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RESUMEN

En el cerebro se encuentran neuronas que son activadas por un gran
namero de estimulos externos, dentro de esas neuronas existe una red
neuronal llamada neuronas que monitorean glucosa (“Glucose-
monitoring neurons”). La deteccion de los distintos niveles de glucosa
periférica es quiz4 una de las funciones mas importantes para el
cerebro, ya que la glucosa es la Unica y casi exclusiva fuente de
energia. Por lo que su deteccion esta mediada por una red neuronal
bastante amplia la cual estd especializada en detectar los niveles de
glucosa extracelular de manera que ante la presencia de ésta, modulan
su frecuencia de disparo; haciendo que se incremente su frecuencia de
disparo “Glucose-excited neurons (GE)” o disminuya “Glucose-inhibited
neurons(Gl).” De igual forma se ha reportado que algunas neuronas del
ndcleo accumbens (en su parte Shell y Core) son neuronas GE o Gl.
Por otra parte, se han identificado neuronas que son moduladas
durante la ingesta de alimento liquido (Ensure®). Sin embargo, se
desconoce si las neuronas moduladas durante la ingesta de comida son
las mismas que se modulan con los distintos niveles de glucosa. Para
contestar esa pregunta, en esta tesis decidi realizar registros
mutielectrodo del NAcS e infundir a través de una sonda intragastrica
diferentes concentraciones de D-glucosa o durante el consumo de 10
mL de Ensure, al mismo tiempo se realizaron diversas mediciones de
glucosa en sangre de la carétida durante puntos clave del experimento.
Todo esto con la finalidad de correlacionar los niveles periféricos de
glucosa (en ausencia de alimento y con alimento) con la actividad
eléctrica de los distintos tipos neuronales del NAcS. Nuestros
resultados demostraron, contrario a nuestras expectativas, que las
neuronas del NAcS no son capaces de censar los niveles periféricos de
glucosa y por lo tanto, no modularon su frecuencia de disparo en
funcién de los distintos niveles de glucosa periférica inducidos por
comer ensure o por las distintas inyecciones de D-glucosa, pero como
era de esperarse si se observd que se activaban e inactivaban durante
la ingesta de ensure y/o durante las transiciones de vigilia-suefio.
También encontré que las neuronas putativas espinosas de tamafio
medio (pMSN), las interneuronas putativas de disparo rapido (pFSl) y
las interneuronas putativas de acetiltransferasa (pChATs) mostraron



modulacién ante las transiciones de suefio como de ingesta de ensure.
Sin embargo, su frecuencia de disparo no fue modulada por los distintos
niveles de glucosa periférica causados por comer Ensure. Por lo tanto
concluimos que la inhibicion neuronal observada en el NAc durante la
conducta de ingesta no se puede atribuir a los cambios en glucosa
periférica inducidos por comer.



ABSTRACT

The brain contains neurons that are modulated by different sensory
stimuli, however they also respond to different levels of peripheral
sucrose, these neurons are named glucose-monitoring neurons.
Detection of glucose is perhaps the most vital function of the brain since
it is the only source of energy of the brain. Thus the glucose detection is
mediated by a large neural circuit that is specialized in detecting
extracellular glucose levels so they respond to the presence of glucose
by modulating their firing rate, either by increasing it, called "Glucose-
excited neurons (GE)" whereas others are inhibited by glucose so they
are named "glucose-inhibited neurons (Gl)." It has been reported that
neurons in the nucleus accumbens (in both Shell and Core subregions)
contains both GE and GI neurons. On the other hand we have recently
identified neurons that are modulated during liquid intake of Ensure ®
chocolate flavor. However, it is unknown whether the neurons that are
modulated during food intake are the same that are tracking changes in
glucose levels. To address this question we perform multichannel
recordings of ensembles of neurons in the NAc shell while freely moving
animals received intragarastric infusions of different concentrations of D-
glucose and when they feed themselves with 10 mL of Ensure.
Throughout the session we also measured the glucose levels from blood
samples from the carotid artery. We found that neurons in the nucleus
accumbens shell were unable to sense peripheral glucose levels
induced by drinking Ensure. Nevertheless, we observed that a large
proportion of NAc neurons were indeed activated and inactivated during
Ensure intake and / or sleep transitions. We found that putative medium
spiny neurons (pMSN), putative fast spiking interneurons (pFSI) and
choline putative acetyltransferase interneurons (pChATs) showed
modulation by transitions to sleep and ensure intake but again none of
the interneurons or putative MSNs seems to be modulated by
physiological variations on glucose levels produced by drinking Ensure.
Thus we conclude that neuronal inhibition in the NAc Shell observed
during feeding behavior is not evoked by increasing peripheral glucose
levels.
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1. INTRODUCCION

Una de las funciones fisiolégicas méas importantes para el cerebro es
la regulacion de la homeostasis energética (Routh, 2002) De tal forma
que la deteccion de los cambios en los niveles de glucosa periféricos
constituye el primer paso para mantener esta homeostasis. Para
mantener esta homeostasis existen neuronas que se activan y otras
que se inhiben ante la presencia de distintos niveles de glucosa
extracelular. Se piensa que la regulacién energética involucra un
circuito neuronal distribuido que incluye una amplia gama de regiones
del cerebro, entre ellas se encuentra principalmente al hipotalamo,
amigdala, tallo cerebral y nucleo accumbens (Burdakov, Luckman, &
Verkhratsky, 2005). Adicionalmente todas estas regiones son
importantes en la regulaciéon de la ingesta de alimento y del peso
corporal.

El principal interés para este proyecto es el nucleo accumbens
(NAc), ya que es una estructura del sistema limbico y del sistema de
recompensa involucrada en la regulaciéon de conductas relacionadas
con la motivacion para obtener una meta, asi como en la regulacion de
la alimentacién (Zoltan Karadi & Robert Egyedl, 2004). La participacion
del NAc en la alimentacidon se debe en gran medida a que en su parte
Shell, posee proyecciones reciprocas al hipotalamo lateral (HL), esta
Ultima esté involucrada en la regulacion del suefio, el metabolismo y la
alimentacion (Kelley & Swanson, 1997).Estudios farmacoldgicos indican
que la inhibicibn farmacolégica del NAc shell (la cual manda
proyecciones GABAérgicas al HL y por lo tanto podria desinhibir y
activar al HL) promueve que un animal saciado coma de mas (Kelley,
Baldo, & Pratt, 2005; Stratford & Kelley, 1997). Otra funcion muy

importante de las neuronas de NAc es que también modulan su
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actividad durante el suefio, un porcentaje de estas es activada, pero la
mayoria de ellas se inactivan durante el suefio, asi como también
durante la ingesta de alimento (Ensure®, sabor chocolate), el cual es un
producto que posee una gama amplia de nutrientes, principalmente
carbohidratos, los cuales se descomponen mayoritariamente en
glucosa. Ya que el Ensure es un alimento muy complejo cabe la
posibilidad de que las neuronas que se modulan durante la alimentacion
estén respondiendo a un incremento de glucosa periférico inducido por
el consumo de Ensure y no a la conducta de ingesta per se (Tellez,
Perez, Simon, & Gutierrez, 2012). Para retar esta hipoétesis, en esta
tesis lleve a cabo un experimento con el fin de evaluar si la modulacién
de la actividad neuronal del nacleo accumbens shell observada durante
el consumo de Ensure®, se debe al incremento de glucosa periférica.
Para este fin realizamos registros multielectrodo para medir los
potenciales de acciébn extracelular de ensambles neuronales
(conformados por los 3 principales tipos neuronales del NAc: pMSN,
pFSI, pChAT, ver mas adelante por definiciones) en animales en libre
movimiento que recibieron distintas inyecciones intragastricas de
glucosa y que posteriormente se alimentaron con 10 mL de Ensure.
Nosotros encontramos que las neuronas del NAc Shell efectivamente
son moduladas durante la alimentacion y suefio de ondas lentas (SWS)
(Tellez et al., 2012), sin embargo y para las dosis que administramos,
nuestros resultados indican que las neuronas del NAc no detectan
cambios de glucosa periférica a niveles fisiologicos. Por lo tanto
concluimos que las neuronas del nucleo accumbens shell no estan
encargadas, 0 no parece que jueguen un papel determinante en la
homeostasis glicémica a nivel sistémico inducidas por la alimentacion,
pero si forma parte del circuito de alimentacion, via hipotalamo lateral y

por circuitos de suefio-vigilia.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Glucosacomo sefial control para su homeostasis

La glucosa es una sefal regulatoria muy importante para el
organismo, ya que controla la secrecion de hormonas de varias células
endocrinas y activa neuronas en el sistema nervioso central y
periférico(Levin, 2002). Como se puede observar en la Figura 1, la
primera fase de absorcion de la glucosa ocurre en la boca, activando
receptores al sabor,TIR2-T1R3,(Chandrashekar, Hoon, Ryba, & Zuker,
2006) los cuales estimulan la secrecion de insulina, pasa a intestino y
desencadena la liberacion de incretinas como GIP (Polipétido
insulinotrépico dependiente de glucosa) y GLP-1 (Péptido-1 parecido al
glucagon) a partir de células Ky L, respectivamente (Figura 1; ver paso
2)(Deacon, 2005). La entrada de glucosa en la vena hepato-portal
activa sensores que estan unidos a nervios aferentes que proyectan al
tallo cerebral y al hipotalamo. En higado permite el almacenamiento de
glucogeno; esto desencadena un incremento de glucosa en sangre que
a su vez facilita la secrecion de insulina y la supresion de glucagon. A
nivel de sistema nervioso central, la glucosa regula a neuronas
sensibles a ella, ubicadas en mayor proporcién en tallo cerebral y en el
ndcleo arcuato del hipotalamo, ya que ambas regiones contienen una
barrera hematoencefalica fenestrada y por tanto son los principales
centros de interaccion directa entre la periferia y el SNC  (Marty,
Dallaporta, & Thorens, 2007).

