al sabor como la lesioén en la Cl estan causando un efecto de
inhibicion latente, esto es, una disminucion en la capacidad de asociaciéon de un
estimulo gustativo con el malestar gastrico subsecuente. Ellos concluyen con
estos resultados que esto se puede deber a que la Cl est4q implicada en el
procesamiento de un estimulo novedoso y por tanto, la lesién en la ClI inhabilita

este reconocimiento.

2.5 FUNCION COLINERGICA CORTICAL EN LA MEMORIA
DEL SABOR

El papel que juega la actividad colinérgica en torno a la memoria del sabor ha sido
ampliamente estudiada ya que se sabe que la acetilcolina (ACh) esta implicada en
procesos de atencién, procesamiento de informacién sensorial y su asociacion,
modula cambios plasticos en la corteza auditiva y somatosensorial (Mesulam MM,
1990; Inglis et al., 1994; Sarter y Bruno, 1994; Giovannini et al., 2001; Metherate y
Ashe, 1993; Dykes et al., 1990).

La acetilcolina (ACh) es una molécula organica cuya férmula es C7TNH1602+ y en
diferentes organismos funge como neurotransmisor y neuromodulador. La
acetilcolina es sintetizada a partir de la colina y el acetil-CoA mediante la enzima
colina acetiltransferasa (ChAT). La fuente principal de ACh en la corteza proviene
de neuronas en el NBM’ (Mesulam, 1986). Se ha mostrado que lesiones en el
NBM impiden la habilidad de adquirir el CAS pero no asi la evocacién (Miranda y
Bermudez-Rattoni, 1999; Gonzalez et al., 2000).

7 , . ) , e s . .

El NBM es un grupo de células localizadas en el Prosencéfalo. Las células colinérgicas en el prosencéfalo
basal proveen la mayor cantidad de fibras colinérgicas aferentes a toda la neocorteza, el Hipocampo, la
amigdala y el bulbo olfatorio.
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Se ha observado que la acetilcolina en la corteza insular tiene la funcion de
sefalizar un estimulo gustativo novedoso (Miranda et al., 2000). Un estimulo
gustativo novedoso induce una rdpida y elevada actividad colinérgica en la corteza
insular que decrece a medida que el estimulo, luego de varias presentaciones, se

vuelve familiar (Fig. 8)

Figura 7. Vista sagital de los principales grupos de células colinérgicas y sus proyecciones en el
SNC de la rata. Abreviaciones: A, nlcleo anterior del talamo; ao, nlcleo anterior olfatorio; b, ntcleo
basal; bl, amigdala basolateral; C, corteza cerebral; CC, cuerpo calloso; db, banda diagonal; DTB,
nacleo tegmental dorsal; F, nlcleo parafascicular del tdlamo; H, nlcleo lateral habenular; hi,
hipocampo; |, nacleo interestital magnocelular de la comisura posterior; IDB, nacleo diencefalico
intermedio; ip, nucleo interpeduncular; LDT, nicleo tegmental laterodorsolateral; Ih, hipotalamo
lateral; LHB, npucleo hipotalamico lateral; Is, séptum lateral; m, ndcleo mamilar lateral; M, nucleo
taldmico medial; mpc, corteza prefrontal medial; mpo, nicleo predptico magnocelular; ms, septum
medial; ob, bulbo olfatorio; P, area pretectal anterior; sc, coliculo superior; so, nlcleo supraéptico;

V, ndcleo taldmico ventromedial. Martinez-Murillo y Rodrigo, 1995.
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Figura 8. Efecto de la presentacién sucesiva de una solucién de sacarina (0.1%) sobre la liberacién
de aceticolina en la corteza insular. En la gréafica de la izquierda se observa como el consumo de la
solucién de sacarina aumenta al paso de los dias por un efecto de atenuacion a la neofobia. En la
grafica de la derecha se puede apreciar un aumento significativo en la liberacion de ACh en la
corteza insular durante el primer dia en el cual las ratas tienen acceso a la sacarina. A medida en
que el sabor se hace familiar para los sujetos esta liberacién disminuye (Modificado de Miranda et
al., 2000).

En base a su selectividad farmacoldgica, se han identificado dos clases principales
de receptores a ACh: los receptores nicotinicos (nAChR) y los muscarinicos
(mAChR). Los nicotinicos son receptores de tipo ionotropico mientras que los
muscarinicos son metabotropicos. Ambos tipos se encuentran en el sistema
nervioso central (SNC) y en el sistema autbnomo. Los receptores nicotinicos
ademas se pueden encontrar en la placa neuromuscular (receptores N1). Los
NAChR es un complejo de protenia transmembranal que se compone de 5
subunidades. En el SNC se ha logrado clonar e identificar 12 subunidades (a2-al0
y b2-b4) (Corringer et al., 2000). Los receptores muscarinicos son pertenecientes
a la familia de receptores acoplados a proteinas G. Hasta el momento, se han
logrado identificar, tanto para la rata como para el humano, un total de 5 subtipos

de receptores muscarinicos (M1 al M5).

Los receptores muscarinicos de ACh son muy importantes para el procesamiento
del estimulo novedoso o relevante, particularmente los receptores post-sinapticos
(M1 y M3). En 2009, Lin y colaboradores (Lin et al.,, 2009) demostraron que
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lesiones en la Cl atentan la magnitud de la neofobia al sabor pero a medida que
se vuelve familiar no se observa un efecto en el consumo. Por otra parte, se ha
demostrado con la inyeccion bilateral de un antagonista muscarinico como la
escopolamina® en la Cl de ratas, que los receptores para ACh son necesarios para
el CAS y la atenuacion a la neofobia (Naor y Dudai, 1996; Gutierrez et al., 2003).
Se ha demostrado también que el bloqueo de los receptores muscarinicos
utilizando escopolamina y pirenzepina® en la corteza insular antes, pero no
después, de la presentacion del sabor interrumpe el CAS (Ramirez-Lugo et al.,
2003). Esto nos sugiere que los receptores muscarinicos estan involucrados en la

formacién de la memoria del sabor pero no en su evocacion.

También se ha mostrado que inyecciones de escopolamina tanto antes como
después de la primera presentacion de un estimulo gustativo, impiden que se
observe este efecto (Naor y Dudai 1996; Gutierrez et al., 2003). En este sentido,
se ha mostrado que las inyecciones de escopolamina no interfieren con el CAS si
un sabor familiar es utilizado (Berman y Dudai, 2001). Por lo anterior se observa
que los receptores muscarinicos parecen tener un papel tanto en la adquisicion y

como en la consolidacion de la memoria del sabor.

Se ha demostrado que la inyeccion del agonista colinérgico carbacol en la ClI
promueve una fosforilacion de los receptores NR2B, que responde a glutamato, de
manera similar a lo observado mediante un sabor novedoso (Rosenblum et al.,
1996), lo cual suma evidencia al papel que juega la actividad colinérgica cortical
en la deteccion y codificacion de los estimulos gustativos novedosos. Esta
fosforilacién podria estar mediando la asociacion del estimulo gustativo con el
visceral al preparar al receptor NR2B para la activacion glutamatérgica
proveniente de la amigdala (Miranda et al., 2003). Como ya habiamos notado
previamente, la actividad glutamatérgica esta relacionada con la informacion
visceral y la amigdala proporciona el valor emocional al integrar informacion

gustativa, visceral y del estado interno del organismo.

8 . .
La escopolamina es antagonista para los receptores M, al M,.
9 . . . ;.
La pirenzepina es antagonista muscarinico para los receptores M1y M3.
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2.5.1 - Agonista colinérgico Carbacol

El carbacol (también conocido como carbamilcolina) es una molécula agonista del
sistema colinérgico, activa tanto receptores muscarinicos (M1 a M5) como

nicotinicos. Su formula quimica es C6H15CIN202.

El carbacol es un anélogo de la acetilcolina no metabolizable, es decir que es
resistente a la accion de la acetilcolinerterasa, enzima que degrada la acetilcolina

y la transforman en colina y acido acético (Lau y Huganir, 2006).

Figura 9. Estructura del agonista colinérgico carbacol.

Si la ACh participa durante la discriminacion entre un estimulo novedoso y uno
familiar, la inyeccién de un agonista colinérgico como el carbacol deberia emular
este efecto. En este sentido, Clark y Bernstein (2009) demostraron que las
inyecciones de carbacol en la Cl de ratas inducen un condicionamiento aversivo a
la sacarina aun cuando el sabor es familiar. Para el estudio se utilizaron ratas
Long-Evans macho adultas y el sabor utilizado fue sacarina al 0.5% que se dio por

2 dias, 30 minutos solamente.

La interpretacion que le dan a los resultados obtenidos es que el carbacol permitié
gue los animales adquirieran CAS sin importar que fueron pre-expuestas (2 dias) a

la sacarina. Debido a que el indice de reconocimiento de sabor para los 4 grupos
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no sobrepaso de los 4 minutos, descartan que el carbacol pudiera bloquear la
evocacion de la memoria de la sacarina en vez de imitar la sefial colinérgica
cortical asociada con el procesamiento de un estimulo novedoso. Los
investigadores concluyen que el sistema colinérgico cortical tiene un efecto
significativo en la formacion de las asociaciones entre estimulos condicionados e

incondicionados (Clark y Bernstein, 2009).

Consumo de sacarina durante la prueba

20+ 20 =@~ Vehiculo-salina
. | =B~ Vehiculo-Licl
{ 3 salina | S Cobac s
- LICI 154 =8 Carbacol-LiCl
15 o]
1 o 5
Consumo (ml) 1 o
104 Dia 1 Dia2
1 *
5
0 T T
Vehiculo Carbacol

Grupo de infusién

Figura 10. Consumo de sacarina después de la inyecciéon de carbacol. El grupo Carbacol-LiCl
disminuy6 significativamente el consumo de sacarina (0.5%) con respecto a los otros tres grupos. A
pesar de dos dias de pre-exposicion, el efecto de la inhibicién latente no fue observado en el grupo
carbacol-LiCl. Este resultado indica que el carbacol, al ser un agonista colinérgico, emul6 los
efectos de la ACh que estd guiando la novedad, interfiriendo con la memoria formada durante la

pre-exposicidn al mismo estimulo (Modificado de Clark y Bernstein, 2009).
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3- JUSTIFICACION

Se ha demostrado que los sabores dulces debido a su valor heddnico positivo
generan una mayor preferencia de consumo, y en particular, se sabe que las ratas
aprenden a preferir aquellos que conllevan un aporte energético (Capaldi, 1992;
Sclafani 1990; Ackroff y Sclafani, 1991; Myers y Sclafani, 2006). A pesar de estas
evidencias, poco se conoce acerca del papel que juega un consumo cronico y
prolongado de sabores altamente apetitivos en la memoria de preferencia al sabor
y su efecto en posteriores y nuevos aprendizajes con los mismos estimulos
gustativos. De tal forma, buscamos evaluar el consumo cronico de dos soluciones
dulces con y sin contenido cal6rico (sacarosa y sacarina) y determinar si el aporte
energeético tiene un efecto diferencial en la forma en como los animales aprenden
una condicion aversiva y posteriormente re-aprenden durante la extincion de la

aversion adquirida.

Por otra parte, la corteza insular (Cl) es una estructura que ha sido relacionada
con la memoria del sabor al estar localizada en ella la corteza gustativa (CG) pero
también esta involucrada con las otras modalidades sensoriales. Se sabe que
durante la formacion de la memoria gustativa, el sistema colinérgico en la Cl esta
guiando la sefalizacion de la relevancia del estimulo; se ha observado que el nivel
de ACh en la CI se incrementa en respuesta a un sabor novedoso y disminuye
gradualmente a medida de que el estimulo se vuelve familiar (Miranda et al.,
2000).

Los receptores muscarinicos parecen tener un papel tanto en la adquisicion y
como en la consolidacion de la memoria del sabor (Naor y Dudai 1996; Gutierrez
et al., 2003; Berman y Dudai, 2001). La activacion de los receptores muscarinicos

es capaz de emular el sefialamiento como novedoso de un estimulo gustativo
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hedonico pero sin contenido calérico que ha sido pre-expuesto (Clark y Bernstein
2009). De tal forma, consideramos que es relevante evaluar el impacto que tienen
diferentes grados de pre-exposicidon a un sabor altamente apetitoso como la
sacarosa, para conocer si el consumo crénico cambia de forma significativa la
actividad colinérgica cortical y la regulacion de la novedad y familiaridad de los

estimulos.
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4- HIPOTESIS

1. Los sabores dulces con aporte energético (sacarosa) inducen mayor

preferencia de consumo que aquellos que no lo tienen (sacarina).

2. El consumo cronico (14 dias) de sacarosa inducira una mayor inhibicién

latente del CAS y acelerara el proceso de extincion de la aversion.

3. La inyeccion del agonista colinérgico carbacol, antes de la adquisicion de un
nuevo aprendizaje aversivo (CAS), disminuira la inhibicién latente producida por el

consumo croénico previo (14 dias).
4. Posterior a un consumo crénico (14 dias) de sacarosa, la inyeccion del

agonista colinérgico carbacol antes de la adquisicion del CAS modificara el re-

aprendizaje durante la extincion.

29



5- OBJETIVOS

1. Comparar la preferencia del consumo entre sabores dulces con diferente

contenido caldrico.

2. Evaluar la intensidad de la inhibicion latente del CAS inducida por el consumo
cronico de sabores dulces con diferente contenido caldrico asi como evaluar la

extincion de la aversion.
3. Inyectar el agonista colinérgico carbacol en la Cl antes de la adquisicion del
CAS y evaluar su efecto en esta prueba luego de un consumo cronico de

sacarosa.

4. Inyectar el agonista colinérgico carbacol en la Cl antes de la adquisicion del

CAS y evaluar su efecto durante la extincion.
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6- SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

6.1 — SUJETOS

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con pesos entre 270-320 g para el
Experimento 1 (objetivos 1 y 2) y entre 340-360 g para los Experimentos 2
(objetivos 3 y 4) y 3 (objetivo adicional, estudio de ansiedad). Los animales se
colocaron en cajas individuales dentro de vivarium del laboratorio a una
temperatura de 22.5°C y bajo un ciclo de luz invertida (12 h luz, 12 h obscuridad)
por un periodo de 7-8 dias'®. Todas las manipulaciones se realizaron durante el
periodo de obscuridad del ciclo. Los métodos usados en los animales han sido
aprobados por el Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia, UNAM;
siguiendo los lineamientos del buen manejo y ética experimental aplicados
internacionalmente y lo establecido en la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-
1999).

Los sujetos tuvieron acceso ad libitum al alimento sélido (pellets) durante todos los
experimentos. Los sujetos estuvieron en privacion de liquido por 24 h para poder
observar el aspecto motivacional del consumo (respuesta a un déficit), esto
durante todas las fases del experimento salvo por las etapas de Aclimatacion,
Consumo Crénico y Recuperacién de la cirugia, esto debido a los objetivos

particulares que se detallaran en su seccién correspondiente.
6.2 —- METODOS

A continuacion se detallan los métodos generales que se utilizaron durante todo el
proyecto, los detalles acerca de los grupos y dosis de las sustancias se pueden

encontrar en la seccion correspondiente a cada Experimento.

10 , . .z
Periodo de Aclimatacion.
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6.2.1 - Linea base

La linea base de consumo de agua tuvo como objetivo estabilizar el consumo de
liguido de las dos probetas. Luego del periodo de aclimatacion y una privacion de
liquido de 24 h, a cada sujeto se le presentaron dos probetas graduadas de 50 ml
con 20 ml de agua, las cuales fueron intercambiadas de posicion (derecha-
izquierda) cada 2 min en un tiempo total de acceso de 20 min (Unico periodo de
acceso a liquidos por dia). El objetivo de este intercambio constante de probetas
es para garantizar que los sujetos se familiaricen con este método de “probeteo” y
gue en la fase de Preferencia el consumo de cada probeta refleje verdaderamente
la preferencia de un sabor sobre otro. Se registraron los consumos
correspondientes a cada probeta en la bitacora (con incertidumbre de +0.5 ml).

6.2.2 — Preferencia

Se realizdé la prueba de preferencia al sabor para poder comparar y evaluar la
diferencia entre el consumo de sabores dulces y el del agua. Se les presentaron
dos probetas graduadas de 50 ml, una con 20 ml de la solucion de sabor (sacarina
0 sacarosa) y la otra con 20 ml de agua. Las probetas fueron intercambiadas de
posicion (derecha-izquierda) cada dos minutos en un tiempo total de 20 min. Se
registraron los consumos de cada probeta en la bitadcora (con incertidumbre de
+0.5 ml).

6.2.3 — Consumo croénico

Durante 14 dias los animales pudieron consumir ad libitum liquido (agua, solucion
de sacarosa al 10% o solucion de sacarina al 0.1%) dependiendo de su grupo. Se
midio diariamente la masa correspondiente al volumen de liquido ingerido y la
masa de las ratas. Con respecto al alimento, los sujetos tenian acceso a 50g de

alimento solido (pellets), cada 24 h se tomaba registro del alimento sélido
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consumido y nuevamente se reajustaba a 50g, esto para facilitar el control del
volumen de alimento al que tenian acceso todos los sujetos. Todas las mediciones

se realizaron en un intervalo de tiempo entre las 12 y las 13 h todos los dias.

6.2.4 — Cirugia

El dia 14 del consumo crénico los animales fueron anestesiados con una solucion
de ketamina (70 mg/kg) y xilacina (6 mg/kg), de la cual se aplico 1 ml/kg de peso
i.p. Una vez anestesiados los animales se procedié a implantar canulas bilaterales
en la Cl. Las coordenadas utilizadas fueron AP = 1.2 mm, L= +5.5 mm y V=-3mm
desde bregma (Paxinos y Watson, 2004). Las canulas fueron fijadas al craneo con

dos tornillos y cemento acrilico dental.

Se dejo pasar un periodo de recuperacion de 3 dias después de la cirugia.
Durante el periodo de recuperacion, a los animales que recibieron la solucién de
sacarosa durante el consumo cronico se les colocaron dos bebederos (uno con
agua y otro con solucién de sacarosa) con el objetivo de que no interrumpieran su

consumao.