La deteccidén de una hipo e hiperglicemia constituye el primer paso
para la homeostasis glicémica, seguido de una secuencia de reacciones
que regresan a los niveles plasmaticos glicémicos normales (5-8 mM)

(Guillod-Maximin, Lorsignol, Alquier, & Penicaud, 2004). De hecho, una
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hipoglicemia plasmatica puede causar una disminucion de los niveles
glicémicos en cerebro de 0.2-0.5 mM (Karnani & Burdakov, 2011). Esto
genera una respuesta contrarregulatoria, donde la secrecion de
glucagon (por parte de las células a del pancreas), catecolaminas y la
produccion de glucosa en higado son estimuladas a través de nervios
simpéticos, aunque también la hipoglicemia induce que el sujeto se
alimente de forma voraz (Marty et al., 2007).

ORAL CAVITY
Taste receptors

Cephalic phase of

CENTRAL NERVOUS SYSTEM insulin secretion
Brainstem glucose sensing neurons; INTESTINE
Hypothalamic glucose sensing neurons VAN Gluco-incretin secretion
K-Cells (GIP)
Glucose utilization and L-Cells (GLP-1)
production, pancreatic hormone Enteric nervous system
secretion;
Counterregulation, Potentiation of insulin secretion;
Feeding behavior, energy Increase in beta-cell mass;
expenditure : Regulation of feeding?
6 2
ENDOCRINE PANCREAS Sccss
Beta cells (insulin) HEPATOPORTAL VEIN
Alpha cells (glucagon) 5 3 GLUCOSE SENSOR
4
Glucose utilization or production Glucose utilization by
by liver, muscle, fat; peripheral tissues;
Control of feeding (insulin) A4 Inhibition of counterregulation;
LIVER Termination of food intake
Glucose phorphorylase
Glycogen synthase (G6P)
CHREBP
LXR(?)
Glucose storage and
conversion to fat;
Cholesterol biosynthesis

Figura 1 Multiples eventos generados por una absorcién de glucosa. Desde la activacion
de receptores al sabor hasta llegar al sistema nervioso central (1-6). GIP: Polipétido
insulinotrépico dependiente de glucosa; GLP-1: Péptido-1 parecido al glucagon;
CHREBP: Carbohidrato responsable de la unién proteica el cual se transloca al
nucleo y activa la expresion de genes involucrado en la glucdlisis y sintesis de acidos
grasos; LXR: Receptor nuclear activado por la glucosa para la sintesis de colesterol
(Marty et al., 2007)
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Una comida incrementa los niveles glicémicos en sangre y por tanto,
también en el cerebro, pero el grado en que esto sucede depende de
los alimentos. La capacidad de los alimentos para incrementar los
niveles glicémicos es conocido como indice glicémico (Jenkins et al.,
1981). Particularmente, una comida alta en proteinas o0 grasa
generalmente posee bajos indices glicémicos en comparacion con los
alimentos ricos en carbohidratos. Otra fuente de glucosa es la
produccion endbégena por parte del higado, la cual es controlada por
hormonas secretadas por el pancreas (glucagén e insulina) y en menor
medida, por inervaciones auténomas (Puschel, 2004). La insulina
(secretada por células B del pancreas) y las inervaciones
parasimpéticas incrementan la recaptura de glucosa en higado y por
tanto, la sintesis de glucégeno; mientras que el glucagén y las
inervaciones simpaticas promueven la glucogendlisis, gluconeogénesis
y por tanto, la liberacién de glucosa (Figura 2)) (Karnani & Burdakov,
2011).

|
High blood sugar !

Raises blood sugar Promotes
insulin

release

Stimulates glycogen
breakdown
== | Glucagon |

\\

Pancreas

Stimulates Insulin / ]

glycogen formation
/ Stimulates /
glucose /

/ e\%le uptake /
Tissue cells from Promotes
Lowers blood sugar blood j/ glucagon
/ release
Low blood sugar

Copyright @ 2001 Banjamin Cummings. an imprint of Addison Wasley Longman, Inc.

Figura 2 Metabolismo y regulacién de glucosa. Durante una hipoglicemia, se
genera una respuesta contrarregulatoria, en la cual el pancreas secreta glucagén y
estimula la degradacion de glucdgeno. A la par, se regula este proceso por la insulina,
manteniéndose la homeostasis glicémica.
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2.2. Relacioén entre niveles de glucosa periféricay glucosa

central

A pesar de las limitaciones que implican los métodos para medir
glucosa extracelular en el cerebro, se ha demostrado que los niveles de
glucosa en varias regiones del cerebro son mas bajas en comparaciéon
que los niveles plasmaticos(Karnani & Burdakov, 2011) (Routh, 2002)
Los niveles glicémicos a nivel periférico oscilan entre 5-8 mM, lo cual es
correspondiente a 1-2.5 mM en cerebro (Figura 3) Esto es comparable
con estudios en donde se midid la glucosa por medio de microdialisis,
dando valores entre 0.7-1.2 mM en el cerebro, mientras que a nivel
plasmatico fue de 5 mM (McNay & Gold, 1999). Cuando los niveles
plasmaticos caen de 2-3 mM durante una hipoglicemia, e.g., inducida
por un inyeccion de una unidad de insulina, se ha demostrado que los
niveles en el cerebro caen alrededor de 0.5 mM. Ya que la glucosa
plasmatica posterior a la ingesta de alimentos, oscila entre 15-17 mM,
es de esperarse que el cerebro alcance valores cercanos al 4 mM (ver
Figura 3) (Routh, 2002).

hyperglycemia

EC Brain
Elucose E

(mm) meal to meal variation

14

counter-regulatory response

anoxia g
2 4 & 8 10 12 14 16 18
mg/dk: 50-60 B0-120  >140

Plasma Glucose (mM)
Figura 3 Niveles de glucosa extracelular en cerebro y a nivel plasmético.
Se muestran los niveles glicémicos alrededor de 2-3 mM corresponden a la
iniciacion de una respuesta contrarregulatoria. Entre 5-8 mM de glucosa en
plasma se observa durante lapsos de comida-comida. Valores mayores a 8
mM de glucosa plasmética, es indicativo de hiperglicemia (Routh 2002)
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Sin embargo, estudios de microdialisis han demostrado que los
niveles de glucosa no son homogéneos en diferentes partes del cerebro
(McNay, McCarty, & Gold, 2001; Routh, 2010). Por ejemplo, McNay
(2001) demostré que en la zona de hipocampo de ratas adultas
Sprague-Dawley y bajo condiciones basales en estado despierto los
niveles de glucosa era de ~1 mM, mientras que en zona del estriado, se
observaron valores de 0.7 mM, cuando los niveles plasmaticos fueron
~5 mM. Por otra parte, durante la realizacion de pruebas de memoria
espacial en ratas adultas Spague-Dawley, los niveles glicémicos en
hipocampo disminuyeron al 32% con respecto a los estados basales,
mientras que en zonas del estriado, los niveles no se vieron afectados.
Interesantemente cuando se inyectd glucosa (250 mg/Kg i.p.) a nivel
sistémico, no se vio afectado los niveles glicémicos tanto en el
hipocampo como en estriado, durante el rendimiento de la prueba. Esto
indica una disociacién entre el cerebro y los niveles plasmaticos de
glucosa en regiones especificas del cerebro, asi mismo sugiere que en
distintas regiones del cerebro existe la capacidad de mantener niveles
estables de glucosa independientemente de los niveles periféricos de
glucosa (McNay, Fries, & Gold, 2000; McNay & Gold, 1999; McNay et
al., 2001).

Por otro lado, muchos estudios han demostrado que la inyeccién de
glucosa intracarétida a concentraciones (9 mg/kg) que no modifican la
glicemia periférica, inducen activacion de c-fos en hipotdlamo, en el
ndcleo arcuato y genera una rapida secrecion de insulina, indicando
gue esta area del cerebro censa y regula la homeostasis de glucosa,
independientemente de sensores periféricos (Guillod-Maximin et al.,
2004). También indican que con una vagotomia se previene esta
regulacion, confirmandose que el pancreas controla ambos sistemas:

central y autbnomo (Atef, Ktorza, & Penicaud, 1995).
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En otros estudios publicados se ha encontrado que inyecciones
intravenosas de glucosa modifica la actividad eléctrica de algunas
neuronas localizadas en el Hipotalamo Ventromedial (VMH) y en HL.
Mediante registros de patch-clamp se han identificado neuronas que
son sensibles a glucosa, las cuales modifican su actividad neuronal
ante la presencia de glucosa extracelular, incluyendo Nucleo Arcuato
(ARC) e VMH. Todos estos resultados indican que existen ensambles
neuronales que se encargan de censar los niveles periféricos y que son
modulados ante estas variaciones (Deacon, 2005; Karnani & Burdakov,
2011; Marty et al., 2007; Routh, 2002).

2.3. Neuronas que monitorean glucosa

Las neuronas que monitorean glucosa se han definido como
aguellas que alteran su frecuencia de disparo en respuesta a cambios
de glucosa extracelular a niveles hipo o hiperglicémicos y por tanto no
fisiologicos (Karadi et al., 1995; Marty et al., 2007; Routh, 2002;
Shimizu, Oomura, Novin, Grijalva, & Cooper, 1983; Zoltan Karadi &
Robert Egyedl, 2004), y existen dos categorias: neuronas que se

activan a glucosa y neuronas que se inactivan a glucosa.

2.3.1. Neuronas que se activan a glucosa (GE)
Este tipo neuronal incrementa su frecuencia de disparo ante la

presencia de glucosa extracelular (Figura 4 ). Se han identificado en
ARC, nucleo ventromedial (VMN), nacleo paraventricular (PVN), y NAc
(Dunn-Meynell, Rawson, & Levin, 1998; Hall, Hoffmaster, Stern,
Harrington, & Bickar, 1997; Papp, Lukats, Takacs, Szalay, & Karadi,
2007; Routh, 2010; Wang et al., 2004).
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Figura 4 Neurona que se activa a glucosa. En el eje de las ordenadas se grafica los
disparos/s (panel a) y el potencial en mV (panel b) contra el tiempo (seg) de la
actividad neuronal. Se observa la frecuencia de disparo en estado basal y al momento
de inyectar 0.5 M de glucosa directamente en NAc (mostrado en el eje de las abscisas
en linea horizontal). En el cuadro superior, la forma del potencial de accién de esa
misma neurona (Papp, Lukats et al. 2007).