6.2.5 — Inyeccion intracerebral

Se inyect6 a los sujetos con una solucién de carbacol o salina'’ utilizando una
bomba de inyeccién durante 1 min. El dia de la adquisicion del CAS, las
inyecciones se administraron 20 min antes de la presentacion de las probetas

(aguay solucion de sacarosa).

" Dependiendo del grupo experimental (ver 6.4.1).
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6.2.6 — CAS

Para evaluar la capacidad de formar una nueva memoria del sabor dulce
altamente habituado, se realizd un nuevo aprendizaje asociativo-aversivo
mediante el CAS.

6.2.6.1 CAS con una probeta

El dia de la adquisicién del CAS, se presentd una probeta graduada de 50 ml con
40 ml*? de la solucién de sabor dulce (sacarina o sacarosa) por 20 min. Treinta
minutos después del consumo, se inyectaron 3 ml de solucién de LiCl 0.3 M, i.p.,
para simular un efecto de irritacién gastrica aversiva. Veinticuatro horas después
se realizo la prueba de evocacion del CAS, presentando nuevamente la solucion
de sabor por 20 min. Debido a que el consumo crénico del sabor dulce produce
inhibicién latente, se procedié con varias sesiones de re-aprendizaje del CAS
hasta que los animales presentaron una disminucion menor a los 4 ml. De tal
forma, si 24 h después (prueba del CAS) los animales aun presentaban un
consumo mayor a 4 ml del sabor dulce, se les inyectd nuevamente 3 ml de
solucién de LiCl al 0.3 M. Se continda procedimiento de re-aprendizaje hasta que
los animales presenten consumos menores o iguales a 4 ml. En total, las ratas

recibieron un maximo de 3 ensayos de CAS.

El protocolo de CAS con una probeta es utilizado para discriminar aversiones
fuertes (Batsell y Best, 1993). Este protocolo de CAS con una probeta se utilizé
para el Objetivo 2 (Experimento 1) ya que se buscaba comparar la inhibicién
latente entre las dos soluciones (con y sin contenido calérico) y asi determinar con
qué sabor realizar las manipulaciones farmacolégicas con carbacol (Experimento
2).

2 Al ser sé6lo una probeta durante este protocolo, se incrementé el volumen de agua para igualar la cantidad
presentada en la linea base y la fase de preferencia (20 ml en cada probeta, 40 ml en total).
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6.2.6.2 CAS con dos probetas

El protocolo de CAS a dos probetas se utilizd para los objetivos 3 y 4 (Experimento
2) debido a que se consideré que se deberia dar a los sujetos la posibilidad de
elegir entre el agua y la solucion de sacarosa. El dia de la adquisicion del CAS, a
cada sujeto se le presentaron dos probetas graduadas (capacidad de 50 ml), una
de ellas con un volumen de 30 ml de agua y la otra con el mismo volumen pero de
la solucion de sacarosa. Las probetas fueron intercambiadas (derecha/izquierda)
cada dos minutos, teniendo un consumo total de 20 min. Treinta minutos después
del consumo, se inyectaron 3 ml de solucion de LiCl 0.3 M, i.p., para simular un
efecto de irritacibn géastrica aversiva. Veinticuatro horas después se realizo la
prueba de evocacién del CAS, se presentaron nuevamente las dos probetas
durante 20 minutos (utilizando el mismo protocolo de intercambio de probetas). Se
repitié este procedimiento de re-aprendizaje por dos dias mas (el namero total

ensayos de CAS fue de tres).

6.2.7 — Extincion

Los sujetos continuaron con la privacion de liquido se les presentd una probeta
con el sabor (solucion de sacarosa o de sacarina) durante un periodo de 20 min
después de 24, 48 y 72 h de su ultimo ensayo del CAS. Se registraron los

consumos de las soluciones durante los tres dias de esta fase de extincion.

6.2.8 — Histologia

Los animales de los grupos de farmacologia fueron sacrificados por sobredosis de
pentobarbital (113 mg/kg) y perfundidos intrancardialmente con una solucion

salina isotonica (0.9%). Los cerebros fueron removidos y colocados en una
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solucion de formaldehido al 10% por una semana. Posteriormente, se cambiaron a
una solucion de sacarosa al 60% durante una semana. Finalmente, fueron

cortados en secciones coronales de 50 ym usando un criostato.

6.2.9 — Prueba de ansiedad

Se ha propuesto que una dieta de soluciones dulces produce un efecto de
dependencia y cuando se tiene un acceso intermitente a estas soluciones dulces
se observa un efecto de abstinencia similar a la registrada con opiaceos
(Colantuoni et al., 2002). Una forma como Colantuoni y colaboradores observan
estos sintomas de abstinencia en ratas con un consumo cronico de glucosa es
utilizando una prueba de laberinto en cruz elevado. A menor tiempo que los
animales pasan en el brazo abierto se piensa que mayor es su ansiedad,
componente importante del sindrome de abstinencia (Colantuoni et al., 2002;
Avena et al., 2008)

Debido a que estas evidencias indican que la restriccion del consumo de sabores
con componentes heddnicos puede inducir un aumento en la ansiedad, como un
objetivo adicional se decidio realizar un experimento extra para evaluar el efecto
que producia nuestro protocolo al tener un consumo crénico de la solucién de
sacarosa por 14 dias y posteriormente restringiendo su consumo de esta a sélo 20

min diarios (i.e. etapa de preferencia, CAS y extincion).

La prueba de laberinto en cruz consistié en colocar a los animales individualmente
en el centro del laberinto y tomar el tiempo que pasaron en los brazos abiertos con
sus 4 patas. El tiempo total de exploracién fue de 5 min. Se contabilizaron el
namero de cruces, caidas y si se presenta miccion o defecacion como

observaciones cualitativas de ansiedad.
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6.3 - EXPERIMENTO 1, OBJETIVOS 1Y 2: CONSUMO DE
SABORES DULCES CON DIFERENTE CONTENIDO CALORICO

El protocolo se muestra en la Figura 11. Este protocolo contempla los Objetivos 1
y 2: Se compara la preferencia del consumo entre sabores dulces con diferente
aporte energético (Objetivo 1) y se evalla la intensidad de la inhibicion latente del
CAS asi como la extincién de la aversion después del consumo cronico de los

sabores (Objetivo 2).

9| 10| 11| 12| 13| 14| 15[ 16 17| 18| 19| 20| 21| 22| 23 24| 25 26 27| 28| 29| 30| 31

Consumo cronico CAS

Método

X - Inyeccion i.p. de LiCl (Ensayos de CAS)

. Preferencia al sabor (sacarina o sacarosa vs agua)

. Preferencia entre sacarina y sacarosa

Figura 11. Protocolo general del estudio del efecto del consumo crénico de sacarina y sacarosa
(Objetivos 1 y 2). Inicio del periodo de aclimatacién donde los animales se habittan al ciclo
invertido de luz del vivarium del laboratorio. Posteriormente inicia la linea base para la
estabilizacion de los consumos de agua; después se evalla la preferencia al sabor (entre agua y
la solucion de sabor). La fase de consumo cronico tiene una duracién de 14 dias y cada dia se
evalla el consumo de liquido, comida sélida y la masa de los sujetos. Por Ultimo se realiza el CAS

y finalmente la prueba de extincién de la aversion.
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6.3.1 - Grupos experimentales

El protocolo se realizé con dos sabores de diferente contenido calorico (dos

grupos independientes):

Sacarina: Edulcorante sin carga calorica, se utilizd6 en todos los experimentos a
una concentracion de al 0.1% (Sigma, St. Louis, MO).

Sacarosa: Disacarido (glucosa-fructosa) altamente disponible en alimentos
naturales (aporte energético de 3.9 kcal/gr), se utilizé en todos los experimentos a

una concentracion de 10% (Sigma, St. Louis, MO).

Los animales de cada grupo (sacarina o sacarosa) fueron divididos a su vez en los

siguientes grupos: Control, agudo y crénico.

1. El grupo control se mantuvo con agua durante la preferencia al sabor y

durante los 14 dias de consumo croénico.

2. El grupo agudo durante la fase de preferencia al sabor recibid
exclusivamente la solucion de sacarina o sacarosa en una probeta y en la otra

agua. Se mantuvo con agua ad libitum durante el consumo croénico.
3. El grupo crénico durante la preferencia al sabor recibié exclusivamente la
solucion de sacarina o sacarosa en una probeta y en la otra agua. Durante el

consumo cronico recibié exclusivamente la solucion de sacarina o sacarosa ad

libitum.

Las fases de CAS y Extincion fueron iguales para los tres grupos.
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METODO GRUPOS
SACARINA SACAROSA

Control | Agudo | Crénico | Control | Agudo | Cronico
Aclimatacion Si Si Si Si Si Si
Linea base Si Si Si Si Si Si
Preferencia al sabor No Si Si No Si Si

Consumo crénico Agua | Agua | Solucion| Agua | Agua | Solucion
de de

sacarina sacarosa
CAS Si Si Si Si Si Si
Extincion Si Si Si Si Si Si

Tabla 1. Resumen de los grupos experimentales del protocolo de los Objetivos 1y 2 y sus

métodos particulares.

6.4 — EXPERIMENTO 2, OBJETIVOS 3 Y 4: EFECTO DE LA
INYECCION DE CARBACOL EN LA CORTEZA INSULAR SOBRE

LA CONDUCTA

Una vez establecidos los efectos conductuales del consumo crénico de sabores

dulces (sacarina y sacarosa) y haber determinado que el contenido cal6rico tiene

un impacto mayor, se evaluo el efecto del carbacol (agonista colinérgico) utilizando

solamente un consumo cronico de la solucién de sacarosa.

39




El protocolo farmacoldgico se muestra en la Figura 12. Este protocolo contempla
los Objetivos 3 y 4: Después de un consumo cronico de una solucion de sacarosa,
se inyectd el agonista colinérgico carbacol antes de la adquisicion del CAS y se
evaluo su efecto en esta prueba (Objetivo 3) y durante la extincion (Objetivo 4).
Los experimentos conductual (Experimento 1) y farmacolégico (Experimento 2) se

llevaron a cabo con grupos independientes.

Inyeccion
intracerebral

I !

X X X

Cirugia

Tiempo
(dias) 1

3456739101111‘]314151617 24 25| 28| 27

Extin-
cion

28| 29|

Consumo crénico

X - Inyeccion i.p. de LiCl (Ensayos de CAS)

Figura 12. Protocolo farmacolégico general (Objetivos 3 y 4). Inicio del periodo de aclimatacion
donde los animales se habittian al ciclo invertido de luz del vivarium del laboratorio. Se inicia con la
linea base para que los animales estabilicen sus consumos de agua. Posteriormente continla el
consumo crénico. El dia 14 del consumo crénico se realiza la cirugia a todos los animales
canulando bilateralmente en Cl. Tras tres dias de recuperacién se evalGa la preferencia entre
agua y la sacarosa durante 3 dias. En el dia 3 de la preferencia al sabor se realiza la inyeccién
intracerebral (carbacol o vehiculo) 20 min antes de la tercera presentacion de las dos probetas
(agua/sacarosa). Se contina con la adquisiciéon del CAS a través de una inyeccion i.p. de LiCl, 30
minutos después de haber terminado el consumo. El protocolo de CAS se repite por dos dias mas
(3 ensayos de CAS en total). Posteriormente se realiza el protocolo de extincién de la aversion (3
dias).

6.4.1 - Grupos experimentales

La concentracion de sacarosa utilizada durante todo el protocolo es de 10%

(Golden Bell reactivos, Mex).
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Al principio del experimento, los animales fueron divididos en tres grupos: control,

agudo y cronico.

1. El grupo control consumié agua ad libitum durante el consumo crénico y

durante la fase de preferencia al sabor recibieron solamente agua.

2. El grupo agudo consumi6 agua ad libitum durante el consumo crénico y
durante la fase de preferencia al sabor recibié una solucion de sacarosa en

una probeta y en la otra agua.

3. El grupo crénico recibié una soluciébn de sacarosa durante la fase de
consumo crénico y durante la fase de preferencia al sabor recibid una

solucion de sacarosa en una probeta y en la otra agua.

Inyecciones

Para las inyecciones intracerebrales los animales fueron divididos en 6 grupos;
control-salina  (Control-VEH), control-carbacol (Control-CARB), agudo-salina
(Agudo-VEH), agudo-carbacol (Agudo-CARB), cronico-salina (Crénico-VEH) vy

cronico-carbacol (Cronico-CARB).

1. Grupo control-salina, agudo-salina y grupo cronico-salina: Recibieron 0.5 pl

de solucién salina isoténica (0.9%) durante 1 min.

2. Grupo control-carbacol, agudo-carbacol y crénico-carbacol: Recibieron 0.5
pl de solucion de carbacol (disuelta en salina isotonica a una concentracion
de 50 uM) durante 1 min.

Los seis grupos tuvieron el mismo tratamiento durante el protocolo de CAS

(inyeccién i.p. de LiCl 0.3M) y la extincion.
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METODO GRUPOS
Control Agudo Cronico
VEH CARB VEH CARB VEH CARB
Aclimata- Si Si Si Si Si Si
cion
Linea base Si Si Si Si Si Si
Consumo No No No No Si Si
crénico de
sacarosa
Preferencia No No Si Si Si Si
ala
sacarosa
Inyeccién | Vehiculo | Carba- | Vehicu- | Carba- | Vehicu- Carba-
intracraneal col lo col lo col
CAS Si Si Si Si Si Si
Extincién Si Si Si Si Si Si

Tabla 2. Resumen de los grupos experimentales del protocolo de los Objetivos 3y 4y sus
métodos particulares. VEH: Vehiculo, CARB: Carbacol.

42



6.5 - EXPERIMENTO 3, OBJETIVO ADICIONAL: ESTUDIO DE
ANSIEDAD

Este estudio tuvo como finalidad evaluar si el retiro de un consumo de sacarosa
aumento la ansiedad de los animales durante el protocolo del Experimento 2. Se
utilizé el mismo protocolo que el de los Objetivos 3 y 4 con la variante de que los
animales no fueron canulados. La Figura 13 muestra el protocolo general para

este experimento.

Prueba de Prueba de

Prueba de
ansiedad
grupo AC|

ansiedad ansiedad

Tiempo
(dias) 1
Linea
base

16| 17 26[ 27
Extin-

cion

23456739101112‘]31415 28| 29

Consumo cronico

X - Inyeccion i.p. de LiCl (Ensayos de CAS)

Figura 13. Protocolo general del estudio de ansiedad. El protocolo es el mismo que el utilizado para
el experimento 2 con la diferencia de que a estos grupos no se les canulé por medio de una cirugia
y por tanto tampoco recibieron inyeccion intracerebral. Durante la aclimatacién los sujetos se
habittan al ciclo invertido de luz del vivarium del laboratorio. Se inicia con la linea base para que
los animales estabilicen sus consumos de agua. Posteriormente continla el consumo crénico. En
la fase correspondiente a recuperacién de la cirugia (Experimento 2), a los grupos control se les
mantiene con un bebedero con agua ad libitum y a los del grupo crénico se les presentan dos
bebederos (agua y solucion de sacarosa), esto con el objetivo de mantener el mismo nimero de
dias que en el protocolo del Experimento 2. Tras este periodo de tres dias se evallo la
preferencia entre agua y la soluciéon de sacarosa durante 3 dias. En el dia 3 de la preferencia al
sabor se les administré una inyeccion i.p. de LiCl, 30 minutos después de haber terminado el
consumo (Adquisicion del CAS). El protocolo de CAS se repite por dos dias mas (3 ensayos de
CAS en total). Posteriormente se realiza el protocolo de extincion de la aversion (3 dias). Las
pruebas de ansiedad (laberinto en cruz elevado) se realizaron en grupos independientes, al Grupo

AC se le realiz6 la prueba el dia 8 de aclimatacién, al Grupo ADQ se le realiz6 la prueba el dia 3 de
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la fase de Preferencia y al Grupo EX se le realiz6 la prueba al término del experimento, i.e., el dia

que se evallo la tercera extincion. Exp 2: Experimento 2.

6.5.1 - Grupos experimentales

Las pruebas de ansiedad se realizaron en grupos independientes durante tres

tiempos del protocolo:

Dia 8 de aclimatacion (grupo AC).

Dia de adquisicion del CAS (grupo ADQ): Se realiza la prueba una hora

antes de la presentacién de las probetas (agua/sacarosa).

Dia 3 de extincién (grupo EXT): Se realiza la prueba una hora antes de la

presentacion de la probeta con sacarosa.

Cada uno de estos grupos a su vez se divide dependiendo de su consumo en la

fase cronica (control: agua, cronico: solucion de sacarosa).

1. Control: No tiene pre-exposicion a la sacarosa. Recibe por primera vez la

sacarosa el dia de la adquisicién del CAS.

Crénico: Sigue el protocolo general de los grupo cronico del Experimento 2.
Se mantiene con soluciéon de sacarosa ad libitum durante el periodo de
consumo cronico. En el periodo de recuperacion se les proporcionan 2
bebederos (agua y solucion de sacarosa) para replicar el protocolo del
Experimento 2 aunque estas ratas no fueron canuladas. En el periodo de
preferencia reciben dos probetas (agua/ soluciéon de sacarosa) durante un
periodo de 20 minutos (intercambiando las probetas cada 2 min).
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METODO GRUPOS
AC ADQ EXT
Control | Cronico | Control | Cronico | Control | Crénico
Linea base Si Si Si Si Si Si
Consumo Agua | Sacarosa| Agua | Sacarosa | Agua | Sacarosa
cronico
Preferencia a - - No Si No Si
la sacarosa
CAS - - - - Si Si
Extincidn - - - - Si Si

Tabla 3. Resumen de los grupos experimentales del estudio de ansiedad y sus métodos
particulares. AC: grupo al que se le realizé la prueba de ansiedad el dia 8 de aclimatacion.
ADQ: grupo al que se le realiz6 la prueba de ansiedad el dia de la adquisicion del CAS.
EXT: grupo al que se le realiz6 la prueba de ansiedad el dia 3 de extincion (dia final).