2.3.2. Neuronas que se inhiben a glucosa (GI)
Las neuronas Gl se caracterizan porque disminuyen su

frecuencia de disparo ante un incremento de glucosa extracelular [5-20
mM] (Figura 5iError! No se encuentra el origen de la referencia.). Han sido
identificadas en LH, PVN, nucleo del tracto solitario (NTS) y NAc (Marty
et al., 2007; Papp et al., 2007; Silver & Erecinska, 1998a).
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Figura 5 Neurona que se inhibe a glucosa. En el panel a se observa los
disparos/seg y el panel b el potencial de accion (mV) contra el tiempo (seg) de la
actividad neuronal. Se observa la frecuencia de disparo en estado basal y al momento
de inyectar 0.5 M de glucosa en NAc (mostrado en linea horizontal paralelo al eje y).
En el cuadro superior, la forma del potencial de acciéon de esa misma neurona (Papp
et al., 2007)

2.3.3. Mecanismos moleculares de las neuronas que
monitorean glucosa.
Existe evidencia que los mecanismos que detectan la glucosa en

el sistema nervioso central son similares a las células beta del pancreas
(Schuit, Huypens, Heimberg, & Pipeleers, 2001; Yang, Kow, Funabashi,
& Mobbs, 1999). Como ya se ha mencionado, las neuronas GE
incrementan su frecuencia de disparo ante un incremento de glucosa
extracelular. La presencia de GLUT2 en el nucleo hipotaldmico (Kang,
Routh, Kuzhikandathil, Gaspers, & Levin, 2004), donde se han
identificado neuronas que monitorean glucosa, asi como también la
presencia de glucocinasa, la cual indica el inicio de la degradacién de
glucosa (glucdlisis)(Yang, Kow, Pfaff, & Mobbs, 2004)

En las neuronas GE, el aumento de glucosa extracelular permite

el incremento de la razén ATP/ADP dentro de la neurona y por

20



consiguiente el cierre de los canales Karp, lo cual permite la
despolarizaciéon de la membrana y la entrada de Ca?* a través de los
canales dependientes de voltaje, desencadenando un incremento en la
actividad neuronal y la liberacion de un neurotransmisor (Amoroso,
Schmidantomarchi, Fosset, & Lazdunski, 1990; Marty et al., 2007) .

En el caso de las neuronas Gl, el mecanismo por el cual
disminuyen su frecuencia de disparo, es un poco confuso. Una idea
hipotética es que existe un incremento en la razén ATP/ADP, lo cual
permitiria un incremento en la actividad de la bomba Na*-K*-ATPasa y
la apertura de canales de CI, los cuales hiperpolarizan la membrana
plasmética, bloqueando la salida de un neurotransmisor (Marty et al.,
2007; Oomura, Ooyama, Sugimori, Nakamura, & Yamada, 1974; Silver
& Erecinska, 1998b) (Figura 6)
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Figura 6 Mecanismos moleculares que detectan glucosa en el
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2.3.4. Funcién de las neuronas que monitorean glucosa
La determinacion exacta del nivel de glucosa extracelular en el

cerebro y de cualquier variacion a través del cerebro, es esencial para
su propia regulacién, asi como también en la investigacion de los
mecanismos por el cual la glucosa actia para modular las funciones
cerebrales, incluyendo la modulacién de la excitabilidad neuronal y la
liberacién de neurotransmisores (During, Leone, Davis, Kerr, & Sherwin,
1995; Hall et al., 1997). Se ha demostrado que la glucosa también
mejora el aprendizaje y la memoria en varias tareas en humanos y
roedores (Gold, 1995; Mcdonald & White, 1993). De tal forma que la
inyeccion de glucosa directamente en el cerebro, asi como la
administracion sistémica, facilita los procesos de aprendizaje y memoria
(Gold, 1995; McNay & Gold, 1999; Ragozzino & Gold, 1991). Aunque
hay muchas demostraciones de la modulacion de procesos de
aprendizaje y de memoria mediados por la glucosa, los mecanismos por
los que esta modulacién se efectia siguen siendo desconocidos.

Por otra parte, se ha comprobado que también poseen un efecto
neuroprotector, en la iniciacion de una respuesta contrarregulatoria y en
la iniciacién y terminacion de una comida (Routh, 2002; Routh, Song, &
Liu, 2004; Wang et al., 2004).

2.4. El Nucleo Accumbens

El estriado es la principal via de entrada de informacion hacia los
ganglios basales, recibe informacién de la corteza cerebral y del tAlamo
(Yelnik, 2002). El estriado se divide en tres regiones funcionales: el
estriado dorso-lateral (Fig.7; gris), el cual integra informacion sensorio-
motora; el estriado dorso-medial (Fig.7; rojo), integrando informacion

asociativa y el estriado ventral (Fig.7; verde), integra informacion
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limbica o motivacional iError! No se encuentra el origen de la referencia.)
ADDIN EN.CITE (Humphries & Prescott, 2010; Yelnik, 2002).

El estriado ventral, también conocido como nucleo accumbens, se
ha vinculo a varios procesos cognitivos, de recompensa y de
alimentacion, lo cual se hablard& mas adelante en el apartado 2.5.
Anatomicamente, el ndcleo accumbens se divide en dos zonas: una
parte core Yy la otra parte shell. La parte core envuelve a la region de
comisura anterior (ac), mientras que el shell rodea la parte core (Figure
7) (Humphries & Prescott, 2010) .

Dorsomedial
striatum

|
striatum

Figura 7 Anatomia del estriado. Corte coronal de un cerebro de rata indicando las
partes que conforman el estriado: dorso-lateral, dorso-medial y ventral, este Ultimo
también llamado ndcleo accumbens, el cual es dividido en core y shell. Ac: comusura
anterior (Humphries & Prescott, 2010)

2.4.1. Neuronas que conforman al Nacleo Accumbens y a todo

el estriado.
Las neuronas del estriado han sido clasificadas por sus
caracteristicas anatomicas, histoquimicas y fisiologicas.
Anatomicamente, se han identificado como: neuronas espinosas de

tamafio medio e interneuronas no espinosas (Kreitzer, 2009) (Gutierrez,
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Lobo, Zhang, & de Lecea, 2011; Kawaguchi, Wilson, Augood, & Emson,
1995) .

» Neuronas espinosas de tamafo medio (MSNSs)

Las neuronas espinosas de tamafio medio (MSNs) representan
alrededor del ~95% de la poblacién neuronal, se caracterizan por
poseer un soma de 10-11 pum (Figura 8a), bajas frecuencias de disparo,
poseen proyecciones GABAérgicas, y en el estriado dorsal y de
acuerdo a la direccion de sus proyecciones pueden ser identificadas
como: Via directa, poseen, las proyecciones axonales hacia la
sustancia nigra pars reticulada (estriado-nigral) y expresan receptores a
dopamina D1+; mientras que la via indirecta, proyectan
preferencialmente a la parte dorsolateral del pélido (estriado-pallidal),
expresando receptores a dopamina D2+ (Kravitz et al., 2010). Es
importante resaltar que anatdbmicamente es practicamente imposible
distinguir MSN D1+ de las MSN D2+(Kreitzer, 2009)-

» Interneuronas no espinosas

Este grupo comprende el resto de la poblacional neuronal del
estriado ~5%, se clasifican como interneuronas GABAérgicas e
interneuronas colinérgicas (Kawaguchi et al., 1995). Las interneuronas
GABAérgicas se distinguen fisiolégicamente como interneuronas de
disparo rapido (FSIs) e interneuronas de bajo umbral (LTSs.)
(Kawaguchi et al., 1995). Las FSIs se caracterizan por poseer un
tamafo del soma de 9-11 um (Figura 8b), son neuronas que expresan
parvalbumina, por lo que presentan altas frecuencias de disparo
(Tepper & Bolam, 2004); mientras que las LTSs poseen bajas
frecuencias de disparo, expresan somatostatina, neuropéptido y sintasa
de oxido nitrico (Figura 8c) (Kubota, Mikawa, & Kawaguchi, 1993). Por

altimo las interneuronas colinérgicas (ChATS), son interneuronas no-
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espinosas gigantes, porque poseen un diametro del soma muy grande,
casi ~40 pm (Figura 8d), también presentan bajas frecuencias de
disparo (entre 3-10 Hz) (Bolam, Wainer, & Smith, 1984; Tepper &
Bolam, 2004). También se les conoce como TAN (neuronas que se
activan ténicamente).

Electrofisiol6gicamente, Yarom and Cohen (2011), mediante
registros neuronales extracelulares de ratas en libre movimiento,
clasific6 tres tipos neuronales del estriado dorso-lateral y ventral
utilizando tres parametros: la frecuencia de disparo, coeficiente de

variacion (CV) y el radio amplitud-valle (VAR).

g b
MSNs E % FSls %
4 d
LJ ChATs 20 pm

Figura 8 Clasificacion anatomica de neuronas identificadas en estriado.
Representacion esquematica de a) neuronas espinosas de tamafo medio (MSNSs), b)
interneuronas de disparo rapido (FSls), ¢) interneuronas de bajo umbral (LTSs) y d)
interneuronas colinérgicas (ChATSs) (Kreitzer, 2009).
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Las pFSIs (putativas FSI) se identificaron por poseer altas
frecuencias de disparo, las pMSNs tipicamente exhiben altos valores de
Coeficiente Variacion (CV) debido a que disparan de manera irregular y
las pChATs se caracterizan porque sus potenciales de accion son
largos (presentan largos periodos de repolarizacion), generando
valores pequefios con respecto al radio amplitud-valle (VAR), lo cual
puede verse en la Figura 9.

50 Firing Rate (Hz)
@ chat

® oSN

O prsi

~+ Unclassified

25 50
Firing Rate (Hz)

Figura 9 Diagrama de clasificacion neuronal seglin Yarom and Cohen. A)
Diagrama de dispersién 3D graficando la frecuencia de disparo, CV y VAR, separando
tres grupos neuronales: pMSNs, pChATs, pFSls. B) Diagrama de dispersién 2-d
graficando la frecuencia de disparo vs VAR. Se observa que las pFSls, presentan
altas frecuencias de disparo, cortos VAR, mientras que las pMSNs y ChATs bajas
frecuencias de disparo, aunque se distinguen por los valores en VAR y CV. VAR:
Radio amplitud-valle, CV: coeficiente de variacion, pChAT: interneuronas colinérgicas,
PMNS: neuronas espinosas de tamafio medio, pFSl: interneuronas de disparo rapido
(Yarom & Cohen, 2011).
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Por otra parte, Tellez et. al. 2012 mediante registros
extracelulares de ratas en libre movimiento, clasific6 neuronas del
estriado ventral utilizando el algoritmo “fuzzy clustering”, basadose en

cuatro caracteristicas:

Frecuencia de disparo, coeficiente de variacion 2 (CV2), radio valle-
amplitud (VAR) y ancho valle-pico (V-P width) (ver métodos). Mediante
esta clasificacion defini6 como pMSNs a aquellas que presentaron
bajas frecuencias de disparo (<4 Hz), variabilidad entre los disparos y
patrones de disparo en rafagas y de manera irregular
(Autocorrelogramas, ver métodos). Otro tipo neuronal identificado
fueron las pFSls, las cuales presentan una forma del potencial de
accion asimétrica, y con rapidos periodos de repolarizacion (cortos V-P
width) y por tanto permite altas frecuencias de disparo (80 Hz), con
patrones de disparo en rafagas y de manera irregular. Por ultimo las
pChATSs, las cuales se identificaron por poseer largos periodos de
hiperpolarizacién (largos V-P width), amplios valores de VAR y bajas
frecuencias de disparo (3-10 Hz) (Figura 10).
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Figura 10 Clasificacion electrofisiolégica neuronal en estriado ventral. A)
utilizando el algoritmo fuzzy clustering, graficando en y radio amplitud-valle, en x
ancho valle-pico (V-P Width). B) B1-B6, cada panel presenta los histogramas de una
caracteristica CV2_ISI, V-P Width, frecuencia de disparo, valor del pico maximo en
los histogramas de autocorrelacion (P_ACH) y la fraccion de neuronas que
presentaron patrones de disparo en rafagas o tonicas, respectivamente. pMSNs (+),
pFSls (o), pChATs (e) y neuronas no clasificadas (U) (Tellez et al., 2012).

2.4.2. Proyecciones GABAérgicas del Nucleo Accumbens

El ndcleo accumbens es un circuito del sistema limbico y
componente principal que se ha distinguido en los sistemas de
recompensa y motivacion (Berke, Okatan, Skurski, & Eichenbaum,
2004; Koob & Bloom, 1988; Pittenger, Quinn, Lee, Taylor, & Duman,
2006). Posee interconexiones con estructuras extrapiramidales, como el
hipotalamo, amigdala, globo palido y corteza orbito-frontal, todas ellas
estan relacionadas con el consumo de alimentos (Papp et al., 2007)
(Kelley et al., 2005). Como ya mencionamos, el NAc anatdbmicamente
se divide en core y shell. y cada subregién presenta diferentes
proyecciones (Maldonado-Irizarry, Swanson, & Kelley, 1995). Por

ejemplo el shell, es la Unica region del estriado la cual tiene conexiones
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directas con el HL (Maldonado-Irizarry et al., 1995; Mogenson, Jones, &
Yim, 1980) (Figura 11).

| 0
med. lat. x| @
i 1D1 D1 —
LH T~ '
VPm VPVI
MD \
PPn , ;
v - Py
VTAm vial | —> GABA
— Glutamate

—+ Dopamine
ACh

Figura 11 Interconexiones del NAc shell hacia otras zonas del cerebro. LH:
hipotdlamo lateral, MD: nucleo medio-dorsal del talamo, PPn: nucleo
pedunculopontino, VTAmM: area ventral tegmental division medial, VTAI: area ventral
tegmental division lateral, VPm: palido ventral division medial, VPvl: palido ventral
dision ventro-lateral, med: medial, lat:lateral (Humphries & Prescott, 2010).

2.5. Neuronas modulan su frecuencia de disparo durante la
conducta de ingesta

Como se ha mencionado anteriormente, la inactivacion

farmacoldgica del NAc incrementa la ingesta de alimentos, indicando

gue es un sitio clave del circuito de la ingesta(Kelley et al., 2005) De

hecho, experimentos en donde se inyecta muscimol, un agonista a

los receptores GABAAa, localmente en NAc (Basso & Kelley, 1999;
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Lick rate (Hz)

Stratford & Kelley, 1997) se observé que se induce un incremento en
la ingesta de alimento (pero no de agua) en ratas saciadas y de
manera dosis dependiente. Datos similares se han encontrado
inyectando otros farmacos como baclofen, un agonista a receptores
GABAs (Stratford & Kelley, 1997), o bloqueando receptores AMPA-
kainato y de glutamato (Maldonado-Irizarry et al., 1995). Lo que
indica que la inactivacion farmacolégica del NAcS parece
incrementar el apetito. Por otra parte estudios realizados por Krause
(2010) identificaron que una mayor poblacién de neuronas del NAc
se inhibian durante el consumo de sacarosa y cuando estimulaban
eléctricamente (activando de forma artificial al NAc), se interrumpia
el lengleteo, indicando que se requiere una pausa en la frecuencia
de disparo de las neuronas de NAc para iniciar y mantener el

consumo, en este caso de sacarosa (Figura 12).
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40 pA Figura 12 Actividad neuronal del NAc
durante estimulacion eléctrica. El
recuadro gris indica el libre acceso a
sacarosa, el recuadro naranja indica
el momento de la estimulacion
eléctrica, a diferentes intensidades.
Panel izquierdo se muestra la
actividad neuronal durante la
estimulacion y a la derecha, sin
estimulacion (Krause, German, Taha,
& Fields, 2010).
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En este sentido Tellez (2012) en nuestro laboratorio, realizé
registros extracelulares en el NAc de ratas en libre movimiento y
encontré6 que una minoria de las neuronas de este sitio se activaba
(11%), mientras que la mayoria se inactivaban (36%) durante el
consumo de Ensure (Figura 13) de acuerdo con los datos encontrados
por Krause (2010). Lo que da soporte a la idea de que la inactivacion

del NAcCS es capaz de promover el apetito y el consumo de alimento

palatable.
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Figura 13 Neuronas registradas en NAc que se inactivan (A) y se activan (B)
durante la ingesta de Ensure. Lineas rojas indican el lengiieteo y lineas negras los
potenciales de accion. En panel superior de A y B, indica el raster plot (ensayos) y en
el panel inferior el histograma de tiempo postestimulo (PSTH) en Hz. Lineas verticales
indican el inicio (CS) y el termino del consumo de Ensure (CE). La linea de color azul
marcan inhibicion y la linea horizontal color rojo, indica la recuperacion en la
frecuencia de disparo (Tellez et al., 2012).
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2.6. Neuronas que se modulan durante el suefio

En otros estudios realizados, se ha encontrado que las neuronas
del NAc también son moduladas no sélo por la alimentacion si no
también durante el suefio (SWS) (Berke et al., 2004; Tellez et al., 2012).
Datos publicados recientemente, en humanos, indicaron que una
restriccion del suefio permite una sobre-activacion en areas asociadas a
efectos de recompensa, como el putamen, talamo, corteza prefrontal, y
ndcleo accumbens (St-Onge et al., 2012). En efecto Tellez (2012)
también demostré por primera vez que existen neuronas en NAcS que
son moduladas durante estos dos estados cerebrales: suefio y
alimentacion. Este grupo neuronal podia incrementar su frecuencia de
disparo (activadas) o disminuir su frecuencia de disparo (inhibidas)
durante el suefio y/o la alimentacion (Figura 14). Indicando que la gran
mayoria de lasneuronas del NAcS son capaces de integrar informacién

relacionada con la alimentacion y con el ciclo vigilia-suefio.
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Figura 14 Ejemplo de una neurona en NAcS modulada por ambos estados: SWS
y lengleteo. El panel superior de A y B, indica el raster plot (ensayos) y en el panel
inferior el histograma de tiempo postestimulo (PSTH) en Hz. Lineas verticales indican
el momento de inicio del lenglieteo e inicio de SWS, lineas rojas el lengleteo, lineas
negras los potenciales de accién. A) muestra a una neurona que es inactivada durante
el consumo de ensure. B) la misma neurona también se inactiva durante el periodo de
suefo, en el panel superior se muestra el espectograma de poder, el color azul indica
menor potencia y el color rojo una mayor potencia del LFP (banda de colores del lado
derecho) a diferentes bandas de frecuencia (Hz), se observa que durante el inicio del
suefio de ondas lentas (tiempo O s) el poder a bajas frecuencias incrementa. C)
Hipnograma y la frecuencia de disparo de esa misma neurona, el color azul indica el
estado despierto, el color rojo el consumo de ensure y en gris, el periodo de suefio.

En resumen, registros electrofisiolégicos en animales en libre
movimiento indican que gran parte de sus neuronas se modulan
durante la ingesta de alimento (Ensure, sacarosa, etc.) y durante la
transicion de despierto a suefio de ondas lentas. Sin embargo, aun
queda la interrogante si la inhibicion (o activacion) de la actividad
eléctrica de neuronas registradas en el nucleo accumbens durante el
consumo de Ensure, se deba a la conducta de ingesta per se o0 a los
niveles de glucosa periféricos que su consumo libera. Para contestar

esa pregunta, en esta tesis decidi realizar registros mutielectrodo del
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NAcS (como los realizados en nuestro laboratorio por Tellez et. al.
2012) e infundir a través de una sonda intragastrica diferentes
concentraciones de D-glucosa o durante el consumo de 10 mL de
Ensure, al mismo tiempo se realizaron diversas mediciones de glucosa
en sangre durante puntos clave del experimento. Todo esto con la
finalidad de correlacionar los niveles periféricos de glucosa (en
ausencia de alimento y con alimento) con la actividad eléctrica de los

distintos tipos neuronales del nicleo accumbens shell.
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3. HIPOTESIS

Basado en nuestros resultados previos, nuestra hipotesis es que las
neuronas de nucleo accumbens shell que son moduladas durante la
ingesta de ensure, son las mismas que se modulan ante la presencia de

glucosa periférica.