45



/- RESULTADOS

7.1 — OBJETIVO 1: COMPARACION DE LA PREFERENCIA DE
CONSUMO ENTRE SABORES DULCES CON CONTENIDO
CALORICO

7.1.1 — Preferencia al sabor dulce

En la Figura 14 se muestra el porcentaje de consumo del sabor (sacarina o
sacarosa) con respecto al total consumido (consumo de agua mas consumo del
sabor). Los datos se analizaron utilizando una prueba ANOVA de dos vias de
medidas repetidas y la prueba de comparaciones multiples Holm-Sidak. EIl ANOVA
mostréo un efecto significativo de las interacciones entre los grupos y los dias
(Fs,138 = 30.97, p<0.001), un efecto debido a la sesién (F3133 = 37.82, p<0.001)
pero no se encontrd efecto significativo en el tratamiento (Fj 46 = 11.029, p=0.002).
La prueba post hoc revel6 que en los dias 2 y 3 del protocolo de preferencia, el
grupo al que se le dio a preferir entre una solucion con sacarosa y agua
consumieron un porcentaje mayor de esta solucién con respecto a los sujetos a
quienes se les dio a preferir entre una solucion de sacarina y agua. En los dias 3 y

4 no se encontraron diferencias en el porcentaje de consumo del sabor dulce.
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Preferencia al sabor dulce
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Figura 14. Fase de preferencia al sabor (sacarina o sacarosa). En el eje de las ordenadas se
muestra la media + SEM del consumo de los grupos en forma de porcentaje de consumo del sabor
(sacarina o sacarosa) con respecto al total consumido (consumo de agua mas consumo del sabor).
Los dias 1 y 2 de preferencia al sabor dulce, el grupo al que se le dio a preferir entre la solucion de
sacarosa y agua consumieron un porcentaje mayor de la solucién de sacarosa con respecto al
grupo al que se le dio a preferir entre la solucién de sacarina y agua. *p< 0.001. ANOVA de dos via

de medidas repetidas, prueba post hoc Holm-Sidak.

7.1.2 — Consumo cronico

7.1.2.1 — Efecto en el consumo de liquido

En la Figura 15 se muestra el consumo del sabor (sacarina o sacarosa) durante la
fase de consumo crénico. Los datos se analizaron utilizando una prueba ANOVA
de dos vias de medidas repetidas y la prueba de comparaciones multiples Holm-
Sidak. EI ANOVA mostré un efecto significativo de las interacciones entre los
grupos y los dias (Fes 858 = 4.74, p<0.001), un efecto debido a la sesion (Fi3gss =

7.50, p<0.001) y efecto significativo en el tratamiento (Fses = 17.76. p<0.001). La
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prueba post hoc revelé que el grupo con sacarosa (Crénico-Suc) aumenté gradual

y significativamente su consumo a partir del dia tres.

Consumo de liquido
100+

-# Control-Sac
? Control-Suc
° - Agudo-Sac
:§ -¥ Agudo-Suc
g -+~ Cronico-Sac
§ -~ Cronico-Suc
E m
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T T T T T 1 :
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 dias

Figura 15. Consumo de liquido durante la etapa de consumo crénico. En el eje de las ordenadas se
muestra la media + SEM del consumo de liquido de los grupos. Consumo de agua: Control-Sac,
Agudo-Sac, Control-Suc y Agudo-Suc. Consumo de sacarina al 0.1% (Cronico-Sac) y de sacarosa
al 10% (Crénico-Suc). El grupo Crénico-Suc incrementd su consumo significativamente a partir del
dia 3. *p< 0.001. ANOVA de dos via de medidas repetidas, prueba post hoc Holm-Sidak.

7.1.2.2 — Efecto en el consumo de alimento

En la Figura 16 se muestra el consumo alimento sélido cuando se encuentran en
un régimen ad libitum de un sabor dulce (sacarina o sacarosa). Los datos se
analizaron utilizando una prueba ANOVA de dos vias de medidas repetidas y la
prueba de comparaciones multiples Holm-Sidak. EI ANOVA mostré6 un efecto
significativo de las interacciones entre los grupos y los dias (Fesgss = 2.23,
p<0.001), un efecto debido a la sesion (Fizsss = 10.02, p<0.001) y efecto
significativo en el tratamiento (Fsgs = 19.68. p<0.001). Los animales que tenian la

solucion de sacarosa ad libitum, disminuyeron significativamente su consumo de
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alimento solido (pellets) durante todo el periodo de consumo cronico. No se
encontraron diferencias significativas en el consumo de alimento para los animales

con agua o sacarina ad libitum.

Consumo de alimento

504

-# Control-Sac

Control-Suc
—— Agudo-Sac
-+ Agudo-Suc
-~ Cronico-Sac
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Figura 16. Consumo de alimento sélido (pellets) durante la etapa de consumo crénico. En el eje de
las ordenadas se muestra la media £+ SEM del consumo de alimento sélido (pellets) de los grupos.
El grupo Cronico-Suc disminuyd significativamente su consumo de alimento so6lido. * p< 0.001.
ANOVA de dos via de medidas repetidas, prueba post hoc Holm-Sidak. Consumo de agua:
Control-Sac, Agudo-Sac, Control-Suc y Agudo-Suc. Consumo de sacarina al 0.1% (Crdnico-Sac) y

de sacarosa al 10% (Cronico-Suc).

7.1.2.3 — Efecto en la ingesta calorica diaria

La Figura 17 muestra la ingesta caldrica diaria durante la etapa de consumo
cronico. Las calorias ingeridas fueron calculadas como una suma entre las
calorias provenientes del alimento y del liquido. El alimento sdlido (pellets) aporta
3.36 kcal/gr. Con lo que respecta al liquido, para los grupos que consumieron
tanto agua como sacarina se considera solamente el aporte energético provisto

por la comida solida ya que el agua y la sacarina, edulcorante si contenido
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calorico, tienen un aporte nulo. Para el grupo Cronico-Sacarosa (Crénico-Suc),
ademas del aporte energético de la comida sélida se calcul6 el aporte energético
provisto por la solucion de sacarosa. El aporte energético de la sacarosa es de 3.9
kcal/gr y al ser una solucion al 10%, cada ml de la solucion contenia 0.1 gr de
sacarosa. A partir del dia dos no se encontraron diferencias significativas entre el

grupo crénico-sacarosa y los otros grupos.

Ingesta caldrica diaria
2001
-# Control-Sac
Control-Suc
= —— Agudo-Sac
T 150-
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.§ -+~ Cronico-Sac
S gz
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50 1 ] 1 ] | I ) 1 ] ] ] ] 1 L) 7
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 dias

Figura 17. Ingesta caldrica diaria durante la etapa de consumo crénico. En el eje de las ordenadas
se muestra la media + SEM las calorias ingeridas durante el consumo crénico. Durante el primer
dia se observan diferencias significativas entre los grupos Control-Sac vs. Crénico-Suc pero a partir
del siguiente dia la ingesta caldrica diaria de todos los grupos es equivalente. * p< 0.001. ANOVA
de dos via de medidas repetidas, prueba post hoc Holm-Sidak. Consumo de agua: Control-Sac,

Agudo-Sac, Control-Suc y Agudo-Suc. Consumo de sacarina al 0.1% (Crénico-Sac) y de sacarosa
al 10% (Crénico-Suc).

Los datos se analizaron utilizando una prueba ANOVA de dos vias de medidas
repetidas y la prueba de comparaciones multiples Holm-Sidak. EI ANOVA mostro
un efecto significativo de las interacciones entre los grupos y los dias (Fesgss =

2.34, p<0.001), un efecto debido a la sesion (F13 8558 = 7.89, p<0.001) pero no en lo
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que respecta al tratamiento (Fses = 0.50. p=0.77). Durante el primer dia se
observan diferencias significativas entre los grupos Control-Sac vs. Cronico-Suc
pero a partir del siguiente dia, la ingesta calorica diaria de todos los grupos es

equivalente.

7.1.2.4 — Efecto en el peso

La Figura 18 muestra la ganancia de peso durante la fase de consumo crénico con
respecto al dia 4 de preferencia (dia previo al comienzo de la etapa de consumo
cronico). Se observa que aungue los animales con acceso a la sacarosa ad libitum
(Crénico-Suc) mantuvieron su ingesta calorica diaria de forma similar a los otros

grupos, aumentaron de peso significativamente.

Los datos se analizaron utilizando una prueba ANOVA de dos vias de medidas
repetidas y la prueba de comparaciones multiples Holm-Sidak. EI ANOVA mostré
un efecto significativo de las interacciones entre los grupos y los dias (Fesgss =
6.97, p<0.001), un efecto debido a la sesion (Fizgss = 741.36, p<0.001) y al
tratamiento (Fses = 11.39. p=0.77).

Peso

(4]
o
J

-# Control-Sac
Control-Suc

H
o
1

—— Agudo-Sac

w
o
1

—* Agudo-Suc

-- Cronico-Sac

N
o
1

-~ Croénico-Suc

Porcentaje de aumento de peso
2

o

LI L L L L L =
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 dias

Figura 18. Ganancia de peso durante la etapa de consumo crénico. En el eje de las ordenadas se

muestra la media + SEM del porcentaje de aumento de peso con respecto al dia 4 de preferencia
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(dia previo al comienzo de la etapa de consumo crénico). Se observa un aumento en el peso
corporal de los animales que consumieron la solucién de sacarosa ad libitum. * p< 0.001. ANOVA
de dos via de medidas repetidas, prueba post hoc Holm-Sidak. Consumo de agua: Control-Sac,
Agudo-Sac, Control-Suc y Agudo-Suc. Consumo de sacarina al 0.1% (Cronico-Sac) y de sacarosa
al 10% (Cronico-Suc).

7.2 — OBJETIVO 2: EVALUACION DE LA INHIBICION LATENTE
DEL CAS Y LA EXTINCION DE LA AVERSION DESPUES DE UN
CONSUMO CRONICO DE SABORES DULCES CON DIFERENTE
CONTENIDO CALORICO

Se evalud la inhibicion latente del CAS, asi como la extincion de la aversion
producidas por grupos con diferente grado de familiaridad (grupo control: O dias de
pre-exposicién, agudo: 4 dias de pre-exposicién y cronico 18 dias de pre-
exposicion). Si el dia de la prueba del CAS el sujeto no disminuia su consumo de
la solucion del sabor por debajo de los 4 ml, 30 minutos después del consumo se
le volvia a inyectar LiCl y 24 h después era probado nuevamente. El nimero

maximo de ensayos para asegurar el CAS fue de tres.

La figura 19 muestra la primera asociacion entre la solucion de sabor (sacarina o
sacarosa, estimulos condicionados) y la inyeccion i.p. de LiCl (estimulo
incondicionado), esto para los seis grupos. Los datos se analizaron utilizando una
prueba ANOVA de dos vias de medidas repetidas y la prueba de comparaciones
multiples Holm-Sidak. EI ANOVA mostré un efecto significativo de la interaccion
entre los grupos y los dias (Fs 132 = 5.410, p<0.001), al tratamiento (Fs 13, = 18.547,
p<0.001) y al tiempo (F1 132 = 185.283, p<0.001).
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Figura 19. Primer CAS. En el eje de las ordenadas se muestra la media £ SEM del consumo de
solucién de sacarina (Control-Sac n=12, Agudo-Sac n=12, Croénico-Sac n=12) y de sacarosa
(Control-Suc=12, Agudo-Suc n=12, Crénico-Suc n=12) durante la primera asociacioén entre el sabor
y la inyeccion de LiCl. * p< 0.001. ANOVA de dos, prueba post hoc Holm-Sidak.

Los grupos que requirieron de tres ensayos para reducir el efecto de inhibicion
latente fueron Agudo-Sac (n=8), Agudo-Suc(n=8), Cronico-Sac (n=12) y Crdnico-
Suc (n=12). Los datos se analizaron utilizando una prueba ANOVA de dos vias de
medidas repetidas y la prueba de comparaciones multiples Holm-Sidak. EIl ANOVA
mostro un efecto significativo de la interaccion entre los grupos y los dias (Fis 216 =
1.95, p=0.0135), al tratamiento (Fses = 11.39. p=0.77) y al tiempo (F = 741.36,
p<0.001). La prueba post hoc reveld que en el dia de adquisicion del CAS, los
consumos de los grupos Cronico-Suc y Crénico-Sac fueron diferentes. En el dia
dos (prueba 1) se encontraron diferencias significativas entre los grupos Agudo-
Suc y Cronico-Suc, y Crénico-Suc y Agudo-Suc. En la Extincion 1 se volvieron a
encontrar diferencias ente el grupo cronico-suc y el agudo-sac. Estas diferencias

significativas se observaron nuevamente en la tercera extincion.
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Figura 20. Condicionamiento de aversion al sabor y extincion para la sacarina y sacarosa.
(Experimento 1). En el eje de las ordenadas se muestra la media + SEM del consumo de solucion
de sacarina (Agudo-Sac n=8, Cronico-Sac n=12) y de sacarosa (Agudo-Suc n=8, Croénico-Suc
n=12) de los sujetos que recibieron tres ensayos de CAS. * p< 0.001. ANOVA de dos via de
medidas repetidas, prueba post hoc Holm-Sidak. Adg: Adquisicién. CAS: Condicionamiento de

aversion al sabor. Ext: Extincion.

En el dia de adquisicién, cuando se les present6 el sabor y 30 min después se les
inyecta el LiCl por primera vez, se observo que el grupo que consumié la solucién
de sacarosa durante el periodo cronico (crénico-suc) tiene mayor consumo que el
grupo que consumio la de sacarina ad libitum durante la etapa cronica (crénico-
sac). Si en las pruebas del CAS (CAS 1, CAS 2, CAS 3), los consumos estaban
por arriba del 50% del consumo en el dia de adquisicion, se presenta un efecto de
inhibicion latente debido a las pre-exposiciones con el sabor y se considera que el
sujeto no aprendié. En la primera prueba del CAS (CAS 1) se observo que todos
los grupos muestran una inhibicion latente pero ésta es mas marcada para los
grupos crénico (tanto con sacarina como con sacarosa). En la segunda prueba del
CAS (CAS 2), se observd que los grupos agudo tanto con sacarina como con

sacarosa (agudo-sac y agudo-suc) ya mostraron consumos por debajo de sus
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lineas de 50% aunque aun estan muy cercanas a ellas (por lo que se realiz6 una
tercera asociacion). En las pruebas 2 y 3 (CAS 2 y CAS 3), se observé una
tendencia de que los grupos cronicos consumen por arriba de los grupos agudos,
de forma similar al CAS 1, pero no se encontraron diferencias significativas. En el
periodo de extinciones, al dejarse de presentar el estimulo aversivo (inyeccion de
LiCl) se espera un aumento gradual en los consumos. En la Extincion 1 (Ext 1), se
observé la misma tendencia (consumo mayor de los grupos cronico en
comparacion a los grupos agudo) pero soOlo se observaron diferencias
significativas entre el grupo cronico-suc y el agudo-sac. En la Extincién 2 (Ext 2)
se mantuvo la tendencia pero no se observoé significancia. En la Extincion 3 (Ext 3)
se observé que el grupo crénico-suc tuvo un consumo mayor que los otros grupos,

alcanzando un valor significativo sélo con el grupo agudo-sac.

7.3 — OBJETIVO 3: EFECTO DE LA INYECCION DE CARBACOL
EN LA CORTEZA INSULAR DURANTE EL CAS

A diferencia de la prueba de CAS para sacarina y para sacarosa del objetivo 2, en
esta ocasion se utilizé un protocolo a dos probetas (una con la solucién de
sacarosa y otra con agua), por lo que el consumo se presenta en la Figura 21
como porcentaje del consumo de sacarosa con respecto al consumo total
(consumo de la solucion de sacarosa mas el consumo de agua). Los datos se
analizaron utilizando una prueba ANOVA de dos vias de medidas repetidas y la
prueba de comparaciones multiples Holm-Sidak. EI ANOVA mostréo un efecto
significativo de la interaccion entre los grupos y los dias (Fis186 = 2.15, p=0.0095),
al tratamiento (Fse; = 11.84. p<0.001) y al tiempo (Fsz 186 = 110.31, p<0.001). La
prueba post hoc revelé que en el dia de adquisicion del CAS todos los consumos

fueron equivalentes.

Las lineas en la Figura 21 corresponden al 50% del consumo del dia de la

adquisicibn 'y sus colores corresponden a los grupos experimentales
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respectivamente. Si en las pruebas del CAS (CAS 1, CAS 2, CAS 3), los
consumos estan por arriba del 50% del consumo en el dia de adquisicion, se
observa un efecto de inhibicién latente debido a las pre-exposiciones con el sabor

y se considera que el sujeto no aprendio.
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Figura 21. CAS después de la inyeccioén intercerebral de carbacol. En el eje de las ordenadas se
muestra la media + SEM del porcentaje de consumo de la solucién de sacarosa con respecto al
consumo total (consumo de agua mas consumo de sacarosa). Las lineas representan el 50% con
respecto al dia de adquisicion y su color corresponde a su grupo. *p< 0.001. ANOVA de dos vias
de medidas repetidas, prueba post hoc Holm-Sidak. Adqg: Adquisicién. CAS: Condicionamiento de
aversion al sabor.

En el dia 2 (prueba 1) se encontraron diferencias significativas de los grupos con
un consumo crénico de sacarosa: Cronico-Suc (vs Agudo-Carb, Control-Carb y
control-veh) y Croénico-veh (vs. Agudo-Carb, Control-Carb y Control-veh). Todos
los grupos muestran una inhibicion latente pero ésta es mas marcada para los
grupos cronico, El dia de la prueba 1 se observa que los animales de los grupos

vehiculo (agudo y cronico) consumen mas sacarosa que sus grupos carbacol,
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aunque esta diferencia no alcanza niveles significativos (no se observa un claro
efecto farmacoldgico). Los dos grupos que tuvieron un consumo cronico de la
solucibn de sacarosa (cronico-VEH y cronico-CARB) presentan consumos
mayores en todos los dias aunque la significancia aumenta en la prueba del CAS
3. En la prueba del CAS 2 los grupos Cronico-Carb (vs. Control-carb y control-
veh), Cronico-veh (vs control-carb y control-veh) y agudo veh (vs control-veh)
tuvieron diferencias significativas. Los grupos que recibieron sacarosa durante el
consumo cronico (cronico-VEH y cronico-CARB) muestran una mayor inhibicidon
latente que los otros grupos. Se observa una tendencia de disminucion de
porcentaje de consumo en los grupos infundidos con carbacol tanto agudos como

cronicos. Sin embargo, esta diferencia nunca fue significativa.