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

Determinar si las neuronas que detectan glucosa NAc Shell (GE o GI)
son las mismas que se modula ante la ingesta de alimento liquido
(Ensure®), ademas de identificar qué tipo neuronal (MSN, FSI, TAN) es

mas sensible a D-glucosa.

4.2. Objetivos especificos

» Determinar si las neuronas que son moduladas a D-glucosa, son

las mismas que se modulan durante la ingesta de Ensure®.

» Clasificar de forma putativa a las neuronas registradas mediante
la extraccion de las siguientes caracteristicas del potencial
extracelular: En ancho valle-pico, la razéon valle-amplitud, la

frecuencia de disparo y su coeficiente de variacion 2.
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5. METODOS

5.1. Animales

Se usaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley, con pesos de
350-400 g. Los animales se mantuvieron en condiciones controladas de
temperatura y humedad, con libre acceso a comida y agua.

Se realizaron 3 cirugias en una rata, utilizando como anestésico
Pentobarbital Soédico (60 mg/Kg peso) y Atropina (0.4 mL/Kg peso)
mediante una administracion intraperitoneal (i.p.). Para la dosis de
mantenimiento, se requirio del 20-25% con respecto a la dosis inicial de
Pentobarbital Sodico.

Posterior a la cirugia, se mantuvieron en recuperacion 7dias,
inyectando durante tres dias 0.2 mL Baytril® al 5%. También se
mantuvo diariamente la permeabilidad del catéter en arteria carétida

utilizando una solucion de heparina/salina estéril (200 U/mL).

5.2. Técnicas microquirargicas.

5.2.1. Implantacién de catéter intragastrica.
Se utilizaron catéter de Silastic® (0.030 in I.D. x 0.065 in O.D.) con

una longitud de 14 cm (Vazquez, Petrone, & Levitin, 1981; Young &
Deutsch, 1981). El dia anterior a la cirugia, los catéteres fueron
sumergidos en etanol al 70% y antes de la cirugia lavados varias veces
con solucién salina (0.9 % NacCl).

Parte de la metodologia fue seguida segun Lukas (Lukas & Moreton,
1979) y Vazquez (Vazquez et al., 1981). Para la implantacién del
catéter en el estbmago, se procedié a rasurar la parte posterior e
izquierda del abdomen del animal y desinfectar. Se realizd una incision

de 2-3 cm, mediante pinzas romas se separ60 a los musculos
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abdominales para exponer el estbmago. Se realiz6 un pequefio orificio
en el estomago, en la parte del fundus (Figura 15) y se coloco el
catéter. Posteriormente el catéter se externo en la zona interescapular
(parte posterior del cuello), pasandolo subcutdneamente y fijandolo a la
piel en su punto de salida con hilo de sutura (Nylon 3-0).

La canula intragastrica fue utilizada para inyectar soluciones de D-
glucosa a diferentes concentraciones (30% y 50%), mediante la
programacion de una bomba de infusion controlada automaticamente
por computadora(MED ASSOCIATES INC.).

Figura 15 Implantacién del catéter intragastrico

5.2.2. Implantacién de catéter en arteria carotida.
Se utilizaron catéter de Poliuretano-Silastic®, utilizando como

proveedor Research Catheters Company (ReCathCo, Part No.
0116EO). En el dia de la cirugia el catéter fue llenado con solucion de
heparina-salina (200 U/mL), evitando cualquier burbuja de aire.

Para el cateterismo de la arteria carétida (Ayala et al., 2011;
Heiser, 2007; Kraegen, James, Bennett, & Chisholm, 1983;
Thrivikraman, Huot, & Plotsky, 2002), se coloca el animal en posicion

decubito supino, se rasuré y se desinfecto el cuello. Se realizdé un corte
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en la piel paralela a la traquea en la zona media del cuello, de 1-2 cm
aprox. El acceso a la arteria se logré mediante diseccion con pinzas de
punta roma, separando los musculos esternohioideo de los musculos
omohioideo y esternocleidomastoideo con pinzas de punta roma y en
direccién longitudinal a los masculos, evitando desgarrarlos. La arteria
carétida fue localizada y cuidadosamente separada del nervio vago.
Para evitar el espasmo vascular y consecuentemente la disminucion del
flujo sanguineo del segmento contraido, se utilizo Clorhidrato de
Pargeverina (Plidan®), la cual fue aplicada directamente sobre la arteria
(20 pL). Una vez disecada la arteria, se colocaron 3 hilos de sutura
(Seda 3-0): el hilo de sutura situado en el extremo distal (mas alejado al
corazon) se apret6 cerrando el flujo sanguineo vy, el hilo situado en el
extremo proximal (mas cercano al corazon) fue atado, sin apretar. Una
vez realizado esto, se procedid a tensar los hilos proximal y distal para
evitar el sangrado. Con ayuda de una aguja (27G) en un angulo de 90°
fue insertada en la arteria, esto nos sirvid para colocar inmediatamente
el catéter, apretar el nudo del extremo proximal y el tercer hilo de sutura
reforz6 la sujecion del catéter dentro de la arteria (Figura 16).
Posteriormente, el catéter se externd en la zona interescapular (parte
posterior del cuello), pasandolo subcutaneamente y fijandolo a la piel
en su punto de salida.

La canula en la arteria carotida fue utilizada para la obtencion de
muestras de sangre y para realizar mediciones de glucosa (mediante
tiras reactivas (ACCU-CHEK ® Performa).
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Figura 16 Implantacién del catéter en arteria cardtida

5.2.3. Implantacién de microarreglo de 16 electrodos.
Aunado a las cirugias anteriores, también se realiz6 una cirugia

estereotaxica para la implantacion del microarreglo de 16 electrodos
unilateral en la zona del NAc Shell, de acuerdo a Tellez et. al. (2012);
las coordenadas con respecto a bregma fueron las siguientes: AP, +1.4
mm; medio-lateral, +£1 mm; DV -7.5 mm, de acuerdo a atlas de cerebro
de rata Paxinos et al., 1979. Se procedi®6 a una craneotomia
(Maldonadoirizarry & Kelley, 1994), colocaciéon de 3 tornillos de acero
inoxidable y posteriormente a la insercion del electrodo, asegurandolo

con cemento dental (Figura 17).

La implantacion del microarreglo de 16 electrodos, nos permitio
evaluar la actividad neuronal en la zona de NAcS, durante el protocolo

que fue planeado y posteriormente modificado.
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Figura 17 Implantacién del microarreglo de 16 electrodos el cual esta recubierto
por un epoxido el cual se disuelve con solucion salina tibia para permitir su
implantacion.

5.3. Protocolo experimental

Para evaluar el papel que desempeiia la glucosa sobre la red
neuronal del Nucleo Accumbens Shell, asi como también la relacion de
estas con la ingesta de Ensure®, se disefid el siguiente experimento
(Figura 18). Antes de proceder al experimento, cabe mencionar que la
rata fue entrenada por un minimo de 3 dias antes dentro de una caja
conductual hasta que aprendieron a tomar 10 mL en un intervalo de 10
minutos. Un dia previo al experimento, la rata fue privada de alimento
12-15 hrs.

El dia del experimento, se tomd una muestra de sangre, para medir los
niveles basales de glucosa (antes de registrar la actividad neuronal); se
establecié 30 minutos de linea base, registrando solamente la actividad
neuronal y una muestra de sangre 15 minutos después de ser

conectada al equipo Plexon; después, la primera inyeccion intragastrica
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fue de 0.5 mL de solucion salina como control y registrar la actividad
neuronal durante 45 minutos. Pasado este tiempo se procedid a
inyectar intragéstricamente 0.5 mL de glucosa al 30% y 90 minutos
después, se inyecto intragastricamente 0.5 mL glucosa al 50%, ambas
a una velocidad de 0.25 mL/min. Finalmente, 90 minutos posteriores a
la dltima inyeccidn, se coloco un bebedero con 10 mL Ensure, la cual
fue ingerida por la rata en un lapso de 10 min aprox. La finalidad de fue

dejar al final el consumo de Ensure.

I =Inyeccion IGde 0.5 mL de Solucion salina
= Inyeccion IGde 0.5 mLde Glucosa 30%
I = Inyeccion 1Gde 0.5 mL de Glucosa50%
M =10 mL Ensure®oral
I = Lecturasde [glucosa] en sangre

Lineabase 45 mi ;
. 30min , %°min  90min ,  90min . Omin

A5min 0NN 15min  30min  45min  60min 90 min
T

TIEMPO DELECTURA

Figura 18 Protocolo experimental

5.4. Registro neuronal

Se llevo a cabo registros neuronales extracelulares con un
procesador multielectrodo (Plexon, Dallas, TX). Este equipo nos permite
registrar simultaneamente la actividad de varias neuronas distribuidas a
través de mudltiples electrodos, utilizando ratas en libre movimiento.

Todos los resultados se analizaron, posteriormente, por medio de
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scripts de Matlab hechos en el laboratorio de neurobiologia del apetito
del CINVESTAV.

5.5. Andélisis de datos
5.5.1. Hipnograma

Para analizar los estados de transicion se establecieron tres
estados conductuales (Tellez et al., 2012): a) Awake (Despierto),
caracterizado por presentar baja amplitud a bandas de frecuencia theta
(5-9 Hz) y gamma (30-55 Hz); en este estado los animales presentaron
poca actividad exploratoria. b) SWS (Suefio de ondas lentas)
presentando alta amplitud en bandas de frecuencia delta (1-4 Hz) y c)
Feeding (Alimentacion) obtenida a partir de registros de lengleteo.

Los estados Awake y SWS fueron obtenidos usando los
Potenciales Locales de Campo (LFP), siguiendo la metodologia descrita

por (Gervasoni et al., 2004).