Con este protocolo de dos probetas se observa que los consumos de los animales
de los grupos cronicos nunca estan por debajo de sus lineas de 50% ni a la
tercera asociacion con el estimulo aversivo (a diferencia de lo observado para los
grupos crénico-sac y crénico-suc). Los animales de los grupos Agudo-VEH,
Croénico-VEH y Cronico-CARB no aprendieron durante este protocolo de CAS.

7.4 — OBJETIVO 4: EFECTO DE LA INYECCION DE CARBACOL
EN LA CORTEZA INSULAR DURANTE LA EXTINCION DE LA
AVERSION

En la Figura 22 se muestran los consumos en ml de los grupos durante el
protocolo de extincion. Los consumos se presentan en ml debido a que realizamos

una extincion de tipo forzada.

Los datos se analizaron utilizando una prueba ANOVA de dos vias de medidas
repetidas y la prueba de comparaciones multiples Holm-Sidak. EI ANOVA mostro
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un efecto significativo debido al tratamiento, (Fse> = 15.25, p<0.001), al tiempo

(F2,124 = 41.49. p<0.001) pero no a su interaccién (Fip 124 = 1.09, p=0.37).
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Figura 22. Extincion después de la inyeccion intercerebral de carbacol. En el eje de las ordenadas
se muestra la media + SEM del consumo de la soluciéon de sacarosa. Se observa que el grupo
cronico-veh extingue mas rapidamente. En los dias 1 y 2, el consumo del grupo crénico-CARB esta
significativamente por debajo del consumo de cronico-VEH. * p< 0.001. ANOVA de dos via de

medidas repetidas, prueba post hoc Holm-Sidak. Ext: Extincién.

En la primera prueba de extincion (Ext 1) se observa que los grupos infundidos
con carbacol muestran consumos menores que sus controles vehiculo. Entre el
grupo cronico-VEH y el Crénico-CARB se observaron diferencias significativas en
la Extincion 1 y 2. En el dia de Extincion 3 esta diferencia entre los grupos
carbacol y los infundidos con salina ya no es observada para ninguna de las tres
condiciones (control, agudo y croénico). Si observamos el comportamiento del
grupo cronico-VEH podemos hacer notar que sus consumos durante toda la etapa
de extincion se mantienen muy parecidos, a diferencia de los del grupo crénico-
CARB, gque en el dia de la Extincion 1 tiene un consumo significativamente por

debajo del grupo vehiculo pero para el dia 3 sus consumos son similares.
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7.5 — EXPERIMENTO ADICIONAL: ESTUDIO DE ANSIEDAD

7.5.1 — Tiempo en brazo abierto en el dia 8 de aclimatacion

La Figura 23 muestra el tiempo que pasaron los animales del grupo al que se le
realizd la prueba el dia 8 de aclimatacion (grupo AC) en el brazo abierto del
laberinto en cruz (4 patas). Los datos fueron analizados con la prueba U de Mann-
Whitney (U= 71, p=0.977), no se encontraron diferencias significativas entre los

dos grupos.
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Figura 23. Tiempo que pasaron los animales en el brazo abierto del laberinto en cruz en el dia 8 de

aclimatacion.

En este punto del protocolo ambos grupos sélo habian recibido agua por lo que se

esperaba que sus tiempos en el brazo abierto fueran equivalentes.
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7.5.2 - Tiempo en brazo abierto en el dia de la adquisicion del
CAS

La Figura 24 muestra el tiempo que pasaron los animales del grupo al que se le
realizo la prueba el dia de la adquisicién del CAS (grupo ADQ) en el brazo abierto
del laberinto en cruz (con las 4 patas en uno de los dos brazos abiertos). Los
datos fueron analizados con la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney (U= 37,
p=0.046), el grupo crénico disminuyd significativamente su tiempo en el brazo
abierto con respecto al grupo control (Control n=12, Crénico n=12).
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Figura 24. Tiempo que pasaron los animales en el brazo abierto del laberinto en cruz en el dia de
la adquisicion del CAS. * p< 0.050. U de Mann-Whitney.

7.5.3 Tiempo en brazo abierto en el dia de la tercera prueba de

extincion

La Figura 25 muestra el tiempo que pasaron los animales del grupo al que se le
realizé la prueba el dia de 3 de extincion en el brazo abierto del laberinto en cruz

(con las 4 patas en uno de los dos brazos abiertos). No se encontraron diferencias
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entre los dos grupos (Control n=12, Crénico n=11). Los datos fueron analizados
con la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney (U= 58, p=0.644), no se

encontraron diferencias significativas entre los dos grupos.
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Figura 25. Tiempo que pasaron los animales en el brazo abierto del laberinto en cruz en el dia 3 de

las extinciones.

Los resultados encontrados en la prueba el dia de la adquisicién y en el dia final
nos sugieren que el nivel de ansiedad es mayor mientras mas cercana esté la

prueba a la culminacion del periodo de consumo crénico.
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8 - DISCUSION

El primer objetivo de esta tesis fue conocer si el contenido calorico del sabor dulce
tiene algun efecto sobre la conducta de ingesta, es decir, si los sabores dulces con
aporte energético como la sacarosa inducen mayor preferencia de consumo que

aguellos que no lo tienen, como es el caso del edulcorante sacarina.

En este sentido, primero se buscé determinar si los sujetos mostraban una mayor
preferencia por la sacarosa o por la sacarina antes del consumo crénico, por lo
cual, se evalué el consumo de sacarosa 0 sacarina con respecto al total
consumido (solucion de sabor dulce mas agua). Durante los dos primeros dias del
protocolo de preferencia, el grupo al que se le dio a elegir entre agua y la solucion
de sacarosa consumio un porcentaje mayor de ésta con respecto al porcentaje de
consumo de la solucion de sacarina del grupo al que se le dio solamente a elegir
entre la solucion de sacarina y agua (Figura 14). Para los dias 3 y 4 esta diferencia
ya no fue significativa. Por lo anterior, podemos concluir que los sujetos prefieren
por igual una soluciébn de sacarina que una de sacarosa y que el consumo
diferencial de los primeros dias se debe a un efecto de neofobia. El efecto de
neofobia a la sacarina se ha reportado en numerosas ocasiones (Fitzgerald y
Burton, 1983; Neath et al., 2010; Lin et al., 2012), se cree que es debido a que la
sacarina es un edulcorante que, aunque es dulce, tiene un componente amargo, a
diferencia de la sacarosa. En dias posteriores a este primer contacto con la
sacarina, se observa una atenuaciéon a la neofobia reflejada en un aumento
creciente del porcentaje de consumo de la solucién de sacarina lo que revela una
memoria incidental apetitiva. ElI hecho de que para los dias 3 y 4 no se observasen
diferencias entre el consumo de ambas soluciones dulces con respecto al
consumo total nos sugiere que el contenido calérico no juega un papel
determinante cuando la preferencia se prueba después de consumos cortos (20

min) a lo largo de pocos dias.
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Siguiendo con el primer objetivo que era evaluar la preferencia de consumo entre
sabores dulces con diferente contenido caldrico, se evaluaron los pardmetros de
liguido y alimento consumido, ingesta caldrica diaria y peso corporal de los sujetos
durante un periodo de 14 dias. Con lo que respecta al consumo de liquido, se
observa que los sujetos con acceso ad libitum incrementa el consumo de la
solucion de sacarosa a lo largo de los 14 dias a diferencia de los sujetos con
acceso a la solucion de sacarina o agua ad libitum que presentaron consumos
similares y estables (Figura 15). La diferencia entre el consumo de sacarosa y
sacarina sugiere que el contenido calorico, no el sabor dulce, es el que puede

estar desencadenando el consumo exacerbado.

El grupo que tuvo acceso a la solucion de sacarosa ad libitum consumio
significativamente menos alimento solido que los grupos con acceso a la solucién
de sacarina o agua (Figura 16). Esta disminucién en el consumo de alimento
sélido consumido se puede interpretar como un efecto compensatorio por las
calorias que los sujetos ya estaban consumiendo por medio de la solucion de
sacarosa. Lo anterior también se sustenta en el hecho de que la ingesta cal6rica
total diaria se mantuvo para todos los sujetos (Figura 17); los que consumieron la
solucion de sacarosa lo hicieron en gran cantidad pero al mismo tiempo
disminuyeron su consumo de alimento sélido, lo que concuerda con lo

previamente reportado por Avena y colaboradores (2008).

Con lo que respecta al peso corporal, se observdo que los animales que
consumieron la solucién de sacarosa aumentaron significativamente su peso. Esto
se contrapone con trabajos de Avena et al. (2008) y Martinez-Moreno et al. (2009)
donde reportan que los animales no difieren en peso, gracias a un correcto
balance en su ingesta calorica. En nuestro caso, también se observa un balance
en la ingesta caldrica diaria y sin embargo, se observdO un aumento de peso.
Probablemente esta observacion se deba a un desbalance metabdlico al
convertirse estos azucares en grasa y por ende, incrementar el peso corporal. La
sacarosa es desdoblada por la enzima sacarasa en sus monosacaridos

constitutivos, glucosa y fructosa. Se han reportado también elevados niveles de
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triglicéridos en ratas que han sobrellevado una dieta de sacarosa (Fukuchi et al.,
2004). Estamos en espera de andlisis del nivel de triglicéridos en ratas que han

realizado este consumo cronico para poder ampliar esta discusion.