5.5.2. Neuronas relacionadas con la alimentacion.

Se identificaron dos tipo neuronales mientras el animal comia, las
cuales se llamaron “activas” e “inactivas”, segun Tellez et al (Tellez et
al., 2012). El andlisis consisti6 en comparar la frecuencia de disparo 5
segundos antes del inicio del lenglieteo comparado con la frecuencia de
disparo durante el lengueteo (5 segundos). Se clasificaron como
‘neuronas que se inactivan” a aquellas que mostraron una disminucion
su frecuencia de disparo y “neuronas que se activan” a aquellas que

presentaron un incremento en la frecuencia de disparo, durante el
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periodo de lengueteo, de acuerdo al andlisis de prueba estadistica

Wilcoxon o Kruskal Wallis segun sea el caso.
5.5.3. Neuronas relacionadas con el suefio.

Para el analisis de las neuronas que fueron moduladas con el
suefo, se utilizé el andlisis de Wilcoxon, comparando la frecuencia de
disparo en 15-s antes del periodo de SWS. La clasificacion se realizo
siguiendo la metodologia de Tellez et al. (Tellez et al., 2012), en la cual
se denominé “neuronas SWS-on”, aquellas que mostraron un
incremento en la frecuencia de disparo y “neuronas SWS-off” aquellas
gue mostraron una disminucion en la frecuencia de disparo, durante el
periodo de SWS.

5.5.4. Clasificacion neuronal

Las neuronas registradas fueron analizadas y clasificadas de
acuerdo a 4 parametros (Tellez et al., 2012; Yarom & Cohen, 2011):

» Frecuencia de disparo (FR): calculado como el namero de

disparos registrados dividido por la duracion total de la sesion.

» Ancho valle-pico (V-P width): Distancia entre pico-valle, tal como

se ilustra en la Figura 19a.

» Radio valle-amplitud (VAR): Calculado como el valor absoluto del

primer valle del disparo dividido entre la diferencia del valor minimo

y el valor maximo (Figura 19 b).

» Distribucion de los intervalos entre disparos (ISI): Mediante los

histogramas de ISI, se pueden identificar los tres tipos neuronales

(pFSI, pMSN, pChAT) (Figura 19c¢)
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» Coeficiente de variacion 2 (CV2): calculado para cada par de
intervalos entre espigas (ISI) y el promedio CV2_ISI para el total de
la sesion.

» Autocorrelograma: Mediante histogramas, describe los patrones
de disparos neuronales: disparos oscilatorio simple, disparos en
rafagas-oscilatorias, disparos simples de manera irregular y en
rafagas irregulares (Figura 20)(Bingmer, Schiemann, Roeper, &
Schneider, 2011).
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Figura 19 Pardmetros para la identificacion neuronal en NAc. a) V-P Width, las
lineas punteadas indican la distancia entre valle-pico; b) Medicién de radio amplitud-
valle (VAR); c) Distribucién de los intervalos entre espigas y correspondiente potencial
de accién, caracteristicos de cada neurona (Tellez et al., 2012; Yarom & Cohen,
2011).
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Figura 20 patrones de disparos neuronales. Raster plot e histogramas de
autocorrelacion (ACH) de trenes de disparo en neuronas dopaminérgicas de sustancia
nigra (Bingmer et al., 2011)

5.6. Histologia
Para verificar la correcta localizacion del microarreglo de 16 electrodos,
al final de los experimentos, se perfundié con paraformaldehido al 4%
por via intracardiaca. Posteriormente se decapit6 a la rata, se extrajo el
cerebro y fue sumergido en soluciones de sacarosa-paraformaldehido
al 10, 20 y 30% consecutivamente. Finalmente se realizaron cortes de
50 um y tefiido con violeta de cresilo. En la Figura 21, se percibe la

localizacion del electrodo.
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Interaural 10.60 mm

Figura 21 Corte coronal del cerebro de rata que indica la localizacién del
microarreglo de 16 electrodos. Se observa la imagen tomada de Atlas Paxinos y en
el recuardo, foto real que indca la trayectoria del electrod en la zona de NAc
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6. RESULTADOS

6.1. Mediciones de glucosa durante la ingesta de Ensure

Antes de evaluar el papel que desempefia el ensure en la actividad
neuronal de NAcS, se determinaron los niveles de glucosa periférica
inducida por 10 mL ensure oral (n= 4 ratas). Recordemos que previo a
los experimentos, la rata fue entrenada en la caja conductual 2 veces al
dia, durante 3 dias previos y 24 horas antes de la realizacion del
experimento eran privadas solamente de comida. En la Figura 22, se
indican los niveles de glucosa periférica, mediante extracciones de
sangren en la cola. Se observa una curva normalizada a los valores
glicémicos inducidos por una ingesta de 10 mL de ensure. Se alcanzo el
pico maximo a los 15 min (149.5+10.8 mg/dL y 156.6+5.88,
respectivamente) y regresaron a niveles basales (88.7+2.5 mg/dL)
después de dos horas (Figura 22).
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Figura 22 Niveles de glucosa periféricos inducidos por una ingesta de ensure. El
recuadro rojo indica 10 mL de ensure oral; se observa que el ensure incrementa los
niveles glicémicos a los 15 minutos posterior a la ingesta.
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6.2. Mediciones glicémicas durante la ingesta de ensure e
inyecciones de glucosa al 20% y 50%

Para probar que la glucosa periférica modulaba la actividad
neuronal de NAcS, se procedid a evaluar los niveles glicémicos
generados a partir de inyecciones de glucosa en el estbmago a
concentraciones de 20 y 50%, mediante extracciones de sangre en
vena yugular. En la Figura 23, se observa que los picos maximos se
alcanzan a los 15 minutos después de beber ensure e inyecciones de
glucosa, no asi al momento de inyectar 0.5 mL de solucion salina que
no generd ningun incremento sobre los niveles de glucosa periférica, lo
cual nos sirvio como un control negativo durante el periodo de registro

neuronal.

Glucosa periférica (mg/dL)

1001

L L L
0 50 100 150 200
Tiempo (min)

T T T T

Ensure oral Glucosa 50% Glucosa 20% Salina

L " L "
250 300 350 400 450

Figura 23 Medicion de glucosa durante una sesiéon experimental. El recuadro rojo
indica el momento en que la rata bebié 10 mL de ensure; lineas verticales negras en
momento de las inyecciones (0.5 mL de glucosa 50%, 0.5 mL de glucosa 20% y 0.5
mL de solucién salina. Nuevamente, el pico maximo después del ensure oral, es
alcanzado a los 15 minutos; asi mismo, con la inyeccion de glucosa al 50%, sin
modificacion en los niveles glicémicos después de la inyeccion salina.
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6.3. Implantacion de catéteres y electrodo

Los primeros resultados se obtuvieron mediante extracciones de
sangre en la cola de la rata, sin embargo este protocolo fue modificado
ya que se encontr6 que al pinchar la cola de la rata incrementa
significativamente los niveles de glucosa en NAc (Kiyatkin & Lenaoir,
2012). Para ello se implementd en el laboratorio la cirugia para la
colocacion del catéter en la vena yugular, utilizada ampliamente para
realizar extracciones de sangre (Thrivikraman et al., 2002) (Ayala et al.,
2010). Mediante extracciones de sangre en la vena yugular, se logré
establecer el primer protocolo (Figura anterior). Sin embargo, aunque
resulté ineficiente para los tiempos que se planteaban los experimentos
(10 dias) y prolongar la viabilidad del catéter por mas de 5 dias, era
sumamente dificil; probablemente por la propia anatomia de la vena,
por problemas de colapsos de la vena al ejercer presiones negativas,
trombosis, etc. Finalmente, se implemento la cirugia en arteria carétida
(Heiser, 2007) con la cual se logr6 establecer los experimentos vy

mantener la viabilidad hasta los dias de los experimentos.

Se logré estandarizar las técnicas quirdrgicas en el laboratorio para
la colocacion del catéter intragastrica y el catéter en arteria carétida. Ya
que se habia establecido el protocolo, se operaron exitosamente dos

ratas con las tres cirugias (dos catéteres y el electrodo).

Con el protocolo establecido, se realizaron cinco experimentos, de
los cuales tres fueron mediante la extraccibn de sangre en arteria
carotida, una mediante extraccion en la cola 'y, otra sin tomar muestras

de sangre ya que el catéter se bloqueo.
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6.4. Actividad neuronal durante los estados de suefio e
ingesta

Después de resolver una gran cantidad de problemas técnicos,
finalmente logramos obtener una base de datos de 34 neuronas,
siguiendo el protocolo previamente definido. Mediante el analisis de los
potenciales de campo local se obtuvo informacién acerca de las
transiciones de despierto-dormido (W-S), generandose los hipnogramas
(Gervasoni et al.,, 2004) y mediante el andlisis de lengleteo, la

informacion acerca de la ingesta de ensure.

En la Figura 24 se muestra el andlisis representativo de la actividad
de una neurona. Enfocandose en el panel a, se visualiza el hipnograma
(cuadros rojos, azules y negro indican los estados de suefio, despierto e
ingesta, respectivamente; ver Fig. 24 panel a parte inferior) y la
frecuencia de disparo de la neurona (en negro), se observa que la
actividad de esta neurona se incrementa durante el estado despierto,
mientras que para los estados de suefio e ingesta, disminuye. Estos
datos fueron comprobados con el analisis estadistico de Kruskalwallis
mostrado en el panel b (grafico tipo boxplot), en donde se puede
apreciar que la frecuencia de disparo mas alta (en promedio ~6 Hz) se
observé durante el estado despierto con respecto a los estados de

suefo e ingesta de ensure (~3, ~ 4 Hz, respectivamente).

6.5. Correlacion entre los niveles periféricos de glucosa con

la actividad neuronal
Como ya se ha mencionado, existen reportes que indican que las
neuronas de NAcS se modulan ante glucosa hipo-o hipertonica
aplicada directamente a esta region(Papp et al., 2007) y por otra parte,

que existen neuronas en la misma zona, que se modulan ante la
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ingesta de ensure y durante el periodo de suefio (Tellez et al., 2012).
Sin embargo, no se ha comprobado si el circuito neuronal que es
modulado durante la alimentacion es el mismo que detecta los niveles
de glucosa generados a partir de la ingesta de un alimento o que se
deba a un comportamiento ajeno. Para contestar esta pregunta, se
procedio a evaluar los niveles de glucosa en sangre Yy relacionarla con
la frecuencia de disparo de las neuronas registradas.