Los resultados obtenidos al medir el consumo de liquido, consumo de alimento
sélido y peso corporal reflejan que el contenido cal6rico si juega un rol importante
cuando se considera un tiempo prolongado. Los sujetos incrementan su consumo
de la solucién de sacarosa (con contenido calorico) a lo largo de los dias lo cual
tiene un efecto directo en el consumo de alimento sélido haciendo que este

disminuya y se ve reflejado en el aumento de peso corporal.

El segundo objetivo de esta tesis era evaluar la intensidad de la inhibicién latente a
través del CAS inducida por el consumo cronico de sabores dulces con diferente
contenido calérico asi como evaluar la extincién de la aversion. En la Figura 19 se
puede observar cobmo en la primer prueba de CAS hay un efecto diferencial en el
aprendizaje que es dependiente del grado de pre-exposicion a los sabores dulces.
Tanto los sujetos agudos como crénicos (4 y 18 dias de pre-exposicion
respectivamente) de los grupos de sacarina y sacarosa muestran una inhibicion
latente, mientras que los sujetos control de ambos grupos (sin pre-exposicion al
sabor) claramente estan aprendiendo a asociar el sabor con la consecuencia post-
ingestinal negativa, esto se puede observar debido a que su consumo de sabor el
dia de la prueba esta por debajo del 50% con respecto al dia de la adquisicion
(criterio utilizado por nuestro laboratorio). Aunque los grupos agudos también
mostraron el efecto de inhibicién latente, se observa que su nivel de consumo el
dia de la prueba esta por debajo significativamente con respecto a los grupos
cronicos, esto se observa de forma similar tanto para los grupos de sacarina y
sacarosa. Lo anterior nos puede estar indicando que el grado pre-exposicion a
estos sabores positivamente hedonicos se ve reflejado en la capacidad de
asociacion con el estimulo aversivo y que el contenido calérico no esta jugando un
papel importante en este punto. Por criterio, se decidié no realizar una nueva
asociacion con el estimulo si los sujetos llegaban a 4ml de consumo del sabor el

dia de la prueba, siendo un maximo de 3 asociaciones con el estimulo aversivo
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para posteriormente comenzar con el protocolo de extincion de la aversion. De tal
forma, el total de sujetos que tuvieron acceso ad libitum ya sea a la solucién de
sacarosa 0 a la de sacarina requirieron el nimero maximo de ensayos de
entrenamiento para aprender (Figura 20). Los sujetos de los grupos agudos (4
dias de pre-exposicion) aprendieron a asociar el sabor con el estimulo aversivo
desde la segunda asociacion. Lo anterior se puede interpretar en el sentido de que
durante un consumo cronico de una solucion altamente preferida como la sacarina
y la sacarosa, se forma una memoria apetitiva robusta y por tanto una sola
asociacion posterior con un estimulo aversivo no produce un nuevo aprendizaje.
Se requieren un numero mayor de asociaciones para que los sujetos lleguen a

aprender.

Por otro lado, lo que sucedi6 en la extincion nos parecié muy interesante. Durante
el re-aprendizaje, i.e. la extincion de la aversion, se observo que los sujetos que
tuvieron acceso a la solucion de sacarosa durante el periodo de consumo crénico
extinguieron la memoria aversiva mas rapidamente con respecto a los que
tuvieron acceso a la solucién de sacarina. La recuperacion de la memoria segura
asociada con la solucion de sacarosa se produjo mas rapidamente. Lo anterior nos
sugiere que el contenido cal6rico tiene un efecto diferencial en los procesos de

formacion de nuevas memorias gustativas y el re-aprendizaje.

La evidencia recolectada en los objetivos 1 y 2, en particular lo encontrado con
respecto al re-aprendizaje seguro, sugiere que mas alla del sabor dulce, el
contenido cal6rico va a estar guiando la conducta de ingesta a largo plazo y la
forma en como los sujetos re-aprenden y obtienen nuevos aprendizajes. Debido a
lo anterior, para los objetivos 3 y 4 optamos por observar el efecto del consumo
cronico de sacarosa en el CAS y durante la extincion de la memoria de aversion

sobre el sistema colinérgico, a través del agonista colinérgico carbacol.

Para el objetivo 3 se evalud la inhibicion latente producida por un consumo

cronico de una solucién de sacarosa y el efecto del agonista carbacol antes de la
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adquisicion del CAS. Los resultados (Figura 21) mostraron que el consumo crénico
de 14 dias de la solucién de sacarosa induce una representacion robusta de la
memoria apetitiva, que altera la respuesta colinérgica en la corteza insular. Estos
resultados sélo muestran un efecto de los grados de pre-exposicion que ya se
habian discutido previamente pero no se observa un efecto de carbacol en
ninguna de las tres condiciones de pre-exposicion (control=0 dias, agudo=3 dias y
cronico=20 dias). Nosotros esperdbamos observar un efecto del carbacol al
menos en el grupo control. Clark y Bernstein en 2009 demostraron que el carbacol
podia remedar la sefial colinérgica y aunque las ratas tuvieran una pre-exposicion
a la sacarina, de tal forma que el sistema colinérgico estaba reemplazando la
sefial de familiar-seguro por la de novedoso. Lo anterior nos sugiere que
probablemente el contenido calérico esta interviniendo con este procesamiento
aunque para obtener una conclusidbn mas clara se deberia variar la dosis de
carbacol. La dosis que utilizamos nosotros de carbacol fue la misma que la
descrita en el protocolo de Clark y Bernstein. En retrospectiva, consideramos que
hubiera sido importante realizar una curva dosis respuesta para nuestras

manipulaciones farmacoldgicas.

Es importante también tomara consideracién los resultados del estudio de
ansiedad que realizamos en las ratas después del consumo crénico de sacarosa
con respecto a sus consumos elevados durante las pruebas del CAS. Se ha
demostrado que el estrés tiene influencia en los aspectos tanto hedénico como
homeostético de la ingesta de alimentos (Lu et al., 2006; Lutter et al., 2008). En el
experimento adicional para conocer si nuestro protocolo de privacion de un
consumo crénico de sacarosa estaria elevando el nivel de ansiedad de nuestros
sujetos, se encontré que los sujetos que consumieron la solucién de sacarosa
durante el periodo crénico disminuyeron significativamente su tiempo en el brazo
abierto del laberinto elevado cuando la prueba se realizo en el dia de adquisicion
del CAS, lo cual se puede interpretar como ansiedad (Figura 24). Lo encontrado
nos sugiere que los niveles de ansiedad son alterados por un consumo crénico de

sabores apetitosos posterior a su interrupcion inmediata; la elevacion en la

66



ansiedad, sin embargo, al parecer disminuye con el paso del tiempo ya que no se
volvieron a encontrar estas diferencias cuando la prueba se realiz6 en dias
posteriores (prueba en dia de la tercer prueba de extincion, ver Figura 25). Aun
queda por describir los efectos de consumos intermitentes y el retiro total de
sabores apetitosos en la ansiedad. Aunado al estrés por la privacion del consumo
cronico de sacarosa, también la inyeccion de LiCl induce un aumento en la
ansiedad, esto sin embargo puede minimizarse debido a que todos los grupos

fueron igualmente inyectados.

Los resultados del efecto del carbacol durante la extincion de la memoria aversiva
indican que aunque el consumo cronico de sacarosa induce una representacion
robusta de la memoria apetitiva del sabor, la manipulaciéon colinérgica cortical si
modifica el re-aprendizaje durante la extinciébn. Se ha mostrado que el consumo
cronico acelera el proceso de extincibn ya que la memoria apetitiva esta
sumamente consolidada. En este protocolo fueron necesarias tres sesiones de
extincion para que los sujetos tratados con carbacol equilibraran sus consumos

con respecto a los sujetos control.

En conjunto, los resultados sugieren que la actividad colinérgica en la corteza
insular cambia tras haberse formado una representacién robusta a un sabor
altamente apetitoso y con contenido calérico como la sacarosa; asimismo, la
actividad colinérgica es diferente durante la formacién de un nuevo aprendizaje
aversivo en comparacion con la actividad colinérgica durante el re-aprendizaje

donde el sabor no tienen consecuencias post-ingestionales negativas.

67



9 - CONCLUSIONES

1. El contenido calérico, mas que el sabor dulce, juega un rol importante que
va a guiar la conducta de incremento de la ingesta durante un consumo

crénico.

2. El consumo crénico (14 dias) de una solucién de sacarosa induce una
mayor inhibicion latente del CAS y acelera el proceso de extincion de la
aversion con respecto a un consumo cronico de solucién de sacarina (14

dias).

3. El consumo cronico de sacarosa induce una representacion robusta de la
memoria apetitiva del sabor e impide que la manipulacién farmacolégica
con el agonista colinérgico carbacol remede en el sistema la sefal de

novedad.

4. Posterior a un consumo crénico (14 dias) de sacarosa, la inyeccion del
agonista colinérgico carbacol antes de la adquisicion del CAS modifica el

re-aprendizaje durante la extincion.

5. La privacion del consumo crénico de sacarosa produce un incremento en el

nivel de ansiedad pero conforme el tiempo avanza este efecto disminuye.
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