Siguiendo el andlisis mostrado en la Figura 24a, se observa en
lineas azules los niveles periféricos de glucosa durante el tiempo del
registro, aunando a los tiempos cuando se inyectd 0.5 mL de salina, D-
glucosa 30% y D-glucosa 50% (lineas negras verticales) como se ve en
la grafica. La inyeccion de salina intragastrica no produjo cambios en
las concentraciones de glucosa, ni tampoco modificd la frecuencia de
disparo de la neurona. Los picos maximos de glucosa periférica
alcanzados fue de 120 mg/dL (glucosa 30%); 142 mg/dL (glucosa 50%)
y 158 mg/dL al beber 10 mL Ensure. Se observa que el pico maximo fue
alcanzado a los 15 minutos después de las inyecciones intragastricas,
de igual manera para el consumo oral de Ensure. La actividad neuronal
tuvo fluctuaciones de actividad en distintos periodos del experimento los
cuales generalmente correspondieron como Yya mencionamos a
momentos en que el animal estaba despierto (Ver Fig 24). Ya que
durante los periodos de suefio la frecuencia de disparo de esta neurona
decremento independientemente de los niveles plasmaticos de glucosa.
Es decir, la frecuencia de disparo de esta neurona no correlaciond de
forma lineal con la glucosa plasmatica (R?=0.002; p<0.001) (Figura 24c)

pero si son el ciclo vigilia-sueiio.
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6.6. Identificacion del tipo celular de la neurona mostrada en
la Figura 24a

Finalmente, se procedio a indagar qué tipo putativo de neurona era,;
para ello se utilizo el histograma de autocorrelacion, forma del potencial
de accion, distribucion del ISI, CV2, y frecuencia de disparo.

En el inserto superior derecho de la Figura 24a, se observa la forma
del potencia de accién extracelular y basandose en los analisis de
histograma de autocorrelacion (ACH; Figura 24d) y ya que el ACH
presenta un pico a tiempos muy cortos nos indica que esta neurona
dispara de manera irregular y en forma de rafagas (burst), presentando
largos y cortos ISI (Figura 24e), aunado a bajas frecuencias de disparo,
lo cual es indicativo que se trata de una pMSN. Caracteristicas similares
que han sido descritos anteriormente por Yarom and Cohen, 2011,
Tellez and Perez 2012. Estos resultados sugieren que al menos esta
neurona putativamente MSN no es sensible a los distintos niveles
periféricos de glucosa inducidos por nuestras inyecciones intragastricas
de D-Glucosa o por el incremento de glucosa periférica generada por
comer 10 mL de Ensure.
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Figura 24 Actividad neuronal de una MSN putativa. En a) Espectrograma (fondo de
colores) en azul indica menos poder y rojo mayor poder a distintas frecuencias; el
hipnograma nos grafica tres estados: despierto (cuadro azul), suefio (cuadro rojo),
ingesta de ensure (cuadro negro), el rango de frecuencia (Hz), lineas azules indica la
concentracién de glucosa periférica (mg/dL), lineas negras la actividad neuronal,
lineas negras verticales el momento de las inyecciones; b) el analisis estadistico
kruskalwallis nos indica que la neurona es modulada por los estados de ingesta (E) y
suefio (SWS), c) Grafica de las concentraciones de glucosa periférica vs la frecuencia
de disparo (Hz), sin ninguna correlaciéon entre ambos (R?=0.002), d) el histograma de
autocorrelograma vy e) la distribucion de los intervalos entre disparos (ISI) indican que
es una neurona MSN putativa. El recuadro en la parte superior derecha del
espectrograma, se muestra la forma de potencial de accion, caracteristico de este tipo
neuronal.
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6.7. Ejemplo de una pFSI cuya actividad correlaciona con el
ciclo vigilia-suefio pero no con los niveles periféricos de

glucosa.

Habiendo demostrado que las neuronas MSNs parecen no censar
los niveles periféricos de glucosa, nos dimos a la tarea de ver si las
neuronas pFSI si eran sensibles a D-glucosa. En la Figura 25 se
examiné otra neurona bajo los mismos parametros mencionados
anteriormente. Detallando los resultados de esta neurona, se distingue
gue es inhibida durante los estados de ingesta y de suefio, tal como se
puede observar en el hipnograma (panel a) comparando visualmente la
frecuencia de disparo con los estados de suefio (cuadros rojos),
despierto (cuadros azules) e ingesta (cuadros negros) y reafirmandose
con los andlisis estadisticos (panel b). Cuando se procedi6 a calcular si
esta neurona es modulada por la glucosa, se verific6 que tampoco
detecta los niveles periféricos de esta (R? = 0.0051), aun cuando
hubieron incrementos de esta (120 mg/dL tras una inyeccién de glucosa
al 30%; 142 mg/dL, de glucosa al 50%). Sin embargo si se observé
una disminucién en la frecuencia de disparo durante el tiempo en que
estaba bebiendo ensure, no asi cuando se alcanzo el pico maximo de

glucosa, el cual fue a los 15 minutos después de la ingesta de ensure.

Analizando el tipo neuronal, se determiné que fue una FSI putativa,
ya que posee periodos de repolarizacion muy cortos (cuadro superior
derecho del panel a, un potencial de accion simétrico), presenta una
anchura corta (V-P Width), dispara en rafagas y de manera irregular (tal
como se observa en el panel d y e) y lo mas importante presenta una

taza de disparo muy alta. Estos resultados indican que esta pFSI
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tampoco fue sensible a los cambios en la glucosa periférica ya que su
coeficiente de correlacipon de Pearson fue de r=0.0051, p-value n.s..
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Figura 25 Actividad neuronal de una FSI putativa, a) Espectrograma (ver barra de
colores), el rango de frecuencia (Hz), graficandose tres estados: despierto (cuadro
azul), suefio (cuadro rojo), ingesta de ensure (cuadro negro), lineas azules indica la
concentracion de glucosa periférica (mg/dL), lineas negras la actividad neuronal,
lineas negras verticales el momento de las inyecciones; b) el analisis estadistico
kruskalwallis nos indica que la neurona es modulada por los patrones de suefio-vigilia
e ingesta, c) Gréfica de las concentraciones de glucosa periférica vs la frecuencia de
disparo (Hz), observandose ninguna correlacién entre ambos (R?=0.0051), d)
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histograma de autocorrelograma vy e) distribucién de los intervalos entre disparos (ISI)
indican que es una neurona FSI putativa. El recuadro en la parte superior derecha del
espectrograma, se muestra la forma de potencial de accion.

6.8. Ejemplo de una pChAT cuya actividad correlaciona con
el periodo de ingesta pero no con los niveles periféricos

de glucosa.

Finalmente determinamos si las interneuronas pChAT son
sensibles a los cambios en glucosa periférica En la Figura 26,
mediante el analisis estadistico (panel b) se determiné que es activada
durante la ingesta, no asi durante los estados de suefio-vigilia.
Ademas, tampoco encontramos que correlacionara su frecuencia de
disparo con los niveles periféricos de glucosa (R?=0.0009) (panel c).
Se identificé que se trataba de una ChAT putativa, ya que los analisis
nos arrojaron bajas frecuencias de disparo, la forma de disparo ténica
e irregular y una amplia variabilidad en los intervalos inter espigas ISI

(panel dy e, respectivamente).
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Figura 26 Actividad neuronal de una ChAT putativa. a) Espectrograma, el rango de
frecuencia (Hz), graficandose tres estados: despierto (cuadro azul), suefio (cuadro
rojo), ingesta de ensure (cuadro negro), lineas azules indica la concentracion de
glucosa periférica (mg/dL), lineas negras la actividad neuronal, lineas negras
verticales el momento de las inyecciones; b) el andlisis estadistico kruskalwallis nos
indica que la neurona es modulada durante el periodo de ingesta, c) Grafica de las
concentraciones de glucosa periférica vs la frecuencia de disparo (Hz), observandose
ninguna correlacién entre ambos (R2=0.0009), d) histograma de autocorrelograma y
e) distribucion de los intervalos entre disparos (ISl) indican que es una neurona ChAT
putativa. El recuadro en la parte superior derecha del espectrograma, se muestra la
forma de potencial de accion. Actividad neuronal durante los estados de suefio e
ingesta.
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6.9. Correlacion de niveles de glucosa con la actividad de
toda la poblacién neuronal registrada

En resumen, estos resultados nos indican que en su mayoria las
neuronas del NAcS estan siendo moduladas principalmente por las
transiciones de suefio-vigilia e ingesta o en el mejor de los casos son
minimamente sensibles a los niveles periféricos de glucosa inducidos

por consumir ensure.

Finalmente, se decidi6 evaluar la poblacion total de neuronas
registradas para precisar si alguna de ellas era sensible a glucosa. Para
ello se utilizé la correlacion de Pearson (analisis de regresion) que nos
indicé si existia una correlacion entre cada una de la mediciones de
glucosa anotadas con respecto a la frecuencia de disparo de la
neurona, como ejemplo ver la Figura 25c. En todas las neuronas
estudiadas existi6 una R? de 0.07+0.9, lo cual indica que ninguna
neurona de las que registramos fue sensible a los niveles de glucosa

periférica.

Debido a que ninguna de las neuronas registradas fue sensible a
los niveles periféricos de glucosa, se evalud la proporcién de neuronas
que si eran moduladas bajo las transiciones de suefio e ingesta. En la
Tabla 1 se indican la poblacién total de las neuronas registradas (34
neuronas), sefialdndose el nimero de neuronas y el porcentaje de las
gue eran moduladas por ambos estados (suefio e ingesta) o solamente
a un solo estado, asi como también a que tipo neuronal putativamente

se clasifican.
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Tabla 1 neuronas moduladas durante laingesta de ensure (E) y el suefio (SWS)

Tipo de respuesta No. de pFSI pChAT pMSN Sin
(E/SWS) neuronas clasificar
Inactiva/SWSoff 11 (32%) 4 3 5 5
Inactiva/SWSon 2 (6%) 1 2 2 1
Inactiva 2 (6%) 1 0 1 1
subtotal 15 (44%) 6 5 8 7
Activa/SWSoff 9 (26%) 0 1 1 1
Activa/SWSon 2 (6%) 0 1 0 1
Activa 1 (3%) 1 1 0 0
subtotal 12 (35%) 1 3 1 2
SWSoff 2 (6%) 0 0 1 0
SWSon 3 (9%) 0 0 0 0
Sin modulacion 2 (6%) 0 0 0 0

Se identificaron dos poblaciones neuronales que modulaban su
frecuencia de disparo durante la ingesta: “activas” (35%) e “inactivas”
(44%). Estos resultados son similares a los reportados por Tellez et al
(2012) y Krause et al (2011). En la Figura 26 se puede observar el
raster plot y el PSTH (Histograma de tiempo postestimulo) de una
neurona que es inactiva durante la ingesta de ensure. Se observa que
durante la ingesta del ensure, enmarcada con CS-CE (inicio-termino de

la ingesta) esta neurona disminuye su frecuencia de disparo.
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Figura 27. Ejemplo representativo de una neurona de NAc shell que es
inactivada durante la ingesta de ensure. Las lineas rojas indican cada lengleteo,
las lineas negras los potenciales de accién, lineas punteadas verticales, el inicio y
termino del lengueteo (CS-CE), lineas verticales en color celeste y rojo, diferencia
significativa en la frecuencia de disparo. El panel superior se grafica el raster plot para
los ensayos y en panel inferior, se grafica el PSTH (Histograma de tiempo
postestimulo).

Ademas de identificar neuronas que estaban siendo moduladas
por la ingesta, también eran moduladas durante el suefio, con lo que
logre establecer que el 62% (22/34) se inactivaban durante el periodo
de sueio vy, el 21% (7/34) se activaron. En la Figura 27 se muestra el
raster plot y el PSTH de una neurona representativa que se inactivo

durante el sueno.
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Figura 28 Neurona inactivada de NAc shell que se modulada durante el suefio. Las lineas
negras los potenciales de accion, lineas punteadas verticales, las transiciones de
despierto>suefio (QW>SWS), lineas verticales en color celeste y rojo, diferencia
significativa en la frecuencia de disparo. El panel superior se grafica el raster plot para
los ensayos y en panel inferior, se grafica el PSTH (Histograma de tiempo post-
estimulo).
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7. DISCUSION

En el presente trabajo se estudio si las neuronas del NAcS que
estan relacionadas a la alimentacion (es decir que se activan o inhiben
durante el consumo de Ensure), modulan su actividad no por el acto de
comer per se, si no porque estén respondiendo a los distintos niveles
periféricos de glucosa que se generan al comer. También identificamos
si algun tipo de interneurona o MSN putativas es capaz de censar los
niveles periféricos de glucosa. Para contestar estas preguntas se
decidio realizar registros extracelulares del NAcS en ratas en libre
movimiento, utilizando inyecciones intragastricas de glucosa y mientras
mediamos los niveles de glucosa en sangre, sin estresar al animal.
Nuestros datos indican que: a) las neuronas del nicleo accumbens
Shell en general no son moduladas ante los incrementos glicémicos
periféricos, b) esta red neuronal si es modulada durante los periodos
de suefio y/o ingesta de ensure, ¢) aparentemente las tres principales
poblaciones neuronales del NAcS (pFSI, pMSN, pChAT), incrementan o
disminuyen su frecuencia de disparo durante las transiciones de suefio
e ingesta de ensure, sin alguna preferencia por algun tipo, pero ningun
tipo neuronal modula su actividad ante cambios glicémicos dentro del

rango fisiolégico.

a) Correlacion entre las neuronas que censan glucosa en nucleo

accumbens shell con los niveles periféricos de glucosa.

Estudios realizados por Papp et al (2007) demostré que existen
neuronas que monitorean glucosa en NAcS, inyectando directamente
en este sitio a concentraciones de 500 mM. En este trabajo se inyecto
intragastricamente D-glucosa al 30 y 50% las cuales fueron suficientes

para generar una ligera hiperglicemia fisiologica, dentro de los rangos
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inducidos tras el consumo de ensure, tal como se puede observar en la
Figura 22 donde el valor maximo de glucosa fue de ~8.3 mM, la cual
ocurre normalmente al efectuarse un consumo de alimento (Dunn-
Meynell et al., 2009).

Como se puede observar en la Figura 24c, se alcanzaron picos
méaximos al inyectar glucosa intragastricamente al 30 y 50% (6.6 mM vy
7.8 mM, respectivamente) y 8.7 mM, durante el consumo de ensure, los
cuales son suficientes para detectarse en NAcS (Kiyatkin & Lenoir,
2012). De hecho en un estudio previo de Kiyatjin & Lenoir 2012,
utilizaron un microelectrodo especial para detectar con gran resolucion
el nivel de glucosa directamente en el NAcS, y demostraron que la
inyeccion periférica de D-glucosa de concentraciones muy similares a
las nuestras, si incrementan ligeramente los niveles de glucosa en el
NAcS. Lo que sugiere que nuestro procedimiento efectivamente
incremento la glucosa en el NAcS. Sin embargo, nosotros encontramos
que no existi6 ninguna fluctuacién de la actividad neuronal durante
estos picos maximos. Resultados similares fueron arrojados al analizar
a las demas neuronas registradas, lo cual nos indicé que las neuronas
del NAcS no son sensibles a los incrementos periféricos de glucosa
generados por el consumo de ensure, ya que al inyectarse solamente
D-glucosa (30 y 50%) no se generd ninguna variacion en la actividad
neuronal. Como ya se habia mencionado Papp et al (2007), en
animales anestesiados encontr6 neuronas que monitorean glucosa,
pero utilizando dosis fuera de los rangos fisiologicos de glucosa en el
cerebro, en verdad ellos aplicaron directamente al NAcS una
concentracion de 500 mM de D-glucosa, mientras que la concentracion
fisiologica principalmente en el ndcleo accumbens es de 540 uM
(Kiyatkin & Lenoir, 2012). De tal forma que concluimos que los datos
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obtenidos por Papp et. al. no representan un cambio de la actividad

fisioldgico, si no mas bien un efecto farmacoldégico.

b) Modulacion de las neuronas del NAcS durante los periodos de

ingesta y/o suefio.

Se encontraron neuronas que se modulaban durante los periodos de
ingesta de ensure, siendo en mayor proporcion las que se inactivan y
en menor proporcion las que se activan, como ejemplo es la Figura 27,
en la cual se observa una disminucion en la frecuencia de disparo
durante el periodo de consumo de ensure. Estos resultados son
consistentes con trabajos que indican modulaciones neuronales en el
estriado ventral durante una comida altamente palatable (ensure)(Tellez
et al., 2012), asi como durante el periodo de consumo de sacarosa
(Krause et al., 2010).

Con el analisis del hipnograma, se claramente observamos que las
neuronas del ndcleo accumbens shell modulaban su frecuencia de
disparo durante las transiciones de suefio, lo cual también se ha
reportado en otros trabajos (Braun et al., 1997).(Qiu, Vetrivelan, Fuller,
& Lu, 2010). De hecho, datos previos de nuestro laboratorio también
indican que la mayoria de las neuronas que se registraron en el NAcS
se inhibian durante las transiciones de suefio, aunque también lo

hicieron durante la ingesta de ensure (Tellez et al., 2012).

c) Actividad de los distintos tipos neuronales del NAcS
Con respecto a la clasificacion neuronal, se encontrd que los tres tipos
neuronales eran modulados durante los periodos de ingesta sin que
hubiera un tipo neuronal preferencial para el proceso de alimentacion, lo
cual puede ser observado en el cuadro 1. Este resultado esta de
acuerdo con datos reportados por Tellez et al (2012) en donde
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reportaron una proporcion similar, tanto de neuronas que se activan e
inactivan durante la alimentacion.

Nuestros resultados indican que la mayoria de las neuronas que se
inactivaban durante el suefio (sin tomar en cuenta su modulacion con la
ingesta de ensure), eran pMSN. Otros reportes muestran que las pMSN
no modifican su frecuencia de disparo cuando la rata se encuentra en
periodos de suefio y vigilia (Lansink, Goltstein, Lankelma, & Pennartz,
2010). Sin embargo, en el trabajo de Tellez et al. (2012) demostraron
un incremento en la frecuencia de disparo durante transiciones de
suefo-vigilia. Se pudo observar en este trabajo que la mayoria de las
neuronas registradas fueron interneuronas, siendo que estas conforman
s6lo ~5% de la poblacion total en el estriado, esto se debe a que las
MSN presentan bajas frecuencias de disparo, lo cual es mas dificil de
detectar durante el registro en linea, generandonos relativamente un

sesgo que facilita el registro de méas interneuronas que MSN putativas.
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8. CONCLUSION

Nuestros resultados claramente indican que mediante inyecciones
intragastricas de D-glucosa al 30 y 50%, la gran mayoria de las
neuronas del ndcleo accumbens shell no son capaces de censar los
niveles periféricos de glucosa dentro de un rango fisiolégico generado al
comer Ensure. Es decir, las neuronas del nacleo accumbens shell que
son moduladas por el consumo de ensure, no detectan los incrementos

de glucosa periférico generados por el consumo de esta.

Las neuronas del nucleo acumbens shell son moduladas durante los
periodos de suefio-ingesta y en su mayoria se inactivan ante ambas
transiciones y los tipos neuronales del nacleo accumbens shell (pFSl,
PMSN, pChAT) son modulados en las transiciones vigilia-suefio y
durante la conducta alimentaria, sin ningun tipo neuronal preferencial.
Nuestros resultados indican que el NAcS es una region del cerebro que
ademas de participar en procesos de recompensa, también participa en
el control neuronal del apetito, sin embargo parece no tener un papel
clave para detectar los niveles periféricos de glucosa y por tanto en la

homeostasis de la misma.
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